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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Bal igeriginin Metabarkodlama ile Botanik Kokeninin Analiz Edilmesi
Pelin Tas
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Emre Keskin

Giiniimiizde balda yapilan taklit ve tagsisin kiiresel bir sorun haline gelmesi ve mevcut olan
her analizi yaniltict yeni bir hile yolunun bulunmasi nedeniyle farkli analiz yontemleri
gelistirilmektedir. Molekiiler tabanli yontemlerden biri olan DNA barkodlama, farkl tiirlerin
DNA’sindaki kisa genetik belirteglerini referans dizilerle karsilastirarak hizli ve giivenilir
bicimde tanimlanmasi olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu tanimlamayla genellikle tiirlerin
Otesine gegerek yerel ¢esitlerin ve dolayisiyla tiriiniin cografik kokeninin tanimlanmasi
miimkiin hale gelmektedir. Standart yontemlerle karakterize etmenin ve yakalamanin zor
olacag bircok tiir iceren Orneklerin karmasikligini tanimlayabilen yeni nesil dizilemeyle
birlikte metabarkodlama karmasik materyallerdeki taksonomik bilesimin tanimlanmasinda
tarafsiz bir yaklasim olarak belirtilmektedir. Bu c¢alismayla botanik kokeninin
belirlenmesinde gevresel DNA kaynagi olarak baldan izolasyon yapilarak metabarkodlama
yontemine ait bir 1§ akis1 saglanmasiyla kullanilabilirligi arastirilmistir. Balda yapilan taklit
ve tagsisin belirlenmesinde mevcut analizlere alternatif olarak daha hizli, daha ekonomik,
daha disiik is giiciine ihtiya¢ duyan ve tiir seviyesinde sonu¢ almaya imkan saglayacak bir

yontem gelistirilmistir.
2022, 176 sayfa

Anahtar kelimeler: Metabarkodlama, Cevresel DNA (eDNA), Bal, Botanik Koken,

Yiiksek Verimli Dizileme



ABSTRACT
Msc Thesis
Analyzing Honey Content via Metabarcoding of Botanical Origin
Pelin Tas
Ankara University Biotechnology Institute
Dog. Dr. Emre Keskin

Currently, imitation and adulteration in honey has become a global problem Different
analysis methods are being developed due to the continuous discovery of a new way of
cheating every existing analysis. DNA barcoding, one of the molecular-based methods,
emerges as a fast and reliable identification of short genetic markers in the DNA of different
species by matching them with reference sequences. With this identification, it is often
possible to go beyond the species and define the local varieties and the geographical origin
of the product. Along with next-generation sequencing, which can identify the complexity
of samples containing many species that would be difficult to characterize and capture with
standard methods, metabarcoding is stated as an unbiased approach to describing the
taxonomic composition in complex materials. In this study, usability of metabarcoding
method was investigated by providing a DNA isolation honey workflow to determine its
botanical origin. Metabarcoding used as an alternative to existing analyzes, faster, more
economical, less labor-intensive and species-level method and it has been developed to

determine imitation and adulteration in honey.
2022, 176 pages

Keywords: Metabarcoding, Environmental DNA (eDNA), Honey, Botanical Origin, Next

generation sequencing
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1. GIRIS

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, diinya bal {iretiminde Tiirkiye, Cin’den
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de bal iiretimine bakildiginda ise Ordu, Mugla
ve Adana birbirini izlemektedir. Mugla’da baslica iiretimi yapilan aricilik tiriinii cam balidir
(1). Bu oran yaklasik olarak Tiirkiye tiretiminin %75-80’lik boliimiinti olusturur. Ayni
zamanda iklim kosullartyla baglantili olarak narenciye ve badem tiirleriyle de bolge
ariciligina olanak saglamaktadir. Marmaris, Koycegiz, Dalaman ve Fethiye’de var olan
endemik bir agag tiirii olan Giinliik (S1gla) Agaci da bolgeye ayr bir zenginlik katmaktadir.
Anadolu Giinliik Agaci olarak da adlandirilan bu tiiriin poleni degerlidir. Mugla ilinin sahip
oldugu Kizilgam ormanlar1 ve bu ormanlarda dogal olarak dagilim gosteren basra bocegi ile
bir salg1 bali olan ¢gam bal1 tiretimi bdlgeyi aricilik ve ¢am bali tiretiminde 6nemli bir hale

getirmektedir (2).

Baldan izole edilen DNA’nin son zamanlarda balin bazi 6zelliklerini agiklamak igin yararli
bir ara¢ oldugu disiiniilmektedir. EK olarak bal, ballarin orijini, kovandaki mevcut
organizmalar1 ve bal arilarinin biyolojik bilgilerini igeren karmasik biyolojik etkilesimlerin
ve liretim ortaminin imzalarini saglayan ekolojik sistemlerin kaynagindan elde edilen DNA
olarak tanimlanan ¢evresel DNA’nin kaynagi olabilir (3). Baldan izole edilmis DNA'dan
hedeflenmis ar1t mtDNA fragmanlarinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi
balin tretildigi an tiirlerini ve bal aris1 alt tiirlerini tanimlamak ve bal kimlik dogrulamast
igin bir ara¢ saglamak i¢in kullanilmaktadir. Baldan izole edilmis DNA'dan hedeflenen dizi
analizleri yeni nesil dizileme yaklasimlar1 kullanilarak gelistirilmistir (4) (5). Bal eDNA
ayak izinin sadece bitkilerden degil ayn1 zamanda arilarin karbonhidrat yoniinden zengin

besinlerini elde ettikleri entomolojik ekosistemlerden de elde edilmesi miimkiindiir (3).



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. BAL VE OZELLIiKLERIi

Bal, TS 3036 Bal Standardindaki tanimina gore, bitkilerin ¢igeklerinde veya ¢iceklerin diger
canli kisimlarinda var olan nektar bezlerinden salgiladiklar1 nektarin ve bitkinin {izerinde
yasayan bdoceklerin, bitkilerin canli kisimlarindan yararlanip salgiladiklart maddelerin bal
arilar1 tarafindan toplandiktan sonra viicutlarinda bilesimlerini degistirip petek gozlerine

depo ettikleri ve bu petek gozlerinde olgunlasmasi sonucu olusan tatli bir tirtindiir (6).

Avrupa Birligi i¢inde Konsey Direktifi 2001/110 / EC tarafindan ise bal “Apis mellifera
arilar1 tarafindan bitki nektarindan veya bitkilerin canli kisimlarinin salgilanmasindan veya
bitki emici bocek atilimlarindan iiretilen dogal, tatlhi maddedir. Arilar topladiklar bitkilerin
canli kisimlar1 kendilerine 6zgii maddelerle bir araya getirerek, ¢okeltir, dehidrat eder,
olgunlasmak ve gelismek igin peteklerde depolar ve birakir.” seklinde tanimlanmistir (7).
Codex Alimentarius da balin tanimini benzer sekilde yapmistir (8). Tiim bu tanimlarin
merkezinde balin hicbir seyin eklenemeyecegi veya kaldirilamayacagi tamamen dogal bir

tirtin oldugu ifadesi yer almaktadir (7) (8).

Bal, karmasik ve degisken kompozisyonun dogal bir biyolojik tirliniidiir. Bal kaynagina gore
ve liretim ve/veya pazara sunus sekline gore iki kategoride incelenir. Kaynagina gore ballar
cigcek bali ve salgi bali olarak ayrilirken iiretim ve/veya pazara sunus sekline gore petek bal,
slizme bal, petekli siizme bal, sizma bal, pres bal, firincilik bali ve filtre edilmis bal olarak
smiflandirilir (6).

Bal, esasen farkli sekerler, organik asitler, ¢esitli amino asitler ve bir¢ok biyolojik olarak
aktif bilesikten olusan farkli bitkilerin ¢i¢eklerinden arilar tarafindan iiretilen dogal bir tath
madde olarak bilinir. Her seyden 6nce, dogal antioksidanlar olan flavonoidler, fenoller ve
terpenler gibi viicuttaki oksijensiz radikalleri kaldirabilen elektroaktif materyallerdir. Bu
prosediir, bir atom veya molekiilden Gtekine bir veya daha ¢ok elektronun gecisi olayina
benzer sekilde bir elektrot ylizeyinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple, farkli ballar ¢esitli

antioksidanlari i¢inde barindirmasina ragmen benzer elektrokimyasal 6zelliklere sahiptir (9).

Balin ana bilesenleri karbonhidratlar (agirlik¢a ~ %80) ve sudur (~ %17). Yaklasik %3 {inii

kapsayan diger kiigiik bilesenler ise 3-10 sakkarit uzunluguna sahip olan bilesenler olan
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oligosakkaritler, glukonik asit, hem amin hem karboksil fonsiyonel gruplart iceren amino
asitler ve organik olmayan maddeler olan minerallerden olusur. Tipik olarak 1.2:1.10
oraninda bulunan fruktoz ve glikoz baldaki toplam karbonhidratin % 85-95'ini olusturur.
Siikroz, % 6.5'e yakin bir seviyede mevcut olan disakkaritler ile ortalama % 1.5' olustururlar
(10).

Standart taslaklar kalite faktorlerinin tanimlanmasindaki metotlar igerir. Nem igerigi, bal
standardinin bir pargasi olarak diinya bal ticaretinde yerine getirilmesi gereken tek bilesim
kriteridir. Yiiksek su igerigine sahip balin fermantasyon olasilig1 daha yiiksektir. Goriiniir
seker icerigi, Suda ¢Oziinmeyen kati madde, kiil icerigi, asitlik, diyastaz aktivitesi,
hidroksimetilfurfural (HMF) igerigi, elektriksel iletkenligi, seker icerigi, invertaz aktivitesi,

prolin igerigi ve spesifik rotasyon bal i¢in 6nemli kriterler arasindadir (11).
2.1.1. BALDA YAPILAN HiLELER VE MEVCUT ANALIZLER

Balda yapilan hile ciddi ve yaygin bir sorun olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Roma
doneminden beri ve Orta Cag siiresince sekerin veya suruplarin bal ile karigtiritlmasi kolay
ve basit bir tagsis yoludur. Yogun durumdaki tiziim suyunun hile olarak kullanilmasindan
itibaren Ingiltere’de yasa olarak yiiriiliige konulmustur. 1581 yilinda “aldatic1 karisimlarin”

bal olarak satigini yasaklanmistir (10).

Bal sahtekarligi iki duruma indirgenebilir, bunlar, ¢esitli tiirlerden ballarin
karigtirilmasindan kaynaklanan bir koken adinin uymamasi veya bir karistirict surubun
kasitl olarak eklenmesinden kaynaklanan bir uyumsuzluk olabilir. Suruplar hasattan hemen
sonra dogrudan bala eklenebilir veya verimi arttirmak i¢in hasat sirasinda arilar bununla
beslenebilir. Giiniimiizde karsilasilan sahtekarliklarin artmasi, meslegin yasalara uygun
olarak yapan sektor ¢alisanlari i¢in diizeltilemez ekonomik sonuglara yol agmaktadir (12).
Herhangi bir tatli maddenin kullanimi bu tiir hileye 6rnektir ve bunlar yiiksek fruktozlu misir
surubu, ters seker kamisiyla yapilabilirken basit fruktoz ve glikoz karigimlari gibi ticari
olarak saglanan maddelerle de yapilabilir. Siikroz bagka bir potansiyel ajandir ancak sadece
normal ballarda diisiik bir seviyede mevcut oldugundan karistirilmis numunelerde varliginin
saptanmasi nispeten kolaydir. Belirli siikroz ve yiiksek fruktozlu misir surubu kullanilmasi

durumunda zorluklar ortaya ¢ikabilir ¢linkii bahse konu ajanlari arilar kis aylarinda kovani



korumak i¢in kullanabilmektedirler. Bu nedenle ballardaki mevcudiyetleri kasith tagsisten

ziyade kotii hayvancilik uygulamalarindan kaynaklanabilir (10).

Birgok salgi bali melezitoz, maltotrioz ve rafinoz gibi indirgeyici olmayan oligosakkaritlere
sahiptir. Indirgeyici sekerlerin &lgiimii, sadece ¢igek ve salgi ballar1 arasindaki fark: tespit
edebilir ancak bu fark diger yontemlerle kiyaslandiginda daha kolaydir. Suda ¢6ziinmeyen
kat1 maddenin 6l¢timdi, izin verilen maksimum orandan daha yiiksek bal safsizliklarini tespit
etmek i¢in 6nemli bir aragtir. Kiil i¢erigi balda botanik kokenli bir kalite kriteridir. Cigek
ballar1 salgi ballarindan daha diisiik kiil igerigine sahiptir. Bal fermantasyonu sonucunda
olusan asitlik degeri de balda 6nemli bir kriterdir. Balin depolanmasi ve maruz kaldig:
sicakliktan balin diastaz aktivitesi etkilenir. Bu sebeple diastaz aktivitesi balin 1sitnmasinin
sonucu ve tazeliginin bir gostergesidir. Bunun yaninda hidroksimetilfurfural (HMF) yine
asir1 1sinmasinin Ve tazeligin bir gostergesi olmaktadir. Taze ballarda pratik olarak HMF
yoktur ancak balin pH'sina ve depolama sicakligina bagl olarak depolama iizerine artar.
Balin botanik kdkeni i¢in iyi bir gdsterge olan elektriksel iletkenlik, kiil ve asit igerigiyle
dogrudan iligkilidir. Buna paralel olarak kiil ve asit icerigi ne kadar yliksekse elektriksel
iletkenlik de o kadar yiiksek olacaktir. Isiya duyarlilik ve tazelik konusunda diger bir
gosterge ise invertaz aktivitesidir. Ayni zamanda bu balin depolama hasarma da duyarlidir.
Bal prolin igerigi, bal olgunlugu ve bazi durumlarda seker katkisi kriteridir. Cesitli bal

sekerleri degerlerinin bir sonucu optik rotasyonun toplam degeriyle ifade edilir (11).

Bununla birlikte bal daha ucuz tatlandiricilar ile karigtirillmaya yatkindir. Balda yapilan hile,
seker surubunun orijinal lirline dahil edilmesini igeren anlasilir bir uygulamadir. Son yillarda
piring surubu ile karistirilan bal bile AB standartlarini karsilayabilmektedir. Asit veya
enzimlerin hidrolizi, rafinasyon ve konsantrasyon asamalarindan olusan ve bir ¢esit nisasta
surubu olan piring surubu, piringten elde edilir. Bu malzemedeki dort ana bilesen glikoz,
maltoz, trisakkarit, tetrasakkarit sekerleridir. Bunlar baldaki ile benzerlik gosterir. Fakat
baldaki besin degeri ile karsilastirildiginda, nigasta surubunun sahip oldugu besin degeri ayni
degildir. Baldaki kadar iyi bir besin degerine sahip olmayan piring surubu ile karistirilan
balin kalitesi sadece kalite kontrolii acgisindan degil ayni zamanda insan saghigi ve

beslenmesi i¢in de 6nemli bir konudur (9).



llave sekerlerle bal karisimini tespit etmek igin bir dizi ayirma ve spektroskopik ydntem
kullanilmistir. Ince tabaka kromatografisi, yiiksek performansl sivi kromatografisi, gaz
kromatografisi ve niikleer manyetik rezonans spektroskopisi bunlar arasinda yer almaktadir
(10). Bu teknikler genellikle glikoz, friikktoz, yiiksek friiktoz surubu ve yiiksek friikktozlu
misir surubu gibi piring surubu igermeyen ballarin tespitinde kullanilir. Su anda, endiistride
balda piring surubunu tespit etmek i¢in en yetkili ve 6zel teknoloji Kalite Denetimi, Teftisi
ve Karantinas1 (AQSIQ) tarafindan kullanilan SM-R teknolojisidir (LC-MS / MS) (9).
13C/12C oranmmin Ol¢iimii, musir ve seker kamisindan kaynaklanan ilave sekerlerin
saptanmasina basariyla uygulanmistir ¢linkii bu bitkiler arilar tarafindan kullanilan normal
bitki seker kaynaklarinda bulunan C3 yolunun aksine C4 yolu kullanarak karbonu
metabolize eder. Bununla birlikte bu tekniklerin hi¢biri gida dagitim zinciri boyunca cesitli
noktalara yerlestirilebilen tarama yontemlerinin gerektirdigi hiz, dogruluk ve kullanim
kolayligina sahip degildir. Orta ve yakin kizil 6tesi spektroskopisini i¢eren spektroskopik
teknikler bu tip tarama uygulamalar1 i¢in genis capta arastiritlmis ve bir dizi fizibilite
calismasinda 6nemli basarilar bildirilmistir. Balin karistirilmast veya yanlis etiketleme
konularma yakin kizil 6tesi spektroskopinin uygulanmasi hakkinda sadece sinirli sayida
rapor yayimlanmistir ve yazarlar bu yazinin konusu olan 6zel karistirmayla ilgili herhangi
bir igleme literatiirde rastlanmamistir (10). Bu yontemler hassas olmalari, dogrulugu ve
giivenilirliginin yaninda kompleks 6n islemlere sahip olmakla beraber zaman alici, subjektif
ve pahalidir. Tiim bunlar gézoniinde bulunduruldugunda balda yapilan taklit ve tagsisi tespit
etmek i¢in daha basit, zamandan tasarruf etmek amaciyla daha hizli ve daha diisiik maliyetli

yontemler gelistirmek onemlidir (9).

