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OZET

Bal, bitki nektarlar1 ve bitki 6ziitii ile beslenen boceklerin iirettigi salgilarin, arilar
tarafindan islenmesi sonucunda olusan dogal besin maddesidir. Balin fizikokimyasal ve
biyolojik 6zelliklerinin yan1 sira balin botanik kékenin belirlenmesi oldukga énemlidir.
Bu sayede baldaki polen ¢esitliligine bagl olarak balin olugsmasina katki saglayan bitki
tiirlerinin belirlenmesi balin kalitesine; mikroorganizma varligi ise Uretimdeki hijyenin
takibi ve hem insan hem de ar1 sagligi agisindan 6nemlidir. Tiirkiye’ nin bitki ¢esitliligi
bakimindan zengin olan Dogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan Bingdl Ili’nde uretilen
ballarin botanik kdkeni polen analizleri ile literatiirde belirlenmistir. Ancak, son yillarda
metagenomik yaklagimlar kullanilarak balin bitkisel kokeni tiirlere ait DNA dizilerinin
belirlenmesi ile tiir bazinda ortaya net olarak c¢ikartilabilmektedir. Bu nedenle tez
calismasida kalitesi ile diinya birinciligine sahip Bing6l iline ait belirlenen 40 farkl
lokasyondan toplanmis ballarin ve negatif kontrol olarak da cevre illerinden toplanan
cicek ballarinin metagenomik analizlerinin yapilmasi i¢in dncellikle ballardan cevresel
DNA (environmental, e-DNA) izolasyonu gergeklestirilmistir. TUm metagenomik
analizlerde NCBI niikleotid veri tabani ve taksonomi kaynagi referans olarak kullanilarak
e-DNA’dan elde edilen diziler eslestirilerek her bir okumanim organizma gruplari i¢inde
gruplandirilmasi ile balin botanik kokeni belirlenmistir.

Bu ¢alisma , T.C. Strateji ve Biitce Baskanligi’nin finanse ettigi Yiiksek Ogretim
Kurulu'nun Koordine ettigi Bolgesel Kalkimma Odakli Misyon Farklilasmasi ve
[htisaslasmas1 Programi kapsaminda Bingdl Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii  tarafindan PIKOM-Ar1.2019.003 Numarali “Bingél Balinin
Markalagsmasma Yeni Nesil Teknolojik Dokunus: DNA Barkodlama” isimli proje

kapsaminda desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bal, e-DNA, Metagenomik.



SUMMARY

Honey is a natural nutrient formed as a result of processing by the bees of the
secretions produced by insects that feed on plant nectars and saps. Identification of the
botanical origin that is formed by the physicochemical and biological properties of honey
is quite important. Observation of the pollen diversity of honey, existence of
microorganisms in honey and such statuses as NGO takes an important place in terms of
both health and the country’s economy. Characteristic features of honey originate from its
vegetative origin. With respect to the plant diversity of Turkey, the city of Bingol in the
Eastern Anatolian Region is known to be especially rich in endemic plant diversity.
Characteristic features of honey produced in different regions differ based on the region,
as well. In this study, Environmental e-DNA isolation was carried out on honey collected
from 40 different locations identified in the prize winner city of Bingol and a total of
approximately 100 honey samples from flower honey of different cities for negative
control. Metagenomical analyses were performed on these DNAs in order to identify the
plant origin of the honey, both to determine the characteristics and quality of the honey
produced in the region and contribute to the performance of more deliberative production
activities by learning the plant groups with nectars that should be preferred by the
producers and to regional development. Use of NCBI nucleotide database and the source
of taxonomy as reference in all metagenomical analyses and for grouping the matched
reference codes within organism groups of each reading later are planned. Distinguishing
the groups into default species and types by following the “the lowest common ancestor”
approach is aimed at. This study is supported by Bingol University Coordinatorship of
Scientific Research Projects under the project called “A New Generation Technological
Touch on the Branding of Bingol’s Honey: DNA Barcoding” numbered PIKOM-
Ari.2019.003 by Bingol University Coordinatorship of Scientific Research Projects within
the scope of Regional Development Oriented Mission Differentiation and Specialization
Program financed by Republic of Turkey Presidency of Strategy and Budget and
coordinated by Board of Higher Education.

Keywords: Honey, e-DNA, Metagenomics.
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TESEKKUR

Basta, yiiksek lisans egitimimde yiiriidiigiim bu zorlu yolda bana destegini ve
yardimlarini esirgemeyen, bu calismamda benimle birlikte tiziintiilerimi, sevinglerimi en
derinden hisseden, diistiigiimde beni elimden tutup ilk kaldiran, bilgi ve tecribelerini her
zaman smir tanimadan ailesinden feragat ederek bu yolculugumda ¢aligmamin
olusmasiin yolunu agan, herzaman sevgi ve minnetle hatirlayacagim giizel anilarimin
15131 damigmanim Sayin Prof. Dr.Yelda OZDEN CIFTCi’ye sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Biitiin calismam boyunca yanimda olan, bilgi ve tecriibelerini benimle paylagan
degerli hocalarim Dr. Ogrt. Uyesi Mine GUL SEKER’ e , Dr. Ogrt. Uyesi Veysel
SUZERER’e ve Dog¢. Dr. Ozlem AKKAYA’ya cok tesekkiir ederim. Ayrica tez
calismammn blylk bir kisminda bana yardimci olan laboratuvar arkadaslarim ilkay
UNAL’a ve Nicat CEBRAILOGLU na tesekkiirlerimi sunarim. Bing61 Universite ne tez

calismama verdikleri destekten dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Bal, giceklerde veya meyve tomurcuklarinda bulunan nektarlarin bal arilart (Apis
mellifera) tarafindan emilip toplanmasiyla arilarin viicutlarinda invertaz enzimi sayesinde
bilesenlerinin kimyasal degisimi ve kovanlardaki peteklerde depo edilip olgunlasmasi
sonucu olusan ve yiiksek bir besin degerine sahip olan tatl bir besin kaynagidir [Otles,
1995]. Ballar; Uretim ve pazarlama sekline, rengine ve elde edilen kaynaklara gore
smiflandirilmaktadir. Ballar, rengine gore acik su beyazindan, siyah ambere kadar,
kaynagma gore ise ¢igek ve salgi ballar1 olmak tlizere smiflandirilmaktadir. Cigek ballari,
arilarin faydalandigi ¢iceklere gore bu ciceklerin isimlerini aldiklar1 ballardir. Salg1 ballar1
ise, arilarin kaynak olarak bitkisel salgilar1 veya bazi bocek tiirlerinin salgilarimi

kullandiklar1 ballardir [Dogaroglu, 2004].

Bal, icerik olarak yaklasik %17 oraninda bir neme sahip asidik bir besin olup, kuru
iceriginin %95°1 de karbonhidratlardan olusmaktadir. Balin icerigi, arilarm kullandigi
bitki kaynaklarina, iklim kosullarina, arinin taksonomik smifina ve yasina bagl olarak
degiskenlik gosterdigi i¢in belirli ve smirli bir bal igeriginden bahsetmem mimkin
olmayabilmektedir [Crane, 1975]. Bir besin kaynagi olarak bal; karbonhidratlar, enzimler,
su, organik asitler, mineraller, vitaminler, proteinler, aromatik ve antioksidan maddeleri

icermektedir [Bogdanov and Haldimann, 2006].

Balin igerigindeki bir karbonhidrat ¢esidi olan fruktozun yikilmasiyla agiga ¢ikan
“Hidroksimetilfurfural (HMF)” bilesigi, bal kalitesini degerlendirmede en Onemli
faktorlerden biridir. Balin elde edilmesinden sonra bir 1s1l islem uygulanmasiyla fruktoz
parcalanarak, baldaki HMF miktarinin arttig1 gozlemlenmektedir. Bu baglamda, HMF
miktarmin ¢ok oldugu bir balin kalitesinin diisiik oldugu belirtilmektedir [Tosi et al.,
2002].

Bal insanligin en ilkel c¢aglarindan, magara doneminden beri on binlerce yil
oncesinden bilinen bir besin kaynagidir. Bu baglamda, Fransa, Ispanya, Misir ve Tiirkiye
gibi bir¢ok iilkede ortaya ¢ikan; magara resimleri, hiyeroglifler, ar1 ve ariciliga ait ar

fosilleri, ariciligia ait levha yazilar1 gibi arkeolojik bulgular, balin ilkel ¢aglardan beri



bilindigini kanitlamaktadir. Ilkel ¢agdan beri insanlar, tarihsel bir siire¢ cercevesinde, agac
kiitiikleri, kayaliklarin araliklar1 gibi yerlerde toprak veya kilden yaptiklar1 sepetleri kovan
olarak kullanip bal tiretimi gergeklestirmislerdir. Eski donemlerde aricilik ise, arilara zarar
verilmeden ballar1 besin kaynagi olarak kullanmaya dayanmakta olup, aricilik ile ilgili
bulgular ¢ercevesinde, bal arilariin genetik kdkenlerinin Orta Dogu olduguna dair bir gok

delil ortaya ¢cikmistir [Akaya, 2004].

Bal, giiniimiizde de cok tiiketilen ve {retilen bir besin kaynagidir. Yapilan
arastirmalara gore, modern iilkelerdeki bal {iretimi iilkemize gore daha fazla olsa da
iilkemizde de son yillarda aricilik ve bal liretimi gelisme gostermektedir. Tirkiye, bal
uretimi i¢in gerekli olan uygun mevsim kosullarina, topografik yapiya ve zengin bir bitki
ortiisli ve floraya sahip olmasi sayesinde, bal iiretiminde diinyada dordiincii sirada yer
almaktadir. Tiirkiye’nin Dogu Anadolu Bélgesi’nde bulunan Bingo6l ili ve ydresi ise bu
kapsamda; cografi yapisi, zengin bitki ortiisii ve uygun iklim kosullariyla iilkemizde en
verimli ve kaliteli ballarin tiretildigi aricilik i¢in oldukea elverisli bir bolgedir [Sisek vd.,

2007].

Son zamanlarda bal ile ilgili yapilan g¢alismalarda; ballarin cografi kokenleri
belirlemek, cicek kompozisyonlarini incelemek, polen/bal tanimlamalarini yapabilmek,
ayrica varsa patojenleri saptamak amaciyla kullanilan metagenomik yontemlerin 6nemi
vurgulanmaktadir. Metabarkodlama, cevresel DNA (eDNA) analizleri, metagenomik
sekanslama ve shotgun gibi uygulamalar bal ¢alismalar1 kapsaminda olup, ilgili ¢calismaya

gore degiskenlik gostermektedir [Liu et al., 2022].

Cevresel genomik veya eDNA’nin dizilenmesi olarak da ifade edilen metagenomik
kavram, 6zellikle kiiltiirlenemeyen tiirlerin dogal habitatlarindan dogrudan DNA’larmin
elde edilmesini ve sekans teknikleri ile analiz edilmesini kapsamaktadir. Metagenomik
yontemler, DNA’nin par¢alanmasi veya 16S / 18S rDNA genlerinin amplifiye edilmesiyle
sekanslanmasini icermektedir. Bu baglamda, metagenomik yontemlerin yeni nesil dizilme
teknolojileriyle entegrasyonu, tiirlerin filogenetik siniflandirilmasi ve fonksiyonel
cesitlilikleri gibi birgok incelemelerin yiiriitiilmesini saglamasinin yani sira, metagenomik
DNA molekillerinin  uygun maliyet ve yuksek bir verimlilikle dizilenmesini
kolaylastirmaktadir [Karen, 2007].



eDNA analizi, ekolojik arastirmalar ¢ercevesinde ¢evresel inceleme ve drnekleme
stratejisine dayanmakta [Taberlet et al., 2012] ve bal gesitlerinin 6rneklenmesi,
belirlenmesi, zamana cografi bolgelere gore dagilimlarmin  incelenmesini
kolaylastirmaktadir. Ayrica, bal igerigindeki tespit edilmesi zor patojenleri saptamak ve
incelemek igin de kullanilan bir yontemdir [ Taberlet et al., 2012]. Ek olarak, ekogenomik
olarak da ifade edilen shotgun metagenomik dizileme, herhangi bir PCR uygulamasi
olmadan eDNA 6rneklerinin dogrudan bir sekilde sekanslanmasina dayanan bir dizileme
yontemidir. Shotgun dizileme, farkli alemler veya filumlara dair, yani genis kapsamli bir
taksonomik siniflandirma sayesinde, barkodlama yontemleriyle karakterize edilmesi zor
olan cgevresel drneklerin veya turlerin analizini kolaylagtirmaktadir [Tringe and Rubin,
2005].

eDNA ve shotgun metagenomik analizleri; g¢alismalarin amacma, kullanilan
organizmalara, drneklerin toplanma yontemlerine, DNA izolasyonuna ve metagenomik
analizlere gore degiskenlik gosterebilmektedir. eDNA analizinin kullanilmas1 ve
yaygimlastirilmasi, son zamanlarda aricilik ve bal sektoriinde cesitli hedefler

dogrultusunda dnerilmektedir [Wilcox et al., 2013; Bovo et al., 2018].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Bu c¢aligmada, oncelikle Bing6l ilinin farkli lokasyonlarindan toplanmis ¢igek bal
orneklerinden izole edilen eDNA’larmm metagenomik analiz yontemleri kullanilarak, bal
orneklerinin botanik kdkenlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
“En Diisiikk Ortak Ata” yaklagimi kullanilarak toplanan bal 6rneklerinin taksonomik
smiflandirilmast gerceklestirilmistir. Ayrica, Ureticilerin tercih edebilecekleri nektarl
bitki gruplarmin bilinerek daha bilingli bir iiretim yapilmasi ve bdlgesel kalkinmaya katki

saglanmas1 da hedeflenmistir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Balin Botanik Kokeni

Balin cografi ve botanik kokeninin incelenmesinde belirli kriterlere gore uygun
yontemler kullanilmaktadir. Balin ig¢eriginde bulunan HMF (5-Hidroksimetilfurfural),
nem, enzim aktiviteleri, kalintilar vs gibi parametrelerden ziyade genellikle botanik koken
hakkinda flavanoid modeller, polen analizleri ve aroma bilesikler gibi 6zel parametreler
bilgi vermektedir. Ek olarak, balin kalitesinin ve cografi kokeninin belirlenmesi igin
yapilan bir¢ok arastirmada; pH, asitlik, diastaz enzim aktivitesi, prolin igerigi, amino
asitler, polen yapisi, seker igerigi, mineraller, aromali ugucu igerikleri ve fenollerin igerigi

gibi ¢esitli etkenler incelenmektedir [Wang and Li, 2011].

Balin botanik kdkeninin tespitinde, ¢esitli kimyasal ve fiziksel analizler yapilarak,
bal c¢esitleri fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore kolayca ayirt edilse de en 6nemli
parametre monofloral (tek ¢igekli) ballar1 polifloral (¢ok cicekli) bal gruplarmndan
ayirabilmektir. Balin botanik kokenine gore ballar, tek veya birden fazla ¢igek tiiriini
icermesiyle monofloral (tek cicek tiirtl) ve multifloral veya polifloral (birden fazla cicek
tiirli) olarak adlandirilmaktadir. Bu baglamda, balin botanik kdkeni, bal 6rneginin analiz
edilen fiziksel ve kimyasal 0zelliklerinin monofloral veya polifloral karakteristik

Ozellikleri ile karsilastirilmasi yoluyla belirlenebilmektedir [Ruoff et al., 2007].

Bir balin botanik ve cografi kokeninin tespit edilmesinde i¢erigindeki aminoasitlerin
cesitleri ve konsantrasyonlar1 arasindaki oranlar belirleyici bir faktér olmaktadir. Bu
baglamda, aspartik asit veya prolinin, amidlere veya fenilalanine oran1 ve farkli aminoasit
paternlerinin  siniflandirilmas1  balin botanik kokeninin belirlenmesinde 6nemli
olabilmektedir. Aminoasit paternleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda; arginin, triptofan ve
sistin aminoasit gesitlerinin balda mevcut olmasi, bazi ¢i¢ek bali tiirleri i¢in bu igerikler
acisindan karakteristik oldugu ortaya ¢cikmistir. Bazi calismalarda ise, genel aminoasit

profilinin sadece spesifik tiirleri belirlemede etkili oldugu gézlemlenmistir. Sonug olarak;



aminoasitlerin  igerik oranlar1 ¢esitli tekniklerle botanik koken tespitinde
kullanilabilmektedir [Anklam, 1998].

Balin botanik kokeni i¢gin kullanilan bir diger faktor, ugucu ve aromatik bilesenlerin
yapist ve igerigidir. Spesifik teknikler ile balin koku ve tat degisimlerine gore ¢igek
kokenli olup olmadigr tespit edilebilmektedir. Balin igerigindeki aroma bilesenleri,
izolasyon tekniklerine bagli olmasinin yani sira botanik kokene de baghdir. Bu baglamda,
balda bulunan ugucu maddeler ve aromatik bilesenler spesifik analiz yontemleri
araciligiyla balin botanik koken tespitinde kullanilabilse de kesin sonuclar igin aromatik
bilesen analizleri diger bilesenleri belirleyen yontemlerle entegre olmalidir [Wang and Li,
2011].

Balin botanik koken tespitinde, oligosakkarit ve flavonoid profil analizleri de
kullanilmaktadir. Bitkilerdeki fenolik yapida pigmentleri olusturan flavonoidler, bitki
kaynaklarinda fazla bulunmakta olup, kendilerine 0zgii karakteristik 0Ozelliklere
sahiptirler. Polende, propoliste ve bal igeriginde flavonoidlere rastlamak mumkin
olabilmektedir. Flavonoidler, HPLC veya CE teknikleriyle analiz edilebilmektedirler
[Campos et al., 1990].

