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OZET
Anzer Balr’nin Molekiiler Yontemlerle Karakterizasyonu

Sahteciligin en fazla yapildig1 dogal gidalardan biri olan balin botanik ve cografik
kokeninin belirlenebilmesi i¢in melissopalinolojiden daha basit, daha az zaman alic1 ve daha
giivenilir 6zel yontemler kullanarak sahteciligin 6niine gegmek miimkiin olabilir. Bunun i¢in
son yillarda, polen tanelerinin tanimlanmasi i¢in yeni nesil dizileme analizi alternatif
yaklasim olarak oOnerilmistir. Bu tez caligmasinda Rize iline bagli Anzer (Ballikdy)’de
tiretilen ti¢ bal 6rnegi, elde edilen bal metagenomu nrDNA ITS (ITS1 ve ITS2) kullanarak
ilk kez analiz edilmis, melissopalinolojik ve palinolojik verilerle birlikte degerlendirilmistir.
Oncelikle incelenen ii¢ bal drneginden melissopalinolojik ¢alisma igin polen izolasyonu ve
tanimlamasi, NGS analizi igin de total DNA izolasyonlar1 yapildi ve Kkalitesi
spektrofotometrik yontemlerle belirlendi. Daha sonra her bir bal 6rneginden izole edilen
metagenoma ait ITS verileri yeni nesil dizileme (NGS) tekniklerinden Illumina Miseq
kullanilarak dizilendi ve tez kapsaminda hazirlanan referans kiitiiphanesi ile karsilastirildi.
NGS analizi ile toplamda ii¢ bal 6rneginden ITS1 igin 310 745 ve ITS2 igin 39 835
filtrelenmis cift tarafli okuma elde edilmistir. Toplamda filtrelenmis ITS1 okumalarinin
233 655 (%75.2)’i, ITS2 okumalarm 27 230 (%68.4)’ii 6zel hazirlanmig referans
kiitiiphanedeki veri tabani ile en az familya diizeyinde olmak tizere cins veya tiir diizeyinde
eslesmistir. NGS analizi sonucunda incelenen bal 6rneklerinde toplamda 27 familya ve 54
takson belirlenmisken, melissopalinoloji ile 20 familya ve 34 bitki taksonu belirlenmistir.
Melissopalinoloji analizine gore %63 den daha fazla takson iceren NGS sonuglari, tiim bal
orneklerinde familya ve cins diizeyinde melissopalinoloji ile bir¢ok ortak takson barindirdigi
ve tiir diizeyinde daha yiiksek ¢ozinirlik sagladigi tespit edilmistir. Her iki teknikle
belirlenen bitkilerde bazi farkliliklar olsa da, tanimlanan baskin floral bilesenler yiiksek
benzerlik gostermistir. Bu sonuglar NGS'nin Anzer balinin kdkenini tespit etmede daha

giiclii ve giivenilir bir yontem oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Bal, Ballikdy, ITS, Melissopalinoloji, Yeni nesil dizileme
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ABSTRACT
Characterization of Anzer Honey Using Molecular Methods

One of the natural foods most commonly subjected to fraud is honey. Analyzing
honey using a method that is simpler, more specific, and less time-consuming than
melissopalynology, may make it possible to more easily determine both its botanical and
geographical origin whilst preventing fraud. In recent years, next-generation sequencing
(NGS) analysis has been proposed as an alternative approach for identifying pollen grains.
In the present study, three honey samples produced in Anzer (Ballikdy) in the Rize province
were analyzed using nrDNA ITS (ITS1 and ITS2) obtained from the honey metagenome for
the first time and evaluated alongside melissopalynological and palynological data. First,
pollen isolation and identification were conducted for the melissopalynological study from
the three honey samples examined, and total DNA isolations were performed for the NGS
analysis, with their quality determined by spectrophotometric methods. Then, ITS data
belonging to the metagenome isolated from each honey sample were sequenced using the
Illumina Miseq, one of the next-generation sequencing (NGS) techniques and compared with
the reference library prepared within the scope of the thesis. A total of 310 745 filtered
paired-end reads for ITS1 and 39 835 filtered paired-end reads for ITS2 were obtained from
the three honey samples through NGS analysis. In total, 233 655 (75.2%) of the filtered ITS1
reads and 27 230 (68.4%) of the ITS2 reads matched at least to the family level, and in some
cases to the genus or species level, with the database in the specially prepared reference
library. NGS analysis identified a total of 27 families and 54 taxa in the honey samples,
while melissopalynology identified 19 families and 34 plant taxa. NGS analysis detected
63% more plant taxa than the melissopalynological method across all honey samples.
Moreover, when comparing the data obtained from melissopalynology with the NGS data, a
significant number of common plant families and genera were identified, with NGS
providing significantly higher resolution at the species level. Although there were some
differences in the plants identified by the two techniques, the dominant floral components

identified showed high similarity.

Keywords: Ballikdy, Honey, ITS, Melissopalynology, Next-generation sequencing
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda, insanlarin saglikli beslenme konusundaki endisesinin artmasi, dogal
gida iiriinlerine olan talebin artmasma neden olmustur. Ozellikle, terapotik (iyilestirici)
oOzelliklere sahip gidalara kars1 artan ilgi, dogal gidalarin degerlerini de arttirdi. Bu da onlari
ekonomik sahtekarliklara karsi savunmasiz hedef haline getirdi. Bal aris1 (Apis mellifera)
tarafindan iretilen dogal bir gida olan bal, tadi, saglik acisindan faydalart ve pek c¢ok
biyolojik o6zellikleri nedeniyle sahtekarligin yogun olarak yasandigi iirlinler arasina
girmesine neden olmustur. Bu nedenle tiiketicileri korumak ve iireticiler arasinda adil
rekabeti tesvik etmek i¢in, Ozellikle de balin cografik kokeninin belirlenmesi balin
Ozgiinliiglinii degerlendirilmesi i¢in dnemli hale gelmistir (1). Giiniimiizde balin cografik
kokenini belirlemede kullanilan geleneksel yontem, bal iiretimi sirasinda arilarin ziyaret
ettigi bitkileri belirlemek icin mikroskobik analizle polen tanimlamasina dayanan
melissopalinolojidir. Bununla birlikte, bu yontem zaman alicidir, kapsamli bir polen taneleri
koleksiyonunun bulunmasini gerektirir ve polen tanelerini farkli morfolojilerine dayanarak
tanimlamak i¢in yeterli beceri ve deneyime sahip uzmanlar tarafindan ancak
gerceklestirilebilir olmasi bu yontemi dezavantajli hale getirmektedir (2). Bu nedenle, balin
kimlik dogrulamasi i¢in bireysel tecriibeden ¢ok fazla etkilenmeyen analitik yontemler
gelistirmek onemlidir. Bu yOntemler arasinda kromatografik teknikler kullanilarak yapilan
kimyasal analizlerde bulunmaktadir. Bu analizlerde bal 6rneklerinin botanik kdkeninin
belirlenmesi i¢in serbest amino asitler, fenolik bilesikler, organik asitler ve kimyasal asitler
gibi farkli kimyasal parametreler kullanilmaktadir Bununla birlikte, ayn1 botanik kokenli
ballarin kimyasal bilesimi oldukga farkli olabilir, ¢ilinkii bitki fitokimyasallar1 edafoklimatik
faktorler, toprak, ¢igek olgunlugu vb. bir ¢cok faktore bagl olarak degisebilir. Bu durum balin
botanik smiflandirmasi i¢in kimyasal analiz yontemlerini glivenilir olmayan bir yaklagim

haline getirir (3).

Balin kalitesini degerlendirmek ig¢in, bal arilarmnin beslendigi c¢evredeki bitki
ortiistinii incelemek elbette 6nemlidir. Balda bulunan ¢igek drneklerinin ortaya konulmasi,
tibbi degerin belirlenmesi, bal iiretiminin artirtlmasi ve bal arilarinin korunmasi agisindan

onemlidir (4).

Ulkemiz bal iiretimi ve kovan varligi bakimindan diinyada 2. ve 3. siralarda yer
alarak diinyanin 6nemli iilkeleri arasinda bulunmaktadir. Tiirkiye’de ve Diinya’da bir¢ok

degerli bal vardir. Genel olarak cicek bali, kegiboynuzu bali, kestane bali ve ¢am balini



ornek olarak verebiliriz. Farkli bal tiirlerinin saglik agisindan faydalari bulunmaktadir.
Bunlardan biri de Tiirkiye’nin Kuzeydogusu’nda Rize ilinin Ikizdere ilgesinde yer alan
Anzer (Ballikdy)’de tiretilen “Anzer Bali’dir. Anzer Bali Mayis - Agustos aylarinda Anzer
(Ballikdy)’de yerlesik farkli aricilik kooperatifleri tarafindan tretilen kendine has hafif
aromatik kokusu ve tadi olan, agik renkli tescilli bir baldir. Temel 6zellikleri bakimindan
cicek bal1 olup, karigik florali (polifloral) ballar sinifinda degerlendirilir. Tiiketiciye siizme

bal olarak sunulur (5).

Anzer Bali bilimsel olarak kanitlanmis, saglik a¢isindan bir¢ok faydasi olan ve
fonksiyonel bir gida olarak onaylanan, besin acisindan degerli bir {iriin olarak kabul
edilmektedir. Anzer Bali’nin diger ballardan saglik agisindan daha faydali olduguna
inanilmaktadir. Bu nedenle ¢ok yiiksek fiyatlara alici bulmaktadir. Anzer Bali’nin sifa

Ozelliginin Anzer bolgesinin zengin bitki florasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (6).

Giintimiizde her ne kadar Anzer Bali kimyasal ve palinolojik analizler tabi tutulmus
olsa da esas itibari ile palinolojik testlere tabi tutularak tescillenen bir bal olarak piyasaya
stirilmektedir. Bu nedenle Anzer Bali’nin cografik kokeninin tanimlanmasi igin klasik
melissopalinolojik analize alternatif olarak etkili araglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Son
yillarda farkli ballarda bulunan bitki tiirlerinin tanimlanmasi ve ballarin cografik orijinlerini
belirlemek igin DNA tabanli yontemler de kullanilmaktadir. DNA’ya dayali bu teknikler
daha hizli, hassas ve daha giivenilir olma egiliminde olduklar1 i¢in gliniimiizde tercih edilen

bir yontem haline gelmistir (7).

Tiirkiye’de {retilen ballarin  molekiiler 6zellikleri hakkinda c¢ok az bilgi
bulunmaktadir. 2010 yilindan bu yana, DNA dizileme teknolojisinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bir¢ok ¢esitli yiiksek verimli dizileme teknolojileri daha az maliyetle ortaya
citkmis ve zaman tasarrufu saglamistir. DNA metabarkodlama, balin bitki tiirii
kompozisyonunun belirlenmesi, bal arilarinin ziyaret ettigi bitkileri arastirmak icin bir
yontem saglar. Bodylece bu yontem, karmasik oOrneklerdeki bilinmeyen tiirlerin
tanimlanmasinda kullanilabilir (8). Bu c¢alismalar dikkate alindiginda daha pratik ve
giivenilir yontem olan yeni nesil dizileme yonteminin Anzer Bali’nin tanimlanmasinda

kullanilabilecegini gostermistir.

Bu ¢alismanin amaci tilkemizin cografik isarete sahip (tescilli) ballarindan biri olan
“Anzer Bali’nin” yapisina katilan ¢igekli bitki taksonlariin yeni nesil dizileme yontemi ile

ortaya ¢ikarilmasi, elde edilen verilerin klasik melisopalinolojik bulgularla karsilagtirilmasi
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ve yeni nesil dizilemenin Anzer Bali igin alternatif bir tanimlama yontemi olma

potansiyelinin ortaya konmasidir. Bu amaca ulasmak i¢in asagidaki hedef g¢aligmalar

gergeklestirilmistir.

Anzer (Ballikdy)’de bal arisi tarafindan en fazla ziyaret edilen ¢igekli bitkilerin,
gerek arazi gozlemi ve gerekse bal {ireticileri ile yapilan 6n goriismeler ile
belirlenmesi, belirlenen bu bitkilere ait bitki ve ¢icek Orneklerinin araziden

toplanmasi ve teshis edilmesi

Anzer (Ballikoy)’de floristik yapiy1 olusturan ¢igekli bitkilere ait nrDNA ITS

dizinlerin literatiire dayal1 olarak belirlenmesi

Yeni nesil dizileme sonuglarini karsilastirmak igin bir dizin kiitliphanenin

hazirlanmasi

Anzer Bali’ndan total DNA’larin izole edilmesi ve yeni nesil dizileme yontemi ile

balda bulunan farkl: bitkilere ait DNA dizilerin belirlenmesi
Belirlenen farkli DNA dizinlerinin hangi taksonlara ait oldugunun belirlenmesi

Melissopalinolojik yontem ile Anzer Bali’'nda bulunan bitkilerin (taksonlarin)

belirlenmesi

Yeni nesil dizileme ve melissopalinolojik yonteme gore Anzer Bali’nda oldugu
kesinlesen tiir diizeyindeki taksonlarin ayrintili palinolojik  6zelliklerinin

belirlenmesi ve fotograflanmasi



2. GENEL BILGILER
2.1. Bahn Tarihcesi

Balin tam olarak ne kadar siiredir var oldugunu sdylemek oldukca zor zira kayitlara
gecen cok eski bir tarihten itibaren var oldugu bilinmektedir. Ispanya'da MO 7000'den kalma
magara resimleri ariciligin en eski kayitlarini gostermekte, ancak bal arisi1 fosilleri yaklasik
150 milyon y1l 6ncesine dayanmaktadir. Bal arilar1 (Apis mellifera), insanlar tarafindan tarih
boyunca kullanilmistir. Antik Misir (MO 5500), Cinliler, Yunanlilar ve Romalilar gibi insan
medeniyetlerinin hepsinde balin farkli amaglar i¢in kullanildigina dair giiclii kanitlar
bulunmaktadir. Dogal bal, tarihsel olarak yaralarin ve bagirsak hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmigtir. Bal, art mumu, propolis, polen ve ar1 siitii hepsi kullanilmistir. Balin terapotik

olarak kullanildig1 eski kayitlarla belgelenmistir (9).

Bal, organik ve dogal bir seker alternatifi olup, uzun raf omrii nedeniyle eski
medeniyetler i¢in onemli bir gida kaynagiydi (10). Ayrica hem Hristiyanlik hem de

Islamiyette, degerli bir hediye olarak ve saglik simgesi olarak goriilmiistiir.

Orta Cag doneminde (MS 450-1485), alt smiflar arilari, kisisel kullanimlar1 i¢in
yetistirirken, manastirlar aricilik ve bal iiretim merkezleri olmustur. Bal tatlandirma amacli
kullanilmis, art mumuyla mumlar yapilmis ve bal fermente edilerek bal likori tiretilmistir.
1485-1700 yillar arasindaki donemde neredeyse her kiiciik ¢iftlik kendi arilarin1 beslemis

olup iirettikleri triinleri kullanmistir (10).

1700'lerin basinda, seker kamusi Ingiltere'ye Ingiliz kolonileri tarafindan ithal
edilmeye baglandi ve en zengin evler bal yerine seker kullanmaya bagladi. Bu tarihten
sonraki 80 y1l iginde seker yaygin olarak kullanilir hale gelmis ve bal artik en hizli erisilebilir
tatlandirici olarak kabul edilmiyordu. 18. yiizyildan beri, dilnyada bal modern tipta kullanilsa

da insan tiikketimi i¢in gogu bal, siipermarket talebini karsilamak igin ithal edilmektedir (11).
2.2. Tiirkiye’de Aricihk

Aricilik glinlimiizde, tiim diinyada yapilan en yaygin tarimsal faaliyetlerden birisidir.
Bal tiretimi kiiresel 1sinmaya ve iklim degisiklikleri gibi dogal olaylara gore, yildan yila
degisebilmektedir. TUIK 2020 (12) verilerine gore diinyadaki ar1 kovani sayisi bir énceki
yila gore %0.5 oraninda artarak 94 milyon adet olmustur. Diinyanin en ¢ok kovan varligina

sahip tilkesi Hindistan olup 12.3 milyon kovan ile %13’liikk paya sahiptir. Hindistan’1 takip



eden tilkeler sirasiyla 8.2 milyon kovan ile %9.8 paya sahip olan Cin, ardindan 8.2 milyon

kovan ile %8,7 paya sahip olan Tiirkiye gelmektedir (Tablo 2.1) (13).

Diinyada bal iiretiminde aymi yila ait verilere gore bu kovanlardan yaklasik 1.8
milyon ton bal {iretimi olup bir 6nceki yila gére %0.2 oraninda artis gostermistir. Cin ilk
sirada yer alip 458 bin ton iretimiyle %25.9’luk paya sahiptir. Tirkiye ikinci sirada
%b5.9luk paya sahip 104 bin ton bal iiretmekte, iiciincii sirada ise %4.5’lik pay ile Iran 80

bin ton bal tiretimine sahiptir (14).

Tablo 2.1. Ulkelere ait kovan varlig: ve bal iiretim miktar1 (ton, 1000 kg) (Burucu’dan 13).

Kovan Varlig Bal Uretim Miktan

Ulkeler 2016 2017 2018 2019 2020 2016 2017 2018 2019 2020

Hindistan 12055 12337 12107 12166 12203 | 61853 62 138 62 197 62 063 62 132

Cin 9048 9144 9140 9179 9216 | 555000 542 544 446 879 444 054 458 100
Tiirkiye* 7900 7991 8108 8128 8179 105 727 114 471 107 920 109 330 104 077
iran 7011 7134 7180 7108 7141 67 783 67 302 77 388 77973 79 955
Etiyopya 6189 6524 7075 6958 6 986 - - - - -
Rusya 2952 2991 2999 3020 3003 69 764 65 167 65 006 63 526 66 368

Arjantin 2937 2983 2974 2979 2983 68 123 76 379 79 468 78 844 74 403
Tanzanya 3425 3317 3182 3094 2982 - - - - -

ABD 2775 2684 2828 2812 2706 73429 67 596 69 857 71179 66 948
Meksika 2155 2261 2139 2145 2162 55358 51 066 64 253 61 986 54 165
Ukrayna - - - - - 59 294 66231 71279 69 937 68 028
Brezilya - - - - - 39677 41 696 42 268 45 801 51 508

Diger 33206 34061 34787 32649 32883 | 715390 727 889 764 777 681 727 684 435

Diinya 90183 91828 93677 93495 94000 |1871398 1882479 1851292 1766420 1770119

Tiirkiye’de 2021 verilerine gore kovan varligi 8.7 milyona ulasarak bir 6nceki yila
gore %6.8 oraninda artis gostermistir. Bal {iretimi ise 96 bin ton olarak gerceklesmistir ve
bir onceki yila oranla %7.4 oranla azalmistir. Ayrica ayni yilin verilerinde 96 344 adet

aricilik isletmesi faaliyet gosterir.

FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii) 2020 yilindaki verilere gére
diinyada ortalama kovan basina verim yaklasik 18.8 kg olarak gerceklesmistir. Ilk sirada yer
alan Hindistan, kovan basina diisen bal tiretim 5.1 iken, Cin’in bal verimi 49.7 kg olup,
Tiirkiye’de ise kovan basmna ortalama bal liretimi 12.7 kg olup diinya ortalamasinin

altindadir.



Ulkemizde 2021 y1li verilerine gore, en fazla ar1 kovanina sahip ilimiz 949 bin adet
ar1 kovani ile Mugla olup (%10.9), ikinci sirada 604 bin kovanla Ordu (%6.9), tiglincii sirada
ise 482 bin kovan ile Adana (%5.5) yer almistir.

Ulkemizde 2021 yili verilerine gore, bal iiretimi il bazinda incelendiginde; Adana
%12.8’lik pay ile birinci, Ordu %11.8’lik paya sahip ikinci, Sivas ise %6.0’lik pay ile olarak
ticiincii sirada yer almigtir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Tiirkiye'de illere gore kovan sayisi ve bal iiretim miktar1 (ton) (Burucu’dan 13).

Kovan Varhig Bal Uretim Miktar
iller 2017 2018 2019 2020 2021 2017 2018 2019 2020 2021
Mugla | 958328 935463 918116 900 583 949267 | 15867 14777 14688 6104 3820
Ordu 562299 568547 573358 573375 604213 | 16799 16994 17057 17213 11377
Adana | 454768 461987 469938 481557 481 878 10729 10941 11077 12172 12336
Antalya | 226592 230323 217705 216423 335686 - - - - -
Mersin | 273384 267251 282749 290795 303 120 3864 2416 2 352 2150 3192
izmir 215743 232009 244519 273949 276 918 2 836 2777 3007 1493 3056
Sivas 215878 239575 243673 256374 269 709 3715 5048 5029 5471 5744
Bitlis 131484 155899 168888 158976 253 625 - - - - -
Aydin 280386 281060 274826 257738 253 606 4 357 4227 3693 3643 3254
Trabzon | 166191 180182 172785 167 246 178 696 - - - - -

Balikesir - - - - - 3261 2618 2480 2657 2656
Siirt - - - - - 1786 711 663 2401 2323
Van - - - - - 1928 1652 1869 1942 2216

Diger |4506019 4556128 4561803 4602069 4826676 | 49329 45759 47413 48833 46370
Tiirkiye | 7991072 8108424 8128360 8179085 8733394 | 114471 107920 109330 104077 96 344

Tiirkiye’de 2021 yili verilerine gore, Ege Bolgesi kovan varligi bakimindan 17
milyon adet ile ilk sirada yer almaktadir. Cam balinin yogun olarak tiretildigi bolge olup
aricilik ekonomisine 6nemli katki saglamaktadir. Akdeniz Bolgesi 1.5 milyon adet kovan ile
%17.2’lik pay ile ikinci sirada yer almakta, Dogu Karadeniz Bolgesi 1.2 milyon adet kovan
ile %13.8’lik paya sahip olup tiglincii sirada yer almistir. Bal iiretiminde ise, Akdeniz
Bolgesi 21 bin 946 ton iiretim ile ilk sirada yer almistir. Dogu Karadeniz Bolgesi 15 bin 615
ton iretim ile, %16.2’lik pay ile ikinci sirada, Ege Bolgesi ise 11 bin 885 ton iiretim ile,

%12.3’liik pay ile liglincii sirada yer almistir (12, 14).

Tiirkiye’de bal iiretim konusundaki dis ticaret hacmi yillara gore dalgalanma

halindedir. Kimi yillarda artis goriiniirken, kimi yillarda azalis s6z konusudur (12).



Ulkemizde bal dis ticareti siizme ve petek bal olmak iizere iki sekilde yapilmaktadir.
Bal ihracat1 2021 (14) yilinda 9 bin 976 ton olarak gergeklesmis olup ayn1 yil verilerinde
ithalat 29 341 ton olarak kaydedilmistir. Balla birlikte, propolis, ar1 siitii, polen ve balmumu

gibi ar1 tirlinleri de diinya ticaretinde kullanilmaktadir (15).
2.3. Balin Tamimi ve Yapisi

Bal, bal arilar1 tarafindan bitkilerin nektarindan veya bitkilerin canli pargalarinin
salgilarindan veya bitkilerin canli pargalarindaki bitki emici boceklerin salgilarindan elde
edilen dogal tatli bir maddedir. Arilar, bu maddeleri toplar, kendi 6zgiin maddeleriyle
birlestirerek doniistiiriir, peteklere depo eder, kurutur ve olgunlagmasi icin bal peteklerinde
birakir. Kodeks Alimentarius (CA) standardina gore, satilan balin igerisine bagka gida
bileseni, gida katki maddesi veya bal disinda baska eklemeler yapilmamis olmalidir. Bal,
islenmesi ve saklanmasi sirasinda yabanci maddelerden emilmis olan rahatsiz edici madde,

lezzet, aroma veya kirletici madde kokusu tasimamalidir (16).

Bal, genellikle glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkaroz; su; ve proteinler, organik asitler,
amino asitler, vitaminler, flavonoidler ve asetilkolin gibi diger minor bilesenleri igerir (17).
Genel olarak saf bal, polen, balmumu izleri, degisken miktarlarda seker toleransli mayalar
ve dekstroz hidrat kristalleri gibi yabanci maddeler igerir. %17.1'den az su i¢eren bal bir y1l

icinde fermente olmaz. Cogu bal, 6nlem alinmazsa zamanla kristallesir.

Balin yapisinin biiyiik bir kismini yaklagik %80-85 oraninda karbonhidratlar ve %17
oraninda su olusturur. Geri kalan kismi yaklasik %1-2 oraninda gesitli bilesenler (proteinler,
enzimler, aminoasitler, vitaminler, organik asitler, ugucu yaglar, flavonoidler, fenolik asitler,
mineraller, kiiller, iz elementleri, polen) igerir (18). Bu bilesimler, arilarin topladigi bitki
tiirlerine, iklim kosullarina, cografik 6zelliklere, iiretim bi¢imine, liretim yapildigi zamana
ve bal aris1 tiiriine gore degisiklik gosterir (19). Balin bilesiminin ortalama degerleri Sekil

2.1°de Ozetlenmistir.
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Sekil 2.1. Balin baz1 bilesenleri (Anklam’dan, 18)

2.3.1. Karbonhidratlar

Sekerler (sakkaritler) balin biiyiikk bolimiinii (~%80) olusturur. Cogunlukla
monosakkarit olan fruktoz ve glikozdan olusur. Diger kismu oligosakkaritlerden
olugmaktadir. Balin igerisinde, invert surup, konvansiyonel misir surubu ve yliksek fruktozlu
misir surubu da kullanilmaktadir (18). Bal, sekerlerin ve diger bilesenlerden olusan bir

karigimdir. Karbonhidratlar ayrica kristalizasyonda da 6nemli rol oynamaktadir.

2.3.2. Proteinler ve Amino Asitler

Bal yaklasik olarak %0.4-0.6 oraninda protein igerir (20). Balda on sekiz amino asit
bulunur; prolin, toplam amino asit profilinin %50-85'ini temsil eder. Arginin, triptofan ve
sistin baz1 bal tiirlerinde karakteristik amino asitlerdir (18). Enzimler bu proteinlerin kiigiik
bir kismini olugturur. Hem nektardan hem de arilardan kaynaklanan balda bulunan enzimler
yaygindir (21). Baskin enzimler, nigastay1 daha kiigiik birimlere ayiran diastazdir (amilaz);

glukozu fruktoza doniistiren invertaz (glukosidaz) ve glukozun glukonolaktona
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dontisimiinii katalize ederek glukonik asit ve hidrojen peroksit iiretimine neden olan glukoz
oksidazdir (22). Katalaz bazi polen tanelerinde dogal olarak bulunur, katalaz hidrojen

peroksidi notralize eder (21, 23).
2.3.3. Vitaminler ve Mineraller

Balda eser miktarda B vitaminleri (riboflavin, niasin, folik asit, pantotenik asit ve B6
vitamini) ve C vitaminleri (askorbik asit) bulunur. islenmemis balda birgok farkli mineral

(kalsiyum, demir, ¢inko, potasyum, krom, fosfor, magnezyum ve manganez) bulunmaktadir.
2.3.4. Ugucu Yaglar

Balda 600'den fazla ucucu organik bilesik tanimlanmigtir. Ugucular, standart oda
sicakliginda yiiksek buhar basincina sahip organik kimyasallardir. Daha 6nce balda yedi ana
grup karakterize edilmistir; aldehitler, ketonlar, asitler, alkoller, esterler, hidrokarbonlar ve
siklik bilesikler (24). Baskin ugucular Sekil 2.2° de goriilebilir (19).

Bal, diislik konsantrasyonda bir¢ok ugucu yag igerir ancak ugucu yaglar balin duyusal
ozelliklerini etkiler; tat, aroma, renk ve dokusu, arilarin ziyaret ettigi bitki ve ¢igek
tirlerinden etkilenir (24). Bazi ugucu yaglar bitkilerden veya nektar kaynagindan
kaynaklanirken digerleri balin islenmesi veya depolanmasi sirasinda olusur veya doniisiir
(25-27). Bal 1sitildiginda Maillard reaksiyonu meydana gelir; sekerler ile amino asitler
arasinda bir enzimatik olmayan kahverengilesme reaksiyonu gerceklesir ve bu da ugucu
yaglarin liretimine veya doniisiimiine neden olur (27). Mikrobiyal ve ¢evresel kirlilik de

ugucu yaglarin sayisina katkida bulunabilir (24).
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Sekil 2.2. Balda bulunan seg¢ili bazi ugucu bilesiklerin yapisi (Kaskoniene’den, 19).

2.3.5. Fenolik Bilesikler

Balda tespit edilen ana fenolik bilesikler flavonoidlerdir: kuersetin, pinosembrin,
pinobanksin, krisin, galangin, kemferol ve luteolin (19, 28, 29). Aromatik asitler aromatik
bir halka ve organik bir asit fonksiyonu (C6-C1 iskeleti) igerir. Fenolik bilesikler, fenolik bir
halka ve organik karboksilik asit fonksiyonu igerdiginden, aromatik asitlerin bir drnegidir.
Fenolik asitler bir¢ok bitki tiirlinde bulunabilir (30-32). Flavonoidler bitkilerin 6zellesmis
metabolitleridir ve birgok fonksiyonu yerine getirir. Bitki pigmentasyonu, UV filtrasyonu ve
simbiyotik azot fiksasyonu i¢in onemlidirler (33). Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak
bulunur ve temel molekiiler yapilar1 2-fenil-1,4-benzopiron'dur. Bitkisel kokenli fenolik
asitler arasinda benzoik, ferulik, gallik, klorojenik, kafeik, p-kumarik, ellagik ve sirinjik
asitler bulunur. Fenolik bilesiklerin antibakteriyel, anti-inflamatuar ve antioksidan
aktiviteleri vardir. Fitokimyasal bilesimin balin biyoaktivitesi izerinde etkisi vardir Fenolik
bilesikler, balin depolanmasi ve islenmesi, mikrobiyal veya gevresel kirlilik, cografik

dagilim, nektar ve polen kaynagi gibi bitkisel kaynaklarindan etkilenir (19).
2.3.6. Diger Bilesikler

Balda asetik, formik, sitrik, laktik, malik ve glukonik asitler dahil organik asitler
bulunur (34). Glukozun glukoz oksidaz tarafindan parcalanmasi sonucu glukonik asitin

tiretilmesiyle glukonik asit de balda bulunur. Ayrica, basit sekerlerin pargalanmasi sonucu
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dogal olarak hidroksimetilfurfural olusur (35). Mikroelementler arasinda bakir, kadmiyum,

manganez ve demir gibi metaller de bulunur (36).

Dogal balda diisiik seviyelerde hidrojen peroksit bulunur. Hidrojen peroksit,
glukozun glukoz oksidaz enziminin etkisiyle glukonik asit ve hidrojen peroksite
dondstirilmesi sonucu olusur (37) (Sekil 2.3). Glukoz oksidaz, bal arilarinin nektarin
olgunlasma siirecinde hipofarengeal bezlerinde iiretilir (22). Olgunlagma siireci, glukoz
oksidazin etkinligini yok eder; bu aktivite, balin seyreltilmesiyle yeniden aktive edilir (37,
38). Konsantre balin daha diisiik pH degeri, glukoz oksidazin aktivasyonu igin gerekli olan
araligin disinda oldugu 6ne siiriilmiistiir (39). Balin tiiketilmesi veya yaralara uygulanmasi
sirasinda seyreltilince hidrojen peroksit iiretilebilir ve balin antibakteriyel etkisi artabilir
(40).

Hidrojen peroksit konsantrasyonu, farkli faktorlerin etkisiyle bal tiirlerine gore
degisebilir. Bu faktorler arasinda asir1 1s1 veya 151k, nektarda bulunan katalaz seviyeleri veya
kimyasal tarama aktivitesi gibi etkenler bulunur (21, 39, 41, 42). Bal, glukozidaz aktivitesi
seviyelerini etkileyebilen katalaz, peroksidazlar, metilglioksal ve antioksidanlarin farkli

miktarlarini igerir (21, 29, 43).

CH,OH CH,0H
H Q OH 1 id
glucose oxidase H,O0 H !
OH H >— Kow u/ °
I / \" HO :
H FAD  FADH, H OH
B-D-glucose 2 D-gluconic acid
HZOZ

Sekil 2.3. Glukoz oksidazin bal igindeki kimyasal reaksiyonu (White’den, 39).

2.3.7. Polen, Propolis ve Ar Siitii

Polen, tohumlu bitkilerde genellikle ince bir toz halinde gériinen mikrosporlarin bir
kiimesidir. Polen, angiospermlerde erkek organ olan anterlerde, gimnospermlerde ise erkek
kozalaklarinin mikrosporofillerinde meydana gelmektedir (44). Her polen tanesi, ¢esitli
araclarla (riizgar, su, bocekler vb.) disi lireme yapisina taginir ve burada dollenme gergeklesir

(45). Polen tanesi dis ¢eperi olan ekzin, tagima sirasinda polenin zarar gérmesini 6nlemek
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icin serttir. Ayrica, ekzin polen tanesi i¢in bazi morfolojik 6zellikler saglar ve bitki tiirlinii
taksonomik olarak tanimlamak igin kullanilir (44). Ekzin siislemelerinin yani sira, boyut,
sekil, renk ve apertiir tiiri gibi diger karakterler taksonlar arasindaki iliskiyi ortaya koyarak,
problemlerin ¢oziilmesi ve taksonomik durumlarin degerlendirmesi igin kullanilir. Polen
morfolojisi, morfolojik arastirmalar i¢in yardime1 yontem olarak, tiirleri siniflandirmak igin

taksonomistlerin yararlandigi 6nemli bir aragtir (46).

Polen, ar1 larvalar1 ve geng is¢ilerin ana protein kaynagidir; gelisimleri i¢in gerekli
olan besin gereksinimlerini saglar. Proteinlerin yani sira, polen ayrica karbonhidratlar,
amino asitler, DNA, niikleik asitler, lipitler, vitaminler, mineraller, fenolik bilesikler ve
flavonoidler igerir (47). Polenin kimyasal bilesimi, polenin toplandig bitki tiiriine, cografik

kokene ve mevsime bagli olarak degisebilir (48).

Polen, ciceklerin anterlerinde iiretilen erkek gametofittir (lireme birimleri). Polen
taneleri, bitki kaynagina bagl olarak farkli boyutlar, sekiller ve renkler sergileyebilir. Polen
tanelerini tanimak i¢in dikkate alinmasi gereken ti¢ temel morfolojik 6zellik bulunmaktadir:

boyut, apertiirler ve sekilleridir.

Polen bilesimindeki belirli bilesenlerin yiizdesi, baslica bitkisel kdkenine, tiretildigi
cografik bolgeye, iklim ve isleme kosullarina bagh olarak degisir (49). Polen, igerigini
olusturan maddeler nedeniyle insan tiiketimi i¢in faydali bir kovan {iriinii olarak kabul edilir
(50). Polen, ¢ogunlukla su (%20-30), karbonhidratlar (fruktoz, glukoz, sakkaroz ve lifler;
%13-55), proteinler (%10-40) ve yaglar (%]1-13) olmak fizere, ayrica mineraller ve
vitaminler gibi diger miktar1 diisiik bilesenleri de igerir (50). Yiiksek besin degerine ek
olarak, bir¢cok calisma, polenin ayrica karotenoidler ve polifenoller gibi biyoaktif bilesikler
ve antioksidanlar igerdigini (fenolik asitler ve flavonoidler) gostermistir (50, 51). Ayrica, in
vitro ¢aligmalar polenin anti-inflamatuar, antimikrobiyal, antikanser, antimutajenik ve

immunomodiilatuar gibi ¢ok ilging terapdtik dzelliklere sahip oldugunu gostermistir (52).

Propolis bitki oziitlerinden iiretilir; arilar re¢ineli maddeyle kovani sizdirmaz bir
bariyer olusturarak miidahalecilere karsi koruma saglarlar (53). Propolis, recine (%50),
balmumu (%30), ugucu yaglar (%10), polen (%5) ve diger organik bilesikler (%5) igerir
(53). Fenolik bilesikler, esterler, flavonoidler, terpenler ve antrakinonlar dahil olmak {izere
300'den fazla bilesik propolis i¢cinde bulunmustur (54-56). is¢i arilarin hipofarenks bezleri
tarafindan salgilanan proteinli bir s1v1 olan ar1 siitli; yalnizca yetiskin kralice arilara 6zel

olarak iiretilir ve 6nemli bir besin kaynagidir (53). An siitiiniin kuru kiitlesinin %50' den
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fazlasi proteindir ve ana ari siitli proteinleri arastirilmis ve analiz edilmistir (20). Ar siiti,
astim, yliksek kolestrol ve mevsimsel alerjiler dahil birgok hastaligin tedavisinde takviye

olarak kullanilmaktadir.
2.4. Bahn Simiflandirilmasi

Balin smiflandirilmasi genellikle rengi, kokusu, tadi, kaynagi, isleme siireci,
kristallesme durumu ve cografik kokeni gibi bir¢ok faktore baglhidir (Sekil 2.4).

Kaynaga Gore: Cicek bali ve salgi bali diye ikiye ayrilir. Cicek bali, bitki
nektarindan elde edilmis baldir, salgi bali (bal 6zii) ise genellikle yaprak dokmeyen
bitkilerde bulunan, ancak yaprak doken agaglarda da bulunan kigin yasayan boceklerin
(Hemiptera) salgilarindan elde edilmistir. Bal 6zii balinin bazi 6rnekleri orman bali ve cam

balidir. Salgi bali genellikle koyu bir renge ve gii¢lii, aci bir tada sahiptir (57).

Isleme Yontemine Gore: Ham bal, kovandan cikarilir ve siiziiliir, ancak pastorize
edilmez veya isitilmaz. Bu, balin dogal vitaminlerini, minerallerini ve antioksidanlarini
korur. Pastorize bal, fermantasyonu 6nlemek ve raf dmriinii uzatmak igin 1sitilir. Ancak, bu
islem bazen balin besin degerini azaltabilir. Siiziilmiis veya filtrelenmis bal, partikiilleri ve
hava kabarciklarin1 gidermek icin bir filtre veya elekten gegirilir. Bu, balin daha berrak ve

pliriizsliz goriinmesini saglar (58).

Kristallesme Durumuna Gore: Sivi bal, balin en yaygin formudur ve genellikle
kahvaltida veya pisirme sirasinda kullanilir. Krem bal, 6zel bir islemle kristallestirilir, bu da
onu yayilabilir ve daha yogun bir kivama getirir. Bu, genellikle ekmek iizerine stirmek i¢in
kullanilir. Graniile veya Kristallesmis bal, ballar zamanla dogal olarak kristallesir. Bu, balin

soguk bir yerde saklanmasindan veya yaslanmasindan kaynaklanabilir (59).

Cografik Kokenine Gore: Kokene gore ballari, monofloral ve multifloral olmak
tizere ikiye ayrilir. Bal esas olarak belirli bir botanik kaynagin nektarindan elde edilir. Arilar,
kendi baglarna hayatta kalamayacaklari i¢in kovanin 4 km yaricap: i¢inde kalmak gibi
dogustan gelen bir i¢glidiiye sahiptir. Arici, ar1 kovanlarini, arilarinin yalnizca tek bir ¢gicek
veya bitki tiirtine erisebilecegi sekilde yerlestirmektedir. Bu siireci tamamen yonlendirmek
imkansizdir, bu nedenle her monofloral bal diger bitkilerden de nektar almaktadir. Baldaki
nektarin en az %50'si tek bir botanik kaynaktan geliyorsa, monofloral baldan s6z edilebilir.
Multifloral bal ise, arilar tarafindan ¢ok ¢esitli ¢igek ve bitkilerin nektarindan meydana
gelmektedir (60).
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Petekli Bal

Sekil 2.4. Ballarin siiflandirmasi

2.5. Polen Toplama Siireci

Tim canli varliklarin en 6nemli amaci, nesillerinin devamliligin1 saglamaktir.
Bitkiler ig¢in bu, yeni bir bitki bireyi olusturmak i¢in genetik bilgi iceren tohumlarin
olusturulmasiyla gergeklestirilir. Tohum olusumuna yol agan siire¢ déllenme ile baglar. Bu
da erkek anterden polen tanelerinin disi ¢igegin stigma bolgesine aktarilmasini igerir. Su,
riizgar ve hayvanlar gibi bircok dogal araci, polenin bir ¢igekten digerine taginmasini saglar.
Tozlayicilar, tiylii viicutlar1 sayesinde polenin yapisabilecegi hayvanlarin bir kiimesidir
(63). Bocekler, hayvanlar aleminin en onemli tozlayicilaridir ve bocekler disindaki diger
tozlayicilar kuglar ve yarasalardir, bu da tozlayici hayvanlarin sadece %10'unu temsil eder
(64). Bocekler (Insecta) sinifi iginde, birgok ¢alisma, tozlayicilarin ¢ogunlugunun arilar
oldugunu gostermistir; bunlar arasinda bal arilari, bombus arilari, bahge arilari, kabak arilar
sayilabilir. Arilar tozlagmada en 6nemli canlilardir. Bu tiirler arasinda bal arilari, %96
oraninda bir¢cok hayvan tozlayiciya gore iiriinde verimi artirabilme yetenegi nedeniyle

tarimda 6nemli bir rol oynamaktadir (63).

Bal arilari, Apis mellifera L., Apidae familyasina ait Hymenoptera bocekleridir.
Hayvan sosyalitesinin yliksek diizeyde orgiitlenmesine sahiptirler ve iireme disisi (ana ar1),

tiremeyen diploit disilerden olusan bir grup (is¢i arilar) ve haploit erkeklerden (erkek arilar)
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olusan kolonilerde yasayan isbirlik¢i yavrulara bakim yapma 6zelligine sahiptirler. 1k ii¢
haftalarinda, geng isci arilar kovan igerisinde ¢esitli gorevleri yerine getirirler. Larvalara
besin verme ve temizleme, petek hiicrelerini temizleme, petek insa etme, koloniyi koruma,
ana artya bakma, toplayicilardan polen kabul etme, poleni depolama ve paketleme gibi
gorevlerden sorumludurlar. Isci arilar yaslandikga, larvalarin besinini ve balmumu iireten
bezler dumura ugrar ve larva yuvasini terk ederek toplayici hayatina entegre olmaya
baslarlar. Tozlayici arilar, ¢igeklenme donemlerinde farkli ¢igeklerden su, propolis, nektar

ve polen toplarlar (64).

Bal arilarinin besin arayisini etkileyen {i¢ ana nektar 6zelligi bulunmaktadir: seker
bilesimi, nektar yogunlugu ve nektar hacmi (65-67) dir. Bal arilarinin farkli yogunluklarda
nektar topladiklari, glukoz yerine sakkaroz ve fruktozu tercih ettigi, tercihlerinin %30-50

sakkaroz oldugu bulunmustur (66).

Polen, kolonideki en yash is¢i arilar olan toplayici arilar tarafindan kovanlara
getirilir. Toplayict arilar gigekleri ziyaret ettiklerinde, ¢iceklerin negatif yiikii ile arilarin
viicudundaki pozitif yiik arasinda olusan zayif elektrostatik alan sayesinde yiizlerce, hatta
binlerce polen tanesi artya yapisir (70). Polen taneleri, toplayict arinin arka bacaklarindaki
taraklar ve killar kullanilarak bir araya getirilir. Tiikiiriik salgilar1 ve nektarla 1slatilan bu
polenler, 1.4-4 mm boyutunda polen peletleri haline getirilir. Bu peletler, armin arka
bacaklarindaki sepet ya da corbiculae adi verilen bélmede tasinir ve kovanin i¢indeki yavru
arilar ile hemsire arilar (larvalar1 beslemek ve bakmakla yiikiimlii geng is¢iler) tarafindan
protein ihtiyacini karsilamak ve besin bezlerinde jole sentezlemek igin kullanilir (69).
Saglikli bir koloni, giinde 50-250 g veya yilda 15-40 kg arasinda polen toplayabilir (49).
Toplayic1 arilar tarafindan tasinan bu polen peletleri, kovanlarin girisine yerlestirilen bir

tuzak yardimiyla toplanabilir.

Arilarm topladig1 polenlerin taksonomik olarak tanimlanmasi, bitki-bocek etkilesim
dinamikleri, habitat kullanimi, habitat ve yem kalitesi ile ilgili belirli sorular1 hem ekolojik
hem de politika acgisindan ele alma potansiyeline sahiptir. Bu bilgiler, tozlayicilarin
degerlendirilmesi ve gelistirilmesine yonelik kararlar1 etkileyebilir, boylece bitki ve ar1
popiilasyonlarinin ve tozlasma hizmetlerinin gelecekteki giivenligine katkida bulunabilir
(70). Bal aris1 saghigi, tiretkenligi ve hayatta kalmasi ile yiyecek arama sezonu boyunca
belirli ¢icek kaynaklarini iligkilendirmek amaciyla yogun bir sekilde yonetilen peyzajlarda

genel habitat kalitesinin titiz degerlendirmeleri yakin zamanda ele alinmigtir. Ornegin
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Requier vd. (2015) (71) ve Smart vd. (2017) (72), bal arilarinin yogun tarimsal
ekosistemlerde bulunan goniillii ve tanitilmis tiirlerden carpict derecede yiiksek oranda
yararlandigini1 ve bunlara bagimli oldugunu tespit etmistir. Bal aris1 yemleme kaynaklarini
peyzajlar genelinde hizli, dogru ve verimli bir sekilde dlgebilecek yontemlere olan ihtiyag

giderek artmaktadir.

Cigek ziyareti c¢aligmalar1 bitki ya da bocek odakli olabilir. Tarihi olarak,
tozlayicilarin beslenmesi bitkileri ziyaret eden bocekler gézlemlenerek incelenmistir. Bu,
yerlesik habitatlarda (73-75) veya deneysel kosullarda (76) hangi tozlayicilarin bitkileri
ziyaret ettiginin kaydedilmesini igerir. Alternatif olarak, bocekler kendileri gézlemlenebilir
ve ¢icek ziyareti, boya, plastik etiketler sallanma dansi1 (77) veya harmonik radar gibi
yontemlerle takip edilebilir (78) ancak elektronik etiketler ¢icek kaynaklarmin konumu
hakkinda onceden bilgi sahibi olmayi gerektirir. Bal arilarinda, kaynaklarin konumu
sallanma danslar1 kullanilarak koloniye iletilir, bu da beslenme tercihlerini ve davranisi

aydinlatmak i¢in ¢oziimlenebilen bir iletisim yontemidir (79).

Yiyecek arayan bal arilari, karmasik bir iletisim yontemi olan sallanma danslarini
kullanarak kaynaklarin yerlerini koloniye bildirirler (80). Sallanma dansinda kaynagin
kovana olan uzakligi, yonii ve kalitesi yer alir. Yiiksek kaliteli yem kaynaklarindan donen
toplayicilarin, daha diisiik kaliteli yem kaynaklarindan donenlere kiyasla dans etme olasiligi
daha yiiksektir (83); kaynaklar nektar, polen, su, aga¢ reginesi ve yeni yuva alanlaridir (84).
Geri donen toplayicinin polen tasiyip tasimadigr gozlemlenerek, is¢inin polen veya nektar

kaynagi ile iletisim kurup kurmadigi arasinda bir ayrim yapilabilir (83).

Riley vd. (84) toplayicilarin ugus yollarini sallanma danslartyla karsilagtirmak i¢in
harmonik radar kullanmis ve sallanma dansinin oldukga etkili oldugunu ancak yine de
ucusun sonunda koku ve gorsel ipuglarina ihtiyag duydugunu bulmustur. Harmonik radar,
bal arilarinin yon bulma gezilerini izlemek i¢in de kullanilmistir; bu geziler, yiyecek arama
gezilerinden daha kisadir ¢linkii yiyecek arayan bal arillarinin harmonik radar takibinin 700

m menzilini terk ettikleri bulunmustur (85).

Yiyecek kaynaklar1 parca boyutu ve kalitesi agisindan olduk¢a degisken oldugunda,
bal arilarmin katettikleri mesafeler daha biiyiik olabilir; Beekman ve Ratnieks (86)
tarafindan kaydedilen ortalama mesafe 6.1 km olarak belirlenmis, baz1 gezilerde ise 10
km'nin tizerine ¢ikilmistir. Daha az pargali bir manzara iginde ise (87), yaprak doken bir

ormanda ortalama besin arayis mesafesinin 1.7 km oldugunu, besin arayisinin %95'inin 6
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km i¢inde gergeklestigini bulmustur. Ortalama besin arayis mesafesi ve alan1 ayn1 zamanda
yillik dongiiye gore degiskenlik gostermistir; ilkbahardan yaz aylarina dogru artiglar
gbzlenmis, sonbaharda ise yiyecek kaynaklariin bulunabilirligi ile ilgili olarak azalmistir
(88).

Bitkilerin diger organizmalardan farkli olarak nasil iglev gordiigiinii tanimlayan en
onemli 6zellik, hareket edememeleridir. Ancak tiim hayvanlar gibi bir es bulmali ve erkek
gametleri disi gamete ulastirmalidirlar ve bitkiler bunu yapamadigi i¢in baska birilerini
bulmak zorundadirlar. Bir¢ok bitki tiirii icin (6zellikle ¢igekli bitkiler i¢in) bu rol,
polinatdrler tarafindan gergeklesir ve arilar, 6zellikle bal arilari, en 6nemlileri arasindadir
(63). Arilarin sagladigi tozlagsma hizmeti sayesinde bitkiler tireyebilir ve hayatta kalabilir,
bu nedenle bu organizmalarin dogal ve tarim ekosistemlerinin biitiinliigli i¢in 6nemi
biytiktiir (89). Arilar karsiliginda nektar ve polenle 6diillendirilirler. Dogada en 6nemli
karsilikl1 iliskilerden biri olarak kabul edilir ve arilarin kolonilerini beslemesine ve bitkilerin
tiremesine olanak tanir. Bu nedenle tozlasma, dnemli bir dogal ekosistem hizmetidir. Birgok
bitki ve hayvanin var olmasi i¢in gereklidir, ayrica insanlara gida saglamak icin de gereklidir
(92). Polen, diinyanin en iyi gida {irlinii olarak kabul edilir ve kiiresel tiretimi yilda yaklagik

1 500 tona yakindir (91).

Hem bitki hem de bdcek odakli gozlemler kullanilarak bitkiler ve tozlayicilar
arasindaki etkilesimler, bireylerin izlenmesindeki zorluklar nedeniyle (77) genellikle tiir
diizeyinde karakterize edilir (75). DNA metabarkodlama ve polen mikroskopisi gibi ¢icek
ziyaretlerini belirlemeye yonelik bocek odakli yontemler, gozlemsel yontemlerle
goriilemeyen etkilesimleri ortaya ¢ikarabilir (92—97). Bu yontemleri kullanilarak bir bocegin
viicudundaki polenin tanimlanmasi, degerli bireysel yiyecek arama tercihlerinin gorsel
aragtirmalara gore daha kolay karakterize edilmesini saglar (98). Polen mikroskobu ve DNA
metabarkodlamay1 karsilastiran bir¢ok arastirmaci, DNA metabarkodlama kullanilarak
tespit edilen bitki taksonlarinin daha yiiksek taksonomik ¢6ziiniirliige sahip oldugunu (7, 99)
ve daha fazla sayida tiir tespit edildigini bulmuslardir (7, 72, 100, 101).

Polen mikroskopisi ve DNA metabarkodlama, beslenme iizerine degerli bireysel
diizeyde bilgi saglarken, bitki taksonlarinin DNA kullanilarak tanimlanmasi, mikroskop i¢in
uzman palinologlara olan ihtiyact ortadan kaldirir. Ayrica zaman alici ve baslangicta
maliyetli olmasina ragmen (102), molekiiler siiregler kolayca dl¢eklendirilebilir (72, 103).

Yari nicel veri kullanim1 (metodolojik diisiinceler icinde detayli olarak tartisilmistir), bitki-
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tozlayicr iligkilerinin Slgiilebilmesine olanak tanir ve siklikla karsilagsma frekansina gore

beslenme aligkanliklarinin daha hassas bir temsilini saglayabilir (104).
2.6. Ballarda Standardizasyon

Arilar bal iretimi i¢in ¢icekli bitkilerden nektar, polen ayrica bitkilerin canli
kisimlarindan salgi toplarlar, bu nedenle elde edilen numune, arilarin ziyaret ettigi bitkilerin
yansimasidir. Bir balin 6zellikleri, arilarin beslenmesindeki floral farkliliklarindan dolay1
biiyiik 6lgtide degisebilir (105). Renk ve tat, bitki kaynakli pigmentlerin ve fitokimyasallarin
varligina baghdir; nektarin daha koyu olmasi, biyoflavonoid ve mineral igeriginin daha

yiiksek oldugunu gosterir.

Bal karakterizasyonu i¢in standart yontemler, bal analizi i¢in analitik yontemleri
gelistirmek ve kalite Olgiitlerini temel almak amaciyla Uluslararast Bal Komisyonu (IHC)
tarafindan olusturulmustur (106). Satisa sunulan balin bitki kaynaginin karakterizasyonu i¢in
gerekliliktir (107). IHC, rutin bal karakterizasyonu i¢in kullanilmak iizere bir dizi yontem
belirlemistir (Sekil 2.5). Bu kontroller, bal kalitesinin belirlenmesinde etkili olan tiim

ozellikleri icerecek sekilde tasarlanmistir (106).

. *  Genel olarak - %21'den az
R — *  Endiistriyel bal - %25°den az
Hidroksimetilfurfural .
MF) miktart * 40 mg/kg'dan (ppm) az
> Diyastaz aktivitesi >> + 8denfazla

2 + Cicek bali - %065°ten fazla
e >> + Tath bal ve kangmlan - %60°tan fazla

: Serbest asitlik >} +  %40'tan az
Siikroz fgerisi > * Genel olarak-en fazla %5
+ Tath bal ve karisimlan - en fazla %5
. T e * Genel olarak - %00,6'dan az
M 1 (kul ’
; ineral (kul) igerigi >> + Tath bal ve kansumlan - %]1,2'den az
Suda c¢oziinmeyen * Genel olarak - %60,1'den az
kat1 madde icerigi + Sikigtirlmis bal - %0,5'ten fazla

Sekil 2.5. Uluslararasi Bal Komisyonu’nun bal standardizasyon kriterleri ve degerleri
(Hawkins’ten, 8).

AV VA VA VAV VA Ve
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2.7. Anzer Bali

Rize'nin ikizdere ilgesi yakinlarinda bulunan Anzer (Ballikdy), 6zel bir cografyaya
sahiptir. Bu yorede tiretilen ballara genel olarak “Anzer Bali” denilmektedir. Anzer Bali'nin
iiretildigi bu yer, "U" bi¢ciminde bir vadidir ve denizden yiiksekligi 1750 ile 3150 metre
arasindaki daglarla ¢evrili olarak dogal bir ekosistem olusturmaktadir (5). Y1l boyunca
genelde yagish oldugundan dolay1 yillik sicaklik ortalamasi diisiik ve giinesli giin sayisi
sayilidir. Anzer (Ballikdy) c¢ok sayida endemik bitkinin de yayilis gosterdigi floristik
zenginligi agisindan dikkat ¢eken bir yer olma ozelligindedir (108). Diger bolgelerden
iklimi, zengin bitki ¢esitliligi, farkli endemik tiirlerin yer almasi, bitki ortiistiniin alpinik
olmas1 bakimindan farklilasir. Diinyaca tinlii 6zel ¢igek ballarindan biri olan Anzer Bali, bu
bolgede farkli kooperatif tiiyeleri tarafindan iretilmektedir. 500 farkli c¢icekli bitki
nektarindan {iretilen bu ballar ayrica bircok endemik tiire de ev sahipligi yaptig1 i¢in de
benzersizdir (109). Anzer Bali’nin sagim zamaninda iklim sartlar1 dnemli rol oynar. iklim
kosullarina bagl olarak, Apis mellifera (bal arilar1) bali genel olarak, Temmuz-Agustos
aylar1 arasinda toplamaktadir. Anzer (Ballikdy) iklim sartlarina bagl olarak Agustos’un
birinci ya da ikinci haftasinda Anzer Bali sagim islemi denilen islemle Anzer Ballari

kovanlardan alinir.

Anzer (Ballikdy) ¢ok fazla endemik tiirii de ihtiva eden, zengin bir bitki ¢esitliligine
sahiptir ve bitki ortiisii alpiniktir. Anzer Bali’nin palinolojik olarak ayirt ediciligi, Fabaceae
familyas1 taksonlarinin polenleri bakimindan dominant olmasi, Asteraceae, Boraginaceae,
Poaceae, Rosaceace, Geraniaceae ve Lamiaceae familyalarinin ¢igek polenlerinin bulunmasi
ancak kestane (Castanea sativa Mill.) ve komar (Rhododendron ponticium L.) bitkilerine ait
polenlerin kesinlikle bulunmamasi ile ortaya konulmasidir. Anzer Bali’nin temel ayirt edici
ozelligi ise unutmabeni (Myosotis) polenlerinin mindr (%3-%15) veya nadir (%3 den az)
olarak bulunmasidir. Anzer Bal’ndan alinan 10 g balda toplam polen sayis1 TPS >1 000 000

degerinde olmaz ve katki polen icermez (5).

Balin insan sagligi iizerindeki olumlu rolii, balin saflig1 ve bilesimi ile oldukga
yakindan iliskili olup tiretildigi bolgenin cografik 6zellikleri, florasi, hasat zamani ve liretim
sekli gibi pek cok faktore bagli olarak degisim gostermektedir (110). Anzer Bali’nin
yukarida sayilan Ozelliklerinin ¢ok farkli olmasi, vadide yetisen bitkilere ait polenlerin
vitamin, mineral ve proteince ¢ok zengin olmasinin yani sira pek ¢ok hastaliktan koruyucu

etkilerinin yiiksek olmasi Anzer Bali’min tibbi degerinin ¢ok yiiksek olmasmna sebep
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olmaktadir (6, 111). Bu durum bu bala olan talebi ve dolayisi ile fiyatinin ¢ok yiiksek

olmasina sebep olmaktadir.

Soguk ortamda kristalize olarak kremsi bir hal alan Anzer Bali’nin nem miktari
%20’nin altindadir. Anzer Bali’'nda bulunan sakkaroz, fruktoz ve glukoz sekerlerinin
toplami, prolin, fruktoz/glukoz orani, suda ¢oziinmeyen madde miktari, serbest asitlik
degeri, elektrik iletkenligi, diastaz sayisi, vb. degerler Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’nde
belirtilen degerleri saglamaktadir (112).