Balda yapilan analizlerin bir digeri ise melissopalinolojidir. Balin polen analizi veya
melissopalinoloji kalite kontrolii i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Bal, daima geldigi ¢cevrenin
imzasini tagtyan polen taneleri sayesinde ve balmumu tiipleri, algler ve sporlar gibi bal 6zii
elemanlarini igerir. Bundan dolayr botanik kdkenin dogru belirlenebilmesi i¢in duyusal,
fiziko-kimyasal analizlerin yaninda polen analizi, botanik kdkenin yan1 sira cografi kokenin
de belirlenmesinde fayda saglayabilir. Ayrica polen analizi, bal ekstraksiyonu ve filtrasyonu,
fermantasyon, bazi tiirdeki karigimlar ve mineral tozu, kurum veya nisasta taneleri ile
kontaminasyon gibi hijyenik 6zellikler hakkinda bazi 6nemli bilgiler saglar (13). Ancak
melissopalinoloji zaman alicidir, uzmanlik seviyesinde bilgi gerektirir ve zahmetli bir sayma

prosediirii igerir. Botanik kokenin belirlenmesini zorlagtiran bu durum sonuglar
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yorumlamay1 da sikintiya sokabilir. Bunun yani sira bireysel tiir tanimlama polenlerin
mikromorfolojik analizinden miimkiin olmayabilir. Bazi1 polenler (6rn., Okaliptus ve
Kestane) balda taninabilir morfolojik Ozellikler gosterse de, digerleri (6rnegin, bazi

Campanulaceae ve Lamiaceae polenleri) mikromorfolojik 6zellikleri ile iyi ayirt edilemez

(4).

Her ne kadar melissopalinoloji ve DNA barkodlama (morfolojik ve molekiiler) ile en iyi
performans gosterse de, DNA analizi melissopalinolojiden daha hizlidir. Ayrica, DNA
barkodlama, herhangi bir botanik bilgisi olmadan karmagik gida matrislerini analiz etmek
i¢in rutin olarak kullanilan en standart ve evrensel DNA teknigidir (14). Elde edilen sonuglar,
sonuglarin analizindeki siirati, duyarliligi, 6zgiilligli ve insan 6znelligi i¢in diigik marji
nedeniyle molekiiler biyoloji tekniklerinin geleneksel melissopalinoloji analizine uygun bir

alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir (15).

2.2. CEVRESEL DNA, BARKODLAMA VE METABARKODLAMA

Sedimentten mikrobiyal DNA izolasyonuna ait bir yonteme iliskin olan eDNA, yani ¢evresel
DNA’nin ilk calismasi 1987 yilinda yapilmistir. Ortamdaki birden ¢ok ve farkll
organizmanin sahip oldugu genomik DNA’nin kompleks bir karigimi ve olasi degredasyon
ile ayirt edilen ¢evresel DNA, hedef organizmayi izole etmez. Toprak, su veya hava gibi
cevresel orneklerden izole edilen DNA’y1 ifade eder (16). DNA barkodlama ise yasamin tiim
tiirlerini tanimlamak icin bir veya birka¢ gen bolgesinin bilgisini kullanmay1 amaglarken
barkodlamanin tersi olan genomikler bir (6rnegin insanlar) veya birkag secilmis tiirde tiim

genler arasindaki islevi ve etkilesimleri tanimlar (17).

Molekiiler yaklasimlar, vejetasyon verilerinin toplanmasi sirasinda olusan asir1 maliyetlerin
¢Oziimii olabilir. DNA barkodlama varolan teknikler arasinda gilivenilir ve ekonomik bir
tekniktir (18). Bitkinin meyvesi ya da ¢igegi gibi kiigiik bir doku pargasi kullanilarak bir ya
da daha ¢ok standart DNA bdlgesiyle bir bitki genomu ¢ogaltilabilir ve dizilenebilir (14).
Uretilen barkod dizileri bir referans dizi kiitiiphanesi ile karsilastirilir ve karsilastirma
sonucu referans veri setine dahil edilen sekanslarla benzerligi, hizli ve tekrarlanabilir

taksonomik tanimlama yapmak miimkiin hale gelir (18).



Bir DNA barkodunun pratik uygulanabilirlige sahip olabilmesi i¢in kullanilan gen
bolgesinin li¢ kriteri kargilamasi gerekir (i) tlir diizeyinde 6nemli genetik degiskenlik ve
ayrisma icermesi, (ii) genis taksonomik uygulama i¢in evrensel PZR primerlerinin
gelistirilmesi i¢in korunmus bdlgelere sahip olmasi ve (iii) DNA ekstraksiyonu ve
amplifikasyonunun mevcut uygulamalarini kolaylastirmak icin kisa bir dizi uzunluguna

sahip olmasidir (17).

DNA tabanli takson tarifi yontemlerinden ilki kullanilan isaretleyicinin tiirtidiir. Bu
isaretleyici standartlastirilmis DNA barkodlarindan biri olabilirken ¢ok daha kisa bir DNA
fragmani da olabilir. Ikincisi tanimlama seviyesi ¢alismalar arasinda degisiklik gosterebilir
ya kullanilan barkod tiir diizeyinde tanimlamaya izin verir ya da sadece cinsler, aileler ya da
smiflar gibi daha yiiksek taksonomik seviyeleri tanimlayabilir. Ugiincii olarak ise kullanilan
yontem DNA izolasyonu sonunda elde edilen ekstraktin degredasyon ve komplikasyon

oranina gore segilmeli ve ayarlanmalidir (16).

Bir bitki DNA barkodunun se¢iminde 4 farkli faktor géz onlinde bulundurulmalidir. (i)
evrensel PZR amplifikasyonu, (ii) taksonomik c¢esitlilik araligi, (iii) tiir farklilagsmasinin

giicii ve (iv) biyoinformatik analiz ve uygulamadir (17).

Yasam Barkodu Bitki Calisma Grubu Konsorsiyumu (The Consortium for the Barcode of
Life) (CBOL) plastid gen matK ve rbcL bolgelerini (plastid DNA) bitkiler i¢in evrensel
barkodlar olarak 6nermistir (19). Ek olarak, plastid intergenik aralayici bolge trnH-psbA’da
yakin zamanda 6nerilmistir (20). Bitki DNA barkodlamasi igin en uygun DNA bolgeleriyle
ilgili bircok soru agik olmasina ragmen ve bir bitki referans sekans kiitiiphanesi heniiz
tanimlanmamis olsa da DNA barkodlama teknigi taksonomistlerin bitki sistematiginde yeni

calisma yollarina girmesine izin vermistir (14).

Bircok ticari gida {irlinlerinin yanls etiketlenmesi veya degistirilmesi yerel ve uluslararasi
pazarlarda siklikla goriiliir. Gida tiriinleri iglenmeleri sirasinda ya da sicaklik uygulamalari
sonrasinda belirlenen morfolojik 6zelliklerini kaybederler ve gorsel agidan taninmazlar. Bu
islemlerden sonra mevcut tekniklerle 6zgiinliigiin tespit edilmesi zorlagsmaktadir. DNA
barkodlama gorsel o6zelliklerinden bagimsiz olarak gidanin 6zgiinliinii tanimlamak i¢in
kullanilabilecek bir tekniktir. Ayrica gida giivenligi ve yapilan hilelerin belirlenmesi

acisindan da kullanilir (21).



2.3.  YENI NESIL DiZILEME TEKNOLOJILERI

Sekanslama teknolojilerinin, organizmalarin genomik sekanslama analizleri sayesinde
ortaya ¢ikmistir. Bes harfli alfabe (A, T, G, C, N) (N belirsizligi tanimlar) ile okunan
dosyalar DNA dizilemeyi olusturmaktadir (22).

2.3.1. YENI NESIL DiZILME PLATFORMLARI

Sanger ve Maxam tarafindan 1977 yilinda gelistirilen dizileme teknolojileri Kimya Dalinda
Nobel ile 6diillendirilmistir. (23) (24). Daha sonra gelistirilen tiim dizileme teknolojileri yeni
nesil dizileme olarak adlandirilmistir. Ilk ticarilesen NGS platformu 2005 yilinda Roche’s
454 olmustur (22). NGS teknolojileri diisiikk maliyetlerle ¢cok fazla sayidaki 6rnekten analize

paralel olarak verimli bir okuma {iretir (25).

2.3.1.1. Birinci Nesil Dizileme Teknolojileri

Birinci nesil dizileme teknolojileri siniflandirilmasinda Sanger ve Maxam-Gilbert dizileme

teknolojileri yer alir (22).
2.3.1.1.1. Sanger Dizileme

Dideoksintiikleotid yontemi veya sentez yoluyla dizileme olarak bilinen Sanger dizileme
zincir sonlandirma reaksiyonu, sablon olarak dizilenecek DNA’nin bir sarmalinin
kullanilmasindan miitesekkirdir. Bu dizileme metodunda kimyasal olarak modifiye edilmis
dideoksintikleotidler (ANTP’ler) kullanilir. Bu dNTP’ler her DNA tabani i¢in ddG, ddA, ddT
ve ddT ile isaretlenmistir. ANTP’ler niikleotidlerin uzamasinda kullanilirlar. Bir kez DNA
tek sarmalina dahil edilirler ve uzamay: biitiinleyerek Onlerler. DNA pargalar1 farkh
boyutlarda ANTP’ler ile sonlandirilir. Parcalar DNA parcalarinin goriintiileme sistemiyle (X-
ray ya da UV) jel levha kullanilarak ortaya ¢ikan bantlarin boyutlarina gére ayrilabilir (23)
(26).

Sanger dizileme giiniimiizde de genel olarak bagvurulan bir yontemdir. Ancak bitkiler gibi
karisik genoma sahip tiirlerin genomlarinin dizilenmesine imkan vermemektedir. Ayrica

Sanger dizileme hala pahali ve zaman alic1 bir metottur (22).



2.3.1.1.2. Maxam-Gilbert Dizileme

Kimyasal bozunma yontemi yani kimyasallar tarafindan niikleotidlerin bdliinmesiyle ve
kiiglik niikleotid polimerleriyle daha etkili ¢alisan Maxam-Gibert dizileme birinci nesil
dizileme metodudur. Dort reaksiyonun her birinde (C, T+C, G, A+G) kimyasal islem
gerceklesir ve bir veya iki bazin kirilmasiyla meydana gelir. Bu kirilmayla bir dizi isaretli
parga ortaya ¢ikar ve bu parcalarin boyutlari elektroforezde okunabilir durumdadir (24). Bu
dizileme sirasinda, DNA klonlamas1 s6z konusu degildir. Ancak, Sanger dizileme
yonteminin gelistirilmesi ve 1iyilestirilmesiyle ve kullandiklar1 toksik ve radyoaktif
kimyasallar sebebiyle tehlikeli olarak kabul edilen Maxam-Gilbert dizileme yontemi daha
az tercih edilir duruma gelmistir (22).

2.3.1.2. Ikinci Nesil Dizileme Teknolojileri

Birinci nesil dizileme yontemlerinin maliyetinin yiiksek olmasi ve gergeklesmesinin uzun
zaman almast gibi olumsuzluklarinin meydana getirdigi olumsuzluklarin giderilmesi
maksadiyla 2005 yilindan itibaren yeni nesil dizileme yontemleri ortaya ¢ikmistir. ikinci
nesil dizileme yontemlerinin en belirgin 6zellikleri, milyonlarca kisa okumalar, ilk nesle
kiyasla daha hizli bir islem, diisiik dizileme maliyeti ve elektroforeze gerek duymadan

dogrudan dizileme ¢ikisidir (22).

2.3.1.2.1. Roche/454

Roche/454 dizileme 2005 yilinda piyasaya ¢ikmistir. Bu dizileme yontemi pirodizileme
stratejisine istinaden caligmaktadir. Pirodizileme, her niikleotid sentetik DNA zinciriyle
birlestikten sonra pirofosfatin serbest birakilmasi esasina dayanmaktadir. DNA ornekleri
rastgele pargalanir ve her parca sadece tek bir DNA parcasiyla birlesecek 6zelligi olan DNA
parcalarinin eslenigi oligoniikleotidlerden meydana gelen ve iizerinde primerler tagiyan
boncuklara tutunur. Her DNA’nin milyonlarca kopyasini i¢ceren boncuklar izole edilir ve
cogaltilir. Bu yontemde emiilsiyon PZR’1n yararlarindan faydalanilir. Boncuklar plakalara
aktarilir ve bu plakalar bircok kuyucuk icerir. Pikotiter plaka olarak adlandirilir.
Pirodizileme teknigi her niikleotidin birlesmesinden meydana gelen 151k {ireten bir dizi asagi
akim reaksiyonunun aktive edilmesiyle olusur ve plaka sayesinde ayni anda yiiz binlerce

reaksiyonun gergeklesmesini miimkiin kilar (26).



Roche/454 referans genomun kolayligina gore nispeten uzun okumalar saglayabilir. Goriilen
temel problemi, homopolimer bdlgelerde insersiyon ve delesyonlardir. Ancak {iretilen 15181n
yogunluguna gore homopolimer boyutunun tanimlanmasi miimkiin olabilmektedir.
Tanimlanmasindaki hatalarin sebebi, ¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik yogunluktaki sinyallerin

niikleotid sayisinin az veya fazla tahminine yol agmasidir (22).

2.3.1.2.2. lon Torrent

lon Torrent yar iletken dizileme teknolojisi olarak 2010 yilinda ticarilesmistir. 454
pirodizilemeye benzer bir teknik kullanilmistir. Diger ikinci nesil dizileme teknolojilerinden
farkli olarak floresan etiketli niikleotidler kullanmilmamistir. Meydana gelen hidrojen

iyonlarinin yakalanmasi esasina dayanan islemle dizileme gergeklesir (27).

Ozellikle, lon Torrent bir dizi mikro kuyu igeren ¢ipler igerir ve her biri birkac 6zdes parcali
boncuklara sahiptir. Boncuktaki pargalarla her niikleotidin birlesmesi sonucunda ¢6zeltinin
pH’s1inin degismesiyle hidrojen iyonlar1 aciga ¢ikar. Aciga ¢ikan hidrojen iyonlar1 sensorler
tarafindan yakalanir ve sinyale doniisiitiiriiliir. Bu sinyaller niikleotidlerin birlesme sayisiyla

orantilidir (27).

Bu dizileme teknolojinin avantaji ¢ok diisiik maliyette ve kisa siirede sonug vermesi iken
dezavantaji homopolimer dizileri yorumlamadaki zorlugu ve %1 oraninda insersiyon

delesyon hatas1 vermesidir (28).

2.3.1.2.3. lllumina/Solexa

Solexa sirketi yeni bir dizileme yontemi gelistirmistir. [llumina sirketi Solexa’y1 satin

aldiktan sonra Illumina/Solexa Genom Analizor Dizisi olarak ticarilesmistir (29).

Sentezlemeyi temel alarak dizileme islemi yapan Illumina teknolojisi yeni nesil dizilemede
en ¢ok tercih edilen yontemdir. Bu islemde ilk adim olarak DNA 6rnekleri rastgele pargalara
ayrilir ve her dizinin her iki ucuna adaptorler baglanir. Sonra bu adaptorler kendilerinin
eslenigi olan adaptorlerle birlesirler. Birgok eslenik adaptor varyanti kati bir yiizeyin
lizerinde asilidir. ikinci adimda her sekansin kendine has dublikasyonunun olusmasini
saglayan PZR koprii amplifikasyonlar tarafindan kati1 plakaya bagl diziler giiglendirilir.