Ek olarak, balda bulunan polenlerin ve mineral veya eser elementlerin analizleri de
balin botanik kdkeni hakkinda bilgi verebilmektedir. Polen analizi, mikroskopik inceleme
teknikleri ile gerceklestirilir ve 6zellikle bir balin tek cicekli veya cok ¢icekli olarak
tanimlanmasinda onemli bir analizdir. Bu baglamda, bir balin tek cicekli olarak
tanimlanabilmesi i¢in toplam polen iceriginin en az % 45 olmasi gerekmektedir. Polen
analizi, ¢igeklerin tanimlanmasi ve balin botanik kokeninin tespit edilmesi igin

kullanilabilmektedir [Crane, 1975].
2.2. Baln icerigi ve Kalitesi

Bal, icerdigi maddeler sebebiyle karmagik bir kompozisyona sahip olmakla birlikte
cevresel kosullara ve elde edilme zamanina gore de farkli igeriklere sahip olabilmektedir.
Balm igerigindeki en belirgin 6zellik, tatl olmasini saglayan glikoz, sakkaroz ve fruktoz

olmak tzere ¢ temel seker grubunu icermesidir. Fruktoz miktari, genelde balmn igeriginde



en ¢ok bulunan seker tiiriidiir. Seker iceriginin yani sira, yaklasik %2 oraninda su i¢erigine
ve %7 oraninda da demir, sodyum, fosfor, albumin, nitrojen, proteinler ve asitler gibi
temel yapitaslar1 ve minerallere sahiptir. Bunlara ek olarak, bazi aragtirmalar sonucunda,
bitki kaynakli ya da armin hormonal bezlerindeki salgi kaynakli, balin igeriginde diastaz,
invertaz, katalaz gibi bircok enzimin de bulundugu gozlemlenmistir (Hoyt, 1965). Bir

balin standart igerikleri Tablo 2.1°de gosterilmektedir [ Anonim, 2012].

Tablo 2.1: Bal Tebligine gore Balin Standart Degerleri.

Ozellik(100 gr bal) Cicek bah Salz bah Karisim bah
Su (en fazla) 20 20 20
Sakaroz (en fazla) 5-10 5-10 5-10
Fruktoz+glukoz(en az) 60 45 45
Suda ciziinmeyen madde 0.1 0.1 0.1
{en fazla)

Serbest asitlik (en fazla, S0 50 50
meq/kg)

Diastaz (en az) 8 8 8
HMF(enfazla, ppm) 40 40 40
Prolin(en az, ppm) 300 300 300

Balin kalitesinin ve dzelliklerinin belirlenmesinde 6nemli olan parametreler asagida

Ozetlenmistir:

e Seker orani: Balda en ¢ok bulunan ve 6nemli bir bilesen olan sekerler, balin elde
edildigi bitkisel veya salgisal kaynaklara gore degismektedir. Balin ¢icek veya
salg1 bali oldugunu ayirt etmek icin balda bulunan bazi disakkarit ve trisakkarit
seker gesitleri incelenmektedir. Bu baglamda, bazi ballar ireticiler tarafindan,
ciceklerin fazla olmadig1 alanlarda kovanlarin ¢evresine ek kaynak olarak serbet
gibi tathh maddelerin konulmasiyla iiretilmekte olup, bu ballar dogal igerigini
yitirmekte ve icerdikleri sakkaroz miktar1 da fazla olmaktadir [Bogdanov et al.,
2002].



Protein icerigi: Yaklagik %35 protein igerigine sahip olan baldaki proteinler, balin
floral kaynagmnin bir kimyasal parametresi olarak belirtilmektedir. Bu, bal arisinin
proteinlerinin ve aminoasitlerinin hemen hemen biitiin bal ¢esitlerinde ayni
olabilmesinden kaynaklanmaktadir. Balin igeriginde; lizin, histidin, aspartik asit,
serin ve prolin gibi bir¢ok ¢esit aminoasit bulunmasinin yani sira, prolin analizlerde
ve bilimsel ¢caligsmalarda en ¢ok kullanulan aminoasit igerigidir. Prolin, balin tiiriine
ve cesitliligine gore farklilik gosterse de balin igeriginde fazla bulunmaktadir ve
kalite degeri, balin olgunlul diizeyi gibi kriterlerin belirlenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir [Bogdanov et al., 2002].

Enzim igerigi: Bal, birgok enzim igerigine sahip olmasmin yani sira, temel olarak
invertaz, glukoz oksidaz ve diastaz enzimlerini icermektektedir. Balin asit iiretimi
ve antibiyotik etkisinin olusmasini saglayan glukoz oksidaz enzimiyken, arilarin
topladiklar1 nektarin bala kimyasal olarak doniismesini saglayan enzzim de invertaz
olarak belirtilmektedir. Bunun yani sira, baldaki nisastanin parcalanmasi ve
vizkozitenin azalmasindan sorumlu amilaz enziminin aktivitesi, diastaz ile
Olcllebilmektedir [Babacan ve Rand, 2002;2005]. Balin enzim igerigindeki azalma,
bala uygulanan 1sitma ve depolama asamalarinin uygun bir sekilde
gerceklestirilmediginin bir gdstergesidir [Huidobro et al., 1995].

Asit igerigi: Bal igerigi sebebiyle asidik bir besin kaynagidir ve bu asitlik balin
icerisinde mikroorganizmalarin iiremesini ve gelismesini engelleyen bir 6zelliktir.
Eger bir balda, yiiksek asit igerigi gézlemlenirse, bu durum balda fermentasyon
gergeklestigini ve fermentasyon sonucu olusan alkoliin asetik asite doniismesiyle
aciklanmaktadir [Erdogdu, 2008].

Hidroksimetilfurfural (HMF) igerigi: Balin igeriginde bulunan karbonhidratlarin
1s1l isleme ugramasi sonucu olusan HMF; yiiksek 1s1 ve yiiksek asidite sonucu
miktarca daha da artmaktadwr. HMF sadece yiiksek sicakliklarda degil, diisiik
sicakliklarda da maillard reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglamda
HMF, balin kalitesini ve tazeligini belirleyen dnemli bir indikatérdir [Gokmen,
2007].

Nem igerigi: Balin olgunlastigini ve hasat edilmesini gdsteren 6nemli bir Kriter olan

nem orani, belirli bir nem oranna ulasildiginda balin hasat edilmesi gerektigini



gostermektedir. Hasat edilen balin, depolama kosullar1 da nem orani agisindan
yaklasik % 60 olarak uygun kapali bir ortamda olmalidir [Dogaroglu, 2004]. Balin
nem oranm etkileyen su icerigi, ¢esitli kosullara (iklimsel faktorler vs.) gore
degiskenlik gosterebilmektedir [Finola et al., 2007].

e Antioksidan igerigi: Vicutta substrat maddenin her turli madde ile reaksiyonu
sonucu oksitlenmeye buyik 6lglide engel olan veya oksitlenmeyi geciktiren ve
boylece viicuttaki toksik etkiyi ortadan kaldiran maddeler olarak tanimlanan
antioksidanlar, balin igeriginde daha ¢ok bitki kaynakli olup oksijen yogunlugu
fazla olan polifenoller olarak fazla miktarda bulunmaktadir [ Young and Woodside,
2001].

2.3. Tiirkiye’de Bal Uretimi

Bal ve diger ar1iiriinleri saglikli insan gelisimi agisindan 6nem arz etmektedir. Balin
antimikrobiyal, antioksidan ve terapatik olarak kullanimi mevcuttur. Tiirkiye bal {iretimi
konusunda cografi konumu ve iklimsel kosullar1 nedeniyle avantajli bir durumdadir.
Arilarin nektar kaynagi olarak kullandigi; koknar, cam, thlamur, akca agac ve kestane gibi
bitki tiirleri agisindan zengin bir ekosisteme sahiptir. Tiirkiye’de yilin 3 mevisimi bal
iretimi gerceklestirilebilir. Tiirkiye diinya genelindeki yillik bal iiretiminin %6,9’luk
payma sahiptir ve 104 bin ton iiretimle 2. swradadwr. Bunun disinda kovan miktarina
bakildiginda Tirkiye, diinya genelindeki ilk ii¢ iilke igerisinde yer alarak diinya
genelindeki kovanlarin %8,5’lik oranini igerir [Burucu ve Bal, 2017]. Bingdl ilinde
yapilan istatistiksel ¢aligmalara gére 1991-2013 yillar1 arasinda Bingé1’de bulunan kovan
sayist %207,2 oraninda ve toplam bal iiretiminin %56,2 oraninda arttig1 goriilmiistiir.
Buna karsilik 2011-2013 yillar1 arasinda ise kovan sayisinda %150,0 oranda artig olmasina
ragmen bal iliretiminin %13,3 azald1g1 goriilmiistiir. Yapilan analizlere gore Bingol ilinin
aricilik i¢in uygun floraya sahip oldugu ancak aricilik faaliyetlerinin ticari olarak
arttirilmasi, modern tekniklerin uygulanmaya baslanmasi ve yetistiricinin
bilinglendirilmesi gerektigi bulunmustur [Karakaya ve Kiziloglu, 2015]. Bal igerik olarak
%98-95 oraninda karbonhidratlardan (fruktoz ve glikoz) olusur ancak %5-2lik kismi

sekonder metabolitler ve minerallerden olusur. Balin kalitesi Olgiiliirken igerisindeki



biyoaktif materyallerin kompozisyonuna bakilir ve bu biyoaktif materyaller balin
iretildigi cografi konum ile floraya gore degisim gosterir. Yapilan arastirmalarda balin
antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin fenolik igerigi (fenolik asitler, flavonoidler,
antosiyaninler ve prosiyanidinler) ile iligkili oldugu bulunmustur. Tiirkiye cografi yapis1
nedeniyle birgok farkl flora ekosistemine sahiptir. Bu nedenle ¢ok ¢esitli i¢eriklere sahip
ballarmn iiretimi gergeklestirilebilmektedir. Buna bagl olarak Tiirkiye’nin farkli illerinden
farkli nektar kaynaklar1 ile iretilen ballar karsilastirildiginda antioksidan seviyesi,
pigmentasyon seviyesi ve fenolik icerik gibi fizikokimyasal parametreler agisindan
cesitlilik gbzlemlenmistir [Can et al., 015]. Yapilan arastirmalarda 32 farkli bal 6rneginin
icerigi UPLC-ESI-MS/MS analizi kullanilarak incelendiginde yaygin olarak; Ferulik,
homojentisik, jentisik, siringik, 3,4-dihidroksibenzoik, kafeik, vanillik, p-koumarik, 4-
hidroksi benzoik, ve trans-2-hidroksi sinamik asitler gozlemlenmistir [Kivrak ve Kivrak
2017]. Balin reolojik 6zellikleri de {iretimi ve depolanmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
Balin viskozitesi liriin kalitesini dnemli dl¢iide etkiler. Balin viskozitesi; sicaklik, nem ve
kolloidal olusumlar tarafindan etkilenir. Tiirkiye’de iiretilen bal 6rnekleri nem oran1 goz
oniinde bulundurularak incelendiginde Newtonian akis modeli gosterdikleri

gozlemlenmistir [Kayacier ve Karaman, 2008].

Aricilik faaliyetleri ve bal iiretiminde sahip oldugu elverisli iklim sartlari, cografik
ozellikler ve bitki ortiisii cesitliligi ve Ozellikle diinyada bulunan tatli bitki tiirlerinin
%75’ine sahip olmasi ile Tiirkiye, bal liretiminde 6nemli bir pozisyona sahiptir [Siral,
2010]. Sekil 2.1°de 2016 yilinda Tiirkiye’nin mevcut kovan sayisi (yaklasik 7.9 milyon)
ve bal iiretimi gosterilmektedir [Burucu ve Bal, 2017; TUIK, 2017].
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Sekil 2.1: Tirkiye Kovan Sayis1 ve Bal Uretimi.

Tiirkiye’de bolgelere ve illere gore bal iiretimi Sekil 2.2°de gdsterilmektedir [TUIK,
2017].
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2.3.1. Tiirkiye’de Bal ithalat1 ve Thracati

Tiirkiye’de {iiretilen balin yaklasik olarak %98’1 yurt i¢inde tiiketilip, geriye kalan
%?2’lik kismu ise yurt digma satilmaktadir [Engindeniz et al., 2015].

Ulkelere gdre 2016 yili Tiirkiye bal ihracat1 Sekil 2.3’de gosterilmektedir. Tiirkiye,
bal ticaretinde ihracatci iilkeler arasinda yer almaktadir. Bu baglamda; 2015 yili bal
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ihracati verileri incelendiginde, 7192 ton ile en yiiksek diizeye ¢ikan bal ihracatinin 2016
yilinda yar1 yariya azaldigi goriilmektedir. Bu azalmanin temel sebebi, bal ithalatinda
Tiirkiye’den onde gelen ABD’nin 2016 yili bal ithalatin1 yar1 yariya oranda azaltmasi
olarak ifade edilebilir [Burucu ve Bal, 2017]. Sekil 2.3’te iilkelere gore 2016 yili Tiirkiye
bal ihracat1 gosterilmektedir [TUIK, 2017].
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Sekil 2.3: Ulkelere gore 2016 yili Tiirkiye bal ihracati (ton).
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Tirkiye, bal ticaretinde ihracat¢i bir lilke konumunda olsa da iiretilen balin sadece
%1,5’in1 ihrag etmektedir. Tiirkiye’ nin {iretilen balin ithracatinin bu kadar az olmasmin
sebebi; bal kalitesinin dis pazarin talebini karsilayacak bir kalitede olmamasi, etkili bir
reklamin olmamasi, iretilen balin pazara etkili bir sekilde sunulamamasi ve gelir
diizeyinin artmasiyla ortaya ¢ikan iilke i¢i tiiketim ihtiyaci olabilmektedir [Kan, 2013].
Tirkiye’nin bal ticareti verileri degerlendirildiginde, bal ithalatinin olduk¢a az oldugu

belirtilmektedir.

2.4. Bingol Bal ve Uretimi

Diinyada ve iilkemizde ge¢misten giiniimiize kadar siiregelen aricilik uygulamalari
kapsaminda, bir¢ok bilimsel arastirma yapilmaktadir ve bu ¢alismalar aricilik faaliyetleri
sahip oldugu cografi konum ve bitki floras1 agisindan Bing6l ilinde de yaygin bir sekilde
uygulanmaktadir. Bingdl ilinin Iran-Turan bdlgesi kapsaminda yer almas, bitki florasi ve
cesitliligi agisindan bal iiretimi i¢in uygun kosullar saglamaktadir [Kan, 2013]. Bing0l

Universitesi, Pilot Universite Koordinasyon Merkez Birimi tarafindan ytrtittilen PIKOM-
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Ar1.2019.003 Numarali projemiz ile Bingdl balinin fizikokimyasal igerigi ortaya
cikartilmis ve Tablo 2.2°de sunulmustur. Parantez i¢indeki degerler Tiirk Gida Kodeksi
Bal Tebligi (2020/7)’ye gore istenen en fazla ve en az degerleri kapsamaktadir.

Tablo 2.2. Bing6l ili ve Ilgelerinde PIKOM Projesi Kapsaminda 2018-2020 Yillarinda
Uretilen Bing6l Balina ait Ortalama (3 Y1llik) Bazi Onemli Fizikokimyasal Degerler.

Parametreler (TGK’ye gore*) Degerler
Nem (En fazla %620) 15,7
Sakkaroz (En fazla 5 9/100q) -
Fruktoz+Glukoz (En az 69g/100g) 70,4
F/G (0,9-1,4 Arasi) 1,3
Maltoz (En fazla 49/100g) 2,0
Prolin miktar1 (En az 300mg/kg) 700,9
Diastaz Sayisi (En az 8) 24,5
Hidroksimetil Furfural (En fazla 40mg/kg) 3,73
Bal 613 degeri (-23 ve daha negatif) -26,3
Balda protein ve ham bal delta CI3 dgg'erleri 2002
arasindaki fark (-1 veya daha pozitif) '
Balda protein ve bal 613 C degerlerinden 014
hesaplanan C4 sekerleri orani (En fazla %7) ’

Bing6l’de aricilik faaliyetleri ve bal iretimini etkileyen bircok faktor
bulunmaktadir. Daglarin yiikseltisi, yagis orani, nem orani ve su kaynaklari, iklim
kosullar1 bitki ¢esitliligini ve dolayisiyla bal {iretimini etkileyen faktorlerdendir.
Bolgedeki en 6dnemli daglar, Bing6l, Serafettin, Seytan ve Karag6l Daglari’dir ve bazi
daglarin yiikseltisi 2900 metreyi ge¢cmektedir. Bal iiretiminde kullanilan alanlar
kapsaminda yiikseltinin 780-2950 metre arasinda degiskenlik gostermesi (Sekil 2.4) ve
topografik acidan farkliliklar goriilmesi; sicaklik kosullarini, bitki florasini, bitki
cesitliligini, ¢igeklenme donemlerini ve siireclerini degistirerek bal tiretimini olumlu
olarak etkilemektedir [Kan, 2013]. Ornegin; yiiksekligin artmasiyla sicakligin azalmasi
aricilik uygulamalar1 ve bal iiretimini alan ve siire¢ bazinda sinirlandirip olumsuz bir

etkiye sebep olabilmektedir. Bolgenin iklim kosullar1 degerlendirildiginde, vejetasyon,

12



yani yasama kosullar1 birbirine benzer bitkilerin bir arada bulunmasi durumu iklimden
etkilenmekte olup, bu durum da yine aricilik faaliyetlerini ve bal Gretimini etkilemektedir.
Bing61’de kis mevsiminin sert, yagish ve uzun siirmesi; 6zellikle sicakligi 0 °C’nin altina
diismesi bolgedeki aricilik faaliyetlerini ve dolayisiyla bal iiretimini olumsuz
etkilemektedir [Cetin, 2004].