Tiirkiye’de Anzer Bali’yla ilgili sinirli sayida fiziksel (elektriksel iletkenlik),
kimyasal (fenolik, antioksidan, antimikrobiyal, kromotografik yontemler, ugucu yaglar vb.)
ve palinolojik ¢alismalar bulunmakta ancak molekiiler 6zelliklerin incelendigi herhangi bir
caligmaya rastlanilmamaktadir (6, 108, 113). Anzer Bali multifloral bir bal olup, her tiirli
hastaligin tedavisi olarak kabul edilen bir besindir, bu nedenle ¢aligmamiz sadece tiiketici

degil, ayn1 zamanda tiretici merkezlidir.

Giiner vd. (114) 1987°de yaptiklar1 ¢alismanin bir boliimii Rize’de yetistirilen 26
yore balinimn polen analizleri icermektedir. Bal Orneklerinden biri Rize Ikizdere
CiftekOprii’nden alinmistir. Dominant olarak yonca (Trifolium spp.) taksonuna rastlanmastir.
Genel olarak bal 6rnekleriyle yapilan polen analizinde 17 familyaya ait 33 bitki ¢esidi tespit
edilmistir. Polen miktar1 az olan bitkiler minor, % 20-50’den arasinda olanlara sekonder, %
50’den ¢ok olanlar ise dominant grup olarak kabul edilir. Bu siniflandirmaya gore, genellikle
kestane (Castanea sativa) polenleri dominant olarak bulunmustur. Bal Orneklerinde

Fabaceae’ye ait polenler sekonder miktarda yer almaktadir.

Sorkun ve Dogan, 1995’de yaptiklar1 ¢alisma Anzer (Ballikdy)’de bulunan 10
mahalle olmak iizere toplam 28 bal 6rnegi iizerinden gergeklestirilmistir. Bal 6rneklerinin
palinolojik yontemlerle ele alip dominant, sekonder, minér ve nadir bulunan polenler
seklinde simiflandirilmistir. Yapilan ¢aligmalara gore, Anzer Bali polenlerinde dominant
olarak Fabaceae (baklagiller) familyasina rastlanmig olup, mindér miktarda Myosotis

polenine rastlandig1 ve bu polenin bali karakterize ettigi soylenmistir (115) .

Tiirkiye’deki ballarin polen analizi ilk olarak 1976 yilinda Quistani (118) tarafindan
Dogu Karadeniz ballari iizerinde yapilmigtir. Sorkun ve Inceoglu, 1979 ile 1981 yillari
arasinda I¢ Anadolu Bolgesi’nde 94 balin polen analizini gergeklestirmisler. Yapilan
incelemeler sonucunda Peganum harmala L. (iizerlik), Brassica oleracea L. (lahana),
Hedysarum sp. L. (Batalak), Xeranthemum sp. L. (kagitgicegi), Teucrium orientale L.
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(kirveotu), Centaurea triumfettii ALL. (deli kapale) ve Lapsala communis L. (sebrek) tiirleri
dominant olarak tespit edilmistir. Sorkun ve arkadaslar1 (1979, 1981), yurdumuzdaki ballar

ve diger ar1 trlinlerinin melisSopalinojisi iizerine aragtirmalar yapmaya devam etmektedir

(117).

Son yillarda arilara yiiksek seker surubu ile beslenmesi sonucu, yapay bal veya seker
bali tiretimi baglamistir. Bazi lireticiler bal {iretimlerini artirmak ve daha fazla kar elde etmek
istedikleri icin, nektar akisinin yogun oldugu donemlerde arilar1 asir1 seker surubu ile
beslemekte ve boylece dogal bal gibi pazarladiklar1 yapay bal iiretmektedirler. Bu nedenle,
daha kolay ve ucuz yontemlerle iirettikleri bu yapay bali piyasaya sunmalari sonucunda
haksiz rekabet ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle mevcut bal standardi ile dogal bal ve yapay
bali ayirt etmek zor oldugundan, Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde kontrol kosullarinda tiretilen
127 dogal bal ve 44 yapay bal 6rnegi elde edilmistir. Bu 6rnekler {izerinde polen analizleri
yapilarak dogal bal ile yapay bal arasindaki farklar1 belirlemek i¢in net kriterler bulunmaya
calisilmustir. {lgili ¢alismada, 10 g dogal bal ve yapay bal igindeki TPS (10 g balda bulunan
toplam polen sayisi) incelenmis ve bir ayirimin miimkiin olup olmadigi arastirilmustir.
Sonuglar, polen tiirlerinin toplam sayisinin dogal bal ile yapay bali ayirt etmede 6nemli bir

faktor oldugunu gostermistir (118).

Gumis vd. (119) 1999°da Tiirkiye ballarinda iiretilen 127 dogal ¢icek, 44 katkil
cigcek, 36 dogal salg1 ve 23 katkil1 salg1 bali 6rnegi omak iizere toplam 227 bal 6rneginde
fiziksel, kimyasal ve palinolojik analizleri ger¢eklestirilmistir. Dogal ¢igek ballarinin, katkilt
cicek ballarindan potasyum, prolin, sakkaroz ve TPS ’nin belirgin ayirt edici faktor
oldugunu, fruktoz ve glikoz miktarlarinin da yardimer kriterler oldugu ortaya konulmustur.
Diger taraftan, dogal salgi ballarinin, katkili salgi ballarindan ayiran en 6nemli Kriterler ise
sodyum, potasyum, K/ Na oran1 ve prolin miktar1 oldugu, sakkaroz ve TPS’nin yardimci

unsurlar oldugu saptanmustir.

Anzer Bal’nin sirli sayida antioksidan 6zellikleriyle ilgili arastirma mevcuttur
(108, 120, 121). Anzer Bali’nin si¢an midesini etanoliin neden oldugu artmis vaskiiler
gecirgenlige karst korudugu ve bunun da askorbik asit igerigiyle iligkili olabilecegi
bildirilmistir (122). Korkmaz ve arkadaslar1 (123) (2009), Anzer Bali’nin etkili bir N-
etilmaleimid NEM (endojen siilfidrilleri alkilleyerek viicuttaki siilfidril bagimli antioksidan
sistemi bozan bir siilfidril engelleyicisidir.) yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve

sicanlarda hepatik hasara kars1 belirgin bir koruyucu etki sergiledigi bildirilmistir.
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Tiirkiye’deki farkli cicek ballarinda antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmis, sonug olarak, fenolik bilesiklerin icerigi ile antioksidan aktivitenin bal 6rnekleri
i¢in ¢ok iyi korelasyon gosterdigini dogrulamaktadir (108, 113, 124). Anzer Ballarinin
uygulanan tiim yontemlerde 6nemli 6l¢iide daha yiiksek antioksidan aktiviteye ve diger ¢icek
ballarina gore daha yiiksek polifenol igerigine sahip oldugu bulunmustur. Antimikrobiyal
aktivite olarak Anzer florasindan ve Kars florasindan elde edilen ¢icek ballarinin
Enterococcus faecalis’e karsi standartla karsilastirildiginda orta diizeyde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica, tiim 6rnekler Escherichia coli’ye (koli basili) karsi

cok diisiik aktivite gostermistir (6).

Literatiire bakildiginda Anzer yoresine ait bal ve polenlerin biyolojik etkinliginden
sorumlu ajanlarin neler oldugu konusunda bilimsel arastirmalar oldukca sinirhdir. Anzer
yoresine ait bal orneklerinin, diger yorelere ait ¢icek ballarindan ve tek florali ballardan
fenolik bilesiklerin ¢esitliligi, toplam miktarlar1 ve ayn1 zamanda antioksidanca zengin bir
dogal iiriin oldugu belirlenmistir. Anzer polenlerin fenolik madde igeriginin ballardan
yaklasik 10-20 kat daha zengin oldugu bulundu (6). Gelistirilen RP-HPLC-UV metodu ile
50 dk. iginde tiim analitlerin uygun bir sekilde ayrilmasi saglanmistir. Anzer yoresine ait bal

ve polen drneklerinin benzoik asit bakimindan ¢ok zengin oldugu ortaya konulmustur (108).

Demir vd. (125) 2013’de yaptiklar1 ¢alismada Ayder-Rize'den 41 ve Kedmeg
lokasyonundan 21 olmak tizere toplam 62 bal 6rnegi incelemistir. Bu arastirma ile Apiaceae,
Asteraceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Ericaceae,
Fabaceae, Fagaceae, Gentianaceae familyalarina ait taksonlarin polenleri tespit edilmistir,
Kedmecg lokasyonuna ait bal 6rneklerinde Geraniaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Malvaceae,
Polygonaceae, Primulaceae, Ranunculaceae, Rosaceae, Salicaceae, Scrophulariaceae

familyalarina ait polenlere rastlanmigtir.

Anzer Bali ve poleninin antioksidan kapasiteleri ve enzim inhibisyonu iizerine
etkileri arastirnlmistir (6, 113). Insan saghig icin 6nem arz eden iireaz ve hyaluronidaz
enzimleri iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi, insan sagligin1 korumada, antiiilseratif,
antibakteriyal ve antienflamatuar etkileri oldugu, besin maddesi olarak diizenli
tiiketilmesinin insan sagligini korumada dnemli biyoaktivitelere sahip oldugu gostermistir.
Ayrica, antioksidan 6zellikleri bitkilerde farkl ¢esitlerde antioksidanlar mevcut oldugundan
ve dolayisiyla her bir antioksidan bileseni tek tek belirlemek olduk¢a ¢ok zor oldugu birkag

test uygulanarak anlagilmistir. Anzer Bali'min safliginin belirlenmesi icin fiziksel ve
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kimyasal analizler yapilmistir. Tiirk Gida Kodeksi’nde gore balda nem igerigi ¢igek ve salgi
balinda en fazla %20 olmalidir. Bu ¢alismada kullanilan Anzer ballarinin nem igerigi %
17.90-20.27 arasinda oldugu tespit edilmistir. Anzer ballarinin elektriksel iletkenlik
degerleri 370-574 mikro siemens/cm arasinda degisim gostermektedir. Ballarda 6l¢tlilen pH
degerleri 3.48-3.95 arasindadir. Prolin degeri 808-1139 mg/kg arasinda bulunmustur. Ayrica
Anzer yoresine ait polenlerin 702-836 mgGAE/100 g (Toplam Fenolik Madde Miktar1)
numune arasinda olup, orta derecede fenolik madde miktarina sahip oldugu goriilmektedir.
Toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik, FRAP (Ferrik Indirgeme Antioksidan Giicii)
ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) arasinda yiiksek korelasyon oldugu tespit edilmistir
(113).

Tiirkiye’de balin molekiiler 6zellikleri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Mugla
ve ilgelerinden alinan 12 ¢am bali 6rnegi mikroskop altinda incelenip ardindan farkli DNA
izolasyon teknikleri yapilarak rbcL ve trnL genlerinin standart PCR ve Real-Time PCR
analizleri yapilmistir. Calisma sonucunda, Mugla ¢am balindan DNA izolasyonu igin en
verimli teknigin DNeasy plant kit oldugu gosterilmistir. Ayrica bu tekniklerin DNA saflig1
ve kalitesi bakimindan karsilastirilmistir (126).

Hepsag vd. (120) 2019°da yaptig1 ¢alismada, yirmi bir Anzer Bali 6rnegini bir¢ok
fizikokimyasal 6zellikleri (fruktoz, glukoz bilesimi, elektriksel iletkenlik, pH ve HMF...)
acgisindan incelenmistir. Sonuglara gore, bal Orneginin kalitesini ve nitelikleri ortaya
konulmustur. Ayrica yirmi bal 6rneginin toplam antioksidan icerik ve toplam fenolik igerik
ile karakterize edildigini gostermektedir. Bu aragtirmada alinan bal 6rneklerinin toplam

fenolik madde icerigi 802.6-1352.6 ug GAE/g bal arasinda bulmustur.

Hidroksimetilfurfural (HMF) icerigi balin tazeligi ve asir1 1stnmast i¢in bir belirtegtir.
Kodex Alimentarius (127) (2001) ve Tiirk Gida Kodeksi Bal Yo6netmeligi'ne (112) (2020)
gore, HMF i¢in izin verilen deger maksimum 40 ppm'dir. Yapilan arastirmalarda HMF
degerleri findik bali i¢in 9.28+7.13 ppm, 1.66ppm ve Rize'den toplanan bal 6rneklerinde
9.19£1.12 ppm, Tiirkiye'nin farkli bal 6rneklerinde 8.86+0.38 ppm olarak bulunmustur.

Anzer Bali’nin biyoaktif 6zelliklerinden sorumlu polifenolik profilinin belirlendigi
11 Anzer Bal1 6rneginin melissopalinolojik analiz, toplam fenolik madde, toplam flavonoid
madde ve toplam antioksidan aktivitelerinin tespit edildigi ilk detayli arastirmadir.
Antioksidan aktivite, demir (III) indirgeyici antioksidan gii¢ testi (FRAP) ve 1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali temizleme testi ve yiiksek performansli sivi
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kromatografisi (HPLC-UV) analizi yapilmistir. Anzer balinin toplam ortalama fenolik
icerigini 26.92 mg GAE/100 g olarak bulmustur. Polifenoller balda bulunan en 6nemli
sekonder metabolitler olup bu ¢alismada Anzer Bali’nin polifenolleri arastirilmistir. Sonug
olarak bu balin polifenoller bakimindan zengin bir ¢igek bali oldugu ortaya konulmustur.
Bunun nedeni olarak Anzer (Ballikoy)’in bitki florasi agisindan zengin olmasindan
kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Balda major miktarda krisin, pinosembrin, hesperidin gibi
flavonoid yapili dogal bilesiklerin biiyiik 6l¢iide biyolojik aktivitelerinin bulunmasi balin

tibbi degerini artirmaktadir (121).

Cakir vd. (124) 2020’de yaptiklari g¢alismada Tiirkiye'de firetilen bazi bal
orneklerinin antimikrobiyal, polen analizi ve kimyasal Ozellikleri belirlenmistir. Rize
(Anzer), Gilimilishane ve Sivas (Zara) illerinden gelen bal orneklerinin bazi patojenler
tizerindeki etkileri antimikrobiyal test ile arastirilmistir. Yapilan analizlere gore, tiim bal
ornekleri Staphylococcus aureus ve Saccharomyces cerevisiae iizerinde etkili oldugu,
sadece Anzer bolgesinden gelen bal drneginde Escherichia coli tizerinde etkili oldugu ve
higbir bal 6rneginde Listeria monocytogenes ve Candida albicans iizerinde aktivite
gostermedigi ortaya konulmustur. Bal 6rneklerinde kimyasal bilesenleri GC-MS analizi ile
belirlenmistir. GC-MS sonuglari, tiim bal orneklerinin antibakteriyel ve antioksidan
ozelliklere sahip oldugunu gosterdi. Bal 6rneklerinin yapi tipleri FTIR (Fourier Doniistimli

Kizilotesi Spektroskopisi) analizi ile belirlendi.

Tiirkiye'nin Karadeniz Bolgesi'nden toplanan bal 6rneklerinin invert sekeri ile ilgili
yapilan aragtirmada; Rize bali igin %72.874+2.12, kestane bali igin %38.44+2.72 fruktoz
bulunmustur: 38.44+2.72, findik balinin glukozu 19,35+3 Kedmeg-Ayder balinin fruktozu
%16.31-65.28, glikozu %17.23-64.47 olarak bulunmustur.

Tiirkiye’de Ayder (Rize)’den alinan yirmi bal 6rneginin melissopalynolojik ve
fizikokimyasal analizleri Celemli ve arkadaslari (2021) (128) tarafindan yapilmistir.
Melissopalynolojik analize gore, incelenen Orneklerinin 22 familyaya ait 40 takson tespit
edilmistir. Incelenen ballarin dokuzu monofloral oldugu digerlerinin ise multifloral oldugu
bulunmustur. Palinolojik verilere gore, incelenen 6rneklerin bazilarinda kestane (Castanea
sativa) taksonuna ait polenler baskin oranlarda bulunurken, diger bazi bal drneklerinde C.
sativa, Trifolium repens L. (ak ti¢giil), Lotus corniculatus L. (su sepigi), Coronilla orientalis
Mill. (Ala korigen) taksonlarina ait polenler sekonder olarak bulunmustur. Orneklerin 10 g

baldaki toplam polen sayisi (TPS 10) degerleri melissopalynolojik analiz ile 7 732 ile 167
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147 arasinda bulunmustur. Fizikokimyasal analizin ilk basamagi nem analizi olup, degerler
%15.8 ile %18.8 arasinda bulunmustur. Fruktoz/glikoz analizi Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi (HPLC) ile yapilmistir. Glukoz ve fruktoz degerleri de hesaplanmistir.

Cimil (Rize)'de tiretilen farkli yiikselti ve lokaliteden temin edilmis 8 farkli balin ilk
kez melissopalinolojik ve fiziko-kimyasal (nem, fruktoz, glukoz degerleri, prolin, diastaz ve
HMF) ozellikleri detayli olarak incelenmistir. Melissopalynolojik calismalar polenlerin
Asteraceae, Brassicaceae, Campanulaceae, Caprifoliaceae, Caryophyllaceae, Cistaceae,
Ericaceae, Fabaceae, Fagaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Liliaceae, Onagraceae, Poaceae,
Polygonaceae, Ranunculaceae, Rosaceae ve Tiliaceae familyalarina ait oldugunu
gostermistir. Orneklerin nem icerigi %16.9-19.1, prolin icerigi ise 568-758 mg/kg olarak
tespit edilmistir. Seker analizinde fruktoz 35.36-51.4 g/100 g ve glukoz 21.35-65.78 g/100
g olarak tespit edilmistir. Sonuglarin Avrupa Birligi Standartlar1 ve Tiirk Gida Kodeksi Bal
Tebligi'ne uygun oldugu ortaya koyulmustur (129).

2.8. Bahn Cografik Kokenini ve Botaniksel Ozelliklerini Belirlemekte Kullanilan

Yontemler

Balin bilesimi, botanik ve cografik kokeni ile giiclii bir iliski i¢indedir. Bal arilarinin
kovan cevresindeki habitatlarda hangi bitki tiirlerini besin kaynagi olarak kullandiklarimi
belirlemek, tozlayict odakli bitki arastirmalart igin bir yontem saglayabilir (130). Ticari balin
icerisinde bulunan ¢igek kaynaklarini ve balin kdkenini dogrulamak igin kullanilabilir (19).
Monofloral ballar, tek bir bitki tiirlinden toplanan nektar ve polenin baskinligiyla ¢ok ¢icekli
ballardan farklilik gésterir; Louveaux ve arkadaglar1 (1978) (131) balin %45'ten fazlasi bir
tiirden polen igeriyorsa ballari monofloral olarak siniflandirir. Ancak bazi istisnalar vardir.
Ornegin, lavanta bali gibi polen tanesi oram diisiik olan ballar, botanik agidan monofloral
bal olarak siniflandirilabilmesi icin sadece %15 polen tanesi icermeleri yeterlidir. Diger
yandan, okaliptiis ve kestane ballar1 gibi belirgin polen oranlarina sahip ballar, %70 ile %90

arasinda polen frekansi gosterebilir (132).

Monofloral ballar, daha yiiksek ticari degerlere sahiptir ve bu nedenle sahtecilik,
hileli karigimlar ve yanlis etiketleme gibi riskler tasimaktadir (107). Gida giivenligi ve
kalitesi de endise vericidir, zehirli bitkilerden 6rnegin Giizel avrat otu (Atropa belladonna
L.) (133) ve Ormangiilii (Rhododendron spp.) (134)’den gelen polenler bazen balin iginde
bulunabilir. Arilar Boraginaceae (Hodangiller) familyasindaki bitkilerden polen topladiktan

sonra ballarda hepatotoksik pirrolizidin alkaloidleri (PA'lar) tespit edilmistir. Bu maddeler,
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ozellikle karaciger i¢in zararli olan toksinlerdir. Pirrolizidin alkaloidleri, baz1 bitkiler
tarafindan iiretilen dogal bilesiklerdir ve uzun siireli tiiketimlerinde karaciger hasarina neden
olabilirler. Arilar, bu tiir bitkilerden nektar topladiginda, bu toksinler bala gecebilir ve
boylece balda insan sagligina zararh olabilecek PA'lar birikebilir. (135). Bitki profili, balin
bilesimini incelerken {irlinlerin tiiketiciler i¢in giivenli olmasini saglamak i¢in kullanilabilir
(136). Ayrica, bitkisel kokenli antimikrobiyal bilesenlerin kaynagini karakterize etmek igin

bitki profili kullanilabilir ve bu bilesenler balin terapotik uygulamalarina katkida bulunur.

Balin yapisina katilan bitkileri aragtirmak i¢in bir¢ok yontem kullanilmaktadir.
Geleneksel yaklasim melissopalinoji, polenlerin 151k mikroskobu altinda morfolojik
incelenmesini igerir (131). Kimyasal yontemler arasinda serbest amino asitler, organik
asitler, fenolikler ve aromatiklerin analizi yer alir. Fenolik asitler ve flavonoidlerin karigimu,
balin kimyasal bilesimine katkida bulunur (137). Son yillarda bitkisel siniflandirmada DNA
temelli yontemlerin kullanimi da ilgi ¢ekmektedir. Bitki DNA molekiillerinin balda
bulundugu gergegini goz dniinde bulundurarak ve bu DNA molekiillerinin gevresel ve liretim
kosullarinda yiiksek stabiliteye sahip oldugu dikkate alindiginda, DNA tabanli yontemler,
bal i¢indeki polenin kdkenini arastirmak icin giivenilir ve dogru araclar olarak diisiiniilebilir
(138, 139). Bu yontemler, analiz siiresini kisaltmaya ve tiir ayrim seviyesini artirmaya olanak
tanir, boylece botanik ve cografik bal tanimlamalart i¢in uygun alternatifler sunar (100).
Balin cografik kokenini ve botaniksel 6zelliklerin belirlemede kullanilan yontemleri {i¢ ana

baslik altinda toplanabilir.
2.8.1. Melissopalinoloji

Polen tantmlamada kullanilan geleneksel yontemler arasinda, arilarin nektar toplama
davraniglarinin dogrudan gozlemlenmesi ve daha sonra arilardan toplanan polen yiiklerinin
151k mikroskobunda morfolojik 0Ozelliklerinin belirlenmesi yer alir. Bu yOntem,
melissopalinoloji olarak bilinir ve polen ile sporlarin incelenmesiyle ilgilenen bir bilim
dalidir. Ancak dogrudan gozlem yontemi zaman alicidir ¢linkii yiyecek arayan bir arinin bir
cicekten digerine gecisini takip etmek zordur. Bu nedenle, gozlemciler genellikle bir arinin
yalnizca bir ya da iki ¢igek ziyaretini kaydedebilir, bu da sinirlt veri saglayarak tahminlere

neden olabilir. (140).

Isik mikroskobuyla yapilan palinolojik analiz, polen tanimlamasi i¢in en yaygin
kullanilan yontem olup, karisik bir polen 6rneginde polen taksonlariin nispi bolluklarinin

giivenilir tahminlerini saglama avantajima sahiptir. Ancak, bu ydntemin de bazi
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dezavantajlart vardir; zaman alicidir, uzman bilgisini gerektirir, bir¢ok bitki taksonu i¢in
diisiik taksonomik ¢oziniirlik saglar, bir¢ok bitki tiirii sadece familya diizeyinde
tanimlanabilir ve nadir tiirleri tespit etmek zordur (1). Bu smirlamalardan dolay1, polen

analizi i¢in yeni giivenilir tekniklerin gelistirilmesi gereklilik haline gelmektedir (101).

Ozellikle balda bulunan poleni inceleyen palinoloji dalma da melissopalinoloji
denir. Melissopalinoloji (polen tanimlama), balin ¢i¢cek kaynagini belirlemek i¢in uzun
yillardir kullanilan standart bir yontemdir (141). Elektronik, boyut tabanli pargacik sayaci
ve hematometreler, polen taneleri sayisinin tespiti ve tanelerin sayisi ve boyutu hakkinda
tahminler yapmak icin kullanilabilir (142). Isci arilarm iirettigi balda bulunan bitkiler,
mikroskop analizi yoluyla tanimlanabilir (141) ancak bu teknik zaman alicidir ve iyi egitimli
bir uzman gerektirir (105, 133). Mikroskop analizinin sinirli 6zgiilliigiinden dolay1, birgok
takson sadece aile dilizeyinde, bazi polen taneleri en fazla cins diizeyinde

tanimlanabilmektedir (143).

Bal arilar1 tarafindan toplanan polenin tanimlanmasi, hem tozlayicilarin yiyecek
arama davranigini iceren calismalarda hem de ar1 kovani iriinlerinin dogrulanmasinda
Oonemli bir aractir. Melissapolinoloji, polen analizlerinin en yaygin uygulamasi olmasinin
yani sira, karisik polen oOrneklerinin botaniksel kokeninin belirlenmesi, bitki-bocek
etkilesimlerinin, bal aris1 beslenme biyolojisinin, tozlayicilarin yiyecek arama davranisinin

incelenmesi gibi ¢alismalar i¢in de gereklidir.

Bitkilerle ve tozlayicilar arasindaki iliskiyi analiz etmek i¢in geleneksel yontemler,
bireysel etkilesimin zaman alict gézlemine dayanir (144). Balin bitkisel ve cografik kokenini
belirlemek i¢in Onerilen birka¢ yontem bulunmaktadir. Aroma bilesikleri, serbest amino
asitler veya mineraller ve iz elementlere dayanan diger yaygin kimyasal yontemler de
gelistirilmistir ancak pahali cihazlar gerektirir (18, 145, 146). Dahasi, tiim bu yontemler
yalnizca bal orneklerinin bitki bilesimi hakkinda sinirli bilgi saglar. Balin entomolojik
kaynaklarini belirlemek ve protokoller gelistirmek icin bazi ¢abalar gosterilmis olsa da
(147), cogu bitki kdkenini belirlemeye odaklanmistir. Gegmiste yapilan g¢aligmalar
genellikle tanisal fitokimyasallara (148) veya bal igindeki polenlerin incelenmesine
(melissopalinoloji) dayanmistir (149). Ancak bu ikinci yaklasim 6nemli bir uzmanlik
gerektirir ve birgok bitki tiiriinii ayirt edemez (19), 6zellikle diger yontemlerle birlikte

kullanildiginda giiglii bir teshis aracidir (100). Ancak diisiikk degerli balin kaynak polenini
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cikarmak ve istenen monofloradan polenle karistirildigt durumlarda melissopalinoloji

etkisizdir (19).

Yukaridaki protokollerden higbiri, 'bilinmeyen' bir balin bitki kaynagini giivenilir bir
sekilde belirleyemez (19, 150). Ancak, bu belirsizlik siklikla bal igerisinden izole edilen
hedeflenen gen bdlgelerinin molekiiler analizi ile ¢oziilebilir. "Metabarkodlama" olarak
adlandirilan bu yaklasim, diger analitik yontemlerin bir¢ok siirlamasini ortadan kaldirir
(147) ve yiiksek verimli dizileme platformlarina artan erisim sayesinde gii¢ kazanmaktadir.
Bal, polen, nektar ve ar1 tUriinlerini igerse de, onceki genetik ¢alismalarin ¢ogu yalnizca

poleni incelemistir (100, 101, 143).

Klasik yontemlerin bir¢ok sinirlamasini agsmak igin, polen analizi i¢in yeni giivenilir
tekniklerin gelistirilmesi kaginilmaz bir ihtiya¢ haline gelmistir (103). Giivenilir ve verimli
bir alternatif, 6zellikle bal arilar1 tarafindan yaygin olarak toplanan biiyiik ve taksonomik
olarak cesitli polen drneklerinin analizini gerektiren bircok melissopalinojik uygulama igin
biiyiik deger tasiyacaktir (96). Yeni nesil dizileme (NGS) kullanarak DNA metabarkodlama
uygulamasi, mikroskopik analizlere alternatif olarak umut verici ve verimli bir se¢cenek
sunmaktadir. Yazarlar, yontemin hizli, basit, saglam ve basarili botanik tanimlamasi

oldugunu bulmuslardir (151).
2.8.2. Biyokimyasal Yontemler

Bal, arilar tarafindan bitkilerin nektar ve poleninden iiretilen dogal ve besleyici bir
gidadir. Igeriginde genellikle glikoz, fruktoz, maltoz ve sakaroz gibi sekerler; su, proteinler,
organik asitler, amino asitler, vitaminler, flavonoidler ve asetilkolin gibi ¢esitli mindr
bilesenler bulunur. Bu zengin bilesimi sayesinde bal, hem enerji kaynagi hem de saglik
acisindan faydali bir besin olarak bilinir (17).

Bal igerisindeki birgok kimyasal madde, cografik veya botaniksel kokenini ayirt
etmek icin kullanilabilir. Botaniksel ve cografik kokenlerin ayrimi i¢in farkli kimyasal
kompozisyonlar ve analitik yontemler kullanilmaktadir. Sekil 2.6‘da balin cografik ve
botaniksel kokenlerini belirlemek igin yaygin olarak kullanilan kimyasal belirtegler ve

bilesenleri ile iligkili analitik teknikleri gostermektedir.
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Sekil 2.6. Balin cografik ve botanik kokenini ayirt etmede kullanilan bazi teknikler
(Wang’dan, 152)

Balin protein igerigi yaklasik olarak % 0.2'dir. Proteinler arilar ve bitkilerden
gelmektedir. Bal igerisindeki proteinlerin ve peptitlerin cografik kokeni gosterebilecegi one
stirilmiistiir. Tek ve iki boyutlu SDS-PAGE (1D, 2D) analizinde balda protein igerigi

incelenmistir.

Amino asit profillerinin analizi, protein bilesiminin analizine gore botaniksel ve
cografik kokenin tespiti i¢in daha uygun goriinmektedir. Arginin, triptofan ve sistin amino
asitlerinin, baz1 ¢icek bali tiirlerine 06zgli oldugu gosterilmistir. Amino asitlerin
enantiyomerik oranlari, ¢esitli isleme tekniklerinin tespiti ve dolayisiyla cografik kokenin
tespiti i¢in kullanilabilir. Amino asit igerigi yaklasik olarak %1 oranindadir. Polen, balin

amino asitlerinin baslica kaynagidir. Davies (153, 154), bal igerisinde bulunan bazi amino
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asitlerin cografik ve botanik kokenleri ile degistigi, bu degisikliklerde botanik kokenin
cografik kokenden daha belirgin oldugunu saptamistir. Prolin balda 6zgiindiir ve genellikle
arllardan gelmektedir. Prolin igerigi, seker ve glukoz oksidaz aktiviteleri gibi diger
bilesenlerle entegre edildiginde, balin olgunlugunun ve sahteciliginin bir gostergesi olarak
onerilmistir (155). Serbest amino asitlerin GC (Gaz kromotografisi) analizleri, ingiltere,
Arjantin, Avustralya ve Kanada'dan gelen bal ornekleri ile karsilagtirildiginda belirgin
farkliliklar gostermistir (156). Pawlowska vd. (157) (1994) prolin, 16sin ve fenilalanini ve
bunlarin enantiyomerik oranlarint HPLC kullanarak balda belirlemistir. Losin analiz edilen
bal 6rneklerinde en degisken amino asittir. Pirini ve Conte (158) (1992), akasya, narenciye,
kestane, orman giilii, biberiye ve limon gibi farkli bitkisel kaynaklardan gelen bal
orneklerinde amino asitleri analiz etmek i¢in GC kullanmistir. Arjinin, triptofan ve sistin

gibi amino asitlerin varligi, bazi bal tiirlerine 6zgiidiir.

Amino asitlerin ve proteinlerin konsantrasyonu arasindaki oranlarin bitkilerin bal
kokenini karakterize etmek ic¢in kullanilabilecegi Onerilmistir (18, 159). Polenden
kaynaklanan bal proteinlerinin immiinoblot testleri kimlik dogrulamasi i¢in yapilabilir (160).
Daha yakin zamanda, protein izlenimleri ve gelismis kiitle spektroskopi teknikleri

kullanilarak barkodlama, dogrulama ve cografik koken tespiti igin kullanilmustir (161).

Bal i¢indeki ugucu bilesiklerin konsantrasyonlar1 ¢ok diisiiktiir. Bal i¢indeki ugucu
bilesenleri analiz etmek i¢in Oncelikle sekerlerin uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Ugucu
bilesikleri izole etmek icin cesitli yontemler kullanilmistir. Ornegin ayn1 anda buharlastirma
ve ekstraksiyon (162), dinamik bas uzay1 ekstraksiyonu (Dynamic Headspace Extraction)
(163-165), ultrason destekli ekstraksiyon, hidrodistilasyon (166), ¢oziicii ekstraksiyonu
(167) ve kati fazli mikroekstraksiyondur (168). Tim bu tekniklerin avantajlari ve
dezavantajlart bulunmaktadir. izolasyon siiresi gereksinimi, 6zellikle biiyiik bir numune
sayist analiz edilecekse 6nemli bir konudur. Coziiciilerin kullanimi, ¢oziicli uzaklastirilmasi

sirasinda ugucu bilesiklerin kaybiyla iligkilidir.

Baldaki karbonhidrat bilesenlerinin bilinmesi, balin orijinalligini ayirt etmek i¢in
yararlt bir indekstir. Sakkaritler, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine (169-172) ve enzimatik
analizlere gore belirlenebilir. Kromatograf yontemleri arasinda ince tabaka kromatografisi
(TLC) (173), GC (174), iyon kromatografisi-amperometrik darbeli algilama (177) ve HPLC
(176, 177) bulunmaktadir. Zunin vd. (178) (1987), GC kullanarak otantik italyan bal
orneklerindeki seker bilesenlerini analiz etmistir. Calcagno vd. (179)(1987) HPLC
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kullanarak hakiki ballar1 yapay olarak beslenen arilar tarafindan iretilen ballardan ve
sakkaroz eklenmis ballardan ayirt etmistir. Anyon degisimli sivi kromatografisi
oligosakkarit analizi i¢in uygun bir aragtir (180). Invert seker surubu ve yiiksek fruktozlu
misir surubu oligosakkaritlerin karmasik karisimlaridir ve genellikle kimyasal ve enzimatik

islemlerle iiretilirler.

Enzim aktivite, nektar akisinin yogunlugu, nektarin konsantrasyonu ve bilesimi ve
bal arilan ile iliskilidir. Amilaz aktivitesi, genellikle balin 6nemli bir kalite parametresi
olarak kullanilir (181). Diastaz (amilaz karisimi) balin tazeligini ve 1sil islemini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Diastaz aktivitesi 6nceki yillarda geleneksel olarak Schade
yontemine gore belirlenmistir (182). Yakin zamanda gelistirilen bir prosediirde
¢ozlinmeyen, boyanmis bir nisasta substrati kullanilmaktadir (183). Bu substrat a-amilaz
tarafindan hidrolize edilirken, ¢Ozilinebilir boyali nisasta parcalari c¢ozeltiye salinir.
Reaksiyon  sonlandirildiktan  ve ¢Ozlinmeyen  substrat santrifiijleme  yoluyla
uzaklagtirildiktan sonra, slipernatant ¢ézeltinin absorbansi (620 nm'de) 6l¢iiliir. Absorbans,
diastaz aktivitesi ile orantilidir. Bu prosediir, ticari olarak temin edilebilen bir substratin

uygunlugu ve basit test formati nedeniyle bal endiistrisinde yaygin olarak benimsenmistir.

Bitki 6zlerinde bulunan fenolik bilesikler, polifenoller dahil, bitkilerin en 6nemli
bilesik gruplarindan birini olusturur ve bilinen 8000'den fazla yapi icerir (184). Bal ve
propoliste polifenol analizi i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir, bunlar arasinda renk testleri,
ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografisi (GC), yiiksek performanslh sivi
kromatografisi (HPLC) ve kapiller elektroforez (CE) bulunur.

Baldaki flavonoidleri HPLC kullanarak tespit etmek icin basit ve hizli bir
ekstraksiyon teknigi gelistirilmistir (185). Misel elektrokinetik kapiler kromatografi
(MECC) kullanilarak, flavonoid modelleri ile gesitli ispanya bal rneklerinin botanik kokeni
arasinda korelasyonlar kurulmustur (186). Ayni analitik yontemler lavanta, biberiye,
narenciye ve funda ci¢eklerinden elde edilen bal 6rneklerine de uygulanmistir. HPLC'ye ek
olarak, kapiller elektroforez (CE), flavonoid analizi i¢in alternatif bir yontemdir (187). Bazi

karakteristik flavonoid desenleri balin cografik kokeninin belirlenmesinde kullanilabilir.

Fenolik bilesikler ve flavonoidlerin bilesimi, ¢igek kaynagina baghdir ve sonrasinda
cigeksel belirtecler olarak kullanilir. Kuersetin, aycicegi bali i¢in bir belirte¢c olarak

Onerilmistir (188), hesperitin narenciye bali i¢in (189) ve naringenin lavanta bali i¢in (190)
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belirte¢ olarak onerilmistir. Diger organik bilesikler (alifatik) ve mikroelementler, ¢igceksel

isaretleyiciler olarak tanimlanmigtir (19).

Bal iiriinlerindeki mineral ve iz element igerigi, ¢evresel kirliligin bir gostergesi ve
balin cografik kokeninin dolayli bir géstergesi olarak kullanilabilir. Sodyum, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, bakir, demir, mangan, fosfor, klor, silikon, kiil, kursun ve kadmiyum
gibi iz elementleri ve mineraller incelenmistir (18). Perez-Cerrada vd. (1989) (191),
Ispanyol balinda kloriir, hidrojen fosfat ve siilfat gibi inorganik anyonlar1 belirlemek igin
iyon kromatografik (1K) teknikleri uygulanmistir. Pietra ve arkadaslar1 (1993), (192) italya
kokenli funda bali 6rneklerinde iz elementlerini Onayirma nétron aktivasyon analizi
kullanarak belirlenmistir. Ayn1 yontem, karisik ¢igek, aygicegi, kekik ve narenciye ¢igegi
gibi farkl ¢icek kokenli Tiirk bali 6rneklerinde iz elementleri belirlemek i¢in kullanilmistir
(193). Kursun (Pb), kadmiyum (Cd) ve manganez (Mn) gibi diger iz elementlerinin farkli
mevsimlerde {iretilen bal Orneklerinde belirlenmesi, grafit firin atomik absorpsiyon
spektrometrisi (ETAAS) ile yapilmistir (194). Enzimler, karbonhidratlar (sekerler) ve stabil
izotoplar, balin botanik ve cografi karakterizasyonu i¢in incelenmistir. Dogru bir

karakterizasyon saglamak i¢in farkli bilesiklerin bir arada analiz edilmesi gerekmektedir.
2.8.3. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

Balda bulunan polenlerin hangi bitki taksonuna ait oldugu bugiine kadar geleneksel
olarak 1s1k mikroskobu ile yapilan incelemelerle belirlenmistir. Son zamanlarda, yeni nesil
dizileme teknolojisi olarak adlandirilan yontem, balda bulunan polenlerin hangi taksona ait
olabileceginin belirlenmesinde uygun maliyetli alternatif bir ara¢ olarak kullanilsa da
mekansal veya zamansal olarak heniiz yeterli sayida polen 6rnegi lizerinde test edilmemistir.
Bu yontem melissopalinoji i¢in gereken yiiksek diizeyde taksonomik uzmanliga ihtiyac
duymadan tiir ayrim seviyesini artirmaktadir. Bitki tiirlerini NGS ile tespit ederek, bal
icindeki poleni kesin olarak karakterize etmek miimkiindiir (133, 143, 147, 195). Yapilan
arastirmalarda tiim taksonomik seviyelerde, DNA dizilemenin, 151k mikroskobuna gore daha
fazla taksonu ayirt edebildigi ve 6zellikle nadiren tespit edilen taksonlarin tanimlanmasinda
bile yararli olabilecegi gosterilmistir. Daha da dnemlisi, her iki teknik kullanilarak yaygin

olarak tespit edilen taksonlar i¢in yiiksek oranda ortiisme meydana gelmistir (72).

NGS, giclii biyoinformatik yaklasimlarla birleserek birgok alanda devrim
yaratmaktadir. NGS, kisa ve uzun dizileme okumalari saglayan hem biiyiik dl¢iide paralel

dizilemeyi (ayn1 anda birden cok DNA veya RNA parcasini paralel olarak dizilemesi) hem

32



de tek molekiillii dizilemeyi (amplifikasyon) ihtiyacit olmadan bireysel DNA veya RNA
molekiillerinin dizilenmesi) kapsamaktadir. Kisa okumali dizileme, yliksek dogrulukta olup
100-300 bp okuma uzunluklar1 iiretmektedir. Bu diziler daha sonra tamamlanmamis veya
taslak genomlar olarak adlandirilan genomlara birlestirilir. Tekrarlayan bdlgeler,
insersiyonlar, delesyonlar ve inversiyonlar nedeniyle, tek bir dizileme c¢aligmasiyla elde
edilen kisa okumalardan tiim genomlar1 tam olarak olusturmak miimkiin degildir.
Karsilastirmali genomik ve filogeni dahil olmak {izere bircok uygulama i¢in bu bir sorun
olmasa da tiim genomlarin gerekli oldugu yerlerde ve karmasik genomik bolgelerin
belirlenmesi i¢in daha uzun okumalar gerekmektedir. Uzun okumali dizileme ise 10 ile 50

kb uzunlugunda okumalar {iretir ancak daha yiiksek hata oranlarina sahiptir (196).

NGS; biiyiik 6l¢ekli uygulamalar icin derin, yiliksek verimli ve masif paralel DNA
dizileme igeren tiim teknolojileri kapsar (197). Bu yontem, 1977'de gelistirilen Sanger
dizileme yonteminin kesfinden birka¢ on yil sonra ortaya ¢ikmistir. NGS teknolojileri,
Sanger dizileme yonteminden farkli olarak ¢ok yiiksek verimli dizileme imkani saglayan
masif paralel analiz sunar ve bu da maliyeti diisiirerek birden fazla kompleks 6rnegin yogun
dizilemesine olanak tanir (197). ikinci nesil dizileme y&ntemleri; dizileme dncesi dizileme
kiitiiphanelerinin hazirlanmasi ve amplifikasyonunu igerirken, bazi iiglincii nesil dizileme
yontemleri zaman alic1 ve maliyetli kiitliphane olusturulmasini gerektirmeksizin tek molekiil
dizileme gergeklestirir (197). NGS, gigabaz boyutunda diziler olusturmak i¢in gereken
siireyi yillardan giinlere veya saatlere indirmistir ve buna onemli bir fiyat diisiisii eslik

etmistir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. NGS platformlarinin temel 6zellikleri ve performanslari (Kulski’den, 197)

NGS /firma/her Okuma Platform
. - Okuma Ham Hata - .
calismadaki maks.  Uzunlugu Savisi Zaman Orani (%) Maliyeti Kimyasi
deger (bp) y *)" (yaklasik USD)

Birinci Nesil Dizileme

Sanger/Life Didoksi
Technologies/84 kb 800 ! 252 0.3 95000 Sonlandirict
ikinci Nesil Dizileme
DACSFLXHROEOT 700 1x10° 244852 1 500 000 Pirosekanslama
GS Junior/Roche/70 Mb 500 1x105 18sa 100 000 Pirosekanslama
HiSeg/lllumina/1500 Gb ~ 2x150  5x10° 27;&2140 0.8 750 000 Tersinir sonlandirict
MiSeq/lllumina/15Gb  2x300  3x108 27 sa 0.8 125 000 Tersinir
Sonlandirici
SOLiD/Life 0 ) .
Technologies/120 Gb 50 1x10° 14 giin 0.01 350 000 Ligasyon
Re"o"o'ocgz/ BGI3000 55 14109 14gin 001 12x10° Nanoball/Ligasyon
lon Proton/Life 7
Technologies/100 Gb 200 6x10" 2-5sa 1.7 215 000 Proton Algilama
lon PGM/Life 6
Technologies/2 Gb 200 5x10°  2-5sa 1.7 80 000 Proton Algilama
Uciincii Nesil Dizileme
SMRT/Pac Bio/1 Gb >10000 1x10® 1-2sa 12,9 750.000 Real-time SMS
Heliscope/Helicos/25 Gb 35 7x10° 8 giin 0,2 1. 5x108 Real-time SMS
Nanopore/Oxford
Nanopore Technologies/I >5000 6x10* 48-72sa 34 1000 Real-time SMS
Gb

NGS, tek bir DNA parcasin binlerce paralel parcaya boler ve bu islem dort asamada
gerceklesir. Bu asamalar; 1) kiitiiphane hazirligi, 2) kiime olusumu, 3) dizileme, 4) hizalama
ve veri analizi (198) seklindedir. Karisik polen orneklerinin NGS ile analizinin
avantajlarindan bahsetmek gerekirse; daha hizli islem siiresinin olmasi, elle yapilan islerin
olmamasi, tiim polen tanelerinin isleme dahil edilmesi, daha standartlastirilmis ve bilinen
tekniklerin kullaniliyor olmasi, yiiksek taksonomik hassasiyete sahip olmasi, Yyeni
taksonlarin tanimlanmasina imkan saglamasi ve daha ongoriilebilir maliyetler sunmasi vb.
seklinde sayilabilir. Bunlarin disinda; NGS’in tam referans kiitiiphanelerinin eksikligi,
kontaminasyon ve yanlis tanimlama olasilig1 ve primer carpitmasia bagli olarak nadir

tiirlerin amplifikasyonunun potansiyel azalmasi gibi dezavantajlari da vardir (151).
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Yeni nesil dizileme teknolojisinin ilerlemesiyle, balin bitkisel ve cografik kokeninin
incelenmesi hizli, kesin ve giivenilir bir sekilde daha kolay hale gelmistir. NGS yontemleri
arasinda metabarkodlama, ¢evresel bir 6rnek i¢erisinde bulunan tiim tiirlerin tanimlanmasini
saglayan bir yontemdir. Bu yontem, farkli taksonomik seviyelerdeki organizmalarin
belirlenmesine ve numuneler arasinda takson kompozisyonunun karsilastirilmasina,
onceden numune ayirma adimina gerek kalmadan izin verir. Bitki tiirlerinin
tanimlanmasinda mikroskopik polen analizine gore daha yiiksek duyarlilik ve ¢oziiniirliige

sahiptir.

DNA metabarkodlama, DNA barkodlama ve yiiksek verimli DNA dizileme (HTS)
olmak tizere iki teknolojiyi birlestirir (103). HTS teknolojileri, karistk DNA 6rneklerinin
karakterizasyonu i¢in ortaya ¢ikan ve yaygin olarak benimsenen bir aragtir. Tek bir deneyden
elde edilen 6rnek ve sekans okuma sayisi, modern kapiler elektroforez tabanli Sanger
sekanslayicilarla elde edilenden ¢ok daha fazladir (199). Son zamanlarda
metabarkodlamada, Roche 454, lon Torrent gibi NGS teknolojileri ve Illumina dizileme
platformlar1 kullanilmaktadir (200-203). HTS islem siiresini kisaltir, tiir ayrimi diizeyini
artirir ve melissopalinoloji i¢in gereken yliksek diizeyde taksonomik uzmanlik gerektirmez
(133, 143, 147, 195). lon Torrent platformu havada bulunan polenin nicelendirilmesinde
DNA barkodlama teknolojisini degerlendirmek i¢in kullanilmistir (204). Ayrica
pirosekanslamayla, bal 6rneklerinden polen analizi yapmak i¢in de basariyla kullanilmistir
(7, 103). 454 dizileme, pirosekanslama ve yag emiilsiyonu PCR'a dayanan bir teknolojidir.
Adaptorle baglanmis DNA parcalar1 boncuklara baglanir ve PCR reaktifleri igeren bir yag
damlacig i¢inde siispanse edilir. PCR amplifikasyonu, daha sonra 454 Genom Dizileme
FLX cihazinda (Roche Uygulamali Bilim) dizilenebilen benzersiz bir DNA sablonunun
milyonlarca kopyasini tastyan DNA kapli boncuklarla sonuglanir. Tamamlayici niikleotidler
eklendiginde, cihazdaki CCD kamera tarafindan yakalanan her basarili baz eslesmesinde 151k

sinyalleri tretilir (205).

[llumina platformu, Roche 454 platformuna kiyasla 6nemli 6l¢iide artirilmis derinlik
ve kapsama alani sunar. Illumina sekanslama, 454 sekanslamaya gore daha diisiik maliyetle
daha yiiksek verim saglar (206). Sentez yoluyla lllumina dizileme yaklasimi da baz basina
hata oranini diisiiriir ve dizi kalitesini artirir. [llumina DNA dizilemesinde tek DNA pargalari
i¢i bos bir akis hiicresi kanal lam1 iizerinde yogun kiimeler halinde ¢ogaltilir. Kat1 faz koprii

amplifikasyonu, birka¢ milyon yogun ¢ift sarmalli DNA kiimesi olusturur. Amplifikasyon
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ve eksitasyondan (uyarilmis duruma getirme) sonra, her kiimeden yayilan floresan yakalanir
ve ilk baz tanimlanir (205). Bu islem tekrarlanir ve her seferinde bir baz olmak {izere
parcadaki bazlarin dizisi belirlenir. Bu yontemler DNA parcalarinin klonlanmasin
gerektirmez, bu da herhangi bir 6nyargiy1 ortadan kaldirir ve is¢ilik maliyetini nemli 6lgiide

azaltir (100).

DNA metabarkodlama ile tiir kompozisyonunun tanimlanmasi, total DNA
ekstraksiyonu iglemiyle baglayan bir dizi siirecle saglanir. Bu siireg, elde edilen DNA'nin
PCR ile cogaltilmasiyla devam eder. Evrensel PCR primerleri, organizmalarin toplu
koleksiyonlarindan veya g¢evresel DNA oOrneklerinden DNA barkodlari kitlesel olarak
cogaltmak icin kullanilir. Bu primerler, farkli organizmalardan veya tiirlerden gelen DNA
pargalarini belirli bir genetik hedefi hizli ve etkili bir sekilde ¢cogaltmak i¢in tasarlanmistir.
PCR diirlinleri HTS'ye tabi tutulur ve sonug¢ olarak ornekte bulunan tiirlerin dogrudan

degerlendirilmesine olanak tantyan bir dizi DNA dizisi elde edilir (1).

Polen DNA metabarkodlama yonteminde basarili olmak i¢in dort unsura ihtiyag
vardir: 1) Giivenilir bir DNA izolasyon yontemi kritik bir 6neme sahiptir. 2) Karisik polen
orneklerinden c¢ogaltilabilen ve siralandiginda ¢ok sayida tiirii dogru bir sekilde ayirt eden
bir dizi genetik belirte¢ kullanilmaktadir. 3) Calismaya uygun bir dizileme platformu
secilerek, HTS veya DNA barkodu ¢ok sayida okuma saglayan yeni nesil dizilemeyi igerir.
4) Miimkiin oldugunca cok sayida bitki tiirlinii kapsayan, tercih edilen barkodlarin DNA

dizilerini iceren kapsamli bir referans kiitliphanesi gerekmektedir.

Bal i¢indeki polenlerden DNA ekstraksiyonu, sonraki islemler i¢in yeterli saflikta ve
ylksek verimde DNA elde etmek amaciyla yakin zamanlarin aragtirma konusudur. Guertler
vd. (207), DNA verim ve kalitesini artiran ancak yiliksek maliyetli cihazlarin kullanimini
gerektiren otomatik bir DNA ekstraksiyon yontemi olusturmustur. Soares vd., (2) bal
numunesi on iglemlerini ve ticari DNA ekstraksiyon kitlerini aragtirmis ve mekanik
parcalama ve Wizard DNA ekstraksiyon kiti kombinasyonunun en i1yi sonuglari verdigini
bulmustur. Wizard, CTAB ve DNeasy kitleri (Qiagen) baldan DNA ekstraksiyonu i¢in
uygun oldugu belirtilmistir (2, 195, 208). Bal DNA analizini etkileyebilecek ¢ogunlukla
farkli sekerler ve organik asitler, polifenoller, pigmentler, enzimler ve balmumlar1 gibi ¢esitli
maddelerden olusmaktadir. Ayrica, balda, polen miktari ¢ok diisiik seviyelerde oldugundan,
hedef DNA'nin sadece diisiik miktarlart izole edilebilir (2). Bu nedenle, uygun bir DNA

ekstraksiyon protokoliiniin se¢imi kritik bir adimdir. Bu adim giivenilir ve tekrarlanabilir bir
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analiz yapabilmek i¢in yeterli miktarda ve PCR'1 engelleyen maddelerden arinmis DNA
saglamak i¢in optimize edilmelidir (207, 209). Bu nedenle, bazi aragtirmacilar, DNA
ekstraksiyonundan once polen partikiillerini izole ederken sekerler ve flavonoidler gibi
istenmeyen bilesenleri ortadan kaldirmak igin 6rnek hazirlama 6n adimini dnermislerdir (2,
138, 150). Soares vd., farkli DNA ekstraksiyon yontemleri ile birlestirilen g¢esitli 6rnek 6n
isleme yontemlerini karsilastirmistir. Sonuglar, test edilen kombinasyonlar i¢in farkli
verimler ve safliklar gostermistir ancak mekanik bir polen pargalama adimini igeren iglem

en iyi DNA verimlerini saglamistir.

DNA metabarkodlama i¢in kullanilan belirtegler i¢in temel diisiinceler sunlardir: 1)
On primerler, karisimdaki tiim tiirlerin amplifikasyonunu saglamak igin evrensel olmalidir.
2) Seg¢ilmis olan niiklear veya plastit bolge, uygun bir ayrim seviyesine sahip olmalidir. 3)
Dogru tanimlama, bilinmeyen 6rneklerin karsilastirildig: referans kiitiiphanesinin kalitesine

ve kapsamliligina dayanmaktadir (210).

Taksonomik tanimlama, bir veya birka¢ plastit bolgesine dayanabilir (6rnegin,
protein kodlayici1 rbcL ve matK, ve kodlamayan bosluk trnH-psbA) ve niikleer ribozomal
DNA’nin ITS bdlgelerine ayri ayri veya kombinasyon halinde kullanilir (211). Niiklear
ribozomal bosluk ITS2 bitkiler i¢in en yaygin olarak kullanilan DNA belirteglerinden biri
olup (102) tiir diizeyinde 6600 6rnegin %92.7'sinin basarili tanimlanmasini saglamistir
(212). Ayrica, HTS ile dizilenen polen karigimlarinin giivenilir siniflandirmast i¢in kritik bir

bilesen olan kapsamli bir ITS2 veritabani bulunmaktadir (213).

Barkod belirtegleri tiirlerin parmak izi olarak kabul edilir. Taksonomide kullanilirlar
ve evrimsel aragtirmalarda tiirlerin tanimlanmasini kolaylastirmistir. Amplifikasyon i¢in
belirlenen belirtecler herhangi bir calisma icin biiylik 6nem tagimaktadir. Hayvanlar i¢in
mitokondriyal sitokrom c oksidaz | geni (COI) tercih edilen DNA barkodlama belirtecidir
(214). COI kullanighligi, mutasyon oraninin digerlerine kiyasla daha yavas olmasindan
kaynaklanmaktadir. Diger protein kodlayan mitokondriyal genlerde tiir i¢i ¢esitlilik ¢ok
azdir. Bununla birlikte, COI dizisinin kullanimi bitkilerde daha yavas bir hizda gerceklestigi

icin uygun degildir. Sitokrom c oksidaz I gen evrimi, bitkilerde hayvanlardan daha fazladir.

Bitkilerde oldugu gibi, hayvanlar icin de basarili bir barkod belirtecinin temel
gereksinimleri, diisiik tiir i¢i degiskenlikle yiiksek tiirler arasi farklilik icermesidir. Yasam
Barkodu Bitki Calisma Grubu Konsorsiyumu (The Consortium for the Barcode of Life)
(CBOL)) tarafindan belirtildigine gore, ideal bir DNA barkodu, diizenli olarak tek bir primer
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ciftiyle elde edilebilmeli, ¢ift yonlii dizileme saglamali ve ¢ogu tiiriin ayirt edilmesini
miimkiin kilmalidir. CBOL Bitki Calisma Grubu tarafindan degerlendirmeye Onerilen yedi
kloroplast genom bolgesi (rbcL, matK, rpoB, rpoC1, atpF-atpH, trnH-psbA ve psbK-psbl),

ayr1 ayr1 veya bir arada kullanilmak tizere 6nerilmistir (215).

Evrensellik, dizi kalitesi ve tiir ayrimu seviyeleri kriterlerine dayali olarak, her bir
lokus ayr1 ayr1 degerlendirilmistir; 1) rpoC1 ve rpoB'nin evrensellik ve/veya dizi kalitesi
acgisindan basarili oldugu, ancak her ikisinin de diisiik ayirt edici giice sahip oldugu
goriilmiistiir; 2) atpF—atpH yiiksek kaliteli ¢ift yonlii diziler sunmasina ragmen, evrensellik
diistikliigii nedeniyle bitkiler arasinda rutin olarak dizilenememektedir; 3) psbK—psbl, 397
ornegin 69 tiir ayirma yetenegi gostermis, ancak en diisiik dizi kalitesine sahiptir. Tiim bu
kriterleri g6z Oniine alarak, rpoC1, rpoB, atpF—atpH ve psbK—psbl ideal barkodlar olarak
kabul edilemez (216). Bunun aksine, trnH-psbA, rbcL ve matK, bitki DNA barkodu
sisteminde oldukga istenen normlari karsilayan lokuslardir ancak higbiri ideal DNA barkod
isaretini milkemmel bir sekilde karsilamamaktadir. Bu nedenle, bitki tiirlerine uygun
evrensel bir barkodun arayisi, kloroplast genom bolgeleri disinda diger niiklear bolgeler de
dahil olmak iizere bircok arastirmaci tarafindan siirdiiriilmiistiir. Ancak tiim durumlar i¢in
yeterli tek bir lokus gosterilmemistir ve bu nedenle genellikle birden fazla lokusun
kombinasyonu gereklidir (216). Bitkilerde bulunan kloroplast genom bdlgelerinin yani sira
niiklear fragmentler (6rnegin, ribozomal ITS2 bolgesi) de bitkilerde uygun DNA belirtecleri
haline gelmistir (215). Sekil 2.7°de, karisik polen ornekleriyle yapilan c¢aligmalarda tiir

tanimlamasi i¢in literatiirde tanimlanan farkli DNA barkodlarin1 gostermektedir (Tablo 2.4).