Ozgiin bir diziden ¢ogaltilan kiime, bu &zgiin dizinin bir milyon kopyasii igerir. Son
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basamakta ise her niikleotid dizisi tanimlanir. Illumina tersinir sonlandiricilar kullanarak

dizileme yapmaktadir (30).

2.3.1.2.4. ABI/SOLID

2007 yilinda ligasyon (SBL) yaklasimiyla ABI (Applied Biosystems) satin almadan 6nce
“Life Technologies” tarafindan piyasaya siiriillen SOLID (Supported Oligonucleotide
Liation and Detection) daha sonra ABI/SOLID adin1 almistir (31).

ABI/SOLID birden fazla dizilemeden olusur. DNA pargalarinin adaptére baglanarak,
boncuklar {izerine sabitlenerek ve PZR emiilsiyonlar1 ile ¢ogalarak baslar. Bu boncuklar
daha sonra cam bir parca lizerine yerlestirilir ve floresan etiketli belirlenen polimerlerle
DNA parcalar1 baglanir ve etiket tarafindan yayilan renk kaydedilir. Cikan format iki bazin
16 muhtemel kombinasyonunu kullanan 4 farkli renkteki floresan boya ile etiketli
niikleotidlerden olusan renk alanidir. Bu dizileme ligasyon dongiisiiyle tekrar eder. Her
dongii eslenik zinciri uzaklastirir ve yeni dizileme dongiisii baslar. Her baz iki kez dizilenene
kadar bu dongii devam eder. Elde edilen renk alani DNA bazlarinin harflerine ¢evrilebilir ve

bdylece DNA pargasinin dizisi elde edilir (32).

2.3.1.3. Uciincii Nesil Dizileme Teknolojileri

Ikinci nesil dizileme teknolojileri birinci nesil dizileme ydntemleriyle kiyaslandiginda daha
yaygin olarak kullanilan teknolojilerdir ve DNA analizlerinde bir devrim yarattig1 ortadadir.
Ancak bu dizileme yoOntemleri zaman alan PZR amplifikasyonlar: gibi basamaklar
icermektedir ve dizileme fiyatlar1 nispeten daha maliyetlidir. Ayrica bir¢ok tekrari iceren
karmasik genomlar i¢in yetersizdir ve nispeten kisa okumalarda genom birlestirmesini
zorlastirir. Bu sorunlar1 gidermek maksadiyla “Ugiincii Nesil Dizileme” adiyla yeni nesil
dizileme yontemlerini gelistirilmistir. Uciincii nesil dizileme yontemleri diisiik maliyet
kapasitelerinin ilave olarak PZR basamaklarina gerek kalmadan kolayca 6rnek hazirlama
ozellikleriyle ikinci nesil dizileme yontemlerinden daha hizlidir. Bunun yani sira, iigiincii
nesil dizileme birlestirme probleminin ve karmasik genomlarin tekrarlayan bolgelerinin

¢Oziimii i¢in birkag kilobazi asan uzun okumalar {iretebilmektedir (33).
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2.3.1.3.1. Pacific Bioscience SMRT

Pacific Bioscience diger teknolojilerden farkli olarak sinyalleri gergek zamanli olarak tespit
eder. Yine farkli teknolojilerde oldugu gibi floresan etiketleme kullanilir. SMRT (Single-
molecule real-time DNA sequencing) hiicrelerinden olusan bir¢ok yap1 kullanir. Her hiicre
zero-mode waveguides (ZMWs) adi verilen ve cam bir alt tabaka iizerine yatirilmig

mikrofabrik ¢apta metal filmler ile onlarca nanoyapilar igerir (34).

Bu ZMW’ler 15181in yayilma ozelliklerini kullanarak dalga boylarindan daha kiigiik
acikliklardan gecer ve bdylece 1sik yayilmaz. Caplar1 kii¢iik oldugu i¢in aydinlatilan
kuyularin tabaninda ve kuyucuklarda 1sik yogunlugu azalir. Her ZMW, dizileme igin
altlarinda tutturulmus bir DNA polimeraz ve hedef DNA parcacigl igerir. Dizileme
reaksiyonu esnasinda DNA parcaciklari farkli renkli floresanla etiketlenmis niikleotidler ile
DNA polimerazla birlesirler. Niikleotidle birlestigi anda algilayicilar tarafindan verilen

sinyaller tespit edilir. DNA dizileme etiketli niikleotidlerin taninmasi ile gergeklesir (35).

Ikinci nesil dizileme teknolojileriyle kiyaslandiginda PacBio teknolojisinin bazi avantajlari
bulunmaktadir. Orneklerin hazirlanmasi yaklagik 4-6 saat araligindadir (36). Uzun okuma
zamanlari fazladir ancak hata oran1 yaklasik %13 civarindadir ve rastgele dagilan insersiyon

delesyon hatalar1 bulunmaktadir (37).

2.3.1.3.2. Oxford Nanopore

DNA dizisindeki niikleotidlerin sirasini belirlememek igin gelistirilen Oxford Nanopore
teknolojisi 2014 yilinda ticarilesen MinlON cihaziyla tekrarlanan igerikler ve genomik

varyantlarin yapisinin ¢éziimiinii saglayarak daha uzun okuma amaglanmistir (38).

Bu dizileme teknolojisinde bir DNA molekiilii komplementer zincirine sa¢ tokasi seklinde
baglanir. DNA pargasi protein nanopore boyunca ilerler. Nanoporelar nano 6lgekli protein
ya da sentetik materyalden meydana gelmistir (38). DNA parcas1 gozenekten gegerken
gozenekteki proteinin aktivasyonu sayesinde okunur. Bu sirada gézenekteki niikleotidlerin
hareketindeki farklilik nedeniyle bir iyon akimu iiretilir. Uretilen iyonik akim grafikte

gozlemlenebilir ve diziyi belirlemek i¢in degerlendirilir (39) (40).
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Bu dizileme teknolojisinin avantajlar1 diigiik maliyetli ve nispeten daha ufak boyutlarda
olmasidir. Ornekler tanimlayincaya kadar bekleme zorunlulugu yoktur ve baglant: noktasina
yuklendikten hemen sonra ekranda goriintiilenebilir. Ancak MinlON ¢ok uzun okumalar
iiretebilmesine ragmen yaklasik % 12 gibi yiiksek bir hata orani ve %3 yanlis eslesme, %4

insersiyon ve %5 delesyon oranlarina sahiptir (41).
2.3.2. VERITABANI

Yeni nesil dizilemenin ve yiiksek verimli okumalarin sonucunda iiretilen biiyiik ¢apta dizi
verilerinin depolanmasi ihtiyaci ortaya ¢ikmaktadir. DNA dizisi verilerinin depolanmasi ve
paylasilmasi hususunda diinyada yapilan ¢alismalar uzun siiredir devam etmektedir (42).
United States National Center for Biotechnology Information (NCBI) tarafindan GenBank
veritaban1 1982 yilindan beri faaliyet gostermektedir (43). Gen spesifik gibi farkli veri

tabanlarinin ¢alismalar1 da devam etmektedir (42).

Sorgulanacak veritabanlari ister bilesenlerin barkodlama geni ister iiriiniin mikrobik parmak
izi (44) hatta isterse triinle iligkili mikroplarin tim genom sekanslar1 olsun mutlak siiratle

biiyiik olgtide testin hedeflerine bagh olacaktir (42).
2.3.3. BIYOINFORMATIK ARACLAR

Biyoinformatik, biyolojik verilerin elde edilmesi, analiz edilmesi ve depolama
yontemlerinin gelistirilmesi maksadiyla matematik, bilgisayar, biyoloji gibi bdliimleri
kapsayan ve bunlarin kombinasyonlariyla ortaya ¢ikan ¢ok disiplinli bir bilimdir (45). Genel
olarak, arastirmacilar i¢in iki segenek bulunmaktadir: ticari yazilimlar veya serbestce
kullanilabilen agik kaynakli yazilimlar (42). Biiylik miktarda verilerin ¢oziimlenmesi
maksadiyla gelecekte de ¢alismalarin devam edecegi degerlendirilmektedir (45). Bunun
yaninda FASER (Food Authentication from Sequencing Reads) gibi sadece ilgilenilen alana
yonelik araglar da olusturulmaktadir (46).

2.3.4. VALIDASYON VE STANDARDIZASYON

NGS teknolojileri, diger teknolojilere kiyasla nispeten yakin bir gegmiste gelistirilmeleri
sebebiyle, uluslararas1 gegerliligi olan onaylama, standardizasyon ve akreditasyon

caligmalar1 diger molekiiler biyoloji teknolojileri kadar ilerlememistir. Referans standartlar:
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ve yaklagimlar yayinlanmis olmasina ragmen NGS analizleri i¢in kalite kontrolii (QC)
(quality control) 6n sekanslama ve post sekanslama olmak iizere ikiye ayrilmistir. On
sekanslama, kalite kontroliinden DNA’nin baslangi¢ konsantrasyonuna, DNA’nin fragman
boyutunun dagilim Olglimlerinden PZR’ye ve birgok temizleme asamasinin
degerlendirmesine baglidir. Isleme alinan DNA’nin kalitesi nihai dizinin kalitesi {izerinde
en biiyiik etkiye sahiptir. Sekanslama sonras1 QC, iiretilen, uzunluk ve kalite metriklerinde
(bir FASTQ dosyasindaki her bir tabana atanan phred kalite puanlariyla gosterilir) kontrol
edilebilen veya kesilebilen ham sekansla baglar. Diger QC metrikleri daha deney spesifiktir
ve bir referansla eslestirilen okumalarin sayisi, kalitesi ve bunlarin kapsam derinligi

Ol¢timlerini igerebilir (47).
2.4. EDNA, YENI NESIL DiZiILEME VE BAL

Balin kalitesi ¢igek kompozisyonu ve {liretim alaninin iklim ve gevre kosullari ile yakindan

iliskilidir (48).

Yasam Barkodu Konsorsiyumu Bitki Calisma Gurubu (The Plant Working Group of the
Consortium for the Barcode of Life) (CBOL) bitki tanimlama igin rbcL ve matK’y1
onermistir. rbcL ve matK temel barkodlar olarak plastid kodlama bolgeleridir.

Yakindan iliskisi olan taksonlarin analiz edilebilmesi i¢in TrnH-psbA ve ITS2 gibi ek
bolgeler kullanilabilir (20). MatK geni hizli bir sekilde gelistigi igin iyi bir DNA markortii
olarak goriilmesine ragmen (49), amplifikasyonu farkli anjiyosperm aileleri igin spesifik

primer kombinasyonlar1 gerektirir (50).

Yapilan ¢alismalarin sonucu DNA barkodlamanin balin cografi kokenini ¢ikarmak igin
kullanilabilecegi gostermektedir. Balin kokenini sadece calisma alanindan molekiiler
diizeyde incelenen bitkilerin ayrintili bir listesi ile DNA verilerinden belirlemek de miimkiin
olacaktir. Yeni nesil sekanslama ile kompleks gida matrisleri dahil olmak iizere genis

numune koleksiyonlar1 nispeten diisiik bir fiyat ile molekiiler diizeyde karakterize edilebilir

(4).

Bal, ozellikle bal aris1 aktivitelerini yansitir ve bal arisi arama davranisii ve kimlik
dogrulama i¢in botanik bilesimi degerlendirmek maksadiyla bal igeren eDNA (yani

polenden tiiretilmis) kullanilir (51). Bal arilarinin rutin olarak iiretici hemipterlerin DNA
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izlerini biraktig1 bu tath giday: topladiklari i¢in baldan geri kazanilabilir (3). Balin sahip
oldugu diger DNA izleri ise bali lireten arilarin tiirlerini ve onlarin alt tiirlerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Baldan izole edilmis DNA, Nosema ceranae'nin bal arisi
patojenlerinden bilgi almas1 igin de yararli olabilir. Ornegin, Avustralya'da bu
mikrosporidyan patojenin potansiyel giris kaynaklarindan biri olarak onerilen balda DNA
tespit edilmistir (52). Diger yazarlar, dogal olarak enfekte olmus bal 6rneklerinde (Amerikan
yavru clriikliigline neden olan) sporlarin varligini belirlemek i¢cin PZR yontemlerinin
kullanilmasini 6nermislerdir (53). Genel olarak, bal DNA'siin analizi kompleks bal eDNA
kaynaklarinin taksonomik kompozisyonunu ¢ézmek igin, yeni nesil sekanslama ile
birlestirildiginde spesifik PZR bazli analizler veya barkodlama i¢in evrensel primerler veya

metabarkodlama yaklagimlari kullanilarak rapor edilmistir (54).

Yapilan c¢alismalar yerel flora tiirlerini bal 6rneginde tespit edilenlerle karsilagtirarak balin
hileli veya yanlis etiketlenmesini tespit etmede DNA analizinin potansiyel kullanimin
desteklemektedir. DNA barkodlama, giivenilir bir arag olarak balin iiretim ve dagitimin her
asamasinda balin izlenebilirligi i¢in 6nemlidir. Bu yaklasimin temel kisitlamalari, karmagsik
matrislerin bilesimini (biyolojik birimler agisindan) dlcememesi ve farkli bitki gruplari
arasindaki degisken tanimlama performanslar1 nedeniyle barkod bolgelerinin se¢iminde
genel bir fikir birliginin olmamasidir. Avrupa uyglamalarinin belirttigi gibi kaliteyi
dogrulamak ve bali isimlendirmek i¢in nicel kompozisyonun saglanmasi gereklidir. DNA
barkod isaretleyicili SCAR'a dayali ger¢ek zamanli PZR gibi ek molekiiler teknikler bal
orneklerindeki bitki tiirleri i¢in nispi bolluklar elde etmek veya olasi kontaminasyonu kolay
ve hizl bir sekilde tespit etmek icin kullanilabilir. Ikinci sinirlama yani bu yaklasimin
evrenselligi de dnemlidir ancak ar1 kovanlarini ¢evreleyen yerel flora i¢in iyi yerlestirilmis

bir DNA barkod referans veritabani ile ¢oziilebilir (4).

Cevresel genomik, topluluk genomik veya eko genomik olarak farkli isimlerle bilinen
Shotgun metagenomik dizileme, 6rneklerin herhangi bir zenginlestirmeye ihtiya¢ olmadan
dogrudan sekanslanmasidir (55). Bu nedenle farkli alemlere veya filumlara ait yiizlerce hatta
binlerce farkli tiir igerebilen, standart barkodlama veya metabarkodlama kullanarak
yakalanmas1 veya karakterize edilmesi zor olan cevresel Orneklerin karmasikligini
tanimlayabilen tarafsiz bir yaklasim olarak veya metabolik yaklagim olarak diistiniilmiistiir

(56). Shotgun metagonomik dizilemenin kullanildigi 6rneklere yeni mikroorganizma
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tirlerini tanimlanmast ve genomlarinin yeniden yapilandirilmast verilebilir  (57).
Taksonomik sonuclarin yorumlanmasi olduk¢a zordur ¢linkii sekanslama verileri, sadece
taksonomik atamalar i¢in yaygin olarak kullanilan standart DNA gen boélgelerine degil,
birgok farkli organizmadan genom bdlgelerine yayilmistir. Bu nedenle taksonomik yorum
genomlarmin tamamen sekanslandigi ve veri tabanlarinda mevcut oldugu organizmalara

kars1 tarafli olacaktir (54).

eDNA kaynagi olarak kullanilan bal, bal arilarinin besinlerini topladiklar1 arazinin genel
cercevesini  belirlemek ve koloni ekosistemine ait bilgiler elde etmek amaciyla
kullanilabilirligini gosteren ¢alismalar mevcuttur. Bununla beraber biyomonitor olarak bal
artlarinin kullanilabilirligini arttirmak mimkiin hale gelmektedir. Ek olarak bildirilen
yontem ve elde edilen sonuclar koloni ¢okiis bozuklugunda rol oynayan faktorleri anlamak

maksadiyla yararli olabilecek bal arilarini tanimlamak i¢in yeni yollar agabilir (54).