N

—+

Lejant
Il ve e S=wrarm

11 Yeregme A,
— lz0hS

Bingol I ve Cevresi
Ylkseiti

[ swa- w0
B %01 - 1200

| RECIEE
B o 2000
B o0 2e0
v 2xe
| B

0 10 20km
—t

Sekil 2.4: Bingol ili ve Cevresinin Fiziki Haritasu.

Sicaklik kosullarmm yani sira, bolgede yagislarin olmasi bitkisel cesitliligin
gelismesi ve arilarin bal iiretiminde gerekli su kaynaklari kapsaminda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Yagislarin gerekenden fazla, 6zellikle dolu veya sagnak seklinde olmasi ve
uzun siirmesi, arilarin digar1 ¢cikmasina engel olmasi hatta 6liimlerine bile sebep olmas1 ve
dolayisiyla bitkisel kaynaklara ulasimlarinin engellenmesi agisindan olumsuz bir etki
gostermektedir. Bu baglamda, riizgar ve nem kosullarina da dikkat edilmesi de 6nemli bir
unsurdur. Ar1 kovanlarinin riizgara agik alanlardan ve asir1 nemden uzak tutulmasina

dikkat edilmesi gerekmektedir [Kan, 2013].

Bing6l’de aricilik faaliyetlerini ve bal iiretimini etkileyen bir diger unsur da
bdlgedeki su kaynaklaridir. Bing6l ve ¢evresi, akarsu ve su kaynaklar1 bakimidan zengin

olmasi sebebiyle, arilarin bal {iretimi i¢in gereksi olan su ihtiyacini yeterli bir sekilde

13



karsilaylp, ayni zamanda arilarin yararlandigi bitkisel kaynaklarin gelisimini ve

cesitliligini de arttrmaktadir [Gunek, 2006].

Bing61’de bal firetimi, bal verimliligi i¢in gerekli, yorenin iklim ve topografik
kosullarina daha kolay adapte olabilmesi agisindan uygun bir ar1 irk1 olan Kafkas rk1
(A.m.caucasica) kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu ar1 wkinin kullanimi; kigin
bdlgedeki soguk hava kosullarina dayanikli olmasi, yaz mevsiminde diger irklara kiyasla
daha yiiksek bir bal verimi saglamasi, bitki kaynaklarmin derinliklerinde bile nektarlara
ulagabilmesi ve iireme kosullarmin ve veriminin yiiksek olmasi gibi avantajlara sahip

olmasindan kaynaklanmaktadir [Kan, 2013].

Tiirkiye’de bal iiretiminde Bingdl ilinin katkis1 degerlendirildiginde; iilke
genelindeki toplam kovan sayisinin ve bal tiretiminin % 1,5’inin Bing6l ilinden saglandig1
belirtilmektedir. Bu baglamda, Bing6l ili ve ¢evresi de dahil olmak {izere bal {iretiminin
gecmisten giiniimiize bir artis gosterdigi ve bolgede aricilik faaliyetlerinin gelistigi, bir
gecim kaynagi oldugu sonucuna varilmaktadir [Bingdl Aricilik Raporu, 2011]. Bingol
ilinde yillar igerindeki kovan sayis1 ve bal iiretimindeki degisimler Sekil 2.2°de

gosterilmektedir [Kan, 2013].
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Sekil 2.5: Bingol Ili Kovan Sayis1 ve Bal Uretimindeki Gelismeler.

Sekil 2.5°te goriildiigii iizere, bal liretiminde zaman zaman goriilen dalgalanmalar;
bitki cesitliligine, iklim kosullarina ve ar1 hastaliklarina bagh degisimlerin yani sira devlet

desteginin etkileriyle de agiklanabilmektedir. Ornegin; 2007 yili bal iretimi
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incelendiginde, kovan sayis1 ve bal iiretiminin artmasmda bir 6nceki y1l yapilan devlet
destekleri etkili olmustur. Sonrasinda 2008 yilindaki azalmalar, devlet desteginden gii¢
alarak aricilik faaliyetlerine yonelen insanlarin bir siire sonra aricilig1 yiiriitememeleri ve
birakmalar1 sonucunda gozlemlenmistir. 2009 yilinda bal iiretiminde gozlemlenen
azalmada ise, kurakliga bagli olarak ar1 hastaliklarinin artmasi ve dolayisiyla ari
Oliimlerinin artmasi etkili olmustur. Bu baglamda, Bingdl ilinde belirli zamanlarda
yasanan bu dalgalanmalara ragmen, kovan sayisi ve bal iiretiminde glinden giine bir
gelisme ve artis gozlemlenmektedir [Bingdl Aricilik Raporu, 2011]. Bu gelismelerde ve
artiglardaki en onemli etkenler; Bing6l ilinin konumunun, dogal sartlarmin ve iiretim
degerlerinin aricilik faaliyetleri ve bal iiretimi i¢in uygun ve elverisli olmasidir. Iran-Turan
flora bolgesinde yer almasi, Bingdl ilinin bitki florasinda ve bitkilerin ¢iceklenme
stireclerinde ¢esitlilik sagladigi igin, iilkemizde bal tiretiminde 6nemli bir potansiyele
sahiptir [Avci, 1993].

Ulkemizde yapilan ¢alismalara ve elde edilen verilere gore, Tiirkiye koloni, kovan
sayis1 ve toplam bal liretimi agisindan aricilik faaliyetlerinde 6n plana ¢ikan iilkeler
arasinda yer almaktadir. Bu hususta, 2012 yil1 verilerine gore; Bingdél’de 94.952 an
kolonisinin bulundugu ve toplam 1800 ton bal iiretimi gerceklestirildi§i sonucuna
vartlmigtir [Anonim, 2011]. Buna gore, Bing6l ilinin aricilik faaliyetleri ile koloni
acisindan % 1,58, bal iiretimi acisindan ise % 1,9 bir katkisinin oldugu gézlemlenmistir.
Ortalama bal verimi agisindan ise, Bing6l ilinin, Tiirkiye toplam verimliliginden %20,25

daha fazla oldugu ortaya ¢ikmustir [Bakoglu vd., 2014].

Bingol’deki aricilik faaliyetlerine ve bal iiretimine yonelik, ilin belirli ilgelerinde
yapilan bir calismada; Bing6l’iin Karliova ilgesinin Kalencik bolgesindeki polenler
tizerine incelemeler yapilmis olup, en yiiksek kekik poleni elde edilmistir. Kekik bitkisi
haricinde, geven, c¢arik dikeni, ekinezya ve balicak bitkilerinin de polenleri elde edilmistir.
Adakli ilgesinde ise en yiiksek geven bitkisinin polenleri elde edilmistir. Sekil 2.6’da elde
edilen bazi polenlerin mikroskopik goriintiisii gosterilmektedir [Bakoglu vd., 2014].
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Sekil 2.6: Polenlerin Mikroskopik Gérintuleri.

Calismadan elde edilen verilere gore; Bingdl ilinin bal iiretiminde verimli oldugu,
ozellikle ilin dogu kisminda yer alan bolgelerde geven bitki tiiriiniin hakim oldugu ve bu
bitki tiriinun polenlerinin fazla miktarda Bingo1 balinda bulundugu sonucuna varilmistir
[Bakoglu vd., 2014].

Yapilan baska bir calismada ise, TRB1 Bolgesi olarak Bing6l, Elazig, Malatya ve
Tunceli illerinin ve TRB13 olarak sadece Bingdl ilinin bal Gretimindeki katkisi
incelenmistir. Sekil 2.7°de Turkiye, TRB1 ve Bing6l iline ait bal Uretimi gosterilmektedir
[S6giit vd., 2019].
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Sekil 2.7: Turkiye, TRB1 Bolgesi ve Bingol iline ait Bal Uretimi.

Calismaya gore; TRB1 Bolgesinin bal iiretiminde Tiirkiye’de bal iiretiminin
ortalama %3 iinii, Bingdl ilinin ise % 0,8’ini olusturdugu gozlemlenmistir. Bing6l ilinin
TRB1 Bolgesi kapsaminda bal iiretimine katkisi ise %30 olarak belirtilmistir. Bu
baglamda, Bing6 ilinde aricilik faaliyetlerinin ge¢im kaynagi olarak benimsendigi ve
aricilik faaliyet siire¢lerinin diger ¢alismalara ve ge¢im kaynaklarina kiyasla daha fazla

oldugu sonucuna varilmistir [S6giit vd., 2019].

2.5. Dunyada Bal Uretimi

Gegmisten giiniimiize aricilik faaliyetleri ve bal {iretimi diinya genelinde yaygin
olarak gerceklestirilen faaliyetlerden birisi olmustur. Diinyada mevcut koloni sayisinin
2005°ten 2010 y1la kadarki bes yillik siirecte bile % 6 oraninda arttig1 gézlemlenmistir.
2010 yili FAO verileri degerlendirildiginde; diinyada mevcut ar1 koloni sayismin %
13,66’simnin Hindistan’a, % 11,31’inin Cin’e, % 7,22’sinin Tiirkiye’ye ve % 6,61 inin
Etiyopya’ya ait oldugu goriilmektedir. Bu oranlar zamanla daha da yiikselerek, diinyada
aricilik faaliyetlerinin ve bal iiretiminin de zaman itibariyle gelistiginin ve arttiginin bir

gostergesi olmaktadir [Sancak vd., 2013].

Diinya genelinde bal {iretimi yine 2005’ten 2010 yilina kadarki bes yillik siirec
kapsaminda % 9 oraninda bir artis gostermistir. 2010 y1l1 FAO verileri kapsaminda, diinya
geneli bal Gretiminde, % 25,84’liik en yiiksek oranla Cin 6ne ¢ikarken, ardindan % 5,27’
lik oranla Turkiye ve % 5,18’lik oranla ABD gelmektedir [Sancak vd., 2013].
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2010 yilindan bu yana, diinya geneli kovan sayisinin ve dolayisila ar1 kolonilerinin
sayisinin artis gostererek 62 milyon gibi bir veriye ulastig1 tahmin edilmektedir. Ulkeler
bazinda en yliksek kovan ve koloni sayisina sahip iilke Cin olurken, pesinden 5.339.224
adet koloni sayisi1 ile Tirkiye gelmektedir. Bal iiretim miktarlar1 degerlendirildiginde,
diinyada iretilen balin dortte birinin ticaret kapsamma dahil oldugu goriilmektedir.
Uretilen bal miktarlarindan elde edilen verilere gore, Cin yine birinci sirada yer alirken,
pesinden gelen iilkelerin Tiirkiye, ABD ve Ukrayna oldugu belirtilmektedir. Diinya geneli
bal ticareti incelendiginde ise, ihracatta Arjantin, ithalatta da Almanya ilk sirada yer
alirken, Tiirkiye’nin bu bal ticaretinde ve dis pazardaki payinin ¢ok az oldugu

gorulmektedir [Soysal, 2007].
2.5.1. Diinyada Bal ithalati ve Ihracati

Dinyadaki bal ithalati ge¢misten gilinimiize kadar siiregelen bir artig
gostermektedir. 2005°ten 2010 yilina kadarki siiregte ithalatta % 17 oraninda bir artis
gozlenlenmis olup; 2010 y1l1 diinya bal ithalatinda % 20’lik oranla ABD, % 19’luk oranla
Almanya, % 7’lik oranla B. Britanya ve % 6’lik oranla Fransa 6ne ¢ikmistir (Sancak vd.,
2013). Sekil 2.8’de ve 2.9’da bazi iilkelerin yillar igerisindeki bal ihracat ve ithalat

miktarlar1 ve degerleri gosterilmektedir [Sancak vd., 2013].
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Sekil 2.8: Bazi1 Ulkelerin Bal Ithalat Miktar1 ve Degerleri.
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Diinya geneli bal ihracat1 da gegmisten giiniimiize artig gostermis olup, 2005’ten
2010 yilina kadarki stire¢ kapsaminda ihracat oraninda % 14’liik bir artig goriilmiistiir. Bu
baglamda; 2010 y1l1 diinya bal ihracatinda % 13’liikk oranla Cin, % 12’lik oranla Arjantin,
% 7’lik oranla Almanya ve % 6’lik oranla Meksika one ¢ikmustir [Sancak vd., 2013].
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Sekil 2.9: Bazi1 Ulkelerin Bal Thracat Miktar1 ve Degerleri.

2.6. Balin Analizinde Kullanilan Yontemler

2.6.1. Melissopalinolojik Analizler

Melissopalinoloji, bitki tiirlerinin yayilimini, arilarin beslenme aliskanliklarimi ve
polenlerin dagilimini incelemek amaciyla kullanilan, arilarin hangi tiir bitkilerle
etkilesimde olduklarin1 ve bu etkilesimler sonucu polenlerin nasil analiz edilecegilini
analiz eden bir yontemdir. Bal Orneklerinin floral ¢esitliliginin ve kaynaklarinin
belirlenmesinde kullanilmasinin yani sira, 151k mikroskobu altinda, balin igerigindeki

polen ¢esitliligini ve miktarini belirlemede de kullanilmaktadir [Celemli vd., 2018].

Balin igerigindeki polenlerin ve dolayisiyla balin kalitesi polenin botanik kdkenine
bagli oldugu i¢in, polenlerin hangi bitki kaynaklarindan elde edildigini ve kaynaklarin
cesitliligini belirlemek, koloni sagligi ve balin kalitesi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu
baglamda, melissopalinolojik analizler ile ¢cevresel degisimlerin bitkilerle arilar arasindaki

etkilesimleri nasil etkiledigini inceleyebilmek ve tarimsal faaliyetler kapsaminda uygun
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ve verimli bitki kaynaklarini segebilmek ve Kkullanimini arttirabilmek miimkiindiir

[Hornby et al., 2022].

Melissopalinolojik analizler; balin botanik kdkeninin ve dolayisiyla icerigindeki
polen tiirlerinin belirlenmesini saglamasinin yani sira; sporlar, mantarlar, hif,algler, bitki
ve bocek killari, silika yapilari, nisasta ve balmumu gibi diger yapisal bilesenleri ve
elementleri de inceleme ve arastirma firsati sunmaktadir [Barth, 2004]. Balin piyasa
degerini ve tiiketim Ozellikleri, balin karakteristiklerine bagl sekillendigi i¢in, botanik
kokeni ve balin igerigi biiylik 6nem arz etmektedir. Bu asamada, balin metagenomik
calismalarda, polen analizi olarak melissopalinolojik analizlerde sadece piyasa degerini
biiyiik olciide belirleyen bitki igeriginin analizi i¢in degil, giivenli tiiketim amaciyla
herhangi bir parazit veya patojen mikroorganizma varligi tayini i¢in eDNA kaynagi olarak

kullanilmaktadir [Balkanska et al., 2020; Ribani et al., 2020].

2.6.2. Cevresel DNA (eDNA)

Ekosistemler tizerinde yapilan analizlerde geleneksel olarak kullanilan yontemler
genelde fiziksel tanimlama {izerine kuruludur. Bu tiir yontemler yaklasik popiilasyon
degeri ve popiilasyon dagilimi hakkinda yeterli bir sonu¢ saglasa da taksonomik hatalar
veya Ornek aliminda yapilan hatalar nedeniyle tam olarak kesin bir sonug vermeyebilirler.
Buna benzer sorunlar nedeniyle son zamanlarda, gegmisten gliniimiize gelisen sekanslama
teknikleri sayesinde DNA dizilimine bagli analiz teknikleri tercih edilebilir duruma
gelmistir. Dogada bulunan organizma miktar1 ve dolayli olarak incelenebilecek DNA
Oornegi miktar1 bolluktadir. Cevresel DNA’nin (eDNA) kullanilmasi ile yapilan
arastirmalar dogal ortamlarinda bulunan canlilardan alinan DNA 6rnekleri sayesinde daha
onceki tekniklerin elde edemedigi verilere ulasimi saglar. Bunun disinda eDNA
yOontemlerinin giivenilir filogenetik veri saglamasi, diisiik uygulama bedeline sahip olmasi

ve uygulamasi basit yontemler olmasi gibi avantajlar1 vardir [Garlapati et al., 2019].

eDNA uygulamalari, bir ekosistemdeki istenilen spesifik bir tiirlin varligmi
belirleyebilir ve bu sayede biyocesitliligin arastirilmasma katkida bulunabilir. eDNA
uygulamalarinda canlilar sayesinde ortamda var olan mitokondrial DNA ya da niikleer

DNA baz alinir. Kullanilan DNA 6rnekleri genelde 500 baz ¢ifti igeren kisa dizilerden
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olusur. Ornekler; buz katmanlarindan, su kiitlelerinden ve topragin alt katmanlarindan
elde edilebilir. eDNA 0ornekleri elde edildikten sonra; eDNA izolasyonu, PCR
uygulamasi, biyoinformatik analiz ve istatistiksel analiz gibi sureglerden gegerek veri
eldesi saglanir [Sahu et al., 2022].

eDNA yontemleri barkodlama ve metabarkodlama olarak ikiye ayrilabilir.
Barkodlama yontemlerinde tek bir tiir igeresindeki bireyler arasi spesifik bir uygulama
gergeklestirilebilir. Metabarkodlama yontemlerinde ise istenilen farkli ekosistemlerdeki
bircok tiir ayn1 anda incelenebilir ve bu sayede komiinite dinamikleri detayli olarak
anlasilabilir. eDNA metabarkodlamada kullanilan analiz tekniklerinden biri olan yuksek-
ciktili sekanslama (HTS), ekosistemde bulunan tiirlerin kompozisyonunu belirleyerek
uzun zamanh izlemede ve paleoekolojik arastrmalarda veri elde edilmesinde
kullanilabilir. eDNA analizlerinde birtakim problemler de mevcuttur. Eger ortamda hedef
mikroorganizma olmamasina ragmen hedef DNA bulunursa bu yanlis pozitif hata olarak
adlandirilir. Eger ortamda hedef organizma bulunmasina ragmen hedef DNA
bulunmuyorsa bu yanlis negatif hata olarak adlandirilir. Yanlis negatif hatalar 6zellikle
nadir veya soyu-tiikkenmekte olan tiirlerin belirlenmesinde analiz sonuglarini 6nemli
Olciide degistirebilirler. Bunun disinda eDNA’nin ¢evresel ortamlarda bulunmasi
nedeniyle eDNA’lar ¢esitli dogal yollarla farkli ortamlara tasinabilir. Amazon nehrinde
bulunan bir eDNA 1 ay igerisinde 1500 km’lik bir yol kat edebilir, bu da eDNA analizi
yapilirken birtakim karisikliklara yol acabilir. Bu anlamda eDNA analizi yapilirken 6zenli
deneysel diizeneklerin kurulmasi onemlidir. eDNA kullanim1 giiniimiizde geleneksel
metotlardan daha yiiksek bir bedel gerektirse de baz dizileme yontemlerinin gelismesi ve
kolaylasmasi sayesinde eDNA’nin 6zellikle metagenomik arastirmalarda biiyiik 6nem arz

edecegi diistiniilmektedir [Garlapati et al., 2019].