Diger bitki barkodlarinin aksine, ITS2 amplikon pargasinin kii¢iik boyutu (163-311
bp) HTS ile uyumludur ve eslestirilmis u¢ birlestirme igin yeterli ortiismeye izin verir.
Ayrica, bu belirte¢ cins ve tiir diizeyinde yiiksek ayirt edici 6zellik gostermistir (7, 101,
212), 4 800 tiire ait 6 600 ornekte tiir diizeyinde %92.7 basarili tanimlama (212) ve kalitatif
analiz i¢in geleneksel mikroskobik tanimlamadan daha tistiin oldugu ortaya ¢ikmustir (7,
101). Bununla birlikte, ITS2'nin fungal ko-amplifikasyon potansiyeli, barkod olarak
seciminde bir smirlama olarak disiiniilebilir (217). Fungal ko-amplifikasyon, Sanger
dizileme kullanildiginda dizileme basarisizligina yol acabilirken, bu yontem yalnizca bir
tiirden bir DNA ekstraktini1 dizilemek ve tanimlamak i¢in kullanilabildiginden, bir¢ok kez
kopyalanacak olan hedef DNA, bitki DNA's1 ile gercekten eslesmeyecektir. Bununla

birlikte, HTS DNA metabarkodlama kullanilarak, bitki taksonlarinin yani sira mantar
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kontaminasyonu da dizilenecektir (217). Bu, bitki tiirlerinin dizilenmesini ve tanimlanmasini
engellemeyecektir ancak numune basina gereken okuma sayisi artacak, dolayisiyla analiz
edilebilecek numune sayisi smirlt olacaktir (1). Bu siirlamanin iistesinden gelmek igin,
sadece bitkiye 0Ozgli amplifikasyona sahip yeni tasarlanmis primerler, fungal ko-
amplifikasyonu Onlemek icin alternatif olarak Onerilmektedir. Yeni tasarlanan ITS2
primerlerinin etkinligi Cheng vd. (217) tarafindan kanitlanirken, yeni primer ciftleri yaygin

olarak kullanilanlara kiyasla %30'a varan PCR iyilestirmeleri saglamistir.

Ribozomal DNA

rIa
188 ITS1 ITS2 -_
AN J
Y
ITS

Sekil 2.7. Kloroplast ve mitokondiyal ribozomal DNA barkod organizasyonu (Kress’ten
218).

Tablo 2.4. Polen DNA barkodlama g¢aligmalarinda kullanilan bitki DNA barkodlama
belirtecleri hakkinda mevcut bilgilerin 6zeti

Hiicredeki o Uzunlugu
Lokus _ Karakteristik Referans
Yeri (bp)
rbcL Kloroplast Kodlanan gen 702-883 (10, 135)
matK Kloroplast Kodlanan gen 656-861 (206)
trnH-psbA Kloroplast Kodlanmayan gen 103-1025 (135, 221)
ITS2 Nukleus Kodlanmayan gen 163-311 (105, 206)
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Karigik orneklerin tiir kompozisyonunu belirlemek i¢in NGS kullanimina yonelik
sinirlamalar arasinda 6rnek canliligi, DNA ekstraksiyon verimliligi, PCR amplifikasyonu ve
sekanslama hatalar1 yer almaktadir (220-222). Karisik orneklerin karakterizasyonu igin
Oonemli olan sey, elde edilen dizilerin karsilastirildig: referans veri tabaninin kapsamliligi ve
evrenselligidir (200). Arilar tarafindan ziyaret edilen bitkiler, NGS ve metabarkodlama
teknikleri kullanilarak karakterize edilebilmektedir (100).

DNA barkodlama ve metabarkodlama, biyolojik sistemleri arastirmak i¢in yeni
olanaklar sunar. Ancak bu teknikler, 1yi diizenlenmis referans kiitiiphanelerine olan ihtiyaca
dayanir. Bunun i¢in, diinya genelinde aragtirmacilar, evrensel bir veritabani olusturmak
amaciyla benzersiz ve ayirt edici kisa bir DNA boélgesini tanimlamak i¢in bir projeye dahil
olmuglardir. Canlilarin Barkodlama Konsorsiyumunun (CBOL) Bitki Calisma Grubu
(PWG), plastit DNA bolgelerini, dizi kalitesi ve tiir ayirma diizeylerini karsilagtirmistir. Bu
caligma, bitki DNA siniflandirmasi i¢in isaretleyici gen bolgelerini ve protokolleri
standartlastirmak amaciyla kiiresel bir DNA barkodlama girisimine yol agmistir. Grup,
evrensel barkodlar olarak hizmet verecek sekilde kloroplasttaki matK ve rbcL adli iki gen
bolgesini se¢mistir. Ancak bazi bitki tiirleri i¢in ek isaretleyicilerin gerekebilecegini kabul
etmistir (223). Bilinmeyen bitki DNA'sinin bal iginde tanimlanmasi, Yasam Barkod
Veritaban1 (BOLD) ve GenBank® gibi uluslararasi agik erisim veritabanlarinin kullanilabilir
oldugu durumlarda oldukca kolaylasir. Bu benzersiz DNA dizileri BOLD ve GenBank®
standart veritabanlarina eklenir ve biyolojik tiir tanimlama araci olarak kullanilir, bu siire¢

DNA barkodlama olarak adlandirilir.

DNA barkodlamayla takson siniflandirmasi, filogenetik analiz yoluyla yapilabilir
(224). Takson siniflandirilmasi GenBank'ta BLAST dizi-benzerlik aramasi ile (227) belirli
referans dizileri kullanarak ¢ift yonlii hizalamalarla (212) veya diger niikleotid veritabanlari
ile gerceklestirilebilir. Her durumda, veritabanlarindan temsil edilen tiirlerin az bir

miktarmin hatali tiir tanimlamaya yol agabilecegi unutulmamalidir (7).

DNA barkodlama ve DNA metabarkodlama tekniklerinin uygulama alanlar1 (DNA
barkodlamanin ¢ok tiir igeren 6rnekleri yiliksek verimli dizileme ile birlestirildiginde) genis
bir yelpazeyi kapsar ve farkli DNA kaynaklarmin tiir kompozisyonunun hizli bir sekilde
belirlenmesi potansiyeline sahiptir (211, 226). DNA barkodlama kaynaklar1 kullanilarak,
ekolojik sistemler ve topluluk yapisiyla ilgili sorular yanitlanabilir. Cevresel DNA

metabarkodlama, nadir bir tliriin varliginin tespitinde kullanilmistir (227), boceklerin ziyaret
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ettikleri ¢iceklerden elde edilen bocek DNA's1 ile tozlasici topluluklar ortaya ¢ikartilabilir
(228). Aynm1 zamanda otgullarda besin paylasimini (229) veya yarasalarin beslenme
durumunu incelemek i¢in beslenme analizinde de kullanilir (230). Ayrica ticari uygulamalar,
bitki bazli iirtinleri degerlendirmek, 6rnegin bitkisel ilaglarin iddia edilen kimligini
onaylamak (231), balin cografik kdkenini dogrulamak (133) veya ¢aydaki tiirlerin yasalligini
kontrol etmek (232, 233) i¢in de DNA barkodlama kullanilmaktadir.

Pek ¢ok calisma da, polen DNA metabarkodlamasinin kullanimini arastirilmastir.
Laube vd. (150), balda bulunmasi muhtemel bitki tiirleri hakkinda onceden bilgi sahibi
olundugunda, bal Ornegindeki bitkileri karakterize etmek icin PCR tekniginin
kullanilabilecegini gostermistir (150). DNA metabarkodlama, standart, uluslararasi kabul
gormiis belirtegler kullandigindan, karisik 6rneklerin tanimlanmasi i¢in yararli bir aragtir.
Polende bulunan bitkiye 6zgli DNA belirtegleri hedeflenir ve DNA barkodlama karisik

orneklerde bilinmeyen tiirlerin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir.

Valentini vd. (143) ilk olarak iki bal 6rneginde daha 6nce bilinmeyen bitkileri
tanimlamak i¢in trnL plastid bolgesine ve yeni nesil dizilemeye (NGS) dayali bir DNA
metabarkodlama yaklagimi kullanmistir (143).

Bruni vd. (133) italyan Alplerinden gelen balin ¢icek kompozisyonunu belirlemek
i¢in rbcL ve trnH-psbA plastid belirteglerini gogaltmistir. Kuzey Italya Alpleri'nde floristik
olarak zengin bir bolgede tretilen dort gesitli ¢igekli bal, rbcL ve trnH-psbA plastid
bolgelerini barkod belirtegleri kullanilarak incelenmistir. Dért multifloral bal 6rneginde
toplamda 39 bitki tiirii tespit edilmistir. Yerel floraya ait genis referans kiitiiphanesi

olusturulmustur.

Keller vd. (2015) yaptigi ¢caligmada karisik polen 6rneklerinden niiklear ribozomal
DNA'nin yiiksek degisken bolgesi olan ITS2’den elde edilen amplikonlart NGS ile
degerlendirilmistir. Ayrica, elde edilen yliksek verimli verileri analiz etmek ig¢in yeni
olusturulan bir referans veritabaniyla biyoenformatik is akist  gelistirilmistir.
Uygulanabilirligi degerlendirmek amaciyla ayni drneklerden elde edilen 151k mikroskobu
tabanl klasik tanimlama sonuglari ile dizileme sonuclar1 karsilagtirilmistir. Toplamda 16
karisik polen 6rnegi degerlendirilmis olup, bunlarin 14"l bal arilart kolonilerinden ikisi de
yalniz ar1 yuvalarindan elde edilmistir. Dizileme verilerinden elde edilen nispi bolluk
tahminleri, 151k mikroskopu araciligiyla sayilan polenler ile anlamli bir sekilde korele

olmustur. Takson spesifikligi ve duyarlilifi {izerine yapilan simulasyon analizleri,
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veritabaninda bulunan taksonlarin %96'sinin cins ve %70'inin tiir diizeyinde tanimlanabilir
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, yeni nesil dizileme, 6zel bir palinoloji uzmanlik
bilgisine ihtiya¢ duymadan poleni cins ve tiir diizeyinde tanimlamak i¢in kullanigl ve etkili

bir is akis1 sunmaktadir (7).

Richardson vd. (2015) yaptig1 calisamada, bal arilarinin polen toplama davranigini
incelemek i¢in molekiiler bir yontem kullanilarak melissopalinojiye alternatif bir yaklagim
gelistirilmistir. Polenler, ABD'nin farkli eyaletlerinden ar1 kolonilerinden bahar mevsimi
ortalarina denk gelen donemde iki haftalik bir siire boyunca toplanmis olup, mikroskopik
yontemler ve ITS2 metabarkodlama kullanilarak tanimlanmistir. Metabarkodlama
yaklagiminin, uygulama kolayligini ve mikroskop ile tanimlanmanin zor oldugu ayrica nadir

olan polenleri tespit etme yetenegi agisindan avantajlar gostermistir (101).

Richardson vd. (2015) ayni1 yi1lda yaptilar1 bir diger ¢alismada, Apis mellifera tiirii bal
arilan tarafindan toplanan alt1 polen 6rnegini karakterize etmek amaciyla ITS2, matK ve
rbcL lokuslarina hedeflenen metabarkodlamay1 uygulamistir. Sonug olarak, ribozomal
lokusa kars1 plastit lokuslarindan elde edilen metabarkodlama verilerinin, polen
topluluklarinin nicel karakterizasyonu i¢in daha giivenilir oldugunu goéstermektedir. Bu
yontem, tek bir gen bolgesinin kullanilmasindan daha fazla genetik bilgi saglar ve 6zellikle
karmasik Orneklerin, Ornegin polen karigimlarinin, ayrintili bir sekilde karakterize
edilmesine olanak tanir. Cok bolgeli metabarkodlama, biyolojik ¢esitlilik arastirmalarinda

ve ekolojik incelemelerde kullanilan bir tekniktir (234).

Hawkins vd. (2015) yaptig1 ¢calismada bal aris1 polen toplama davranigini incelemek
icin DNA metabarkodlama kullanma potansiyelini degerlendirilmistir. rocL DNA barkod
belirteciyle, Illumina, 454 pirosekanslama ve mikroskopik analiz ile karsilastirmistir,
caligmada kullamlan dokuz bal rnegi, Galler ve Ingiltere'deki yerel ar1 yetistiricilerinden

(Ingiltere) saglanmistir (100).

Prosser ve Hebert 2017°de yaptiklari arastirmada yedi bal 6rnegini (agik renkli, orta
koyu renkli, karisik, pastorize edilmis, kremali ve meliponine) botanik ve entomolojik
kokenlerini tanimlamak i¢in ii¢ gen bolgesinden (ITS2, rbcL ve COI), DNA
metabarkodlama kullanarak uygun maliyetli bir protokol gelistirdiler. Sonug olarak bes bal

orneginde hem bitki hem de bocek kaynaklarini tanimlamiglar (235).

Laha vd. (2017) yaptig1 calismada, Kuzeydogu Hindistan (Mizoram)’da, 20 6rnekten
elde edilen iki kompozit bal metagenomunu ii¢ gen lokusu (rbcL, matK ve ITS2) ile
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karsilastirilmiglardir. Bu gen lokuslari, bir NGS platformu (lllumina Miseq) kullanilarak
dizilenmistir. Ayrica, NGS yaklasimini degerlendirmek i¢in 20 Ornek icin klasik bir
palinoloji ¢alismasi yapilmistir. NGS tabanli yaklasim ve polen mikroskopik ¢alismalar,
balin en baskin ¢igek bilesenlerini tespit edebilmistir. Her iki teknikten elde edilen sonuglar

inceleyerek bal arilari tarafindan sikga kullanilan bitkiler belirlenmistir (4).

Smart vd. (2017) (72) yaptiklart calismada, Kuzey Biiyiik Ovalar (Kuzey
Amerika)'daki yogun tarim alanlarinda bulunan bal arilar1 kolonilerinden toplanan
orneklerle elde edilen polen tanimlama sonuglarini 151k mikroskopu ve DNA dizileme
teknikleriyle karsilastirmislardir. Tiim taksonomik seviyelerde, DNA dizileme daha fazla
taksonu ayirt etme yetenegine sahip ve 6zellikle nadir tespit edilen tiirlerin tanimlanmasinda
cok faydal1 veriler sundugu goriilmiistiir. Her iki teknikle de sikca tespit edilen taksonlar i¢in
onemli bir fenolojik ortlisme meydana gelmistir. Bu da DNA dizilemenin tarim alanlarinda
bulunan bal arilar1 tarafindan toplanan polen tiirlerinin genisligini dogru bir sekilde

yakalamak i¢in uygun ve gelistirici bir teknik oldugunu gostermistir.

Lucek vd. (2019) yaptig1 caligmada, kentsel ve kentsel olmayan alanlarda bal arilar
tarafindan ziyaret edilen bitki tilirlerini karsilastirllmistir ve bal Orneklerindeki poleni
tanimlamak i¢in metabarkodlama kullanilmistir. Toplamda 262 bitki cinsi tanimlanmis,
bunlardan 15'i 6nemli 6l¢iide yaygin olarak bulunmustur. Ornekler, bitki kompozisyonu,
yabanci cinslerin sayisi ve tarim bitkisi cinslerinin sayisi agisindan biiyiik farkliliklar
gostermistir. Kentsel ve kentsel olmayan alanlar arasinda arazi ortiisii farkli olsa da, bal
icindeki bitki ¢esitliligi degismemistir (236).

Balkanska vd. (2020) yaptig1 calismada ti¢ polifloral bal 6rnegi kullanilmistir. trnH-
psbA barkodu, bal 6rneklerinin bitki kokeninin belirlenmesinde yiiksek diizeyde giivenle
kullanilabilen etkili bir belirte¢ olarak bulunmustur. trnH-psbA belirtecinin bitki
tanimlanmast i¢in bir DNA barkodu olarak verimliligi degerlendirilmis ve polifloral bal
orneklerini rbcL belirteci ile elde edilen sonuglarla karsilastirmistir. Fakat Bulgaristan'a
Ozgii veritabaninda temsil edilen bitki tiirleri i¢in dizilenmis trnH-psbA spacer bolgelerinin

eksik oldugu goriilmiistiir (3).

Khansaritoreh vd. yaptigi caligmada, balin cografik kokenini belirlemek igin
kullanilan molekiiler belirteglerin (ITS2 ve rbcL) incelenen 6rneklerde 926 bitki tiiriiniin

tanimlanmasina olanak tanimistir. 34 6nemli tiir belirlenmis ve bu 6nemli tiirlerin genellikle
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balda c¢ok kiicik miktarlarda bulunmasi geleneksel palinolojinin bunlar1 tespit

edemeyebilecegini gostermektedir (237).

Chiara vd. 2021°de yaptiklari ¢alismada 111 farkli kokene sahip bal 6rneginin DNA
barkodlama analizinde kloroplast trnL-UAA kullanmislardir. Bu yontem bitki genomunun
yiiksek derecede korunmus olmasina bagli baz1 sinirlamalarina ragmen, bitki gruplarinin
tanilanmasinda yiiksek duyarlilik ve c¢oziiniirlik saglamaktadir. Botanik kompozisyon
hakkinda bilgiler tiim 6rnekler i¢in elde edilmis ve olas1 yanlis etiketleme durumlarini tespit
etmeye olanak taninmustir. Ayrica ayni ¢alismada birden fazla numunenin analiz edilmesi

NGS analizinin maliyetini diisirmiistiir (238).

Milla vd. (2021) yaptigi arastirmada dogu ve bati Avustralya'dan alt1 farkli
vejetasyon bolgesinden temin edilen 15 bal 6rnegini kullanarak, polen metabarkodlama ile
bal arlarmnm ¢icek kaynaklarini ve beslenme arayisim belirlemislerdir. 1ki bitki
metabarkodlama belirteci (ITS2 ve trnL) kullanilmistir. Her iki belirteg verileri bir araya
getirildiginde toplamda 55 bitki familyasi, 67 cins ve 43 tiir belirlenmistir. Sonuglar polen
DNA metabarkodlamanin balin kékenini tespit etmek ve bal arilarinin beslenme davranisini

incelemek i¢in giiglii ve saglam bir yontem oldugunu gostermistir (239).

Ozkok vd. (2023) yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye'nin farkli cografik bolgelerinden
toplanan bal Ornekleri (¢ogunlukla monofloral ballar) rbcL ve trnH-psbA lokuslari
kullanilarak barkodlanmistir ve melissopalynoloji ve NGS teknikleri kullanilarak
karsilastirilmistir. Sonuglar, her iki yontemi karsilastirirken >%20 nispi bolluga sahip 53
familyanin bulundugunu gostermektedir. Bu familyalardan 29 takson her iki yontem
kullanilarak bulunmus, DNA barkodlama verileri ile mikroskop verileri arasinda %55

oraninda uyum saglanmistir (240).

Bal arilar1 tarafindan toplanan polenler genellikle farkl: tiirlerin polenlerinden olusur,
bu da geleneksel Sanger tabanli dizilemenin bu tiir 6rneklerin botanik tanimlamasi igin
uygun bir se¢im olmadig1 anlamina gelir ¢iinkii tek tek polen tanelerinin izole edilmesini ve
dizilenmesini gerektirir (102, 105). Bu nedenle, Sanger tabanli dizilemenin birgok karigik
polen 6rneginin analizini i¢ceren uygulamalar igin pratik olmadigi goriiliir (1). Bu kisitlama
HTS ile ¢o6ziilebilmekte, bu da metabarkodlama yoluyla tek bir 6rnegin tiim topluluklarinin
degerlendirilmesine izin veren binlerce okuma tireten bir teknik sayesinde miimkiin
olmaktadir. HTS, DNA barkodlama belirtecleri kiimesinin bir 6rneginden eszamanli olarak

birden fazla tiiriin tanimlanmasina izin veren binlerce okuma olusturur (1, 101).
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NGS platformlari, arastirmacilarin  herhangi bir organizmanin genomu,
transkriptomu veya epigenomu ile ilgili hemen hemen her soruyu sormasina izin vererek ¢ok
cesitli yontemler saglar. Dizileme yontemleri, 6ncelikle DNA veya RNA 6rneklerinin nasil
elde edildigine (or. organizma, doku tipi, normale kars1 etkilenen, deneysel kosullar, vb.) ve
kullanilan veri analizi se¢eneklerine gore farklilik gdsterir. Dizi kiitiiphaneleri hazirlandiktan
sonra, yontemden bagimsiz olarak ger¢ek dizileme asamasi temelde ayni kalir. Tiim genom
dizileme (WGS), RNA dizileme (RNA-Seq), hedeflenen dizileme (ekzom dizileme veya 16S
dizileme gibi), 6zel secilmis bolgeler, protein baglama bolgeleri igin protokoller sunan ¢esitli
standart kitaplik hazirlama kitleri vardir (1). NGS yontemlerinin sayisi siirekli artsa da

asagida en yaygin yontemlerden bahsedilmektedir.
2.8.3.1. Sanger Dizileme

Frederick Sanger'm adiyla amilan "Sanger" dizileme, gelistirilen ilk dizileme
teknolojilerinden biridir. Kullanim kolaylig1 ve giivenilirligi nedeniyle, Sanger dizileme kisa
stirede dizileme teknolojilerinin altin standardi haline gelmistir. Sanger dizileme metodu 3
temel asamada gergeklesir: ilgili kalip DNA dizisinin terminasyon niikleotitleriyle PCR

reaksiyonu, jel elektroforezi ile dizilerin ayrilmasi ve DNA dizisinin belirlenmesidir (241).

Geleneksel Sanger dizileme yontemi kullanilarak DNA barkodlama, polen
tanimlama i¢in alternatif bir yaklasim olarak Onerilmistir. Ancak, bu teknik karigik polen
tanimlamasi icin islevsel degildir. Karisimlardan tek tek polen tanelerinin izole edilmesi ve
dizilenmesi veya klonlama tekniklerinin kullanilmasi gerekmektedir. Bu, emek yogun ve
hatalara neden olabilen bir islemdir. Karisik tiir tanimlama sorununu ele almak ve bu engeli
asmak acisindan DNA metabarkodlama, hem geleneksel 151k mikroskobuyla polen
tanimlama hem de Sanger temelli dizileme ile barkodlama i¢in uygun bir alternatif olarak

potansiyelini gostermistir (102).

Sonug¢ olarak, yeni nesil dizileme teknolojileri, Sanger dizilemenin bir¢ok
dezavantajin1 agmistir. Bunlar arasinda baz basina daha ucuz dizileme maliyeti, 6nemli
Olciide daha yiiksek verimlilik, daha basit kiitiiphane hazirligi ve klonlama adiminin
olmamas1 yer almaktadir. Ancak, yeni nesil dizileme verileriyle ¢alismak kendine has
zorluklar1 vardir. Her yeni teknolojinin farkli bir hata modeli ve dnyargilari vardir ve deney

tasarimi ve dizileme analizi sirasinda dikkate alinmasi gerekmektedir.
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2.8.3.2. 454 Roche Dizileme

454 Roche dizileme, sentezleme yoOntemini uygulayan bir DNA dizileme
teknolojisidir ve 2005 yilinda piyasaya stirtilmiistir. DNA segmenti, mikrotaneciklere
sabitlenir ve emiilsiyon PCR kullanilarak ¢cogaltilir. Daha sonra, tanecikler ayr1 ayr1 pikolitre
boyutlu pirodizileme reaktorlerine dagitilir. Baz {initeleri belirli bir sirayla ylizey iizerine
akitilir ve baz inkorporasyonu, pirofosfatin salinmasiyla isaretlenir. Genel olarak 454
dizileme kullanilarak genom, dort adimda veri haline doniistiiriiliir: 6rnek hazirlama,

Emiilsiyon PCR, Dizileme ve veri analizidir.

Bu platform tarafindan iiretilen diziler, Illumina dizilerinden ¢ok daha uzundur ve
Roche'un en son pirodizileme cihazi (GS FLX+), 800 bp uzunlugunda diziler
uiretebilmektedir. Hata oranlari da lllumina dizilerinde gozlemlenenlere gore ¢ok daha
diistiktiir (%0.49-1) (244, 245). Bu hatalarin ¢ogu, dizilerde ekleme, silme ve yerine koyma
hatalarina neden olan homopolimer dizilerinin belirli baglamlarina (yani dizinin geri
kalanina) bagli olarak ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Kalite skorlar1, Sanger i¢in tiretilenlerle
ayn1 degildir, ¢iinkil bu skorlar o bazda homopolimer uzunlugunun dogru olma olasiligini
degerlendirir. Homopolimerin dogru olup olmadigina bakilmaksizin, kalite skorlar1 azalir
(242). Bu, genom dizisi hakkinda herhangi bir dnceden bilgi olmadan kalite esiklerinin
belirlenmesini zorlastirir. Bu orta boy diziler, yeniden dizileme (244), de novo montaj (245),
transkriptomik (246) ve metagenomik (247) gibi bir¢ok uygulamada uygun olabilir. 454
Roche Dizileme ¢alismasindan elde edilen verim, Illumina’dan daha disiiktiir ve bu nedenle
ultra derin kapsama dayali uygulamalar i¢in daha az uygundur. Ancak, "pirotag" dizilemesi
olarak yaygin bir sekilde anilan korunmus isaret geni etiketlerinin dizilmesinde ¢ok poptiler
bir ara¢ haline gelmistir (248). Ornege 6zgii etiketlerin kullanimi, bir ¢aligmada yiizlerce
ornegin multiplex (birden fazla DNA 6rneginin tek bir dizileme reaksiyonunda birlikte

analiz edilmesi) edilmesini kolaylastirmaktadir.
2.8.3.3.1on Torrent
lon Torrent teknolojisi, 454 Roche Dizileme dizilemenin mucitleri tarafindan
gelistirmistir ve iki 6nemi degisiklik getirmistir (249). 11k olarak, niikleotid dizileri, cevresel
cozeltinin pH degerindeki degisikliklere bagl olarak elektronik olarak algilanir ve optik

bilesenlerin iiretimi ve algilanmasi yerine eklenen niikleotid sayisina orantili olarak

gergeklestirilir. Tkinci olarak, dizileme reaksiyonu, akis hiicreleri ve her hiicrenin altindaki
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elektronik sensorlerle birlestirilmis bir mikrogip iginde gergeklestirilir. Eklenen niikleotid,
elektronik sensorler tarafindan algilanan bir elektronik sinyale doniistiiriiliir (250).

Bu dizileme teknolojinin baslica dezavantajlari homopolimer uzantilarinin ve
tekrarlarinin okuma sorunlaridir. Baslica avantajlar ise nispeten daha uzun okumalari, esnek
is akisi, kisa siirede sonu¢ vermesi ve diger platformlar tarafindan sunulan fiyattan daha
diisiik maliyete sahip olmasidir. Ayrica tahmini hata oraninin %1 ile %1.7 arasinda

oldugudur (197).
2.8.3.4.lllumina Dizileme

[llumina sekanslama protokolii, kalip DNA'nin bir adaptor dizisi tizerine ligasyonu
ve daha sonra cam akis hiicresine (flow cell) yerlestirilmesi ile baglar. Kalip DNA koprii
amplifikasyonuna tabi tutulur ve her bir kalip yaklasik 1000 kopyaya cikarilir. Izotermal
polimeraz ve 3' inaktive floresan niikleotidler kullanarak her seferinde yalnizca bir baz
ekleyebilmektedir. Her baz ekleme islemi, floresan etiketi okuyan bir goriintiileme adimiyla
takip edilir. Tek niikleotid ekleme, homopolimerler tarafindan neden olan baglamaya 6zgii
hatalardan  kaginarak, tekrarlayan ve diisiik kompleks boliimlerin  kolayca
dizilimlenmesinden dolay1 bilyiik bir avantaj saglar. Olusturulan dizi basina ortalama hata

orani yaklasik olarak %1-2 arasindadir. Bu oran, Sanger sekanslamasinin en az on katidir
(251)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Materyal Temini

Calismanin gergeklestirilmesinde gerekli olan bal érnekleri Rize ili ikizdere ilgesine
bagli Ballikdy (Anzer)’de faaliyet gosteren S.S. Anzer Ballikoy Tarimsal Kalkinma
Kooperatifinden temin edilmistir. Kooperatiften temin edilen ballarin ikisi (AB ZT1,
AB_ZT2) farkli liyelerin tirettigi ballarin karisimindan olusurken, biri yalnizca tek bir iiyeye
ait sahis balindan (AB ZT3) olusmustur. Temin edilen bal 6rnekleri melisopalinolojik ve
NGS analiz ¢alismalarinda kullanilmak tizere 1s1, 151k ve nem acgisindan uygun kosullar
altinda Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Ars. Laboratuvarinda

muhafaza edilmistir.

Calismanin gerceklestirilmesinde gerekli olan bitki materyali gerek Anzer (Ballikdy)
’de yapilan kisisel gozlemler gerekse Anzer’de bal ile ugrasan kisilerden elde edilen bilgilere
gore Mayis-Eyliil tarihleri arasinda toplanmigtir. Toplama bilgileri Tablo 3.1°de verilmistir.
Toplanan bitki ornekleri Anzer’in gesitli bolgelerinden (Ballikdy, Gudurlu, Hamurlu,
Hindrakol, Karagozlii, Koseli, Kurdoglu, Kuturlu, Sarmanli, Zanetli) elde edilmistir (Sekil
3.1). Arazi ¢alismalari sirasinda toplanan her bir 6rnekten herbaryum Ornegi, ayrica
molekiiler ¢calismalar i¢in saglikli yaprak ornekleri ve palinolojik ¢alismalar i¢in ¢igcek temin
edilmistir. Ayrica toplanan her bir 6rnegin fotograflar1 ¢ekilmis ve gerekli olan tanimlayici

tiim bilgiler arazi defterine (tarih, toplayici no, habitat, koordinat vb.) kaydedilmistir.
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Sekil 3.1. Rize ili Ikizdere ilgesi Anzer (Ballikdy)’de toplanan bitkilerin mahallerini gosteren
harita

Tablo 3.1.Arazide toplanan bitki taksonlarina ait toplama bilgileri

Ornek Toplam bilgileri
No.

ZT1 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, yol kenari, 1227 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 01 (KTUB), N40° 40' 51.5, E40° 35'
7.90

ZT2 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, yol kenar1, 1541 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 02 (KTUB), N40° 38' 8.01, E40° 32'
11.0

ZT3 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, yol kenar1, 1559 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 03 (KTUB), N40° 40' 48.7, E40° 31'
9.26

ZT4 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagdz, yol kenar1, 2412 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 04 (KTUB), N40° 33' 39.2 ,
E40° 30' 57.2

ZT5 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagoz, yol kenar1, 2412 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 05 (KTUB), N40° 33' 39.2 ,
E40° 30' 57.2

ZT6 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagdz, yol kenar1, 2412 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 06 (KTUB), N40° 33' 39.2,
E40° 30'57.2

ZT7 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagdz, yol kenar1, 2412 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 07 (KTUB), N40° 33' 39.2 ,
E40° 30'57.2

ZT8 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagdz, yol kenari, 2412 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 08 (KTUB), N40° 33' 39.2,
E40° 30' 57.2

ZT9 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagdz, yol kenari, 2412 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 09 (KTUB), N40° 33' 39.2,
E40°30' 57.2
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Tablo 3.1. (Devam)

ZT10 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1, 2221 m, 26 v 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 10 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT11 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 11 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT12 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 12 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT13 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 13 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT14 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 14 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT15 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 15 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT16 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 16 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT17 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 17 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT18 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2221 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 18 (KTUB), N 40° 34' 8.18,
E40° 30'7.70

ZT19 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturly, alpin ¢ayir;, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 19 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

ZT20 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturly, alpin ¢ayir;, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 20 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

ZT21 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturly, alpin ¢ayir;, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 21 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

122 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturlu, alpin cayir;, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 22 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

ZT123 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturly, alpin gayiri, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 23 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

724 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturly, alpin gayiri, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 24 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

ZT25 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturly, alpin ¢ayiri, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 25 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

ZT26 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturly, alpin cayiri, 2108 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 26 (KTUB), N40°37'16.86
E40°31'49.34

ZT27 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenari, 1800 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 27 (KTUB), N40° 37' 8.59,
E40°32'51.7

ZT28 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenari, 1800 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 28 (KTUB), N40° 37' 8.59,
E40°32'51.7

ZT29 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenari, 1800 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 29 (KTUB), N40° 37' 8.59,
E40°32'51.7

ZT30 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenari, 1800 m, 26 v 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 30 (KTUB), N40° 37' 8.59,
E40°32'51.7

ZT31 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenari, 1800 m, 26 v 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 31 (KTUB), N40° 37' 8.59,
E40°32'51.7

132 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenari, 1800 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 32 (KTUB), N40° 37' 8.59,

E40°32'51.7
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ZT33 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenar1, 1800 m, 26 v 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 33 (KTUB), N40° 37' 8.59,
E40° 32'51.7

ZT34 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Zanetli, yol kenari, 1800 m, 26 v 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 34 (KTUB), N40° 37' 8.59,
E40°32'51.7

ZT35 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2435 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 35 (KTUB), N40° 33' 16.2,
E40° 30' 34.6

ZT36 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2435 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 36 (KTUB), N40° 33' 16.2,
E40° 30'34.6

ZT37 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 37 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT38 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 38 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT39 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 39 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT40 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 40 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT41 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 41 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT42 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 42 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT43 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 43 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT44 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 44 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT45 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 45 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT46 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 46 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT47 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayiri, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 47 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT48 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 48 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT49 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 49 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT50 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 50 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT51 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 51 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT52 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 52 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT53 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 53 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT54 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 54 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT55 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 55 (KTUB), N40° 34' 36.3,

E40°31' 06.4
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ZT56 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 56 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT57 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 57 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT58 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 58 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40°31' 06.4

ZT59 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 59 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40°31' 06.4

ZT60 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 60 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT61 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 61 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT62 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 62 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT63 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 63 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT64 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 64 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT65 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 65 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT66 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 66 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT67 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 67 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT68 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 68 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT69 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 69 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT70 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayiri, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 70 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT71 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 71 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT72 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 72 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT73 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 73 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT74 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 74 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT75 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 75 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT76 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 76 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT77 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 77 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT78 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 78 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4
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ZTT79 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 79 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT80 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1r1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 80 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40° 31' 06.4

ZT81 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 81 (KTUB), N40° 34'36.3,
E40°31' 06.4

ZT83 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, yol kenar1, 1787 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 83 (KTUB), N40° 37' 52.6, E40° 32'
16.0

T84 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenar1, 2265 m, 20 vi 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 84 (KTUB), N40° 34' 36.3,
E40° 31' 06.4

ZT85 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2626 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 85 (KTUB), N40° 31'
9.31, E40° 30'31.4

ZT86 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayiri, 2626 m, 06 vii 2012, Coskungcelebi & Z.Tiirker 86 (KTUB), N40° 31"
9.31, E40° 30'31.4

787 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1ri, 2626 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 87 (KTUB), N40° 31"
9.31, E40° 30'31.4

ZT188 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2626 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 88 (KTUB), N40° 31"
9.31, E40°30'31.4

ZT89 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2626 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 89 (KTUB), N40° 31'
9.31, E40° 30'31.4

ZT90 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin ¢ayir1, 2513 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 90 (KTUB), N40°36'39.0,
E40°30'43.0

ZT91 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2626 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 91 (KTUB), N40° 31'
9.31, E40° 30'31.4

ZT92 A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2626 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 92 (KTUB), N40° 31'
9.31, E40° 30'31.4

ZT93 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin gayiri, 2096 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 93 (KTUB), N40°36'15.96,
E40°31'30.32

ZT94 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin gayiri, 2096 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 94 (KTUB), N40°36'15.96,
E40°31'30.32

ZT95 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin ¢ayir1, 2096 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 95 (KTUB), N40°36'15.96,
E40°31'30.32

ZT96 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin ¢ayir1, 2096 m, 06 vii 2012, Coskungcelebi & Z.Tiirker 96 (KTUB), N40°36'15.96,
E40°31'30.32

ZT97 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin ¢ayir1, 2096 m, 06 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 97 (KTUB), N40°36'15.96,
E40°31'30.32

ZT98 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin ¢ayir1, 2096 m, 06 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 98 (KTUB), N40°36'15.96,
E40°31'30.32

ZT99 A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin ¢ayir1, 2096 m, 06 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 99 (KTUB), N40°36'15.96,
E40°31'30.32

ZT100 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 100 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT101 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 101 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT102 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 102 (KTUB), N40° 34'

57.8, E40° 30' 57.3
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ZT103 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 103 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT104 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 104 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40°30' 57.3

ZT105 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 105 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT106 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 106 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT107 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 107 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40°30' 57.3

ZT108 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 108 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40°30' 57.3

ZT109 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 109 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT110 | AS8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 110 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT111 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungcelebi & Z.Tiirker 111 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40°30' 57.3

ZT112 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 112 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT113 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 113 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT114 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 114 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT115 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 115 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT116 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 116 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT117 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 117 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT118 | AS Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 118 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT119 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, nemli kayalar, 2190 m, 06 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 119 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT120 | AS Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2190 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 120 (KTUB), N40° 34'
57.8, E40° 30' 57.3

ZT121 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin ¢ayir1, 2455 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 121 (KTUB), N40°36'34.18,
E40°30'52.76

ZT122 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin ¢ayir1, 2455 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 122 (KTUB), N40°36'34.18,
E40°30'52.76

ZT123 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin ¢ayir1, 2455 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 123 (KTUB), N40°36'34.18,
E40°30'52.76

ZT125 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin ¢ayir1, 2455 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 125 (KTUB), N40°36'34.18,
E40°30'52.76

ZT126 | A8Rize; ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin cayiri, 2455 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 126 (KTUB), N40°36'34.18,

E40°30'52.76
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ZT127 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Koseli, alpin ¢ayiri, 1933 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 127 (KTUB), N40° 37' 38.9,
E40° 32'53.4

ZT128 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Koseli, alpin cayir1, 1933 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 128 (KTUB), N40° 37' 38.9,
E40°32'53.4

ZT129 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Koseli, alpin cayir1, 1933 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 129 (KTUB), N40° 37' 38.9,
E40°32'53.4

ZT130 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Koseli, yol kenar1, 1933 m, 06 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 130 (KTUB), N40° 37' 38.9,
E40°32'53.4

ZT131 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagdzlii, alpin cayiri, 2460 m, 06 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 131 (KTUB),
N40°34'18.40, E 40°29'48.78

ZT132 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagdzlii, alpin cayiri, 2460 m, 06 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 132 (KTUB),
N40°34'18.40, E 40°29'48.78

ZT133 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagdzlii, alpin cayiri, 2460 m, 06 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 133 (KTUB),
N40°34'18.40, E 40°29'48.78

ZT134 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagdzlii, alpin cayiri, 2460 m, 06 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 134 (KTUB),
N40°34'18.40, E 40°29'48.78

ZT135 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagozlii, alpin cayiri, 2460 m, 06 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 135 (KTUB),
N40°34'18.40, E 40°29'48.78

ZT136 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagozlii, alpin cayir;, 2460 m, 06 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 136 (KTUB),
N40°34'18.40, E 40°29'48.78

ZT137 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin ¢ayiri, 2455 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 137 (KTUB), N40°36'34.18,
E40°30'52.76

ZT138 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hamurlu, alpin ¢ayiri, 2455 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z. Tiirker 138 (KTUB), N40°36'34.18,
E40°30'52.76

ZT139 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 139 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT140 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 140 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT141 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 141 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT142 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 142 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT143 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 143 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT144 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 144 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT145 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 145 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT146 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 146 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT147 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 147 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT148 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 148 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT149 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 149 (KTUB),

N40°33'42.48, E 40°30'58.19
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Tablo 3.1. (Devam)

ZT150 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, tashk alan, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 150 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT151 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 151 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT152 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 152 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT153 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 153 (KTUB),
N40°33'42.48, E 40°30'58.19

ZT154 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenar1, 2136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 154 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT155 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenar1, 2136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 155 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT156 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenar1, 2136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 156 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT157 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenar1, 2136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 157 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT158 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenari, 2136 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 158 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT159 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, dere kenari, 2136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 159 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT160 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenari, 2136 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 160 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT162 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenari, 2136 m, 19 vii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 162 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT163 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenari, 2136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 163 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT164 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikéy, yol kenari, 2136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 164 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT165 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenar1, 136 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 165 (KTUB), N40°35'35.43,
E40°30'50.79

ZT166 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanl, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 166 (KTUB), N40° 36'
31.4, E40°30'19.8

ZT167 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 167 (KTUB), N40° 36'
31.4, E40°30'19.8

ZT168 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 168 (KTUB), N40° 36'
31.4, E40°30'19.8

ZT169 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 169 (KTUB), N40° 36'
31.4, E40°30'19.8

ZT170 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 170 (KTUB), N40° 36'
31.4, E40°30'19.8

ZT171 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanl, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 171 (KTUB), N40° 36'
31.4, E40°30'19.8

ZT172 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanl, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 172 (KTUB), N40° 36'
31.4, E40°30'19.8

ZT173 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayiri, 2416 m, 19 vii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 173 (KTUB), N40° 36'

31.4, E40°30' 19.8
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Tablo 3.1. (Devam)

ZT174 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 174 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30'37.8

ZT175 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 175 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30' 37.8

ZT176 | AS Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2238 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 176 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30' 37.8

ZT177 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 177 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30' 37.8

ZT178 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2238 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 178 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30' 37.8

ZT179 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, dere kenari, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 179 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30' 37.8

ZT180 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2238 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 180 (KTUB), N40° 34'

17.2, E40° 30' 37.8

ZT181

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2238 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 181 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30' 37.8

ZT182 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, dere kenari, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 182 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30'37.8

ZT183 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, dere kenari, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 183 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30'37.8

ZT184 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 184 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30' 37.8

ZT185 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 185 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30'37.8

ZT186 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2238 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 186 (KTUB), N40° 34'
17.2, E40° 30'37.8

ZT187 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayiri, 2115 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 187 (KTUB), N40° 35'
18.4, E40° 31' 00

ZT188 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayiri, 2115 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 188 (KTUB), N40° 35'
18.4, E40° 31' 00

ZT189 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayiri, 2115 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 189 (KTUB), N40° 35'
18.4, E40° 31' 00

ZT190 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2115 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 190 (KTUB), N40° 35'
18.4, E40° 31' 00

ZT191 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2115 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 191 (KTUB), N40° 35'
18.4, E40° 31' 00

ZT192 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturlu, alpin cayiri, 2420 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 192 (KTUB), N40° 37'
5.85, E40° 31' 5.44

ZT193 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturlu, alpin cayiri, 2420 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 193 (KTUB), N40° 37'
5.85, E40° 31' 5.44

ZT194 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturlu, alpin cayiri, 2420 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 194 (KTUB), N40° 37'

5.85, E40°31'5.44

ZT195 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturlu, alpin cayiri, 2420 m, 01 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 195 (KTUB), N40° 37'
5.85, E40°31'5.44
ZT196 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturlu, alpin cayiri, 2420 m, 01 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 196 (KTUB), N40° 37'

5.85, E40° 31'5.44
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Tablo 3.1. (Devam)

ZT197 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 197 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

ZT198 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 198 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30" 53.6

ZT199 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 199 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30" 53.6

ZT200 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 200 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.7

ZT201 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 201 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30" 53.6

ZT202 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 202 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30" 53.6

ZT203 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, dere kenar1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 203 (KTUB), N40° 33'

59.2, E40° 30' 53.6

ZT204

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 204 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

ZT205 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 205 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

ZT206 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 206 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

ZT207 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, sulak alan, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 207 (KTUB), N40° 33'

59.2, E40° 30' 53.6

ZT208

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayir1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 208 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

ZT209

A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, tashk alan, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 209 (KTUB), N40° 33"
59.2, E40° 30' 53.6

ZT210

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 210 (KTUB), N40° 33"
59.2, E40° 30' 53.6

ZT211

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskungelebi & Z.Tiirker 211 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

77212

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ay1r1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 212 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

ZT213

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gay1r1, 2239 m, 24 viii 2012, Coskuncelebi & Z.Tiirker 213 (KTUB), N40° 33'
59.2, E40° 30' 53.6

ZT214

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 214 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT215

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, dere kenar1, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 215 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT216

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 216 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT217

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 217 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT218

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 218 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT219

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 219 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26
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Tablo 3.1. (Devam)

ZT220 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 220 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT221 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 221 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT222 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 222 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT223 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 223 (KTUB), N40° 31' 55, E40°
30' 26

ZT224 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 224 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT225 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 225 (KTUB), N40° 31' 55, E40°
30' 26

ZT226 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 226 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT227 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 227 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT228 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 228 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT229 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 229 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30'26

ZT230 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, taslik alan, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 230 (KTUB), N40° 31' 55, E40°
30' 26

ZT231 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 231 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT232 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 232 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT233 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayiri, 2587 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 233 (KTUB), N40° 31' 55,
E40° 30' 26

ZT234 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Karagozlii, alpin cayiri, 2487 m, 05 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 234 (KTUB), N40° 34' 10,
E40°30' 1.7

ZT235 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagézlii, alpin cayir1, 2487 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 235 (KTUB), N40° 34' 10,
E40°30' 1.7

ZT236 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagézlii, alpin cayiri, 2487 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 236 (KTUB), N40° 34' 10,
E40°30' 1.7

ZT237 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagézlii, alpin cayir1, 2487 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 237 (KTUB), N40° 34' 10,
E40°30' 1.7

ZT238 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagozlii, dere kenari, 2487 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 238 (KTUB), N40° 34' 10,
E40°30' 1.7

ZT239 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagozlii, alpin cayiri, 2487 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 239 (KTUB), N 40°34'17.96,
E 40°29'56.00

ZT240 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagézlii, alpin cayiri, 2487 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 240 (KTUB), N40° 34' 10,
E40°30' 1.7

ZT241 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Karagozlii, dere kenari, 2448 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 241 (KTUB), N 40°34'18.63,
E 40°29'55.16

ZT242 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayiri, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 242 (KTUB), N40° 36' 3.2,

E40°30'3.7
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Tablo 3.1. (Devam)

ZT243 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, yol kenari, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 243 (KTUB), N40° 36' 3.2, E40°
30'3.7

ZT244 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin ¢ayir1, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 244 (KTUB), N40° 36' 3.2,
E40° 30'3.7

ZT245 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin gayir1, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 245 (KTUB), N40° 36' 3.2,
E40° 30'3.7

ZT246 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin gayir1, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 246 (KTUB), N40° 36' 3.2,
E40° 30'3.7

ZT247 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanl, taglik alan, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 247 (KTUB), N40° 36' 3.2, E40°
30'3.7

ZT248 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin gayir1, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 248 (KTUB), N40° 36' 3.2,
E40° 30'3.7

ZT249 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin ¢ayir1, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 249 (KTUB), N40° 36' 3.2,

E40° 30'3.7

ZT250

A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayir1, 2518 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 250 (KTUB), N40° 36' 3.2,
E40° 30' 3.7

ZT251 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2280 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 251 (KTUB), N40° 34' 58,
E40°31'28

ZT252 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayir1, 2280 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 252 (KTUB), N40° 34' 58,
E40°31'28

ZT253 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2280 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 253 (KTUB), N40° 34' 58,
E40°31' 28

ZT254 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin ¢ayir1, 2280 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 254 (KTUB), N40° 34' 58,
E40°31'28

ZT255 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kuturlu, alpin ¢ayiri, 2420 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 255 (KTUB), N40° 37' 5.85,
E40° 31'5.44

ZT256 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Gudurlu, alpin gayir1, 2349 m, 06 viii 2021, Giiltepe & Z.Tiirker 256 (KTUB), N40° 36' 40, E40°
32'33

ZT257 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Gudurlu, alpin cayir1, 2487 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 257 (KTUB), N40°37'4.53, E
40°32'5.57

ZT258 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin ¢ayir1, 2487 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 258 (KTUB), N4 40°36'40.88,
E40°36'40.88

ZT259 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Kurdoglu, alpin gayir1, 2487 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 259 (KTUB), N4 40°36'40.88,
E40°36'40.88

ZT260 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin ¢ayir1, 2618 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 260 (KTUB), N40°31'57.57,
E40°30'16.97

ZT261 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin ¢ayiri, 2618 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 261 (KTUB), N40°31'57.57,
E40°30'16.97

ZT262 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin ¢ayiri, 2618 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 262 (KTUB), N40°31'57.57,
E40°30'16.97

ZT263 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin ¢ayir1, 2618 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 263 (KTUB), N40°31'57.57,
E40°30'16.97

ZT264 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, taslik alan, 2650 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 264 (KTUB), N40°32'7.01, E
40°30'21.33

ZT265 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenari, 2852 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 265 (KTUB), N40°31'54.95,

E40°30'39.66
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Tablo 3.1. (Devam)

ZT266 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin cayiri, 2784 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 266 (KTUB), N40°31'54.61,
E40°30'32.69

ZT267 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin gayiri, 2706 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 267 (KTUB), N40°32'17.80,
E40°30'23.70

ZT268 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin gayir1, 2700 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 268 (KTUB), N40°32'17.80,
E40°30'23.70

ZT269 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin gayiri, 2700 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 269 (KTUB), N40°32'17.80,
E40°30'23.70

ZT270 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin gayiri, 2567 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 270 (KTUB), N40°32'16.00,
E40°30'5.49

ZT271 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hundrakol, alpin gayir1, 2401 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 271 (KTUB), N40°33'29.05,
E40°30'35.40

ZT272 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin gayiri, 2536 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 272 (KTUB), N40°32'36.26,
E40°30'10.59

ZT273 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenami, 2341 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 273 (KTUB), N40°33'37.74,
E40°30'46.04

ZT274 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenani, 2341 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 274 (KTUB), N40°33'37.74,
E40°30'46.04

ZT275 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, yol kenani, 2341 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 275 (KTUB), N40°33'37.74,
E40°30'46.04

ZT276 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2248 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 276 (KTUB), N40°34'41.97,
E40°30'51.62

ZT277 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2248 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 277 (KTUB), N40°34'41.97,
E40°30'51.62

ZT278 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenani, 2176 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 278 (KTUB), N40°35'4.27,
E40°30'56.67

ZT279 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenani, 2176 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 279 (KTUB), N40°35'4.27,
E40°30'56.67

ZT280 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin gayiri, 2248 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 280 (KTUB), N40°34'41.97,
E40°30'51.62

ZT281 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Hindrakol, alpin cayiri, 2248 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 281 (KTUB), N40°34'41.97,
E40°30'51.62

ZT282 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenari, 2156 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 282 (KTUB), N40°35'13.93,
E40°30'55.63

ZT283 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, yol kenari, 2156 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 283 (KTUB), N40°35'13.93,
E40°30'55.63

ZT284 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin ¢ayir1, 2148 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 284 (KTUB), N40°35'38.23 ,
E40°30'50.79

ZT285 | A8 Rize; ikizdere, Anzer, Ballikdy, alpin gayiri, 2169 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 285 (KTUB), N40°35'40.43,
E40°30'49.63

ZT286 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, yol kenar1, 2293 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 286 (KTUB), N40°36'12.99,
E40°30'46.86

ZT287 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin cayiri, 2316 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 287 (KTUB), N40°36'9.96,
E40°30'46.13

ZT288 | A8 Rize; Ikizdere, Anzer, Sarmanli, alpin gayir, 2317 m, 05 viii 2022, Giiltepe & Z.Tiirker 288 (KTUB), N40°36'9.45,
E40°30'46.63
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3.2. Bitkilerin Teshis Edilmesi

Mayis-Eyliil tarihleri arasinda yapilan arazi g¢aligmalarinda toplanip Karadeniz
Teknik Universitesi Biyoloji Boliimiinde Botanik laboratuarina getirilen drnekler +4°C bir
hafta bekletilerek bocek ve haserelerden arindirilmistir. Bocek ve diger haserelerden
arindirilan 6rnekler basta Tiirkiye Florasi (252) ekleri (253, 254) olmak iizere, Rize Florasi,
Vejetasyonu ve Yore Ballarinin Polen Analizi (255), Of-ikizdere-Anzer Vadisi Florasi
(256), Tirkiye Bitkileri Listesi (257), Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Midiirliigii Rize
Ili Biyolojik Cesitlilik Envanter ve izleme Proje Raporu (258) faydalanilarak stereo
mikroskopla (Olympus, Japonya) teshis edilmistir. Teshis edilmis tiim ornekler standart
tekniklere gore herbaryum &rnegine doniistiiriilerek KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Herbaryumu’na (KTUB) yerlestirilmistir.

3.3. Bitkilerden Polen izolasyonu, Polenlerin Itk (IM) ve Taramah Elektron
Mikroskobunda (SEM) Incelenmesi

Palinolojik incelemeler i¢in kullanilan polenler, arazi ¢aligmalarinda kese kagitlar
icerisine koyulup kurutulan ¢igeklerden Asetoliz (259) yontemi kullanarak izolasyonlari
gerceklestirilmistir. NGS ile geleneksel yonteme (melissopalinoloji) gére Anzer Bali’nda
ortak olarak belirlenmis taksonlarin ayrintili palinolojik 6zelliklerinin ortaya konulmasi igin,
asetoliz yontemine gore belirlenen bu polenler bir kismi gliserin-jelatin ile daimi preparat
haline getirilerek 151k mikroskobunda (IM) incelemeye hazir hale getirilmistir. Geriye kalan
polenler ise % 96’11k etil alkole alinarak taramali elektron mikroskobu (SEM) caligsmalarinda

kullanilmistir.

Asetoliz metoduna (261) gore, arazide temin edilen giceklerden polen izolasyonu igin
anterler 10 ml’lik tliplere konulmustur. Anterlerin {izerine tamamen kapatacak sekilde %
10’luk Potasyum Hidroksit (KOH) ilave edilerek 20 dk. cam bagetle ezilmistir. Ezme
isleminden sonra, delikleri 250 um olan tel siizgegten (filtre) gegirilerek huni yardimiyla
polenler, ¢icegin diger kisimlarindan ayrilmalari saglanmistir. Miktarlari esitlendikten sonra,
tiipler 3500 rpm'de 15 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij edildikten sonra pastdr pipet
yardimiyla supernatant atilmistir ve iizerine distile su eklenerek ayn1 hiz ve dakikada tekrar
santrifiij edilmigtir. Santrifiijden sonra tekrar pastor pipetle supernatant alinmistir ve
polenlerin iizerine asetoliz karigimi (1 kisim derisik Siilfirik Asit (H2SOs), 9 kisim Asit
Anhidrit veya Glacial Asetik Asit) dokiilerek, tiipler behere yerlestirilmistir. Daha sonra

yaklagik 45 dk ceker ocakta kaynatma islemi gergeklestirilmistir. Kaynatma isleminden
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sonra biraz sogumaya birakilarak miktarlari esitlenmistir. Tekrardan tiipler 3500 rpm de 15
dk. santrifiij edildikten sonra supernatant kismi dokiilmiistiir. Tiiplere %70'lik etil alkol
konularak ayni1 hiz ve dakikada tekrar santrifiij edilerek supernatant alinmistir. Son olarak,
tiiplerde bulunan polenlerin tizerine % 50’lik gliserin (50 ml gliserin + 50 ml distile su)
konularak 15 dk. 3500 rpm'de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra istteki sivi kisim
atilmistir ve ¢ok az miktarda gliserin-jelatin kullanilarak tiipiin i¢indeki polenle muamele
edilmistir. Lam {izerine konularak erittikten sonra lamelle kapatilip preparatlar
hazirlanmastir. Preparatlar ters ¢evrilerek, konulup 1 gece kurumaya birakilmistir. Cam tiipte
kalan ornekleri muhafaza etmek i¢in {izerlerine % 96'lik etil alkol konularak ependorfa

aktarilip daimi preparat haline getirilmistir.
3.3.1. Polenlerin Isik Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Polen tanelerinin incelenmesi ve ol¢iimleri, Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii“nde bulunan 1sik mikroskobuyla (Leica S6D, Almanya)
yapilmistir. Polen taneleri gozlemlenmis ve x40 ve x100 arasinda degisen biiyiitmelerde hem
polar hem ekvatoral diisiislerinin mikrograflar1 elde edilmistir. Ayrica IM calismalarinda
polar ekseni ekvatoral ¢ap, P/E orani, polen tipi, polen sekli, yiizey ornemantasyonu gibi

palinolojik karakterler 6l¢tilmiistiir.

Ayrica polenlerin tipi belirlenirken Halbritter ve arkadaslarinin (2018) (260) resimli
polen terminolojisi kitab1 dikkate alinmistir. Burada ifade edilen P/E orani, iki kutup
arasindaki polar eksen uzunlugunun (P) ekvatoral ¢apla (E) karsilastirmasinmi ifade eder.
[zodiametrik (sferoidal) polende polar eksen, ekvatoral ¢ap ile yaklasik olarak esittir. Prolat
polende polar eksen, ekvatoral ¢apindan uzundur. Oblat polende ise polar eksen, ekvatoral
capindan kisadir. Ayrica diger palinolojik O6zellikler ve goriintiiler igin resimli polen

terminolojisi kitabindan faydalanilmistir.
3.3.2. Polenlerin Taramah Elektron Mikroskobu’nda Gériintiilenmesi

SEM caligsmalar1 %96“lik EtOH’da saklanan polenler {izerinden gergeklestirilmistir.
SEM analizi i¢in, polen taneleri ¢ift tarafli yapiskan bant ile dogrudan staplara yerlestirilmis
ve SC502 Sputter Coater altin kaplama aparati kullanilarak altin ile kaplanmistir. Polen
tanelerinin polar ve ekvatoral goriiniislerini, ekzin siislemelerini belirlemek i¢in JEOL JSM-
6610 marka taramali elektron mikroskobu kullanilarak x3000 ve x5000 arasinda degisen

biiylitmelerde mikrograflar elde edilmistir. SEM analizleri Recep Tayyip Erdogan
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Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda bulunan SEM (JEOL JSM-6610, Tokyo)
kullanilarak 5-15 kV altinda yiiriitiilmiistiir.