Bunlarin yani sira ayni botanik kokenli ballarin kimyasal bilesimi oldukca farkli olabilir
clinkii iklim, toprak, cicek olgunlugu gibi faktorlerden dolayr bitki fitokimyasallar
(flavanoidler, fenoller, terpenler vb.) nedeniyle biiyiik 6l¢iide degisebilir. Balin botanik
smiflandirmast bu durumda giivenilir degildir (58) (59). Bu dezavantajlarin tistesinden
gelmek i¢in polenin balin botanik tiirlerini spesifik olarak tanimlamak i¢in mevecut olan DNA
markorlerinin kullanimi yeni ve umut verici bir yaklasimdir (15). DNA izolasyon
protokollerinin optimizasyonu PZR ve amplifikasyonun basarili olabilmesi i¢in 6nemli bir
kriterdir. Yiiksek kalite ve miktarda, saflik derecesi istenilen diizeyde DNA ekstraktlarinin
saglanabilmesi PZR inhibitorleri olmadan elde edilen firiinler ideal se¢imlerdir. Bal gibi
diisiik miktarda hedef DNA'ya sahip kompleks matrislerle ugrasirken yeterli bir DNA
ekstraksiyon yonteminin se¢ilmesi daha da 6nemlidir. Bal bir¢ok sekeri i¢inde barindirdigi
gibi organik asit, polifenol, renk pigmenti, enzim ve balmumu gibi kat1 partikiillere sahiptir
ve bunlar dogrudan PZR inhibitérii olarak kabul edilir. Ayrica polen de karakteristik bir
bilesen olarak diisiik seviyede balin ig¢inde bulunur. Bu nedenlerden otiirii polen
partikiillerini izole etmek ve sekerler ve flavonoidler gibi istenmeyen bilesikleri ortadan

kaldirmak i¢in DNA ekstraksiyonundan 6nce numune hazirlamak gereklidir (60) (5).

Salgi ballarindaki egsiz entomolojik imza bal 6rneklerinde bulunan ¢evresel DNA'min yeni

ve ilging uygulamalarina yol agar. Baz1 Hemiptera tiirlerinin DNA'simin varligi, bu bitki
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emen boceklerin cografi dagilimi, biyolojisi ve konakgr tercihi hakkindaki bilgilere
dayanarak bal kimlik dogrulamasi i¢in yeni firsatlar yaratir. Tarim ve orman alanlar1 da
izlenmesi ve daha sonra kontrol edilmesi gereken bu zararlilardan etkilenir. Bal arilarinin
benzersiz ¢evresel arastirma kapasitesinin baldan ¢evresel DNA'nin geri kazanilma olasiligi
ve yeni nesil dizileme teknolojilerinin benzeri goriilmemis veriminin kombinasyonu bu
amaglar icin yararli olan ¢ok miktarda bilgi iiretebilir. Hemiptera tiirlerinin 6zel olarak
tasarlanmis ve kontrol edilen deneysel tasarimlarda elde edilen biiyiik hedefli yeniden
sonuglandirma verileri ile elde edilen popiilasyon genetik bilgileri zararli bocek tiirlerinin

popiilasyon dinamiklerini daha iyi anlamaya katkida bulunabilir (3).
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3. GEREKCE VE AMAC

Balda yapilan taklit ve tagsisin tiiketici giivenini ve giivenliginin yani sira igletmelerin
calisma modellerini olumsuz etkileyeceginden dolay1 balin orijinalligi ve orijini tiiketiciler
ve lreticiler agisindan 6nemli bir konudur. Literatiir arastirildiginda balda yapilan hilelerin
tespiti amaciyla kullanilan analizlerin biiyik bir kismi konvansiyonel tekniklere
dayanmaktadir. eDNA metabarkodlama yontemi kullanilarak yapilan ¢aligmalar aragtirma

diizeyindedir.

Tiirkiye’de, tiretimi yapilan ballarin cografik ve botanik orijinin belirlenmesinde eDNA
metabarkodlama yonteminin kullanilabilirligini arastiran bir ¢aligma olan bu galismayla
ozellikle baldan DNA ekstraksiyonuna ve igeriklerin tiir seviyesinde belirlenebilmesi i¢in
kullanilabilir kisa DNA belirteglerinin belirlenmesine odaklanilmigtir. Arastirma boyunca
literatiirde yer alan izolasyon dncesinde uygulanan 6n islem basamaklari, eDNA izolasyonu
icin secilen ticari kitler ve PZR enzim ve protokolleri karsilagtirilmistir. Bu asamalardan
sonra ham verinin farkli yontemlerle islenmesi ile farkli filtrelerin kullaniminin sonuglara
etkisi degerlendirilerek laboratuvar ve biyoinformatik asamalar1 optimize edilmis bir is akis
saglanmistir. BOylece benzer ¢aligmalarda kullanilabilmesi amaciyla bir is akis1 olusturmak
miimkiin kilinmistir. Calisma sonunda balda yapilan hilelerin tespiti amaciyla mevcut
analizlere alternatif olarak daha hizli ve giivenilir sonuglar elde edilebilecek bir teknik olan
eDNA metabarkodlama yontemine ait bir is akiginin gelistirilmesi bu galigmayi ticari ve
akademik anlamda 6nemli kilmaktadir. Ayrica karmasik ve ekstrem ortamlara sahip farkli
gida tirtinlerinde yapilan hilelerin tespiti amaciyla yapilan analizlere de alternatif olabilecek

bir 6n ¢aligma niteligindedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

Ulkemizde iiretimi yapilan, farkli markalar ve farkli bitkisel kaynagi olan 20 adet bal 6rnegi

lokal marketlerden temin edilmistir. Ballarin kaynagi ve igerik bilgileri Cizelge 4.1.’de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Ballarin igerik bilgileri

Ornek Bilgisi Icerik
Yayla cicek bah Kirmizi1 ii¢giil, Maydonozgiller, Giil familyasi, Fig, Coban
degnegiller, Yonca
Bingol cicek bah Ballibaba familyasi, Geven, Giil familyasi, Fig, Liiferotu,
Yonca
Kayseri cicek bah Kirmizi iiggiil, Geven, Papatya familyasi, Peygamber c¢icegi,
Beyaz li¢giil, Korunga
Mus cicek bah Sigirkuyrugu, Papatya familyasi, Ballibaba familyasi,
Liiferotu, Beyaz iicgiil, Yonca
Semdinli cicek bal Kirmizi iiggiil, Geven, Fig, Sigirkuyrugu, Ballibaba
familyasi, Korunga
Yiiksekova cicek bali | Kirmizi tiggiil, Can ¢icegi, Ballibaba familyasi, Beyaz ticgiil,
Liiferotu, Korunga
Kaz dagi bal Kaz Daglarinda mese ve kestaneden tiretilmistir.

Keven Kekik bah

Dogu Anadolu, Gilineydogu Anadolu’nun Yiiksek
yaylalarinda tiretilmistir.

Narenciye bali Narenciye
Lavanta bah Lavanta
Tiitsii bah Tiitst
Sedir bah Sedir
Corek otu bah Corek otu

Kestane bah

Diizce, Yalova, Kastamonu’da iiretilmistir.

Thlamur bah

Marmara’da tiretilmistir.

Ke¢iboynuzu bal Adana, Mersin, Antalya’da iiretilmistir.
Okaliptus bah Akdeniz’de tiretilmistir.
Cam bah Ege Bolgesi'nde bulunan ¢am agaglarindan elde edilmistir.
Mese bah Trakya’da tiretilmistir.

Siizme ¢cam bah

Cam

Ik 6rnek olarak ilk sirada yer alan Yayla ¢icek bali kullanilmistir. ikinci 6rnegimiz ise

tabloda yer alan 20 bali da iceren Karisik bal olarak adlandirilmastir.
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4.2. YONTEM
4.2.1. GENEL IS AKISI

Yerel marketlerden alinan ballarin karmasik ve viskoz yapisindan kurtulup izolasyon
asamasina hazirlamak igin farkli 6n islemler denenmistir. Izolasyonu yapilan ballarin farkli
kosullarda PZR optimizasyonlar1 gergeklestirilmis ve 6rnekler yeni nesil dizileme cihazina
yiiklenmeden once kiitiiphane hazirhigi gerceklestirilmistir. Yeni nesil dizileme cihazina
yiiklenen Orneklerden elde edilen sonuglar biyoinformatik analizler sonucu tiir listeleri

tanimlanmis ve son asamada gorsellestirilmistir.

L Y e m
.é > it » . > §

Orneklerin Toplanmasi On islem izolasyon PZR

Gorsellestirme Taksonomik Tur Listesi Biyoinformatik

Referans Veri Seti

Sekil 4.1. Genel is akist
4.2.2. ONISLEMLER
Direkt bal ornekleri kullanilarak yapilan DNA izolasyonundan 6nce Yayla bali 6rnegi 9

farkl1 6n isleme tabi tutulmustur. Her bir &n islem 3 tekerriir halinde gerceklestirilmistir. On

islemler agagida agiklanmustir.

1. 12,5 g bal 6rnegi 4 ayr1 falkonda tartilmis ve iizerine 40 ml su eklenmistir. Ornekler
40 °C 10 dakika VWR® Thermal Shake Touch, with 50 mL Block’ta inkiibasyona
birakilmistir. 5500xg’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen her pelet 5
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ml suyla siispanse edilmis ve tek bir falkonda birlestirildikten sonra 5500xg’de 20
dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve pelet 0,5 ml saf suyla
stispanse edilmistir. Elde edilen tirtin 7 g cam boncuk igeren 2 ml’lik tiiplere
aktarilmis ve 2 dakika vortekslenmistir (61).

20 g bal 30 ml distile suyla 5 dakika 45 °C’ye VWR® Thermal Shake Touch, with
50 mL Block’ta sitilmistir. 50 dakika boyunca 5500xg’de santrifiijlendikten sonra
pelet 20 ml suyla siispanse edilmis ve c¢alkalanmistir. 5500xg’de 50 dakika tekrar
santrifiijlenerek elde edilen pelete 200 ul 1XTE buffer eklenmistir (4).

12,5 g bal ornegi 4 ayn falkonda tartilmis ve her tiipe 2 ml su ve 12 ml PBS
eklenmistir. Ornekler 3 dakika boyunca homojenize edilmistir. 5500xg’de 50 dakika
santrifiijlendikten sonra olusan siipernatant uzaklastirllmistir ve tek bir falkonda
birlestirildikten sonra peletin iizerine 0,5 ml su ve 1 ml PBS eklenmistir. 2 ml tiipe
aktarildiktan sonra 12000xg’de 30 dakika santrifiij edilmis ve peletle devam
edilmistir (61).

. 50 g bal 130 ml suyla homojenize edilmistir ve 4 ayri falkona ayrilmistir. 65 °C’de
30 dakika VWR® Thermal Shake Touch, with 50 mL Block’ta inkiibasyondan sonra
5500xg’de 90 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatant
uzaklastirilmis ve pelet 400 pl suyla stispanse edilmistir. 2 ml tiiplere aktarildiktan
sonra ultrasonik banyoda 5 dakika boyunca homojenize edilmistir ve 1 ml ile devam
edilmistir (61).

10 g bal 40 ml ye distile suyla tamamlandiktan sonra 65 °C 30 dakika VWR®
Thermal Shake Touch, with 50 mL Block’ta inkiibe edilmistir. 5500xg’de 90 dakika
santrifiij edildikten sonra 0,5 ml suyla siispanse edilmistir ve 2 ml lik tiiplere
aktarilmistir (62).

. 4. 6n islem bu asamada tek falkon kullanilarak denenmistir. 10 g bal 45 ml’ye kadar
suyla homojenize edildikten sonra 65 °C’de 30 dakika VWR® Thermal Shake
Touch, with 50 mL Block’ta inkiibasyona birakilmistir. 5500xg’de 90 dakika
santrifiijlenerek elde edilen silipernatant uzaklastirilmis ve pelet 400 pl suyla
stispanse edildikten sonra 2 ml tiiplere aktarilmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika
boyunca homojenize edilmistir.

3. 6n islem tek bir falkonla ve kullanilan kimyasallar modifiye edilerek denenmistir.

12,5 g bal falkon tiipte tartilmig ve {izerine 2 ml su ve 12 ml PBS eklenmistir. 3
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dakika homojenize edildikten sonra 5500xg’de 50 dakika santrifiijlendikten sonra
slipernatant uzaklastirilmis ve elde edilen peletin tizerine 0,125 ml su ve 0,25 ml PBS
eklenerek 2 ml’lik tiipe aktarilmistir.

8. 12,5 bal 4 ayr1 falkona tartilmis her bir falkona 40 ml’ye kadar su eklendikten sonra
40 °C’de 10 dakika VWR® Thermal Shake Touch, with 50 mL Block’ta
inkiibasyona birakilmigtir. 5000xg’de 25 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant
uzaklastirilmis ve elde edilen 500 pl suyla silispanse edilmistir. Siispanse edilen
peletler 4 falkon birlestirilmis ve falkona 45 ml’ye kadar su eklenmistir. 5000xg’de
25 dakika santrifiij edildikten sonra stipernetant uzaklastirilmistir. Pelet 0,5 ml suyla
karistirtlmistir. 2 ml tiipe aktarilmigtir (63).

9. 3. 06nislem bu asamada tek falkon kullanilarak denenmistir. 12,5 g bal tek bir falkon
tiipte tartilmis ve lizerine 2 ml su ve 12 ml PBS eklenmistir. 3 dakika homojenize
edildikten sonra 5500xg’de 50 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant
uzaklagtirllmig ve elde edilen peletin iizerine 0,5 ml su ve 1 ml PBS eklenerek 2

ml’lik tiipe aktarilmistir.

12,5 g bal 4 ayn falkon 40° C’de 10 dakika 5000 X g de 25 dakika
1 40 ml’ye kadar saf su _) 2 inkiibasyon .) 3 santrifiij \ \ W0 ¢
|

,.
/-
&]

- L s .

500 pl suyla siispansiyon 5000 X g de 25 dakika 300 “1'{5‘13’13 Sﬁ%pansiyon
45 ml ye kadar su ') santrifij -) 2 ml tiipe aktarim

o
\, A
.
(mg —

]

{
L

Sekil 4.2. 8.6n islem basamaklar1

4.2.3. DNA iZOLASYONU

Bal izolasyonu mevcut ticari kitle yapilmistir. On islemlerin sonrasinda GeneMATRIX Plant

& Fungi DNA Purification Kit kullanilarak izolasyon tamamlanmustir.

Kit protokolii,
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1. DNA Binding Spin Columnlarin filtre kismi1 40 ul Buffer T ile aktive edilir ve oda
sicakliginda bekletilir.

2. Orneklerin iizerine 400 ul Lyse P Buffer eklenir.
3. 10 ul Proteinase K ve 3 ul RNase A eklenir. Karisim vortexlenir ya da alt {ist edilir.

4. 65°C’de 30 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sirasinda karisim 15 dakikada bir alt iist
edilir.

5. Inkiibasyondan sonra 130 ul AC Buffer eklenir. Karisim alt iist edilir.

6. Buzda 5 dakika inkiibe edilir.

7.15000%g’de 10 dakika santrifiijlenir.

8. Siipernatanttan 400 ul 1,5 mI’lik tliplere aktarilir.

9. Karisima 350 ul Sol P ve 250 pl %96°1ik soguk etanol eklenerek birkag defa alt iist edilir.
10. 14.000xg’de 1 dakika santrifiijlenir.

11. 600 pl Siipernatant Spin-Column’lara aktarilir. 1 dakika 14.000xg’de santrifiijlenir.

12. DNA binding spin column ¢ikartilir, fazla s1v1 dokiiliir, geri yerlestirilir. Stipernatantin
kalan kismi spin columnlara aktarilir. 14000xg’de 1 dakika santrifiijlenir. Spin column

cikartilir, fazla siv1 dokiiliir, geri yerlestirilir. Siipernatant bitene kadar isleme devam edilir.
13. Spin-column tizerine 500 ul Wash PX buffer eklenir.

14. 14.000xg de 1 dakika santrifiijlenir. Spin column ¢ikarilir, fazla sivi dokiiliir, geri

yerlestirilir.
15. Spin-column iizerine 500 pul Wash PX buffer eklenir.

16. 14.000xg’de 2 dakika santrifiijlenir. Spin column ¢ikartilir, fazla sivi dokiliir, geri

yerlestirilir.
17. Spin-column bos olarak 1 dakika 14.000xg’de santrifiijlenir.
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18. Spin-column 2 ml’lik tiipe alinmustir.