Dogada bulunan ¢ogu mikroorganizma izole edilmeye ve laboratuvar kosullarinda
kiiltiire edilmeye uygun degildir. Genom ¢aligmalar1 cogunlukla saf kiiltiir seklinde elde
edilebilen organizmalar ile yapilmistir. Giinlimiize kadar ¢ok sayida yapilmis olan genom
haritalama g¢aligmalar1 sayesinde veri kiitiiphaneleri olusturulmus, DNA saflagtirma
protokolleri ¢ogu organizma i¢in bilinir hale gelmis ve DNA sekanslamanin ekonomik

bedeli bir hayli azalmistir. Tiim bu gelismelere karsilik olarak zorunlu patojenler ya da
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simbiyotlar gibi baz1 canlilarin uygun ¢evre kosullar1 disinda yasayamamasi nedeniyle bu
tiir organizmalarda yapilan genomik ¢aligmalar kisitlidir. Bu anlamda son yillarda dogal
ortamindan elde edilen ornekleri kullanarak DNA analizi gergeklestirebilmek 6nem

kazanmustir [Tringe and Rubin, 2005].

2.6.3. Metagenomik Analizler

Metagenomik yontemler, tiirler ici genomik cesitlilikler sebebiyle tiirlerin
smiflandirilmasinin  yan1 sira genomlara gore sahip olduklari islevlere de aciklik
getirmektedir. Bu baglamda metagenomik yaklasimlar, mevcut genlerin potansiyel
biyokimyasal aktiviteleri, fiziksel veya biyolojik olarak degisimlerini ve hiicreler
arasindaki karmasik etkilesimlerin ve baglantilarin belirlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Metagenomik yotemler araciliiyla ¢evreden direk elde edilen DNA bilgisi
ile c¢evresel genetik kaynaklara ve ¢oziimlemelere %100 bir sekilde erisim

saglanabilmektedir [Karen, 2007].

Safkiiltiir izerinden organizma genom analizi yapildiginda dogal ortamda meydana
gelen tiirler arasi etkilesimler veya se¢ilim mekanizmalari1 gibi kominite dinamikleri g6z
ard1 edilmis olur ve elde edilen veriler smirl bir gen havuzunu kapsar. Metagenomik,
cevresel Orneklerdeki mikrobiyal genetik cesitlili§in - organizmalarin  kiiltiire
edilebilirliginden bagimsiz olarak incelenebilmesi saglar. Metagenomik analizde alinan
cevresel ornek bir¢ok mikroorganizmayi kapsadigi i¢cin heterojen igerikteki bir gen havuzu
elde edilir. Metagenomik ¢alismalar; eDNA’nin izolasyonu, izole edilen DNA’nin uygun
vektore klonlanmasi, vektorlerin uygun bakteriye transformasyonu ve transforme
bakterilerin incelenmesi sureclerini icerir [Karen, 2007]. Metagenomik ydntemlerin

uygulama sureci Sekil 2.10°da gosterilmektedir [Schmeisser et al., 2007].
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Sekil 2.10: Metagenomik Analiz Basamaklari.

Metagenomik c¢aligmalardaki ilk siireg DNA izolasyonudur. DNA izolasyonu iKi
sekilde yapilabilir. Hiicre lizizi araciligiyla yapilan dogrudan DNA izolasyonunda
DNA’nm saflastirilmasi i¢in elektroforez diizenegi kullanilabilir. DNA negatif yiiklii
oldugundan diizenekte katoda dogru hareket ederken, istenmeyen pozitif yiiklii bilesikler
anoda dogru hareket eder. Bunun disinda kromatografi teknikleri ya da sonikasyon
yontemi de DNA saflastirilmasinda kullanilabilir [Nazir, 2016]. Dogrudan izolasyon
yonteminin birtakim problemleri mevcuttur. Cevresel 6rnekten alinan istenmeyen viriis
partikl'illeri ve Oli hiicrelerin DNA igerikleri de gen havuzuna karlsabilir. Teknigin bir
DNA hasarina sebep olabilmesi ya da elde edilen soliisyondaki DNA kompozisyonunun
normalinden fazla veya az olmasina sebep olabilmesidir [Tringe and Rubin, 2005]. Bir
diger yontem tiirii olan dolayli DNA izolasyonunda &rnekler; 100mM Tris-HCI, 100mM
of SDS ve 0.1 % CTAB gibi kimyasallar igeren ¢ozeltiler kullanilarak tekrarl santrifiijlar
araciligiyla saflagtirilir. Bu asamalarin sonunda bakteriyal hiicreler toplanilir ve hiicre
lizizi gergeklestirilir. Dolayli DNA izolasyon yonteminde dogrudan DNA izolasyonundan
farkl olarak daha ¢ok zaman harcanir ancak elde edilen 6rneklerde istenmeyen madde
icerigi daha az olur ve daha spesifik prokaryotik DNA hedeflendigi i¢in de elde edilen
DNA icerigi daha az miktarda olur. Elde edilen DNA 6rnekleri uygun vektore ve bakteriye
yerlestirildikten sonra ilgili incelemeler yapilirken 16S rRNA gibi korunmus bdlgelerin
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filogenetik isaretleyicileri kullanilarak PCR yontemi ile genetik analizler uygulanir ya da
antibiyotik uretimi ve enzimatik aktiviteler gibi spesifik fizyolojik 6zellikler incelenebilir.
Metabolik yaklasimlar ¢evresel mikrobiyal gen havuzundaki eksprese edilen ve eksprese
edilmeyen genler arasinda bir ayrim yapamadigindan, eksprese edilen genlerin metabolik
aktivitesi hakkinda bilgi vermek konusunda yetersiz kalir. Metabolik aktiviteyi analiz
etmek i¢in hedef genin dizisi hakkinda bilgiye sahip oldugumuz durumlarda (Genin
sekansi, gerekli primerleri tasarlamak i¢in) gereklidir. RT-PCR kullanilarak ortamdaki
transkript dizeyleri incelenebilir. Bunun disinda tasarlanan c¢evresel mikroarray
teknolojileri ve cDNA klonlar1 da mikrobiyal komiinitelerde gen ekspresyonunu anlamak

icin 6nemli katkida bulunabilir [Nazir, 2016].

Metagenomik caligmalar, spesifik bir tiirii tanimlamaktan biiyiik bir komiinitenin
ilisk1 dinamiklerini incelemeye kadar bircok alanda uygulanabilir. Bu anlamda: belirli bir
substratin metabolik siirecinin gerceklesmesini saglayan organizma gruplarinda kararl
izotop probu (SIP), organizmalarin membran proteinleri ya da SSU rRNA dizilerine bagli
olarak ayrilmasini saglayan akim sitometrisi, organizmalarm hiicre duvari veya
ekstraselliiler karakteristiklerine gore ayrimmi saglayan saflastirma uygulamalari,
diferansiyal santrifiij, diferansiyal liziz, restriksiyon enzimlerinin segici kullanimi ve jel
elektroforezi gibi yontemler kullanilabilir. Diger yontemlerle elde edilemeyecek verilerin
elde edilmesini saglayan metagenomik ¢alismalar organizmalar arasi etkilesimleri
genomik diizeyde incelememizi miimkiin kilarak elde ettigimiz genom havuzu veri

tabanlarmi biiyiik oranda genisletebilir [Tringe and Rubin, 2005].

Metagenomik yaklasimlar ile karmasik filogenetik ve fonksiyonel kavramlar, yeni
nesil teknolojilerin de entegrasyonu ile analizlerde kolaylikk saglamaktadir.
Metagenomdan tiretilen; evrensel olarak prokaryotik ve ¢karyotik tirlerde bulunan ve
tiirler hakkinda genis kapsamli bir bilgi veren kiiglik altbirimler olarak 16S rRNA ve 18S
rRNA genleri ile yapilan metagenomik teknikler, tiirleri karakterize etmek icin yaygin
olarak kullanilan etkin yontemler olarak ifade edilmektedirler. Bu baglamda,
metagenomik ¢aligmalara yeni nesil dizileme teknolojilerinin de entegrasyonu 6nemli bir
rol oynamaktadir. Sekil 2.11°de 16S rRNA geninin 2 boyutlu ve 3 boyutlu sekli ve sekil
2.12°de 16S rRNA geninin primer haritas1 gosterilmektedir [Yang et al., 2016].
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Sekil 2.11: 16S rRNA Geninin 2 Boyutlu ve 3 Boyutlu Gosterimi.
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Sekil 2.12: 16S rRNA Primer Haritasu.

En yaygm kullanilan teknolojiler, ligasyon vasitasiyla dizileme (SOLID-Applied
Biosciences/Life Technologies), sentezleyerek dizileme (Solexa, Illumina), yar1 iletken
cip taramasi (Ion Torrent/Life Teknologies), pirosekanslama (454/ROCHE) ve tek
molekdil dizileme (Oxford Nanpore Technologies, SMRT-Pasific Bioscience) tekniklerini
kapsamaktadir. Yeni nesil bu teknolojilerin mevcut olmasi ve kullanilmasinin yani sira,
en dogru taksonomik analizlerin ve siniflandirmalarin metagenomik DNA’nin direk

dizilenmesi ile elde edilebilecegi belirtilmektedir [Li et al., 2018].
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2.6.4. Shotgun Analizi

Yiiksek verimli dizileme yontemleri ideal olarak, yalnizca kiiltiir i¢in uygun
olanlarm degil, bir numunedeki tim mikroorganizmalarin genomik profilinin
cikarilmasmi saglar. Boyle bir yaklasim, bir numunede bulunan tiim mikrobiyal
genomlarm hedeflenmemis dizilimini igermektedir. Shotgun metagenomik dizileme, bu
smirlamalar1 ortadan kaldiran, kiiltiirlenmemis mikrobiyota ¢alismasina alternatif bir
yaklagimdir. Bu dizileme yontemi, mikrobiyal topluluklarin taksonomik bilesimini ve
fonksiyonel potansiyelini analiz etmek ve tim genom dizilerini kurtarmak icin
kullanilabilir. ilk kullanilmaya baslanmasmdan bu yana gegen 15 yil icinde,
metagenomik, karmasik mikrobiyomlar iizerinde biiyiik olgekli ¢aligsmalara olanak

saglamigtir [Oh, 2014].

Tipik bir shotgun metagenomik ¢alismasi, ilk ¢alisma tasarimindan sonraki bes
adimdan olusur: (i) 6rneklerin toplanmasi, islenmesi ve siralanmasi; (ii) okumalarin
dizilenmesinin 6n islenmesi; (iii) taksonomiyi karakterize etmek i¢in dizi analizi,
“Fonksiyonel ve genomik karakterizasyon”; (iv) istatistiksel ve biyolojik islem sonrasi
analiz ve (v) dogrulama. Her adim1 gerceklestirmek i¢in bircok deneysel ve hesaplamali
yontem mevcuttur, bu da arastirmacilarin géz korkutucu segeneklerle karsi karsiya oldugu
anlamina gelir. Shotgun metagenomiklerin goriiniirdeki basitligine ragmen, potansiyel
deneysel 6nyargi ve hesaplamali analiz ve yorumlamanin karmasikligindan kaynaklanan
smirlamalar1 vardir [Quince et al.,, 2017]. Mikrobiyal icerik, ayni ortamdan alinan
numuneler arasinda degisiklik gosterebilir, bu da kiiciik numune gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve biyolojik olarak anlamli farkliliklarin saptanmasini
zorlagtirir. Bu nedenle, o6zellikle etki biiytlikliigii kiiciikse, ¢aligmalarm farkliliklar:
saptamak i¢in yeterince giiglii oldugunu belirlemek 6nemlidir [Kuczynski et al., 2010].
Yararli bir strateji olarak, gii¢ hesaplamalar1 yapabilmek i¢in rehber veriler olusturmak
olabilir. Ornek olarak, 16S rRNA gen dizilimi gibi daha ucuz mikrobiyal arastirmalarla
onceden taranan numunelerin bir alt kimesi Uzerinde shotgun metagenomiklerinin
gerceklestirildigi iki katmanli bir yaklasim benimsenebilir [La Rosa et al., 2012]. Ozellikle
karmagik ortamlardan alman numuneler i¢in kontrollerin elde edilmesi zor olabilir.

Yerlesik mikrobiyom konak genotipi, yas, diyet ve ¢evre gibi bir¢ok faktdrden
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etkilenebileceginden, bu 6zellikle insan mikrobiyomunu inceleyen kisiler i¢in dnemlidir.
Miimkiin oldugunda, iki 6rnek setinin 'anlik goriintiilerini' karsilastiran basit kesitsel
arastirmalar yerine, ayni1 habitattan alinan Orneklerin boylamsal ¢alismalar1 yapilabilir
[Knight et al., 2012]. Daha da 6nemlisi, boylamsal arastirmalar, temsili olmayan bir aykir1
deger olabilecek tek bir 6rneklemeden elde edilen sonuglara dayanmazlar. Numuneler
hayvan modellerinden, ozellikle birlikte barman kemirgenlerden geliyorsa, hayvan
yasinin, barinak ortaminin ve hatta hayvanlarla ilgilenen kisinin cinsiyetinin mikrobiyal
topluluk profilleri Gzerindeki potansiyel etkileri dikkate alinmalidir [McCafferty et al.,
2013; Lees et al., 2014].

Bal arilari, kapsamli yiyecek arama faaliyetleri ve g¢evresel kesifleri nedeniyle
benzersiz biiylik 6l¢gekli izleme araglaridir. Arilar yasadiklari cevre ile direkt temas halinde
olup onlar1 kovana getirirler, bunun sonucunda bal, ¢evre kirleticileri ve eser elementler
haline gelirler. Boylece, arilarmm faaliyetleri iirettikleri balin c¢esitli 6zelliklerini
tanimlayabilir ve bu kovan {irliniinii ilging bir eDNA imzasi toplayicist haline getirir. Bal,
kovan mikrobiyal ortamimi ve armin tiim genomunu karakterize eden polen, bocekler
(bunu tireten arilar dahil), viriisler, mantarlar ve bakterilerden eser miktarda eDNA icerir.
Bu bilgiler bali tanimlamak ve entomolojik, botanik ve cografi kokenini belirlemek i¢in
kullanilabilir. Ayrica bu DNA, arilarin patolojik dongiisii hakkinda bilgi elde etmek i¢in
kullanilabilir [Shokralla et al., 2012].