3.4. Ballardan Polen izolasyonu ve Tayini

Bu calismada uluslararas1 bir metod olarak kabul edilmis olan 10 g bal i¢indeki
polenlerden preparat yapilmasi yontemi kullanilmistir (261). Preparatlar, Wodehouse
yontemine (262) gore daimi preparat haline getirilmistir. Bu ortak metoda gore, kavanozlara
konulan bal 6rnekleri cam bagetle iyice karistirilarak homojen hale gelmeleri saglanmistir.
Kristallesmis ve soguktan katilasmis olan ballar bir miiddet su banyosunda (40-45°C)
tutularak erimesi sagland. lyice karistirilarak homojen hale gelmis olan bal 6rneklerinden
10 ar gram tartilarak 20 ml’ lik tiiplere konuldu. Uzerine 5 mL distile su ilave edilerek tiipler
tipa ile kapatilmistir. Balin su i¢inde ¢dziinmesini saglamak icin tiipler 40-45 °C’lik su
banyosunda yaklasik 1 saat bekletilmistir. Su banyosundan alinan tiipler ¢alkalanarak balin
su i¢inde erimesi saglanmistir. Daha sonra tiipler 3500 rpm’de 45 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij edilen tiiplerin siipernatant kismi dokiilmistiir ve kurutma kagidi iizerine ters
cevrilerek bir siire bekletilmistir. igne ucuna alinan bir miktar gliserin-jelatin tiip dibindeki
cokeltiye bulastirilarak, ¢okeltinin tiimii lam iizerine aktarilmistir. Lam iizerine konulan
cokeltiye bulastirilmis gliserin-jelatinin hot-plate tizerinde 1sitilarak erimesi saglanip {izeri
45 derece aciyla lamelle kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar ters ¢evrilerek kurumasi igin

bir gece bekletilerek mikroskopta incelenecek duruma getirilmistir.

Incelenecek preparatlardaki polen teshisleri igin, 151k mikroskobunda x10 ve x40 ve
x100°liik objektifler kullanilmigtir. Polen terminolojisi i¢in referans preparatlardan, PalDat
(Palynological Database) (263), Pollen-Wiki ve Tiirkiye'nin nektarli bitkileri, polenleri ve
ballar kitabindan (261) faydalanilmistir.

3.5. Bal Numunelerinden Toplam Polen Sayisi (TPS) Hesaplanmasi ve Incelenmesi

TPS sayisinin hesaplanmasi i¢in 10 g baldan hazirlanan preparatlar asagida verilen
metoda gore sirastyla uygulanmustir.

e Stok ballardan temin edilen 10 g bal steril cam baget yardimziyla iyice karistirildi.

e Uzerine 20 mL distile su ilave edilip 9666 adet Lycopodium sp. sporu bulunan

tablet de karigimin i¢ine ilave edildi.
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e Tipler, 45 C®lik su banyosunda 10-15 dk bekletildi. Tablet, karisim i¢inde
eridikten sonra polenlerin ve sporlarin boyanmasini i¢in birka¢ damla bazik
fuksin ilave edildi.

e Tiipler karistiricida homojen sekilde karistirilip alt iist edildikten sonra 3500
rpm’de 45 dk santrifiij edildi. Santrifiij edilen tiiplerin siipernatantlar1 dokiildii.

e Tiplerin i¢cine 0.1 mL kadar %50’lik gliserin ilave edilerek pelletin gliserinle
karigimi saglandi. Daha sonra karisimdan 0.01 mL alinarak son hacim %50’lik
gliserinle 1 mL’ye tamamland1 (264).

e Tiipten 0,01 mL alinarak preparat hazirlanip mikroskopta incelendi.

e Her preparat mikroskopta sol iist kdseden incelenmeye baglandi ve 18x18
mm?’lik alan tamamen taranarak bu alanda bulunan tiim polenler nicelik olarak
tespit edildi.

e Daha sonra preparat tekrar sol {ist koseden baslanarak tamamen tarandi ve ilk
once Lycopodium sp. sporlari ayri ayri sayildi. Polen sayimi i¢in x10 okiiler ve
x40°’lik objektif kullanildi. Incelenen ballar TPS’ye gore 4 ana grupta
degerlendirilmistir (Tablo 3.2)

Tablo 3.2. Calisilan 6rneklerdeki toplam polen sayisi ve siklik degerleri (Sorkun’dan, 261)

Toplam Polen Sayisi

No Siklik Degeri
(TPS)

1. <20 000 Diisiik

2. 20 000-100 000 Normal

3. 100 000-500 000 Zengin

4. 500 000-1 000 000 Cok zengin

Bulunan degerler asagida gosterilen “Esitlik 17’de uygulanmistir (267).

Toplam Polen Sayis1 X 9666+ oy
TPS — 10g = —> — Y (Esitlik 1)
plam Spor Sayisi1

* Bir Lycopodium tabletindeki spor tanelerinin sayisi
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Taksonlarin, polen ortalamalar1 ve polen %’leri belirlenmistir. Bu taksonlara ait
polenlerin, calisilan ballardaki katkilar1 saptanmistir. Sonrasinda tiim preparat tarandiktan
sonra balda bulunan biitiin polenler teshis edilmistir.

Incelenen ballarda polenler, polen spektrumlarma gére 4 ana gruba ayrilir (Tablo
3.3).

Tablo 3.3. Bal 6rneklerine ait polen spektrumlart (Sorkun’dan, 261)

No. Polen Miktar1 (%) Polen Spektrumu
1. > % 45 Dominant

2. % 16- % 45 Sekonder

B % 3- % 15 Minor

4. <%3 Eser

3.6. Baldan DNA Izolasyonu

Bal 6rneklerinden total DNA izolasyonu igin klasik CTAB yontemi (Doyle ve Doyle,
1987) (266) asagidaki sekilde modifiye ve optimize edilerek kullanilmistir.

Bal 6rneklerinde bulunan polenlerin homojen sekilde dagilmasi i¢in 6nce steril cam
bagetle iyice karistirildi. Her bir bal 6rneginden toplamda 50 g olacak sekilde, 4 adet 50
ml’lik falkon tiiplere ayr1 ayr1 12.5 g bal koyulup, steril distile su ile 45 ml’ye
tamamlanmistir. Tiipler alt {ist edildikten sonra 65°C’de su banyosunda 4-5 saat inkiibe
(Allsheng, Cin) edilmistir. Homojen hale getirildikten sonra hassas terazide (Okaus, Cin)
tartilmigtir. Ardindan tiipler, 14 000 g’de 20 dk. santrifiij (Sigma, Almanya) edilmis ve
supernatant kismi dokiilmiistiir. Pelletlerin tizerine 20 ml distile su eklenerek, iyice ¢oziilmiis
ve tekrar 14 000 g’de 10 dk. santrifiij edilerek yikama iglemi gerceklestirilmistir. Yikama
islemi sonrasinda, tek tlipe toplanan pelletler steril distile su eklenerek son hacim 5 ml olacak
sekilde tartilmistir. 14 000 g’de 5 dk. santrifiij edilen tiiplerin supernatant kisimlar
dokiilmistiir. Pelletler, 2 ml steril distile suda ¢oziildiikten sonra 2 ml hacimdeki ependorf
tiiplerine aktarilarak DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Hazirlanan ependorf tiipleri bir
gece +4°C’de bekletildi. Ertesi giin 15 dk., 14 000 g’de santrifiij edilen Orneklerin
stipernantantlar1 bosaltilip 30 dk kurutulmaya birakildi. Tiiplere en az 4’er adet 0.5 cm steril

cam boncuk ve steril cam tozu eklenerek, sivi azotta 15 dk. bekletilmistir. Daha sonra
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homojenizatorde (Allsheng, Cin) 10 dk 6giitiilmeye birakilmistir. Bu islemlerden sonra, oda
sicakliginda bekletilen tiiplerden cam boncuklar ¢ikartilmistir. Kalan pelletler {izerine ise
500 pl CTAB soliisyonu [20 ul EDTA, 50 pl Tris, 140 pul NaCl, 100 ul CTAB, 190 pul H20]
eklenmistir. Bu  haldeki ekstrakta her bir o6rnek icin 0.02 gr PVPP
(polyvinylpolypropodylene), 30 ul proteinaz K, 2.5 ul RNaz ve 2.5 ul B-merkaptoetanol
ilave edilmistir. Karisim bir pipet yardimiyla homojenize edildikten sonra 65°C’de 4 saat
bekletilmistir. inkiibasyon sonrast tiipler buz iizerine aliarak 1 dk sogumaya birakildiktan
sonra, oda sicakliginda 6rnekler 16 000 g’de 1dk santrifiij edilmistir. Santrifiij edilmis
ornekler iizerine 500 pl kloroform eklendikten sonra ve tiipler homojen olana kadar alt iist
edilmistir. Ardindan aymi hizda 5 dk. santrifiij gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi
tiplerdeki siipernatant kisim alinip yeni tiiplere aktarilarak, lizerine yeniden 500 pl
kloroform ilavesi gerceklestirildikten sonra tiipler 3-5 kez alt {ist edilmis ve ayni hizda 5 dk
santrifiij geceklestirilmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant kisim alinarak bir onceki
asama aynen tekrarlanmig, daha sonra slipernatant alinarak yeni bir ependorf tlipline transfer
edilmistir. Tiiplerden hacmi en fazla olanin kapasitesi belirlenmis ve bu hacim baz alinarak
diger tiiplere esit oranda hacmin %8’1 kadar her tiipe 7.5 M’lik amonyum asetat ilavesi
yapilmistir. Tiipler birka¢ kez alt iist edildikten sonra olusan hacmin %54’ kadar
izopropanol ilavesi edilmis ve siispansiyon iyice karistirildiktan sonra +4°C’de bir gece
bekletilmistir. Bir gece +4 °C’de bekletilen 6rnekler 5 dk, 16.000g’de santrifiij edilmis,
stipernatant kisim atildiktan sonra, seffaf pellet tizerine Iml %70’lik soguk etanol ilavesi
yapilmustir. Alkol ilave edilmis tiipler birkac defa alt iist edilerek 5 dk 16.000g’de santrifii
edilmis, siipernatant dokiildiikten sonra bu islem bir kez daha tekrar edilmis, tiim alkoliin
DNA’dan uzaklastirilmasi i¢in tiipler kapaklar1 acgik sekilde 15 dk 37°C’de (ya da oda
sicakliginda 30-45 dk.) kurumaya birakilmistir. Daha sonra tiiplerde bulunan DNA pelleti,
50 pl TE ilavesi ile ¢oziilmiistiir. Pelletin tamamen ¢oziilmesi i¢in drnekler, 15 dk 65°C’de

1s1tict blokta tutulmustur.
3.6.1. DNA Konsantrasyonu, Kalitesi ve Saflig

Izole edilen total DNA’larin kalitesi ve saflift Nanodrop spektrofotometre
(ThermoFisher Scientific, Kanada) ile yapilan absorbans 260 nm ve absorbans 280 nm
dlgiimlerinin karsilastirilmasindan hesaplanmustir (267). Olgme islemi 6ncesinde, nanodrop
cithazi agilmis ve DNA Orneklerinin yerlestirilecegi elmas kisim, saf su ve steril kurutma

kagidr ile silinmistir. Programda niikleik asit segenegine tiklanmistir. Daha sonra DNA
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izolasyon kisminin son agsamasinda, DNA nin ¢oziildiigii tampondan, 1 pl alinarak, cihazin
Olciim yapan elmas kismina konulmus ve cihazin “blank” sekmesi secilmistir. Bu islem,
DNA olgiimii oncesi, cihazi sifirlamak i¢in yapilmistir. Sifirlama isleminden sonra, elmas
tinitesi tekrar acilmis ve elmas kisminda kalan tampon steril kurutma kagidi ile iyice
temizlenmistir. Daha sonra, genomik DNA 6rneklerinden 1 ul alinarak, cihazin 6l¢iim yapan
elmas kismina konulmus ve “sample measuring (dsDNA)” sekmesi secilmistir. Her DNA
Olctimiinden sonra elmas, dH20 ve steril kurutma kagidi ile silinmistir. Bu islemden sonra,
diger DNA orneklerinin de 6lgme islemi yapilmistir. Kontaminantlarin varligini belirlemek
icin, protein kontaminasyonu igin, absorbans 260 nm ve absorbans 280 nm oranlari
(A260/A280) ve fenolik kontaminasyonu ig¢in, absorbans 260 nm ve absorbans 230 nm
oranlart hesaplanmistir (A260/A230). Saflik dereceleri A260/A280=1.8 ile 2.00 arasinda,
A260/A230=2.00 ile 2.20 arasinda olan DNA Ornekleri sonraki asamalar i¢in +4°C’de
saklanmigtir. Nanodrop cihazinda A230, A260 ve A280 nm dalga boylarinda olgiimler

yapilmis ve elde edilen veriler Tablo 3.4°te yer almistir.

Tablo 3.4. Calisilan bal 6rneklerine ait DNA konsantrasyonu ve saflik degerleri

.. . Konsantrasyon

Ornekler Izolasyon Teknigi A260/A280 A260/A230
(ng/pl)

AB _7ZT1 CTAB 230.3 1.92 2.00

AB ZT2 CTAB 106.2 1.93 2.10

AB_ZT3 CTAB 100.2 1.81 2.01

3.6.2. Presipitasyon

Fenol presipitasyonu igin, izole edilen DNA soliisyonundan ve elution buffer’dan
150 pl alindi. Uzerine 150 pl fenol-kloroform (1:1) eklenir. 20 s vorteks (Wisemix, Kore)
de 30 s buzda bekletildi. Bu islem art arda 5 kez tekrarlandi. 5 dk 16 000g’de santrifiij
edilerek, stipernant kismi alindi (150 pl). Tekrar 150 pl fenol-kloroform (1:1) eklendi.
Ardindan Soliisyon 30 s vorteks, 30 s buz da bekletildi. Bu islem art arda 5 kez tekrarlandi.
5 dk 16 000g’de santrifiij edilerek, siipernant kismi alindi (150 pl). Ardindandan alkol

prespitasyonu ile isleme devam edilmistir.
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Alkol presipitasyonu i¢in, son hacmin 10:1’i kadar 3M sodyum siilfat eklendi. Son
hacmin 2.5 kat1 kadar %96°lik etil alkol ilave edilip, elle ¢oziildi. 1 gece -20 ‘C’de
bekletildi. 16 000g’de 15 dk. santrifiij edilip, stipernatant dokiildi. Pellet tizerine 500 ul
%96’ lik etil alkol koyulup, elle ¢oziildii. Ayn1 hizda 5 dk. santrifiij edilip siipernatant kismi1
dokiildii. Pellet tizerine 500 ul %70’lik etil alkol koyulup, elle ¢oziildii. Tekrar ayni hizda 5
dk santrifiij edilip stipernatant kismi1 dokiildii. Pellet etiivde kurutuldu. 25 pl elution buffer’

da ¢oziildii.
3.6.3. Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezde Goriintiilenmesi

Izole edilen DNA’lar, UV altinda gériintiilenmistir. Bunun igin ilk olarak %0,8’lik
agaroz jel hazirlanmistir. 0.4 gr agaroz (Sigma-Aldrich) tartilmis ve lizerine 50 ml 1X TAE
(Tris-Asetat-EDTA) tamponu eklenerek, hafifge karigtirilmis ve mikrodalga firinda 1.5
dk’ya kadar 1sitilmigtir. Oda sicakliginda sogutulan karigima, 2.5 pl etidylim bromiir (EtBr)
eklenerek kanstirilmistir. Hazirlanan jel, elektroforez tankina aktarilmis, taraklar
yerlestirilmis ve donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra, DNA’lardan 5 pl alinarak, 2 pl
6X Loading Dye (Thermo-Scientific) ile karistirilarak, kuyucuklara yiiklenmistir. Yiiklenen
DNA ornekleri elektroforezde (Bio-Rad, USA) kosturulmustur. Bu islem sonrasinda jel,
DNA goriintiilerinin alinmasi igin, jel goriintiileme cihazinda (Bio-Rad, USA) UV altinda
goriintiilenmistir.

3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR islemleri genomik DNA iizerinde yer alan hedef belirtecleri (ITS1 ve ITS2)
[llumina alt yapisi ile uyumlu sekilde cogaltmak maksadiyla iki asamada gergeklestirilmistir.
[lk asamada PCR igin evrensel ITS primerlerine adaptorler takilarak, hizmet alimi

yontemiyle adaptorlii primerler sentezlenmistir. Evrensel ITS primerleri ve eklenen

adaptorler Tablo 3.5’te gosterilmistir.
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Tablo 3.5. Calismada kullanilan evrensel ITS primerleri ve eklenen adaptorler (evrensel ITS
primerlerine eklenen adaptorler koyu olarak gosterilmistir.)

Primer Yoni Baz Sirasi

5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACA

= ITSEN F
% GGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’
=
S TeoN - 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
(="
§ GGCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’

Tean . S-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
o
% GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’
+
S o - 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
[="
§ GTCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

PCR iiriinlerinden daha iyi bantlar elde etmek i¢in optimizasyon i¢in farkli denemeler
gergeklestirilmistir. Ornegin farkli enzimler (GoTaq® ve Taq DNA Polimeraz gibi.)
denenmis olup, en iyi enzimin Phusion™ olduguna karar verilmistir. Ayrica jelatin, BSA
(Bovine Serum Albiimin) gibi maddeler farkli konsantrasyonlarda denendi ve en uygun
konsantrasyon bulunmustur. Ayrica silik bant goriilen PCR 6rnekleri i¢in ayni sartlar altinda
PCR iiriinii kalip olarak kullanilarak tekrar PCR yapilmistir. PCR’da kullanilan karigim, son
hacmi 50 pl olacak sekilde 10 pl 10x Buffer, 3.5 pl MgClz (2.5 mM), 20 ul ANTP (0.25 mM),
1+1 pl primer (50 ng/ul), 0.3 ul Taq physion, 2 ul DNA, 3 ul jelatin, 9.7 pl dH20 (distile
su)’dan olugmaktadir. Calisilan bolgeler Tablo 3.6’da yer alan sartlar altinda gogaltilmistir.
PCR (Bio-Rad, Singapur) ile hedef bolgeler adaptorlii primerlerle ¢ogaltilmistir.

Tablo 3.6. Calisilan bolgelerin PCR sartlart

Uygulanan Islem Slzf é{;lk Zaman  Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 150 sn 1
DNA Denatiirasyon 94 60 sn 1
Primerlerin baglanmasi 55 50 sn 36
DNA Sentezi 72 540 sn 1
Son Uzatma 72 600 sn 1
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Cogaltma islemi sonrasinda {irlinlerin goriintiilenmesi amaciyla, agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. PCR iiriinlerinden 8 pl alinarak, 2 pul 6X Loading Dye (Thermo-
Scientific) ile karistirilip jele yiiklenmistir. PCR firiinleri %0.8’lik jelde yiiriitilmiistiir. Bu
islem sonrasinda jel, PCR iirlinlerinin goriintiilenmesi i¢in jel goriintiileme cihazinda UV

altinda goriintiileme yapilmis ve resimler kaydedilmistir.
3.7.1. PCR Uriinlerinin Temizligi

PCR sonrasinda kirtk DNA parcalarin1 ve olasi dimerleri ortamdan uzaklastirmak
maksadiyla birinci PCR iiriinleri temizlendi. Bu islem AMPure XP Beads kiti (Sigma-
Aldrich) protokolii takip edilerek Sivas Cumhuriyet Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma

ve Uygulama Merkezi (CUTAM)’den hizmet alim1 yoluyla gergeklestirildi.

Bu temizleme islemi iki asamada gerceklestirildi. Her 6rnege 20 ul AMPure XP
manyetik boncuk eklenip pipetlenerek DNA’larin boncuklara tutunmasi saglandi. Istenilen
PCR firiinlerinin manyetik boncuklara tutunmasi, orneklerin manyetik tabaka iizerine
yerlestirildikten sonra, oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Kirliligi énlemek icin, manyetik
boncuk bagli 6rnekler, 200 pl %80°1ik etanol ile 2’ser kez yikandi. Yikama isleminden sonra
saf PCR iiriinii, 50 mikrolitre 10 mM pH 8.5 Tris sollisyonunda saklandi.

3.7.2. indeks PCR

Bu asamada, PCR asamasinda adaptorlii olarak elde edilen ve temizlenen
amplikonlar kalip olarak kullanildi. Adaptorlii amplikonlarin akis hiicresi (flowcell)
tizerinde yer alan oligolara baglanabilmesi, birden fazla ornekten tek okumada sonug
alinabilmesi ve yeni nesil dizileme okumas1 esnasinda farkli drneklerin ayirt edilebilmesi
amaciyla indeks barkod gorevi goren 6zel baz dizileri eklendi. Bir 6nceki asamada belirtilen
PCR temizleme asamasi tekrarlandi. Daha sonra ornekler manyetik standart ayrilarak
tizerlerine 20 pl eliisyon soliisyonu eklendi ve boncuklardan ayrilan DNA’lar ayri bir tiipte

toplandi.
3.8. Kiitiiphane Hazirlanmasi

[llumina MiSeq cihazinda yiiksek kalitede veri elde edebilmek i¢in, cihazdaki akis
hiicresi iizerinde optimum kiimelenmeyi saglamak gerekmektedir. Bu durum ise akis
hiicresinin biiyiikliigiine, c¢aligilacak Ornek sayisina ve derinligine gore nihai PCR
trlinlerinin yogunlugunu esit orana getirmeyi gerektirmektedir. Bu amacla nihai PCR

{iriinlerinin konsantrasyonlar1 Qubit 3.0 Florometre kullanilarak CUTAM’da belirlenmistir.
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Sonrasinda kiitliphane olusturmak i¢in hesaplamalar bu degerler iizerinden yapilmig ve
ornekler tek bir havuzda birlestirilmistir. Tiim asamalar sonucunda DNA fragmentine

takilmis olan kuyruklar asagidaki Sekil 3.2’de gdsterilmistir.

[lumina Primerleri
(15 ve i7)

Indeks
Adaptor

Primer

HEREE <[ r<am>r-<an-21F -

Y
DNA Fragmenti

Sekil 3.2. Uglarina adaptor baglanmis DNA fragmani

3.9. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

Bal orneklerinden elde edilen DNA’lar, tekrar tekrar ekstrakte edilmis ve farkli
adaptorler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Olusturulan kiitiiphane Illumina (MiSeq) kullanilarak
2 x 251 bp baz ¢iftlik paired-end dizileme islemi ile baslangigta 6rnek basina 200 000
okumayla dizilenmistir. Ancak, Illumina yaklasimi kullanilarak ITS1 ve ITS2 etiketli
dizilerle iligkilendirilebilen 251 bp uzunlugundaki her bir &rnege ait farkli okuma dizisi
bulunmaktadir. Dizileme is akisinin bir parcasi olan kiime olusumu i¢in kitaplik, parcalarin
kitaplik adaptorlerini tamamlayici bir yiizeye baglh oligolar dizisi iizerinde yakaladigi bir
akis hiicresine yiiklenir. Her par¢a daha sonra koprii amplifikasyonu yoluyla farkli klonal
kiimeler halinde yiikseltilir. Kiime olusturma islemi tamamlandiginda, 6rnekler dizilemeye
hazirdir. Illumina SBS teknolojisi (Sentez ile dizilme), DNA kalip ipliklerine dahil
edildiklerinde tek bazlar1 saptayan, tescilli bir tersine c¢evrilebilir sonlandirict tabanli
yontemden istifade eder. Dort agsamali ve tersine g¢evrilebilir sonlandiriciya bagli ANTP'ler
her siralama dongiisiinde mevcut oldugundan, dogal rekabet, birlestirme sapmasini en aza
indirir ve diger teknolojilere kiyasla ham hata oranlarmni biiyiik dl¢lide azaltir. Sonug,
tekrarlayan dizi bolgeleri ve homopolimerler i¢inde bile dizi baglamima 6zgli hatalari
neredeyse tamamen ortadan kaldiran son derece dogru, baz baz ilerleyen bir dizilemedir
(268). Hazirlik ve NGS asamalar1 asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. NGS (lllumina) siirecine genel bakis

3.10. Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik is akist Linux/Unix tabanli isletim sisteminin terminali ile
gerceklestirilmistir. MiSeq cihazindan “.fastq” formatinda ¢ikan dizilerin kalite kontrolii ve
ana istatistikler FastQC ile kontrol edilmistir. Biyoinformatik analizler i¢cin QIIME 2
platformu Linux tabanli olarak kullanildi. Adaptorlerin kesilmis oldugu ham veriler QIIME
2 platformuna tanitildi. Kalite filtrelemesi, ileri ve geri yonlii okumalarin birlestrilmesi,
kimeriklik tespiti ve filtrelemesi ile giiriiltii azaltma islemi q2-dada2 ile gergeklestirilerek
Amplicon Sequence Variants (ASVs) elde edildi. Ayrica tiim istatistiksel analizler, istatistik
programi R Studio kullanilarak gergeklestirildi (269).

3.11. Takson Tespiti

Yerel bir ITS dizileri referans veritabani, GenBank'ta bulunan tiim ITS dizilerin
indirilerek olusturuldu. Yalnizca Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yetisen oOzellikle Rize
florasinda kayith olan taksonlar1 igerecek sekilde filtrelenerek, ayrica Tirkiye'de yerli,
yabanc1 veya bahge tarimi veya tarim gibi alanlarda bulunan bitkilere de kiitiiphanede yer

verilmisgtir.
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Bal orneklerinden gelen her dizi, Megablast kullanilarak referans veritabaniyla
karsilastirilmistir. Her dizi icin en giiclii benzerlige sahip tiirler saklanmistir. Eger birden
fazla en 1yi sonug ayni cinsin tiirlerine aitse, sonug cinse verilmistir. En iyi sonuglar ayni aile
icinde birden fazla cinse aitse, aile diizeyinde bir tanimlama yapilmistir. Birden fazla aileye

karsilik gelen diziler ise bilinmeyen olarak kabul edilmistir.

Elde edilen verilerin giivenilir olup olmadigini tespit etmek i¢in her bir bal 6rneginde
kalite skorlar1 hesaplanmistir. Kalite degeri, bir DNA dizindeki baz okumalarin
giivenilirligini veya hata olma olasiligin1 tanimlamak i¢in kullanilir. Bu iki deger ters
iligkilidir ve toplami1 1 olmalidir. Illumina okumalar1 genellikle baz bagina maximum %99,99
giiven veya 1/10.000 hata olasilig1 belirlemektedir. Kalite degerlerin giiven araliklar1 Tablo

3.7’de verilmistir. Phred Kalite Skoru (Q) “Esitlik 2” su sekilde hesaplanir:

Q = —101log;,(P) (Esitlik 2)
Burada:
e P =Hata olasilig1
e Q = Phred kalite skoru

Tablo 3.7. Phred kalite skorlar1 ve bir DNA diziliminde baz okumalarnin hatali olma
olasiliklar1 Zymo’dan, (270)

Phred Kalite
Baz diziliminin hata olasihigi Dogru olma olasihig: (%)
Skoru
Q10 1/10 %90
Q20 1/100 %99
Q30 1/1000 %99.90
Q40 1/10 000 %99.99

Ornegin, Phred kalite skorunu Q30 oldugunu varsayarsak, ilgili dizideki baz

diziliminin giivenilirliginin %99.9, yani hata olasiliginin 1/1000 oldugunu anlayabiliriz.
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3.12. Melissopalinoloji ve NGS Karsilastirilmasi

Mikroskopi ve DNA tabanli yontemler, balin polen icerigini karakterize etmek i¢in
etkili yontemlerdir. Melissopalinoloji ve Illumina sonuglar1 arasinda bazi parametreler
dikkate alinarak karsilastirma yapilmistir. Her teknikle elde edilen sonuglar arasinda

benzerlik ve farkliliklar gesitli yontemlerle ortaya konulmustur.

Iki degisken arasindaki lineer iliskinin giiciinii ve yoniinii belirlemek i¢in korelasyon
analizi kullanilmaktadir. ilk énce korelasyon analizi i¢in ya Pearson ya da Spearman
korelasyonu uygulanmasina karar verilmistir. Verilerimiz normal dagilim olmadigina karar
verildikten sonra parametrik olmayan bir korelasyon yontemi Spearman tercih edilmistir.
Spearman korelasyonu, parametrik varsayimlari gerektirmedigi i¢in parametrik olmayan
durumlar i¢in uygundur. Bu, 6zellikle veri normal dagilim gostermediginde veya parametrik
korelasyon i¢in diger varsayimlar karsilanmadiginda yararhidir. Spearman korelasyonunda
veriler siralt olmali, iki degisken arasinda monotonik bir iligki olmalidir. Bu, bir degiskenin
artmasiyla diger degiskenin de diizenli olarak artmasi veya azalmasi anlamina gelir. Tliski
dogrusal olmak zorunda degildir, ancak monotonik olmalidir. Veri setindeki gozlemler

birbirinden bagimsiz olmalidir.

NGS (Illumina) verilerinden yola ¢ikarak farkli polen tiirlerinin siralama bollugunu
cikarma yetenegini test etmek i¢in, eslestirilmis okuma hizalamalarinin sayisi ile her bitki
ailesine diisen polen tanesi sayis1 arasindaki iligkiyi, ayrica her bir lokus i¢in ayr1 ayr1 ITS1
ve ITS2 wverilerin ortalamas1 igin, Spearman siralama tabanli korelasyonunu

gerceklestirilmistir.

Ayrica bal oOrneklerdeki bulunan bitki pollenlerin ¢esitliligini, zenginligini ve
benzerligini 6lgmek igin Shannon-Weiner ¢esitlilik indeksini “Esitlik 3 ve tiirler arasindaki
esitligi 6lgmek igin Pielou's esitligini “Esitlik 4” kullanilmaktadir (273). Ayrica Shannon
cesitlilik indeksinin mutlak bir tist siir1 yoktur ¢iinkii hem tiir sayisina hem de tiirlerin
dagiliminin dengeli olmasima baglidir. Ancak, belirli bir tiir sayis1 S i¢cin H maksimum

degeri, tiim tiirlerin esit bollukta oldugu durumlarda gerceklesir.

H' = -7 Pln (P) (Esitlik 3)

75



Burada:

H’ = Shannon indeksi
S = Toplam tiir sayis1
Pi = i numarali tiiriin tiim tiirler i¢indeki orani

In = dogal logaritma islemi

J = (Esitlik 4)

Burada:
e J’ =Piclou Evenness indeksi
e H’ = Shannon indeksi

¢  Hmax = In(S) = Maksimum esitlik kosullar1 altinda tiir ¢esitliligi

Pielou Evennes komunite igerisinde bulunan tiirlerin nispi yogunlugudur. Evennes
derecesi yiiksek olan komiinitede cesitlilik daha fazladir. Bu iki indeks degeri birbirini
destekler nitelikte sonuclar vermektedir. Pielou’nun diizgiinliik (homojenlik) indeksi ise
sayisal olarak esitligi temsil eder. Eger J degeri tiim taksonlar esit sayida temsil edilirse, bu
indeks maksimum degere sahip olur (1'e yaklasir) (272).

Bal 6rneklerinde tespit edilen aileler i¢in metabarkodlama ve mikroskobi analizine
gore, hangi ailelerin dominant olarak temsil edildigini veya temsil edilmedigini belirlemek
i¢in R katsayilarint hesaplanmistir. R katsayisi balin kaynagini1 dogrulamada kullanilir (273).
R katsayisi, belirli bir takson i¢in, metabarkodlama ile goreceli bolluk okuma sayisinin

yiizdeleri ile mikroskopi ile ¢ikarilan goreceli bollugun yiizdelerine boliimiidiir.

R= (Esitlik 5)

I
M

Burada:
e [ =Illumina’da tanimlanan okuma sayilarinin yiizdesi

e M = Mikroskopi’deki polen tanelerinin ylizdesi
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4. BULGULAR

Anzer (Ballikdy)’in farkli mahallerinde iiretilen ti¢ farkli balin melissopalinolojik ve
yeni nesil sekanslama yontemleriyle incelemesi sonucu elde edilen veriler ile bal iiretiminin
yapildig1 alanlardan tez kapsaminda toplanip teshis edilen bitkilere ait palinolojik veriler

asagidaki ana basliklar altinda toplanmustir.
4.1. Floristik Veriler

Tez kapsaminda yapilan arazi ¢alismalar1 sonucu Anzer (Ballikdy)’in 10 farkh
mahallesinde (Ballikéy, Gudurlu, Hamurlu, Hindrakol, Karagézli, Koseli, Kurdoglu,
Kuturlu, Sarmanli, Zanetli) yayilis gosteren 285 bitki 6rnegi toplanmistir. Toplanan bu
orneklerin ilgili kaynaklardan yararlanarak yapilan teshisleri 48 aileye ve 216 taksona ait
olduklarini gostermistir. Bu taksonlarin familyalara gére dagilimlari (harf sirasina gore)

Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Teshis edilen taksonlarin familyalara gore dagilimi. * Bitkilere ait toplama
bilgileri Tablo 3.1°de verilmistir.

Familya Tiir Ad1 Ornek No *
Adoxaceae Viburnum lantana L. ZT51, ZT279
Amaryllidaceae Allium djimilense Boiss. ex Regel ZT204
Apiaceae Astrantia maxima subsp. maxima Pall ZT210
Apiaceae Bunium microcarpum (Boiss.) Freyn & Bornm. ex Freyn ZT111
Apiaceae Chaerophyllum angelicifolium M.Bieb. ZT66
Apiaceae Eryngium giganteum M.Bieb. ZT177,ZT285
Apiaceae Heracleum apiifolium Boiss. 77262
Apiaceae Heracleum platytaenium Boiss. VAR
Apiaceae Pimpinella corymbosa Boiss. ZT195
Apiaceae Pimpinella rhodantha Boiss. ZT189
Apocynaceae Vincetoxicum scandens Sommier & Levier 7783
Asparagaceae Muscari neglectum Guss. ex Ten. ZT8
Asparagaceae Ornithogalum oligophyllum E.D.Clarke ZT11,ZT120
Asparagaceae Scilla bifolia L. ZT31
Asteraceae Achillea latiloba Ledeb. ex. Nordm. ZT117
Asteraceae Achillea millefolium L. ZT147
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Tablo 4.1. (Devam)

Asteraceae Antennaria dioica (L.) Gaertn. ZT167
Astreaceae Archanthemis marschalliana (Willd.) Lo Presti & Oberpr. (Anthemis | ZT97, ZT143

marschalliana Willd.)
Asteraceae Aster alpinus L. ZT267
Astreaceae Carduus adpressus C.A.Mey. ZT109, ZT156
Asteraceae Caucasalia macrophylla (M.Bieb.) B.Nord. (Senecio platyphyllus DC.) ZT241
Asteraceae Centaurea helenioides Boiss. ZT258
Asteraceae Centaurea macrocephala Puschk. ex Willd. ZT163
Asteraceae Cirsium echinus (M.Bieb.) Hand.-Mazz. ZT165
Asteraceae Cirsium pseudopersonata subsp. pseudopersonata Boiss. & Balansa ex | ZT151

Boiss.
Asteraceae Cirsium simplex subsp. armenum (DC.) Petr. ZT263
Asteraceae Cota melanoloma (Trautv.) Holub (Anthemis melanoloma Trautv.) ZT221
Asteraceae Crepis bupleurifolia (Boiss.) Freyn & Sint. ZT192
Asteraceae Crepis conyzifolia subsp. dshimilensis (K.Koch) Lamond ZT145, ZT254
Asteraceae Cyanus nigrifimbrius (K.Koch) Sojak ZT232, ZT266
Asteraceae Doronicum macrolepis Freyn & Sint. ZT153, ZT237
Asteraceae Erigeron caucasicus Steven ZT212, ZT229
Asteraceae Helichrysum pallasii (Spreng.) Ledeb. ZT209
Asteraceae Hieracium medianiforme (Litv. & Zahn) Uksip ZT159
Asteraceae Hieracium prenanthoides Vill. 77213
Asteraceae Inula orientalis Lam. ZT95
Asteraceae Kemulariella colchica (Albov.) Tamamsch. (Aster colchicus Albov.) ZT113
Asteraceae Lactuca racemosa Willd. (Cicerbita recemosa (Willd.) Beauverd) ZT71,ZT158
Astreaceae Lapsana communis subsp. intermedia (M.Bieb.) Hayek ZT108
Asteraceae Petasites albus (L.) P.Gaertn. 7127
Asteraceae Pilosella caespitosa (Dumort.) P.D.Sell & C.West ZT149
Asteraceae Pilosella hoppeana subsp. testimonialis (Naegli ex Peter) P.D.Sell & | ZT205

C.West (Pilosella hoppeana (Schultes) C. H. Et F. W. Schultz subsp.

pilisquama (NP.) Sell Et West)
Asteraceae Psephellus appendicigerus (K.Koch) Wagenitz (Centaurea appendicigera | ZT265

K. Koch.)
Astreaceae Psephellus pulcherrimus (Willd.) Wagenitz ZT47,ZT114
Asteraceae Scorzonera cana var. jacquiniana (W.Koch) D.F.Chamb. ZT141
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Tablo 4.1. (Devam)

Asteraceae Scorzonera cana var. radicosa (Boiss.) D.F.Chamb. ZT45
Asteraceae Scorzonera laciniata subsp. laciniata L. ZT99
Asteraceae Senecio pseudo-orientalis Schischk. ZT116
Asteraceae Solidago virgaurea subsp. alpestris (Waldst. & Kit.) Gaudin ZT140, ZT211, ZT224,
ZT256
Asteraceae Tanacetum parthenium (L.) Sch.Bip. ZT194
Asteraceae Taraxacum serotinum (Waldst. & Kit.) Poir. ZT13
Asteraceae Telekia speciosa (Schreb.) Baumg. ZT196
Asteraceae Tragopogon dshimilensis K.Koch ZT34
Asteraceae Tripleurospermum monticolum (Boiss. & A.Huet) Bornm ZT35
Asteraceae Tripleurospermum transcaucasicum (Manden.) Pobed. ZT62
Asteraceae Turanecio pandurifolius (K.Koch) Hamzaoglu (Senecio pandrurifolius K. | ZT1, ZT162
Koch)
Berberidaceae Berberis vulgaris L. 7784
Boraginaceae Buglossoides arvensis (L.) I. M. Johnst ZT29
Boraginaceae Echium vulgare L. ZT79, ZT286
Boraginaceae Huynhia pulchra (Roem. & Schult) Greuter & Burdet | ZT23
(Arnebia pulchra (Willd. ex Roem. & Schult.) Edm.)
Boraginaceae Nonea versicolor (Steven) Sweet ZT73
Boraginaceae Onosma taurica Willd. (Onosma tauricum Pallas Ex Willd.) ZT49
Boraginaceae Symphytum asperum Lepech. ZT2
Brassicaceae Arabis hirsuta (L.) Scop. ZT38
Brassicaceae Bunias orientalis L. ZT60, ZT131
Brassicaceae Cardamine raphanifolia Pourr. ZT25
Brassicaceae Draba sibirica (Pall.) Thellung ZT28
Brassicaceae Erysimum kotschyanum J.Gay ZT17
Brassicaceae Erysimum pulchellum (Willd.) J.Gay ZT39
Brassicaceae Hesperis bicuspidata (Willd.) Poir. ZT18
Campanulaceae Asyneuma amplexicaule (Willd.) Hand.-Mazz. ZT226
Campanulaceae Campanula alliariifolia Willd. ZT137
Campanulaceae Campanula aucheri A.DC. ZT90
Campanulaceae Campanula glomerata L. ZT138

Campanulaceae

Campanula lactiflora M.Bieb.

ZT172, ZT188
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Campanulaceae Campanula olympica Boiss. ZT129
Campanulaceae Jasione montana L. ZT166
Campanulaceae Jasione supina Sieber ex Spreng. ZT247

Caprifoliaceae

Cephalaria gigantea (Ledeb.) Bobrov

ZT157, ZT185, ZT246

Caprifoliaceae

Knautia involucrata Sommier & Levier

ZT80, ZT144, ZT220

Caprifoliaceae

Lonicera caucasica Pall.

ZT130

Caprifoliaceae

Scabiosa caucasica M.Bieb.

ZT154, 77231

Caprifoliaceae

Scabiosa columbaria L.

ZT178, ZT191

Caprifoliaceae Valeriana alliariifolia Adams ZT190
Caryophyllaceae Cerastium armeniacum Gren. ZT37
Caryophyllaceae Dianthus carmelitarum Reut. ex Boiss. ZT132
Caryophyllaceae Gypsophila silenoides Rupr. ZT245
Caryophyllaceae Holosteum umbellatum L. ZT93
Caryophyllaceae Minuartia aizoides (Boiss.) Bornm. ZT17, 27227
Caryophyllaceae Minuartia verna (L.) Hiern ZT41
Caryophyllaceae Moehringia trinervia (L.) Clairv. ZT160
Caryophyllaceae Petrorhagia saxifraga (L.) Link ZT118

Caryophyllaceae

Silene compacta Fisch. ex Hornem.

ZT133,ZT193

Caryophyllaceae

Silene saxatilis Sims

ZT103

Caryophyllaceae

Silene vulgaris (Moench) Garcke var. vulgaris

ZT64

Celastraceae

Parnassia palustris L.

ZT207, ZT216

Cistaceae Helianthemum nummularium (L.) Mill. ZT253
Colchicaceae Colchicum speciosum Steven ZT197
Convolvulaceae Calystegia sepium (L.) R.Br. ZT184
Cyperaceae Carex brevicollis DC. ZT9

Crassulaceae

Phedimus spurius (M.Bieb.) t Hart (Sedum spurium M.Bieb.)

ZT176, ZT230

Crassulaceae Prometheum pilosum (M.Bieb.) H.Ohba (Sedum pilosum M.Bieb.) ZT104

Crassulaceae Sedum pallidum M.Bieb. ZT128

Cyperaceae Carex caucasica Steven ZT152

Ericaceae Rhododendron caucasicum Pall. ZT85, ZT218, ZT261
Ericaceae Rhododendron luteum Sweet ZT33

Ericaceae Vaccinium myrtillus L. ZT44
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Euphorbiaceae Euphorbia herniariifolia var. glaberrima Halacsy ZT10
Fabaceae Anthyllis vulneraria L. ZT70, ZT288
Fabaceae Anthyllis vulneraria subsp. boissieri (Sagorski) Bornm. ZT150
Fabaceae Astragalus fricki Bunge ZT19
Fabaceae Astragalus shelkovnikovi Grossh. ZT92
Fabaceae Genista albida Willd. ZT284
Fabaceae Hedysarum hedysaroides (L.) Schinz & Thell. ZT264
Fabaceae Lathyrus roseus Steven 77282
Fabaceae Lathyrus rotundifolius Willd. ZT59
Fabaceae Lathyrus tukhtensis Czeczott ZT68
Fabaceae Lotus corniculatus var. alpinus Ser. ZT236
Fabaceae Melilotus officinalis (L.) Desr. 77283
Fabaceae Onobrychis altissima Grossh. ZT273
Fabaceae Onobrychis lasistanica Sirj. ZT69
Fabaceae Oxytropis lazica Boiss. ZT91
Fabaceae Securigera libanotica (Boiss.) Lassen ZT271
Fabaceae Securigera orientalis (Mill.) Lassen subsp. orientalis (Coronilla | ZT42, ZT259
orientalis Mill.)
Fabaceae Securigera varia (L.) Lassen (Coronilla varia L.) ZT170, ZT242, ZT1287
Fabaceae Trifolium ambiguum M.Bieb. ZT56, ZT275
Fabaceae Trifolium canescens Willd. ZT67,Z2T244
Fabaceae Trifolium pratense L. 77248
Fabaceae Trifolium spadiceum L. ZT110
Fabaceae Vicia balansae Boiss. ZT54
Fabaceae Vicia cracca subsp. cracca L. ZT187
Fagaceae Castanea sativa Mill. ZT135

Gentianaceae

Gentiana cruciata L.

ZT202, ZT217

Gentianaceae

Gentiana verna L.

ZT15

Gentianaceae

Gentianella caucasea (Lodd. ex Sims) Holub

ZT201, ZT225

Gentianaceae

Swertia iberica Fisch. ex C.A.Mey

ZT203, ZT215

Geraniaceae

Geranium sylvaticum L.

ZT53
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Geraniaceae Geranium collinum Stephan ex Willd. ZT127
Geraniaceae Geranium ibericum subsp. jubatum (Hand.-Mazz.) P.H.Davis ZT77
Geraniaceae Geranium ponticum (P.H.Davis & J.Roberts) Aedo (Geranium ZT87
cinereum Cav. subsp. subcaulescens (L Herit. Ex Dc.)
Hayek var. ponticum Davis Et Roberts)
Geraniaceae Geranium pyrenaicum Burm.f. ZT63, ZT125
Hypericaceae Hypericum linarioides Bosse ZT100
Hypericaceae Hypericum perforatum L. ZT134

Hypericaceae

Hypericum venustum Fenzl

ZT206, ZT240

var. markowitschii (So6) Renz & Taubenheim

Iridaceae Crocus scharojanii Rupr. ZT199, ZT233
Iridaceae Crocus vallicola Herb. ZT198
Lamiaceae Ajuga orientalis L. ZT270
Lamiaceae Lamium album L. ZT36, ZT75
Lamiaceae Mentha longifolia (L.) L. ZT180, ZT239
Lamiaceae Nepeta nuda subsp. albiflora (Boiss.) Gams ZT223
Lamiaceae Nepeta racemosa Lam. 77222
Lamiaceae Prunella vulgaris L. ZT112, ZT234, ZT274
Lamiaceae Salvia verticillata L. ZT181, ZT249
Lamiaceae Stachys annua subsp. annua (L.) L. ZT72,7ZT122
Lamiaceae Stachys macrantha (K.Koch) Stearn ZT48, ZT96, ZT269
Lamiaceae Stachys officinalis (L.) Trevis. ZT146
Lamiaceae Stachys sylvatica L. ZT164
Lamiaceae Teucrium chamaedrys L. ZT182
Lamiaceae Thymus praecox Opiz ZT40, ZT105, ZT171
Liliaceae Fritillaria latifolia Willd. ZT14
Liliaceae Lilium ponticum K. Koch. (Lilium carniolicum subsp. ponticum (K. Koch.) | ZT98

P. H. Davis & D. M. Hend.)
Linaceae Linum hypericifolium Salisb. ZT173
Melanthiaceae Veratrum album L. ZT250
Onagraceae Epilobium angustifolium L. ZT179
Orchidaceae Dactylorhiza euxina (Nevski) H. Baumann & Kiinkele subsp. euxina | ZT24, ZT88

Orchidaceae

Dactylorhiza urvilleana (Steudel) Baumann & Kiinkele

ZT115, ZT168
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Orchidaceae Traunsteinera sphaerica (M.Bieb.) Schltr. ZT106
Orobanchaceae Euphrasia minima subsp. davisii Yeo ZT214
Orobanchaceae Euphrasia petiolaris Wettst. ZT200
Orobanchaceae Pedicularis comosa var. sibthorpii (Boiss.) Boiss. ZT76
Orobanchaceae Pedicularis pontica Boiss. ZT89
Orobanchaceae Rhinanthus angustifolius C.C.Gmel ZT78
Orobanchaceae Rhynchocorys orientalis (L.) Benth. ZT252
Papaveraceae Corydalis alpestris C.A.Mey. ZT12
Papaveraceae Fumaria schleicheri Soy.-Will. ZT123
Papaveraceae Papaver lateritium K.Koch ZT74,2T272
Plantaginaceae Digitalis ferruginea L. ZT235
Plantaginaceae Linaria genistifolia (L.) Mill. ZT208
Plantaginaceae Plantago lanceolata L. ZT243
Plantaginaceae Veronica anagallis-aquatica L. ZT46
Plantaginaceae Veronica balansae Stroh ZT5
Plantaginaceae Veronica gentianoides Vahl ZT4

Polygonaceae

Polygonum alpinum All.

ZT50, ZT228, ZT260

Polygonaceae Polygonum bistorta subsp. carneum (K.Koch) Coode & Cullen ZT52, ZT219
Polygonaceae Rumex acetosella L. ZT148
Polygonaceae Rumex alpinus L. ZT61, ZT94
Primulaceae Primula auriculata Lam.,Tabl. ZT26
Primulaceae Primula veris subsp. columnae (Ten.) Liidi, Hegi ZT3,ZT30
Ranunculaceae Anemone narcissiflora L. 7722
Ranunculaceae Caltha palustris L. ZT21

Ranunculaceae

Delphinium formosum Boiss. & A.Huet

ZT183, ZT238, ZT255

Ranunculaceae

Ranunculus constantinopolitanus (DC.) d’Urv.

ZT55

Ranunculaceae

Thalictrum minus var. minus L.

ZT107, ZT155

Ranunculaceae Trollius ranunculinus (Sm.) Stearn ZT58
Rosaceae Alchemilla sericata Rchb. ZT57
Rosaceae Geum aleppicum Jacq. ZT281
Rosaceae Geum coccineum Sibth. & Sm. ZT86
Rosaceae Potentilla crantzii (Crantz) Fritsch ZT6
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Rosaceae Prunus divaricata Ledeb. ZT20
Rosaceae Prunus domestica L. ZT276, ZT280
Rosaceae Rosa boissieri Crép. (Rosa montana subsp. woronowii (Lonacz) O. | ZT142
Nilsson)
Rosaceae Rosa canina L. ZT102
Rosaceae Rubus idaeus L. ZT101, ZT277
Rubiaceae Galium verum L. ZT139, ZT175, ZT186,
ZT251
Salicaceae Salix cinerea L. ZT268
Sapindaceae Acer cappadocicum subsp. cappadocicum Gleditsch ZT278
Sapindaceae Acer platanoides L. ZT257

Saxifragaciae

Saxifraga rotundifolia L.

ZT119, ZT126

Scrophulariaceae | Scrophularia nodosa L. ZT121
Scrophulariaceae | Scrophularia scopolii Hoppe ex Pers. ZT65
Scrophulariaceae | Verbascum oreophilum K.Koch ZT169
Scrophulariaceae | Verbascum songaricum Schrenk ex Fisch. ZT174
Solanaecae Atropa belladonna L. ZT136
Thymelaeaceae Daphne glomerata Lam. ZT43
Violaceae Viola altaica Ker.-Gawl. ZT16
Violaceae Viola odorata L. ZT32

4.2. Melissopalinolojik Veriler

Bu baglik altinda tez kapsaminda incelenen ballarin toplam polen sayilari ile
polenlerin taksonlara gore dagilimlari hakkinda bilgilere yer verilmistir. Tez kapsaminda
incelenen AB_ZT1 balinda 10 512, AB_ZT2 balinda 76 311 ve AB_ZT3 balinda ise 246
483 adet polen sayilmistir (Sekil 4.1). Buna gore incelelen ii¢ bal dérneginden en yiiksek
polen tanesi sayisi, AB_ZT3 de kaydedilmistir. TPS10 degeri dikkate alindiginda incelenen
ballardan AB_ZT1 diisiikk, AB_ZT2 normal, AB_ZT3 6rneginin zengin grupta yer aldigi
belirlenmistir. Bununla beraber incelenen bal 6rneklerinde en diisiik TPS10 degeri 10 512

(AB_ZT1), en yiiksek TPS10 degeri 246 483 (AB_ZT3) ve ortalama TPS10 degeri ise 111

102 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. incelenen bal drneklerine ait toplam polen sayist

Incelelen ii¢ bal &rnegi iizerinde gergeklestirilen klasik melissopalinolojik analizler
sonucu farkli taksonomik diizeylere ait ortalama 130 cicekli bitki taksonu poleni
tanimlanmistir. Polen tanelerinin ¢ogunlugu (%94-100) tiir, cins veya familya diizeyinde
karakterize edilmistir (Tablo 4.2). Bal 6rneklerinde tanimlanan farkl takson sayis1 14 ile 29

arasinda degismektedir.

Mikroskopik analizde, tek bir polen tanesi tarafindan temsil edilen taksonlar her ii¢
bal 6rneklerinde tespit edilmistir. Mikroskop analizi sirasinda tek polen tanelerinin diizenli
olarak ortaya ¢ikmasi genellikle yiiksek gesitlilik diizeylerinden kaynaklanabilmektedir.
Sonuglara gore, AB_ZT2 6rneginde takson gesitliliginin %31'i tekil polen taksonlar temsil

etmektedir.

Tablo 4.2. Melissopalinolojik analiz sonuglari

Tammmlanan | Tammmlanamayan
. Balw toplam polen toplam polen Taksonlara gore dagihimi
ornegl sayisi sayisl
" 'Sayy % | sam % |Familya % Cins % |Tekil %
AB ZT1| 129 94.2 8 5.8 11 73.3 8 53.3 1 7
AB_ZT2| 132  100.0 0 0 19 65.5 20 69.0 9 31.0
AB ZT3| 127 99.2 1 0.8 11 78.6 8 57.1 5 6
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Mikroskobik gozlemler sonucu ii¢ bal 6érneginde 20 bitki familyasina ait toplam 34
bitki taksonu kaydedilmistir (Tablo 4.3). Uc balda ortak olan familyalar Asteraceae,
Apiaceae, Fabaceae, Cistaceae olmustur. Bal orneklerinden AB ZT1’de en ¢ok bulunan
familya Asteraceae (%35.6) iken, AB_ZT2 ve AB ZT3 orneklerinde ise Fabaceae ailesi one
¢ikmistir. Tiim bal 6rneklerinde cins diizeyinde Astragalus, Helianthemum ve Onobrychis
ortak bulunan taksonlar olarak tespit edilmistir. AB _ZT1 0&rneginde cins diizeyinde
Campanula bol bulunurken, AB ZT2 ve AB ZT3 o6rneklerinde Trifolium bol miktarda
bulunmustur. Trifolium, AB_ZT3 preparat 6rneginde, %74’ inde kaydedilmistir.

Incelelenen ballarin taksonlara gére polen spektrumlari Tablo 4.3’te verilmistir.
Balda poleni tespit edilen taksonlardan dominant (> %45) olanlar kirmizi, sekonder (%16 —
44) olanlar yesil, mindr (%3-15) olanlar sar1 ve eser (< %3) miktarda olanlar ise acik sar1

olarak gosterilmistir.

Tablo 4.3. Tez kapsaminda incelenen bal 6rneklerinin melissopalinolojik analiz spektrumu.

Dominant (kirmiz1), sekonder (yesil), mindr (koyu sari), eser (agik sar1)

AB ZT1 AB_ZT2 AB_ZT3
Familya Takson Polen | _FOIeN | pojen | POleN gy | Polen
spektrum spektrum spektrum
sayisi (%) sayisi (%) sayisi (%)
Apiaceae Apiaceae 32 24.8 27 20.5 1,6
Asteraceae Asteraceae 43 33.3 7 5.3 1.6
Asteraceae Artemisia 3 2.3
Asteraceae Centaurea 5 3.8
Asteraceae Helianthus 1 0.8
Asteraceae Taraxacum 3 2.3
Boraginaceae Echium 2 15
Boraginaceae Myosotis 2 1.6
Brassicaceae Brassicaceae 5 3.9 22 16.7
Campanulaceae | Campanula 12 9.3 2 15
Caryophyllaceae | Caryophyllaceae 4 3.1 1 0.8
Caryophyllaceae | Dianthus 2 15
Cistaceae Cistus 3 2.3
Cistaceae Helianthemum 4 3.1 3 2.3 6 4.7
Chenepodiaceae | Chenepodiaceae 1 0.8
Ericaceae Rhododendron 3 2.3
Fabaceae Fabaceae 3 2.3 5 3.8
Fabaceae Astragalus 5 3.9 1 0.8 3 2.4
Fabaceae Hedysarum 6 4.7 3 2.3
Fabaceae Onobrychis 3 2.3 6 4.5 1 0.8
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Tablo 4.3. (Devam)

Fabaceae Trifolium 11 8.3 94 74.0
Fabaceae Vicia 4 3.0

Fagaceae Castanea sativa 1 0.8 1 0.8

Geraniaceae Geranium 1 0.8

Lamiaceae Lamiaceae 4 3.0 1 0.8
Lamiaceae Salvia 3 2.3

Onagraceae Epilobium 1 0.8

Papaveraceae Papaver 1 0.8 1 0.8
Plantaginaceae Plantago 3 2.3 6 4.7
Poaceae Poaceae 1 0.8
Polygonaceae Rumex 1 0.8 2 1.6
Ranunculaceae | Ranunculaceae 2 15

Rosaceae Rosaceae 3 2.3 6 4.5 4 3.1
Rosaceae Potentilla 1 0.8 3 2.4
Tammlanan toplam polen sayisi 129 132 127

AB ZT1 balindan hazirlanan preparat Orneginde 11 familyaya ait 15 bitki
taksonunun polenleri tespit edilmistir. Toplamda 137 polen tanesi sayilmis olup bunlardan
8 polen tanesi tanimlanamamistir (Tablo 4.2). Tanimlanan polen tanelerinden Apiaceae ve
Asteraceae familyalar1 sekonder, Brassicaceae, Campanulaceae, Caryophyllaceae, Cistaceae
ve Fabaceae familyalar1 minor, geri kalan bitki taksonlar1 ise eser miktarda bulunmustur
(Tablo 4.3). Cins diizeyinde ise Astragalus, Campanula, Hedysarum, Helianthemum
taksonlar1 minor, geri kalan bitki taksonlari ise eser miktarda tespit edilmistir. Tiir diizeyinde
sadece Castanea sativa polen tanesi tayin edilmistir (Tablo 4.3).

AB ZT2 balindan hazirlanan preparatlarda 19 familyaya ait 29 bitki taksonunun
polenleri tespit edilmistir. Toplamda 132 polen tanesi sayilmis olup, bunlarin hepsi
tanimlanmistir (Tablo 4.2). Tanimlanan polen tanelerinden Apiaceae, Brassicaceae ve
Fabaceae familyalar1 sekonder, Asteraceae, Cistaceae, Lamiaceae ve Rosaceae familyalari
minor olarak tespit edilmistir, geri kalan bitki taksonlar1 ise eser miktarda bulunmustur
(Tablo 4.3). Cins diizeyinde ise Centaurea, Onobriychis Trifolium ve Vicia, taksonlar
minor, geri kalan bitki taksonlar1 ise eser miktarda bulunmustur (Tablo 4.3). Tiir diizeyinde

sadece Castanea sativa polen tanesi tayin edilmistir.

AB ZT3 balindan hazirlanan preparatlarda 11 familyaya ait 14 bitki taksonunun
polenleri tespit edilmistir. Toplamda 129 polen tanesi sayilmis olup bunlardan 1 polen tanesi

tanimlanamamigtir (Tablo 4.2). Tanimlanan polen tanelerinden Fabaceae familyasi
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dominant, Cistaceae, Plantaginaceae ve Rosaceae minor olarak tespit edilmis, geri kalan
bitki taksonlari ise eser miktarda bulunmustur (Tablo 4.3). Cins diizeyinde ise Trifolium
dominant, Helianthemum ve Plantago, taksonlari minor, geri kalan bitki taksonlar1 ise eser
miktarda bulunmustur Bu bal 6rneginde Trifolium’a ait polen tanelerinin bulunma yiizdesi

%74 tiir (Tablo 4.3). Tiir diizeyinde tayin yapilamamustir.

Melisopalinolojik  verilerine gore incelenen ballardaki polenlerin familya

diizeyindeki dagilimlar Sekil 4.2°de verilmistir.