19. Spin-columndaki bagli DNA’nin alinabilmesi i¢in daha 6nceden 70°C’ye 1sitilmisg 150

ul Elution Buffer tam ortaya eklenir.

20. 3 dakika oda sicakliginda bekletilir.

21. 14.000xg’de 1 dakika santrifiijlenir. Spin columnlar atilir.

22. DNA 06nceden isaretlenmis kapakli tiiplere aktarilir ve -30°C’de saklanir.

Elde edilen DNA izolatlarinin DNA miktar ve kaliteleri Colibri Microvolume Spektrometre

cihaz1 ve %1 agaroz jel elektroforezi ile 6l¢iilmiistiir.
4.2.4. PZR

PZR optimizasyonunda ilk asamada farkli enzimler ve primerler kullanilmistir. Oncelikle
Yayla bali 6rnegine uygulanan 9 farkli 6n isleme tabi tutulan ballardan elde edilen DNA’lar
kullanilarak 3 farkli primer denenmistir. Yapilan denemeler sonucunda P6 Loop bolgesini
cogaltan g A49425/ trnLh B49466 adli primerin kullanilmasina karar verilmistir. Diger
orneklerin izolasyonlar1 tamamlandiktan sonra tiim Orneklerin tekerriirleri tek tiipte
birlestirilip en iyi 6n isleme karar verilmistir. Farkli enzimler kullanilarak denemeler
yapilmig ve en iyi sonucun Promega enzimi ile elde edildigi belirlenmistir. Daha sonra
reaksiyon bilesenlerinde de optimizasyon yapilmistir. Belirlenen sartlarda pozitif ve negatif
kontrol kullanilarak reaksiyonlar ger¢eklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri miktar ve
kaliteleri 120 voltta 45 dakika yiriitilen %2 agaroz jel elektroforezi ile 6lgiilmiistiir. UV
goriintiileme sisteminde bantlarin boyu ve negatif kontroller degerlendirilerek kiitiiphane

hazirlig1 6ncesinde kontrol edilmistir. Kullanilan primerlerin listesi tabloda verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kullanilan primer bilgileri

P:irgler Primer Dizisi Bbc';lg;si Referans
ITS2_S2F | ATGCGATACTTGGTGTGAAT ITS (64)
ITS2_S3R | GACGCTTCTCCAGACTACAAT ITS (64)
rbcL2-F | YGATGGACTTACNAGTCTTGATCGTTACAAAGG rbel (65)
rbcL2-R | GNCCATAYTTRTTCAATTTATCTCTTTCAACTTGGATNCC |  rhcl (65)
g A49425 | CCATTGAGTCTCTGCACCTATC ngp (66)
523226 GGGCAATCCTGAGCCAA ngp (66)

4.2.5. KUTUPHANENIN HAZIRLANMASI

Dizisi bilinen oligoniikleotidlerle isaretlenmis primerler ile tek asamali PZR yaklasimi
yaklasik 30 niikleotid nispeten kisa bir primere sahip tek bir PZR ile yapilir. Daha sonraki
adim Illumina adaptorlerinin ligasyonu ile olusur. Bu asamalar ile kiitiiphane hazirlig
tamamlanir. Kisa etiketli primerlerin kullaniminin asil avantaj1 diisiik kopya sayisina sahip
orneklerin amplifikasyonundaki basitligi ve verimliligidir. PZR {iriinlerin birbirinden farkl
dizisi bilinen oligoniikleotidlerde isaretlenmesinin yolu olas1 tiim etiket kombinasyonlarinin
kullanilmasini gerektirir (67). Kiitiphane hazirlig1 i¢in tiim 6rneklere indeksli primerlerle
PZR’1 yapilmistir. Cikmayan Ornekler ayni kosullar altinda DNA’larin PZR’indan PZR
seklinde tekrar reaksiyon kurulmus ve sonrasinda cihazin yonergeleri dogrultusunda
kiitiiphane olusturulmustur. Oncelikle PZR firiinlerinin kalite ve miktar1 Qubit 3.0
Florometre cihazi ile Olglilmiistiir. Qubit protokolii Ek 1.’de verilmistir. Daha sonra
kiitiiphane olugturmak i¢in hesaplamalar bu degerler tizerinden yapilmis ve 20 6rnek tek bir
havuzda birlestirilmistir. Ayrica kontrol gruplari olarak etiket bilgisi dahilinde igerigi bilinen

Yayla bal1 indeksli primerler PZR’lar1 yapilmis ve NGS cihazina yiiklenmistir.
4.2.6. NGS

Olusturulan kiitiiphane Illumina NextSeq 550 cihaziyla 6rnek bagma 300 000 okumayla
dizilenmistir. indeksli PZR sonrasinda elde edilen iiriinler &ncelikle primer dimerlerinin

ortamdan uzaklastirilmasi igin 60 baz ¢iftinin altinda kalan {irlinlerin temizligi “AMPure XP
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Beads” ile gergeklestirilmistir. Daha sonra Illumina dizileme adaptdrlerini birlestirmek igin
kitte bulunan uygun enzim ve primerlerle PZR yapilmistir. Kiitiiphane olusturmaya uygun
olabilmesi i¢in tekrar AMPure XP Beads’ler kullanilarak temizlenmistir. Kiitiiphane
olusturulduktan sonra 6rnekler 2x150 okuma uzunluguyla lllumina NextSeq 550 cihazina

yiiklenmistir.
4.2.7. BiYOINFORMATIK ANALIZLER

Biyoinformatik is akist Linux/Unix tabanhi isletim sisteminin terminali ile
gergeklestirilmistir. NextSeq 550 cihazindan “.fastq” formatinda c¢ikan dizilerin kalite
kontrolii ve ana istatistikler FastQC ile kontrol edilmistir. g A49425/ trnLh B49466
primerleri kullanilarak gerceklestirilen analizler ileri ve geri okumalar seklinde iki ayri
taraftan yiirtitiilmustiir. Distik kaliteli ug bolgeleri temizlendikten sonra ileri ve geri diziler
OBITools programi ile birlestirilmistir. Elde edilen diziler OBITools programinin is akisina

uygun olarak iglenmistir.
Belirtilen is akist;
1. Ilk asamada sikistirilmis dosya halindeki ham veriler agilmistir.

2. QC analizi ile yeni nesil dizileme sonucu elde edilen ham verilerin kalite kontrolleri

saglanmstir.

3. Dizilemeden sonra iki fastq dosyasinda ayni dizinin ileri ve geri okumalar1 ayn1 satirda
elde edilmistir. “illuminapairedend” komutu ile ileri ve geri olan iki okuma hizalanmis ve
yeniden olusturulmus diziye doniistiiriilmiistir. Komut icerisinde yer alan -score min —
secenegi diisiik hizalama kalitesine sahip dizilerin atilmasi i¢in kullanmilmistir. Hizalama

kalitesi 30 olarak belirlenmistir.
4. Obigrep komutuyla hizalanmamais diziler veri kiimesinden kaldirilmastir.

5. Her iki taraftan ileri ve geri okumalar saglayan primeler azami 3 yanlis eslesmeye izin

verecek sekilde tagcleaner programiyla uzaklastirilmistir.

6. Aym1 DNA molekiilii birkag kez dizilenmis olabilir. Hem dosta boyutunu hem de

hesaplama siiresini azaltmak ve daha kolay yorumlanabilir sonuglar elde etmek amaciyla
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benzersiz diziler ile g¢aligmak daha uygundur. Obiuniq komutuyla benzersiz diziler

ayrilmigtir.

7. Obiannotate komutuyla dizi kayitlarina eklenen aciklama niteligindeki bilgiler

kaldirilmastir.

8. Obigrep komutuyla asgari deger 50 olarak belirlenmis ve 50’ye esit ve daha uzun dizi

kayitlart segilmistir.

9. Son bir giiriiltii giderme adimi1 olarak, obiclean komutu kullanilarak degiskeni olmayan

dizileri kendi sayimlarinin %5’inden daha biiyiik sayimla tutulmustur.
10. Blastn komutuyla okumalar taksonomik agidan online sekilde eslestirilmistir.

Tekrar edilen dizilerin ¢gikartilmasindan sonra elde edilen veriler “uniq” olarak adlandirilmig
ve okuma tekrarlar1 hakkinda herhangi bir smir belirtilmemistir. Ayrica smir1 50 ile
belirlenen dizi kayitlarindan elde edilen verilerin blast sonuglar1 “I150” olarak

isimlendirilmistir.
Birden fazla kez ayn1 isimle okunan tiirler en biiylik eslesme orani baz alinarak listelenmistir.

Boylece her ornege ait 2 farkli veri elde edilmis hepsi blastn komutuyla ¢evrimigi olarak

taksonomik eslestirmeye tabi tutulan veriler grafiklerle gosterilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. SPEKTROFOTOMETRIK SONUCLAR

DNA izolasyonunun ardindan elde edilen Orneklerin nanodrop sonuglar1 Colibri
Microvolume Spektrometre cihazi ile 2 tekerriir seklinde 6l¢tilmiistiir.

Cizelge 5.1. Yayla ¢igek balinin 9 farkli 6n islem denemesi 6l¢iim sonuglari

isim 1A1 1A2 1B1 182 1c1 1C2 isim 6A1 6A2 6B1 682 6C1 6C2
Konsantrasyon| 10,09238| 11,61705| 5,248049| 5,524353| 6,473678| 5,481632|Konsantrasyon | 8,265925| 8,691876| 5,928065| 6,301469| 7,305639| 6,926341
A260/A280 1,524522| 1,617805| 1,670192| 1,544885) 1,594927| 1,788616|A260/A280 1,557889| 1,625719| 1,575053| 1,667123| 1,518933| 1,49592
A260/A230 0,65628| 0,659558| 0,63129] 0,635273| 0,639251| 0,595166|A260/A230 0,604717| 0,610341| 0,647433| 0,622208| 0,585309| 0,59545
isim 281 202 .1 .2 201 202 isim 7A1 7A2 781 782 7c1 702
Konsantrasyon| 9,605947| 9,56259| 8,069834| 8,31785| 7,698959 7,211874|Konsantrasyon | 2,339691| 2,355267| 1,79841| 1,729974| 2,290534| 2,250965
A260/A280 1,480319| 1,504186| 1,449157| 1,659124| 1,400683| 1,61472|A260/A280 1,587255| 1,528608| 1,161308| 1,291046 1,500112 1,332901
A260/A230 0,717156| 0,707833| 0,713199( 0,691141| 0,728637| 0,720857|A260/A230 0,866275| 0,926618| 0,937697| 0,821501| 0,739801| 0,693409
isim A1 IA2 31 32 3c1 102 isim A1 8A2 381 382 8C1 8C2
Konsantrasyon| 6,928963| 6,965988 7,748736| 7,232128| 7,065132| 6,55686|Konsantrasyon | 12,83521| 12,52452| 5,518951| 5,546636| 5,936854| 6,117268
| n260/a280 1,696745| 1,876996| 1,898039 1,90216| 1,829454| 1,866287|A260/A280 2,016086| 1,897939| 2,638592| 2,968861| 2,787991| 2,228935
A260/A230 0,960097| 0,93943| 1,054954| 1,014177| 1,369253| 1,524901|A260/A230 0,512791| 0,513841| 0,450429| 0,447911| 0,466394| 0,480257
isim am A2 ap1 182 ac1 ac2 isim A1 A2 0B1 o2 oc1 oc2
Konsantrasyon| 6,339512| 7,161726| 5,468229| 5,126553| 5,349692| 5,093301|Konsantrasyon | 6,316617| 6,388164| 3,840035| 3,337682| 4,701983| 4,493527
A260/A280 1,73643| 1,602239| 1,652242] 1,667737| 1,597079| 1,738465|A260/A280 1,375115| 1,353578| 2,139561| 2,091309| 1,386716| 1,542587
A260/A230 0,980829| 0,917888] 0,93483| 0,973572| 0,841992| 0,84314|A260/A230 0,842382| 0,82217| 1,081491| 1,035433| 1,030655| 0,981331
isim SA1 SA2 5B1 582 5C1 5C2

Konsantrasyon| 9,89538| 10,35213| 13,21717| 10,97536| 10,83854| 10,31485

A260/A280 1,549368| 1,60532| 1,61745) 1,54416| 1,471606| 1,579369

A260/A230 0,66836) 0,65609| 0,594612] 0,649311| 0,662073| 0,674462

Cizelge 5.2. Tiim 6rneklerin 8. 6n isleme ait 6l¢iim sonuglari

Ornek ismi 4457 4457 4458 4458 4459 4459 4460 4460 4461 4461
Konsantrasyon| 28,51463| 28,10887| 33,19095| 30,48406| 29,84105| 30,53324| 33,55339| 35,09838( 31,36191| 32,29702
A260/A280 1,545573| 1,530351| 1,552512| 1,369986| 1,580002| 1,6161553| 1,609531] 1,605057| 1,522479| 1,53345931
A260/A230 0,031864( 0,630081| 0,53653| 0,572423| 0,681297| 0,65637| 0,674524( 0,684345| 0,58397| 0,588252
Ornek ismi 4462 4462 4463 4463 4464 44p4 4465 4465 4466 4466
Konsantrasyon| 28,82108| 32,53815| 137,1779| 129,6547| 22,50264| 20,26106| 11,00599| 23,05881( 26,98026| 27,171738
A260/A280 1,547889( 1,769805| 1,67268| 1,674095( 1,56815| 1,52469| 1,817411( 1,573908| 1,491825| 1,487221
A260/A230 0,614467( 0,580735| 1,284184| 1,267929( 0,626525| 0,632028| 0,656729( 0,605344| 0,572032| 0,585623
Ornek ismi 4467 4467 4468 4468 4469 4469 4470 4470 4471 4471
Konsantrasyon| 17,33866| 17,471253| 39,16103| 38,26594 19,196| 19,34225| 30,52824| 29,69124| 33,06225| 36,2146
A260/A280 1,544153( 1,440319| 1,0035306| 1,61331| 1,420777| 1,435022| 1,437685( 1,462705| 1,602773| 1,611159
A260/A230 0,590256( 0,579141| 0,7233%96| 0,71398| 0,537828| 0,534015| 0,571937( 0,574966| 0,667139| 0,682487
Ornek ismi 4472 4472 4473 4473 4474 4474 4475 4475 4476 4476
Konsantrasyon| 23,66571| 28,53297| 30,99372| 32,35517| 23,97572| 27,00585| 30,87715| 30,37943| 20,69438| 21,02109
A260/A280 1,521379( 1,510547| 1,472229| 1,515491( 1,391226| 1,350378| 1,396472( 1,437502| 1,340121| 1,362224
A260/A230 0,588135( 0,617435| 0,569701| 0,36992| 0,338253| 0,552068| 0,534002| 0,538349| 0,516331| 0,305373

5.2. DNA

DNA izolatlarinin DNA miktar ve kaliteleri %1 agaroz jel elektroforezi ile dl¢tilmiistiir.

Pozitif kontrolle beraber goriintiilenen 6rneklerin DNA jel goriintiileri asagida verilmistir.
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Sekil 5.1. Yayla cicek balinin 9 farkli 6n islem denemesi DNA jel goriintiisii

L 4457 4458 4459 4460 4461 4462 4463 4464 4465 4466 4467 4468 4469 4470 4471
Il

L 4472 4473 4474

Sekil 5.2. Tiim 6rneklerin 8. 6n isleme ait DNA jel goriintiisii
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53. PZR

PZR optimizasyonunda farkli enzimler kullanilmistir. Enzim optimizasyonu AmpliTaq Gold
(AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase, Thermo Fisher Scientific), Qiagen Hstaq (HotStarTaq
DNA Polymerase,Qiagen), Firepol Hot Mix (5x HOT FIREPol Blend PCR Mix, Solis Bio
Dyne), Platinum (Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific) ve
Promega GoTaqg (GoTaq® Flexi DNA Polymerase, Promega) ile yapilmistir. Enzimlerin
reaksiyon profilleri ve protokolleri asagida verilmistir. Ilk énce AmplitTagq Gold enzimi
kullanilarak 3 farkli primer Yayla bali 3 tekerriir ile denenmistir. PZR miktar ve kaliteleri

%?2 agaroz jel elektroforezi ile ol¢tilmiistir.

AmpliTaq Gold, Qiagen Hstaq, Platinum ve Promega enzimlerinin reaksiyonu 5 pmol
primer ile gergeklestirilmistir. Firepol Hot Mix PZR protokolii geregi 10 pmol primer
kullanilmistir.