2.6.5. Balin Metagenomigi, Bal Arilarimin Metagenomik Analizleri ve

Mikrobiyotalar:

Avrupa bal aris1 (Apis mellifera), tozlasma ve gida Uretiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bal aris1 popiilasyonlariin sagligi, ¢evrenin, konak¢inin genetiginin ve
iliskili mikroplarin kompleks bir iiriiniidiir. Diger tozlayicilar gibi, bal aris1 popiilasyonlar1
da birden fazla tehditle kars1 karsiyadir [Memmott et al., 2007]. Saglig: etkileyen bu
faktorlerin daha iyi anlagilmasi, ar1 sagligina yonelik modern zorluklarin, kars1 karsiya
kalinan tehditlerin yonetilmesine yardimci olacaktir. Tozlayicilardaki verimin diisiisii, tek
bir faktorden kaynaklandigi diisliniilmemektedir, ancak habitat par¢alanmasi, tarimsal

yogunlagtirma, pestisit kalintis1 birikimi, yeni bal aris1 zararlilar1 ve hastaliklar1 ve yetersiz
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aricilik uygulamalarinin bir kombinasyonundan kaynaklanabilir [Ricketts, 2008]. Bal aris1
popiilasyonlarinin genetik yapisi, yalnizca tiretim 6zelliklerini ve daha az elverisli kosullar
altinda hayatta kalma yetenegini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda hastalik direncinde
hayati bir rol oynar [Tarpy and Seeley, 2006]. Ayn1 zamanda, enfekte arilar genellikle
belirgin semptomlar gostermese de, agir enfeksiyonlar ¢ok gesitli zararh etkilere neden
olabilir. Ornek olarak, Asya bal arisim (Apis cerana) dogal bir paraziti olan N. ceranae,
1990'dan 6nce Uruguay'dan alinan Avrupa bal aris1 (Apis mellifera) drneklerinde tespit
edilmistir [Fries, 2010]. Bal arilarinin immiiniteleri ve temel besin saglananarak
yasamalarma ek olarak mikrobiyal metabolizma, bal arilarmin biiylimesini, davranislarini
ve hormonal sinyallerini etkiler. Yapilan analiz teknikleri ise bal arilariyla iligkili
mikrobiyal topluluklar1 kesfetmemizi saglamakta ve tarimsal ekosistemlerdeki yeni
biyolojik tehditleri belirlemek icin verimli metagenomik caligmalara 1s1k tutmaktadir.
Cogu ev sahibi tiirlin aksine, bal arisinin ¢ekirdek mikrobiyotasi nispeten az cesitlilige
sahiptir. Bal arilari, yiyecek arama ve bal iiretim faaliyetlerinden dolay, bitkiler, viriisler,
bakteriler ve diger kovan zararlilar1 gibi tiim alanlardaki tiirlerle karmasik iliskiler kurar
ve bu sayede ar1 balini, ekolojik iliskilerini degerlendirmek icin degerli bir biyoizleme

araci haline getirir.

Balda shotgun metagenomik uygulamasi, bal arilarinin etkilesime girdigi tiirlerin
ayrintili bir sekilde tanimlanmasini saglamistir. Bununla birlikte, shotgun metagenomik
araclar1 ve DNA ekstraksiyon yontemleri, bal i¢cin optimize edilmis herhangi bir kaynaga
gerek duymayan teknolojilerdir [Galanis et al., 2022]. Metagenomik analizler, bal arisi
mikrobiyotal taksonlarinda, izolatlar arasi yiiksek genetik cesitliligi ortaya ¢ikarmistir ve
bu da ilgili takson kiimelerini igerdigini diisiindiirmektedir. Ortak mikrobiyom tiirleri,
konakeilar1 ile mutualist, karsilikli veya parazitik iliskilere sahip olabilir ve 6zellikle,
farkl tiir kombine mikrobiyota topluluklari, bal arilarinin saghgmdaki degisikliklerle de
iliskilendirilebilir, ayni zamanda bal arilarin bagwrsak kosullarini koruyabilir ve
konakgilarina, besinlerin sindirimi ve metabolizmasinda, toksinlerin nétrallesmesinde ve
parazitlere kars1 direngte yardimce1 olabilir [Engel et al., 2012]. Bal numuneleri Gzerinde
shotgun metagenomigi, invaziv olmamasi ve bal arilari ile etkilesime giren bir¢ok tiirii

tespit etme potansiyeli olmasi nedeniyle ilgi ¢ekici bir yontemdir.
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Bal, yeterli su buharlasip viskozitesi saglanana kadar petege yerlestirilen ¢icek
polenlerinin ters cevrilmesi yoluyla dretilen bir maddedir. Bu islem boyunca,
olgunlagsmamis bal, ¢esitli patojenler ve mikroorganizmalarla temas eder ve bu nedenle
calismalar i¢in ornekler alinan bitkilerden, bal aris1 bagirsagi mikrobiyomundan ve bal
arilar1 gibi kovan organizmalarindan ¢evresel DNA (eDNA) olarak adlandirilan DNA elde
edilir. Mevcut shotgun metagenomik metodolojileri, saha ¢alismasiyla uyumluluklarmi
sinirlayan, maliyetli ve zaman alic1 olabilir. Ancak shotgun metagenomiklerini daha pratik
ve az maliyetli bir yaklagim haline getirmek i¢cin daha fazla optimizasyon gereklidir.
Geleneksel olarak, biyoizleme yontemleri 6ncelikle, tam olarak tanimlanan ve karakterize
edilen, arastirilmakta olan organizmalarin ¢alismasina ve 6rneklenmesine dayanmaktadir.
Ek olarak, 6zellikle balla ilgili tiirlerin tanimlanmasina yonelik taksonomik smiflandirma
araglar1 olmak tizere, basta biyoinformatik araglarn kullanimi1 zorluklar1 analiz etmede

kullanilmaktadir.

Ekolojik arastirmalar i¢cin ¢evresel izleme, arastirma alanin1 kapsayacak sekilde
uygun sekilde tasarlanmis 6rnekleme stratejilerine de dayanir [Wolterbeek, 2002]. Bu
yontemler, numuneler ve numune toplama (bircok veri noktasi gerekiyorsa) i¢in yiiksek
lojistik maliyetler, uzak ayarlara ulagsmanin zorlugu ve analiz edilen alandaki
organizmalarin veya malzemelerin tarafsiz ve eksiksiz bir envanterinin elde edilmesi dahil
olmak tizere gesitli zorluklarla kars1 karsiyadir. Cogu durumda, bu sinirlamalar, hiicre
veya doku pargalarindan tiiretilen cevresel veya organizma ile iligskili matrislerden
ekstrakte edilen DNA olarak tanimlanan ¢evresel DNA (eDNA) dizilimi ile asilabilir
[Taberlet et al., 2012]. Geleneksel yaklasimlarla karsilastirildiginda, eDNA, ortamda
birakilan DNA izlerinden geri kazanilan bilgileri kullanarak, yakalanmasi zor tiirler de
dahil olmak {izere, fiziksel ve gecici varliklar1 olmayan organizmalar hakkinda bilgi
saglayabildiginden, algilama hassasiyetini ve kesinligini artirmigtir [Bohmann et al.,
2014].

eDNA analizlerinde yeni nesil dizileme teknolojilerinin tanitilmasi, DNA bilgisinin
bir¢ok farkli amag i¢in dogrudan kullanimini kolaylastirarak bu arastirma alaninda devrim
yaratmustir [Smart et al., 2016]. Bal arilari, ¢evresel kesif ve yiyecek arama faaliyetleri

nedeniyle biiyiik 6lcekli izleme araglari olarak kabul edilir. Kovan iiriinlerinin, yani polen
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ve bal arisindan elde edilen iriinlerin (balmumu, propolis ve bal) analizi, cevresel
kirleticilerin ve kirleticilerin seviyesini tespit etmek ve bunlarin kdkenini belirlemek i¢in
kullanilmistir [Bromenshenk et al., 1985]. Bu materyaller ayrica ilging eDNA kaynaklar1
olarak kabul edilebilir. Ozellikle bal, bal aris1 aktivitelerini yansitir ve eDNA (yani
polenden elde edilen) iceren bal, bal arisinin yiyecek arama davranigini ve dogrulama igin
botanik bilesimi degerlendirmek i¢in kullanilmistir [Barganska et al., 2016]. Bal arilari,
iiretici hemipterlerin DNA izlerini biraktiklar1 bu tath materyali rutin olarak topladiklar1
icin, bal 6zu Ureten bitki emici boceklerden elde edilen bilgiler balda geri kazanilabilir
[Utzeri vd., 2018]. Balda birakilan diger DNA izleri, onu iireten ari tiirlerini ve bal aris1

alt tarlerini tanimlamak i¢in kullanilmistir [Hawkins et al., 2015].

Baldan izole edilen mantar ve bakteri DNA's1, adli tip ve gida giivenligi analizleri
icin kullanilmistir. Baldan ¢ikarilan DNA, bal aris1 patojenlerinden bilgi kurtarmak icin
de yararl olabilir. Genel olarak bal DN A'smin analizi, karmagik bal eDNA kaynaklarinin
taksonomik bilesimini ¢c6zmek i¢in spesifik PCR tabanl analizler kullanilarak, yeni nesil
dizileme ile birlestirilerek ortaya konabilir. Tiim bu yOntemler, tahlillerin tasarimi
nedeniyle dogal smirlamalarla hedeflenen DNA bdélgelerinin PCR amplifikasyonuna
dayanir. Ornegin, PCR adimi, hedeflenen DNA fragmanini tiim hedeflenen organizmalar
arasinda esit olmayan bir sekilde ¢ogaltabilir veya bazi taksonlar hi¢ ¢ogaltilmayabilir ve
bu da yanli biyogesitlilik degerlendirmelerine yol acar. Ayrica, yalnizca ¢oklu primer
setleri kullanilarak (farkli organel veya genom DNA bolgelerini hedefleyerek), balda

temsil edilebilecek tiim organizmalar1 kapsamak mumkun olabilir [Soares et al., 2018].
2.6.6. Balla ilgili Metagenomik Calismalar

Bal ile ilgili genomik calismalar kapsaminda polinatorler konusunda arastirmalar
yapilmasimin yani sira, ar1 popiilasyonundaki genomik analizler ve degisimler, riskli veya
direngli durumlar incelenebilmektedir. Aricilik ve bal iiretimi faaliyetlerine metagenomik
analizlerin entegrasyonu; arilarin etkilesim igerisinde olduklar1 bitkisel floralarn,
kaynaklarin ve ayni zamanda c¢esitli mikroorganizmalarin kolayca tespit edilmesini,
dretilen balin igeriginin ve verimliliginin incelenmesini saglamaktadir. Ayrica

metagenomik yaklagimlarla ar1 kolonilerinin mevcut o6zelliklerinin daha fazla

30



gelistirilmesi ve iyilestirilmesi de saglandig1 i¢in verimli bir bal iiretimi hususunda efektif
genetik modifikasyonlarin yapilabilmesi de miimkiin olmaktadir [Chapman et al., 2008;
Maleszka, 2008; Schmehl et al., 2014; Galbraith et al., 2018; Avalos et al., 2020].

Yapilan bazi1 caligmalarda, Varroa (ar1 biti) ile parazitlenmis ar1 kolonilerinin
direngli hale getirilmesi ve Varroa’nin yayilmasmi Onlemeye yonelik incelemeler
amaglanmistir. Bu baglamda, tek niikleotid polimorfizmlerin (SNP’lerin) gevresindeki
genomik bdlgeler incelenerek, Varroa goriilen yavru arilarm tespiti ve ¢ikarilmasi
gerceklestirilmistir. Bu genomik bdlgelerin analiz edilmesi, varsayilan aday genlerin
ortaya ¢ikmasini saglamistir [Spotter et al., 2016]. Arilardaki farkl hijyenik davranislara
yonelik yiiriitiilen bir bagka ¢alismada ise, genomik agidan bal aris1 kolonilerinin MDH-1
ve Est-3 lokuslarmmin allel frekanslari, polimorfizm ve heterozigotluk diizeyleri
bakimindan degisiklikler incelenmistir. Calismanin sonucuna gore; bal arilarmdaki
sonraki ¢alismalar i¢in segilebilecek hijyenik davranislar ve allel 6zellikleri arasinda bir

iligki olduguna dair yeni gozlemler ortaya ¢ikmistir [Lazarov et al., 2019].

Biyoteknolojik  c¢aligmalarin  temel hedefleri olan, besin degerlerinin
tyilestirilmesine ve dolayisiyla arilarin performansinin artirilmasina, verimli bir bal
iiretiminin saglanmasima yonelik yapilan bazi ¢alismalarda ise, ar1 kolonilerine prebiyotik
katk1 maddelerinin takviyesiyle, Apis mellifera L. ar1 tiiriiniin bagirsak mikrobiyotasinin
tyilestirilmesi, saglikli ve daha iiretken bir koloni gelisimi amag¢lanmistir. Bu baglamda;
dort haftalik bir siire¢ igerisinde, agik alana yerlestirilen bir ar1 kovanmin gergeve
kisimlarma ar1 bagirsagindan izole edilen probiyotik bakterilerin (bifidobakteri ve
laktobasil) oldugu bir seker surubu haftada bir olacak sekilde uygulanmistir ve kolonilerin
gelisimi, balin ve polenlerin verimliligi iki aylik bir siiregte gdzlemlenmistir. Calismanin
sonucuna gore; koloni populasyonunda % 46.2, polenlerde % 53.4 ve bal Uretiminde
%159,21 oraninda bir artis oldugu goriilmiistiir [Alberoni et al., 2018]. Ayni konuda yapilan
bir baska ¢alismada ise; Lactobacillus salivarius A3iob ticari Grininin bal tretiminde
verimlilige etkisi arastirilmig olup, floral kaynaklarin etkisine ek olarak, bu {irliniin
kullanilmas1 sonucu bal iiretiminde ve verimliliginde artis oldugu goézlemlenmistir

[Fanciotti et al., 2018].
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Probiyotik katki maddelerinin kullanimma ek olarak, aricilik ve bal iiretimi
faaliyetlerinde protein ve enerji dengesi saglanarak kullanilan yemlere yonelik yapilan
bazi ¢caligmalarda; arilarin yasam siirelerinin arttigi, gelisimlerini, davraniglarini ve yasam
stirelerini etkileyen genlerin (AmILP-1, BRP, V@) ekspresyonlarinin da arilarin yaglarina

ve farkli besin kaynaklarina gore degisiklik gosterdigi sonucuna varilmistir [Koru, 2018].

Yine ar1 kolonilerinde yaganan hastaliklar ve dolayisiyla bal verimliliginde meydana
gelen problemler sebebiyle, Bat1 Avustralya’da kapali bir popiilasyondan olusan bir 1slah
programi uygulanmistir. Uzun siiren bu uygulamayla popiilasyondaki genetik ¢esitliligin
yillar gecmesine ragmen korundugu ve bal arilarinin kolonilerinin iki alt tiir sebebiyle ii¢
farkli mitotip gosterdigi gozlemlenmistir [Chapman et al., 2008]. Tiirkiye’de uygulanan
benzer bir caliymaya gore ise, Tiirkiye bal arisi popiilasyonu verilerine gore, 23
popiilasyonun 25 mikrosatellit lokus baglaminda tanimlamasi yapilarak, yetistirildikleri

cografi kosullara gore bes temel bolgede siniflandirilmistir [Y1ldiz vd., 2010].

Bal aris1 ve koloni saghgi agisindan, g¢evresel, genomik ve mikroorganizma
faktorlerine gore Ingiltere’de yapilan bazi calismalarda; bolge farketmeksizin 19 bal aris1
kolonisinin  genomlarinin  ve metagenomlarinin analizi i¢gin DNA  dizilimi
gerceklestirilmistir. Elde edilen verilere gore; bal arilariyla etkilesimi olan mikrobiyal
topluluklar gozlemlenmis olup, tarimsal ekosistemlerdeki mevcut veya ortaya ¢ikabilecek
farkl1 biyolojik tehditlerin tespit edilmesinde veya ortadan kaldirilmasinda metagenomik

yaklasimlarin 6nemi belirtilmistir [Topal vd., 2021].

Ek olarak, melissopalinolojik (polen) analizlerle balin botanik kdkeninin tespit
edilmesine yonelik yapilan galismalarda, bitki genomunda bulunan ¢ plastid bélgesinin
(rbcL, trnH-psbA ve matK) ve niikleer gen bdlgelerinin (ITS1 ve 1TS2) bir barkod olarak
kullanilabilecegi ifade edilmistir [Hawkins et al., 2015]. Plastid bdlgelerinden biri olan
rbeL bitkiler igin uluslararasi bir gegerliligi olan, ¢ekirdek DNA barkod belirteclerinden
biri olup, ITS2 ve trnH-psbA gibi diger gen bdlgelerine kiyasla tiir smiflandirmasinda
daha diisiik seviyede bir ayrim gosterirken, evrensellik acisindan daha 6n planda
gorulmektedir [Hollingsworth, 2011; Li et al., 2011]. Bu baglamda balin botanik kékenini
belirlemek i¢in yapilan bir calismada, DNA metabarkodlama yontemi ve molekiiler

belirtec olarak ITS2 ve rbcL kullanilarak, ¢cok fazla sayida (926) bitki tiirii tespit edilmistir.
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Bu iki molekiiler belirtecten ITS2’nin koken tespitinde daha etkin bir belirte¢ oldugu ve
iki belirtecin kombinasyonunun kdken tespitinde daha etkin oldugu sonucuna varilmistir
[Khansaritoreh et al., 2020]. Balin botanik kdken tespitine yonelik yapilan benzer bir
calismada ise; bitki genomundaki ti¢ gen bolgesi (ITS2, rbcLa ve COI), DNA
metabarkodlama yontemi ile tanimlanarak bir protokol olusturulmustur [Prosser and
Hebert, 2017]. Ayrica, Soares et al. (2018)’in ¢aligmalarina gore, plastidde bulunan matK
geninin bal orneklerinde koken tespiti i¢in spesik bir aday barkod yontemi oldugu

sonucuna varilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bal Materyali

Tez ¢aligmasinda, Bing6l ilinin Adakl, Geng, Karliova, Kigi, Merkez, Solhan, Yayladere
ve Yedisu ilgeleri olmak Uzere, bu ilgelerin 40 farkli lokasyonundan 2020 yilinda hasadi
gerceklestirilmis 124 bal drnegi; Bingdl Universitesi, Aricilik Arastirma, Gelistirme ve
Uygulama Merkezi tarafindan ¢alismada kullanilmak iizere saglanmustir. Bal 6rnekleri,
DNA ekstrasyonlar1 gergeklestirilene kadar giines 1s1gindan uzak, kapali bir ortamda ve
oda sicakliginda tutulmustur. Sekil 3.1°de projede kullanilan bal 6rneklerinin toplandigi

lokasyonlar harita {izerinde belirtilmistir.
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Sekil 3.1: Bal Orneklerinin Alindig1 ilgelerdeki Lokasyonlarin Harita Uzerinde
Gosterimi.
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3.2. Kullanilan Kimyasallar

Bal orneklerinin deneysel siirecinde (DNA izolasyonu protokolii) kullanilan kimyasal

maddeler ve bu kimyasallarin temin edildigi firma adlar1 ve katalog numaralar1 Tablo

3.1.’de gosterilmektedir.