Familya Bal 6rnekleri

Fabaceae

AB 7ZT2
EE——
Asteraceae
AB _ZTI
Apiaceae
Brassicaceae
Rosaceae
AB_ZT3

Cistaceae

=/
e — 2
Campanulaceae l/l’i/{/’/f
—
— ZZ
Z

Digerleri

Sekil 4.2. Bal 6rneklerinde tespit edilen polenlerin familya diizeyinde gore dagilimlari

Melissopalinolojik analizlere gore en fazla polen ile temsil edilen ilk alt1 familya
Sekil 4.3’te gosterilmistir. AB_ZT1 6rneginde, mikroskobik incelemeler sonucu tayin edilen
taksonlar ele alindiginda Asteraceae familyast %35.6’lik oranla ilk sirada yer almaktadir.
Diger familyalarin bulunma ytizdeleri biiyiikten kii¢iige dogru siralandiinda, Apiaceae
(%24.8), Fabaceae (%13.2), Campanulaceae (%9.3), Brassicaceae (%3.9) ve Cistaceae
(3.1)°’dir. AB_ZT2 o6rneginde ise, Fabaceae familyast %59.8’lik oranla ilk sirada yer
almaktadir. Diger familyalar sirastyla Apiaceae (%20.5), Brassicaceae (%16.7), Asteraceae
(%12.2) ve Cistaceae (%5.3)’dir. Son olarak, AB_ZT3 o&rneginde, Fabaceae familyasi

88



%77.2°1lik oranla ilk sirada yer almaktadir. Diger familyalar sirasiyla Rosaceae (%5.5),

Plantaginaceae (%4.7), Cistaceae (%4.7) Apiaceae (%1.6) ve Asteraceae (%1.6)’dir.

%3.9

¥ s

B Asteraccac [ Apiaceac [ Fabaceae Cistaceac (00 Brassicaceae [ Rosaceaec [l Plantaginaccae

@B Campanulacecac [l Diger

Sekil 4.3. Melissopalinolojik verilere gore tespit edilen polenlerin familya diizeyinde yiizde
(%) dagilimi. a) Bal 6rnegi AB ZT1, b) Bal 6rnegi AB ZT2, c) Bal 6rnegi
AB ZT3

4.3. NGS Verileri

Bu baglik altinda incelenen bal 6rneklerinde bir ¢gekirdek DNA belirteci olan ITS1 ve
ITS2 ait 251 bp uzunlugunda bolgenin sekans verileri bulunmaktadir. Bal 6rneklerinden elde
edilen DNA’larin Illumina (MiSeq) dizilemeye tabi tutulmasi sonucu, tim ballar tekrar
tekrar ekstrakte edilmis ve farkli adaptorler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Illumina yaklagimi
kullanilarak ITS1 ve ITS2 etiketli dizilerle iligkilendirilebilen 251 bp uzunlugundaki her bir

ornege ait farkli okuma dizis1 bulunmaktadir.

ITS1 ve ITS2 etiketli dizilerle eslesen 251 bp uzunlugunda 350 580 dizilimden
olustugu bulunmustur. Bunlardan 260 885 okuma sayist (%74.4) familya, cins veya tiir
diizeyinde karakterize edilebilmistir. Genel olarak ITS2, ITS1’e gore daha az okuma
saglanmistir. Tiim bal 6rneklerinde ITS1 igin tanimlanan okuma sayis1 52 375 ile 154 485
arasinda degismektedir. ITS2 i¢in tanimlanan okuma sayis1 7 485 ile 18 150 arasinda
degismektedir. Dizi kalitesi AB_ZT3 bal 6rnegine ait ITS2 bolgesi, diger drneklere gore
daha diisiiktiir. Ortalama Kalite Degeri (Mean Quality Value), tiim bal 6rneklerinde 37'dir.

[llumina sonuglarina gore Q20 ve Q30 okumalarinin yiizdeleri Tablo 4.4°te verilmistir. Tiim
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bal orneklerinde QV20 okumanin ortalamast %91 ile %96 arasinda, QV30 okumanin

ortalamasi ise %87 ile %94 arasinda degismektedir.

Tiim bal orneklerine ait toplam takson sayist 22 ile 41 arasinda degismektedir.
Tanimlanan familya, cins veya tiir sayis1 %65 ile %78 arasinda bulunmaktadir. En ¢ok
taksona sahip AB_ZT3 bal 6rnegine ait ITS1'dir. Bununla birlikte, ayn1 6rnekteki ITS2 en

diisiik okuma sayisina ve en az taksona sahiptir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Illumina sonuglarinin 6zeti (DNA dizilerinin sayis1 ve kaliteleri, karakterize
edilemeyen dizilerin sayisi, toplam elde edilen dizilerin yilizde basar1 orani ve
farkli taksonlarin toplam sayisi).

AB ZT1 AB ZT?2 AB ZT3

ITS1 ITS2 ITS1 ITS2 ITS1 ITS2
Toplam say1 103885 14200 52375 18150 154485 7485
Okuma sayisi (251 bg) 78690 10130 41055 11785 113910 5315
Okunmayanlarin sayis1 25195 4070 11320 6365 40575 2170
Ortalama QV degeri 37 37 37 37 37 37
8/2;20 okunanlarin ortalama 95,64 92 94 92 92 91
8/0\;30 okunanlarin ortalama 93,45 88 92 89 88 87
Tanlm}anan familya, cins, 76 71 78 65 74 71
veya tir sayisi (%)
Toplam takson sayist 29 29 30 37 41 22

Dizileme verilerinden toplamda ii¢ bal 6rneginden ITS1 i¢in 310 745 ve ITS2 i¢in 39
835 filtrelenmis ¢ift tarafli okuma elde edilmistir. Toplamda filtrelenmis ITS1 okumalarinin
233 655 (%75.2)’i, ITS2 okumalarin 27 230 (%68.4)’li 6zel hazirlanmis kiitiiphanedeki
veritabani ile en az familya diizeyinde eslesmistir. Ayrica NCBI’da 6zel filtreleme ile tiim
sekanslar BLAST yapilarak tekrar ek ilaveler yapilmistir. Eslesen taksonlardan cigekli

bitkiler hari¢ diger canlilara ait okumalar filtrelenerek ¢ikarilmistir.

Ug farkl1 rnekte tanimlanan bitki taksonlar1 Tablo 4.5'te verilmistir. Bu tabloya gore
[Nlumina kullanilarak ii¢ bal Orneginden 27 bitki familyasina ait 54 bitki taksonu
kaydedilmistir. Taksonlarin 29°u tiir olarak belirlenmistir ancak bazi okumalar yalnizca cins

seviyesine kadar belirlenmistir. Biitiin ballarda tespit edilen ve en ¢ok takson bulunduran
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familyalar Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae, Rosaceae’dir. AB ZT1 Orneginde baskin
olarak bulunan taksonlar Artemisia, Dianthus, Salvia verticillata, Cotoneaster, Crataegus,
Potentilla crantzii’dir. AB_ZT2 6rneginde baskin olan taksonlar ise, Astragalus fragrans,
Salvia verticillata, Cotoneaster, Potentilla crantzii ve Prunus divaricata’dir. Son olarak
AB _ZT3 orneginde ise, Taraxacum bessarabicum, Betula litwinowii, Dianthus, Juglans

regia, Potentilla crantzii, Prunus divaricate, Prunus domestica ve Verbascum’dur.

Tablo 4.5. Illumina analizi ile incelenen {i¢ bal 6rnegindeki tespit edilen bitki taksonlari.
Dominant (kirmizi: >10000), Sekonder (yesil: 1001-10000), Mindr (koyu
sari:101-1000), Eser (agik sari: 0-100).

. AB ZT1 AB ZT2 AB ZT3
Familya Takson = = =

ITS1 | ITS2 | ITS1 | ITS2 | ITS1 ITS2
Apiaceae Eryngium giganteum 29 16
Apiaceae Heracleum 34
Asteraceae Asteraceae 45 30 16
Asteraceae Achillea millefolium 91
Asteraceae Artemisia 1855 | 179 112 125 14
Asteraceae Centaurea 17 107
Asteraceae Helianthus tuberosus 29 89 30
Asteraceae Helichrysum pallasii 109
Asteraceae Lactuca racemosa 15 28
Asteraceae Taraxacum bessarabicum 29 146 46 1354 110
Berberidaceae Berberis vulgaris 154 15 47 96
Betulaceae Betula litwinowii 229 2942
Boraginaceae Echium vulgare 31
Brassicaceae Brassicaceae 114 | 893 154 30 1043 207
Caryophyllaceae Dianthus 9704 | 357 661 15 2615
Cistaceae Helianthemum nummularium 26 61
Convolvulaceae Calystegia sepium 357 168 93 83
Cucurbitaceae Cucurbita 89 15 78
Cyperaceae Carex 57 9
Ericaceae Rhododendron 30
Ericaceae Vaccinium 200 714 146 320 685 28
Fabaceae Astragalus fricki 314 89 | 31482 140 193
Fabaceae Hedysarum hedysaroides 57 45 15 31
Fabaceae Lotus corniculatus 156
Fabaceae Melilotus albus 45
Fabaceae Onobrychis 45 31
Fabaceae Phaseolus \/ulgaris 314 89 76 156
Fabaceae Trifolium 171 31
Fabaceae Vicia cracca 371 9 16
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Tablo 4.5. (Devam)

Fagaceae Quercus 76 529
Gentinanaceae Gentiana 536 62
Juglandaceae Juglans regia 143 179 26 427 | 50417 | 3883
Lamiaceae Mentha longifolia 343 45 30 498
Lamiaceae Salvia verticillata 4453 | 2187 | 1939 | 2653 | 1992 179
Lamiaceae Stachys 571 134
Lamiaceae Teucrium chamaedrys 29 89 34 30 31 55
Papaveraceae Papaver lateritium 60
Poaceae Poaceae 200 | 223 17 61 202 14
Polygonaceae Polygonum bistorta 200
Polygonaceae Rumex 91 16 28
Rosaceae Cotoneaster 1827 | 446 | 2934 | 107 872 55
Rosaceae Crataegus 6793 | 536 34 854 560 14
Rosaceae Potentilla 9647 120 168 3004
Rosaceae Potentilla crantzii 39616 | 1294 | 2273 | 3247 | 9371 14
Rosaceae Prunus divaricata 60 1829 | 24578 28
Rosaceae Prunus domestica 45 17 152 2926 28
Rosaceae Sorbus aucuparia 9 488 5650
Salicaceae Salix 9 15 62 28
Sapindaceae Acer 29 189 107 654 138
Scrophulariaceae Scrophularia 86 179 26 15 171 28
Scrophulariaceae Verbascum 1370 | 179 15 1977
Solanaceae Solanum tuberosum 114 | 45
Thymelaeaceae Daphne glomerata 29 893 343 61 560 69
Verbenaceae Verbena 89 61 62

Okuma sayisi 78690 | 10130 | 41055 |11785| 113910 | 5315

Toplam okuma sayis1 (ITS1+1TS2) 88 820 52 840 119 225

AB_ZT1 6rnegine ait ITS1 okuma sayis1 103 885 olup bu dizilerin 78 690°n1 (%76);
ITS2 i¢in okuma sayis1 14 200 olup bu dizilerin 10 130’u (%71) familya, cins veya tiir
diizeyinde karakterize edilmistir. ITS1 ve ITS2’de eslesen familya sayisi 16, takson sayisi
29 olarak tespit edilmistir. Tiir diizeyinde tespit edilen takson sayis1 ITS1 icin 15, ITS2 i¢in
de 14’tir. Hem ITS1 hem de ITS2 i¢in ortak olan familya sayis1 12°dir (Tablo 4.5).

AB_ZT2 o6rnegine ait ITS1 okuma sayist 52 375 olup bu dizilerin 41 055’1 (%78);
ITS2 i¢in okuma sayist 18 150 olup bunlardan 11 785’1 (%65) familya, cins veya tiir
diizeyinde karakterize edilmistir. ITS1’de eslesen familya sayist 18, takson sayist 30 iken,

ITS2’de eslesen familya sayis1 21, takson sayisi ise 37 olarak tespit edilmistir. Tiir diizeyinde
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tespit edilen bitki sayis1 ITS1 igin 15 iken, ITS2 i¢in 19°dur. Hem ITS1 hem de ITS2 i¢in
ortak olan familya sayis1 15°dir (Tablo 4.5).

AB_ZT3 6rnegine ait ITS1 okuma sayis1 154 485 olup bu dizilerin 113 910°u (%74);
ITS2 i¢in okuma say1s1 7 485 olup bunlardan 5 315’1 (%71) familya, cins veya tiir diizeyinde
karakterize edilmistir. ITS1’de eslesen familya sayis1 23, takson sayist 41 iken, ITS2’de
eslesen familya sayis1 15, takson sayis1 ise 22 olarak tespit edilmistir. Tiir diizeyinde tespit
edilen bitki sayist ITS1 i¢in 20 iken, ITS2 icin 12°dir. Hem ITS1 hem de ITS2 i¢in ortak
olan familya sayis1 14’tiir (Tablo 4.5).

Ug bal 6rnegine ait familya diizeyinde en fazla tanimlanan bitki taksonlarinin dzeti
Sekil 4.4°te gosterilmistir. AB_ZT1 6rneginde okuma sayisi en fazla olan familya Rosaceae
(60 204) olup iginde Potantilla crantzii taksonu, 6rnegin %68’inde tespit edlmistir. AB_ZT2
orneginde okuma sayisi en fazla olan familya, Fabaceae (31 598) olup i¢inde Astragalus
fragrans taksonu, 6rnegin %99.6’sinda bulunmustur. AB_ZT3 6rneginde ise Juglandaceae
(54 300) familyas1 en fazla okuma sayisina sahip olup iginde Juglans regia %100 oraninda
balda tespit edilmistir (Tablo 4.5).

Familya Bal 6rnekleri

AB_ZT3
Rosaceae
Juglandaceae AB ZTI
Fabaceae
Lamiaceae

AB_ZT2

Caryophyllaceae

Digerleri

Sekil 4.4. Illumina verilerine gore tespit edilen familyalarin bal 6rneklerine gore dagilimi
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NGS analizi ile eslesen familyalarin dagilimi, tiim bal 6rneklerinde en fazla yilizdeye
sahip ilk bes, familya Sekil 4.5’te gosterilmistir. AB_ZT1 6rneginde, toplam ITS lokusu ele
alindiginda Rosaceae familyasi %67.9’lik oranla ilk sirada yer almaktadir. Diger
familyalarin bulunma ytizdeleri biiylikten kii¢iige dogru siralandiginda, Caryophyllaceae
(%11.2), Lamiaceae (%8.9), Asteraceae (%2.5) ve Fabaceae (%1.7)’dir. AB_ZT2 6rneginde
ise, Fabaceae familyasi %59.8’lik oranla ilk sirada yer almaktadir. Diger familyalar sirasiyla
Rosaceae (%23.3), Lamiaceae (%8.8), Caryophyllaceae (%1.3) ve Asteraceae (%1.1)’dir.
Son olarak, AB ZT3 orneginde Juglandaceae familyasit %45.5’lik oranla ilk sirada yer
almaktadir. Diger familyalar sirasiyla Rosaceae (%39.5), Lamiaceae (%2.3),
Caryophyllaceae (%2.2) ve Asteraceae (%1.7)’dir.

® %1.1 —V— %1.3 © %1.5

%45.5

%2.2

AB_ZT3

B Asteracecac ([l Caryophyllaceac [l Fabaceae Junglandaceae B Rosacecac @M Lamiaccac B Diger

Sekil 4.5. lllumina verilerine gore tespit edilen familyalarin bal 6rneklerine gore %
dagilimi. AB_ZT1(a), AB_ZT2 (b), AB_ZT3 (c).

NGS analizi ile eslesen familyalarin dagilimi, hem ITS1 hem de ITS2 bélgeleri igin
Sekil 4.6' da gosterilmektedir. AB_ZT1 6rneginde ortak olan familyalar, tiim familyalarin
%60°n1, AB_ZT2 oOrneginde ortak olan familyalar, tiim familyalarim %63’nii, AB_ZT3
orneginde ortak olan familyalar, tiim familyalarin %61’ini olusturmaktadir. Tiim bal
orneklerinde, ITS1 ve ITS2 bolgelerinde tespit edilen ve ortak olan familyalar, Asteraceae,
Brassicaceae, Juglandaceae, Ericaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Rosaceae, Scrophulariaceae,

Thymeleacaceae’dir.
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AB_ZT1 AB_ZT2 AB_ZT3

Ast * Asteraceae * Asteraceae
* Asteraceae c : n
o Brassicaceae * Berberidaceae * Berberidaceae O 1TS1
+  Caryophyllaceae * Brassicaceae * Brassicaceae O ITs2
«  FEricaceae » Caryophyllaceae » Convolvulaceae
« Fabaceae * Cistaceae * Ericaceae
«  Jugland: * Ericaceae * Fabaceae
jermensnl * Fabaceae + Juglandaceae
* Lamiaceae .
«  Poaceae * Juglandaceae * Lamiaceae
« Rosaceae * Lamiaceae * Rosaceae
. * Poaceae * Polygonaceae
* Scrophulariaceae . Sali
+  Solanaceae * Rosaceae alicaceae
*  Thymelacaceae * Salicaceae * Sapindaceae
4 * Sapindaceae » Scrophulariaceae
* Scrophulariaceae * Thymelacaceae
.

Thymelacaceae

Sekil 4.6. ITS1 ve ITS2 verilerine gore tespit edilen familya sayilarinin bal 6rneklerine gore
dagilim (Venn) diyagrami.

4.4. Floristik, Melissopalinolojik ve NGS Sonuc¢larinin Numerik Analizi

Floristik bulgular, melissopalinoloji ve NGS verileri ile karsilastirildiginda en az
familya diizeyinde eslesmistir. NGS verilerine bakildiginda, dort familya (Betulaceae,
Cucurbitaceae, Juglandaceae ve Verbenaceae) harig¢ tiim familyalar, teshis edilen bitkilerle
ortlismiistiir. Floristik bulgular melissopalinolojik bulgular ile familya diizeyinde %85.2
degerinde benzerlik gostermektedir. Floristik bulgular NGS verileri karsilastirildiginda ortak
familya sayisinin 23, cins sayisinin 37, tiir sayisinin 21 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Achillea millefolivm

___Centaurea
Helichrysum .. Helichrysum paliasii

Lactuca Lactuca racemoss

Taraxacum

uuuuuu o Berberis Berberis vulgads
Echium . Echium vuigsre

_Brassicaceae
/ _Caryophyllaceae

Dianthus

= (;isgpgrag\,_; Helianthemum Helianthemum nummulanum
‘ 4 Convolvulaceae O Calystegia o Calystegis sepivm _
|/ _Cyperaceae Carex
N/ Rhododendron
[ //—O-< Vaccinium
.': Astragalus Astragalus fricki
\J ;’

Hedysarum

Lotus ..
£~ Melilotus

_ Hedysarum hedysaroides

Lotus comiculatus _

Ortak Taksonlar Onobrychis
\__ Trifolium

Vicia Vicia cracca

O

__Mentha _ Mentha jongifolia
Salvia Salvia verticiliats

Stachys
Teucril Teucrit h irys

O
\ Papaver Papaver Iatentium
\\__Poaceae i
R Polygonum Polygonum bistorta
Polygonaceae . /—19_0 et
— O~ Rumex
Potentilla Potentiils crantzii
Rosaceae

o Prunus divaricats
~~.___ Prunus . _

\
\ __ Prunus domestics
I
f

\ = Scrophularia
\ Scrophulanageae: /_;Verbasc =
\ - il

‘.I Solanaceae ¥

\_Thymelaeaceae Daphneo _________Dsphne giomerata

i'-.\ o Salix
\__Sapindaceae - Acer

Sekil 4.7. Incelenen bal drneklerinde floristik ve NGS analizi sonucu tespit edilen ortak
taksonlarin (familya, cins, tiir) dagilimi

Teshis edilen bitkiler ile melissopalinolojik veriler karsilagtirildiginda familya olarak

ortak olan bitkilerin sayis1 19, cins sayis1 20, tiir sayis1 sadece 1’dir. Her iki teknikte ortak

olan taksonlar familya, cins, tiir diizeyinde Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Apiaceae
__Apiaceae
/ _Asteraceae

___Centaurea
Taraxacum

o o

Boraginaceae Echium
Brassicaceae
Campanulaceae Campanula
Caryophyllaceae Dianthus
Cistaceae Helianthemum
Ericaceae: Rhododendron
Astragalus
Hedysarum
Fabaceae . Onobrychis
NN Trifolium
Ortak Taksonlar —
Vicia
Fagaceae Castanea Castanea sativa
Geraniaceae Gerani:m
_ Lamiaceae Salvia
Onagraceas, __ Epilobium
Papaveraceae Papaver
Plantaginaceae Plantago
Poaceae
\  Polygonaceae Rumex
\"\ Ranunculaceae
\_Rosaceae Potentilla

Sekil 4.8. incelenen bal 6rneklerinde floristik ve melissopalinojik analiz sonucu tespit edilen
ortak taksonlarin (familya, cins, tiir) dagilimi

Teshis edilen bitkiler, NGS ve melissopalinolojik verilerin Gigli karsilastirildiginda
ortak olan familya sayis1 13, cins sayisi 15°tir. Ortak olan taksonlar, Sekil 4.9’da

gosterilmektedir.
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Apiaceae
Centaurea
Asteraceae g

Taraxacum

BoraglnaceaeO Echium

Brassicaceae

CaryophyllaceaeO __Dianthus
Cistaceae Helianthemum
Ericaceae Rhododendron

Astragalus

Ortak Taksonlar
Hedysarum

Fabaceae ~ Onobrychis

Trifolium

Lamiaceae Salvia

Papaveraceae Papaver
\J
. Polygonaceae Rumex
Rosaceae Potentilla
J

Sekil 4.9. incelenen bal drneklerinde floristik, NGS ve melissopalinojik analiz sonucu tespit
edilen ortak taksonlarin (familya, cins, tiir) dagilimi

4.5. Palinolojik Veriler

Bu baslik altinda palinolojik ¢aligmalar1 gerceklestirilen bitkilerin arazide ¢ekilmis
dogal fotograflar1 Sekil 4.10-4.12°de verilmistir. Ayrica arazi caligmalar1 sirasindaki
gozlemler ile melissopalinolojik analizler sonucu tespit edilen 64 ortak taksonun palinolojik
ozellikleri (P, E, P/E, polen sekli, polen tipi ve ekzin yiizey ornamentasyonu), 151k ve
taramali elektron mikroskobu mikrofotograflarina yer verilmistir (Sekil 4.13-4.23). Tez
kapsaminda yapilan farkli analizlerde incelenen bal 6rneklerinde ortak oldugu belirlenen 64
taksona ait palinolojik veriler Tablo 4.6’ta verilmistir. Bu tabloda verilen taksonlardan 27
adeti ilk kez geri kalanlar1 ise Anzer bolgesinden toplanan iilkemiz 6rneklerinden ilk kez
ayrintili palinolojik 6zellikleri ¢alisilmistir. Boylece Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve
tez kapsaminda yapilan analizlerde Anzer balinda oldugu belirlenen taksonlarin tiir
diizeyinde palinolojik verileri saglanmis oldu. Bu durum ileride Anzer balinda yapilacak
melissopalinolojik ¢alismalarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda katki saglayacaktir. Ayrica
melissopalinolojik verilerinden daha iyi sonuglar elde edilmesi i¢in polen referans veritabani

olusturmak i¢in kullanilabilecektir.
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Sekil 4.10. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarmin ziyaret ettigi bazi

taksonlar. 1.Ajuga orientalis, 2. Anemone narcissiflora 3. Arabis hirsuta, 4.
Aster alpinus, 5. Astragalus fricki, 6. Bunias orientalis 7. Carduus adpressus
8. Caltha palustris 9. Campanula alliariifolia 10. Campanula glomerata 11.
Campanula olympica 12. Centaurea helenioides 13.Cephalaria
gigantea 14.Cirsium pseudopersonata subsp. pseudopersonata 15.Dianthus
carmelitarum 16.Digitalis ferruginea 17.Echium vulgare 18. Epilobium
angustifolium 19. Eryngium giganteum 20. Erysimum pulchellum.
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Sekil 4.11. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gdsteren ve bal arilarinin ziyaret ettigi bazi taksonlar.
1.Galium verum, 2. Genista albida 3. Geranium ibericum subsp. jubatum, 4.
Geranium ponticum, 5. Geranium pyrenaicum, 6. Geum aleppicum, 7.
Hedysarum hedysaroides, 8. Helianthemum nummularium, 9. Heracleum
platytaenium, 10. Lactuca racemose, 11. Lathyrus roseus, 12.Melilotus
officinalis, 13. Mentha longifolia, 14. Nonea versicolor, 15.0nobrychis
altissima, 16. Papaver lateritium, 17. Phedimus spurius, 18. Plantago lanceolata
19. Polygonum alpinum 20. Polygonum bistorta subsp. carneum, 21. Potentilla
crantzii 22. Psephellus pulcherrimus
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Sekil 4.12. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarinin ziyaret ettigi bazi taksonlar.
1. Prunus divaricata, 2. Rhododendron caucasicum, 3. Rosa canina, 4. Rubus
idaeus, 5. Rumex alpinus, 6. Salvia verticillate, 7. Scabiosa caucasica, 8.
Securigera orientalis subsp. orientalis, 9. Securigera varia, 10. Solidago
virgaurea subsp. alpestris, 11. Stachys macrantha, 12. Swertia iberica, 13.
Taraxacum serotinum, 14. Teucrium chamaedrys, 15. Thymus praecox, 16.
Trifolium ambiguum, 17. Trifolium canescens, 18. Trifolium pratense, 19.
Trifolium spadiceum, 20. Trollius ranunculinus, 21. Vicia balansae 22. Vicia
cracca subsp. cracca
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Sekil 4.13. Anzer (Ballikdy)’de yayilis goOsteren ve bal arilarmin ziyaret etti§i bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Ajuga orientalis; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-8
Anemone narcissiflora; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Arabis hirsuta; IM:
9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Aster alpinus; IM :13P, 14E; SEM: 15P, 16E;
17-20 Astragalus fricki; IM :17P, 18E; SEM: 19P, 20E; 21-24 Bunias
orientalis ; IM :21P, 22E; SEM: 23P, 24E.
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sekil 4.14. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarinin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Carduus adpressus; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-8
Caltha palustris; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Campanula alliariifolia; IM:
9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Campanula glomerata; IM :13P, 14E; SEM:
15P, 16E; 17-20 Campanula olympica; IM :17P, 18E; SEM: 19P, 20E; 21-24
Centaurea helenioides; IM :19P, 20E; SEM: 21P, 22E.
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Sekil 4.15. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarmin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Cephalaria gigantea; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-8
Cirsium pseudopersonata subsp. pseudopersonata; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E;
9-10 Dianthus carmelitarum; IM: 9P-E; SEM: 11P-E; 11-14 Digitalis
ferruginea; IM :11P, 12E; SEM: 13P, 14E; 15-18 Echium vulgare; IM :15P,
16E; SEM: 17P, 18E; 19-22 Epilobium angustifolius; IM :19P, 20E; SEM:
21P, 22E.
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Sekil 4.16. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarmin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Eryngium giganteum; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-
8 Erysimum pulchellum; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Galium verum; IM:
9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Genista albida; IM :13P, 14E; SEM: 15P,
16E; 17-20 Geranium ibericus subsp. jubatum; IM :17P, 18E; SEM: 19P, 20E;
21-24 Geranium ponticum; IM :19P, 20E; SEM: 21P, 22E.
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Sekil 4.17. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarimin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Geranium pyrenaicum; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E;
5-8 Geum aleppicum; IM (5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Hedysarum
hedysaroides; IM: 9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Helianthemum
nummularium; IM :13P, 14E; SEM: 15P, 16E; 17-20 Heracleum platytaenium;
IM :17P, 18E; SEM: 19P, 20E; 21-24 Lactuca racemosa; IM :19P, 20E; SEM:
21P, 22E.
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Sekil 4.18. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarmin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Lathyrus roseus; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-8
Melilotus officinalis; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Mentha longifolia; IM:
9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Nonea versicolor; IM :13P, 14E; SEM: 15P,
16E; 17-20 Onobrychis altissima; IM :17P, 18E; SEM: 19P, 20E; 21-24
Papaver lateritium; IM :19P, 20E; SEM: 21P, 22E.
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Sekil 4.19. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarmin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Phedimus spurius; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-6
Plantago lanceolata IM: 5P-E; SEM:16P-E; 7-10 Polygonum alpinum; IM
:5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 11-14 Polygonum bistorta subsp. carneum; IM :11P,
12E; SEM: 13P, 14E; 15-18 Potentilla crantzii; IM :15P, 16E; SEM: 17P,
18E; 19-22 Psephellus pulcherrimus; IM :19P, 20E; SEM: 21P, 22E.
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Sekil 4.20.

Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarmin ziyaret ettidi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Prunus divaricata; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-8
Rhododendron caucasicum; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Rosa canina; IM:
9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Rubus idaeus; IM :13P, 14E; SEM: 15P, 16E;
17-20 Rumex alpinus; IM :17P, 18E; SEM: 19P, 20E; 21-24 Salvia verticillata;
IM :19P, 20E; SEM: 21P, 22E.
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Sekil 4.21. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarmin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Scabiosa caucasica; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-8
Securigera orientalis subsp. orientalis; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12
Securigera varia; IM: 9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Solidago virgaurea
subsp. alpestris; IM :13P, 14E; SEM: 15P, 16E; 17-20 Stachys macrantha; IM
:17P, 18E; SEM: 19P, 20E; 21-24 Swertia iberica; IM :19P, 20E; SEM: 21P,
22E.
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Sekil 4.22. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarinin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Taraxacum serotinum; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-
8 Teucrium chamaedrys; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Thymus praecox;
IM: 9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Trifolium ambiguum; IM :13P, 14E;
SEM: 15P, 16E; 17-20 Trifolium canescens; IM :17P, 18E; SEM: 19P, 20E;
21-24 Trifolium pratense; IM :19P, 20E; SEM: 21P, 22E.
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Sekil 4.23. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren ve bal arilarinin ziyaret ettigi bazi
taksonlarin polenleri. 1-4 Trifolium spadiceum; IM :1P, 2E; SEM: 3P, 4E; 5-8
Trollius ranunculinus; IM :5P, 6E; SEM: 7P, 8E; 9-12 Vicia balansae; I1M:
9P, 10E; SEM: 11P, 12E; 13-16 Vicia cracca subsp. cracca; IM :13P, 14E;
SEM: 15P, 16E.

Tablo 4.6. Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren bazi ¢igekli bitkilerin palinolojik 6zellikleri.
* [lk kez incelenen taksonlar.

Takson Polar (um) Ekvatoral (um) P/E  Polen Sekli Polen Tipi Ornamentasyon
Ajuga orientalis 23.47+2.32 19.04 +£1.30 1.23 Prolat Trikolpat Tekta granulat
Anemone narcissiflora 25.91+1.83 21.70 £2.10 1.19 Prolat Trikolpat Mikroekinat, perforat
Arabis hirsuta 21.38 £1.04 21.37 +1.30 1.00 Sferoidal Trikolpat Retikulat
Aster alpinus 19.42+1.58 18.30 +1.62 1.06 Sferoidal Trikolparat Ekinat-perforat
Astragalus fricki * 26.86+1.12 2229 £1.15 1.21 Prolat Trikolparat Retikulat
Bunias orientalis 22.35+1.29 23.71 £1.66 0.94 Sferoidal Trikolpat Retikulat
Carduus adpressus 33.32+£2.27 35.04 £2.39 0.95 Sferoidal Trikolparat Ekinat
Caltha palustris 27.34 £2.06 25.71 £2.84 1.06 Sferoidal Trikolpat Mikroekinat, perforat
Campanula alliariifolia * 32.41 £1.61 33.96 £1.58 0.95 Sferoidal Triporat Ekinat
Campanula glomerata 33.55£3.90 34.78 £3.32 0.96 Sferoidal Triporat Rugulat
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Tablo 4.6. (Devam)

Campanula olympica 31.11 +£3.04 31.95 +£2.30 0.97 Sferoidal Triporat Rugulat-skabrat
Centaurea helenioides * 33.05 £2.05 32.59 £1.94 1.01 Sferoidal Trikolparat Ekinat
Cephalaria gigantea * 68.02+£2.12  58.7942.17 1.16 Prolat Triporat Mikrogl;:]r‘\:rt;tekinat-
scdgzyrgs‘)eieé’gg’eprizsﬁar‘ga 3691+311 41474343 089  Oblat Trikolparat Ekinat
Dianthus carmelitarum 38.92 £2.31 38.83 £2.22 1.00 Sferoidal Pantoporat Mikroekinat, perforat
Digitalis ferruginea * 20.14 £1.28 18.26 £1.40 1.10 Prolat Trikolporat mikroretikulat
Echium vulgare 15.76 111 13.05 +1.19 1.21 Prolat Trikolporat Retikulat-perforat
Epilobium angustifolius 48.65 +4.74 64.16 +4.03 0.76 Oblat Triporat Mikrogemmat-perforat
Eryngium giganteum* 38.89 +£3.72 19.40 +2.08 2.00 Prolat Trikolparat Verriikat-skabrat
Erysimum pulchellum* 18.43 £1.73 18.33 £1.74 1.01 Sferoidal Triporat Retikulat
Galium verum 18.81 +£1.99 17.10 £2.36 1.10 Prolat Stephanokolpat Mikroekinat-perforat
Genista albida 25.09 +3.99 28.83+£1.88 0.87 Oblat Trikolporat Mikroretikulat
EEZE*JT ibericum subsp. | g5 gg1418 84794367 110 Prolat Trikolporat Retikulat-klavat
Geranium ponticum * 65.59 £7.19 60.99 +6.29 1.08 Prolat Trikolporat Retikulat-klavat
Geranium pyrenaicum 56.72 +2.66 52.55+2.19 1.08 Prolat Trikolporat Retikulat-klavat
Geum aleppicum * 25.63 £3.21 22.50 £2.98 1.14 Prolat Trikolporat Striat-perforat
Hedysarum hedysaroides 20.62 £1.71 16.22 +£2.16 1.27 Prolat Trikolpat Retikulat
nHj:;?nnJge rriTLuanc 36.94 +4.13 34.7 £3.92 1.08 Prolat Trikolporat Striat-perforat
Heracleum platytaenium 47.02 +£3.63 21.98 +2.07 2.14 Prolat Trikolporat Mikroretikulat
Lactuca racemosa 29.91 £3.55 32.93 £3.68 091 Oblat Trikolporat Ekinat, mikroretikulat
Lathyrus roseus * 35.87 +1.97 29.60+2.16 1.21 Prolat Trikolporat Retikulat-perforat
Melilotus officinalis 25.06 £1.20 19.20 +£0.94 131 Prolat Trikolporat Retikulat-perforat
Mentha longifolia 23.68 +2.22 21.25+1.87 111 Prolat Hekzakolpat Mikroretikulat
Nonea versicolor * 26.26 £1.55 22.53 £2.79 1.17 Prolat Tetrakolporat Psilat-perforat
Onobrychis altissima 34.22£2.79 20.75 £2.83 1.65 Prolat Trikolpat Supraretikulat
Papaver lateritium * 22.46 £1.93 17.82 +£3.00 1.26 Prolat Trikolpat Retikulat
Phedimus spurius 25.29 +£1.32 19.18 +1.54 1.32 Prolat Trizonokolporat Rugulat-striat
Plantago lanceolata 22.96 £1.03 22.38 £1.06 1.03 Sferoidal Pantoporat Verrukat, mikroekinat
Polygonum alpinum 30.17 +£1.77 26.90 +1.98 112 Prolat Trikolpat Mikroekinat-perforat
E;)rlxggpnum bistorta subsp. 43.16 +4.37 32.70 £3.23 1.32 Prolat Trikolporat Mikroekinat-perforat
Potentilla crantzii * 20.60 £1.45 19.62 £2.34 1.05 Sferoidal Trikolporat Striat-perforat
Psephellus pulcherrimus * 31.95+1.72 31.47 £1.75 1.02 Sferoidal Trikolporat Mikroekinat-perforat
Prunus divaricata * 30.69 £2.03 27.30 £2.97 112 Prolat Trikolporat Striat-perforat
Rhododendron caucasicum * | 57.59 +5.64 59.10 +4.51 0.97 Sferoidal Trikolporat Verrukat-Rugulat
Rosa canina 24.68 £2.35 18.60 +2.08 1.33 Prolat Trikolporat Striat-perforat
Rubus idaeus 21.03 £1.46 18.10 +1.69 1.16 Prolat Trikolporat Striat-perforat
Rumex alpinus 15.06 +1.35 13.96 +£1.69 1.08 Prolat Trikolporat Mikroekinat-perforat
Salvia verticillata 21.26+2.93  19.88+2.71 1.07 Prolat Hekzakolpat MikrorgtiirlthJillztj—IZtikulat—
Scabiosa caucasica 51.27+1.62  92.84+1.12 0.55 Oblat Triporat Mikrog::?g:;kinat-
Securigera orientalis SUbsp. | 5 4o 1144 17094157 114 Prolat Trikolporat Rugulat-perforat

orientalis *
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Tablo 4.6. (Devam)

Securigera varia 25.20 £2.19 19.83 +2.36 1.27 Prolat Trikolporat Rugulat-perforat
zfgiﬁgg xirgaurea subsp. 21.89 +£1.57 22.11 £1.74 0.99 Sferoidal Trikolporat Ekinat-perforat
Stachys macrantha * 30.82 +3.32 27.17 +4.01 1.13 Prolat Trikolpat Retikulat-perforat
Swertia iberica * 27.60 +1.36 26.24 +£1.32 1.05 Sferoidal Trikolporat Striato-mikroreticulate
Taraxacum serotinum 24.86 £1.33 24.84 £1.26 1.00 Sferiodal Trikolporat Ekinat-perforat
Teucrium chamaedrys * 23.81 +£2.14 23.81 £2.26 1.00 Sferiodal Trikolpat Verrukat-perforat
Thymus praecox 25.37 £2.01 27.41 £2.86 0.93 Oblat Trikolporat Biretikulat
Trifolium ambiguum * 24.97£1.11 19.60 +£1.28 1.27 Prolat Trikolporat Retikulat-perforat
Trifolium canescens * 42.69 +4.66 35.83 +4.48 1.19 Prolat Trikolporat Retikulat-perforat
Trifolium pratense 36.42 +3.52 32.41+£3.29 1.12 Prolat Trikolporat Retikulat-perforat
Trifolium spadiceum * 21.74 +£1.87 20.89 +1.68 1.04 Sferoidal Trikolporat Psilat-perforat
Trollius ranunculinus 20.98 £2.96 20.77 £3.79 1.01 Sferoidal Trikolpat Striat-perforat
Vicia balansae * 34.85+1.86 23.90 +1.72 1.46 Prolat Trikolporat Verrukat-perforat
Vicia cracca subsp. cracca 35.47 £2.40 23.50 £2.25 151 Prolat Trikolporat Verrukat-perforat

4.6. Melissopalinoloji ve NGS Arasindaki iliski

Bu baslik altinda incelenen ii¢ bal 6rneginin melisopalinoji ve NGS bulgulari
arasindaki benzerlikler ele alinmistir. Ulasilan sonuglar arasinda bazi farkliliklar olmasina
ragmen, baskin bitkisel bilesenler her iki yontemde de temel olarak ortaya konmustur.
Ancak her iki yontemde ulasilan taksonlar arasinda énemli dl¢iide oransal farklilik tespit

edilmistir.

NGS analizi ile tiim bal 6rnekleri i¢in melisopalinojik yonteme gore %63 daha fazla
bitki taksonu tespit edilmistir. Baz1 familyalar her iki yontemde de tanimlanmis olsa da,

digerleri ya NGS ya da melisopalinojik yontemle belirlenmistir.

Toplam melissopalinoji ve NGS'de bulunan bitki taksonlarin sayist AB ZTl1
orneginde 48, AB ZT2 o6rneginde 66, AB ZT3 o6rneginde 50°dir. Familya diizeyinde
benzerlik diizeyi %13.6 ile %14.6 arasinda, cins diizeyinde %42 ila %50 arasinda ve tiir

diizeyinde %36.4 ile %44 arasinda degismektedir.

Ayrica, hem melissopalinoji hem de NGS'de ortak bulunan bitki taksonlarinin sayisi
lic ornekte sirasiyla AB ZT1’de 4, AB_ZT2’de 8, AB_ZT3’de 6’dir. Bu ortak taksonlarin
familya benzerlik diizeyi %25 ile %50 arasinda, cins diizeyinde %350 ile %75 arasinda
degismektedir. Fakat mikroskobi analizinde tiir diizeyinde ayrim yapilamadig i¢in, her iki

yontemde ortak tiir bulunamamistir (Tablo 4.7).
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Mikroskopi ile Illumina arasindaki benzerlik diizeyi diisiik olup mikroskobi ile
bir¢ok bitki taksonu familya seviyesinde karakterize edilirken, [llumina ile bir¢ok farkli bitki
taksonu tiir seviyesinde karakterize edilmis ve bu da sonuglarin farkli ¢ikmasina neden

olmustur.

Tablo 4.7. iki teknikte tespit edilen taksonlarm sayisi ve genel benzerlik yiizdesi (familya,
cins ve tiir diizeyinde) (I: Hlumina, M: Melissopalinoloji)

AB ZT1 AB ZT2 AB ZT3
Takson (s) 37.0 45.0 42.0
. Familya (%) 8.1 6.7 7.1
Illumina .
Cins (%) 43.2 42.2 40.5
Tiir (%) 48.6 51.1 52.4
Takson (s) 15.0 29.0 14.0
. . B Familya (%) 40.0 27.6 42.9
Melissopalinoloji .
Cins (%) 53.3 69.0 57.1
Tiir (%) 6.7 3.4 0.0
Takson (s) 48.0 66.0 50.0
Familya (%) 14.6 13.6 14.0
Toplam I1&M X
Cins (%) 47.9 50.0 42.0
Tiir (%) 375 36.4 44.0
Takson (s) 4 8 6
Familya (%
Ortak 1&M _ ya (%) 50.0 25.0 33.3
Cins (%) 50.0 75.0 66.7
Tiir (%) 0.0 0,0 0.0

DNA metabarkodlama veya melissopalinoloji igin birden fazla cins veya tiir
kaydedilen 29 bitki familyasi bulunmaktadir (Tablo 4.8). Bunlardan {i¢ familyada DNA ve
mikroskopi i¢in tespit edilen takson sayis1 aynidir. Ancak, Rosaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Lamiaceae i¢in DNA metabarkodlama ile daha fazla takson tespit edilmistir. Boraginaceae,
Campanulaceae, Cistaceae, Ranunculaceae i¢in ise mikroskopi daha fazla takson tespit
etmistir, ancak bunlarin her biri sadece bir veya iki polen tanesi tarafindan temsil edilmistir.
Hem tiir hem cins diizeyinde ayirt edilebilen taksonlarin orani DNA metabarkodlama da
daha yiiksektir. Tiim familyalarda, DNA metabarkodlama 54 takson (familya, cins ve tiir
diizeyinde) tespit edilirken melissopalinoji de ise 27 takson (familya, cins ve tiir diizeyinde)
tespit edilmistir. DNA metabarkodlama kullanilarak tespit edilen 54 taksonun 23’ii cins,
26’s1 tiir diizeyinde ayirt edebilirken, mikroskopi kullanilarak 27 taksonun 23'inii cins,

sadece 1 tiir diizeyinde ayirt edilmistir (Sekil 4.24). Her iki teknikte ortak olan familya sayis1
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6’dir. Bu familyalar; Asteraceae, Caryophylaceae, Ericaceae, Fabaceae, Polygonaceae ve
Lamiaceae’dir. Mikroskobi de kullanilip DNA barkodlama da tespit edilemeyen taksonlara
ait familyallar Campanulaceae, Geraniaceae, Plantaginaceae’dir. Diger taraftan, sadece
DNA metabarkodlama ile tespit edilen taksonlara ait familyalar ise, Berberidaceae,
Betulaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Gentianaceae, Junglandaceae,

Sapindaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Thymelaeaceae, Verbenaceae’dir.
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Sekil 4.24. Illumina (1), melissopalinoji (M), her iki teknigin birlesimi (I & M) ve her iki
teknikte ortak (I & M) olarak analiz edildigi ii¢ bal 6rneginde her familya
icinde tespit edilen taksonlarin (cins ve tiir) sayisi.

Yontemler arasinda bulunan bitkilerde farkliliklar olmasina ragmen, balin baskin
bitki bilesenleri her iki yontemle de tespit edilebilmistir. Ancak, tespit edilen goreceli bolluk
farklilik gostermektedir. DNA metabarkodlama ve mikroskopi kullanilarak biitiin bal

orneklerinde >20% bollukta goriinen 8 takson (familya, cins veya tiir diizeyinde) vardir
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(Tablo 4.7). Bu taksonlar her iki yontemle de bulunmustur boylece DNA ve mikroskopi
arasinda %23 uyumluluk saglamistir. Familya diizeyinde uyum gosteren taksonlar
Asteraceae, Brassicaceae ve Poaceae’dir. Cins diizeyinde benzerlik gdsteren taksonlar
Artemisia, Centeaurea, Dianthus, Onobrychis, Rumex’dir. Tiir diizeyinde benzerlik
bulunamamistir (Tablo 4.8). Ayrica hem melissopalinoloji hem de i1llumina da ortak olan
familya sayisi 6 (Apiaceae, Asteraceae, Caryophyllaceae, Fabaceae, Lamiaceae ve
Rosaceae)’dir (Sekil 4.25).

Tablo 4.8. Bal 6rneklerinde melissopalynoloji (M), ve Illumina (I) analizi ile tespit edilen

bitki taksonlar1 (Toplam polen tanelerinin ve DNA dizilerinin yiizdeleri)

AB ZT1 AB ZT2 AB _ZT3

Familya Takson M | M | M |
Apiaceae Apiaceae 24.81 20.45 1.57
Apiaceae Eryngium giganteum 0.03 0.06 0.01
Apiaceae Heracleum 0.06
Asteraceae Asteraceae 33.33 | 0.05 | 530 | 0.06 | 1.57 | 0.01
Asteraceae Achillea millefolium 0.17
Asteraceae Artemisia 230 | 2.29 0.21 0.12
Asteraceae Centaurea 3.80 | 0.23
Asteraceae Helianthus 0.80
Asteraceae Helianthus tuberosus 0.13 0.06
Asteraceae Helichrysum pallasii 0.09
Asteraceae Lactuca racemosa 0.03 0.02
Asteraceae Taraxacum 2.30
Asteraceae Taraxacum bessarabicum 0.03 0.36 1.23
Berberidaceae Berberis vulgaris 0.32 0.12
Betulaceae Betula litwinowii 0.43 247
Boraginaceae Echium 1.50
Boraginaceae Echium vulgare 0,03
Boraginaceae Myosotis 1.60
Brassicaceae Brassicaceae 3.88 | 1.13 | 16.67 | 0.35 1.05
Campanulaceae | Campanula 9.30 1.52
Caryophyllaceae | Caryophyllaceae 3.10 0.79
Caryophyllaceae | Dianthus 1120 | 150 | 1.28 2.19
Chenepodiaceae | Chenepodiaceae 0.76
Cistaceae Cistus 2.30
Cistaceae Helianthemum 3.10 2.30 4.70
Cistaceae Helianthemum nummularium 0.16

Tablo. 4.8. (Devam)
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Convolvulaceae | Calystegia sepium 0.40 0.32 0.15
Cucurbitaceae Cucurbita 0.10 0.03 0,07
Cyperaceae Carex 0.06 0.02

Ericaceae Rhododendron 2.30 | 0.06

Ericaceae Vaccinium 1.03 0.88 0.60
Fabaceae Fabaceae 2.33 3.79

Fabaceae Astragalus 3.90 0.80 2.40
Fabaceae Astragalus fricki 0.45 59.58 0.28
Fabaceae Hedysarum 4.70 2.30

Fabaceae Hedysarum hedysaroides 0.11 0.03 0.03
Fabaceae Lotus corniculatus 0.13
Fabaceae Melilotus albus 0.05

Fabaceae Onobrychis 2.30 | 0.05 | 450 | 0.02 | 0.80 | 0.03
Fabaceae Phaseolus vulgaris 0.45 0.16 0.13
Fabaceae Trifolium 0.19 | 8.30 74.00 | 0.03
Fabaceae Vicia 3.00

Fabaceae Vicia cracca 0.42 0.02 0.01
Fagaceae Castanea sativa 0.80 0.80

Fagaceae Quercus 0.14 0.44
Gentinanaceae Gentiana 0.60 0.05
Geraniaceae Geranium 0.80

Juglandaceae Juglans regia 0.36 0.86 45.54
Lamiaceae Lamiaceae 3.03 0.79
Lamiaceae Mentha longifolia 0.44 0.06 0.42
Lamiaceae Salvia 2.30

Lamiaceae Salvia verticillata 7.49 8.69 1.82
Lamiaceae Stachys 0.79

Lamiaceae Teucrium chamaedrys 0.13 0.12 0.07
Onagraceae Epilobium 0.80

Papaveraceae Papaver 0.80 0.80
Papaveraceae Papaver lateritium 0.11

Plantaginaceae | Plantago 2.30 4.70
Poaceae Poaceae 0.48 0.15 | 0.79 | 0.18
Polygonaceae Polygonum bistorta 0.23

Polygonaceae Rumex 0.80 | 0.17 | 1.60 | 0.04
Ranunculaceae | Ranunculaceae 1.52

Rosaceae Rosaceae 2.33 4.55 3.15
Rosaceae Cotoneaster 2.56 5.75 0.78
Rosaceae Crataegus 8.26 1.68 0.48
Rosaceae Potentilla 10.86 | 0.80 | 0.55 | 240 | 2.52
Rosaceae Potentilla crantzii 46.06 10.45 7.87
Rosaceae Prunus divaricata 3.57 20.64
Rosaceae Prunus domestica 0.05 0.32 2.48

Tablo 4.8. (Devam)
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Rosaceae Sorbus aucuparia 0.94 4.74
Salicaceae Salix 0.05 0.08
Sapindaceae Acer 0.03 0.56 0.66
Scrophulariaceae | Scrophularia 0.30 0.08 0.17
Scrophulariaceae | Verbascum 1.75 0.03 1.66
Solanaceae Solanum tuberosum 0.18

Thymelaeaceae | Daphne glomerata 1.04 0.76 0.53
Verbenaceae Verbena 0.10 0.12 0.05

Bitki familyalarinin dagilimi tiim bal Orneklerinde analiz yOntemine gore
degismektedir. Ayrica, her iki yontem de bal 6rnekleri i¢in baskin bitki familyalarinin da
farkli oldugu belirlenmistir. NGS analizinde Asteraceae, Fabaceae ve Rosaceae familyalari
dominant ve sekonder familyalar olarak tanimlarken, mikroskopik analizlerde Asteraceae,
Apiaceae ve Fabaceae familyalari dominant ve sekonder familyalar olarak tanimlamistir
(Tablo 4.8). Ayrica, melissopalinojik verinin bulamadigi bazi familyalar (Berberidaceae,
Betulaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Juglandaceae, Salicaeae
Scrophulariaceae, Solanaceae, Thymelaeaceae, Verbenaceae), NGS analizinde tespit
edilmistir (Sekil 4.25). Bu durum, NGS analizinin melissopalinolojik analize gore daha

detayl1 veri saglayacagini gostermektedir.

AB_ZT1 AB_ZT2 AB_ZT3

« Asteraceae * Asteraceae o Asteraceae Melissopalinoloji
* Apiaceae * Apiaceae * Apiaceae {llumina
* Brassicaceae * Brassicaceae . Caryophy]]accac
* Caryophyllaceae * Caryophyllaceae « Fabaceae
« Fabaceae » Cistaceae « Lamiaceae
« Lamiaceae * Ericaceae e Poaceae
* Rosaceae * Fabaceae  Rosaceae
* Fagaceae
* Lamiaceae
* Papaveraceae
* Rosaceae

Sekil 4.25. Yeni nesil dizileme ve melissopalinojik verilere gore tespit edilen familyalarin
sayilart
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Tez kapsaminda incelenen her bir bal 6rneginde mikroskopik analiz sonucu elde
edilen polen sayilar1 yiizdesi ile metabarkodlama sonucu eslesen taksonlarin yiizdeleri
arasindaki iligkiyi gosteren Spearman korelasyon katsayilar1 Tablo 4.9°da verilmistir.
Spearman korelasyon verileri hesaplanirken her bir bal 6rnedi i¢in metabarkodlama
sonuglar1 ITS1, ITS2 ve ITS1&2 ayr1 ayr1 hesaplanarak degerlendirlmistir. Sonuglar
karsilastirildiginda, AB ZT1 ve AB_ZT2 bal orneklerinde hem familya hem takson
diizeyinde tanimlanan polen tanelerini goreceli bolluklar1 arasinda anlamli iliskiler
belirlenmis iken, AB ZT3 6rneginde hem familya hem de takson diizeyinde anlamli iliski
goriilememistir. Ayrica ITS1 ve ITS2 barkodlama verilerini kendi aralarinda
karsilastirildiginda her ii¢ bal 6rneginde hem familya hem de takson diizeyinde anlaml

korelasyon bulunmustur, (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. incelenen bal &rnekleri arasindaki Spearman’s korelasyon katsay: degerleri (Her
test igin Spearman p ve P degerini gosteren sayilar birlikte verilmistir).

Familya Takson

Spea(rsl)lan’s P-degeri | Spearman's (p) | P-degeri
Mikroskop ve ITS 0.290 0.100 -0.207 0.071
AB 7T1 M?kroskop ve ITS1 0.359 0.040 -0.234 0.040
- Mikroskop ve ITS2 0.196 0.270 -0.121 0.294
ITS1 ve ITS2 0.630 0.000 0.620 0.000
Mikroskop ve ITS 0.247 0.166 -0.416 0.000
AB 772 M?kroskop ve ITS1 0.360 0.040 -0.303 0.007
- Mikroskop ve ITS2 0.059 0.750 -0.352 0.002
ITS1 ve ITS2 0.483 0.000 0.520 0.000
Mikroskop ve ITS 0.080 0.657 -0.175 0.129
AB 7T3 M?kroskop ve ITS1 0.064 0.720 -0.167 0.148
- Mikroskop ve ITS2 0.166 0.360 -0.174 0.125
ITS1ve ITS2 0.664 0.000 0.580 0.000

Anzerde tretilen ve tez kapsaminda incelenen {i¢ bal 6rnegine ait polen zenginligi,
cesitliligi ve diizgiinliik (homojenlik) endeksleri olan Shannon-Weiner (H’), Pielou'nun
Evenness (J’) degerleride hesaplanmistir. Shannon-Weiner indeksi hem takson zenginligin
hem de takson esitligini dikkate alir. Pielou’nun diizgiinliik (homojenlik) indeksi ise sayisal
olarak esitligi temsil eder. Eger J degeri tiim taksonlar esit sayida temsil edilirse, bu indeks

maksimum degere yani 1’e sahip olur veya yaklasir.
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Anzer bal 6rnekleri arasinda bitki ¢esitliligi ve bitkilerin 6rneklere esit sekilde dagilip
dagilmadigr karsilagtirilmistir. Tanimlanan toplam bitki taksonlarin sayisi, Shannon
cesitlilik indeksi, DNA metabarkodlama ve melissopalinoloji ile elde edilen verilerin
ylizdeleri karsilastirilmistir. Shannon ¢esitlilik indeksi, her bal 6rnegi i¢in takson ve familya
seviyesinde formiilden hesaplanmistir. Ayni sekilde Pielou’nun diizgiinliik indeksi de her iki
teknikle elde edilen veriler formiilden hesaplanmistir. Sonuglar 0 ve 1 degeri arasinda yer

almaktadir.

Shannon-Weiner gesitlilik indeksi degerleri gore her iki teknikte (mikroskop ve total
ITS lokusu) bal 6rnekleri arasindaki takson diizeyinde dagilima bakildiginda 1.19 ile 2.85
arasinda degismektedir. Orneklerden, AB_ZT2M (M: mikroskop) 2.85 degeri ile en yiiksek
cesitlilige (entropi) sahip iken, en diisiik deger ise AB_ZT3M 06rnegi 1.19 degeriyle temsil

edilmektedir.

Pielou'nun Evenness derecesine gore her iki teknikte (mikroskop ve total ITS lokusu)
ornekler arasindaki takson diizeyinde dagilima bakildiginda 0.44 ile 0.85 arasinda
degismektedir. Orneklerden AB ZT2M o6rnegi 0.85 maksimum deger ile 1’¢ en yakin
degerdir. AB_ZT2I (I: [llumina) ise 0.44 minumum deger ile 1’e en uzak deger olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.26).

Shannon Cesitlilik indeksi'nin tiir sayis1 ve dagilimini dikkate alirken, Pielou
Evenness Indeksi'nin tiirler arasindaki esitligi dlgmesidir. Evennes komunite icerisinde
bulunan taksonlarin nispi yogunlugudur. Evennes derecesi yiiksek olan komiinitede ¢esitlilik

daha fazladir. Bu iki indeks degeri birbirini destekler nitelikte sonuglar vermektedir.
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Takson
(a) Shannon-Wiener Cesitlilik indeksi (H”) (b) Pielou’nun Diizenlilik (Evenness) indeksi (J*)
AB_ZT2M
0,85
AB ZTIM AB ZT3M AB_ZTIMO 2 AB_ZT3M
i 0,45
2,09
1.96 0,53 f 0.55
AB_ZT31 LeT AB_ZT11 AB_ZT3I 0dd e AB_ZT11
AB_ZT21 AB_ZT21
Familya
(¢) Shannon-Wiener Cesitlilik indeksi (H") (d) Pielou’nun Diizenlilik (Evenness) indeksi (J *)
AB_ZT2M AB_ZT2M
2,28 0,77
AB_ZTIM AB_ZT3M AB ZTlM0 s AB_ZT3M
,76
1.82 0,41
1,0
! 21,26
1,37 N 0,42
N 0,44
AB_ZT3I AB_ZTII AB_ZT3I 040 o AB_ZTII
AB_ZT21 AB_ZT21

Sekil 4.26. Bal orneklerinde lllumina (ITS) ve melissopalinolojik verilerine gore, (a,c)
Shannon-Wiener Cesitlilik (H’), ve (b,d) Pielou’nun Diizenlilik (J”)
indekslerinin takson ve familya diizeyinde radar dagilimi.