Cizelge 5.3. AmpliTaq Gold PZR reaksiyon profili ve protokolii

Mix 5 ul 95 °C 10 dakika
Enhancer | 0,2 ul 95 °C 30 saniye
F 0,2 ul X °C 30 saniye X 35 dongii
R 0,2 ul 72 °C 1 dakika
Su 3,4 ul 72 °C 7 dakika
DNA 1ul 8°C 00

Sekil 5.3. ITS2 _S2F/ ITS2_S2R primeri kullanilarak kurulan PZR’1n jel goriintiisii X:56 °C
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Sekil 5.4. rbcL2-F / rbcL2-R primeri kullanilarak kurulan PZR’1n jel goriintiisii X: 61°C

g A49425/trLh B49466

1. ON ISLEM 2. ON iSLEM 3. ON iSLEM 4. ON iSLEM 5. ON iSLEM

6. ON ISLEM 7. ON ISLEM 8. ON ISLEM 9. ON iSLEM

Sekil 5.5. gA49425/ trnLh B49466 primeri kullanilarak kurulan PZR’1n jel goriintiisii X:50
°C

Elde edilen bu sonuglara gére g A49425/ trnLh B49466 primer giftinin kullanilmasina karar
verilmistir. Ayrica en iyi sonucun ve en kuvvetli bantlarin 8. 6n islemde elde edildigi

gozlemlenmistir.
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AmpliTag Gold PZR reaksiyon profili ve protokoliinde optimizasyonlar bantlar
kuvvetlendirmek igin gerceklestirilmistir. Oncelikle belirtilen kosullarda 50-65 °C araliginda
gradient PZR kurulmustur. En iyi sonu¢ 50 °C’de gozlemlenmis ve dongii sayisi1 40’a
¢ikarilarak denenmistir. Daha sonra normal protokol kosullarinda DNA 1/10 seyreltilmistir.
DNA miktarlar1 2 pl ve 3 ul’ye cikarilarak reaksiyon kurulmustur. Normal kosullar
kullanilarak yapilan PZR’1n PZR’1 seklinde tekrar reaksiyon kurulmustur.

L 50 515290 55785591862 T 63.8 9 65 PK N

AMPGOLD 35 CYCLE 1/10 DNA
L "80i186i2 PKL PK2 N AmpGold PCR'in PCR't
L 806i186i2 PKI PK2 N L 8.6i 8.0i PK N

AMPGOLD 40 cycle

DNA 2ul DNA 3 ul
L 8.0i1 8.0i2 80i1 8.6i2 PK N

Sekil 5.6. AmpliTag Gold enzimi kullanilarak yapilan optimizasyonlar
Firepol Hot Mix, Qiagen Hstag, Platinum enzimleri denenmistir.

Cizelge 5.4. Qiagen Hstagq PZR reaksiyon profili ve protokolii

Mix | 5ul 95 °C 15 dakika
F 0,4 ul 94 °C 30 saniye
R 0,4 ul X °C 30 saniye X 35 dongii
Su [32ul 72 °C 1 dakika
DNA | 1ul 72 °C 10 dakika
8°C o0
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Cizelge 5.5. Firepol Hot Mix PZR reaksiyon profili ve protokolii 12,5 MgClz

Mix 2 ul 95 °C 15 dakika
F 0,1 ul 95 °C 15 saniye
R 0,1 ul X°C 45 saniye X 30 dongii
Su 7,3 ul 72 °C 2 dakika
DNA | 0,5ul 72 °C 10 dakika
8°C 00
Cizelge 5.6. Platinum PZR reaksiyon profili ve protokolii
Mix | 5pul 98 °C 30 saniye
F 0,4 ul 98 °C 5-10 saniye
R 0,4 ul X°C 10 saniye X 30 dongii
Su 3,2 ul 72 °C 15-30 saniye 1 kb basina
DNA | 1ul 72 °C 5 dakika
8°C 0

Platinum

8.6i  8.6i

L

HOT Mix 15 MgCL

8.06i PK N

Qiagen HSTaq
8.6i1 86i2 PKI PK2 N

Sekil 5.7. Firepol Hot Mix, Qiagen Hstaq, Platinum enzim denemeleri
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Cizelge 5.7. Promega PZR reaksiyon profili ve protokolii

5X Buffer | 2l 94 °C 2 dakika
MgCL2 1,2 ul 94 °C 1 dakika
dNTP 0,8 ul X°C 45 saniye X 30 dongii
Polimeraz | 0,05 ul 72 °C 1 dakika
F 0,5 ul 72 °C 5 dakika
R 0,5 ul 8°C ©
Su 4,45 pl
DNA 0,5 ul

Tiim 6rneklerin kontroliinii saglamak amaciyla 20 farkli 6rnegin 8. 6n isleme tabi tutulmus

ve 3 tekerriirlii DNA’lar1 tek bir tiipte birlestirilmis ve PZR’1 kurulmustur.

8 A49425/trnLh B49466 Promega MgCL 2ul

8 3.8 4061 581 661 7.6 880

Sekil 5.8. 20 farkli 6rnegin Promega enzimi denemesi

8. On isleme tabi tutulan Yayla bali 6rnegi Promega enzimi ile PZR reaksiyonu tekrar

denenmistir.

Sekil 5.9. Yayla bali 6rnegi Promega enzim denemesi
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Sekil 5.10. MgCl: 2 ul’ye ¢ikarilarak PZR denemesi

P6LOOP 0,5 PRIMER P6LOOP 0,1 PRIMER P6LOOP 0,2 PRIMER
L 4457 4457 PK N 4457:4457 PK N 4457 4457 PK N

Sekil 5.11. Farkli primer konsantrasyonlarinda PZR denemesi

MgCL 2,5 ul 30 cycle MgCL 2,5 ul 35 cycle MgCL 2 ul 30 cycle
L 4457 4457 4457 PK \' 4457 4457 4457 PK N 4457 4457 4457 PK N

o D et et s e D

Sekil 5.12. Farkli dongii sayilar1 ve MgCl igerikleri ile PZR denemesi
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PCR'In PCR'1
4457 4457 4464 4464 4464 4457 4457 4457

1ul DNA 2 ul DNA
4457 4457 PK 4457 4457 4457 PK

Sekil 5.13. 2 farkli 6rnegin 2 MgCl. ve PZR’1in PZR’1 ve 1 ve 2 ul DNA ile PZR denemesi

2ul DNA PCR'In PCR"1 50 C PCR'in PCR'1 55 C

4457 4457 4457 PK N 4457 4457 4457

Sekil 5.14. 50-55 °C’de kurulan PZR denemesi
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2 ul DNA ve PZR’1in PZR’1 hem primerin kendi calisma sicakligi olan 50 °C’de hem de 5

derece fazlasi olan 55 °C’de reaksiyon kurulmustur.

Denemeler sonucunda asagida verilmis ve optimize edilmis reaksiyon profiliyle 5 pmol
primer kullanilarak 20 6rnegin PZR’1 kurulmustur.
Cizelge 5.8. Optimize edilmis Promega protokolii ve reaksiyon profili

5X Buffer 2 ul 94 °C 2 dakika
MgClz 2 ul 94 °C 1 dakika
dNTP 0,8 ul 50 °C 45 saniye X 30 dongii
Polimeraz | 0,05 ul 72 °C 1 dakika
F 0,5ul 72 °C 5 dakika
R 0,5 ul 8 °C o0
Su 2,15 ul
DNA 2 ul

§4 4475 4476

Sekil 5.15. 20 6rnegin Promega enzimi kullanilarak elde edilmis PZR jel goriintiisii

Yukaridaki reaksiyon profili kullanilarak tiim Ornekler reaksiyonu yapilmis ¢ikmayan
ornekler ise PZR’m PZR’1 seklinde primerin kendi calisma sicakligiyla reaksiyon
denenmistir. Ayrica Yayla bali da indeksli primerler kullanilarak PZR yapilmistir. Elde
edilen 2 6rnek NGS cihazina yiiklenmistir.
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PCRin PCRI PCR tekrar

L 4463 4464 4467 4463 4470 4471 4473 4475 4463 4464 4467 4469 4470 4471 4473

Sekil 5.16. Tiim 6rneklerin indeksli primerlerle kurulmus PZR’larinin jel goriintiisii

5.4. KUTUPHANE HAZIRLIGINDAKI BULGULAR

Cihaza yiiklenmeden PZR iiriinlerinin kalite ve miktar1 Qubit 3.0 Florometre cihazi ile
Olglilmiistiir. 20 6rnek tek bir havuzda birlestirilirken kontrol grubu olarak etiket bilgisi
dahilinde igerigi bilinen Yayla bali ayrica cihaza yiiklenmistir.

Cizelge 5.9. Tiim 6rneklerin qubit 6l¢iim sonuglart

Ornek Bilgisi Miktar (ng/ul)
Yayla cicek bah 6,3
Bingol cicek bal 6,6

Kayseri cicek bah 59
Mus cicek bah 6
Semdinli ¢icek bah 7,62
Yiiksekova ci¢cek bal 8,21
Kaz dagi bah 6,96
Keven Kekik bali 6,4
Narenciye bah 7,39
Lavanta bah 49
Tiitsii bah 3,46
Sedir bah 6,96

Corek otu bah 6,73

Kestane bah 3,46

Thlamur bal 6,38

Keciboynuzu bah 6,65
Okaliptus bah 7,73
Cam bah 8,59
Mese bali 5,93
Siizme ¢am bal 4,97
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55 BIYOINFORMATIK BULGULAR

Yayla bali ve 20 farkli bal 6rneginin karisimiyla elde edilen Karisik bal’in farkli verilere
sahip okuma sayilari gizelgede gosterilmistir.

Cizelge 5.10. Biyoinformatik is akis1 sonucu elde edilen okuma sayilari

Bal Ismi Dosya ismi Okuma Sayilar
Ham Veri 63971
Yayla bah unig 62494
150 46582
Ham Veri 279602
Karisik bal uniq 274325
150 249349

Bal orneklerinin tiir seviyesindeki eslesmeleri tablo halinde gosterilmistir. Verilen tiirler
grafiklerde analizi yapilan ballarin etiketlerinde yer alan bilgilerden olusmaktadir. Analiz
sonucunda elde edilen tiim tiirlerin listesi ektedir. Ekteki tablolarda ilk siitunda organizma,
ikinci siitunda % eslesme oranlar1 ve son siitunda ise okuma sayilari belirtilmistir. Ayrica
tablolar, eslesmeler sonucu elde edilen tiirlerin Tiirkiye’de yer alip almadiklar1 bilgisini de
icermektedir. Asagida yer alan tablolar sadece “uniq” dosyalarin igerigini bildirmektedir ve

%97 eslesme altinda bulunan tiirler filtreleme yapilarak listeden ¢ikarilmistir.
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Cizelge 5.11. Yayla bali 6rneginde yer alan tiirlerin listesi*

Cins Ismi Tiir Ismi Eslesme Tiirkiye’den Kayit
Apium Apium leptophyllum 98.5% Yok
Medicago falcata 98.7% Var
Medicago Medicago marina 97.3% Var
Medicago sativa 98.7% Var
Rosa canina 100.0% Var
Rosa cymosa 98.6% Yok
Rosa Rosa filipes 100.0% Yok
Rosa multiflora 98.6% Yok
Rosa sterilis 100.0% Yok
Trifolium alexandrinum 97.3% Var
Trifolium alpestre 100.0% Var
Trifolium andricum 100.0% Yok
Trifolium apertum 97.3% Var
Trifolium arvense 98.6% Var
Trifolium aureum 100.0% Var
Trifolium boissieri 100.0% Var
Trifolium calcaricum 98.6% Yok
Trifolium campestre 98.6% Var
Trifolium clypeatum 98.6% Yok
Trifolium constantinopolitanum | 98.6% Var
Trifolium dasyphyllum 98.6% Yok
I Trifolium eriocephalum 98.6% Yok
Trifoliug Trifolium gordejevii 97.3% Yok
Trifolium haydenii 98.6% Yok
Trifolium incarnatum 100.0% Var
Trifolium israeliticum 98.6% Yok
Trifolium latinum 97.8% Var
Trifolium meduseum 100.0% Yok
Trifolium pauciflorum 100.0% Var
Trifolium plebeium 100.0% Yok
Trifolium resupinatum 98.6% Var
Trifolium scutatum 100.0% Var
Trifolium sp. 100.0% Var
Trifolium squamosum 98.6% Var
Trifolium subterraneum 97.3% Var
Trifolium trichocalyx 98.6% Yok
Trifolium trichocephalum 100.0% Var
Trifolium vavilovii 97.3% Var
Trifolium virginicum 98.6% Yok
Trifolium wormskioldii 98.6% Yok
Vicia cirrhosa 97.7% Yok
Vicia Vicia cracca 100.0% Var
Vicia crocea 100.0% Var
Vicia villosa 100.0% Var
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Cizelge 5.12. Karigik bal 6rneginde yer alan tiirlerin listesi*

Cins Ismi Tiir Ismi Eslesme Tiirkiye’den Kayit
Apium Apium graveolens 98.5% | Yok
Apium leptophyllum 100.0% | Yok
Aster Aster alpinus 100.0% | Yok
Aster altaicus 100.0% | Yok
Asteraceae sp. 98.6% | Var
Astragalus | Astragalus capito 98.8% | Yok
Astragalus complanatus 98.8% | Yok
Astragalus hemsleyi 100.0% | Yok
Astragalus peristereus 97.1% | Var
Astragalus stocksii 98.8% | Yok
Astragalus subsecundus 98.6% | Yok
Astragalus variabilis 100.0% | Yok
Campanula arvatica 100.0% | Yok
Campanula cf. carnica 98.6% | Yok
Campanula glomerata 100.0% | Var
Campanula heterophylla 100.0% | Yok
Campanula lingulata 98.6% | Var
Campanula petrophila 99.0% | Yok
Campanula | Campanula raddeana 100.0% | Var
Campanula rapunculoides 98.6% | Var
Campanula rotundifolia 98.6% | Yok
Campanula siegizmundii 100.0% | Yok
Campanula takesimana 100.0% | Yok
Campanula tridentata 98.6% | Var
Campanula tubulosa 98.6% | Yok
Campanula zangezura 100.0% | Yok
Castanea crenata 100.0% | Yok
Castanea Castanea dentata 100.0% | Yok
Castanea henryi 100.0% | Yok
Castanea sativa 100.0% | Var
Cedrus deodara 100.0% | Yok
Cedrus Cedrus libani 98.5% | Var
Cedrus sp. 100.0% | Var
Ceratonia Ceratonia siliqua 98.6% | Var
Chenopodium | Chenopodium album 98.7% | Var
Chenopodium ficifolium 97.3% | Var
Citrus australasica 98.6% | Yok
Citrus clementina 98.6% | Yok
Citrus erythrosa 100.0% | Yok
Citrus gracilis 97.3% Yok
Citrus hystrix 98.6% | Yok
Citrus Citrus limon 98.6% | Var
Citrus maxima 100.0% | Var
Citrus medica 98.6% | Var
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Citrus micrantha 100.0% | Yok
Citrus reticulata 100.0% | Var
Citrus sinensis 98.8% | Var
Citrus trifoliata 98.6% | Var
Cynara Cynara cardunculus 98.6% | Var
Cynara humilis 97.2% Yok
Eucalyptus | Eucalyptus bicostata 98.8% | Yok
Gypsophila oldhamiana 98.8% | Yok
Gypsophila | Gypsophila repens 100.0% | Yok
Gypsophila sambukii 100.0% | Yok
Gypsophila vaccaria 100.0% | Var
Hypericum aegypticum 100.0% | Yok
Hypericum androsaemum 100.0% | Var
Hypericum ascyron 100.0% | Yok
Hypericum athoum 100.0% | Yok
Hypericum callithyrsum 100.0% | Yok
Hypericum confertum 100.0% | Var
Hypericum curvisepalum 98.5% | Yok
Hypericum delphicum 100.0% | Yok
Hypericum elatoides 100.0% | Yok
Hypericum elodes 98.5% | Yok
Hypericum fauriei 97.3% | Yok
Hypericum grandifolium 98.5% | Yok
Hypericum heterophyllum 100.0% | Var Endemik
Hypericum Hyper!cum h!rcinum 98.6% | Var
Hypericum hirsutum 100.0% | Var
Hypericum hookerianum 98.5% | Yok
Hypericum kamtschaticum 100.0% | Yok
Hypericum maculatum 100.0% | Yok
Hypericum monogynum 100.0% | Yok
Hypericum olympicum 100.0% | Var
Hypericum pamphylicum 100.0% | Var
Hypericum peplidifolium 100.0% | Yok
Hypericum perforatum 100.0% | Var
Hypericum pibairense 98.6% | Yok
Hypericum pseudopetiolatum 98.8% | Yok
Hypericum reflexum 100.0% | Yok
Hypericum sp. 100.0% | Var
Hypericum tetrapterum 98.8% | Var
Hypericum tosaense 100.0% | Yok
Hypericum triquetrifolium 100.0% | Var
Hypericum walteri 100.0% | Yok
Lamium Lamium takeshimense 100.0% | Yok
Lavandula | Lavandula angustifolia 98.7% | Var
Lavandula dentata 97.1% Yok
Medicago arborea 98.7% | Var
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Medicago Medicago falcata 98.7% | Var
Medicago sativa 98.7% | Var
Mentha Mentha sp. 97.1% | Var
Mentha spicata 98.5% | Var
Nigella Nigella sativa 100.0% | Var
Onobrychis caput-galli 98.4% | Var
Onobrychis cornuta 98.6% | Var
Onobrychis gaubae 100.0% | Yok
Onobrychis | Onobrychis michauxii 98.6% | Yok
Onobrychis montana 98.6% | Var
Onobrychis ornata 100.0% | Var Endemik
Onobrychis viciifolia 100.0% | Var
Origanum dayi 100.0% | Yok
Origanum Origanum majorana 100.0% | Var
Origanum vulgare 97.7% | Var
Pinus aristata 98.5% | Yok
Pinus bungeana 98.5% | Yok
Pinus contorta 98.5% | Yok
Pinus crassicorticea 98.5% | Yok
Pinus densata 98.5% | Yok
Pinus densiflora 100.0% | Yok
_ Pinus mugo 98.5% | Yok
Pinus Pinus pseudostrobus 100.0% | Yok
Pinus sqguamata 98.5% | Yok
Pinus sp. 100.0% | Var
Pinus strobus 98.5% | Yok
Pinus sylvestris 98.5% | Var
Pinus thunbergii 100.0% | Yok
Pinus yunnanensis 98.5% | Yok
Polygonum | Polygonum aviculare 100.0% | Var
Polygonum cuspidatum 98.0% | Yok
Quercus acrodonta 100.0% | Yok
Quercus acuta 100.0% | Yok
Quercus acutissima 100.0% | Yok
Quercus aliena 98.7% | Yok
Quercus aquifolioides 98.7% | Yok
Quercus argentata 100.0% | Yok
Quercus bawanglingensis 100.0% | Yok
Quercus | Quercus cerris 100.0% | Var
Quercus chrysolepis 98.7% | Yok
Quercus chungii 98.7% | Yok
Quercus dentata 98.7% Yok
Quercus dolicholepis 98.7% Yok
Quercus fabri 100.0% | Yok
Quercus fenchengensis 98.7% Yok
Quercus gilva 100.0% | Yok
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Quercus glauca 100.0% | Yok