Tablo 3.1: DNA izolasyonu Protokiiline Dahil Kimyasallar.

Kimyasal Materyal Firma Katalog No
CTAB PanReac AppliChem A0805,0100
NaCl Sigma 71376
Tris-HCI AppliChem A3452,0250
EDTA Disodium Multicell 625-060-CG
Proteinase K Hibrigen MG-PASEK-02
RNase A Hibrigen MG-RNAZA-02
Kloroform Merck 1.07024.2500
1-Oktanol AppliChem A3461,1000
Izopropanol Merck 1.09634.2511
Trisma-Base Sigma T1503
6X Jel Yiikkleme Boyas1 (Mavi) Hibrigen MG-YBM-01
SYBR Safe Jel Boyasi Hibrigen MG-SSGD-01-1000
Lambda Hind/I11 DNA Ladder Hibrigen MG-LDR-LH3
100 bp DNA Ladder Plus Hibrigen MG-LDR-100P
1000 bp DNA Ladder Plus Hibrigen MG-LDR-1000P

3.3. Kullanilan Cihazlar

Bal orneklerinin deneysel siirecinde (DNA izolasyonu protokolii) kullanilan cihazlar ve

bu cihazlarin ait marka ve model bilgileri Tablo 3.2’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.2: DNA izolasyonu Protokiiliine Dahil Cihazlar.

Cihaz Marka Model
Hassas Terazi Shimadzu BL-320H
Otoklav Hirayama HV-110L
Etiv Binder DIN 12880
Manyetik Karistirict Benchmark H3760-HSE
Derin Dondurucu (-20 °C) Siemens GS26DN13NE
Buzdolabi (+4 °C) Indesit RG 1380
Sicak Su Banyosu Witeg WB-11
Vorteks VWR 444-1372 (EU)
Mikrodalga Samsung MW?71E
Santrifij MWP MWP-150R
Mini Santrifij MRC ECEN-6
Otomatik Pipet Brand Transferpette S
pH Metre Hanna Instrument pH-209
Jel Elektroforez Tanki ve Gli¢ Kaynagi Claver Scientific MP300

3.4. eDNA Izolasyonu

Bing6l’e ait belirlenen Adakli (ADA2020), Gen¢ (GEB2020), Karliova
(KAB2020), Kig1 (KGB2020), Merkez (MEA2020), Solhan (SOC2020) ve Yayhdere
(YAB2020) ilcelerinden toplanan 7 bal 6rneginden ¢evresel DNA (eDNA) izolasyonu
Utzeri et al. (2018) tarafindan yayinlanan protokole gore yapilmistir. Protokol asagida

sunulan asamalardan olugsmaktadir:

e 40 mL ultra saf su ile her bir numuneden toplam 10 g bal eklendi ve 6rnekler daha
sonra 10 saniye vortekslenerek, ardindan 1 dakika boyunca 40 ° C'de inkiibasyon
edildi. Bu adimlar 10 kez tekrarland.

e Daha sonra tiip, 5000 g'de oda sicakliginda 25 dakika stireyle santriftjlendi.

e FElde edilen silipernatant atilacak ve pellet 5 mL ultra saf su i¢inde yeniden

36




stispanse edildi. Tup, oda sicakliginda 5000 dakika boyunca 25 dakika boyunca
santriftjlendi.

Siipernatant atilacak ve elde edilen pellet, 0.5 mL ultra saf su i¢inde yeniden
stispanse edildi.

DNA ekstraksiyonu i¢in tupteki pellet Gzerine 1 mL CTAB ekstraksiyon tamponu
[% 2 (v / v) setiltrimetil ammoniumbromid; 1.4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI; 20
mMMEDTA , pH=8], 30 pL proteinaz K (20 mg / mL) ve 5 pL RNase A ¢Ozeltisi
(10 mg/ mL) eklendi.

Tipler 65° C'de 90 dakika boyunca hafifce karistirilarak inkiibe edildi.

Oda sicakliginda sogutulacak ve 10 dakika boyunca 16,000 g'de santriftijlendi.
Tulpten 700 pL siipernatant, 500 pL kloroform/ izoamil alkol (24: 1) igeren bagka
bir tlpte aktarilacak, 30 saniye vortekslendi.

Daha sonra, oda sicakliginda 3 dakika boyunca 16.000 g'de santriftjlendi.
Santriftlj sonunda elde edilen stipernatanttan 60001 alinarak, 1.5 mL'lik yeni bir
tupte aktarild1.

DNA ¢okturmesi icin izopropanol kullanildi.

Tlpteki stpernatant Gzerine 1 hacim izopropanol eklenerek, 4°C’da 1 gin
bekletildi.

Ertesi glin, 16.000 rpm’de 5dk santrifiij yapilda.

Pellet (zerinde kalan supernatant, pelleti kaybetmemeye dikkat ederek
dokulerek,5dk oda sicakliginda pelletin kurumasi beklendi.

Tupte kuruyan DNA pelleti, 20l ddH-O eklenerek ¢oziilerek ve PZR analizlerine
kadar -20 ° C'da sakland1.

3.5. eDNA’min Miktar ve Saflhik Tayini

Izole edilen eDNA agaroz jel elektroforezine yiiklenerek, 100 voltta 30 dakika

yurtiitldii. Ayrica NanoDrop Lite Spektrometre, izole edilen eDNA’nin Kantitatif ve

kalitatif analizleri i¢in kullanildi. <> DsDNA”’ testi, ana ekrandan se¢ildi. 1ml niikleaz

icermeyen su pipetlenerek cihazin dlgiim kismina koyuldu. Cihazin kolu dikkatlice
indirilerek “BLANK’’ basildi. Blank’in 6l¢iimii tamamlandiginda kol kaldirildi ve
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nikleaz icermeyen su, kuru steril bir kagit mendil kullanilarak silindi. 1ml 6rnek
pipetlenerek Olglim kismina koyuldu ve “’Measure’” segenegine basildi. Konsantrasyon
ve saflik oran1 ( A260/A280) not edildi.

3.6. Metagenomik Analizler
Bu analizin kapsadigi eDNAnm metagenomik analizleri i¢in gerekli olan yeni

nesil dizileme hizmet alimi ile gergeklesmistir. Hizmet saglayicisindan alinan tiim yeni

nesil dizileme verileri ilk 6nce FastQC (www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/fastqc/)

kullanilarak kalite agisindan kontrol edildi. Farkli 6rneklerden kaynaklanan okumalar,
dizileme hizmet saglayicisi tarafindan her 6rnek kiitiiphanesine eklenen 6rnege 6zgii
barkod adaptérleri temelinde ayrildi. Daha sonra Trimmomatic [Bolger et al., 2014]
kullanilarak okumalar filtrelendi ve diizeltildi. Bu amagla i) adaptor diziler silindi, ii) her
okumanin sonundaki diisiik kaliteli bazlar diizeltildi, iii) ortalama kalite skoru Q<20
okumalar veya diizenleme sonrasi 50 niikleotitten kisa olan diziler elimine edildi. Elde
edilen dizilerin, mevcut dizi veri tabanlar1 ile benzerlik taramalar1t BLAST+ programlari

kullanilarak gergeklestirildi [ Camacho et al., 2009].

Metagenomik analizler Bovo et al. (2018)’a gore yapildi. Kisaca, NCBI niikleotid
veri tabani ve taksonomi kaynagi referans olarak kullanildi. Tiim okumalar, BLASTN
kullanilarak veri tabaninda 30 bp’den fazla hizalama, % 75’ten biiyiik benzerlik ve
0,01°den kiigiik e-degeri gerektiren en yakin eslesmeler ile haritalandi. Eslestirilen
referanslarin taksonomi kodlar1 daha sonra her bir okumanin organizma gruplar1 ( bitkiler,
eklembacaklilar, mantarlar, bakteriler ve viriisler ) icinde gruplandirilmas1 i¢in kullanild1
ve daha sonra, Cowart et al. (2018) tarafindan tanimlanan “En Diisiikk Ortak Ata”
yaklagimi izlenerek, gruplar varsayilan cins ve tiirlere ayrildi. Her bir grupta temsil edilen
tiir sayis1 ve dizi kapsami ile iliskileri rarefaksiyon egrileri kullanilarak tahmin edildi

[Colwell et al., 2012].
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4. SONUCLAR

4.1. eDNA Izolasyonu

Bal orneklerinin gevresel DNA (eDNA) izolasyonlarma ait miktar ve saflik degerleri

Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1: Bal Orneklerinden izole Edilen eDNA’larin Miktar (ng/ul) ve Saflik
(A260/Azg0) Oranlara.

ORNEKLER | Miktar (ng/ul) | Safik (Azso/Asso)
ADA2020 150,3 1,71
GEB2020 161,4 1,85

KAB1 426,1 1,01
KGB2 712,7 1,01
MEB1 100,8 1,94
SOA2 174,9 1,93
YAAL 3482 1,99

4.2. Metagenomik (Shotgun) Analizler

Bingol ili sinirlart igindeki ilgelerden biri olan Adakli bélgesine ait ADA kodlu 2020
yili  bitki smiflandirmast  sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4.1); Viridiplantae
smiflandirmasinda (6karyot kingdomina ait) tespit edilen tiirler arasinda en yaygin
gorilen Papaver somniferum (Hashas) (%35), Cynara cardunculus var. Scolymus
(Enginar) (%8) ve Helianthus annuus (Aygigegi) (%7) tiirleri olurken, en az goriilen

Bathycoccus prasinos (Pikoplankton) (%0.01) tiirii olmustur (Sekil 4.1).
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Viridiplantae
Eukaryota

Bathycoccus prasinos 0.01% [l

Sekil 4.1: Adakl Ilgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarma
gore Viridiplantae Siniflandirilmasi.

Ayrica az da olsa %1 oraninda Lamiales (Ballibabagiller), Zea mays (Misir), Elaeis
guineensis (Yag palmiyesi), Cicer arietinum (Nohut), Rosa chinensis (Menekse giilii),
Gossypium hirsutum (Dag pamugu), Quercus lobata (Kayingiller), Amygdaloideae
(Armut), Nicotiana attenuata (Tiitiin) bitki tiirleri; %2 oraninda Medicago truncatula
(Varil yoncasi), Lupinus angustifolius (Mavi ac1 bakla) bitki tiirleri ve %3 oraninda

Capsicum annuum (Y1llik biber) bitki tiirii de tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Bingd1 ili smirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakh bdlgesine ait ADA kodlu 2020
yili bitki smiflandirilmasi incelendiginde (Seki 4.2); Embryophyta siniflandirmasinda
tespit edilen tiirler arasinda en yaygin goriilen yine Papaver somniferum (%35), Cynara
cardunculus var. Scolymus (%8) ve Helianthus annuus (%?7) tirleri olurken, en az gorilen
tir Physcomitrium patens (%0.2) olmustur (Sekil 4.2). Ayrica az da olsa %1 oraninda
Lamiales, Zea mays, Elaeis guineensis, Cicer arietinum, Rosa chinensis, Gossypium
hirsutum, Amygdaloideae, Nicotiana attenuata bitki tiirleri; %2 oraninda Medicago

truncatula, Lupinus angustifolius bitki tiirleri ve %3 oraninda Capsicum annuum bitki turd
de tespit edilmistir.

penuane eUeooiN

cmbryopny ver somniferum
mbryophyta

1

more Viridiplantae

Physcomitrium patens  0.2% .

[other Embryophytz] 0.1% D

Sekil 4.2: Adakli Ilgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarina
gore Embryophyta Siniflandirilmasi.
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Bingd1 ili smirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakli bélgesine ait ADA kodlu 2020
yil1 bitki smiflandirilmast incelendiginde (Sekil 4.3); Mesangiospermae siniflandirmasina
ait sonuclara gore en yaygin goriilen yine Papaver somniferum (%35), Cynara
cardunculus var. Scolymus (%8) ve Helianthus annuus (%?7) tiirleri olmustur (Sekil 4.3).
Ayrica az da olsa %1 oraninda Lamiales, Zea mays, Elaeis guineensis, Cicer arietinum,
Rosa chinensis, Gossypium hirsutum ve Amygdaloideae bitki tiirleri; %2 oraninda
Medicago truncatula, Brassicaceae (Turpgiller), Lupinus angustifolius ve Nicotiana

attenuata bitki tiirleri ve %3 oraninda Capsicum annuum bitki tirt de tespit edilmistir.
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Sekil 4.3: Adakli Ilgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarina
gore Mesangiospermae Siniflandirilmasi.

42



Bingd1ili sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakli bdlgesine ait ADA kodlu 2020
yilt bitki siniflandirilmasi incelendiginde (Seki 4.4); Pentapetalae sinifina ait Cynara
cardunculus var. Scolymus, Helianthus annuus (%13) ve Capsicum annuum (%5) en
yaygin bitki tiirleri olarak gdzlemlenmistir (Sekil 4.4). Ayrica az da olsa %1 oraninda
Solanum pennellii, Phaseolus vulgaris, Vigna angularis, Fragaria vesca subsp. vesca,
Camelina sativa (Ketencik), Malpighiales tiirleri; %2 oraninda Olea europaea var.
sylvestris, Vigna unguiculata, Glycine subgen. Soja, Cajanus cajan, Rosa chiensis,
Quercus lobata, Amygdaloideae, Gossypium hirsutum; %3 oraninda da Arachis, Lupinus

angustifolius, Cicer arietinum, Medicago truncatula ve Nicotiana attenuata turleri

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.4: Adakli lgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarina
gore Pentapetalae Siniflandirilmasi.
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Bingd1ili sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakli bdlgesine ait ADA kodlu 2020

yil1 bitki siniflandirilmasi incelendiginde (Sekil 4.5); Pentanin alt sinifi Rosids sonuglarma
gore en yaygin %7 oraninda Arachis (Yer Fistigi) ve Lupinus angustifolius (Mavi Aci
Bakla); %6 oraninda Medicago truncatula (Varil Yoncasi) tespit edilmistir (Sekil 4.5).
Ayrica, dnceki sonuglardan farkli olarak %1 oraninda Ziziphus jujuba, Arachis hypogaea,
Brassica napus tiirleri; %2 oraninda Malus domestica, Vigna radiata var. radiata, Vitis
vinifera, Punica granatum, Theobroma cacao, Gossypium arboreum, Cucurbitaceae,

Manihot esculenta bitki tlrleri de tespit edilmistir.
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Sekil 4.5: Adakli Ilgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarina
gore Rosids Siniflandirilmast.
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Bingd1ili sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakli bdlgesine ait ADA kodlu 2020
yili bitki smiflandirilmasi incelendiginde (Sekil 4.6); Pentanin alt sinifi Fabids’te en
yaygim %10 Lupinus angustifolius, %9 Arachis ve Medicago truncatula ardindan %7
oraninda Cicer arietinum ve Glycine subgen. Soja (Yabani Soya Fasulyesi) tirleri
gozlemlenmistir (Sekil 4.6). Rosids siniflandirmasindan farkli olarak, %1 oraninda
Prunus mume, Populus trichocarpa, Cucumis sativus, Cucurbita pepo subsp. pepo,

Arachis duranensis turleri; %3 oraninda Manihot esculenta tiirii gozlemlenmistir.
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Sekil 4.6: Adakli IIcesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarma
gore Fabids Smiflandirilmasi.
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Bingd11li sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakli bolgesine ait ADA kodlu 2020
yil1 bitki smiflandirilmast incelendiginde (Sekil 4.7); Pentapetalae’nin alt sinifi Asterids’e
ait sonuclarda; en fazla (%29) Cynara cardunculus var. Scolymus ve (%28) Helianthus
annuus bitki turleri tespit edilirken, en az %1 oranla Coffea arabica (Dag Kahvesi)
gozlemlenmistir (Sekil 4.7). Ayrica diger alt siniflardan farkli olarak, %2 oraninda Daucus
carota subsp. sativus, Solanum lycopersicum, Ipomoea triloba ve Sesamum indicum

turleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.7: Adakli Ilgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarina
gore Asterids Smiflandirilmasi.
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Bingd1ili sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakli bdlgesine ait ADA kodlu 2020
yili bitki smiflandirilmas: incelendiginde (Sekil 4.8); Pentapetalae’nin Malvids alt
smifinda, % 16 Gossypium hirsutum ve %11 Camelina sativa; en az Brassica spp.
goriilmiistiir (%2-4, Sekil 4.8). Ayrica diger bitki tiirlerinden farkli olarak %8 oraninda

Punica granatum, %4 oraninda Gossypium raimondii, Citrus sinensis ve Arabidopsis
thaliana turleri gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8: Adakli Ilgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Metagenom Sonuglarina
gore Malvids Siniflandirilmast.
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Bingd11li sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Adakli bolgesine ait ADA kodlu 2020
yil1 bitki siniflandirilmasi incelendiginde (Sekil 4.9); Bingdl ili sinirlar igindeki ilgelerden
biri olan Adakli bolgesine ait ADA kodlu 2020 yil1 bakteri siniflandirmasi sonuglari
incelendiginde; genel bakteri domainine gore %20 oraninda Lactobacillus kunkeei
goriilmiistiir (Sekil 4.9). Proteobacteria kingdoma ait sonuglarda, en fazla %210 oranla

Parasaccharibacter apium gozlemlenmistir (Sekil 4.10).