Shannon-Weiner cesitlilik indeksine gore her iki teknikte (mikroskop ve total ITS
lokusu) bal ornekleri arasinda, familya diizeyinde dagilima bakildiginda 1.01 ile 2.85
arasinda degismektedir. Orneklerden AB_ZT2M 2.85 degeri ile en yiiksek cesitlilige sahip
iken, AB ZT3M o0Ornegi 1.00 degeriyle en disiik cesitlilikteki bal Ornegini temsil
edilmektedir (Sekil 4.26).

Pielou'nun Evenness derecesine gore her iki teknikte (mikroskop ve total ITS lokusu)
ornekler arasinda, familya diizeyinde dagilima bakildiginda 0.44 ile 0.77 arasinda
degismektedir. AB_ ZT2M 06rnegi 0.77 maksimum deger ile 1’e en yakin degerdir. AB_ZT2I

ise 0.44 minumum deger ile 1’e en uzak degerdir (Sekil 4.26).

Shannon-Weiner ¢esitlilik indeksine gore her iki teknikte (mikroskop ve ITS1/ITS2
lokuslar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir) ornekler arasindaki familya diizeyinde dagilima

bakildiginda AB_ZT2M o6rnegi 2.28 degeri ile en yiiksek cesitlilige sahip iken, en diisiik
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deger ise AB ZT2 ITS1, AB ZT2 ITS2, AB ZT3M o0rnegi 1.00 degeriyle temsil
edilmektedir (Sekil 4.27).

Pielou'nun Evenness derecesine gore her iki teknikte (mikroskop ve ITS1/ITS2
lokuslar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir) ornekler arasindaki takson diizeyinde dagilima
bakildiginda AB ZT1 ITS2 6rnegi 0.81 maksimum deger ile 1’e¢ en yakin degerdir.
AB_ZT2_ITS1 ise 0.30 minumum deger ile 1°e en uzak degerdir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Bal orneklerinde Illumina (ITS1/ITS2) ve melissopalinolojik verilerine gore,
(a,c) Shannon-Wiener Cesitlilik (H’), ve (b,d) Pielou’nun Diizenlilik (J’)
indekslerinin takson ve familya diizeyinde radar dagilimi.

Bu tez kapsaminda incelenen ballardan hangisinin mikroskobik analize gore
metabarkodlama analizinde hangi familyalarin asir1 veya yetersiz temsil edildigini
belirlemek i¢in familya diizeyinde R katsayilari ayrica hesaplanmistir. R katsayisi, belirli bir

takson i¢in, metabarkodlama ile goreceli bolluk okuma sayisinin yiizdeleri ile mikroskopi
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ile ¢ikarillan goreceli bollugun yiizdelerine boliimiidiir. Bu katsayi, asir1 veya yetersiz
temsiliyetin 6rnekler arasindaki varyansini gosterebilir. Hesaplamalar sonucunda Sekil
4.28’de goriildiigii izere, her ti¢ 6rnekte R katsayisi, Caryophyllaceae, Fabaceae, Lamiaceae,
Rosaceae familyalarinin asir1 temsil edilirken, Apiaceae, Asteraceae, Brasicaceae,
Ericaceae, Fagaceae, Cistaceae, Papaveraceae, Poaceae, familyalarinda ise az temsil edildigi

belirlenmistir.

AB ZT1 6rneginde Rosaceae (2915.3) icin R katsayisi, mikroskopi verilerine gore
molekiiler verilerde asir1 olarak temsil edildigi belirlenmistir. Bununla birlikte, Apiaceae
(0.13) icin R katsayisi, mikroskopi verilerine gore az olarak belirlenmistir. AB ZT2
orneginde ise, Rosaceae (435.2) icin R katsayist mikroskopi verilerine gére molekiiler
verilerde fazla olarak temsil edilmistir. Apiaceae (0.64) ise az olarak temsil edilmistir. Son
olarak AB ZT3 orneginde de R katsayisi igin, Rosaceae (711.86) yiiksek oranda temsil
edilirken, Fagaceae (0.82) en az olarak temsil edilmektedir. Burada iki familayaya ait
verilerin yiizdeleri oranlanip bulunan R katsayis1 i¢in, ideal temsil etme sayis1 100’diir. 100
rakamindan uzaklasmaya gore az ya da asir1 temsil etme durumu s6z konusudur. Buna gore
en iyi temsil eden familya AB ZT1’de Brasicaceae (29.24) iken, AB ZT2’de
Caryophyllaceae (85.26), AB ZT3’de ise Asteraceae (93.46) dir (Sekil 4. 28).

0

AB_ZT1 AB_ZT2 AB_ZT3
1. Apiaceac (0,13) 1. Apiaceae (0,64) 1. Fagaceae (0.82)
2. Asteraceac (7.04) 2. Brassicaceae (2,1) 2. Apiaceae (0.83)
3. Fabaceae (13.13) 3. Cistaceae (3,57) 3. Polygonaceae (2,26)
4. Brassicaceae (29.24) 4. Asteraceae (9.22) 4. Poaceae (23,02)
5. Papaveraceae (14.21) 5. Asteraceae (93.46)
5. Caq»?phyllacieae (361,7) 6. Fagaceae (18,03)
6. Lamiaceac (384.8) 7. Polygonaceae (21.64) 6. Caryophyllaceae (278.56)
7. Rosaceae (2915.3) 8. Fricaceae (40.,85) 7. Lamiaceae (293,54)
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Sekil 4.28. R katsayisina gore familyalarin fazla veya az temsil edilmelerini gosteren siitun
grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bal orneklerindeki polen tanelerinin tanimlanmasi, balin cografik ve botanik
kokeninin belirlenmesi igin kritik oneme sahiptir (131, 274). Bu amagla kullanilan
geleneksel yontemlerden biri de melissopalinolojidir (131). Melissopalinoloji bal tiretimi
sirasinda arilar tarafindan ziyaret edilen bitkilerin polenlerinin mikroskobik analiz yoluyla
belirlenmesini icerir. Yontemin uzun analiz siiresi, kapsamli bir polen taneleri
koleksiyonunun bulunabilirligi ve farkli polen morfolojilerini tanimlamak i¢in uygun beceri
ve deneyime sahip uzmanlarin gereksinimi gibi bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir (2).
Bununla birlikte bal 6rneklerinin botanik kokenini belirlemek i¢in polen tanelerinin
tanimlanmas1 ve miktariin belirlenmesi hala bir referans yontemi olarak kullanilmaktadir

(132).

Simdiye kadar, balin botanik ve cografik kokenlerini dogru bir sekilde
degerlendirmeyi amaglayan melissopalinoloji disinda ileri (yeni) yaklasimlar birgok
calismada kullanilmistir. Bu yaklagimlar arasinda GC-MS, LC-MS, kapiler elektroforez-
ucus zamanli  kiitle  spektrometrisi  (CE-TOF-MS), matris  destekli  lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI-TOF-MS) ve NMR spektroskopisi gibi balda belirli
mindr bilesiklere odaklanan metodlar sayilabilir (275). Bununla birlikte, ugucu bilesikler,
fenolik asitler, sekerler ve diger bal bilesenlerini igeren kimyasal isaretcilerin
degerlendirilmesi, aricilik teknikleri, ¢evresel kosullar ve iklim degisiklikleri tarafindan
etkilenebilir. Bu durum, balin bitkisel kaynaginin veya cografi kokeninin giivenilir bir
sekilde belirlenmesini zorlastirabilir. (276). Ayrica, bal arilarin bal {iretimi i¢in tek bir bitki
tiirlinii ziyaret etmemesi nedeniyle polen kokeni agisindan ¢ok karmasik bir matris olusturur.
Buda balin bilesiminde 6nemli oranda degiskenlige yol agar. Bu sorunlarin {istesinden
gelmek i¢in polen tanimlamasi icin DNA belirteclerinin kullanimi, bal iiretiminin dis
kosullarindan bagimsiz yeni alternatif araglar sunmaktadir. Son yillarda, polen tanelerinin

tanimlanmasi i¢in NGS (lllumina) analizi alternatif bir yaklasim olarak onerilmistir (277).

Bu calismada, Anzer (Ballikdy) de iiretilen {ic farkli bal 6rnegi once klasik
melissopalinolojik acidan ardindan DNA metabarkodlama yontemiyle analiz edilmistir.
Caligmada ayrica arazi gozlemlerinden, melissopalinolojik analizlerden ve DNA
metabarkodlama analizlerinde balda oldugu kesinlesen taksonlarin palinolojik 6zellikleri de

ilk kez ayrintil1 olarak incelenmis literatiir verileri ile karsilastirilmistir.
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Tez kapsaminda incelenen bal 6rnekleri takson c¢esitliligi bakimindan multifloral
niteligine sahip ballar arasinda gruplandirilmistir (121). Bu nedenle 6rnekler bu tez
kapsaminda ilk olarak toplam polen tanesi sayist (TPS) bakimindan degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar ballarin genis bir ¢esitlilige sahip oldugunu multifloral bal 6zelliklerini
tasidig1 goriisiinii desteklemektedir (Tablo 4.3). Bu tiir ballar yani toplam yiiksek polen
sayisina ve yiiksek bal 06ziitii icerigine sahip Ornekler ayni zamanda NGS analizi iginde
uygun ballardir. AB_ZT3 bal 6rnegi diger ballardan daha yiiksek bir TPS’ye sahip oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.1). Bununla beraber incelenen ballarin polen spektrumlarina
bakildiginda incelenen tiim ballar multifloral bal olmasi gerekirken AB_ZT3 bal 6rneginde
Trifolium’a (Uggiil) ait polen tanelerinin bulunma yiizdesi %74 oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuclar incelenen AB ZT3 balinin monofloral c¢icek bali o6zelliginde oldugunu
gostermektedir. Bu durum AB_ZT3 balinin ya Uggiil bitkisinin ¢ok yogun olarak yetistigi
bir alanda ve zamanda veya bal arilarinin bu bitkiye ait polenlerle beslenerek iiretildigi
seklinde yorumlanabilir. Sorkun ve Dogan (1995) (115) Anzer bolgesinde iiretilen 28 balda
gerceklestirdikleri melissopalinolojik c¢alismada 4 bal 6rneginde Trifolium ambiguum
polenlerine %45 oraninda, 6 bal 6rneginde Trifolium taksonuna ait polenlere %74 oraninda
rastladiklarini rapor etmislerdir. Giiner ve arkadaslarinin (1987) (255) yapmis olduklari bir
calisgmada Rize yoresindeki bal Orneklerinden yapilan polen analizinde Fabaceae
familyasina ait Trifolium polenlerine iki 6rnekte dominant (<%45) miktarda rastlanmistir.
Louveaux ve arkadaslart (1978) (131) balin %45'ten fazlasi bir tiirden polen igeriyorsa

ballart monofloral bal olarak siniflandirmustir.

Melissopalinolojik verilere gore, incelenen ii¢ bal 6rneginde ortak olan familyalarin
Asteraceae, Apiaceae, Cistaceae, Fabaceae, Rosaceae oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.3).
En yiiksek oranin Fabaceae (%74) familyas: oldugu ortaya ¢ikmustir. Anzer balinda ilk
melissopalinolojik ¢alisma Sorkun ve Dogan (1995) tarafindan gerceklestirmistir. Bu
calismada ortaya konan veriler ile mevcut calismada ulasilan verilerle paralellik
gostermektedir. Bununla birlikte Sorkun ve Dogan (1995) (115) calismasinda Anzer
ballarinda Fabaceae familyas1 tyeleri, baskin grup olarak belirlenmistir. Bizim
calismamizda ise incelenen tiim ballarda Fabaceae familyasi iiyeleri AB ZT1’de %13.2
oranla minér, AB ZT2’de %18.9 oranla sekonder miktarda bulunmaktadir (Tablo 4.3).
Ancak AB ZT3’te dominant (%75) miktarda tespit edilmistir. Fabaceae {liyelerinden biri
olan Trifolium, bal yapiminda énemli bir kaynak bitkilerden biri olup Anzer (Ballikdy)’de

yaygin olarak bulunmaktadir (115). Yaptigimiz ¢alismada Anzer’den toplanip teshis edilen
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taksonlardan 25 tanesi Fabaceae familyasina ait olup bunlardan 4’ Trifolium cinsine ait
tirlerdir (T. ambigium, T. canescens T. pratense, ve T. spadiceum) (Tablo 4.1). Giiner vd.
(1987) (255) Rize yoresi ballarinda Fabaceae familyasindan Trifolium cinsine ait 18 tiir
raporlamistir. Bu tiirlerden 5’inin Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosterdigi listelenmistir.
Terzioglu (1994) (256) yaptigi ¢alismada Trifolium cinsine ait 6 tiirtin (T. arvense L., T.
aureum Pollich, T. medium L., T. pannonicum Jacq., T. repens L. ve T. spadiceum L.) Anzer’i

de icine alan Ikizdere havzasi icin listelenmistir.

Sorkun ve Dogan (1995) (115) Anzer bolgesinde iiretilen 28 bal 6rnegi tizerinde
yaptiklart melissopalinolojik ¢alismada Anzer balin1 en iyi karakterize eden taksonun
Myosotis (Boraginaceae) oldugunu ileri stirmiislerdir. Buna gerekge olarak incelenen tiim
orneklerde Myosotis poleninin az miktarda veya nadir seviyeleri gézlemlenmis olmasini
gostermislerdir. Mevcut ¢alisma kapsaminda incelenen {i¢ bal 6rneginde sadece AB_ZT1
orneginde eser miktarda Myosotis polenine rastlanmistir. Diger ballarda Myosotis cinsine ait
polen gbzlemlenmemistir. Her ne kadar mevcut tez kapsaminda yapilan arazi ¢alismasinda
Myosotis cinsine ait 6rnek toplanamamis (Tablo 4.1) olsa da Giiner vd. (1987) (255) ve Doga
Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii Ulusal Biyolojik Cesitlilik Envanter ve Izleme
Proje Rapor (2014)’nda (258) bu taksona farkli tiirler Anzer’den rapor edilmistir. Mevcut
calismada Myosotis bitkisinin olmama nedeni aslinda arazi sirasinda bitki fotograflanmig

fakat fotograftan tiir teshis edilemedigi i¢in bu taksonun olmadigi rapor edilmistir.

Rize yoresine ait 26 bal d6rneginin polen analizi gergeklestirildigi bir diger ¢calismada
en fazla rastlanan polenin Fabaceae familyasina ait Trifolium oldugu rapor edilmistir (255).
Ayni galismada Ikizdere’den alinan bal 6rneginde Trifolium polenlerinin dominant olarak
yer aldig1 bununla beraber Echium, Salvia verticillata, Rhododendron ponticum ve Rosaceae
taksonlarmin mindr polen ile temsil edildigi rapor edilmistir. Tez kapsaminda elde edilen

sonuglar Giiner vd. (1987) (255) verileriyle biiyiik oranda 6rtiismektedir.

Tez kapsaminda melissopalinolojiye alternatif bir yontem olan NGS ile Anzer’de
iretilen ti¢ bal 6rnegi ilk kez analiz edilmistir. NGS yoOntemi ile bal iiretiminde yararlanilan
bitki tiirleri daha kesin ve daha diisiik taksonomik diizeylerde tespit edilebilir (74, 278).
Arastirmacilar ilk olarak bitkiye 6zgii primerler ve prob kullanarak balin bitkisel bilesimini
molekiiler teknikler kullanarak analiz etmislerdir (150). Bununla beraber bugiine kadar
DNA tabanli bu yaklagimlar yogun olarak kullanilmadigi i¢in protokoller heniiz tam olarak

optimize edilmemistir (205, 209, 211). Mevcut tez calismasi Tiirkiye’de geleneksel
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melisopalinojik ¢alismay1 yiiksek kapasiteli dizi analizi (Illumina) teknigi ile birlestirmeye

yonelik ilk kapsamli ¢alismadan biridir.

Bu amagla, mikroskobik analizden ge¢mis ve yliksek toplam polen tanesi sayisina
sahip li¢ bal 6rneginden izole edilen yeterli kalitede ve miktardaki total DNA’lar, ITS1 ve
ITS2 belirteci kullanilarak ¢ogaltilmis ve hizmet alimi yolu ile dizinlenmistir. Yapilan
analizler incelenen bal metagenomun ITS1 ve ITS2 etiketli dizilerle eslesen 251 bp
uzunlugunda 350 580 dizilimden olustugu bulunmustur. Bunlardan 260 885 okuma sayisi
(%74.4) familya, cins veya tiir diizeyinde karakterize edilebilmistir. Tanimlanan familya,
cins veya tiir sayis1 %65 ile %78 arasinda degismektedir (Tablo 5.1). Elde edilen sonuglar
literatiirle karsilastirildiginda disiiktiir. Bunun birgok nedeni olabilir. Birgcok polen
metabarkodlama calismasinda da belirtildigi lizere okumalarin ve tanimlamalarin daha
diisiik oranda olma nedenlerinden biri, tek bir lokusun kullanilmasindan ziyade birden fazla
lokusun kombinasyon halinde kullanilmasi, daha giivenilir sonuglar ve daha yiiksek
taksonomik tanimlama sagladigini gostermistir (234). Daha fazla gen bolgesi kullanmak,
taksonomik ¢oziiniirliigii artirir ancak referans kiitiiphanesinin olusturulmasinda daha fazla
calisma gerektirir (279). Bir diger neden ITS bolgesi arastirildigindan dolay1 bitkilerle
beraber mantarlar da ¢ogaltildig: i¢in birlikte dizilenmis olmasidir (280). Diisiik ihtimal de
olsa dizileme hatalarina yol acabilir. Ayrica ITS1&2 belirteglerinin okuma sayilar ve takson
tanimlamalar1 agisindan karsilastirildiginda en fazla okuma sayisinin AB_ZT3 ait ITS1
barkod belirteci iken, en az okuma sayisinin da ayn1 6rnege ait ITS2 barkod belirteci oldugu
tespit edilmistir (Tablo 5.1). Ayn1 zamanda ITS2 belirtegleri ITS1 belirteglerine gére daha
az okuma sayisina sahiptir. Ama buna ragmen genellikle tespit edilen takson ¢esitliligi ITS2’
nin daha fazla oldugu ortaya ¢gikarmistir. Yapilan ¢alismalarda ITS2 gen lokusu ITS1’e gore
daha yiiksek taksonomik ¢oziiniirliilliigii nedeniyle barkodlamada 6nerilmistir (212). ITS2
belirtecinin daha az okuma sayisina sahip olmasinin nedenleri muhtemelen primer bolgesi
universal ¢ok olmayabilir, mantar oraninin yiiksek olmasi ya da izole edilen DNA’nin
yeterince saf olmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Son olarak {i¢ bal 6érnegine ait NGS
verilerine gore, ITS1 ve ITS2 bolgeleri eslesen taksonlart kiyasladigimizda taksonomik
diizeyde birbirleriyle paralellik gostermektedir. Ayni1 zamanda Spearman korelasyon
sonuclari, her ii¢ balda ITS1&2 verileri kendi aralarinda degerlendirildiginde anlamli bir

iliski bulunmustur.
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Tez calismasinda Illumina platformunda her bir bal o6rneginin ITS1&2 gen
lokuslarinin ayr ayri kalite skorlar1 hesaplanmistir (Tablo 5.1). Kalite Degeri (QV) her bir
bazin dogru okunma olasiligin1 gosterir. QV, bir DNA dizisinin dogrulugunu ve
giivenilirligini 6lgmek i¢in kullanilan bir metriktir. Her bir balin kalite degeri 37 olarak
bulunmustur. Kalite puan1 37 verildiginde, bunun %99.9 ile %99.99 arasinda bir giiven
araliginda oldugu, yani hatali olma ihtimalinin 1/1000 ile 1/10 000 arasinda oldugu tahmin
edilebilir. Kesin deger muhtemelen 1/10 000 hata olasiligina daha yakin bir yerde yer alir.
Hawkins (2015) (100) yaptigi benzer galismada, on bal Orneginin tamaminda okuma
sayilarinin en az %80'inde Kalite Degeri (QV) 20'den biiyiik oldugunu ifade etmistir. Kalite
skorunu 28 olarak hesaplamistir. Bu deger muhtemelen 1/1000 hata olma ihtimalini ifade

etmektedir.

Tablo 5.1. Bal 6rneklerine ait [llumina sonuglarina gére okuma sayilari ve kalite degerleri.
* [llumina sonuglarinin 6zetleri Tablo 4.4’te verilmistir.

Ornek No. AB ZT1 AB ZT2 AB ZT3
ITS1 ITS2 ITS1 ITS2 ITS1 ITS2
Okuma Sayisi1 (251 bp) 78690 10130 41055 11785 113910 5315
Okunmayanlarin Sayisi 25195 4070 11320 6365 40575 2170
Ortalama QV degeri 37 37 37 37 37 37
Toplam Takson Sayisi 29 29 30 37 41 22

Iki farkl1 belirtegten elde edilen ayn1 bal 6rnege ait veriler benzer olmakla birlikte,
bitki taksonlarinin (familya, cins ve tiir diizeyinde) nispi bollugu énemli 6lciide degisiklik
gostermistir.  Bununla birlikte melissopalinolojik analizde tespit edilen taksonlar
(Campanula, Geranium, Myosotis, Plantago, Ranunculaceae gibi) NGS analizi ile de tam
olarak tespit edilememistir. Hawkins vd. (2015) (102) belirtigi gibi bal olduk¢a heterojen
dogal bir iirtin olup, her iki teknikle elde edilen sonuglarin farkli olmasi sasirtict degildir
(100). Ayrica, her iki yontem i¢in polen tanelerinin elde edilme seklinin farkli olmasi
sonuclart da onemli Olgiide etkilemektedir. Mevcut calismada, melissopalinoloji igin
baslangigcta 10 g bal 6rnegi kullanilirken, DNA dizilemesi i¢in 50 g bal kullanilmistir.
Aslinda tiim bu nedenler calismamizda bazi familyalarin neden yalnizca bir barkod ile

tanimlandigini ve digerleriyle tanimlanmadigini agiklayabilir. Ornegin, metabarkodlama ile
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Campanulaceae, Geraniaceaec ve Plantaginaceae familyalarina ait polen tespit edemedi,
ancak bu familyalar melissopalinoloji ile tanimlanmistir. Bu durum, lllumina platformu igin
PCR primer baglanma verimliliginden veya dizileme uzunlugu siirlamalarindan (~250 bp)

kaynaklaniyor olabilir (101).

Yeni nesil dizileme ile elde edilen verilerin farkli taksonomik diizeylerde daha iyi
tanimlamalar yapabilmesi i¢in referans veri tabanlarmin gelistirilmesi gerekir. DNA
metabarkodlama, taksonomik atamalar i¢in kullanilan referans veri tabaninin tamligia ve
kalitesine baglidir. Ideal referans veri tabanlari, belirli bir habitatin tiim taksonlarmmn tam
temsilini, 6zellikle DNA metabarkodlama amaglart i¢in elle diizenlenmis ve dogrulanmis
referans dizileriyle saglamalidir. Bitkiler i¢in, referans dizileme verilerinin en biiyiik
kaynaklari, NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) (281), EMBL (Avrupa Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari) (282) ve DDBJ (Japonya DNA Veri Bankasi) (283) gibi depolardir.
32 milyondan fazla damarl bitki niikleotid dizisi depo edilmistir, ancak bunlarin yalnizca
bir kismi1 DNA barkodlama belirteclerini temsil etmektedir. Diinya’da yaklasik 369 400
angiosperm tiirii oldugu tahmin edilmektedir (284) ve su anda bu tiirlerin yaklasik %25'ine
ait standart DNA barkodlar1 kamuya acik veri tabanlarindadir (285). ingiltere'deki tiim
cicekli bitkiler (286) ve Kanada'daki bitkiler (287) igin standart DNA barkodlari i¢in referans
kiitiiphaneleri derlenmistir. Diger lilkelerde de ulusal veri tabanlar1 gelistirme ¢aligmalari
devam etmektedir. BOLD gibi veri tabanlar i¢in kalite kontrol standartlar1 yiiksek olmakla
birlikte, GenBank gibi veritabanlar1 arastirmacilarin verileri yiiklemelerine bagh olarak
kalite kontrollerini yapar ve yalnizca minimum kontroller gergeklestirilir. Bu nedenle bir¢ok
hatali dizi bulunmustur (288). Bu tiir veritabanlarini kullanmanin ek bir dezavantaji, yanlis
tanimlamalar, tiir i¢ci varyasyon, dizileme hatalar1 ve diger sorunlarin bu tiir depolarda
mevcut olmasi ve bunlarin kolayca anlagilamamasidir. Bu baglamda, bu ve diger calismalar,
DNA metabarkodlama ile klasik melissopalinoloji tarafindan tanimlanan bitki taksonlarmin
sayisin karsilagtirarak, DNA metabarkodlamanin benzer veya daha yiiksek sayida bitki
tirtinii tespit ettigini belirlemistir (72, 101). DNA metabarkodlama daha fazla tiir tespit
ederken, DNA metabarkodlama ile elde edilen tiir atamalar1 referans veri tabani ve dizi
hatalarindan (hatali dizilerden) etkilenebilir ve sonug olarak yanlis taksonomik atamalara yol
acabilir (7, 72). Tiir atamalarinin dogrulugu, referans veri tabanina baglidir ¢iinkii referans
veri tabaninda bulunan bitki tiirleri yalnizca DNA dizilerine atama yapilabilir (4). Bizim
calismamiz da dogru takson eslesmesi olabilmesi i¢in referans veri tabanmin kalitesi

onemliydi. Ulkemizde bitkilere ait gen bélgeleri icin Ozellestirilmis bir veri tabani
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olmadigindan bu ¢alismada GenBank veri taban1 kullanilmistir. Fakat GenBank verilerinde
hatali dizilemeler olabilme ihtimali oldugu i¢in tek tek kontrol edilip bozuk diziler
kiitiiphaneden ¢ikarilmistir. Ayrica 6rnekleme alaninin bilinen bitki tiirlerinin dagilimlarim
kullanarak gergeklik kontrolii yapmak, ayrimi iyilestirmeye yardimci olabilir. Ayrica daha
kaliteli sonuglar elde etmek icin BLAST sonuglarini filtreleyerek yalnizca Anzer
(Ballikdy)’de ve yakin cografyada bulunan bitkiler kaydedilmistir ve diger canli gruplar

bilinmeyen olarak listelenmistir.

Ug bal 6rnegine ait NGS sonuglart DNA metabarkodlamanin Anzer balinin bitki
kaynaklariyla ilgili detayli bilgi saglayabilecegini, buna ek olarak bdlgesel kdkenine dair
cikarimlar yapabilecegini gostermektedir. Ayrica, bu yontem arilarin kullanabilecegi tiim
bitki kaynaklar1 hakkinda takson diizeyinde bilgi saglayabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, eksik bitki referans veritabanlar1 ve bazi taksonlarin diisiik taksonomik ¢oziiniirliigii
nedeniyle, metabarkodlama sonuglarinin yorumlanmas: farkli belirteglerden elde edilecek

sonuglarla dikkatli sekilde yapilmasi gerektirir.

Bu calismada Anzer bali ile ilgili elde edilen NGS wverileri genel olarak
degerlendirildiginde taksonomik agidan daha ayrintili (tiir veya tiir alt1 diizeyde) bir ayrim
sunarken, mikroskopi verileri uzman bilgisin yetersizligi veya polen referans kiitiiphanesinin
yetersizligi nedeniyle daha ¢ok familya diizeyinde bir aymrim saglamaktadir. Ornegin
melissopalinolojik verilerde Apiaceae, familya diizeyinde ancak tespit edilebilirken, NGS
verilerine gore Apiaceae familyasi Heracleum ve Eryngium giganteum taksonlari
tamimlanabilmistir. Bir baska familya olan Rosaceae, melissopalinolojik verilerde sadece
Potentilla cins diizeyinde ayrimi verirken, NGS verilerinde Cotoneaster, Crataegus,
Potentilla crantzii, Prunus divaricata, Prunus domestica ve Sorbus aucuparia taksonlari
tespit edilmistir. Bununla beraber her iki yontemin dezavantajli durumlarint minimize etmek
icin Anzer’den toplanip teshis edilen 285 taksondan NGS ve melissopalinolojik analize gore
tespit edilen ortak taksonlar ile arazi gzlemlerimiz sirasinda bal arilarinin en ¢ok ziyaret
ettigi taksonlarin ayrintili palinolojik 6zellikleri tespit edilerek polen referans kiitiiphanesi

zenginlestirilmistir.

Polen referans kiitiiphanesi i¢in segilen 64 taksonun palinolojik 6zellikleri Tablo 4.6
da ve taksonlara ait polenlerin 151k ve taramali elektron mikroskopu mikrofotograflar: Sekil
4.13-4.23 de verilmistir. Tablo 4.6 da verilen 64 taksondan 27’ sine ait palinolojik dzellikleri

ilk defa bu tez ¢aligmasinda belirlenmistir. Ayrica Anzer’de yayilisi olan bu 64 taksonun
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palinolojik 6zellikleri toplanan 6rnekler tizerinde yine bu tez ¢alismasinda ilk kez ¢alisilmis
ve ilerde yapilacak polen referans kiitiiphanesi ¢aligmalarina katki saglanmistir. Anzer’ de
yapilan arazi calismalarinda Apiaceae familyasina ait Eryngium giganteum en fazla
rastlanan taksonlardan biri olmasina ragmen melissopalinolojik verilerde bu takson
belirlenemezken, NGS ile belirlenmistir. Bununla beraber melissopalinolojik verilere gore
Apiaceae familyasina ait polenler sekonder miktarda polen ile incelenen bal 6rneklerinde
temsil edilmektedir. Bunun nedeni her iki yontemde de tiir diizeyinde bir ayrima yetecek
verinin eksikligidir. Tez kapsaminda Eryngium giganteum ayrimntili polen 6zellikleri, SEM,
IM goriintiileri ¢calisilarak melissopalinolojik verilere i¢in 6nemli bir altlik/katk: saglanmigtir
(Tablo 4.6). Apiaceace ailesinden palinolojik 6zellikleri ¢aligilan bir diger takson Heracleum
platytaenium’ dur. Bu tiiriin palinolojik 6zellikleri Ecevit ve Geng (2014) (289) tarafindan
daha Once incelenmesine ragmen, tiirin SEM ve 151k mikrofotograflar1 ¢ekilerek ilerde

olusturulacak polen kiitiiphanesine katk1 saglanmistir.

Tez kapsaminda Anzer’den toplanip palinolojik oOzellikleri ilk kez caligilan
Asteraceae lyeleri arasinda Centaurea helenioides, Psephellus pulcherrimus ve Solidago
virgaurea subsp. alpestris taksonlar1 yer almaktadir. Bu taksonlar hem melissopalinolojik
hem de NGS analizlerinde bal 6rneklerinde belirlenememistir. Bunun nedeni bu taksonlara
ait hem DNA barkodlama verisinin referans kiitiiphanesinde eksik olmasindan hem de
polenleri tiir diizeyinde tanimlayacak verinin eksik olmasindan kaynaklanmaktadir. Tez
kapsaminda palinolojik 6zellikleri incelenen diger Asteraceae iiyeleri Carduus adpressus ve
Cirsium pseudopersonata subsp. pseudopersonata taksonlaridir. Carduus adpressus
taksonu Kostekei (2016) (290), Cirsium pseudopersonata subsp. pseudopersonata
taksonunun ise Bak ve Ozcan (2018) (291) tarafindan palinolojik agidan ¢alisilmis mevcut
caligmaya benzer sonuglar rapor etmistir. Bununla birlikte bu taksonlara ait veriler NGS
referans kiitiiphanesinde olmadigi i¢in NGS ile bu tiirlerin balda olup olmadig:

belirlenememistir.

Boraginaceae familyasina ait Echium vulgare taksonu her iki analiz sonucuna gore
balda belirlenebilmistir. Elde edilen veriler Liu vd. (2010) (292) tarafindan yapilan
palinolojik ¢aligmalarinda ornamentasyon hari¢ diger veriler Ortiismektedir. Liu,
ornamentasyonu rugulat olarak degerlendirirken, mevcut ¢alismada perforat olarak rapor
edilmigtir. Bu familyaya ait diger bir calisilan takson Nonea versicolor’dur. Hem

melissopalinoloji verilerinde hem de NGS verilerinde bu taksonlar belirlenememistir. Bunun
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nedeni olarak Hawkins vd. (2015) (100) belirttigi gibi Boraginaceae ailesi iiyelerini polen
metabarkodlama ile tanimlamanin zor olmasindan kaynaklanabilir. Bununla beraber
literatiirde bu tiire ait detayli bir polen morfolojisinin olmamasi bir diger sebep olarak
diisiiniilebilir. Bu tez kapsaminda bu tiiriin IM ve SEM mikrograflar1 ¢ekilmis ve polen
ozellikleri Tablo 4.6’da verilmistir. Bdylece ileride yapilacak calismalar igin althik

olusturmaya katki saglanmaistir.

Brassicaceae ailesi, hem melissopalinolojide hem de NGS verilerine gore familya
diizeyde tespit edilmis olmasina ragmen daha alt diizeylerde bir ayrima gidilememistir.
Ancak bu tez kapsaminda bu aileye ait {i¢ taksonun polen 6zellikleri Anzer den toplanan
orneklerden elde edilen polenlere dayali olarak ayrintili olarak incelenmistir. Bunlardan
Erysimum pulchellum tiiriiniin polen 6zellikleri ile ilgili IM ve SEM mikrofotograflari bu tez
kapsaminda ilk defa galisilmistir. Bununla beraber ailenin bir diger iiyesi olan Bunias
orientalis’a ait veriler PalDat verileri ile palinolojik agidan karsilastirilmis ve iilkemizden
toplanan 6rnege dayali olarak karsilastirilmigtir. PalDat’a gore prolat olan polen sekli oblat
olarak yeniden diizenlenmistir. Bu tezde incelenen bir diger Brassicaceae iiyesi Arabis
hirsuta olup palinolojik 6zellikleri Mutlu ve Erik (2012) (293) ile olduk¢a benzer oldugu

belirlenmistir.

Farkli g¢alismalarda Anzer (Ballikdy)’de oldukca fazla Campanula taksonuna ait
tiirlere raporlanmistir (255, 256, 258). Bu tez kapsaminda farkli donemlerde yapilan arazi
caligmalarinda Campanula cinsine ait C. alliariifolia, C. aucheri, C. glomerata C. lactiflora
C. olympica olmak tizere 5 tiir tespit edilmistir. Melissopalinoloji ve NGS verileri
karsilastirildiginda bu cinse ait sadece melissopalinolojik verilerde minér miktarda bu cinse
ait polene rastlanmistir. NGS verilerinde tanimlanamama nedeni, Anzer’de toplanan
taksonlara ait sekanslarin GenBank veri tabaninda olmamasindan kaynakli olabilir. Bu tezde
Anzer’den toplanan ii¢ Campanula taksonunun polen morfolojileri ayrintili olarak
calistlmigtir. Bunlardan C. alliariifolia tiirtine ait polen 6zellikleri ilk defa galisilmistir.
Bununla beraber polen morfolojileri daha 6nceden de ¢alisilmis olan C. glomerata ve C.
olympica’ya ait ayrintili polen 6zellikleri ve IM ve SEM mikrograflari bu ¢alismada da Tablo
4.6’da verilmistir. C. olympica taksonu Erkara vd., (294) C. glomerata Khansari vd. (295)
tarafindan polen morfolojileri galisilmis ekzin yapist haricinde diger ozellikler benzer
goriilmistiir. Bu ¢alismalarda C. glomerata taksonunda ekzin yapis1 granulat-skabrat C.

olympica taksonunda ise rugulat-skabrat oldugu rapor edilmistir. Mevcut ¢aligsmada ise tiim
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Campanula taksonlarinda ylizey yapilarinin ¢ok fazla degismedigi, mikroekinat ve
mikroretikulat oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma kasaminda yapilan NGS’de bu taksonun
belirlenememis olmasi referans veri tabaninda C. olympica, C. alliariifolia taksonlarina ait

ITS barkod bolgesinin ¢alisilmamis olmasindan kaynaklanmaktadir.

Caprifoliaceae familyasina ait Scabiosa ve Cephalaria taksonlarina ait bireylerin bal
arilart tarafindan olduk¢a fazla ziyaret edildigi gozlemlenmistir. Bununla beraber bu
taksonlara ait verilerin hem melissopalinolojik hem de NGS referans kiitiiphanesinde eksik
olmasi her iki tiiriin tez kapsaminda belirlenememisiyle ile sonu¢lanmistir. Bu nedenle
Cephalaria gigantea taksonuna ait palinolojik 6zellikler ilk kez bu ¢aligma ile incelenerek
referans veri tabani zenginlestirilmistir. Bununla beraber daha 6nce ¢alisilmis olan Scabiosa

caucasica (296) tiiriiniin palinolojik 6zelliklerine 6nemli katkilarda da bulunulmustur.

Caryophyllaceae familyasina ait Dianthus cinsi hem melissopalinolojik hem de NGS
verilerine gore incelenen bal orneklerinde tespit edilmistir Bununla beraber Anzer’de
yapilan arazi ¢alismalarda sadece D. carmelitarum taksonu toplanilmis ve palinolojik agidan
calisgilmistir. Bu taksonun tespit edilen palinolojik Ozellikleri Mete vd. (2021) (297)

tarafindan ortaya konan veriler ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Cistaceae familyasina ait taksonlardan Helianthemum, hem melissopalinoloji hem de
NGS verilerinde tespit edilen diger bir taksondur. Bununla beraber Illumina sonuglarinda tiir
seviyesinde (Helianthemum nummularium) eslesme saglanmistir. Cistaceae ailesine ait
Cistus polenleri metabarkodlama ile tespit edilememis, ancak bu takson melissopalinoloji
ile belirlenmistir. Richardson (2015) (101) yaptigi g¢alismada, bu durumun Illumina
platformu icin PCR primer baglanma verimliliginden veya dizileme uzunlugu

kaynaklanabildigini ifade etmistir.

Arazi ¢aligmalarinda yaptigimiz gézlemlerde bal arilarinin siklikla ziyaret ettigini
tespit ettigimiz bir diger takson Crassulaceae familyasina ait Phedimus spurius’tur. Ancak
her iki teknik sonucunda bu taksona rastlanilmamistir. Bundan dolay1 bu taksona ait ayrintili
palinolojik veriler bu tezde calisilarak referans kiitliphanesine katkida bulunulmustur.

Yapilan tespitler daha 6nce yapilan bir calismada (298) ortaya konan verilerle ortiismektedir.

Anzer’de arilarin fazlaca ziyaret ettigi bir diger takson Ericaceae familyasina ait
Rhododendron caucasicum’dur. Melissopalinolojide cins diizeyinde bu taksona ait veri yer
alirken NGS verilerinde tiir (Rhododendron caucasicum) diizeyinde eslesme saglanmuistir.
Her iki teknikten elde edilen verilerde yer alan bu taksonla ilgili Ozk&k vd. (2022)’de (299)
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yaptiklari ¢alismada bazi polen 6zellikleri ve IM mikrofotograflari rapor edilmistir. Mevcut
calismada ise IM mikrofotgraflari yani sira SEM mikrofotograflar1 da Sekil 4.20°de
kaydedilmistir.

Her iki teknikte en fazla tespit edilen familyalardan biri Fabaceae’dir. Bu taksona ait
tiyelerin melissopalinolojik verilerde familya ve cins diizeyinde tanimlanirken, NGS
verilerinde hem cins hem de tiir diizeyinde tanimlamalar ger¢eklesmistir. Bu familya tiyeleri
ayn1 zamanda bal arilarinin en ¢ok ziyaret ettigi bitkileri barindirdig1 arazi ¢aligsmalar ile
tespit edilmistir. Floristik caligmalarda bu aileye ait toplamda 29 bitki toplanmais, 24 tiir ve
alttiir teshis edilmistir. Bu taksonlardan her iki teknikte en ¢ok belirlenenlerden 12 taksonun
palinolojik verileri bu tezde belirlenmistir. Bu taksondan 6’si (Astragalus, Hedysarum,
Onobrychis, Trifolium ve Vicia) her iki teknikte ortak tespit edilen tiirlerdir. NGS’de ise
ortak taksona ilave olarak Melilotus cinsi ayrica tanimlanmistir. Bunlarin diginda kalan
(Genista albida, Lathyrus roseus, Securigera orientalis ve Securigera varia) taksonlarin
palinolojik 6zellikleri bu tez kapsaminda ilk kez tespit edilmistir. Ozellikle bal arilarinin
ziyaret ettigi ve benzer ¢alismalarda (115, 255) yer alan Trifolium’a ait 4 tiiriin ve Vicia’ya
ait 2 tiirlin polen morfolojileri de ilave olarak ¢alisilmistir. Polen calismalari gergeklestirilen
12 taksondan Astragalus fricki, Lathyrus roseus, Securigera orientalis subsp. orientalis,
Trifolium ambiguum, Trifolium canescens, Trifolium spadiceum ve Vicia balansae
taksonlarinin IM ve SEM mikrofotograflar1 ile polen ozellikleri ilk kez Tablo 4.6’da
verilmistir. Bu taksonlardan Melilotus officinalis, Securigera varia, Trifolium pratense, ve
Vicia cracca 'ya ait palinolojik 6zellikleri ve SEM, IM mikrograflar PalDat verilerinde yer
almaktadir. Bu veriler incelendiginde mevcut verilerle ortiismektedir. Bu aileye ait diger
taksonlardan Hedysarum hedysaroides ve Securigera varia ile ilgili yapilan polen
caligmalarinda sadece polen sekillerinde farkliliklar rapor edilmistir. Hem Securigera varia
ile yapilan bir ¢alismada (300) hem de Hedysarum hedysaroides yapilan bir ¢galismada (301)
polen 6zellikleri mevcut calismayla benzerlik gdstermistir.  Genista albida taksonu Isgor
(2006) (302), Onobrychis altissima taksonunun ise  Talebi vd. (2020) (305) tarafindan
palinolojik agidan ¢alisilmig mevcut ¢alismaya benzer sonuglar rapor etmistir. Kogyigit vd.
yaptig1 caligmada bazi Trifolium taksonlarinin polen karakterleri ortaya koyulmustur. Bu
caligmada yer alan ve bizim calismamizda da olan T. pratense ile ilgili polen sonuglari

paralellik gostermektedir.
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Arazi c¢alismalarinda sik¢a bal arilarinin ziyaret ettigi bir diger takson ise
Gentianaceae familyasina ait Swertia iberica’dir. Bu tiire ait palinolojik c¢alismaya
rastlanmamistir. Ilk kez polen morfolojisi hakkinda bilgiler bu tezde rapor edilmistir.
Bununla beraber NGS verilerinde Gentianeceae familyasina ait okuma sayis1 mevcuttur
fakat bu tiiriin GenBank veri tabaninda ¢alisilmis herhangi bir barkod belirteci olmadigi igin

yakin cinslerin DNA dizisiyle eslesmis olabilir.

Geraniaceac familyasina ait Geranium cinsi melissopalinoloji verilerinde eser
miktarda tanimlanmis olup NGS verilerinde yer almamistir. Polen referans kiitliphanesi i¢in
belirlenen ve araziden toplanan bu cinse ait ii¢ taksonun polen o6zellikleri ele alinmustir.
Ayrica arazi gozlemlerimiz sonucunda bal arilarinin Geranium taksonlarini ziyaret ettigini
tespit edilmistir. Bunlardan Geranium ibericum subsp. jubatum ve G. ponticum tiiriine ait
literatiirde bir palinolojik ¢alismaya rastlanmamistir. Deniz vd. (2011) (304) yaptigi
palinololojik ¢alismada Geranium cinsine ait tiirlerin polen 6zelliklerini ortaya koymustur.

Yaptigimiz calisma ile kiyaslandiginda cins diizeyinde veriler benzerlik gostermektedir.

Tez kapsaminda Anzer’den toplanan Lamiaceae familyasina ait 6 taksonun ayrintili
palinolojik 6zellikleri ortaya koyulmustur. Bu taksonlardan sadece Salvia hem
melissopalinoloji hem de NGS sonuglarinda yer almistir. Melissopalinolojide Salvia disinda
kalanlar familya diizeyinde olup cins veya tiir diizeyinde belirlenememistir. Bunun nedeni
elimizde o bolgeye ait polen referans veri tabaninin olmamasindan kaynaklidir. Sadece NGS
de tamimlanan Salvia ile birlikte Mentha, Stachys, Teucrium iiyelerine ait taksonlarin
palinolojik ozellikleri ve (IM ve SEM) mikrograflar1 detayli sekilde verilmistir. Bu
taksonlarin haricinde Ajuga orientalis ve Thymus praecox taksonlarinin polen morfolojileri
de verilmistir. Lamiaceae familyasina ait Stachys macrantha taksonunun ilk kez polen
morfolojisi bu tezde ortaya koyulmustur. Anzer’de arazi galigmalarinda yaptigimiz
gozlemler bal arilarin oldukga fazla ziyaret ettigi Stachys macrantha iki teknikte de
belirlenememistir. Fakat NGS verilerinde Stachys cins diizeyinde tanimlanmis olup tiir
diizeyinde tanimlama yapilamamistir. Bunun nedeni GenBank referans veri tabaninda bu
tiire ait ITS barkod bdlgesi olmamasindan kaynakli olabilir. Ajuga orientalis taksonu Kose
vd. (2011) (305) ve Mentha longifolia taksonunun ise Celenk vd. (2007) (306) tarafindan
palinolojik agidan calisilmis mevcut ¢alismaya benzer sonuglar rapor etmistir. Ozler ve
arkadaglar1 (2011) (307) yaptiklar1 polen morfoloji ¢alismasinda Salvia cinsine ait bazi

tirlerin polen tanelerini incelenmistir. Bizim c¢alismamizla ortak olan Salvia verticilata
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polen ozellikleri degerlendirilmis benzer sonuclar elde edilmistir. Melissopalinolojik
verilerde cins diizeyinde tanimlanan bu takson, NGS verilerinde tiir diizeyinde
tanimlanmistir. Eger polen referans veri tabani 6nceden sahip olunsaydi, melisopalinolojik
verilerde Salvia tiir diizeyinde tanimlanabilirdi. Ozaltan ve Kogyigit yaptig1 bir ¢alismada
(2022) (308), Teucrium chamaedrys subsp. syspirense taksonun polen oOzelliklerini
degerlendirilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda yer alan Teucrium chamaedrys ve Thymus
praecox taksonuna ait polen ozellikleri PalDat 3.4 yer almaktadir. Verilerin birbiriyle

uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Her iki teknikle yapilan ¢alismada elde edilen verilerde ortak ¢ikan taksonlardan bir
digeri Papaveraceae ailesine ait Papaver’dir. Melissopalinolojik verilerde bu takson cins
diizeyinde tanimlanirken, NGS verilerinde tiir diizeyinde tanimlama yapilmistir. Arazide de
toplanmis olup NGS sonuglarinda belirlenen Papaver lateritium taksonuyla ilgili herhangi
bir palinolojik ¢aligmaya rastlanmamistir. Polen 6zellikleri ve polen goriintiileri (IM ve

SEM) ilk defa bu tezde verilmistir.

Bal arilarinin oldukca fazla ziyaret ettigi bir diger takson Onagraceae familyasina ait
Epilobium angustifolium (Chamanerion angustifolium)’dir. Bu taksonun polenleri
metabarkodlama ile tespit edilememis, ancak bu takson cins diizeyinde melissopalinoloji
analizi ile belirlenmistir. Bu bitki taksonunun molekiiler olarak tanimlanamamasinin bir

nedeni, dizilerin karsilastirildig1 referans veri tabaninda bu tiire ait veri olmamasidir.

Tez kapsaminda Plantaginaceae familyasina ait iki tiirlin polen morfolojileri
Anzer’den toplanmis 6rnekler iizerinden incelenmistir. Bunlardan Digitalis ferruginea ile
ilgili polen 6zellikleri ve mikroskop (SEM ve IM) goriintiileri ilk kez rapor bu tezde rapor
edilmistir. Diger bir takson olan Plantago cinsi, melissopalinoloji verilerinde eser miktarda
bulunurken, NGS verilerinde belirlenememistir. Anzer’de toplanan Plantago lanceolata
taksonu Mohsenzadeh vd. (2020) (309) tarafindan polen morfolojisi belirlenmis olup

mevcut ¢alismayla benzer sonuglar rapor edilmistir.

Polygonaceae familyasina ait Polygonum ve Rumex cinsleri, arazi ¢alismalarinda bal
arilarinin  ziyaret ettigi bitki gruplarindandir. Ayrica melissopalinoloji ve Illumina
bulgularimizda bu taksonlar belirlenmistir. Polygonum ve Rumex taksonu
melissopalinolojide cins diizeyinde belirlenmis olup NGS verilerinde tiir diizeyinde
tamimlanmistir. Tez kapsaminda Anzer’de arazi c¢alismalarinda toplanan Polygonum

alpinum (Acanogonon alpinum), Polygonum bistorta (Bistorta carnea) ve Rumex alpinus
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taksonlart ile ilgili Baser vd. (2022) (310) yaptiklari ¢alismada her birine ait polen
morfolojileri, IM ve SEM ile detayli bir sekilde incelenmistir. Benzer palinolojik sonuglar

elde edilmistir.

Anzer (Ballikdy)’de siklikla yayilis gosteren birgok iiyesi olan bir diger familya
Ranunculaceae’dir. Melissopalinolojik verilerde Ranunculaceae familya {iyelerine
rastlanmig fakat daha alt kategorilerde ayrim yapilamamistir. Illumina verilerinde ise bu
aileye ait bir bulguya rastlanmamustir. Arazi ¢calismalarinda toplanan bu aileye mensup ii¢
taksonun palinolojik 6zellikleri tez kapsaminda incelenmistir. Bu taksonlar, Anemone
narcissiflora Caltha palustris ve Trollius ranunculinus ‘dir. Anemone narcissiflora, Caltha
palustris taksonlarina ait palinolojik ¢aligmalar sadece PalDat’da yer almaktadir. Bu
familyaya ait taksonlardan bir diger takson olan Trollius ranunculinus’le ilgili yapilan
calismada (311) polen 6zellikleri verilmistir. Bizim ¢alismamizda da elde edilen sonuglar

literatiirle uyum iginde oldugu tespit edilmistir.

Anzer (Ballikdy)’de tiir ¢esitliligi fazla olan ve bal arilarinin siklikla ziyaret ettigi bir
diger familya Rosaceae’dir. Farkli donemlerde gergeklestirilen arazi ¢alismalarinda bu
aileye ait 9 takson toplanip teshis edilmistir. (Tablo 4.1). Rosaceae, Illumina verilerinde
farkli taksonomik seviyelerde (cins ve tiir diizeyinde) oldukc¢a fazla okuma oranina sahiptir.
Hem melissopalinolojik veriler hem de Illumina verilerinde ortak tanimlanan tek takson
Potentilla’dir. Bu takson Illumina yiiksek okuma oraniyla P. crantzii tiiriiyle eslesme
gostermistir. Ayn1 zamanda tez kapsaminda toplanip teshis edilen bu tiiriin palinolojik
ozellikleri ayrintili olarak ilk kez calisilmistir. Melissopalinolojide tiir seviyesinde bir
tanimlama yapilamamistir. Muhtemen bu tiiriin olma olasilig1 yiiksektir. Melissopalinolojide
belirlenemeyen ama Illumina da yiiksek oranda bulunan Prunus divaricata taksonuna ait
palinolojik calisma ilk kez gergeklestirilmistir. Literatlirde de bu taksona ait bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Arazi ¢alismalarinda arilarin oldukca fazla ziyaret ettigi bu ailenin
tiyelerinden Geum aleppicum, Rosa canina ve Rubus idaeus ile ilgili polen morfolojileri bu
tezde ilk kez Anzer’den toplan ornekler iizerinden ortaya konulmustur. Bununla beraber
Rosa canina Wronska-Pilarek (2015) (312) ve Rubus idaeus taksonunun ise Lechowicz vd.
(2020) (313) tarafindan palinolojik acidan galisilmis mevcut ¢aligmaya benzer sonuglar
rapor etmistir. Melissopalinolojik analiz ile Rosaceae iiyelerini daha diisiik taksonomik
diizeyde tanimlama olasiligi polen varyasyonundan dolayr odukg¢a diisilk oldugu

belirtilmektedir (314). Mevcut sonuglar bu durumu desteklemektedir. Bununla beraber bu
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tez calisma ile ortaya konan veriler daha sonra yapilacak hem melissopalinolojik hem de

NGS analizleri i¢in iyi bir altlik saglayacaktir.

Tez kapsaminda palinolojik 6zellikleri incelenen bir diger familya Rubiaceae’dir.
Arazi ¢alismalarinda farkli vejetasyon donemlerinde Galium verum taksonuna ait 6rnekler
toplanip teshis edilmistir (Tablo 4.1). iki teknikle elde edilen bulgularda bu taksona ait higbir
bireye rastlanilmamistir. Bunun nedenlerinden biri ya polen referans veri tabaninin ya da
molekiiler referans veri tabaninin eksikliginden kaynakli olabilir. Huysmans vd. (2003)
(315) yaptigi polen ¢alismasiyla kendi g¢alismamiz kiyaslandiginda benzer sonuglar

goriilmektedir.

Tez kapsaminda elde edilen melissopalinolojik verileri incelendiginde ¢ogu takson
cins ve tiir seviyesinde tayin edilememistir. Bunun nedeni referans kiitiiphanesinde yeterli
verinin olmadigin1 goéstermektedir. Bu da bize calistigimiz cografik bolgenin hem
melissopalinoloji hem de Illumina sonuglarinin dogrulugu i¢in referans veritabanlarinin ne
kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu yiizden arazide toplanan bitkilerin bal arilarinin
en ¢ok ziyaret ettigi taksonlar, her iki teknikte ortak olarak bulunan taksonlar ve literatiir
taramalar1 sonucu elde edilen veriler derlenerek polen referans veri tabani olusturma ihtiyaci
duyulmustur. Tez kapsaminda Anzer (Ballikdy)’de yayilis gosteren 64 taksonun tiir
seviyesinde palinolojik 6zellikleri ayrintili olarak ortaya konmus boylece ileride bu bolgede
tiretilen ballarda yapilacak melissopalinolojik analizlerde bu polen kiitiiphanesi 6nemli bir

boslugu dolduracaktir.

Melissopalinoloji ve Illumina sonuglari arasinda karsilastirma yapildiginda, her
teknikle elde edilen sonuglar arasinda bazi oransal farkliliklar mevcuttur. Bu farkliliklarin
olasi nedenleri arasinda incelenen numunelerden alinan miktar, orneklem sayisi,
metodolojik Onyargilar, secilen DNA barkod bolgesi, verilerin isleme sorunlari, uzman
deneyimi, referans veri tabanlarinin dogrulugu ve kapsami sayilabilir. Iki teknikte balin
baskin bilesenlerini tespit eder, ancak bazi taksonlar ve bal 6rneginde bulunan bu taksonlarin
oranlarinda farkliliklar gosterir. Bal oldukga heterojen bir dogal iiriindiir, iki yontem igin
belirlenen ornekleme stratejileri farklidir. DNA izolasyonu i¢in 50 g bal kullanilirken,
melissopalinolojik analiz i¢in aynt numuneden 10 g bal kullanilmistir. Hawkins vd. (2015)
(100) ve Ozkodk vd. (2023)’de (240) ¢alismalarinda benzer durumu ifade etmislerdir. Bir
diger neden, iki teknikteki veriler karsilastirildiginda tiir diizeyinde bir benzerlik ya da

farkliliklar1 ayrimina gidilememektedir. Benzer ¢alisma olan Hawkins vd. (2015) (100)
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bir¢ok bitkiyi mikroskopi ile aile seviyesinde tanimlarken, lllumina yontemiyle birgok farkli
bitki ailesi tiir seviyesinde tanimlanmiglar ve bu da sonuglarin farklilasmasina yol actigini
ifade ettiler. DNA yo6ntemleri daha yiiksek bir ayrim giicii sagladigini, bu nedenle sonuglarin
mikroskopi ile dogrudan karsilagtirilmanin zor oldugunu belirtmislerdir. Bazi tiirler,
ozellikle diisiik miktarlarda olanlar, karisik bir 6rnek amplifiye edildiginde gézden kagabilir
(316, 317). Bu durum, mevcut ¢alismada mikroskopi kullanilarak tek bir polen tanesinden
kaydedilen tiirlerin (Epilobium, Geranium ve Castanea sativa) DNA metabarokodlama
kullanilarak tespit edilme olasiliginin daha diisiik oldugunu gostermektedir. Amplifikasyon
ve DNA dizilemesi sirasinda olusan dizilim hatalar1 da oOrneklerin dogru bir sekilde
belirlenmesini sinirlayacaktir. Bir diger neden, metabarkodlama i¢in secilen ITS bolgesi tek
basina taksonu tanimlamak igin yeterli olmayabilir. Aslinda bir¢ok caligma 1TS2 belirteci
kullanarak birgok bitki toplulugunun referans veri tabaniyla eslestigini ortaya koymustur (7,
101, 234). Bunun yami sira polen metabarkodlama c¢aligmalari, birden fazla belirteg
kombinasyonunun, bireysel belirteclerden daha giivenilir sonucglar sagladigini rapor

etmislerdir (234, 286).

Melissopalinoloji ve Illumina teknikleri, bal o6rneklerinde bulunan polenlerin
karakterizasyonu i¢in etkili yontemlerdir (278, 318). Bu tez kapsaminda bu teknikler
kullanilarak Anzer’de iiretilen {i¢ balin bitki profilleri belirlenmeye c¢aligilmistir. Yapilan
analizler incelenen {i¢ bal 6rnegini karakterize edilen ortak bitkilerin genis bir taksonomik
yelpazeye sahip oldugunu gostermistir. Tiim bal 6rneklerinde tanimlanan 33 aileye ait 77
takson tanimlanmigtir ve her bir bal 6rneginde takson sayisi 14 ile 39 arasinda degismektedir.
Bununla beraber farkli bal orneklerinde siirekli olarak tespit edilen ortak takson sayisi
nispeten azdir. Sikga rastlanan taksonlar arasinda Astragalus, Onobrychis ve Potentilla
sayilabilir. Hawkins vd. (2015) (100) melissopalinoloji, Illumina ve 454 pirodizileme olmak
tizere ti¢ farkli teknigi kullanarak 7 bal 6rnegini karsilastirdigi ¢alismada Taraxacum

officinale, Trifolium, Rubus fruticosu basta olmak tizere 83 ortak takson tanimlamustir.