Quercus ilex 100.0% | Var

Quercus mexicana 98.7% Yok

Quercus mongolica 100.0% | Yok

Quercus pannosa 98.9% Yok

Quercus petraea 97.4% | Var

Quercus phellos 97.4% | Yok

Quercus phillyraeoides 98.7% Yok

Quercus pubescens 98.0% Var

Quercus Quercus robur 98.7% | Var
Quercus rubra 97.4% Yok

Quercus salicina 100.0% | Yok

Quercus semecarpifolia 98.8% | Yok

Quercus serrata 100.0% | Yok

Quercus sessilifolia 08.8% | Yok

Quercus variabilis 98.7% | Yok

Quercus virginiana 98.7% | Yok

Quercus wutaishanica 100.0% | Yok

Rosa acicularis 97.3% | Yok

Rosa banksiae 100.0% | Yok

Rosa berberifolia 97.3% | Yok

Rosa canina 100.0% | Var

Rosa davurica 98.6% | Yok

Rosa glutinosa 97.3% | Yok

Rosa kokanica 98.6% | Yok

Rosa laxa 97.3% | Yok

Rosa Rosa lucieae 98.6% | Yok
Rosa maximowicziana 100.0% | Yok

Rosa multiflora 100.0% | Yok

Rosa odorata 98.6% | Yok

Rosa roxburghii 98.6% | Yok

Rosa rugosa 100.0% | Yok

Rosa sterilis 100.0% | Yok

Rosaceae sp. 100.0% | Var

Rosa vosagiaca 98.6% | Yok

Salvia fimbriaticalyx 100.0% | Yok

Salvia gavilanensis 100.0% | Yok

Salvia Salvia nilotica 98.5% | Yok
Salvia nipponica 100.0% | Yok

Salvia officinalis 98.5% | Yok

Sambucus adnata 98.6% | Yok

Sambucus | Sambucus nigra 100.0% | Var
Sambucus racemosa 98.6% Yok

Sambucus williamsii 97.2% | Yok
Taraxacum | Taraxacum coreanum 97.2% Yok
Taraxacum platycarpum 100.0% | Yok
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Tilia americana 98.8% | Yok
Tilia cordata 98.8% | Var
Tilia mandshurica 100.0% | Yok
Tilia Tilia maximowicziana 98.8% | Yok
Tilia mongolica 100.0% | Yok
Tilia sp. 100.0% | Var
Tilia taishanensis 98.8% | Yok
Tribulus Tribulus terrestris 100.0% | Var
Trifolium alexandrinum 98.7% | Var
Trifolium alpestre 100.0% | Var
Trifolium andricum 98.6% | Yok
Trifolium arvense 100.0% | Var
Trifolium aureum 98.6% | Var
Trifolium barbeyi 98.6% | Yok
Trifolium batmanicum 100.0% | Var
Trifolium campestre 98.6% | Var
Trifolium clypeatum 98.6% | Var
Trifolium constantinopolitanum 98.6% | Var
Trifolium dasyphyllum 98.8% | Yok
Trifolium grandiflorum 98.6% | Var
Trifolium haussknechtii 97.3% | Var
Trifolium haydenii 97.3% | Yok
Trifolium Trifol!um incarnatum 98.6% | Var
Trifolium lappaceum 97.3% | Var
Trifolium latinum 100.0% | Var
Trifolium lupinaster 100.0% | Yok
Trifolium meduseum 100.0% | Yok
Trifolium nanum 98.6% | Yok
Trifolium nigrescens 97.4% | Var
Trifolium palaestinum 98.6% | Yok
Trifolium plumosum 98.6% | Yok
Trifolium pratense 98.6% | Var
Trifolium repens 97.3% | Var
Trifolium resupinatum 98.9% | Var
Trifolium scutatum 98.6% | Var
Trifolium sp. 100.0% | Var
Trifolium stellatum 97.3% | Var
Trifolium subterraneum 98.3% | Var
Trifolium vavilovii 98.6% | Var
Verbascum gabrieliae 98.4% | Yok
Verbascum lychnitis 100.0% | Yok
Verbascum | Verbascum phoeniceum 98.4% | Var
Verbascum speciosum 100.0% | Var
Verbascum thapsus 98.4% | Var
Verbascum virgatum 100.0% | Yok
Vernonia cordata 97.2% | Yok

45




Vernonia Veronica anagallis 98.5% | Var
Veronica bozakmanii 98.5% Var

Veronica chamaedrys 98.4% | Var

Veronica undulata 98.5% Yok

Vicia cracca 100.0% | Var

Vicia hirsuta 98.3% Var

Vicia Vicia kotschyana 97.9% | Yok
Vicia tenuifolia 97.8% Yok

Vicia variegata 100.0% | Yok

Vicia villosa 100.0% | Var

*Listede yer alan tiirlerin Tiirkiye’deki mevcudiyeti bizimbitkiler.org.tr sitesinden kontrol
edilmistir (68).
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Bu ¢alismanin amaci ballarin botanik orijininin tiir seviyesinde tespit edilebilmesi amaciyla
on islem protokolii, DNA izolasyon yontemleri, PZR’de kullanilacak primerin se¢imi ve
elde edilen sonuglara gore yeni nesil dizileme platformalart araciligiyla metabarkodlama
yapilmasinin ardindan biyoteknolojik arastirmalarda kullanilmasi igin bir protokoliin
gelistirilmesidir. Bahsi gegen is akisiyla beraber elde edilen grafikler ve sonuglar
degerlendirildiginde eDNA metabarkodlama ydntemi balin igeriginin ve bitki kdkeninin
belirlenmesinde kullanilabilir bir ara¢ ve balda yapilan hilelerin tespit edilmesi amaciyla

alternatif bir yontem oldugunu gostermektedir.

Grafikler Sekil 6.1.°den itibaren sirastyla Yayla bali uniq igerisinde bulunan cinsler ve tiirler,
Yayla bal1 150 igerisinde bulunan cinsler ve tiirler, Karigik bal uniq igerisinde bulunan cinsler
ve tiirler, Karisik bal 150 igerisinde bulunan cinsler ve tiirler seklinde Sekil 6.55.’¢ kadar
devam etmektedir. Grafiklerde sadece cins isimlerinin belirtildigi tablolar yesille
boyanmistir. Bunun yaninda maviyle isaretli grafikler bal igerisinde tespit edilen tiirlerin

isimlerini, kirmiz: isaretli olanlar Tiirkiye’ye endemik tiirleri belirtmektedir.
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Sekil 6.1. Yayla bali uniq igerisinde bulunan cinsler
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Yayla bali iginde etikette belirtilen Apium, Medicago, Polygonum, Rosa, Trifolium ve Vicia
cinslerinden uniq komutuyla ve %97’den kiiciik eslesmelerin uzaklastirilmasindan sonra
elde edilen sonuglarda Polygonum disinda diger bes cinsin tespiti miimkiin olmustur.
Polygonum’un NCBI’da girisi mevcuttur ve Polygonum cuspidatum (Japon Madimagi) ve
Polygonum aviculare (Coban degnegi) Ek 2. Yayla bali Tiir Listesinde goriilebilecegi gibi
okumalarimizda mevcuttur. Fakat bilimsel olarak %97’nin altinda kalan eslesmeler tiir
diizeyinde tanimlama yapilmasinda slipheye yer biraktigindan grafiklerimiz arasinda
gosterilmemistir. Polygonum aviculare’nin Tirkiye’de yayilim alani fazladir fakat veri
tabaninda dogru referansin olmamasidan dolayr en yakin tiir ile eslesmesi bu durumun
sonucu olabilir. Bir bagka sebep olarak P6 Loop bdlgesinin bu tiirlii ¢ogaltmada yetersiz

kaldig1 s6ylenebilir.

Tiir kimleri
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Sekil 6.2. Yayla bal1 uniq igerisinde Tiirkiye’de bulunan tiirler

Tiir diizeyinde degerledirme yapildiginda Polygonum gibi Apium’un da grafiklerimizin
arasinda yer almadig1 goziikmektedir. Fakat Apium leptophyllum %98,5 eslesmeyle Ek 2.
Yayla bali Tiir Listesinde goriilmektedir ve 2 okuma sayisina sahiptir. Maydonozgiller
familyasinda yer alan bu tiir diinya ¢apinda 1liman ve tropik enlemlerde bulunan bir tiirdiir

ve bir¢ok alanda zararli bir ot olarak kabul edilir. Herhangi bir tilkeye 6zgii olmayan bu tiiriin
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Tiirkiye’den referans dizisi girisi bulunmamaktir. Cizelge 6.1. Yayla bali 6rneginde yer alan

tiirlerin listesi’nde goriilecegi gibi Tiirkiye’den bir kayit bulunamamaistir. Veri tabaninda en

yakin tiirle eslesmis olmas1 muhtemeldir.
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Sekil 6.3. Yayla bal1 150 igerisinde bulunan cinsler

Asgari 50’ye es ya da daha uzun verilerin islenmesi sonucu elde edilen verilerde bir azalma
beklenmektedir. 150 filtresiyle elde edilen sonuglarda uniq’te oldugu gibi yine Apium,
Medicago, Polygonum, Rosa, Trifolium ve Vicia cinslerinden Polygonum disinda diger bes
cinsin tespiti saglanmistir. Fakat uniq filtresiyle elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda
okuma sayilarinda diisiisler gozlemlenmistir. Ozellikle Vicia’ya ait okuma sayilar1 134’ten

1’e diismiistlir. Bu 150 filtresiyle tiir kaybettigimizi gostermektedir.
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Sekil 6.4. Yayla bal1 150 igerisinde Tiirkiye’de bulunan tiirler

Benzer sekilde unig ve 150 filtreleri Yayla bali igerisindeki tiirler agisindan
degerlendirildiginde Tiirkiye’de bulunanlarda bazi tiirler ayn1 okuma sayilarina sahip iken
bazilarinin okuma sayilarinda azalma goézlemlenmistir. Ayni zamanda Trifolium latinum,
Trifolium trichocephalum, Vicia cracca ve Vicia Villosa tiirlerinin grafikte yer almadigi
belirlenmistir. 150 filtresinin uygulanmasiyla beraber 50 bp birlesme uzunlugundan daha
asagida kalan okumalarin temizlenmesiyle kaybedilen tiirlerin daha disiik birlesme

oranlarina sahip oldugu sdylenebilir.

Karigik bal igerisinde 20 farkli balin etiket bilgisine goére Apium, Aster, Astragalus,
Campanula, Castanea, Cedrus, Ceratonia, Chenopodium, Citrus, Cynara, Eucalyptus,
Gypsophila, Hypericum, Lamium, Lavandula, Medicago, Mentha, Nigella, Onobrychis,
Origanum, Pinus, Polygonum, Quercus, Rosa, Salvia, Sambucus, Taraxacum, Thymus,
Tilia, Tribulus, Trifolium, Tulipa, Verbascum, Veronica ve Vicia cinslerinin bulunmasi

beklenmektedir.
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Sekil 6.5. Karisik bal uniq igerisinde bulunan cinsler

Yukarida belirtilen 34 cinsten Tulipa hari¢ 33 cins tespit edilmistir. Tulipa, Karisik bal
icerisinde yer alan Mus balinda bulmay1 bekledigimiz bir tiirdiir. Mus’a 6zgii olan
Tiirkiye’nin endemik ve nadir tiirlerinden biridir. Ayrica NCBI veri setinde cins ya da tiir
diizeyinde higbir girisi bulunmamaktadir. Bizim verilerimizde tespit edilememesi referans
dizisinin olmamasi ve nadir tiirler arasinda yer aldigindan balin igerisinde diisiik miktarda

olmasi ya da hi¢ olmamasi olabilir.

Apium cinsinde ise Apium leptophyllum %100, Apium graveolens (Kereviz) %98,5 eslesme
ile tespit edilmistir. Fakat NCBI’da girisi sayesinde listemizde yer alan bu iki tiir morfolojik
olarak tanimlanarak Tiirkiye bitkilerinin arasinda kaydi bulunan tiirler degildir. Bu cinsin
kullandigimiz ve ¢ok kisa bir bdlgeye sahip olan primerle en iyi eslesme saglamasindan

dolay1 sonuglarimizda yer almas1 muhtemeldir.

Eucalyptus, Tirkiye’de dogal yayilim gostermemekle birlikte kiiltiir edilmis bitkiler
arasinda yer almaktadir. Ek 4. Karisik bal uniq Tiir Listesi’nde %98,8 eslesmeyle Eucalyptus
bicostata, %96,3 ile Eucalyptus robusta yer almaktadir. Eucalyptus bicostata giineydogu
Avustralya'ya endemik, Eucalyptus robusta ise yine dogu Avustralya’ya endemiktir. Bu

durum Tiirkiye’de bulunan Eucalyptus tiirlerinin NCBI’da referans dizisinin olmamasindan

51



ve bizim elde ettigimiz sonuglarin veri setinde en yakin diziyle eslesme saglamasiyla elde

edilen bilgiler olmasindan kaynaklanabilir.