PVCgroup 0.4% .
Spirochaetia 0 3% .
Granulicella 0.2%
Fusoacerm 0.1% [
Aquncaies 008% i

Themedesutobacterium 0065 [

Thermologae 0.08% .

fctner Bzcrena] 1%

Sekil 4.9: Adakl Ilgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Bakteri Domaini
Siniflandirilmasi Sonuglari.
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Sekil 4.10: Adakl Tlgesine ait Bal Orneklerinin (ADA 2020) Proteabakteri
Siniflandirilmasi Sonuglari.

Bing6l ili sinirlar1 i¢cindeki ilgelerden biri olan Geng bdlgesine ait GEB kodlu 2020

yili  bitki smniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4.11); Viridiplantae

smiflandirmasinda (6karyot kingdomina ait) tespit edilen tiirler arasinda en yaygin

gorilen %6 Capsicum annuum, en az Mamiellales %0.09 bitki tiirleri olmustur.
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Sekil 4.11: Geng Ilgesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Viridiplantae
Smiflandirilmasi Sonuglari.
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Ayrica %5 oraninda Helianthus annuus ve Arachis; %4 oraninda Papaver
somniferum; %3 oraninda Nicotiana attenuata, Lupinus angustifolius ve Cajanus cajan;
%?2 oraninda Zea mays, Elaeis guineensis, Cicer arietinum, Rosa chinensis, Canabis
sativa, Gossypium hirsutum; %1 oraninda da ADA bal 6rneginden farkli olarak Oryza,
Brachypodium distachyon, Asparagus officinalis bitki tiirleri gozlemlenmistir. Bu farkli
bitki tiirleri; Geng ilgesine ait bal drneklerini, Adakl ilgesi 6rneklerinden ayirt edici bir

ozellik olarak goriilmektedir (Sekil 4.11).

Bingol Ili smirlari igindeki ilgelerden biri olan Geng bolgesine ait GEB kodlu 2020
yil1 bitki siniflandirmasi sonuglari incelendiginde (4.12); Embryophyta smiflandirmasida
tespit edilen tiirler arasinda en yaygin goriilen %6 Capsicum annuum, en az gorilen tir
ise %0.8 Physcomitrium patens olmustur (Sekil 4.12). Ayrica %5 oraninda Helianthus
annuus, yine %4 oraninda Papaver somniferum, %2 Zea mays ve %1 oraninda Vitis

vinifera tiirii gozlenlenmistir.

Physcomitrium patens 0.8%

[other Embryophyta] 0.2%

Sekil 4.12: Geng Ilcesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Embryophyta
Siniflandirilmasi Sonuglari.
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Bingdl 1li smirlar1 icindeki ilgelerden biri olan Geng bdlgesine ait GEB kodlu 2020
yili  bitki  smiflandirmast  sonuglar1  incelendiginde  (4.13);  Magnoliopsida
smiflandirmasinda yine en yaygin goriilen tiir %6 Capsicum annuum olurken, en az
goriilen tiir ise %0.5’lik bir oranla Nymphaea colorata olmustur (Sekil 4.13). Ek olarak,
%S5 oraninda Helianthus annuus ve Arachis, %4 oraninda Nicotiana attenuata ve Papaver
somniferum tiirleri gozlemlenmistir. %1°lik ve %2 lik oranlara sahip tlrler Viridiplantae

smiflandirmasi ile ayn1 sekilde tespit edilmistir.

Magnoliopsida
Embryophyta

Nymphaea colorata 0.5% .

Vigna unguiculata

[other Magnoliopsida] 0.1% ‘

Sekil 4.13: Geng Ilcesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Magnoliopsida
Siniflandirilmasi Sonuglari.
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Bingdl 1li smirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Geng bdlgesine ait GEB kodlu 2020

yil1 bitki siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde (4.14); Pentapetalae smiflandirmasinda;
en yaygin bitki tiiri %7 Capsicum annuum olurken, devaminda %6 Helianthus annuus ve

Arachis tiirleri gozlemlenmistir. Bir 6nceki siniftan farkli olarak %1 oraninda da Ipomoea

triloba tiiri tespit edilmistir (Sekil 4.14).

Lupinus angustifo Pentapetalae
Mesangiospermae

Beta vulgaris subsp. vulgaris 0.9% .

Vigna angyjaris
Vigna unguiculata

Sekil 4.14: Geng Ilgesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Pentapetalae
Siniflandirilmasi Sonuglari.
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Bing6l 1li sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Geng bolgesine ait GEB kodlu 2020
yil1 bitki siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde (4.15); Pentapetalae’nin alt sinifi Rosids
sonuglarma gore; en yaygm tiirler %9 Arachis sp, %6 Lupinus angustifolius; %5
Medicago truncatula, Cicer arietinum ve Glycine subgen. Soja ve Cajanus cajan olarak
gozlemlenmistir (Sekil 4.15). Ayrica; %2 Punica granatum ve Cucumis sativus turlerinin

gbzlemlenmis olmasi ayirt edici bitki tiirleri oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.15: Geng Ilgesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Rosids Siniflandirilmasi
Sonuglar.
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Bingdl 1li smirlar1 icindeki ilgelerden biri olan Geng bdlgesine ait GEB kodlu 2020
yili bitki smiflandirmasi sonuglar1 incelendiginde (4.16); Pentapetalae’nin alt sinifi
Asterids sonuglarina gore; en yaygin tiirler %21 Capsicum annuum, %19 Helianthus
annuus, %13 Nicotiana attenuata olurken; Malvids sonuglarina gére en yaygim tiirler

Gossypium arboreum, %12 Gossypium hirsutum, %210 Camelina sativa olarak
gozlemlenmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17).

asterids
Pentapetalae

8
S
5
%_
2
4
o
S
=
=

[other asterids] 1% I:‘

Sekil 4.16: Geng Ilgesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Asterids Smiflandirilmasi

Sonuglari.
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malvids

rosids

[other malvids] 07% D

Sekil 4.17: Geng Ilgesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Malvids Smiflandiriimasi

Sonuglari.

Bingol ili sinirlart igindeki ilgelerden biri olan Geng bdlgesine ait GEB kodlu 2020

yil1 bakteri siiflandirmasi sonuglari incelendiginde; genel bakteri domaininde en yaygin

tir %48 Lactobacillus kunkeei’dir (Sekil 4.18).

Lactobacillus kunkeei 4

Bacteria
Root 5 FCB group 1% [l
//— PVC group 0.2% [
ia 0.1% [
Aci ia 0.1% [l
F 0.09% [l
T 0.03% [l
Bacteria phyla 0.01% [l
Deferri 0.008% [
Dictyog 0.008% [l
Agquificae  0.006% [l
imicrebia 0.005% Il

0003% [l
i i 0.003% Ml
bacterium 2013Arg42i 0.002% [l
A trospi 0.002% [l
2% D i indicum S5 0.001% [l
Caldithrix abyssi DSM 13497 0.0003% [l
[other Bacteria] 1% []

Sekil 4.18: Geng Ilgesine ait Bal Orneklerinin (GEB 2020) Bakteri Domaini

Smiflandirilmasi Sonuglari.
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Bingol ili siirlart igindeki ilgelerden biri olan Karliova bdlgesine ait KAB kodlu
2020 yili bitki siniflandirmasi sonuglari incelendiginde (Sekil 4.19); Viridiplantae

smiflandirmasinda (6karyot kingdomina ait) tespit edilen tiirler arasinda en yaygin
gorilen %9 Cynra cardunculus var. Scolymus, %8 Helianthus annuus tiirleri olmustur.
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Cucurbitaceae
Viridiplantae

Quercus lobata
Eukaryota

Mamieliales 0.06% .

[other Viridiplantae] 0.01% |:|

Sekil 4.19: Karliova Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KAB 2020) Viridiplantae
Siniflandirilmasi.



Bingdl ili sinirlar1 i¢indeki ilgelerden biri olan Karliova bdlgesine ait KAB kodlu
2020 yili bitki smiflandirmast sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4.20); Embryophyta

smiflandirmasinda tespit edilen tiirler arasinda en yaygim goriilen %10 Cynra cardunculus
var. scolymus, %9 Helianthus annuus ve %6 Capsicum annuum tiirleri olmustur (Sekil

4.20). KAB o6rneginde %1 Zea mays tiiriiniin yani sira %2 Rosoideae tiirii tespit edilmistir.

Embryophyta
Virdiplantae

Physcomitrium patens 0.6% i

fother Embryophyta] 0.1% D

Sekil 4.20: Karliova Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KAB 2020) Embryophyta
Siniflandirilmasi.
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Bingdl ili siirlar1 i¢cindeki ilgelerden biri olan Karliova bdlgesine ait KAB kodlu
2020 yili bitki siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4.21); Pentapetalae
smiflandirmasinda; en yaygm %10 Cynra cardunculus var. scolymus, %9 Helianthus
annuus, %6 Capsicum annuum tdrleri bulumustur. Rosids sonug¢larina gére; %9 arachis,
%5 Lupinus angustifolius; %6 Medicago truncatula yaygin olarak goriilen tiirler olmustur.

Ayrica bu siniflandirmada %2 Phaseolus vulgaris tirtude gortulmektedir (Sekil 4.22).

Pentapetalae

Sangiospeny,

£
=
3
\
3
5}
B
1%
8

Beta vuigaris subsp. vulgaris 0.9% .

Sekil 4.21: Karliova Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KAB 2020) Pentapetalae
Siniflandirilmasi.
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Sekil 4.22: Karliova Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KAB 2020) Rosids Siniflandirmasi.

Bingol ili smirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Karliova bolgesine ait KAB kodlu
2020 yili bitki siniflandirmasi sonuglari incelendiginde ; Fabids sonuglarina gore; %13
Arachis sp., %8 Lupinus angustifolius; %9 Medicago truncatula, %7 Glycine subgen.
Soja, %6 Cicer arietinum, Cajanus cajan yaygin goriilen tiirler olurken; diger smiflardan
farkli olarak yiiksek oranda (%6) Quercus lobata tiirii gozlemlenmistir (Sekil 4.23).
Asterids sonuglar1 kapsaminda %23 Cynara cardunculus var. Scolymus, %21 Helianthus

annuus yaygin olarak gozlemlenirken (Sekil 4.24); Malvids sonuglarinda ise % 12

Gossypium arboreum, %15 Gossypium hirsutum, %13 Camelina sativa (Sekil 4.25)

goriilmiistiir. Ayrica Malvids siniflandirmasinda az da olsa Brassica spp. gozlemlenmistir.
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[other fabics] 2% |

asterids
Pentapetzlae

esangiospenm g

B

Sekil 4.24: Karliova ilgesine ait bal 6rneklerinin

[other asterids] 1%

(KAB 2020) Astarids simiflandirmasi.
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Sekil 4.25: Karliova {lgesinin Bal Orneklerinin (KAB 2020) Malvids Smiflandirmasi.

Bingol ili siirlart igindeki ilgelerden biri olan Karliova bdlgesine ait KAB kodlu
2020 yil1 bakteri siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde; genel bakteri domaininde en

yaygin tiir %56 Lactobacillus kunkeei’dir (Sekil 4.26).

FCR group 0 8% [0
VG gioup 0.2% [T
Acidobacteria 0.1% [
Sprrochactia 0.05% [
Fusobacteriales  0.06% [
Defembacteraceae 0.03% 7]
Thermotogae  0.01% [l
Baluria candidals phiyla 0.008% [l
Aquificales  0.008% [l
| eptospirillum 0 003% [l
bacterium 2013Arg42i 0.003% [l
Thermodesulfabacterium gecfontis CPF15 0.003% [l
Dictyoglomus thermophilum H-5-12  0.001% [
Caldithrix abyssi DSM 13497 0.001% [l
Elusimicrobia 0.001% [l
[other Bacteria] 0 8% []

Sekil 4.26: Karliova ilgesine ait Bal Orneklerinin (KAB 2020) Bakteri Siniflandirmas.
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Bing6l ili smirlar1 i¢indeki ilgelerden biri olan Kigi bdlgesine ait KGB kodlu 2020
yili bitki smiflandirmas1 sonuglar1 incelendiginde; Viridiplantae siniflandirmasinda
(0karyot kingdomina ait) tespit edilen tiirler arasinda en yaygin goriilen %6 Capsicum
annuum, %5 Arachis sp. ve %4 Helianthus annuus tirleri olmustur (Sekil 4.27). KGB
orneginde tespit edilen ve diger 6rneklerden farkli olan %2 Andropogoneae ve %2 Ananas

comosus bitki tirleri bu bdlgeye 6zglddr.
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Sekil 4.27: Kag1 Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KGB 2020) Viridiplantae
Siniflandirmasi.
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Bing6l ili smirlar1 i¢indeki ilgelerden biri olan Kig1 bdlgesine ait KGB kodlu 2020
yil1 bitki siniflandirmast sonuglari incelendiginde; Embryophyta siniflandirmasinda tespit
edilen tiirler arasinda en yaygin goriillen %6 Capsicum annuum, %5 Arachis sp. ve %4

Helianthus annuus tiirleri olmustur (Sekil 4.28). KGB 6rneginde e %2 Andropogoneae ve
%2 Ananas comosus turleri tespit edilmistir.
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Embryophyta
Viridiplantae

Physcomitrium patens 1% .

[other Embryophyta] 0.2% D

Sekil 4.28: Kig1 Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KGB 2020) Embryophyta Smiflandirmasi.
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Bingdl ili smirlart igindeki ilgelerden biri olan Kig1 bolgesine ait KGB kodlu 2020

yil1 bitki siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde Rosids sonuglarina gore; %9 Arachis

sp., %6 Glycine subgen. Soja, Lupinus angustifolius ve Medicago truncatula ve %5

Gossypium tiirleri arasindan Gossypium hirsutum yaygin olarak goriilen tiirler olmustur

(Sekil 4.29).

Cicg,
raﬁstlhum

rosids
Pentapetalas

Medicago truncatula| 6

[other rosids] 2% ‘:]

Vigna Unguiculaty |a :

Sekil 4.29: Kig1 ilgesine ait Bal Orneklerinin (KGB 2020) Rosids Siniflandirmast.
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Fabids sonuglarina gore; %12 Arachis sp., %8 Lupinus angustifolius; %8 Medicago
truncatula, %9 Glycine subgen. Soja %6 Cicer arietinum, Cajanus cajan ve diger kodlu
orneklerden farkli olarak %5 Quercus lobata ve Vigna unguiculata yaygin goriilen tiirler
olurken; diger siniflardan farkli olarak %2 Malus domestica ve Manihot esculenta tirleri
gozlemlenmistir (Sekil 4.30). Asterids sonuglar1 kapsaminda %22 Capsicum annuum,
%15 Helianthus annuus, %12 Nicotiana attenuata yaygin olarak gozlemlenirken (Sekil
4.31); Malvids sonuglarinda ise % 9 Gossypium arboreum, %18 Gossypium hirsutum,
%11 Camelina sativa, farkli olarak %6 Gossypium raimondii, %5 Citrus sinensis ve
Theobroma cacao goriilmiistiir (Sekil 4.32). Ayrica Malvids siniflandirmasinda az da olsa

Brassica spp. (%3) ve Punica granatum (%4) tlrl gézlemlenmistir.
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" 2% Fragaria vesca subsp. vesca

[other fabids] 1% |

Sekil 4.30: Kig1 Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KGB 2020) Fabids Simiflandirmas.
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Solanum lyeopersicum erict
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malvids

rosids

[ather malvids] 1% D

Sekil 4.32: Kig1 Ilgesine ait Bal Orneklerinin (KGB 2020) Malvids Smiflandirmast.



Bingdl ili smirlar igindeki ilgelerden biri olan Kigili bolgesine ait KGB kodlu 2020
yilt bakteri siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde; genel bakteri domaininde %4
Lactobacillus kumkeei, %2 Alphaproteobacteria, Acinetobacter spp. ve Staphylococcus

turleri gozlemlenmistir (Sekil 4.33).

100

Acinetgl
bactor deflyy,
Acinetobacter radioresistens

FCBaroup 2% []
PVC group 02% [0
Spirechaetia 0.1% [
Fusobacteriales 0.1% [l
Acidobacteria 0.04% [I
Calditerrivibrio nitrereducens DSM 19572 0.03% [
Inermotogae 0.03% [
Bacteria candidate phyla 0.03% [l
Dictyoglomus thermophilum H-6-12  0.02% [l
Elusimicrobia 0.009% [l

Aquificales 0.009% [l
Thermodesulfobacteriaceae  0.006% [l
bacterium 2013Arg42i 0.005% [l

Acinetobacter haemolyticus
Wmuer\s\s

o,
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6%/
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7
7 Nitrospiraceae  0.003% [l
Aminobadterium colombiense DSM 12281 0.002% [l
Caldithrix abyssi DSM 13437 0.001% [l

[other Bacteria] 2% |

Sekil 4.33: Kig1 {lcesine ait Bal Orneklerinin (KGB 2020) Bakteri Siiflandirmast.
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Bingdl ili simnirlart igindeki ilgelerden biri olan Merkez bolgesine ait MEA kodlu
2020 y1li bitki siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde; Viridiplantae siniflandirmasinda
(6karyot kingdomina ait) tespit edilen tiirler arasinda en yaygin goriilen %7 Cynara
cardunculus var. Scolymus ve Helianthus annuus tiirleri olmustur (Sekil 4.34). Bu
orneklerde de KGB 6rneginde oldugu gibi %2 Andropogoneae tirleri gézlemlenmistir.
Bu tiir, Merkez ve Kig1 bolgeleri icin ayirt edici bir nitelik tasimaktadir.
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Sekil 4.34: Merkez Ilgesine ait Bal Orneklerinin (MEA 2020) Viridiplantae

Smiflandirilmasi.
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Bingdl ili sinirlar i¢indeki ilgelerden biri olan Merkez bdlgesine ait MEA kodlu
2020  yili  bitki  smiflandirilmast  sonuglart  incelendiginde;  Embryophyta
smiflandirmasinda tespit edilen tiirler arasinda en yaygin goriilen %7 Cynara cardunculus

var. Scolymus ve Helianthus annuus tiirleri olmustur (Sekil 4.35). MEA bal érneklerinde

%1 Camelineae tlirlinuin az da olsa tespit edilmistir.

oy Solanum \ycopersicum

Embryophyta

Viridiplantae

Physcomitrium patens 0.4% .
[other Embryophyta] 0.1% D

Sekil 4.35: Merkez Ilgesine ait Bal Orneklerinin (MEA 2020) Embryophyta
Siniflandirmasi.