NGS tabanli polen tanimlamasmin dogrulugunu etkileyebilecek ¢esitli nedenler
bulunmaktadir (279). Ilk olarak, primer bolgelerindeki dizi polimorfizmi, bazi bitki
tirlerinin digerlerine gére daha az verimli amplifiye olmasina neden olabilir. Bagka bir
primer bolgesi kullanmak veya SNP pozisyonunda bir dejenere niikleotid igeren bir primer
tasarlamak bu sorunu kolayca ¢ozebilir. Ikinci olarak, kullanilan ITS dizisine ait verinin veri

tabaninda yeterli bulunmamasi gosterilebilir. Ornegin Anzer bolgesinde de Swertia iberica
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taksonu bulunmasina ragmen veri tabaninda bu bitkiye ait sekans olmadigi i¢in ¢alisma
kapsaminda higbir bal 6rneginde tanimlanamadi. Buna benzer sorunlar1 ¢ézmek igin, en
onemli adim c¢alisilan cografik bolgede yayilis gosteren tiirlere ait verilere referans
kiitiiphanesinde yer verilmesidir. Ugiincii olarak, ydntemimizle tespit ettigimiz DNA,
saglam polenlerden elde edilebildigi gibi, hem sitoplazmik kalintilardan hem de hiicre ¢eperi
parcalarindan gelen hasarli polenlerden kaynaklanabilir. Bundan dolayr mevcut ¢alismada
izole edilen DNA’nin yeterince saf olmamasi ve okuma sayilarinin azligina neden olabilir.
Eger sadece saglam polenden DNA elde edilmis olsaydi, nonodropta oOlgiilen DNA
miktarlart hem daha yiiksek hem de bitkilere ait olan daha saf DNA’lar elde edilebilirdi.
Dordiincti olarak, PCR sirasinda rastgelelik sonuglari etkileyebilir. Ancak, karigik amplikon
deneyimiz sonuglarin oldukca tekrarlanabilir oldugunu goéstermektedir. Son olarak, ayn
diziyi iceren okumalar, gergek tekrarlar yerine PCR tekrarlarini temsil edebilir. Bu durum
okuma sayilarinin oranini diisiirmiis olabilir. Bu sorunlar c¢oziiliirse ileride okuma

sayilarinda artisa neden olup daha fazla bitki DNA dizilerin eslesmesini saglayacaktir.

Melissopalinoloji kullanarak polen tanelerinin bir karisimdaki orani ile yeni nesil dizi
okumalarinin orani arasindaki iliskiyi, yani kantifikasyonu arastiran ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak farkli g¢alisma sistemleri ve analiz yontemlerinden elde edilen
sonuglar, ayni belirtegler kullanildiginda bile ¢eliskili olmustur (7, 72, 95, 101, 234, 318).
Keller vd. (2015) (7), ITS2 dizileme okumalarinin nispi bolluklari ile 151k mikroskobu
aracilifiyla sayilan polen tanesi bolluklar arasinda yaklagik olarak benzer oranlar bulmustur.
Buna karsilik, Richardson vd. (2015) ve Smart vd. (2017) (72, 101), mikroskop tabanl ve
ITS2 metabarkod tabanli yontemlerle tanimlanan polen tiirlerinin nispi bolluklari arasinda
giivenilir bir iligki bulamamis ve metabarkodlama ile mikroskop tabanli tanimlamalarin
karsilastirilmasinda belirli taksonlarin siirekli olarak asir1 temsil edildigini veya az temsil
edildigini belirlemistir. Benzer sekilde mevcut ¢alismada mikroskop ve NGS verilerinde
tanimlanan bazi polen taksonlarin nispi bolluklar1 arasinda giivenilir bir iligki
bulunamamastir. R katsayilar1 hesaplandiginda bazi bal 6rneklerinde Rosaceae ve Lamiaceae
familyalar1 asir1 temsil edilirken, Apiaceae, Asteraceae az temsil edilmistir. iki teknikte
tanimlanan taksonlar niteliksel olarak benzerlik gdsterse de, nicel yonden benzer oranlar
bulunamamaistir. Buradan da anlasildig iizere tek basina NGS verileriyle bir balin multifloral
mi yoksa monofloral mi olduguna karar verilemez. Bell vd. (2019) (319) gergeklestirdigi
benzer bir diger calismada kontrol altina aldiklari alanlara, tiir zenginligi, taksonomik

akrabalik ve nadirlik agisindan degisen polen karigimlari, belirte¢ olarak rbcL ve ITS2 ile

141



[Mlumina MiSeq kullanarak metabarkodlamanin niceliksel ve niteliksel saglamligini test
ettiler. Niteliksel olarak, tiir bilesimi belirlemeleri biiyiik 6l¢iide dogruluk saglamistir, ancak
yanlis pozitif ve negatif sonuglar meydana gelmistir. Negatif sonuglar barkod belirtecinden
kaynakli veya bir 6rnekte bu taksonun nadir bulunmasindan kaynaklanmis olabilir. Ancak
tir zenginligi ve taksonomik akrabalik sonuglarini etkilememistir. Yanlis pozitifler
muhtemelen kontaminasyon, kimerik diziler veya biyoinformatik sonuglardan kaynakli
ortaya ¢ikmis olabilir. Niceliksel olarak, her tiiriin dizi oran1 yalnizca goreceli bolluklar ile
zayif bir iliski goriilmistiir. Sonug¢ olarak metabarkodlamanin polen varligi/yoklugu
belirlemeleri icin biiyliik Olglide giivenilir oldugunu, ancak dizi okumalarinin polen
tanelerinin goreceli bollugunu yansitmak igin kullanilmamasi gerektigini gostermektedir.
Buradan da anlasildig1 lizere mevcut calismada metabarkodlama sonuglarimiz Ornekte
polenin var olup olmamasi konusunda giivenilir sonug verirken aslinda DNA dizilerinin

okuma sayilarindaki goreceli bolluk gercegi yansitmiyor olabilir.

Hawkins vd. (2015) (8, 100), yaptiklari benzer ¢alismada 9 bal 6rneginde iki teknigi
(melissopalinoloji ve 454 pirosekanslama) rbcL DNA barkod belirteci kullanarak
karsilastirmistir. Sonug olarak, farkli taksonomik diizeylerde dominant taksonlarda %92
uyum tespit etmislerdir. Ancak tiim taksonlar karsilastirildiginda benzerlik diizeyi daha
diisiik olup %22-45 arasinda degistigini iki teknik kullanilarak bulunan taksonlarin goreceli
bollugu arasinda ¢ok az uyum goézlemlendigini rapor etmislerdir. Mevcut ¢alismada {i¢ bal
ornegi iki teknik ITS barkod belirteci kullanilarak karsilastiriimistir. iki teknikten elde edilen
verilere gore farkli taksonomik diizeylerde taksonlar arasindaki uyum tiim bitki taksonlari
kiyaslandiginda %49 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde niceliksel olarak, her taksonun

dizi oran1 goreceli bolluklari ile zayif bir iliski tespit edilmistir.

Galimberti vd. (2014) (219) Alpler'deki korunan bir alanda (Grigna Settentrionale
Bolgesel Parki, italya) yerlestirilen kovanlar kullanilarak polen pelletleri toplanmistir. Bu
calisma kapsaminda 104 bitki tiirii sekanslanmis ve 693 bitki tiiriinden rbcL ve trnH-psbA
sekanslarini igeren bir DNA barkod referans veri tabani olusturulmustur. Bu veri tabani,
kovanlardan toplanan poleni tanimlamak i¢in kullanilmis olup molekiiler diizeyde 52 bitki
tirii tanimlanmistir. Sonuglar, rbcL'min tek basina ayni cins igindeki bitkileri ayirt
edemedigini; ancak psbA-trnH'nin polen 6rneklerinin ¢ogunu tiir seviyesinde tanimladigini
gostermistir. Tez kapsaminda Anzer bolgesinden toplanan 285 bitkinin 216’sinin farkli

taksona ait bitki oldugu belirlenmis, bu bitkilerinde igerisinde yer aldig1 ITS barkod tabanli
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referans kiitliphanesi olusturulmustur. Bu veri tabaninda GenBank’tan verisi ¢ekilmis
toplamda 1965 cicekli bitkiye ait sekans olup Anzer’den toplanan bitkilerden 156’s1 bu
kiitiiphanede yer almaktadir. Geri kalan 60 taksonun sekansi daha dnceden ¢alisilmadigi igin
veri tabaninda bulunmamaktadir. Calismada bal polenlerinin farkli taksonomik diizeylerde
tanimlanamamast muhtemelen toplamis oldugumuz o6zellikle endemik tiirlere ait
GenBank’ta sekans verisinin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu durumun 6nemi sdyle
aciklanabilir; kontrol grubu olarak, araziden toplanan Astragalus fricki diye teshis edilen
bitkinin DNA’s1 izole edilmis ve bu DNA’nin da i¢inde bulundugu bir karisimi1 [1lumina’da
dizilemesi gergeklestirilmistir. Daha sonra veri tabaniyla eslestrildiginde A. fricki tiiriiniin
GenBank’ta verisi olmadigi i¢in A. fragrans ile eslesmistir. Yani NGS veri sonuglarinda A.
fragrans olarak tanimlanan taksonun aslinda A. fricki oldugu s6ylenebilir. Bundan dolay1
calisilan bolgenin bitkilerini bilmek ve onlardan olusan veri tabanini olusturmak oldukca
onemlidir. Daha sonra yapilacak ¢aligmalarda Galimberti vd. (2014) (219) yaptiklar gibi o
bolgeden toplanan bitkilerin sekans verileri elde edilip diger ¢alismalardaki bitkilerin

sekanslariinda bulundugu referans veri tabani olusturulabilir.

Kraaijeveld vd. (2015) (318) DNA dizileme kullanarak havadaki polenin
tanimlanmasi1 ve miktarinin belirlenmesini sagladilar. Polenler, standart teknikler
kullanilarak hava ortamindan toplanmistir. Toplanan polenden DNA ekstrakte edilmis olup
kloroplast geni (trnL), PCR kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR {iriinii daha sonra yeni nesil
dizileme platformunda (Ion Torrent) dizilenmistir. Amplikon molekiilleri tek tek
dizilenerek, karigik bir 6rnekten farkli dizilerin tanimlanmasina olanak saglanmistir. Sonug
olarak, bu yontemin mevcut polen izleme tekniklerinden daha verimli ve hassas oldugunu
ve bu nedenle polen izlemenin verimliligini artirma potansiyeline sahip oldugunu
belirtmislerdir. Yontemin mikroskopik olarak ayirt edilemeyen polenleri giivenilir bir
sekilde tanimlayabildigini gostermistir. Ancak dizilemede DNA pargasimnin kisa uzunlugu
bazi taksonlar arasinda ayrim yapilmasini engellemistir. Mevcut ¢alismada kullanilan ITS2
barkod belirtecinin baz uzunlugu trnL kloroplast gen baz uzunlugu gibi kisa oldugundan
dolay1 baz1 taksonlarin tanimlanamamasinda rolii olabilir. Mevcut ¢aligmada ITS barkod
belirteci kullanilmigtir. Richardson vd., (2019) (320) gore ITS2'nin ayrigtirma giici, trnL'ye
kiyasla genellikle daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Buna ragmen bu g¢alismada
kullanilan ITS2 barkod belirtecinin baz uzunlugu trnL kloroplast geni baz uzunlugu gibi kisa
oldugundan dolay1 bazi taksonlarin tanimlanamamasinda rolii olabilir. Bundan dolay:

ballarda toplam okumalarin %74.4 familya, cins veya tiir diizeyinde karakterize
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edilebilmistir. Bu oranin artmasi i¢in daha uzun barkod belirteci segilebilir ya da birkag

barkod belirteci kombinasyonlar1 olabilir.

Keller vd. (2015) (7) yaptiklar1 bir ¢alismada, niikleer ribozomal DNA'nin oldukga
degisken ITS2 amplikonlarinin NGS yoluyla karisik polen problarini degerlendirmislerdir.
Ayrica, bu yiiksek verimli verileri analiz etmek i¢in yeni olusturulmus bir referans veri
tabani ile biyoinformatik bir is akis1 gelistirdiler. Uygulanabilirligi degerlendirmek i¢in, ayni
orneklerden elde edilen 151k mikroskobuyla yapilan klasik tanimlama sonuglarini1 dizileme
sonuglariyla karsilastirildi. Dizileme tekniginin, 151k mikroskobuna kiyasla daha fazla takson
zenginligi (daha derin siiflandirmalar ve daha fazla tanimlanan tiir) sagladig1 ve dizileme
verilerinden elde edilen nispi bolluk tahminlerinin, 151k mikroskobuyla sayilan nispi
bolluklarla anlamli bir iliskiye sahip oldugu ortaya konulmustur. Takson o6zgilligli ve
duyarliligina iliskin simiilasyon analizleri, veri tabaninda bulunan taksonlarin %96'sin1n cins
diizeyinde ve %70'inin tiir diizeyinde dogru bir sekilde tanimlanabildigini ifade ettiler. Biz
calismamizda ayni sekilde ITS1 ve ITS2 belirtegleri kullanilarak NGS yoluyla analiz edilmis
olup, referans veri tabami kullanilarak bitki taksonlar1 tanimlanmistir. Mikroskop
verilerimizle karsilastirildiginda bu ¢alismada oldugu gibi, dizileme tekniginin daha yiiksek

takson zenginligi sagladigini gérmekteyiz. Bu durum literatiirle uygunluk gostermektedir.

Bir diger benzer ¢alisma Richardson vd. (2015) (101, 234) ayni1 yi1l igerisinde iki kere
gerceklestirmis olduklar1 caligmalarinda Amerika’nin farkli eyaletlerinde arilar tarafindan
toplanan ilk once dort polen 6rneginde melissopalinoloji ve metabarkodlama verilerini
kiyaslamiglardir. Tek lokus olarak ITS2 metabarkodlama kullanilmis olup, bu verilerin
melissopalinolojiye gore daha duyarli ve cins diizeyinde ¢oziiniirliik sagladigini tespit
etmislerdir. Daha sonra yaptiklar1 diger calismada ise ribozomal lokus yaninda plastit
lokuslarin1 (rbcL ve matK) hedef alarak bal arilar1 tarafindan toplanan alti polen 6rnegini
karakterize ettiler. Bulgular, ribozomal lokusa kiyasla, plastid lokuslarindan elde edilen
metabarkodlama verilerinin, polen topluluklarinin nicel karakterizasyonu i¢in daha giivenilir
oldugunu gdostermektedir. Ayrica, polenlerin ¢ok lokuslu metabarkodlamasi, tek lokus
analizlerinden daha giivenilir oldugunu ve bu da molekiiler palinoloji i¢in optimize edilmis,
yeni barkodlar ve barkod kombinasyonlarinin kesfinin gerekliligini vurgulamislardir. Bizim
calismamizda sadece tek bir lokus hedef alindigindan dolay1 iki teknik karsilastiginda daha
az uyum saglanmis olabilir. Bundan dolayi ilerdeki ¢aligmalarda yeni barkod bolgeleriyle

kombinasyonlar gerceklestirilebilir.
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Laha vd. (2017) (4) yaptiklar1 benzer ¢alismada Hindistan'in Kuzeydogu Mizoram
bolgesinden toplanan 20 6rnekten olusan bal metagenomunu, Illumina Miseq platformunu
kullanarak dizilenmis ii¢ gen bolgesi (rbcL, matK ve ITS2) ile karsilastirmaktadir. Ayrica
mevcut ¢alismada oldugu gibi klasik palinoloji ¢alismasi da gergeklestirilmis olup ¢ogu bitki
taksonu tanimlanamamistir. Cok gen lokusu ile calismanin, tek bir lokus kullanarak
herhangi bir teknikte bulunandan daha fazla bitki tiirlinii tespit ettiklerini ifade etmislerdir.
Mevcut calismada daha fazla gen bolgesi kullanilsaydi taksonomik diizeylerde daha alt

kategorideki bitki taksonlarinin sayisinda artis olabilirdi.

Tanaka vd. (2020) (321) yaptiklar1 ¢alismada, Tokyo Koto-ku'da kentsel ariciligin
nektar kaynaklarini polen DNA metabarkodlama analizi kullanarak arastirmiglardir. Yerel
bir kentsel aricilik isletmesi tarafindan toplanan polenlerden DNA elde edilmistir. DNA
metabarkodlama analizi, kloroplast genomunun bir kismi olan rbcL bélgesinin
sekanslanmasiyla gerceklestirilmigtir. 2018 yili Mart ortasindan Ekim ortasina kadar
toplanan toplam 31 6rnek, 14 familya, 32 cins ve 8 tiirii igeren 54 operasyonel taksonomik
birim (OTU) olusturulmustur. Bes OTU tiim mevsimlerde profilde bulunurken, 38 OTU belli
mevsimlere 0zgiiydii (ilkbahar, yaz veya sonbahar). Bu nedenle, aricilik isletmesi i¢in
mevsimsel nektar kaynaklarin1 familya veya cins seviyesinde, daha az 6l¢iide ise tiir
seviyesinde ¢ikarabilmislerdir. Yontem, birgok familya ve cinsin profilini ¢ikarmay1 saglasa
da, tiir seviyesinde yapilan tespitler azdir. Mevcut ¢alismada ise, 6rnek sayisi azalmasina
ragmen bir¢ok familyanin ve cinsin yaninda ayni oranlarda tiir seviyesinde de ayrim
goriilmiistiir. Sonuglara gore {li¢ balda toplamda 28 familya, 22 cins ve 29 tiir tespit

edilmistir.

Geleneksel mikroskobik analize gére NGS yontemi kullanilarak bitki tiirleri daha
ayrintili bir sekilde tespit edilebilir. Ancak bitki familyalarindaki farkliliklarin tespiti, bu iki
yontemin bu alanda kullanimini sinirlamaktadir. Hawkins vd. (2015) (100) Boraginaceae ve
Euphorbiaceae tiyeleri igin rbcL ve trnH-psbA belirte¢lerini kullanarak tiir tespitinde
bulunmak olduk¢a zor oldugunu ortaya koymustur. Mevcut caligmada Boraginaceae
familyasina ait melissopalinolojik verilerde bir bal orneginde Myosotis polenine
rastlanirken, NGS verilerinde bu taksona ait bir tanimlama yapilamamistir. Bu nedenle,
mevcut calismada NGS analizinin, baz1 bal 6rneklerinde mikroskobik analizle tanimlanan

Boraginaceae familyasini tespit edememesinin nedenlerinden biri olabilir. Ayrica, polen
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taneleri morfoloji, boyut ve ¢eper bilesimi agisindan farklilik gosterir. Bu da farkli bitki

tiirleri icin DNA izolasyon verimliligini etkileyebilir (322).

Farkli c¢alismalarda, klasik 1sik mikroskobuna dayali tanimlama sonuglart DNA
metabarkodlama ile elde edilen her bitki tiiriiniin sonuglariyla karsilastirmistir (7, 101, 319,
320). Bu galigmalarda bazen ayn1 barkod belirtecleriyle bile tutarsiz sonuglar raporlanmustir;
bazilar1 bitki tiirlerinin dizileme okumalarinin orani ile polen taneciklerinin oran1 arasinda
pozitif bir iliski bulmustur. Ornegin, Keller vd. (2015) (7), mikroskopi kullanilarak elde
edilen polen taneciklerinin oranlarini ITS2 metabarkodlama ile elde edilen dizi okumalarinin
oranlariyla karsilastirdiginda benzer oranlar1 bulmustur. Digerleri ise her iki yontem arasinda
zayif bir korelasyon bulmustur (101). Ayrica, diger c¢alismalar birden fazla barkod
belirtecleri kullanmistir (319, 320). Ornegin, Richardson vd. (2019) (320), ITS2'yi ii¢
kloroplast isaretleyici (trnL, rbcL ve trnH) ile birlikte kullanmis ve mikroskopi polen
sayimlart ile her bitki familyasi i¢in iiretilen ortalama dizi okumalari arasinda 6nemli bir
istatistiksel iliski bulmustur. Bizim ¢alismamizda ise iki teknik arasinda ii¢ bal 6rneginde
ITS1 ve ITS2 belirtegleri kullanilarak Spearman korelasyonu yapilmis olup familya ve
taksonlar arasinda iki 6rnekte orta dogrusal bir iliski goriilmiistiir. Ayrica iki bal 6rneginde
(AB_ZT1 ve AB_ZT2) familya diizeyinde degerlendirildiginde pozitif dogrusal korelasyon
goriiliirken, takson diizeyinde negative dogrusal korelasyon goriilmektedir. Yani familya
diizeyinde iki degisken arasinda benzer familyalarda artis goriiliirken, takson diizeyinde ise
farkl taksonlarda bir dogrusal korelasyon s6z konusudur. Ancak AB_ZT3 6rneginde hem
familya hem de takson olarak degerlendirildiginde anlamli bir korelasyon goriilememistir.
Anlamli bir istatistiksel iliskinin gézlemlenmesi igin, Richardson vd. ard arda yaptig
makalelerde goriildiigii iizere daha fazla bal 6rnegi ve daha fazla DNA barkod belirtecinde
uygulanmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Ayrica, Bell vd. (2019) (319) tarafindan
yiritiilen bir ¢alismada, ITS2'nin kloroplast isaretleyici rbcL ile birlestirilmesi,
karisimlardaki polen taneciklerinin orani ile her tiir i¢in ITS2 ve rbcL dizileme okumalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gostermistir. Bu ¢alismada, mikroskopi ve
Illumina’da eslesen taksonlarin Shannon-Weiner (H’) cesitlilik indeksi ve Pielou'nun
Evenness (J’) indeksi dagilimi ayrica hesaplanmistir. Smart vd. (2017) (72) da Shannon ve
Pielou indeksleri, alt1 ¢alisma alanini karakterize etmek ve karsilastirmak icin belirlenmistir.
Bu calisma alanlarindan toplanan polenlerin cins seviyesinde karsilastirildiginda ii¢ alanin
en ylksek cesitlilige sahip oldugu, alt1 alanda yer alan bitki topluluklarmin esit dagilim

gosterdigi ortaya konulmustur. Shannon-Weiner ¢esitlilik indeksi bal igerisindeki takson
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cesitliligini ve dagilimini gosterirken, Pielou diizenlilik indeksi ise bal i¢erisinde taksonlarin
bolluklarinin ne kadar esit dagildigin1 gosterir. Yiiksek Shannon degeri yiiksek takson
cesitliligini gosterirken, diisiik Shannon degeri diisiik takson ¢esitliligi anlamina gelir; Pielou
degeri ise 0 ile 1 arasinda deger alir 1’e yakin degerler yiiksek esitlik gosterir. Bizim
calismamiz da, mikroskopi ve Illumina sonuglar ile eslesen bal 6rneklerinden Shannon-
Weiner ¢esitlilik indeksi takson diizeyinde hesaplandiginda AB ZT2 bal o6rneginde
mikroskopi ile eslesen taksonlarin gesitliliginin (2.85) en yliksek oldugu ayni zamanda
Pielou degeri 0.85 olup 1’e yakindir. Bu durum AB ZT2 bal 6rneginde taksonlarin esit
dagilim gosterdiginin kanitidir. Diger taraftan, en diisiik H' degerinin ise AB_ZT3 6rnegine
(1.19) ait oldugunu goriilmektedir. Bunun nedeni muhtemelen AB_ZT3 6rneginde dominant
miktarda Trifolium polen tanelerinin olmasindan kaynaklanmaktadir. Diger taksonlarin az
miktarda bulunmasi, Trifolium polenlerinin fazla olmasi takson bollugunun 6rnek iginde esit
dagilim gostermemesinin nedenidir. Bundan dolay1 Pielou degeri 0.45°dir. Bu da degerin
0’a yakin olup takson bollugunun esit olmadiginin gostergesidir. lllumina sonuglari ile
eslesen taksonlara bakildiginda en diisitk H' (2.00) ve J' (0.44) degerinin AB_ZT?2 6rnegine
ait oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni muhtemelen bu bal 6rnegindeki okuma sayisinin
biiyiikk ¢ogunlugunun Astragalus frickii bitkisine ait olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
caligmada Shannon ve Pielou degerlerinin her iki teknik kullanilarak yapilan analizi familya
diizeyinde de hesaplandiginda dagilimin takson diizeyindeki sonuglarla paralellik

gosterdigini gérmekteyiz.

Tablo 5.2. Bal 6rneklerinde iki teknik verilerine gore, (a,c) Shannon-Wiener Cesitlilik (H”),
ve (b,d) Pielou’nun Diizenlilik (J°) indeks sonuglari. * Grafiksel dagilimi Sekil
4.26°da verilmistir.

Cesitlilik Indeksi Diizenlilik indeksi
Kullanilan Bal
(Shannon —Weiner) (Pielou' Evenness)
teknik ornegi
Familya Takson Familya Takson

AB 7ZT1 1.82 2.09 0.76 0.77
Melissopalinoloji | AB ZT2 2.28 2.85 0.77 0.85
AB 7T3 1.00 1.19 0.42 0.45
AB 7ZT1 1.26 2.00 0.42 0.55
[lumina AB 7ZT2 1.28 1.67 0.40 0.44
AB ZT3 1.37 1.96 0.44 0.3
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Her iki teknikte, Shannon- Weiner ¢esitlilik indeksi ve Pielou'nun Evenness indeksi
verileri Tablo 5.2°de verilmistir. Bu veriler degerlendirildiginde melissopalinolojik verilerde
en fazla gesitlilik AB ZT2 bal 6rneginde ve taksonlarin en iyi homojen sekilde dagilim
gosterdigi belirtilmistir. En az cesitlilik ve en fazla diizensizlik AB ZT3 orneginde
rastlanmaktadir. Bunun nedeni AB ZT3 bal 6rneginde oldukga fazla Trifolium Grnegine
rastlanmis  olmasindan kaynaklanmaktadir. Fakat Illumina sonuglari aralarinda
degerlendirildiginde melissopalinolojik sonuglarin aksine AB ZT3 diger orneklerle esit
oranda indekse sahipken, familya diizeyinde diizensizlik de digerlerine gore daha azdir.
Buradan anlasildigi iizere melissopalinolojiye gore AB_ZT3 6rnegi igin monofloral bal ile
uyumlu iken Illumina sonuglarina gére monofloral bal ile uyumlu ¢ikmamistir. Her iki
teknikte ayrica ITS1 ve ITS2 gen lokuslar1 ayr1 ayr1 hem familya hem de takson diizeyinde
Shannon ve Pielou indeksleri hesaplanmistir. AB ZT1 ve AB_ZT2 bal 6rneklerinde ITS2,
ITS1’e gore daha iyi gesitlilik ve homojen dagilim gosterdigi Tablo 5.3°de belirtilmistir.

Tablo 5.3. Bal orneklerinde Illumina (ITS1/ITS2) ve melissopalinolojik verilerine gore,
(a,c) Shannon-Wiener Cesitlilik (H’), ve (b,d) Pielou’nun Diizenlilik (J’)
indekslerinin hesaplanmasi. * Grafiksel dagilimi Sekil 4.27°de verilmistir.

Cesitlilik indeksi Diizenlilik indeksi
Kullamilan Bal
(Shannon —Weiner) (Pielou Evenness)
teknik ornegi

Familya Takson Familya Takson

AB ZT1 1.82 2.09 0.76 0.77

Melissopalinoloji | AB ZT2 2.28 2.85 0.77 0.85

AB ZT3 1.00 1.19 0.42 0.45

AB ZT1 ITS1 0.99 1.73 0.36 0.52

AB ZT1 ITS2 2.28 2.74 0.82 0.81

AB ZT2 ITS1 0.88 1.01 0.30 0.30

Illumina

AB ZT2 ITS2 1.44 2.33 0.47 0.65

AB ZT3 ITSI1 1.35 1.96 0.43 0.53

AB ZT3 ITS2 1.22 1.31 0.45 0.42

Richardson vd. (2015) ve Smart vd. (2017) (72, 101), mikroskop tabanl ve ITS2
metabarkod tabanli yontemlerle tanimlanan polen tiirlerinin nispi bolluklar1 arasinda

giivenilir bir iligki bulamamis ve metabarkodlama ile mikroskop tabanli tanimlamalarin
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karsilagtiritlmasinda belirli taksonlarin siirekli olarak asir1 temsil edildigini veya az temsil
edildigini belirlemistir. Benzer sekilde mevcut ¢alismada mikroskop ve NGS verilerinde
tanimlanan bazi polen taksonlarin nispi bolluklar1 arasinda giivenilir bir iliski
bulunamamustir. R katsayilar1 familya diizeyinde bal 6rneklerinde hesaplandiginda bazi bal
orneklerinde Rosaceae ve Lamiaceae familyalar1 agir1 temsil edilirken, Apiaceae, Asteraceae
az temsil edilmistir. Bu sonuglarin, yalnizca ITS2 dizileme verilerinin, arilar tarafindan
toplanan orneklerdeki polenlerin goreceli bollugunun nicel 6lgiimii i¢in yeterli olmadiginm

ortaya koymuslardir.

Metabarkodlama teknigi kullanilarak balda en ¢ok bulunan mikroskopi ile tespit
edilen taksonlar familya ve cins diizeyinde 6nemli oranda dogru olarak tespit edilmistir.
Onceki ¢alismalar mikroskopi ve metabarkodlama ile tespit edilen taksonlara ait polenlerin
goreceli bollugu ile dominant taksonlar arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (72,
323). Hawkins vd. (2015)’de (100) benzer ¢alismada farkli tekniklerle tespit edilen taksonlar
arasinda farkliliklar olsa da, ballarin baskin floral bilesenlerinin her iic yOntemle
(melissopalinoloji, Illumina, 454 pirodizileme) de tespit edildigi goriilmektedir, ancak
bunlarin oranlar1 6nemli Ol¢lide farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar, her yontemin
ulastig1 ¢oziniirliik seviyelerindeki farkliliklara baglanabilir. DNA metabarkodlama ve
mikroskopi kullanilarak tiim bal 6rneklerinde %20'den fazla bollukla ortaya ¢ikan 27 takson
bulunmaktadir. Bu 27 taksondan 14" cins seviyesinde, her lic yontemle de tespit edilmistir
ve bu da %52 uyum saglamaktadir. Her iki ¢alismada taksonomik diizeylerde taksonlarin
farkli oranlarda olmasiin nedenlerinden biri kismen balin heterojen yapisit ve drnekleme
stirecinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Mevcut ¢aligmada ise her iki teknikle elde
edilen verilere gore familya diizeyinde Ortiisen takson sayis1 13°tlir. Her iki teknikte elde
edilen tiim ailelerin %38’ini olusturmaktadir. Iki teknikte cins diizeyinde &rtiisen takson
sayist 18 olup belirlenen tiim cinslerin %51’ini olusturmaktadir. Her iki ¢alismada benzer

oranlar gézlemlenmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan iki teknikle de farkli takson seviyeleri tespit
edilmistir. Mikroskop analizi kullanilarak tespit edilen bircok  takson (Campanula,
Castanea sativa, Chenepodiaceae, Cistus, Geranium, Epilobium, Myosotis ve Plantago,
Ranunculaceae) DNA metabarkodlama ile tespit edilmemistir. Bu taksonlarin bir¢ogu bal
orneklerinde tek polen tanesi tarafindan temsil edilmistir. DNA metabarkodlama ile daha

diisiik bollukta olan tiirler amplikon {iretmeyebilir. Bu nedenle NGS dizileme yaklagima,
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ornegin %1'den az bolluga sahip tiirlerin tanimlanmasi i¢in uygun degildir (316). Mevcut
calismada incelenen Orneklere ait melissopalinoloji verilerine bakildiginda AB ZT?2 bal
orneginde en ¢ok tek polen tanesi ihtiva etmektedir. Bu durum bu balda polen tanelerinin
yiiksek ¢esitlilikte oldugunu gostermektedir. Ornegin AB ZT2 balinda mikroskopi
verilerine gore, Chenepodiaceae, Epilobium, Geranium, tek bir polenle temsil edilirken,
[llumina okumalarinda bu taksonlar tespit edilememistir. Ayni sekilde hem AB_ZT1 hem
de AB_ZT2 ballarinda tek polenle temsil edilen Castanea sativa, lllumina okumalarinda yer
almamaktadir. Aslinda Anzer balinda kestane poleni bulunmamalidir. Fakat
melissopalinolojik verilere bakildiginda bazi o6rneklerde eser miktarda kestane poleni
rastlanmistir. Bu durum s0yle agiklanabilir, muhtemelen yetistirici Anzer’e ¢ikmadan 6nce
bal arilarini daha diisiik rakimli yerlerde yani kestanenin oldugu bolgelerde bulundurmussa
o zaman Anzer balinda istemesek de diisiik miktarda kestane poleni veya kestaneye ait
DNA’ya rastlanabilir. Burada 6nemli olan sonug¢larda az miktarda kestane poleniyle
karsilagmaktir. Melissopalinolojide tanimlanan bu taksonun Anzer bal Orneklerinde
olmamasi gerekir. Bulunma nedenlerinden biri iiretici bal kovanlarini Anzer disinda bir
bolgeye yerlestirmis olabilir. AB_ZT3 balinda Papaver, tek bir polen tanesi ile temsil
edilirken, lllumina verilerine gore bu taksona ait okuma bulunmamaktadir. Her ne kadar hem
DNA metabarkodlama hem de melissopalinoji sinirlamalara sahip olsa da, her ikisi de balin
cicek kompozisyonunu anlamada kullanigh araglardir. DNA metabarkodlama daha fazla
miktarda balin incelenebilmesine imkan vermesi, yiiksek diizeyde taksonomik uzmanligi
gerektirmemesi, bir kez optimize edildiginde, teknigin ¢ok hizli bir sekilde bir¢ok 6rnegin
tanimlanmasina izin vermesi bakimindan 6nemli bir avantajdir. Ancak polen miktari tahmini
icin ve balda diisiik seviyelerde poleni bulunan taksonlar1 belirlemeye uygun bir yontem
degildir. Melissopalinolojik verilerde tek polenle temsil edilen taksonlar (Castanea sativa,

Chenepodiaceae, Epilobium, Geranium) NGS verilerinde tanimlanamamustir.

Tez kapsaminda tiim taksonomik seviyelerde DNA dizilimi teknigi ile 151k
mikroskobuna gore daha fazla takson tayin edilmistir. Tayin edilen taksonlarin ortalama
sayisindaki en biiyiik fark tiir seviyesinde tespit edilmistir. Incelenen ii¢ bal érneginde iki
teknik karsilagtirildiginda melissopalinoloji de familya seviyesinde kalan birgok takson
metabarkodlama da tiir seviyesine kadar belirlenmistir. Ornegin AB_ZT1 balinda
melissopalinaloji de Apiaceae olarak tanimlanan polen taneleri Illumina sonuglarinda
Eryngium giganteum olarak tespit edilmistir. Ayn1 sekilde melissopalinoloji de Asteraceae

familyasina ait sadece cins seviyesinde Artemisia poleni tanimlanirken, Illumina
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okumalarinda Artemisia, Helianthus tuberosus, Taraxacum bessarabicum cins ve tiir
seviyesine kadar belirlenmistir. AB_ZT2 ve AB_ZT3 6rneklerinde ise melissopalinoloji de
Lamiaceae polenleri ayrilamazken, Illumina okumalarinda Mentha longifolia, Salvia
verticillata, Teucrium chamaedrys tiir seviyesinde ayrilmistir. Ayrica melissopalinoloji de
AB ZT3 orneginde baskin sekilde Trifolium’a ait polen taneleri yer alirken, Illumina
verilerine gére ayni cinsin okuma sayisi olduke¢a distiktiir. Smart vd. (2017) (72) yaptig
calismada bu durumu destekler veriler raporlamistir. Bu tez kapsaminda mikroskop ve
metabarkodlama yontemlerle tanimlanan polen tiirlerinin nispi bolluklari arasinda giivenilir
bir iligki bulamamistir. Melissopalinoloji verilerine gére, AB_ZT1’de en baskin polen sayis1
Campanula, AB ZT2 ve AB_ZT3’te Trifolium’dur. Fakat AB_ZT3’te Trifolium bulunma
orani % 74’tiir. Louveaux vd. (1978) (131) balin % 45'ten fazlasi bir tiirden polen igeriyorsa,
ballar1 monofloral olarak siniflandirmistir. Bu durum AB_ZT3’te balinin multifloral bali
olmadiginin bir gostergesidir. NGS verilerine géore AB ZT1’de en ¢ok okuma sayisi,
Potentilla crantzii, AB_ZT2’de ise Astragalus frickii ve AB_ZT3 6rneginde ise Juglans
regia ve Prunus divaricata’dir. Cogu takson her iki teknikte benzerlik gostermesine ragmen

bulunma oranlarinda farklilik bulunmaktadir.

Smart vd. (2017)’de (74) yaptiklar1 benzer bir ¢alismada yogun bitki ¢esitliliginin
oldugu tarimsal bir alana iiretilen bal aris1 kolonilerinden toplanan 6rneklerinin mikroskopi
ve DNA dizileme tekniklerinden elde edilen polen tanimlama sonuglariyla karsilastirmisglar.
Tiim taksonomik seviyelerde, DNA dizisinin daha fazla sayida taksonu ayirt edebildigini ve
ozellikle nadiren tespit edilen tiirlerin tanimlanmasi i¢in yararl oldugunu gostermislerdir.
Fakat mikroskopi ile tanimlanan taksonlarin azlig1 nedeniyle, iki teknigi karsilastirma i¢in
verileri ayni taksonomik seviyeye (cins seviyesinde 82 takson) indirgediler. Yine de,
teknikler arasinda anlamli bir korelasyon gézlemlenememistir. Bununla birlikte, sonuglari
tek bir taksonomik sirada karsilastirmak, taksonominin hiyerarsik dogasina pek uygun
degildir. Yani, belirli taksonlar i¢cin yontemler arasindaki belirgin uyumsuzluk, aslinda bir
polen kaynaginin tespit edilmemesinden ziyade nispi ¢Oziiniirliikten kaynaklanabilir.
Ornegin, mikroskopi ile bulunan ancak dizileme ile tespit edilmeyen dért cins (Astragalus,
Lathyrus, Phaseolus, Vicia), aslinda dizileme ile yaygin olarak atanan Fabaceae familyasi
i¢indedir. Mevcut calismada benzer durumlar s6z konusudur. Ornegin NGS verilerinde cins
(Heracleum) ve tiir (Eryngium giganteum) seviyesinde tespit edilen taksonlar, aslinda
mikroskopide yaygin olarak bulunan Apiaceae familyasi {iyelerinden olabilir. Bir baska

ornek, NGS verilerinde Rosaceae familyas1 farkli taksonomik seviyelerde ayrilmistir.
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Melissopalinolojik verilerde Rosaceae’ye ait polen taneleri daha alt taksonomik diizeylere
tanimlanamamigtir. Ayrica Spearman korelasyonu sonuglarina gore hem familya hem takson
diizeyinde iki 6rnekte orta diizeyde dogrusal korelasyon goriilmesine ragmen genel anlamda

anlamli bir korelasyon bulunmamaktadir.

Tespit edilen taksonlar arasindaki farkliliklar, hem DNA metabarkodlama hem de
mikroskopik analizdeki belirsizlikleri yansitir. Hawkins (2015) (8) calismasinda bazi
familyalar, Ornegin Asteraceae ve Rosaceae DNA  metabarkodlamada ile
melissopalinolojiye kiyasla daha yiiksek bir ¢oziiniirliik sundugunu, diger bazi familyalar
ornegin Asparagaceae, DNA metabarkodlama ile bu gruplardaki tiirleri tespit etme
yeteneginin daha diisiik oldugunu ifade etmistir. Bu yiizden mevcut ¢alismada Illumina
sonuclarinda Asteraceae, Lamiaceae, Rosaceae familyalar1 mikroskobiye gore daha iyi
ayrim vermistir. Ayrica Fabaceae familyasi hem mikroskopi de hem de Illumina da cins ve
tiir seviyesinde en iyi ayrimi yapmistir. Hem melissopalinolojik verilerde hem de Illumina
verilerinde Brassicaceae, ve Poaceae familya diizeyinde belirlenmis olup, daha diisiik

taksonomik seviyelerde tanimlama tespit edilememistir.

Bu tezde mikroskopi iyi ayrim vermemesine ragmen lllumina da en yiiksek ayrimi
Rosaceae familyasinda tespit edilmistir. Mikroskopi verilerine gére AB ZT1 6rneginde
familya seviyesinde iken, AB ZT2 ve AB_ZT3 o6rneklerinde ise sadece Potentilla cins
seviyesine kadar belirlenmistir. Illumina verilerinde ise Rosaceae familyasi, AB ZT1
orneginde Cotoneaster, Crataegus, Potentilla crantzii ve Prunus domestica tiir ve cins
seviyesinde, AB ZT2 ve AB_ZT3 o6rneklerinde ise Cotoneaster, Crataegus, Potentilla
crantzii, Prunus divaricata, Prunus domestica ve Sorbus aucuparia tiir ve cins seviyelerine

kadar belirlenmistir.

Biitiin bunlara ragmen balin, bitki kompozisyonunu karakterize etmek i¢in kullanilan
melissopalinoloji ydntemi de baz1 sinirlamalara sahiptir. Ornegin Poaceae ailesindeki polen
morfolojisinde farkliliklarin olmamasi nedeniyle yalnizca familya diizeyine kadar taninabilir
(219, 318). Mevcut calismada da hem mikroskopi hem de Illumina sonuglarina gore Poaceae

ve Brassicaceae familyalar1 alt taksonomik seviyelerde tespit edilememistir.

Iki teknikteki veriler karsilastirildiginda bal &rneklerindeki ortak familyalarm sayisi
13’tiir. Bu da biitiin ballarda belitrlenen familyalarin %38’ini olusturmaktadir. Ozkdk vd.
2023’te (240) yaptiklari calismada Tiirkiye'nin farkli cografik bolgelerinden birkag bal harig

monofloral bal drneklerine rbcL ve trnH-psbA plastid barkod belirtecleri kullanarak iki
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teknigi (mellisopalinoloji ve Ion Torrent) karsilastirilmistir. Bu bal 6rneklerinden ii¢li Rize-
Anzer balina aittir. Elde edilen sonuglar familya diizeyinde degerlendirilmis olup, her iki
teknikte ortak bulduklar1 familya sayisi 18’dir. Anzer ballarinda ortak belirledikleri
familyalarin oran1 %10 dur. Mevcut ¢alisma ile ortiisen bu familyalar sirasiyla Apiaceae,
Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Ericaceae, Fabaceae, Fagaceae, Lamiaceae,
Poaceae ve Rosaceae’dir. Mevcut calisma sadece birkag bal 6rnegine dayanmasina ragmen,
sonuglar yerel bitki tiirlerini bal 6rneginde tespit edilenlerle karsilastirarak balin sahtekarlik
veya yanlis etiketlenmesini tespit etme potansiyelini desteklemektedir. DNA barkodlama,
tiretim ve dagitimin farkli agsamalarinda balin izlenebilirligi i¢in giivenilir bir ara¢ olarak
islev gorebilir (139). Ayrica polen tanelerinin cografik kokeni, balin ticari degerinin
degerlendirilmesinde 6nemlidir (324). Bal arilarinin ziyaret ettigi bitkilerin belirlenmesi,
aricilarin tirlinlerinin kalitesini degerlendirmek ve tiiketicilerin {iriin glivenligini saglamak
acisindan onemlidir. Tiiketiciler, gida etiketlemesinin {riiniin gergcek kimligini dogru bir
sekilde yansitmasini beklerler. Gida hilesi, tiiketicileri ve gida tiretimi ve dagitimiyla ilgili
tiim taraflar1 etkileyen yaygin bir ekonomik dolandiricilik bigimidir (325). Yanlis etiketleme
ve gida hilesi, deniz iiriinleri, et ve kiimes hayvani tiirevleri, baharatlar, kahve, peynir (326)
ve bal dahil olmak flizere tiim ana gida kategorilerinde temel bir sorundur. Gida
emtialarindaki hileyi tespit etmek i¢in ¢esitli analitik teknikler mevcuttur. NGS, bal gibi son
derece karmasik gidalar i¢in diizenleyici uyumu ve itibar1 korumayi saglamak amaciyla

degerli bir teknoloji olarak 6ne ¢ikmaktadir (327).

Diinyaca {inlii 6zel ¢igek ballarindan biri olan Anzer Bali, igerisinde herhangi bir gida
bileseni, gida katki maddesi veya baska bal dis1 herhangi bir madde olmamasiyla degerli
organik bir tiriindiir. Saglik agisindan faydalar1 ve pek ¢ok biyolojik dzellikleri nedeni ile
ticari sahtekarliga yatkindir. Hem {ireticiler hem de tiiketiciler i¢in balin gergekligi ve
kokeninin garanti altina alinmasi 6nemlidir. Bu amagla, {irlinlin dogru botanik tanimlamasi

icin geleneksel melissopalinolojik analiz, DNA metabarkodlama ile desteklenebilir.

153



©w

6. KAYNAKLAR

Bell KL, De Vere N, Keller A, Richardson RT, Gous A, Burgess KS, Brosi BJ (2016).
Pollen DNA barcoding: current applications and future prospects. Genome 59: 629—
640.

Soares S, Amaral JS, Oliveira MBPP, Mafra | (2015). Improving DNA isolation from
honey for the botanical origin identification. Food Control 48: 130-136.

Balkanska R, Stefanova K, Stoikova-Grigorova R, Ignatova M (2020). A preliminary
assessment of trnH-psbA as DNA barcode for botanical identification of polyfloral
honey samples and comparison with rbcL marker. Bulgarian Journal of Agricultural
Science 26: 238-242.

Laha RC, De Mandal S, Ralte L, Ralte L, Kumar NS, Gurusubramanian G, Satishkumar
R, Mugasimangalam R, Kuravadi NA (2017). Meta-barcoding in combination with
palynological inference is a potent diagnostic marker for honey floral composition.
AMB EXxpress 7.

Rize Il Tarim ve Orman Miidiirliigii (2019). Anzer Bali Tiirkiye: Tiirk Patent.

Ulusoy E, Kolayli S, Sarikaya AO (2010). Antioxidant and Antimicrobial Activity of
Different Floral Origin Honeys from Tiirkiye. Journal of Food Biochemistry 34: 321—
335.

Keller A, Danner N, Grimmer G, Ankenbrand M, von der Ohe K, von der Ohe W, Rost
S, Hiartel S, Steffan-Dewenter | (2015). Evaluating multiplexed next-generation
sequencing as a method in palynology for mixed pollen samples. Plant Biology 17:
558-566.

Hawkins J (2015). Investigating Antibacterial Plant-Derived Compounds from Natural
Honey Cardiff: Cardiff University.

Zumla A (1989). Honey-a remedy rediscovered. Journal of The Royal Society of
Medicine 82: 384-385.

10. Allsop KA, Miller JB (1996). Honey revisited: a reappraisal of honey in pre-industrial

diets. British Journal of Nutrition 75: 513-520.

11. Breeze TD, Bailey AP, Balcombe KG, Potts SG (2011). Pollination services in the UK:

How important are honeybees? Agriculture, Ecosystems & Environment 142: 137-143.

154



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Geng F, Aksakal V, Goktas B, Cengiz MM, Memis S, Korucuk S, Erdogan U, Erdogan
Y, Yilmaz YY (2020). Tiirkiye’de ve Diinya’da Aricilik Faaliyetlerinin Ekonomisi.
Aricilik Uzerine Bilimsel Arastirmalar Ankara: Iksad Publications, pp 173—200.

Burucu Volkan (2022). Uriin Raporu Aricilik 2022 Ankara.
TUIK (2021). Tiirkiye Istatistik Kurumu.
Orman Genel Miidiirliigii (2022). Bal Ormani Eylem Plan1 (2018-2023) Ankara.

FAO (2010). Codex Alimentarius. Available at: https://www.fao.org/fao-who-

codexalimentarius/meetings/archives/en/?y=2010. [Accessed: 6 September 2023].

Tewari J, Irudayaraj J (2004). Quantification of Saccharides in Multiple Floral Honeys
Using Fourier Transform Infrared Microattenuated Total Reflectance Spectroscopy.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 52: 3237-3243.

Anklam E (1998). A review of the analytical methods to determine the geographical and

botanical origin of honey. Food Chemistry 63: 549-562.

Kaskoniene V, Venskutonis PR (2010). Floral Markers in Honey of Various Botanical
and Geographic Origins: A Review. Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety 9: 620-634.

Won SR, Li CY, Kim JW, Rhee HI (2009). Immunological characterization of honey
major protein and its application. Food Chemistry 113: 1334-1338.

Weston RJ (2000). The contribution of catalase and other natural products to the

antibacterial activity of honey: a review. Food Chemistry 71: 235-239.

Bucekova M, Valachova I, Kohutova L, Prochazka E, Klaudiny J, Majtan J (2014).
Honeybee glucose oxidase - Its expression in honeybee workers and comparative
analyses of its content and H202-mediated antibacterial activity in natural honeys.
Naturwissenschaften 101: 661-670.

Rampim L, Fey R, Do M, Lana C, Vinicius M, Sarto M, Rosset JS, Luiz Piva A,
Mezzalira EJ, Koppo J (2014). African Journal of Agricultural Research Phosphorus

and potassium fertilization in culture of soybean plants in the Oxisol 9: 1461-1466.

Manyi-Loh CE, Ndip RN, Clarke AM (2011). Volatile Compounds in Honey: A Review

on Their Involvement in Aroma, Botanical Origin Determination and Potential

155



25.

26

27

28

29

30

31

32

33

Biomedical Activities. International Journal of Molecular Sciences 2011, Vol 12, Pages
9514-9532 12: 9514-9532.

Jerkovi¢ I, Masteli¢ J, Marijanovi¢ Z (2006). A Variety of Volatile Compounds as
Markers in Unifloral Honey from Dalmatian Sage (Salvia officinalis L.). Chemistry &
Biodiversity 3: 1307-1316.

. Jerkovic I, Marijanovic Z, Staver MM (2011). Screening of Natural Organic Volatiles
from Prunus mahaleb L. Honey: Coumarin and VVomifoliol as Nonspecific Biomarkers.
Molecules 16: 2507-2518.

. Castro-Vazquez L, Diaz-Maroto MC, Gonzalez-Vifias MA, De La Fuente E, Pérez-
Coello MS (2008). Influence of storage conditions on chemical composition and
sensory properties of citrus honey. Journal of Agricultural and Food Chemistry 56:
1999-2006.

. Dong R, Zheng Y, Xu B (2013). Phenolic Profiles and Antioxidant Capacities of Chinese
Unifloral Honeys from Different Botanical and Geographical Sources. Food and

Bioprocess Technology 6: 762—770.

. Pyrzynska K, Biesaga M (2009). Analysis of phenolic acids and flavonoids in honey.
TrAC Trends in Analytical Chemistry 28: 893-902.

.Cai Y, Luo Q, Sun M, Corke H (2004). Antioxidant activity and phenolic compounds of
112 traditional Chinese medicinal plants associated with anticancer. Life Sciences 74:
2157-2184.

. Pinho E, Ferreira ICFR, Barros L, Carvalho AM, Soares G, Henriques M (2014).
Antibacterial potential of northeastern portugal wild plant extracts and respective
phenolic compounds. BioMed Research International 2014: 8.

. Lin LZ, Harnly JM (2007). A Screening Method for the Identification of Glycosylated
Flavonoids and Other Phenolic Compounds Using a Standard Analytical Approach for
All Plant Materials. Journal of Agricultural and Food Chemistry 55: 1084-1096.

. Dixon RA, Pasinetti GM (2010). Flavonoids and Isoflavonoids: From Plant Biology to
Agriculture and Neuroscience. Plant Physiology 154: 453-457.

156



34. Cherchi A, Spanedda L, Tuberoso C, Cabras P (1994). Solid-phase extraction and high-
performance liquid chromatographic determination of organic acids in honey. Journal
of Chromatography A 669: 59-64.

35. Assia A, Ali L (2015). Enzymes activities, hydroxymethylfurfural content and pollen
spectrum of some Algerian honey. African Journal of Agricultural Research 10: 613—
621.

36. Erbilir F, Erdogrul O (2005). Determination of heavy metals in honey in Kahramanmaras
City, Turkey. Environmental Monitoring and Assessment 109: 181-187.

37. Bang LM, Buntting C, Molan P (2004). The Effect of Dilution on the Rate of Hydrogen
Peroxide Production in Honey and Its Implications for Wound Healing. The Journal of
Alternative & Complementary Medicine 9: 267-273.

38. Kwakman PHS, Zaat SAJ (2012). Antibacterial components of honey. IUBMB Life 64:
48-55.

39. White JW, Subers MH, Schepartz Al (1963). The identification of inhibine, the
antibacterial factor in honey, as hydrogen peroxide and its origin in a honey glucose-
oxidase system. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Specialized Section on

Enzymological Subjects 73: 57—70.

40. Bogdanov S (1997). Nature and Origin of the Antibacterial Substances in Honey. LWT
- Food Science and Technology 30: 748-753.

41. Kwakman PHS, te Velde AA, de Boer L, Vandenbroucke-Grauls CMJE, Zaat SAJ
(2011). Two Major Medicinal Honeys Have Different Mechanisms of Bactericidal
Activity. PLOS ONE 6: e17709.

42. Brudzynski K, Abubaker K, St-Martin L, Castle A (2011). Re-examining the role of
hydrogen peroxide in bacteriostatic and bactericidal activities of honey. Frontiers in
Microbiology 2: 213.

43. Majtan J, Klaudiny J, Bohova J, Kohutova L, Dzurova M, Sediva M, Bartosova M,
Majtan V (2012). Methylglyoxal-induced modifications of significant honeybee
proteinous components in manuka honey: Possible therapeutic implications. Fitoterapia
83: 671-677.

157



44. Stephen A (2014). Pollen-A microscopic wonder of plant kingdom. International Journal
of Advanced Research in Biological Sciences 1: 45-62.

45. Janzen DH (1983). Seed and pollen dispersal by animals: convergence in the ecology of
contamination and sloppy harvest. Biological Journal of the Linnean Society 20: 103—
113.

46. Kshirsagar Sanjay R (2020). Role of pollen morphology in taxonomy and detection of
adulterations in crud drugs. Journal of Plant Science and Phytopathology 4: 024-027.

47. Morais M, Moreira L, Feas X, Estevinho LM (2011). Honeybee-collected pollen from
five Portuguese Natural Parks: Palynological origin, phenolic content, antioxidant
properties and antimicrobial activity. Food and Chemical Toxicology 49: 1096-1101.

48. Taha EKA (2015). Chemical composition and amounts of mineral elements in honeybee-
collected pollen in relation to botanical origin. Journal of Apicultural Science 59: 75—
81.

49. Komosinska-vassev K, Olczyk P, Ka J, Mencner L, Olczyk K (2015). Bee Pollen:
Chemical Composition and Therapeutic Application. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine 2015: 6.

50. Campos MGR, Bogdanov S, de Almeida-Muradian LB, Szczesna T, Mancebo Y,
Frigerio C, Ferreira F (2015). Pollen composition and standardisation of analytical
methods. Journal of Apicultural Research 47: 154-161.

51. LiQQ, Wang K, Marcucci MC, Sawaya ACHF, Hu L, Xue XF, Wu LM, Hu FL (2018).
Nutrient-rich bee pollen: A treasure trove of active natural metabolites. Journal of
Functional Foods 49: 472—-484.

52. Pascoal A, Rodrigues S, Teixeira A, Feas X, Estevinho LM (2014). Biological activities
of commercial bee pollens: Antimicrobial, antimutagenic, antioxidant and anti-

inflammatory. Food and Chemical Toxicology 63: 233-239.

53. Viuda-Martos M, Ruiz-Navajas Y, Fernandez-Lopez J, Pérez-Alvarez JA (2008).
Functional Properties of Honey, Propolis, and Royal Jelly. Journal of Food Science 73:
R117-R124.

158



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Kalogeropoulos N, Konteles SJ, Troullidou E, Mourtzinos I, Karathanos VT (2009).
Chemical composition, antioxidant activity and antimicrobial properties of propolis

extracts from Greece and Cyprus. Food Chemistry 116: 452-461.

Miiller MB, Kunz N, Kammerer DR (2013). Phenolic compounds as marker
compounds for botanical origin determination of German propolis samples based on
TLC and TLC-MS. Article in Journal of Applied Botany and Food Quality 86.

Gardana C, Scaglianti M, Pietta P, Simonetti P (2007). Analysis of the polyphenolic
fraction of propolis from different sources by liquid chromatography—tandem mass

spectrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 45: 390—399.

National Honey Board (2023). Honey Varietals. National Honey Board. Available at:

https://www.honey.com/about-honey/honey-varietals. [Accessed: 8 September 2023].

Devillers J, Morlot M, Pham-Delégue MH, Doré JC (2004). Classification of
monofloral honeys based on their quality control data. Food Chemistry 86: 305-312.

Kek SP, Chin NL, Tan SW, Yusof YA, Chua LS (2017). Classification of Honey from
Its Bee Origin via Chemical Profiles and Mineral Content. Food Analytical Methods
10: 19-30.

Sanz S, Perez C, Herrera A, Sanz M, Juan T (1995). Application of a statistical approach
to the classification of honey by geographic origin. Journal of the Science of Food and
Agriculture 69: 135-140.

Kleijn D, Winfree R, Bartomeus I, Carvalheiro LG, Henry M, lIsaacs R, Klein AM,
Kremen C, M’Gonigle LK (2015). Delivery of crop pollination services is an
insufficient argument for wild pollinator conservation. Nature Communications 2015
6:16:1-9.

Hoshiba H, Sasaki M (2008). Perspectives of multi-modal contribution of honeybee

resources to our life. Entomological Research 38: S15-S21.

Potts SG, Biesmeijer JC, Kremen C, Neumann P, Schweiger O, Kunin WE (2010).
Global pollinator declines: trends, impacts and drivers. Trends in Ecology & Evolution
25: 345-353.

Wright GA, Nicolson SW, Shafir S (2018). Nutritional Physiology and Ecology of
Honey Bees. Annual Review of Entomology 63: 327-344.

159



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Vaudo AD, Tooker JF, Grozinger CM, Patch HM (2015). Bee nutrition and floral
resource restoration. Current Opinion in Insect Science 10: 133-141.

Waller GD (1972). Evaluating Responses of Honey Bees to Sugar Solutions Using an
Artificial-Flower Feeder. Annals of the Entomological Society of America 65: 857—
862.

Wykes GR (1952). The Preferences of Honeybees for Solutions of Various Sugars
Which Occur in Nectar. Journal of Experimental Biology 29: 511-519.

Clarke D, Morley E, Robert D (2017). The bee, the flower, and the electric field: electric
ecology and aerial electroreception. Journal of Comparative Physiology A 203: 737—
748.

Di Pasquale G, Salignon M, Le Conte Y, Belzunces LP, Decourtye A, Kretzschmar A,
Suchail S, Brunet JL, Alaux C (2013). Influence of Pollen Nutrition on Honey Bee
Health: Do Pollen Quality and Diversity Matter? PLOS ONE 8.

Kleijn D, Raemakers 1 (2008). A Retrospective Analysis of Pollen Host Plant Use by
Stable and Declining Bumble Bee Species. Ecology 89: 1811-1823.

Requier F, Odoux JF, Tamic T, Moreau N, Henry M, Decourtye A, Bretagnolle V
(2015). Honey bee diet in intensive farmland habitats reveals an unexpectedly high
flower richness and a major role of weeds. Ecological Applications 25: 881-890.

Smart MD, Cornman RS, lwanowicz DD, McDermott-Kubeczko M, Pettis JS, Spivak
MS, Otto CRV (2017). A Comparison of Honey Bee-Collected Pollen From Working
Agricultural Lands Using Light Microscopy and ITS Metabarcoding. Environmental
Entomology 46: 38—49.

Goulson D, Lye GC, Darvill B (2008). Diet breadth, coexistence and rarity in
bumblebees. Biodiversity and Conservation 17: 3269-3288.

Hanley ME, Awbi AJ, Franco M (2014). Going native? Flower use by bumblebees in
English urban gardens. Annals of Botany 113: 799-806.

Klecka J, Hadrava J, Biella P, Akter A (2018). Flower visitation by hoverflies (Diptera:
Syrphidae) in a temperate plant-pollinator network. PeerJ 2018: e6025.

160



76

77

78

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

. Sutherland JP, Sullivan MS, Poppy GM (1999). The influence of floral character on the

foraging behaviour of the hoverfly, Episyrphus balteatus. Entomologia Experimentalis
et Applicata 93: 157-164.

. Heinrich B (1976). The Foraging Specializations of Individual Bumblebees. Ecological

Monographs 46: 105-128.

. Osborne JL, Clark SJ, Morris RJ, Williams IH, Riley JR, Smith AD, Reynolds DR,

Edwards AS (1999). A landscape-scale study of bumble bee foraging range and
constancy, using harmonic radar. Journal of Applied Ecology 36: 519-533.

Balfour NJ, Fensome KA, Samuelson EEW, Ratnieks FLW (2015). Following the
dance: Ground survey of flowers and flower-visiting insects in a summer foraging
hotspot identified via honey bee waggle dance decoding. Agriculture, Ecosystems &
Environment 213: 265-271.

Seeley TD (1995). The Wisdom of the Hive. Harvard University Press. Cambridge,
Massachusetts, London, England.

Seeley TD, Towne WF (1992). Tactics of dance choice in honey bees: do foragers

compare dances? Behavioral Ecology and Sociobiology 30: 59-69.

Schiirch R, Couvillon MJ, Burns DDR, Tasman K, Waxman D, Ratnieks FLW (2013).
Incorporating variability in honey bee waggle dance decoding improves the mapping
of communicated resource locations. Journal of Comparative Physiology A:
Neuroethology, Sensory, Neural, and Behavioral Physiology 199: 1143-1152.

Couvillon MJ, Ratnieks FLW (2015). Environmental consultancy: Dancing bee

bioindicators to evaluate landscape “health.” Frontiers in Ecology and Evolution 3: 44.

Riley JR, Greggers U, Smith AD, Reynolds DR, Menzel R (2005). The flight paths of
honeybees recruited by the waggle dance. Nature 435: 205-207.

Capaldi EA, Smith AD, Osborne JL, Fahrbach SE, Farris SM, Reynolds DR, Edwards
AS, Martin A, Robinson GE, Poppy GM (2000). Ontogeny of orientation flight in the
honeybee revealed by harmonic radar. Nature 2000 403:6769 403: 537-540.

Beekman M, Ratnieks FLW (2000). Long-range foraging by the honey-bee, Apis
mellifera L. Functional Ecology 14: 490-496.

161



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Visscher PK, Seeley TD (1982). Foraging Strategy of Honeybee Colonies in a
Temperate Deciduous Forest. Ecology 63: 1790-1801.

Couvillon MJ, Schiirch R, Ratnieks FLW (2014). Waggle dance distances as integrative

indicators of seasonal foraging challenges. PLoS ONE 9.

Hass AL, Liese B, Heong KL, Settele J, Tscharntke T, Westphal C (2018). Plant-
pollinator interactions and bee functional diversity are driven by agroforests in rice-

dominated landscapes. Agriculture, Ecosystems & Environment 253: 140-147.

Ornai A, Ne’eman G, Keasar T (2020). Management of forest fire buffer zones:
Implications for flowering plants and bees. Forest Ecology and Management 473:
118310.

Kieliszek M, Piwowarek K, Kot AM, Blazejak S, Chlebowska-Smigiel A, Wolska I
(2018). Pollen and bee bread as new health-oriented products: A review. Trends in Food
Science & Technology 71: 170-180.

de Manincor N, Hautekéete N, Mazoyer C, Moreau P, Piquot Y, Schatz B, Schmitt E,
Zélazny M, Massol F (2020). How biased is our perception of plant-pollinator
networks? A comparison of visit- and pollen-based representations of the same
networks. Acta Oecologica 105: 103551.

Galliot JN, Brunel D, Bérard A, Chauveau A, Blanchetéte A, Lanore L, Farruggia A
(2017). Investigating a flower-insect forager network in a mountain grassland

community using pollen DNA barcoding. Journal of Insect Conservation 21: 827-837.

Pornon A, Andalo C, Burrus M, Escaravage N (2017). DNA metabarcoding data
unveils invisible pollination networks. Scientific Reports 7: 1-11.

Pornon A, Escaravage N, Burrus M, Holota H, Khimoun A, Mariette J, Pellizzari C,
Iribar A, Etienne R, Taberlet (2016). Using metabarcoding to reveal and quantify plant-

pollinator interactions. Scientific Reports 6: 1-12.

Wilson EE, Sidhu CS, Levan KE, Holway DA (2010). Pollen foraging behaviour of
solitary Hawaiian bees revealed through molecular pollen analysis. Molecular Ecology
19: 4823-48209.

Zhao YH, Lazaro A, Ren ZX, Zhou W, Li HD, Tao Z Bin, Xu K, Wu ZK, Wolfe LM,
Li DZ (2019). The topological differences between visitation and pollen transport

162



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

networks: a comparison in species rich communities of the Himalaya—Hengduan
Mountains. Oikos 128: 551-562.

Pornon A, Baksay S, Escaravage N, Burrus M, Andalo C (2019). Pollinator
specialization increases with a decrease in a mass-flowering plant in networks inferred
from DNA metabarcoding. Ecology and Evolution 9: 13650-13662.

Macgregor CJ, Kitson JJN, Fox R, Hahn C, Lunt DH, Pocock MJO, Evans DM (2019).
Construction, validation, and application of nocturnal pollen transport networks in an
agro-ecosystem: a comparison using light microscopy and DNA metabarcoding.

Ecological Entomology 44: 17-29.

Hawkins J, De Vere N, Griffith A, Ford CR, Allainguillaume J, Hegarty MJ, Baillie L,
Adams-Groom B (2015). Using DNA Metabarcoding to Identify the Floral
Composition of Honey: A New Tool for Investigating Honey Bee Foraging
Preferences. PLOS ONE 10: e0134735.

Richardson RT, Lin C-H, Sponsler DB, Quijia JO, Goodell K, Johnson RM (2015).
Application of ITS2 metabarcoding to determine the provenance of pollen collected by

honey bees in an agroecosystem. Applications in Plant Sciences 3: 1400066.

Bell KL, Loeffler VM, Brosi BJ (2017). An rbcL reference library to aid in the
identification of plant species mixtures by DNA metabarcoding. Applications in Plant
Sciences 5: 1600110.

Sickel W, Ankenbrand MJ, Grimmer G, Holzschuh A, Hartel S, Lanzen J, Steffan-
Dewenter I, Keller A (2015). Increased efficiency in identifying mixed pollen samples

by meta-barcoding with a dual-indexing approach. BMC Ecology 15: 1-9.

Deagle BE, Thomas AC, Mclnnes JC, Clarke LJ, Vesterinen EJ, Clare EL, Kartzinel
TR, Eveson JP (2019). Counting with DNA in metabarcoding studies: How should we

convert sequence reads to dietary data? Molecular Ecology 28: 391-406.

Downey G, Hussey K, Daniel Kelly J, Walshe TF, Martin PG (2005). Preliminary
contribution to the characterisation of artisanal honey produced on the island of Ireland

by palynological and physico-chemical data. Food Chemistry 91: 347-354.

Bogdanov S, Lullmann C, Mossel BL, D’arcy BR, Russmann H, Vorwohl G, Oddo L,
Sabatini AG, Marcazzan GL, Piro R (1999). Honey quality, methods of analysis and

163



107.

108.

109.

110.

111.

112.

international regulatory standards: review of the work of the International Honey
Comission. Bee World 80: 61-69.

Persano Oddo L, Bogdanov S (2004). Determination of honey botanical origin:

problems and issues. Apidologie 35: S2-S3.

Ulusoy E, Kolayli S (2014). Phenolic Composition and Antioxidant Properties of Anzer
Bee Pollen. Journal of Food Biochemistry 38: 73-82.

Tezcan F, Kolayli S, Sahin H, Ulusoy E, Erim FB (2011). Evaluation of organic acid,
saccharide composition and antioxidant properties of some authentic Turkish honeys.
Journal of Food and Nutrition Research 50: 33—40.

Ozbalci B, Boyaci IH, Topcu A, Kadilar C, Tamer U (2013). Rapid analysis of sugars
in honey by processing Raman spectrum using chemometric methods and artificial
neural networks. Food Chemistry 136: 14441452,

Cavdar S, Yildiz O, Sahin H, Karahalil F, Kolayli1 S (2013). Comparison of physical
and biochemical characteristics of different quality of Turkish honey. Uludag Aricilik
Dergisi 13.

Tarim ve Orman Bakanligi (2020). Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi. Available at:
https://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2020/04/20200422-13.htm.  [Accessed: 27
October 2023].

113. Hotaman HE (2015). Anzer bal ve poleninin bazi biyoaktif 6zelliklerinin in vitro olarak

114.

115.

incelenmesi Rize: Recep Tayyip Erdogan Universitesi.

Giiner A, Vural M, Sorkun K (1987). Rize Florasi, Vejetasyonu ve Yore Ballarinin
Polen Analizi. TUBITAK Matematik, Fizik ve Biyolojik Bilimler Arastirma Grubu.

Sorkun K, Dogan C (1995). Pollen analysis of Rize-Anzer (Turkish) honey. Apiacta/An

International Technical Magazine of Apicultural and Economic Information 30: 75-82.

116.Oustuani AM (1976). Das mikroskopische Bild der Honige des ostlichen

117.

Mittelmeergebietes.

Sorkun K, inceoglu O (1984). I¢ Anadolu Bélgesi ballarinda polen analizi. Doga bilim
dergisi 8: 222-228.

164



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Sorkun K, Dogan C (2002). The importance of the total number of pollen types in 10
gr of honey in distinguishing natural honey and artificial honey produced in Turkey.
Mellifera 2.

Gimiis Y, Sorkun K, Dogan C, Basoglu N, Bulakari N, Ergiin K (1999).
Tiirkiye’de tiretilen dogal ve yapay kaynakli balin ayirt edilmesine esas olacak fiziksel,

kimyasal ve palinolojik kriterlerin belirlenmesine yonelik aragtirmalar.

Hepsag F (2019). Determination of Total Phenolic Compounds and Antioxidant
Capacity of Anzer Honey Produced in Rize, Turkey. Gida The Journal of Food 44: 641—
653.

Malko¢ M, Cakir H, Kara Y, Can Z, Kolayli S (2019). Phenolic composition and
antioxidant properties of Anzer honey from black sea region of Turkey. DergiPark 19:
143-151.

Dogan A, Kolankaya D (2005). Protective effect of Anzer honey against ethanol-
induced increased vascular permeability in the rat stomach. Experimental and
Toxicologic Pathology 57: 173-178.

Korkmaz A, Kolankaya D (2009). Anzer honey prevents N-ethylmaleimide-induced
liver damage in rats. Experimental and Toxicologic Pathology 61: 333-337.

Cakir Y, Cobanoglu DN, Dervisoglu G, Kogyigit S, Karahan D, Yelkovan S (2020).
Determination antimicrobial activity, palynological characteristics and chemical

composition of some honey samples from Turkey. Mellifera 20: 41-60.

Demir E (2013). Ayder-Ceymakg¢ur (Camlthemsin/Rize) yaylalarinin florasi ve yore

ballarinin kimyasal ve palinolojik 6zellikleri Rize: Recep Tayyip Erdogan Universitesi.

Col B, Karaali M (2016). Evaluation of Different DNA Isolation Methods from Pine
Honey. Mugla Journal of Science and Technology 2: 152-155.

Joint FAO/WHO Codex Alimentarius Commission., Joint FAO/WHO Food Standards
Programme. (2001). Codex alimentarius. Food labelling, complete texts 49.

Gengay Celemli O, Ozkok A, Ozenirler C, Mayda N, Zare G, Sorkun K (2021).
Highlighting the Melissopalynological and Physicochemical Characteristics of Ayder-
Rize (Turkey). Communications Faculty of Sciences University of Ankara Series C
Biology 30: 119-133.

165



129.Yetkin G, Kundak¢t S, Kanbur ED, Coskungelebi K, Makbul S (2023).

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Melissopalynological and Physico-Chemical Properties of Cimil Plateau (Rize) Honey.

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi 4: 51-64.

Batary P, Baldi A, Sarospataki M, Kohler F, Verhulst J, Knop E, Herzog F, Kleijn D
(2010). Effect of conservation management on bees and insect-pollinated grassland
plant communities in three European countries. Agriculture, Ecosystems &
Environment 136: 35-39.

Louveaux J, Maurizio A, Vorwohl G (2015). Methods of Melissopalynology. Bee
World 59: 139-157.

Pires J, Estevinho ML, Feés X, Cantalapiedra J, Iglesias A (2009). Pollen spectrum and
physico-chemical attributes of heather (Erica sp.) honeys of north Portugal. Journal of
the Science of Food and Agriculture 89: 1862-1870.

Bruni I, Galimberti A, Caridi L, Scaccabarozzi D, De Mattia F, Casiraghi M, Labra M
(2015). A DNA barcoding approach to identify plant species in multiflower honey.
Food Chemistry 170: 308-315.

Koca I, Koca AF (2007). Poisoning by mad honey: A brief review. Food and Chemical
Toxicology 45: 1315-1318.

Edgar JA, Roeder E, Molyneux RJ (2002). Honey from Plants Containing Pyrrolizidine
Alkaloids: A Potential Threat to Health. Journal of Agricultural and Food Chemistry
50: 2719-2730.

Olivieri C, Marota I, Rollo F, Luciani S (2012). Tracking Plant, Fungal, and Bacterial
DNA in Honey Specimens*. Journal of Forensic Sciences 57: 222-227.

Molan PC (2015). The Limitations of the Methods of Identifying the Floral Source of
Honeys. Bee World 79: 59-68.

Cheng H, Jin W, Wu H, Wang F, You C, Peng Y, Jia S (2007). Isolation and PCR
Detection of Foreign DNA Sequences in Bee Honey Raised on Genetically Modified
Bt (Cry 1 Ac) Cotton. Food and Bioproducts Processing 85: 141-145.

Galimberti A, Mattia F De, Losa A, Bruni |, Federici S, Casiraghi M, Martellos S, Labra
M (2013). DNA barcoding as a new tool for food traceability. Elsevier 50: 55-63.

Erdtman G (1963). Advances in Botanical Research (Vol. 1).

166



141.

142.

143.

144.

145.

Vorwohl G (1967). The microscopic analysis of honey, a comparison of its methods
with those of the other branches of palynology. Review of Palaeobotany and
Palynology 3: 287-290.

Farkas A, Orosz-Kovacs Z (2012). Assessment of honey plant resources through pollen
analysis in Coorg honeys of Karnataka state. The International Journal of Plant
Reproductive Biology 4: 31-39.

Valentini A, Miquel C, Taberlet P (2010). DNA Barcoding for Honey Biodiversity.
Diversity 2: 610-617.

Mitchell RJ, Irwin RE, Flanagan RJ, Karron JD (2009). Ecology and evolution of plant—
pollinator interactions. Annals of Botany 103: 1355-1363.

Hermosin I, Chicon RM, Cabezudo MD (2003). Free amino acid composition and
botanical origin of honey. Food Chemistry 83: 263-268.

146. Fernandez-Torres R, Pérez-Bernal JL, Bello-Lopez MA, Callejon-Mochon M, Jiménez-

147.

148.

149.

150.

151.

Sanchez JC, Guiraiim-Pérez A (2005). Mineral content and botanical origin of Spanish

honeys. Talanta 65: 686—691.

Schnell IB, Fraser M, Willerslev E, Gilbert MTP (2010). Characterisation of insect and
plant origins using DNA extracted from small volumes of bee honey. Arthropod-Plant
Interactions 4: 107-116.

Cotte JF, Casabianca H, Giroud B, Albert M, Lheritier J, Grenier-Loustalot MF (2004).
Characterization of honey amino acid profiles using high-pressure liquid
chromatography to control authenticity. Analytical and Bioanalytical Chemistry 378:
1342-1350.

Alves RDF, Santos FDAR Dos (2014). Plant sources for bee pollen load production in
Sergipe, northeast Brazil. Palynology 38: 90-100.

Laube I, Hird H, Brodmann P, Ullmann S, Schone-Michling M, Chisholm J, Broll H
(2010). Development of primer and probe sets for the detection of plant species in
honey. Food Chemistry 118: 979-986.

Ruppert KM, Kline RJ, Rahman MS (2019). Past, present, and future perspectives of

environmental DNA (eDNA) metabarcoding: A systematic review in methods,

167



152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

monitoring, and applications of global eDNA. Global Ecology and Conservation 17:
e00547.

Wang J, Li Q (2011). Chemical composition, characterization, and differentiation of
honey botanical and geographical origins. Advances in food and nutrition research 62:
89-137.

Davies AMC (1976). The application of amino acid analysis to the determination of the
geographical origin of honey. International Journal of Food Science & Technology 11:
515-523.

Davies AMC (1975). Amino acid analysis of honeys from eleven countries. Journal of
Apicultural Research 14: 29-39.

Von der Ohe W, Dustmann J-H, von der Ohe K (1991). Prolin als kriterium der reife
des honigs. Deutsche Lebensmittel 87: 383-386.

Gilbert FS (1981). Foraging ecology of hoverflies: morphology of the mouthparts in
relation to feeding on nectar and pollen in some common urban species. Ecological
Entomology 6: 245-262.

Pawlowska M, Armstrong DW (1994). Evaluation of enantiomeric purity of selected

amino acids in honey. Chirality 6: 270-276.

Pirini A, Conte LS, Francioso O, Lercker G (1992). Capillary gas chromatographic
determination of free amino acids in honey as a means of discrimination between

different botanical sources. Journal of High Resolution Chromatography 15: 165-170.

159.Bogdanov S, Ruoff K, Oddo LP (2004). Physico-chemical methods for the

160.

161.

162.

characterisation of unifloral honeys: a review. Apidologie 35: 4-17.

Baroni M V., Chiabrando GA, Costa C, Wunderlin DA (2002). Assessment of the Floral
Origin of Honey by SDS-Page Immunoblot Techniques. Journal of Agricultural and
Food Chemistry 50: 1362-1367.

Wang J, Kliks MM, Qu W, Jun S, Shi G, Li QX (2009). Rapid Determination of the
Geographical Origin of Honey Based on Protein Fingerprinting and Barcoding Using
MALDI TOF MS. Journal of Agricultural and Food Chemistry 57: 10081-10088.

Bouseta A, Collin S (1995). Optimized Likens-Nickerson Methodology for Quantifying
Honey Flavors. Journal of Agricultural and Food Chemistry 43: 1890-1897.

168



163.

Bianchi F, Careri M, Chemistry MM (2005). Volatile norisoprenoids as markers of
botanical origin of Sardinian strawberry-tree (Arbutus unedo L.) honey:
Characterisation of aroma compounds by dynamic headspace extraction and gas

chromatography—mass spectrometry. Food Chemistry 89: 527-532.

164.Radovic BS, Careri M, Mangia A, Musci M, Gerboles M, Anklam E (2001).

Contribution of dynamic headspace GC-MS analysis of aroma compounds to

authenticity testing of honey. Food Chemistry 72: 511-520.

165.Radovic BS, Goodacre R, Anklam E (2001). Contribution of pyrolysis-mass

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

spectrometry (Py-MS) to authenticity testing of honey. Journal of Analytical and
Applied Pyrolysis 60: 79-87.

Alissandrakis E, Tarantilis PA, Harizanis PC, Polissiou M (2005). Evaluation of four
isolation techniques for honey aroma compounds. Journal of the Science of Food and
Agriculture 85: 91-97.

Serra Bonvehi J, Ventura Coll F (2003). Flavour index and aroma profiles of fresh and

processed honeys. Journal of the Science of Food and Agriculture 83: 275-282.

Bentivenga G, D’Auria M, Fedeli P, Mauriello G, Racioppi R (2004). SPME-GC-MS
analysis of volatile organic compounds in honey from Basilicata. Evidence for the
presence of pollutants from anthropogenic activities. International Journal of Food
Science & Technology 39: 1079-1086.

Gritzapis P, Timotheou-Potamia M (1989). Determination of reducing sugars with a
2,4-dinitrophenolate-selective membrane electrode. Analytica Chimica Acta 218: 37—
46.

Girish Kumar K, Indrasenan P (1988). Titrimetric methods for the determination of
some sulpha drugs using N-bromophthalimide and N-bromosaccharin. Analyst 113:
1369-1372.

Peris-Tortajada M, Puchades R, Maquieira A (1992). Determination of reducing sugars
by the neocuproine method using flow injection analysis. Food Chemistry 43: 65-69.

White JW (1980). Detection of Honey Adulteration by Carbohydrate Analysis. Journal
of AOAC International 63: 11-18.

169



173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

Pukl M, Prosek M (1990). Rapid quantitative TLC analysis of sugars using an improved
commonly used solvent system. Journal of Planar Chromatography 3: 173-176.

Low NIH, Sporns PE (1988). Analysis and Quantitation of Minor Di- and
Trisaccharides in Honey, Using Capillary Gas Chromatography. Journal of Food
Science 53: 558-561.

Peschet JL, Giacalone A (1991). Un nouveau concept en analyse des sucres: la

chromatographie ionique couplée a I’amperométrie pulsée. Industries alimentaires et

agricoles 108: 583-586.

Bogdanov S (1989). Determination of Pinocembrin in Honey Using HPLC. Journal of
Apicultural Research 28: 55-57.

Bugner E, Feinberg M (1992). Determination of Mono- and Disaccharides in Foods by
Interlaboratory Study: Quantitation of Bias Components for Liquid Chromatography.
Journal of AOAC International 75: 443—464.

Zunin P, Calcagno C, Evangelisti F (1987). L’analisi chimico-bromatologica nel

controllo della genuinita del miele. Rivista Italiana di Scienze Alimentari 16: 317-322.

Calcagno C, Zunin P, Evangelisti F (1987). Chemical analysis to determine the

genuineness of honey samples. Revista Ital Sci Aliment 16: 453-458.

Swallow KW, Low NH (1994). Determination of Honey Authenticity by Anion-
Exchange Liquid Chromatography. Journal of AOAC International 77: 695-702.

VoldiICh M, RAJChl A, CuhRA P (2009). Detection of Foreign Enzyme Addition into
the Adulterated Honey. Special Issue Czech J Food Sci 27.

Schade JE, Marsh GL, Eckert JE (1958). Diastase Activity and Hydroxy-Methyl-
Furfural in Honey and their Usefulness in Detecting Heat Alteration. Journal of Food
Science 23: 446-463.

Oddo’ LP, Pulcini P (n.d.). Scientific note A scientific note on the Phadebas method for

honeys with low enzyme content 1.

Gomez-Caravaca AM, Gomez-Romero M, Arrdez-Roman D, Segura-Carretero A,
Ferndndez-Gutiérrez A (2006). Advances in the analysis of phenolic compounds in
products derived from bees. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 41.:
1220-1234.

170



185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

Ferreres F, Giner JM, Tomas-Barberan FA (1994). A comparative study of hesperetin
and methyl anthranilate as markers of the floral origin of citrus honey. Journal of the
Science of Food and Agriculture 65: 371-372.

Ferreres F, Blazquez MA, Gil MI, Tomés-Barberan FA (1994). Separation of honey
flavonoids by micellar electrokinetic capillary chromatography. Journal of
Chromatography A 669: 268-274.

Delgado C, Tomas-Barberan FA, Talou T, Gaset A (1994). Capillary electrophoresis
as an alternative to HPLC for determination of honey flavonoids. Chromatographia
1994 38:1 38: 71-78.

Tomaands-Barberaandn FA, Martos |, Ferreres F, Radovic BS, Anklam E (2001).
HPLC flavonoid profiles as markers for the botanical origin of European unifloral

honeys. Journal of the Science of Food and Agriculture 81: 485-496.

Ferreres F, Garcia-Viguera C, Tomads-Lorente F, Tomas-Barberan FA (1993).
Hesperetin: A marker of the floral origin of citrus honey. Journal of the Science of Food
and Agriculture 61: 121-123.

Andrade P, Ferreres F, Gil MI, Tomas-Barberan FA (1997). Determination of phenolic
compounds in honeys with different floral origin by capillary zone electrophoresis.
Food Chemistry 60: 79-84.

Perez-Cerrada M, Herrero-Villen MA, Maquieira A (1989). Sugar-rich food:
Determination of inorganic anions by ionic chromatography. Food Chemistry 34: 285—
294.

Pietra R, Fortaner S, Sabbioni E, Gallorini M (1993). Use of Chelex 100 resin in
preconcentration and radiochemical separation neutron activation analysis applied to
environmental toxicology and biomedical research. Journal of trace and microprobe
techniques 11: 235-250.

Sevimli H, Bayulgen N, Varinlioglu A (2005). Determination of trace elements in
honey by INAA in Turkey. Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry 165:
319-325.

Stein K, Umland F (1986). Spurenbestimmung von Blei, Cadmium und Mangan in

Honigen und Zuckern. Fresenius’ Zeitschrift fiir Analytische Chemie 323: 176-177.

171



195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

Jain SA, de Jesus FT, Marchioro GM, de Araujo ED (2013). Extraction of DNA from
honey and its amplification by PCR for botanical identification. Food Science and
Technology 33: 753-756.

Loman NJ, Pallen MJ (2015). Twenty years of bacterial genome sequencing. Nature
Reviews Microbiology 13: 787—794.

Kulski JK (2016). Next-Generation Sequencing — An Overview of the History, Tools,
and “Omic” Applications. Next Generation Sequencing - Advances, Applications and
Challenges IntechOpen, p 464. doi:10.5772/61964.

Illumina (2023). NGS Workflow Steps | Illumina sequencing workflow. llumina.
Available at: https://emea.illumina.com/science/technology/next-generation-

sequencing/beginners/ngs-workflow.html. [Accessed: 14 October 2023].

Metzker ML (2009). Sequencing technologies — the next generation. Nature Reviews
Genetics 11: 31-46.

Taberlet P, Coissac E, Pompanon F, Brochmann C, Willerslev E (2012). Towards next-
generation biodiversity assessment using DNA metabarcoding. Molecular Ecology 21:
2045-2050.

Yoccoz NG (2012). The future of environmental DNA in ecology. Molecular Ecology
21: 2031-2038.

Kajtoch £ (2014). A DNA Metabarcoding Study of a Polyphagous Beetle Dietary
Diversity: the Utility of Barcodes and Sequencing Techniques. Folia Biologica
(Poland) 62: 223-234.

Mardis ER (2013). Next-Generation Sequencing Platforms. Annual Review of
Analytical Chemistry 6: 287-303.

Richardson RT, Lin C-H, Quijia JO, Riusech NS, Goodell K, Johnson RM (2015).
Rank-based characterization of pollen assemblages collected by honey bees using a

multi-locus metabarcoding approach. Applications in Plant Sciences 3: 1500043.

Zhang J, Chiodini R, Badr A, Zhang G (2011). The impact of next-generation

sequencing on genomics. Journal of Genetics and Genomics 38: 95-109.

172



206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

Luo C, Tsementzi D, Kyrpides N, Read T, Konstantinidis KT (2012). Direct
Comparisons of Illumina vs. Roche 454 Sequencing Technologies on the Same
Microbial Community DNA Sample. PLOS ONE 7: €30087.

Guertler P, Eicheldinger A, Muschler P, Goerlich O, Busch U (2014). Automated DNA
extraction from pollen in honey. Food Chemistry 149: 302—306.

Waiblinger H-U, Ohmenhaeuser M, Meissner S, Schillinger M, Pietsch K, Goerlich O,
Mankertz J, Lieske K, Broll H (2012). In-house and interlaboratory validation of a

method for the extraction of DNA from pollen in honey. Journal fiir Verbraucherschutz

und Lebensmittelsicherheit 7: 243—-254.

Lalhmangaihi R, Ghatak S, Laha R, Gurusubramanian G, Kumar NS (2014). Protocol
for optimal quality and quantity pollen DNA isolation from honey samples. Journal of

Biomolecular Techniques 25: 92-95.

Coissac E, Riaz T, Puillandre N (2012). Bioinformatic challenges for DNA
metabarcoding of plants and animals. Molecular Ecology 21: 1834-1847.

Hollingsworth PM, Li DZ, Van Der Bank M, Twyford AD (2016). Telling plant species
apart with DNA: from barcodes to genomes. Philosophical Transactions of the Royal
Society B: Biological Sciences 371: 20150338.

Chen S, Yao H, Han J, Liu C, Song J, Shi L, Zhu Y, Ma X, Gao T, Pang X, et al. (2010).
Validation of the ITS2 Region as a Novel DNA Barcode for Identifying Medicinal Plant
Species. PLOS ONE 5: €8613.

Koetschan C, Forster F, Keller A, Schleicher T, Ruderisch B, Schwarz R, Miiller T,
Wolf M, Schultz J (2010). The ITS2 Database Ill—sequences and structures for
phylogeny. Nucleic Acids Research 38: D275-D279.

Hebert PDN, Cywinska A, Ball SL, DeWaard JR (2003). Biological identifications
through DNA barcodes. The Royal Society Publisihing 270: 313-321.

CBOL Plant Working Group 1 (2009). A DNA barcode for land plants. Proceedings of
the National Academy of Sciences 106: 12794-12797.

Techen N, Parveen I, Pan Z, Khan 1A (2014). DNA barcoding of medicinal plant
material for identification. Current Opinion in Biotechnology 25: 103-110.

173



217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

Cheng T, Xu C, Lei L, Li C, Zhang Y, Zhou S (2016). Barcoding the kingdom Plantae:
New PCR primers for ITS regions of plants with improved universality and specificity.

Molecular Ecology Resources 16: 138-149.

Kress WJ, Wurdack KJ, Zimmer EA, Weigt LA, Janzen DH (2005). Use of DNA
barcodes to identify flowering plants. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 102: 8369-8374.

Galimberti A, De Mattia F, Bruni I, Scaccabarozzi D, Sandionigi A, Barbuto M,
Casiraghi M, Labra M (2014). A DNA Barcoding Approach to Characterize Pollen
Collected by Honeybees. PLOS ONE 9: e109363.

Sinclair L, Osman OA, Bertilsson S, Eiler A (2015). Microbial community composition
and diversity via 16S rRNA gene amplicons: Evaluating the illumina platform. PLoS
ONE 10.

Shokralla S, Spall JL, Gibson JF, Hajibabaei M (2012). Next-generation sequencing
technologies for environmental DNA research. Molecular ecology 21: 1794-1805.

Pompanon F, Deagle BE, Symondson WOC, Brown DS, Jarman SN, Taberlet P (2012).
Who is eating what: diet assessment using next generation sequencing. Molecular
Ecology 21: 1931-1950.

Kress WJ, Erickson DL, Swenson NG, Thompson J, Uriarte M, Zimmerman JK (2010).
Advances in the Use of DNA Barcodes to Build a Community Phylogeny for Tropical
Trees in a Puerto Rican Forest Dynamics Plot. PLOS ONE 5: e15409.

Buchheim MA, Keller A, Koetschan C, Forster F, Merget B, Wolf M (2011). Internal
Transcribed Spacer 2 (nu ITS2 rRNA) Sequence-Structure Phylogenetics: Towards an
Automated Reconstruction of the Green Algal Tree of Life. PLOS ONE 6: e16931.

Benson DA, Karsch-Mizrachi I, Lipman DJ, Ostell J, Sayers EW (2011). GenBank.
Nucleic Acids Research 39.

Deiner K, Bik HM, Machler E, Seymour M, Lacoursiére-Roussel A, Altermatt F, Creer
S, Bista I, Lodge DM, de Vere N, et al. (2017). Environmental DNA metabarcoding:
Transforming how we survey animal and plant communities. Molecular Ecology 26:
5872-5895.

174



227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

Harper LR, Lawson Handley L, Hahn C, Boonham N, Rees HC, Gough KC, Lewis E,
Adams IP, Brotherton P, Phillips S, et al. (2018). Needle in a haystack? A comparison
of eDNA metabarcoding and targeted qPCR for detection of the great crested newt
(Triturus cristatus). Ecology and Evolution 8: 6330-6341.

Thomsen PF, Sigsgaard EE (2019). Environmental DNA metabarcoding of wild
flowers reveals diverse communities of terrestrial arthropods. Ecology and Evolution
9: 1665-1679.

Kartzinel TR, Chen PA, Coverdale TC, Erickson DL, Kress WJ, Kuzmina ML,
Rubenstein DI, Wang W, Pringle RM (2015). DNA metabarcoding illuminates dietary
niche partitioning by African large herbivores. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 112: 8019-8024.

Arrizabalaga-Escudero A, Merckx T, Garcia-Baquero G, Wahlberg N, Aizpurua O,
Garin I, Goiti | Urtzi, Aihartza J (2019). Trait-based functional dietary analysis provides
a better insight into the foraging ecology of bats. Journal of Animal Ecology 88: 1587—
1600.

Li M, Cao H, But PP-H, Shaw P-C (2011). Identification of herbal medicinal materials
using DNA barcodes. Journal of Systematics and Evolution 49: 271-283.

De Boer HJ, Ghorbani A, Manzanilla V, Raclariu AC, Kreziou A, Ounjai S,
Osathanunkul M, Gravendeel B (2017). DNA metabarcoding of orchid-derived
products reveals widespread illegal orchid trade. Proceedings of the Royal Society B:

Biological Sciences 284.

Stoeckle MY, Gamble CC, Kirpekar R, Young G, Ahmed S, Little DP (2011).
Commercial teas highlight plant DNA barcode identification successes and obstacles.
Scientific Reports 1: 42.

Richardson R, Lin C-H, Quijia JO, Riusech NS, Goodell K, Johnson RM (2015). Rank-
based characterization of pollen assemblages collected by honey bees using a multi-

locus metabarcoding approach. Applications in Plant Sciences 3: 1500043.

Prosser SWJ, Hebert PDN (2017). Rapid identification of the botanical and
entomological sources of honey using DNA metabarcoding. Food Chemistry 214: 183—
191.

175



236.

2317.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

Lucek K, Galli A, Gurten S, Hohmann N, Maccagni A, Patsiou T, Willi Y (2019).
Metabarcoding of honey to assess differences in plant-pollinator interactions between

urban and non-urban sites. Apidologie 50: 317-329.

Khansaritoreh E, Salmaki Y, Ramezani E, Azirani TA, Keller A, Neumann K, Alizadeh
K, Zarre S, Beckh G, Behling H (2017). Employing DNA metabarcoding to determine
the geographical origin of honey. Heliyon 6: e05596.

Chiara B, Francesco C, Fulvio B, Paola M, Annalisa G, Stefania S, Luigi AP, Simone
P (2021). Exploring the botanical composition of polyfloral and monofloral honeys
through DNA metabarcoding. Food Control 128.

Milla L, Sniderman K, Lines R, Mousavi-Derazmahalleh M, Encinas-Viso F (2021).
Pollen DNA metabarcoding identifies regional provenance and high plant diversity in

Australian honey. Ecology and Evolution 11: 8683-8698.

Ozkok A, Akel Bilgic H, Kosukcu C, Arik G, Canli D, Yet I, Karaaslan C (2023).
Comparing the melissopalynological and next generation sequencing (NGS) methods

for the determining of botanical origin of honey. Food Control 148: 109630.

Sorek R, Zhu Y, Creevey CJ, Francino MP, Bork P, Rubin EM (2007). Genome-wide
experimental determination of barriers to horizontal gene transfer. Science 318: 1449—
1452.

Huse SM, Huber JA, Morrison HG, Sogin ML, Welch DM (2007). Accuracy and

quality of massively parallel DNA pyrosequencing. Genome Biology 8.

Gilles A, Meglécz E, Pech N, Ferreira S, Malausa T, Martin J-F (2011). Accuracy and
quality assessment of 454 GS-FLX Titanium pyrosequencing. BMC Genomics, 12: 1—
11.

Bordoni R, Bonnal R, Rizzi E, Carrera P, Benedetti S, Cremonesi L, Stenirri S,
Colombo A, Montrasio C, Bonalumi S (2008). Evaluation of human gene variant
detection in amplicon pools by the GS-FLX parallel Pyrosequencer. BMC Genomics
9:1-8.

Moore MJ, Dhingra A, Soltis PS, Shaw R, Farmerie WG, Folta KM, Soltis DE (2006).
Rapid and accurate pyrosequencing of angiosperm plastid genomes. BMC Plant
Biology 6: 1-13.

176



246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

Hornshej H, Bendixen E, Conley LN, Andersen PK, Hedegaard J, Panitz F, Bendixen
C (2009). Transcriptomic and proteomic profiling of two porcine tissues using high-
throughput technologies. BMC Genomics 10: 1-12.

Jiménez DJ, Andreote FD, Chaves D, Montaia JS, Osorio-Forero C, Junca H,
Zambrano MM, Baena S (2012). Structural and Functional Insights from the
Metagenome of an Acidic Hot Spring Microbial Planktonic Community in the
Colombian Andes. PLoS ONE 7: e520609.

Kunin V, Engelbrektson A, Ochman H, Hugenholtz P (2010). Wrinkles in the rare
biosphere: pyrosequencing errors can lead to artificial inflation of diversity estimates.
Environmental Microbiology 12: 118-123.

Rothberg JM, Hinz W, Rearick TM, Schultz J, Mileski W, Davey M, Leamon JH,
Johnson K, Milgrew MJ, Edwards M (2011). An integrated semiconductor device

enabling non-optical genome sequencing. Nature 475: 348-352.

Wang Y, Wen Z, Shen J, Cheng W, Li J, Qin X, Ma D, Shi Y (2014). Comparison of
the performance of lon Torrent chips in noninvasive prenatal trisomy detection. Journal
of Human Genetics 59: 393-396.

Bragg L, Tyson GW (2014). Metagenomics using next-generation sequencing. Methods
in Molecular Biology 1096: 183-201.

Davis PH (1985). Flora of Turkey and the East Aegean Islands Edinburgh: University

Press.

Davis PH, Mill RR, Tan K (1988). Flora of Turkey and the East Aegean Islands (\Vol.
10), Edinburgh: Edinburgh University Press.

Giiner A, Ozhatay N, Ekim T, Baser HC (2000). Flora of Turkey and the East Aegean
Islands (Vol. 11), Edinburgh University Press.

Giiner A, Vural M, Sorkun K (1987). Rize Florasi, Vejetasyonu ve Ydore Ballarinin
Polen Analizi Ankara.

Terzioglu S (1994). Of-ikizdere-Anzer Vadisi Florasi1 Karadeniz Teknik Universitesi.

Giliner A, Aslan S, Ekim T, Vural M, Babag¢ MT (2012). Tiirkiye Bitkileri Listesi
(Damarl Bitkiler) Istanbul: Nezahat Gokyigit Botanik Bahgesi ve Flora Arastirmalari
Dernegi Yayini.

177



258. Anonim (2014). Ulusal Biyolojik Cesitlilik Envanter ve izleme Proje Raporlari.

259. Erdtman G (1952). Pollen Morphology and Plant Taxonomy Uppsala: Almgvist and
Wiksells.

260. Ben-Halbritter H, Ulrich S, BGrimsson F, Weber M, Zetter R, Hesse M, Buchner R,
Svojtka M, Frosch-Radivo A (2018). Illustrated Pollen Terminology 1-483.

261. Sorkun K (2008). Tiirkiye’nin Nektarl1 Bitkileri, Polenleri ve Ballar1. Palme Yayincilik
Palme Yayincilik.

262. Wodehouse RP (1935). Pollen Grains and Worlds of Different Sizes. The Scientific
Monthly 40: 58-62.

263. PalDat (2023). Palynological Database. Available at: https://www.paldat.org/.
[Accessed: 17 December 2023].

264. Sorkun K (1985). Balda Polen Analizi. Teknik Aricilik Dergisi 1: 28-30.

265. Sorkun K, Dogan C (2002). Tirkiye’de {iiretilen dogal ve yapay ballarin ayirt
edilmesinde 10 gram baldaki toplam polen sayisinin (TPS) 6nemi. Mellifera 2: 2—6.

266. Doyle JJ, Doyle JL (1987). A Rapid DNA lIsolation Procedure for Small Quantities of
Fresh Leaf Tissue. Phytochemical Buttetin 19: 11-15.

267. Col B, Karaali M (2016). Evalution of Different DNA Isolation Methods from Pine
Honey. Article in Mugla Journal of Science and Technology 2: 152-155.

268. Spens J, Evans AR, Halfmaerten D, Knudsen SW, Sengupta ME, Mak SST, Sigsgaard
EE, Hellstrom M (2017). Comparison of capture and storage methods for aqueous
macrobial eDNA using an optimized extraction protocol: advantage of enclosed filter.
Methods in Ecology and Evolution 8: 635-645.

269. Oksanen J, Simpson GL (2009). The vegan Package.

270.Zymo  Research  (2024). What Are Phred Scores? Available at:
https://zymoresearch.eu/blogs/blog/what-are-phred-scores. [Accessed: 26 August
2024].

271. Spellerberg IF, Fedor PJ (2003). A tribute to Claude Shannon (1916-2001) and a plea
for more rigorous use of species richness, species diversity and the ‘Shannon—Wiener’

Index. Global Ecology and Biogeography 12: 177-179.

178



272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

Heip C (1974). A New Index Measuring Evenness. Journal of the Marine Biological
Association of the United Kingdom 54: 555-557.

Bryant Jr VM, Jones GD, Bryant VM, Palynology Laboratory TAMU J (2001). The r-
values of honey: Pollen coefficients. Palynology 25: 11-28.

Feller-Demalsy MJ, Parent J, Strachan AA (1989). Microscopic Analysis of Honeys
from Manitoba, Canada. Journal of Apicultural Research 28: 41-19.

Schievano E, Morelato E, Facchin C, Mammi S (2013). Characterization of markers of
botanical origin and other compounds extracted from unifloral honeys. Journal of
agricultural and food chemistry 61: 1747—-1755.

Madesis P, Ganopoulos I, Sakaridis I, Argiriou A, Tsaftaris A (2014). Advances of
DNA-based methods for tracing the botanical origin of food products. Food Research
International 60: 163-172.

Soares S, Amaral JS, Oliveira MBPP, Mafra | (2017). A Comprehensive Review on the
Main Honey Authentication Issues: Production and Origin. Comprehensive Reviews in
Food Science and Food Safety 16: 1072—-1100.

Bell KL, Fowler J, Burgess KS, Dobbs EK, Gruenewald D, Lawley B, Morozumi C,
Brosi BJ (2017). Applying pollen DNA metabarcoding to the study of plant—pollinator

interactions. Applications in Plant Sciences 5.

Bell K, Turo K, Lowe A, Nota K, Keller A, Encinas-Viso F, Parducci L, Richardson R,
Leggett R, Brosi B (2022). Pollen DNA metabarcoding and related methods in global

change ecology: prospects, challenges, and progress. Authorea.

Cornman RS, Otto CRV, Iwanowicz D, Pettis JS (2015). Taxonomic Characterization
of Honey Bee (Apis mellifera) Pollen Foraging Based on Non-Overlapping Paired-End
Sequencing of Nuclear Ribosomal Loci. PLOS ONE 10: e0145365.

Benson DA, Clark K, Karsch-Mizrachi I, Lipman DJ, Ostell J, Sayers EW (2015).
GenBank. Nucleic Acids Research 43: D30.

Squizzato S, Park YM, Buso N, Gur T, Cowley A, Li W, Uludag M, Pundir S, Cham
JA, McWilliam H (2015). The EBI Search engine: providing search and retrieval
functionality for biological data from EMBL-EBI. Nucleic Acids Research 43: W585—
W588.

179



283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

Mashima J, Kodama Y, Kosuge T, Fujisawa T, Katayama T, Nagasaki H, Okuda Y,
Kaminuma E, Ogasawara O, Okubo K (2016). DNA data bank of Japan (DDBJ)
progress report. Nucleic Acids Research 44: D51-D57.

Willis KJ (2016). State of the World’s Plants.

Bell KL, Petit RA, Cutler A, Dobbs EK, Macpherson JM, Read TD, Burgess KS, Brosi
BJ (2021). Comparing whole-genome shotgun sequencing and DNA metabarcoding
approaches for species identification and quantification of pollen species mixtures.
Ecology and Evolution 11: 16082.

Jones L, Twyford AD, Ford CR, Rich TCG, Davies H, Forrest LL, Hart ML, McHaffie
H, Brown MR, Hollingsworth PM (2021). Barcode UK: A complete DNA barcoding
resource for the flowering plants and conifers of the United Kingdom. Molecular

ecology resources 21: 2050-2062.

Kuzmina ML, Braukmann TWA, Fazekas AJ, Graham SW, Dewaard SL, Rodrigues A,
Bennett BA, Dickinson TA, Saarela JM, Catling PM (2017). Using herbarium-derived
DNAs to assemble a large-scale DNA barcode library for the vascular plants of Canada.
Applications in Plant Sciences 5: 1700079.

Breitwieser FP, Pertea M, Zimin A V., Salzberg SL (2019). Human contamination in
bacterial genomes has created thousands of spurious proteins. Genome research 29:
954-960.

Ecevit Geng¢ G (2015). Anatomical, micromorphological and palynological studies on
Turkish endemic Heracleum platytaenium Boiss. (Apiaceae). Journal of Faculty of
Pharmacy of Istanbul University 44: 207-214.

Kostekei S (2016). Tiirkiye’de yetisen Carduus L. (Asteraceae, Cardueae) cinsinin

revizyonu Malatya: Inénii Universitesi.

Ersen Bak F, Ozcan M (2018). Pollen Morphology of Endemic ne Anatolian Cirsium
Taxa (Asteraceae). Pak J Bot 50: 1181-1185.

Liu J-X, Li J-Y, Zhang Y-L, Ning J-C (2010). Pollen morphology of the tribe
Lithospermeae of Boraginoideae in China and its taxonomic significance on JSTOR.
Plant Systematics and Evolution 290: 75-83.

180



293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

Mutlu B, Erik S (2012). Pollen morphology and its taxonomic significance of the genus
Arabis (Brassicaceae) in Turkey. Plant Systematics and Evolution 298: 1931-1946.

Erkara IP, Ocak A, Pehlivan S (2008). Pollen morphology of some Turkish Campanula

spp. and their taxonomic value. Bangladesh Journal of Botany 37: 33-42.

Khansari E, Zarre S, Alizadeh K, Attar F, Aghabeigi F, Salmaki Y (2012). Pollen
morphology of Campanula (Campanulaceae) and allied genera in Iran with special
focus on its systematic implication. Flora - Morphology, Distribution, Functional
Ecology of Plants 207: 203-211.

Mostafa EN, Sedigheh NS, Rosa E (2017). Pollen characters as taxonomic evidence in
some species of Dipsacaceae from Iran. Bangladesh Journal of Plant Taxonomy 24:
129-136.

Mete D, Sahin AA, Hamzaoglu E, Pinar NM (2021). Pollen morphology applied to
species delimitation of Turkish Dianthus L. (Caryophyllaceae). Palynology 45: 599—
625.

Shahrestani MM, Faghir MB (2021). Taxonomic significance based on palynological
data of the genus Sedum in Iran. Rostaniha 22: 259-272.

Ozkék A, Mayda N, Bayram NE (2022). Comparison of Pollen Morphologies
Examination of Some Rhododendron Species - Plant Source of Mad Honey. The
Journal of Food 47: 212-219.

Maciej Serda, Becker FG, Cleary M, Team RM, Holtermann H, The D, Agenda N,
Science P, Sk SK, Hinnebusch R (2011). Morphological characterization and the
germinating potential of Coronilla varia L. pollen. (G. Balint, B. Antala, C. Carty, J.-
M. A. Mabieme, 1. B. Amar, & A. Kaplanova, editors) Uniwersytet §laski 7: 343—-354.

Saat¢ioglu G (2017). Tiirkiye’de yetisen Hedysarum L. (Fabaceae) taksonlarinin polen

morfolojisi Bursa: Uludag Universitesi.

Isgéor FG (2006). Genista L. cinsinin (Leguminosae) polen morfolojisinin 151k ve
taramal1 elektron mikroskoplarinda karsilastirmali incelenmesi Ankara: Ankara

Universitesi.

181



303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

Talebi SM, Azizi N, Yadegari P, Matsyura A (2020). Analysis of pollen morphological
characteristics in Iranian Onobrychis Miller (Fabaceae) taxa. Brazilian Journal of
Botany 43: 609-632.

Deniz I, Cirpici A, Yildiz K (2013). Palynological study of the Geranium (Geraniaceae)
species from the Thrace region (Turkey-in-Europe). Phytologia Balcanica 19: 347-355.

Kose YB, Erkara IP, Alan S (2011). Pollen morphology of some Turkish Ajuga L.

(Lamiaceae) and its taxonomic value. Bangladesh Journal of Botany 40.

Celenk S, Tarimcilar G, Bicakci A, Kaynak G, Malyer H (2008). A palynological study
of the genus Mentha L. (Lamiaceae). Botanical Journal of the Linnean Society 157:
141-154.

Ozler H, Pehlivan S, Kahraman A, Dogan M, Celep F, Baser B, Yavru A, Bagherpour
S (2011). Pollen morphology of the genus Salvia L. (Lamiaceae) in Turkey. Flora -
Morphology, Distribution, Functional Ecology of Plants 206: 316-327.

Ozaltan Z, Kocyigit M (2022). Pollen morphology of some taxa in the family
Lamiaceae (Labiatae) from Turkey. EMU Journal of Pharmaceutical Sciences 5: 11—
20.

Mohsenzadeh S, Sheidai M, Ghahremaninejad F, Koohdar F (2020). A palynological
study of the genus Plantago (Plantaginaceae). Grana 59: 454-465.

Baser B, Asit MY, Kiirsat M (2022). Pollen Morphology of Some Taxa Belonging to
Polygonum L. and Rumex L. (Polygonaceae) and Its Taxonomic Significance.

International Journal of Pure and Applied Sciences 8: 163-172.

Lee S, Blackmore S (1992). A palynotaxonomic study of the genus Trollius
(Ranunculaceae). Grana 31: 81-100.

Wronska-Pilarek D, Jagodzinski AM, Bocianowski J, Janyszek M (2015). The optimal
sample size in pollen morphological studies using the example of Rosa canina L.

(Rosaceae). Palynology 39: 56-75.

Lechowicz K, Wronska-Pilarek D, Bocianowski J, Malinski T (2020). Pollen
morphology of Polish species from the genus Rubus L. (Rosaceae) and its systematic
importance. PLOS ONE 15: e0221607.

182



314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

Hebda RJ, Chinnappa CC, Hebda RJ, Chinnappa CC (1990). Studies on pollen
morphology of Rosaceae in Canada. RPaPa 64: 103-108.

Huysmans S, Dessein S, Smets E, Robbrecht E, Huysmans S, Dessein S, Smets E,
Robbrecht E (2003). Pollen morphology of NW European representatives confirms
monophyly of Rubieae (Rubiaceae). Review of Palaeobotany and Palynology 127:
219-240.

Hajibabaei M, Shokralla S, Zhou X, Singer GAC, Baird DJ (2011). Environmental
Barcoding: A Next-Generation Sequencing Approach for Biomonitoring Applications
Using River Benthos. PLOS ONE 6: €17497.

Gibson J, Shokralla S, Porter TM, King I, Van Konynenburg S, Janzen DH, Hallwachs
W, Hajibabaei M (2014). Simultaneous assessment of the macrobiome and microbiome
in a bulk sample of tropical arthropods through DNA metasystematics. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 111: 8007-8012.

Kraaijeveld K, de Weger LA, Ventayol Garcia M, Buermans H, Frank J, Hiemstra PS,
den Dunnen JT (2015). Efficient and sensitive identification and quantification of
airborne pollen using next-generation DNA sequencing. Molecular Ecology Resources
15: 8-16.

Bell KL, Burgess KS, Botsch JC, Dobbs EK, Read TD, Brosi BJ (2019). Quantitative
and qualitative assessment of pollen DNA metabarcoding using constructed species
mixtures. Molecular Ecology 28: 431-455.

Richardson RT, Curtis HR, Matcham EG, Lin CH, Suresh S, Sponsler DB, Hearon LE,
Johnson RM (2019). Quantitative multi-locus metabarcoding and waggle dance
interpretation reveal honey bee spring foraging patterns in Midwest agroecosystems.
Molecular Ecology 28: 686-697.

Tanaka K, Nozaki A, Nakadai H, Shiwa Y, Shimizu-Kadota M (2020). Using pollen
DNA metabarcoding to profile nectar sources of urban beekeeping in Koto-ku, Tokyo.
BMC research notes 13.

Borg M, Twell D (2011). Pollen: Structure and Development. Encyclopedia of Life

Sciences.

183



323. Bansch S, Tscharntke T, Wiinschiers | Robbe, Netter | Leonie, Bertram Brenig |, Gabriel

324.

325.

326.

327.

D, Westphal C (2020). Using ITS2 metabarcoding and microscopy to analyse shifts in
pollen diets of honey bees and bumble bees along a mass-flowering crop gradient.

Molecular Ecology 29: 5003-5018.

De Almeida-Muradian LB, Stramm KM, Horita A, Barth OM, Da Silva de Freitas A,
Estevinho LM (2013). Comparative study of the physicochemical and palynological
characteristics of honey from Melipona subnitida and Apis mellifera. International
Journal of Food Science & Technology 48: 1698-1706.

Bohme K, Calo-Mata P, Barros-Velazquez J, Ortea I (2019). Review of Recent DNA -
Based Methods for Main Food-Authentication Topics. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 67: 3854-3864.

Palumbo F, Scariolo F, Vannozzi A, Barcaccia G (2020). NGS-based barcoding with
mini-COl gene target is useful for pet food market surveys aimed at mislabelling

detection. Scientific Reports 10: 1-8.

Helyar MJ (2019). The future of NGS (Next Generation Sequencing) analysis in testing
food authenticity. Food Control 101: 134-143.

184



OZGECMIS

KIiSISEL BiLGILER
Adi Soyadi : Zeynep TURKER
Uyrugu :T.C.

Dogum Tarihi

Telefon (is)

E-Posta

Yazisma Adresi (is)

EGITIM BILGILERI

Derece Mezun Oldugu Kurumun Adi ‘I\:Il ?lzuniyEt

Doktora/Uzmanhk Karadeniz Teknik Universitesi, Saghk Bilimleri 2024
Enstitiisii, Dogal ve Bitkisel Uriinler, Kozmetik Uriinler

Ana bilim Dali

Yiiksek Lisans Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, 2014
Botanik Ana bilim Dali

Lisans Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, 2009
Biyoloji Boliimii
Lise Trabzon Lisesi (YDA)
YABANCI DiL
Ingilizce

UZMANLIK ALANI
Botanik, Molekiiler Sistematik, T1bb1 Bitkiler, Palinoloji, Metabarkodlama
YAYINLAR

1. Giltepe, M., Makbul, S., Giizel, M. E., Tirker, Z., & Coskuncelebi, K. (2024). Tragopogon
davutii-turanii: a new species of Tragopogon from Anatolia. Nordic Journal of Botany, 2024(3):
e04178.

185



Coskungelebi, K., Giiltepe, M., Tiirker, Z., & Makbul, S. (2023). Tiirkiye Florasimna Katki:
Tragopogon porrifolius subsp. eriospermus (Asteraceae; Cichorieae). Bagbahce Bilim Dergisi,
10(3): 311-318.

3. Budak U., Hamzaoglu E., Coskungelebi K., Tiirker Z., (2017).Three new species of Paronychia
(Caryophyllaceae) from Turkey, PHYTOTAXA, 291:224-230.

BILDIRILER

1.  Tirker Z., Coskuncelebi K., Budak U., (2022). Taxonomical notes on Paronychia beauverdii
Czecz. (Caryophyllaceae) based on nrDNA ITS in Turkey. ISBR 2022, S6zli Bildiri, 21-23
Eyliil 2022, Rize, Tiirkiye.

2. Tiirker Z., Coskungelebi K., Budak U., (2021). Paronychia kurdica Boiss. Kompleksinin
nrDNA ITS'ye Verilerine Bagli Olarak Taksonomik Agidan Degerlendirilmesi. ISBR
2021S6zli Bildiri, 18-20 Kasim 2021, Rize, Tiirkiye.

3.  Tirker Z., Coskungelebi K., Giiltepe M., (2014). Tragopogon porrifolius (Asteraceae) Tiiriiniin
Tirkiye’de Dagihist ve Taksonomik Durumu. Poster Bildiri, 23-27 Haziran 2014, Eskisehir,
Tiirkiye.

4. Tirker Z., Makbul S., Okur S., Coskungelebi K., (2012). Scorzonera laciniata (Asteraceae)

Tiiriiniin Tiirkiye’de Dagilis1 ve Taksonomik Durumu. Poster Bildiri, 3-7 Eyliil 2012, izmir,

Tirkiye.

ODULLER / TESVIKLER/ BURSLAR

1.

2.

2211-A Yurt i¢i Genel Doktora Bursu, TUBITAK BIDEB, 2023.

YOK 100/2000 Doktora Bursu, Yiiksekogretim Kurulu, 2021.

186