Bingdl ili simnirlart igindeki ilgelerden biri olan Merkez bolgesine ait MEA kodlu
2020 yilt bitki smiflandirilmasi sonuglar1 incelendiginde; Rosids sonuglarina gore; %9
Medicago truncatula, %8 Glycine subgen. Soja, %7 Lupinus angustifolius, Arachis sp. ve
Cicer arietinum turleri yaygin olarak goriilen tiirler olmustur (Sekil 4.36). Fabids
sonuglarma gore; %10 Arachis sp, %9 Lupinus angustifolius ve Cicer arietinum, %11
Glycine subgen. Soja ve Medicago truncatula yaygin goriilen tiirler olurken (Sekil 4.37);

Malvids sonuglarinda ise % 11 Gossypium arboreum, %13 Gossypium hirsutum, %11

Camelina sativa tiirleri yaygin olarak goriilmiistiir. (Sekil 4.38)
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Sekil 4.36.: Merkez Ilgesine ait Bal Orneklerinin (MEA 2020) Rosids Smiflandirmasi.
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fabids
rosids

Gossypiu,,, raimong

malvids
rosids

[other malvids] 0.9% |:|

Sekil 4.38.: Merkez Ilgesine ait Bal Orneklerinin (MEA 2020) Malvids Smiflandirmast.
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Bingdl ili sinirlart igindeki ilgelerden biri olan Merkez bdlgesine ait MEA kodlu
2020 yil1 bakteri siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde; genel bakteri domaininde %67

Lactobacillus kumkeei turii gézlemlenmistir (Sekil 4.39.).
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FCBgroup 1% [
PVC group 0.2% [
Spirochaetia 0.1% [l
Fusobacteriales 0.1% [l
Acidobacteria 0.09% [l
Thermotogae 0.02% [l
Deferribacteraceae  0.02% [
4 Aquificae 0.01% [l
" Bacteria candidate phyla 0.006% [l
L7 % Caldithrix abyssi DSM 13497 0.005% [l
Dictyoglomus thermophilum H-6-12  0.004% [l
Thermodesulfobacterium 0.004% [l
Elusimicrobia 0.002% [l
Nitrospira moscoviensis 0.001% [l
Jonquetella anthropi DSM 22815 0.001% [lil
bacterium 2013Arg42i 0.001% [l
[other Bacteriz] 0.9% |

Sekil 4.39: Merkez Ilgesine ait Bal Orneklerinin (MEA 2020) Bakteri Siniflandirmast.
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Bingdl ili sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Solhan bélgesine ait SOC kodlu 2020
yil1 bitki siniflandirmast sonuglari incelendiginde; Embryophyta siniflandirmasinda tespit
edilen tiirler arasinda en yaygimn goriilen %6 Cynara cardunculus var. Scolymus ve %10
Helianthus annuus tiirleri olmustur (Sekil 4.40). Ayrica, SOC bal 6rneklerinde de GEB

orneginde oldugu gibi %1 Brachypodium distachyon tiiriiniin olmasi, bu tiiriin GEB ve

SOC bolgeleri agisindan ayirt edici oldugunu gdstermistir.

lelianthus annuu:

Embryophyta Qlea eurcpaea var. sylvestris

Eukaryota

Root

patens 0.7% .
[other E: 03% 1]

Sekil 4.40: Solhan ilgesine ait Bal Orneklerinin (SOC 2020) Embryophyta
Siniflandirmasi.
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Bing6l ili sinirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Solhan bélgesine ait SOC kodlu 2020 yil1
bitki smiflandirmasi sonuglari incelendiginde; Rosids sonuglarma gore; %6 Medicago
truncatula, %7 Lupinus angustifolius, %10 Arachis tiirleri yaygin olarak goriilen tiirler
olmustur (Sekil 4.41). Fabids sonuglarma goére; %15 Arachis spp., %10 Lupinus
angustifolius ve %8 Cicer arietinum, %9 Medicago truncatula yaygin goriilen tiirler
olurken (Sekil 4.42); Malvids sonuglarinda % 10 Gossypium arboreum, Camelina sativa
ve Citrus sinensis, %212 Gossypium hirsutum tdrleri (Sekil 4.43); Asterids sonuglarinda
ise %30 Helianthus annuus, %19 Cynara cardunculus var. scolymus, %12 Capsicum

annuum tiirleri yaygim olarak goriilmiistiir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.41: Solhan ilgesine ait Bal Orneklerinin (SOC 2020) Rosids Siniflandirmast.
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Sekil 4.42. : Solhan Ilgesine ait Bal Orneklerinin (SOC 2020) Fabids Siiflandirmast.

Sekil 4.43. : Solhan lgesine ait Bal Orneklerinin (SOC 2020) Malvids Smiflandirmast.

75



[otner asterids] 1%

Sekil 4.44. : Solhan Ilcesine ait Bal Orneklerinin (SOC 2020) Asterids Siniflandirmas.

Bingol ili sinirlart igindeki ilgelerden biri olan Solhan bélgesine ait SOC kodlu 2020
yili bakteri smiflandirmasi sonuglar1 incelendiginde; genel bakteri domaininde %46

Lactobacillus kumkeei tirt gozlemlenmistir (Sekil 4.45).

o [l
o [l
matiensis mpsacTxe 0.2% ]
ia 0.1% .
0.06% .

lother Bacteria] 0% [ |

Sekil 4.45: Solhan Ilgesine ait Bal Orneklerinin (SOC 2020) Bakteri Smiflandirmasi.
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Bingdl ili smirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Yayladere bdlgesine ait Y AB kodlu
2020 y1li bitki siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde; Viridiplantae siniflandirmasinda
(6karyot kingdomina ait) tespit edilen tiirler arasinda en yaygin goriilen %11 Cynara

cardunculus var. scolymus ve %8 Helianthus annuus tiirleri olmustur (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46: Yayladere Ilgesine ait Bal Orneklerinin (YAB 2020) Viridiplantae
Siniflandirmasi.

77



Bingdl ili smirlar1 igindeki ilgelerden biri olan Yayladere bdlgesine ait Y AB kodlu
2020 yili bitki smiflandirmasi sonuglart incelendiginde; Rosids sonuglaria gore; %6
Lupinus angustifolius, %9 Arachis turleri yaygin olarak goriilen tiirler olmustur (Sekil
4.47). Fabids sonuglarmma gore; %12 Arachis sp., %9 Lupinus angustifolius ve %7
Medicago, Cicer ve Quercus lobata yaygin goriilen tiirler olurken; Malvids sonuglarinda

%19 Gossypium arboreum, %12 Gossypium hirsutum, %11 Camelina sativa turleri;
Asterids sonuglarinda ise %21 Helianthus annuus, %29 Cynara cardunculus var.

Scolymus, %14 Capsicum annuum ve %210 Nicotiana attenuata tiirleri yaygin olarak
goriilmiistiir (sirasiyla Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50).

rosids
Medicago truncal

Sekil 4.47: Yayladere Ilgesine ait Bal Orneklerinin (YAB 2020) Rosids Siniflandirmas.
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Sekil 4.48: Yayladere Ilgesine ait Bal Orneklerinin (YAB 2020) Fabids Smiflandirmasi.
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Sekil 4.49: Yayladere ilcesine ait Bal Orneklerinin (YAB 2020) Malvids
Smiflandirmast.
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Bingdl ili smirlart igindeki ilgelerden biri olan Yayladere bdlgesine ait Y AB kodlu
2020 yil1 bakteri siniflandirmasi sonuglar1 incelendiginde; genel bakteri domaininde %5

Lactobacillus kumkeei ve %7 Stephylococcus aureus turleri gézlemlenmistir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50: Yayladere Ilgesine ait Bal Orneklerinin (YAB 2020) Bakteri Siniflandirmas.
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5. TARTISMA

Bingdl ilinin farkli lokasyonlarindan toplanmus ¢igek bali 6rneklerinden elde edilen
DNA’larin metagenomik analiz yontemleri kullanilarak, bal 6rneklerinin igerdikleri bitki
ve bakteri turlerinin taksonomik simiflandirilmasina yonelik yapilan bu tez ¢alismasinda
Shotgun dizileme yontemi kullanilmistir ve boylece ¢evresel bal 6rneklerinin mikrobiyal

cesitliligi ve taksonomik smiflandirmasi yapilmistir.

Shotgun dizileme yontemiyle, mikrobiyal topluluklarin taksonomik bilesimi ve
fonksiyonel potansiyeli profillenmis olup, tiim genom dizilerini elde etmek igin
kullanilmistir. Bu baglamda, bal 6rneklerinin eDNA’s1 , koloni ekosisteminin ve bal

arilarinin besinlerini aldiklar1 yerlerin genel bir analizini elde etmek i¢in kullanilmistir.

Calismadan elde edilen sonuglar kapsaminda; 2020 yilinda Bing6l ilinin ¢ogu ilgesi
ve bolgesinden hasadi yapilan bal 6rneklerinin tek bir bitki tiirii igermedigi boylece elde
edilen bal 6rneklerinin polifloral oldugu ortaya ¢ikmistir. Adakli ilgesinden alinan 2020
ADA bal 6rneginin bitki siniflandirmasina gére Papaver somniferum en yaygin bitki turd
olurken, en az gorulen Bathycoccus prasinos tiirii olmustur. Bing6l ilinin sadece Adakli
ilcesinden toplanan bal oOrneklerinde Papaver somniferum tiriine yiksek oranda
rastlanmistir ve diger ilgelerden elde edilen 6rneklerde yiiksek oranlarda goriilmemistir.
Bu durum bahsi gegen bu ilgelerdeki bitki florasi ve ¢esitliligindeki farkliliklar oldugunu
gostermektedir ve bu tiiriin sadece Adakl ilgesinde yaygin gozlemlenmesi, bitkisel flora
acisindan ayirt edilebilir bir sonu¢ sunmaktadir. Helianthus annuus bitki tird tim
ilcelerden toplanan bal Orneklerinde gdzlemlenmis olup, en yaygm olarak Solhan
ilcesinden alinan bal 6rneginde tespit edilmis olup, ardindan Karliova, Yayladere ve
Merkez (2020 KAB, 2020 YAB ve 2020 MEA ) bal drneklerinde de yuksek oranlarda
tespit edilmistir. Bu tiir tespit edildigi Solhan , Karliova , Yayladere ve Merkez ilgeleri
icin diger ilgelere kiyasla ayirt edici bir tiir niteligi tasimaktadir. Cynra cardunculus var.
scolymus bitki tlri tiim ilgelerden toplanan bal 6rneklerinde gozlemlenmis olsa da 2020
YAB, 2020 KAB ve 2020 MEA orneklerinde yiiksek oranlarda tespit edilmistir ve bu ii¢

ilge kapsaminda da en yaygin Yayladere il¢esinde oldugu gézlemlenmistir.
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Capsicum annuum tirt de Geng ve Kigi ilgelerinden toplanan bal drnekleri igin
bitkisel flora bakimindan ayirt edici bir bitki tiirli olarak gdzlemlenmistir. Ayrica, diger
ilgelerden farkli olarak Kigi ilgesinden elde edilen bal 6rneklerinde Quercus lobata, Vigna
unguiculata, Gossypium raimondii, Citrus sinensis ve Theobroma cacao tirlerinin de
yaygin olarak goriilmesi bitkisel cesitlilik bakimindan bu bdlgenin 6n plana ¢iktigini
gostermistir. Bu baglamda, 2020 yilina ait bal 6rneklerinden en fazla bitki tiirii ¢esitliligine
(Capsicum annuum, Arachis, Helianthus annuus, Lupinus angustifolius, Medicago
truncatula, Glycine subgen. soja, Nicotiana attenuata, Gossypium hirsutum, Cicer
arietinum, Cajanus cajan, Gossypium arboreum, Camelina sativa, Quercus lobata, Vigna
unguiculata, Gossypium raimondii, Citrus sinensis ve Theobroma cacao) Kig: ilgesine
gore kodlanan 2020 KGB 6rneginde rastlanmistir. BOylece Bingdl ilinin Kigi ilgesi igin
bitkisel flora acisindan daha zengin ve diger ilgelere kiyasla farkli oldugunu belirtmek
mimkinddr. 2020 yili  bal Orneklerinin  sonuglar1  bitki gesitliligi ag¢isindan
degerlendirildiginde, bu cesitlilik yagis verilerinin, iklim ve sicaklik gibi kosullarin

arilarin yagami ve bal liretimi agisindan uygun olmasiyla agiklanabilmektedir.

Calismadan elde edilen mikrobiyal siniflandirma verilerine gore; fruktozu parcalayarak
laktik asit liretimini saglayan, antibakteriyel ve antifungal 6zelligi sayesinde kolonilerde
zararl bakterilerin ve mantarlarin tiremesine engel olan Lactobacillus kunkeei bakterileri
tim ilgelerden hasat edilen bal 6rneklerinde gozlemlenmis olup, en yogun 2020 MEA
orneginde tespit edilmistir. Bu baglamda, Merkez il¢esinden elde edilen bal veriminin ve
kalitesinin daha fazla oldugunu sOylemek miimkiindiir. Bir diger probiyotik olan
Parasaccharibacter apium bakterisi tiim ilgelerden alman bal 6rneklerinde gozlemlense
de en yogun 2020 GEB ve 2020 SOC odrneklerinde tespit edilmistir. Ozellikle arilarin
uremelerini ve gelisimlerini olumsuz etkileyerek bal verimliligini ve bal iiretimini azaltan,
bu baglamda da aricilik sektoriinde biiyiik ekonomik kayiplara sebep olabilen Nosema
hastaligini  6nlemesi agisindan bal igeriklerinin Lactobacillus kunkeei kadar
Parasaccharibacter apium bakterisini icermesi de biiyiik nem teskil etmektedir. Geng ve
Solhan ilgelerine ait ballarin her iki probiyotik bakteriyi yiiksek oranda igermesi, diger bal
orneklerine kiyasla bu ballarin kalitesinin daha fazla olabilecegini gostermektedir. Ayrica,
2020 yilina ait bal 6rneklerinden en fazla mikrobiyel ¢esitlilige (Lactobacillus kunkeei,

Parasaccharibacter apium, Gilliamella apicola, Kosakonia cowanii,

82



Alphaproteobacteria, Acinetobacter spp., Staphylococcus aureus, Alteromonodales,
Arsenophonus nasoniae, Acinetobacter johnsonii) 2020 KAB, 2020 KGB ve 2020 MEA

orneklerinde rastlanmistir.

Ek olarak, elde edilen yontem ve elde edilen sonuglar, kolonide bazi bozukluklara
yol agabilecek faktorleri anlamak icin yararli olabilecek bal arisi siiperorganizma
patosferini agiklamak igin yeni yollar da saglamistir. Bu ¢alismada kullanilan Shotgun
metagenomik yaklasim, bir sekilde etkilesime giren veya bal iiretim faaliyetlerini ve
asamalarini tanimlayan tiim olas1 organizmalar1 tanimlamistir. Boylece, genellikle sadece
bir grup organizma i¢in sekans bilgisi liretmek {izere tasarlanmis metabarkodlama
yontemlerinin uzmanlasmasmin oOniine gecebilmektedir. Dizilemenin derinligi, elde
edilen tiim dizilere aciklama getirilmesini gerektirecek smirlayici bir faktdr olabilmekte
oldugu anlagilmistir. Bununla birlikte, diisiik yogunluklu shotgun metagenomik analizi,
hem dizileme maliyeti hem de veri analizi adimi dikkate alindiginda diisik maliyetli
olabilmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada test edilen yaklasimin, balda bulunan e-DNA'ya
gore, birden fazla amaci olabilen biiyiik Olgekli deneylerde uygulanabilecegi de
anlagilmistir. Ayrica, e-DNA’larin metagenomik analizleri yapilarak, balin bitki
kokeninin tespiti, hem bdlgede tiretilen ballarin 6zelliklerinin ve kalitesinin belirlenmesi
hem de iireticilerin tercih edecekleri nektarli bitki gruplarinin bilinerek daha bilingli
Uretim yapilmasina ve bolgesel kalkinmaya katki saglanmistir. EK olarak, farkli bdlgelerde
iiretilen ballardaki polen cesitliligi farklhilik gosterdiginden balin botanik kokenlerin
belirlenmesi balin iiretildigi bélgenin belirlenmesine ve balin markalasmasina da olumlu

etkisinin olmasi beklenmektedir.
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