Lamium cinsinden elde edilen Ek 4. Karigik bal uniq Tiir Listesi’nde belirtildigi tizere %100
eslesmeyle Giiney Kore’ye 6zgii olan Lamium takeshimense tespit edilmistir. Ballibabagiller
familyasinin Tiirkiye’de bulundugu alanlar mevcuttur. Fakat yine Eucalyptus cinsindeki
olas1 durumlarla benzer sekilde farkli iilkelere 6zgii tlirler mevcuttur. Ayrica genel veriler
incelendiginde Ballibabagiller familyasini tespit etmenin diger tiirlere kiyasla daha zor
oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi ise P6 Loop bolgesinin bahsi gecen familya igin

uygun olmamasi ya da yetersiz kalmasi olabilir.

Yine Ballibabagiller familyasinda olan Salvia cinsinin herhangi bir tiiriiniin Tiirkiye’den
girisi bulunmamaktadir. Aralarinda Salvia fimbriaticalyx, Salvia gavilanensis, Salvia
nipponica olan tiirler eslesme ve okuma sayilariyla Ek 4. Karisik bal uniq Tiir Listesi’nde

belirtilmistir.

Ballibabagiller familyasina ait olan diger bir cins ise Thymus’tur. Genellikle halk arasinda
kekik olarak toplanan ve Origanum ile karistirilan bu tiir ballarda bulunmasi beklenen bir
cinstir. Fakat tiir diizeyinde tanimlandiginda Tiirkiye’de kaydi olan herhangi bir tiirle
eslesme saglanamamistir. Thymus pulegioides %100 eslesme oraniyla EK 4. Karisik bal uniq

Tiir Listesi’nde belirtilmistir.

Ek 4. Karigik bal uniq Tiir Listesi’nde ve Cizelge 5.11. Karigik bal 6rneginde yer alan tiirlerin
listesi’nde Taraxacum coreanum %97,2, Taraxacum platycarpum %100 eslesmeyle fakat
sadece ikiser okumayla mevcuttur. Taraxeacum aseksiiel olarak tohum ftretebilir. Yani
cigeklerin ¢ogu tozlasma olmadan tohum yapabilir. Bu da arilarin bu tiirleri tercih

etmemeleri olarak yorumlanabilir ve balda az rastlanmasi bu durumla ilgili olabilir.
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Sekil 6.6. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Asteraceae tiirleri

Papatyagiller familyasindan daha fazla tiir tanimlanmas1 beklenmekteydi fakat tanimlanan
tirlerin Tiirkiye’den kaydi bulunmamaktadir. Bu ylizden bahsi gegen tiirler grafikte yer
almazken Tirkiye’de varolan tiirlerin veri setinde girislerin bulunmamasi farkli iilkelere

Ozgl tiirlerle eslesmesinin en muhtemel sebebidir.
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Sekil 6.7. Karisik bal uniq igerisinde bulunan Astragalus tiirleri

Astragalus (Geven) baklagiller familyasindan birgok tiire sahip olmasina ragmen Karisik bal
igerisinde mevcut yogunlugun az olmasindan kaynakli olarak okuma sayis1 1 olarak tespit

edilmistir. EK 4. Karigik bal uniq Tiir Listesi’nde ve Cizelge 6.2. Karisik bal 6rneginde yer
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alan tiirlerin listesi’'nde Astragalus peristereu n disinda farkl tiirlerde tespit edilmistir fakat

bunlarin Tiirkiye’deki varligi tanimlanmamustir.
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Sekil 6.8. Karisik bal uniq igerisinde bulunan Campanula tiirleri

Campanula (gan ¢igegi) meyvesinin diinya tlizerinde 300 kadar tiir ve ¢ok sayida alt tiirii

bulunur ve okuma sayilari ile verilerimizde dogrulanmustir.
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Sekil 6.9. Karisik bal uniq igerisinde bulunan Castanea tiirleri

Castanea tiirleri ¢icekler, arilar ve diger bocekler icin iyi bir polen ve nektar kaynagidir.
Ayrica hizli biiylimesi ve uzun yillar yasayabilmesi de bal {iretimi yapilabilecek bir cins
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. %98.,9 eslesme oran1 ve 376 okuma sayisiyla elde edilen

Castanea sativa ile bilgilerin ortiistiigii soylenebilir.

Cedrus sp. I 1
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Sekil 6.10. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Cedrus tiirleri
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Cedrus tiirleri Karigik bal i¢erisinde bulunan Sedir bali sayesinde bulunmasi beklenmektedir.
Akdeniz yaylalarinda yiiksek rakimlarda yetisen sedir agaclarinda yapilan aricilikta basra
bdceklerinin lrettigi salgiyr besin olarak toplayan arilar sayesinde {iretilir. Elde edilen

okuma sayilar1 ve yiiksek eslesme oranlariyla tiir diizeyinde eslesmeler dogrulanmustir.
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Sekil 6.11. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Ceratonia tiirleri

Ceratonia siliqua (Kegiboynuzu) %98,6 eslesme oraniyla Karisik bal igerisinde yer alan
Keciboynuzu bali ile paralellik gostermistir. Akdeniz iklimin hiikiim siirdiigii yerlerde dogal

olarak yetismesi ve arilar tarafindan tozlagmasi verilerimizle dogrulanmistir.
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Sekil 6.12. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Chenopodium tiirleri

Chenopodium tiirlerinden tespit edilen Chenopodium album diinyanin tamaminda yayilis
gosteren bir tiirdiir. Tahrip edilmis araziler, deniz kenar1, yol kenar1 ve tarlalarda yetisme

alani buldugundan verilerimiz arasinda yer almaktadir.
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Sekil 6.13. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Citrus tiirleri
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Tiirkiye’de giiney ve giineybat1 Anadolu ile kuzeydogu Akdeniz bolgelerinde tarimi yapilan
Citrus tirleri Karigik bal igerisinde yer alan Narenciye balindan dolay: tiir diizeyinde
tanimlamanin daha fazla yapilabilecegi bir cins olarak beklenmekteydi. Bunu dogrulayan bir

sekilde 6 tiir, yiiksek eslesme oranlar1 ve Sekil 6.13.’te belirtilen okuma sayilariyla elde

edilmistir.

Cynara cardunculus
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Sekil 6.14. Karisik bal uniq icerisinde bulunan Cynara tiirleri

Cynara cardunculus (Yabani enginar) papatyagiller (Asteraceae) familyasindan

Anadolu’nun gesitli yerlerinde yetisen bir bitki tiiri oldugundan %97,2 eslesme oraniyla

Karisik bal igerisinde tespit edilmesi miimkiin olmustur.
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Sekil 6.15. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Gypsophila tiirleri

Gypsophila vaccaria tiirii Tiirkiye’de bulundugu bilinen ve %100 eslesmeyle listemizde yer

alan tiirlerdendir.
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Sekil 6.16. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Hypericum tiirleri
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Tiir diizeyinde degerlendirildiginde Hypericum cinsine ait tiirlerin 1 tanesinin Tiirkiye’ye
endemik oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’ye endemik olan Hypericum heterophyllum tiirti
%100 eslesmeye sahip olup 62 okuma sayist ile bal igeriginde belirlenmistir.
Sarikantarongiller familyasinda yer alan tiirlerin arasinda Hypericum confertum %2100
eslesmeye sahip olup 27 okuma, Hypericum pamphylicum ise yine %100 eslesmeye sahip
olup 1 okuma sayisina sahiptir. Bahsi gecen bu 2 tiiriin alt tiirlerinden birer tanesi de
Tiirkiye’ye endemiktir. Fakat metabarkodlama yontemi ile en fazla tiir diizeyinde tanimlama
yapilmaktadir ve bulunan tiirlerin Tiirkiye’ye endemik oldugunu sdylemek bu asamada

miimkiin degildir.

Lavanduia angustifolia
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Sekil 6.17. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Lavandula tiirleri

Ballibabagiller familyasina ait olan Lavandula tiirleri dogal olarak Akdeniz havzasinda
yayilig gosterir. Karigik bal igerisinde yer alan Lavanta balinin igeriginden dolay1 bu tiirlerin
balda belirlenmesi beklenmektedir. Fakat Ballibabagiller familyasinda tiir tespitinde
yasanan sikinti Lavandula tiirleri igin de gegerlidir. %98,7 oraninda eslesmeye sahip
olmasina ragmen sadece 1 okuma elde edilmistir. P6 Loop bdlgesinin bu familya i¢in uygun

olup olmadig tartigma konusudur.
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Sekil 6.18. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Medicago tiirleri

Medicago, Fabaceae familyasina bagli bir bitki cinsidir. Akdeniz havzasinda yetisen bu
tiirler bir¢ok iklim kosuluna kolayca adapte olabilir. Tiirkiye’de genis bir yayilma alani bulan

bu tiirler yiiksek eslesme oranlariyla bal i¢inde belirlenmistir.
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Sekil 6.19. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Mentha tiirleri
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Mentha tiirleri arasinda kesin ayrim belirsizdir. Hibridizasyon bazi tiirler arasinda dogal
olarak gerceklesir ve birgok melez ve gesitinin oldugu bilinmektedir. NCBI referans veri
tabaninda en yakin eslesmeler sonucunda elde edilen sadece Mentha spicata dir. Ayrica
Ballibabagiller familyasi {iyesi olan Mentha’da da bu familyaya mensup olan tiirlerde oldugu

gibi P6 Loop bolgesi uyumsuzlugu az sayida tiir tespitine neden olmus olabilir.
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Sekil 6.20. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Nigella tiirleri

Karigik bal icerisinde yer alan Corek otu baliyla paralellik gdsteren bu sonuglarla tiir
diizeyinde en ¢ok okuma sayisina sahip tiir Nigella sativa olarak belirlenmistir. Castanea
tiirlerinde oldugu gibi ¢igekler, arilar ve diger bocekler i¢in iyi bir polen ve nektar kaynagidir

ve sonuclarimizla dogrulanmastir.
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Sekil 6.21. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Onobryhis tiirleri

Tir diizeyinde degerlendirildiginde Karigik bal unig filtresinde Onobrychis (Korunga)
cinsine ait tiirlerin 1 tanesinin Tirkiye’ye endemik oldugu tespit edilmistir ve Onobrychis
ornata’ya ait 2 okuma sayisi elde edilmistir. Kurak ve soguk iklim kosullarinda varligini
stirdiirebilen bir tiir olan Onobrychis ornata énemli toprak 1slahi bitkilerindendir. Polen ve
bal 6zii agisindan oldukca zengin oldugu i¢in arilar tarafindan tercih edilebilir oldugu

sonuglarimizla dogrulanmistir.
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Sekil 6.22. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Origanum tiirleri

Ballibaba familyasi iiyesi olan Origanum’da P6 Loop bolgesi uyumsuzlugu az sayida tiir

tespitine neden olmus olabilir.
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Sekil 6.23. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Pinus tiirleri
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Tir diizeyinde degerlendirildiginde Pinus cinsine ait Pinus sylvestris’in bir varyetesi
Tiirkiye’ye endemiktir. Metabarkodlama yontemiyle en fazla tiir diizeyinde tanimlama
yapilabildiginden bulunan tiiriin Tiirkiye’ye endemik oldugunu sdylemek miimkiin degildir.
Tiir olarak 7 okuma sayisina sahip olarak belirlenmistir. Sarigam da olarak bilinen bu tiir

genis bir yayilma alanina sahiptir. %98,5 eslesme oraniyla tiirler arasinda tespit edilmistir.
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Sekil 6.24. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Polygonum tiirleri

Polygonum aviculare (Coban degnegi) %100 eslesmeyle Karisik bal igerisinde tespit
edilmistir. Yayla balinda 2 okumayla ve %97°den kiiclik bir eslesmeyle tespit edilen tiir
Karigik bal igerisindeki farkli ballarin igeriginden kaynakli olarak okuma sayisinin arttigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 6.25. Karisik bal uniq igerisinde bulunan Quercus tiirleri

Karigik bal uniq igerisinde 24 okuma sayisina sahip Quercus petraea tespit edilmistir. Bu
tiirlin bir alt tiirii Tirkiye’ye endemiktir. Alt tiirlerinin tespiti metabarkodlama ile miimkiin
olmadigindan bu tiirtin endemik olup olmadig: ihtimal dahilindedir. Ayrica bu bilgiler
Karigik bal icerisinde yer alan mese baliyla paralellik gostermektedir. Tiirkiye’de dogal bir

yayilig gésteren mese ile salgi bali tiretimi 6nemli bir yere sahiptir.

"=

=2

E
-

-

=

=

0 5 10 15 20 25

Okuma Sayilan

Sekil 6.26. Karisik bal uniq icerisinde bulunan Rosa tiirleri
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Rosa tiirleri igerisinde Rosa canina disinda belirli bir tiir elde edilememistir. Ek 4. Karigik
bal uniq Tiir Listesi’nde Rosa cinsine ait 17 farkli tiir belirlenmistir. Fakat belirlenen tiirlerin
Tikiye’den kaydi bulunmamaktadir. Bu durum diger tiirlerde de oldugu gibi ¢ogaltilan

dizinin referans dizilerine en yakin eslesmeler saglamasindan kaynakli olabilir.
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Sekil 6.27. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Sambucus tiirleri

Sambucus nigra Tiirkiye’de yetisen Sambucus cinsine ait iki tiirden biridir. Yayilis alan1 ¢ok
genis olmadig1 ve Karisik bal igerisinde yogun halde bulunmadigindan dolay1r 1 okuma

sayistyla tespit edilebilmistir.
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Sekil 6.28. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Tilia tiirleri
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Tilia tiirleri icerisinde Tilia cordata disinda belirli bir tiir elde edilememistir. Tilia cordata
(Ihlamur) Karigik bal igerisinde yer alan Thlamur balina paralellik gostererek %98,8 eslesme
orantyla belirlenmistir. Diger Tilia tiirleri ise yine %97 eslesme oraninin lizerinde yer alirken

Tiirkiye’den bir kayda rastlanmamustir.

Tribulus terrestris
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Sekil 6.29. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Tribulus tiirleri

Yaygin bir istilaci tiir olan Tribulus terrestris diinya ¢apinda gesitli iklimlerde ve topraklarda
gozlemlenmektedir. Yabani kimyongiller sinifinda yer alan bu tiir disinda Tribulus’a ait
baska tiir tespit edilememistir. Tozlagsmas: riizgarla saglandigi belirtilen bu tiiriin okuma

sayisinin 15 olmasi arilarin beslenmek i¢in bu tiirii tercih etmemesi olabilir.
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Sekil 6.30. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Trifolium tiirleri

Karigik bal uniq igerisinde bulunan Trifolium tiirlerinden Trifolium aureum’un bir alt
tiriniin Tirkiye’ye endemik oldugu tespit edilmistir. Fakat tiir diizeyinde tanimlama
saglayan metabarkodlama yontemiyle bulunan tiiriin endemik oldugunu séylemek miimkiin
degildir. Ayrica tiir diizeyinde en fazla okuma sayilarindan biri olan 211 okuma sayisina
sahip olan tiirtin Trifolium resupinatum olarak belirlenmistir. Farkli renklerde olmasi ve
yaygin bir dagilim gostermesi nedeniyle arilar tarafindan tercih ediliyor olmas1 miimkiindiir.
Ayrica Karigik balda yer alan birden fazla balda belirtilen bir tiir olmas1 okuma sayilarinin

fazlaligiyla dogrulanmistir.
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Sekil 6.31. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Verbascum tiirleri

Verbascum (Sigirkuyrugu) Karigik bal igerisinde birden fazla bal etiketinde yer almaktadir.

Ayrica okuma sayilarinin fazlaligi ile bu sonug¢ dogrulanmaistir.
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Sekil 6.32. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Veronica tiirleri
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Veronica ¢igekli bitkiler familyasinda en biiyiik cins taksonudur. Buna ragmen Ek 4. Karigik
bal uniq Tiir Listesi’nde %97’den diisiik olan tiirler de dahil edildiginde az sayida tiir tespiti

yapilabilmistir. Bunun olasi nedeni P6 Loop bolgesinin bu bitki i¢in uygun olmadigi olabilir.
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Sekil 6.33. Karigik bal uniq igerisinde bulunan Vicia tiirleri

Vicia (Fig) tiirleri farkli renklere sahiptir. Bombus arilari, bal arilari, arilar ve diger bocekler
tarafindan tozlastirildign  bilinmektedir. Okuma sayilarindaki ¢oklukla bu bilgi

dogrulanmugtir.
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Sekil 6.34. Karisik bal 150 igerisinde bulunan cinsler

Karigik bal uniq verileriyle kiyaslandiginda 20 farkli baldan elde edilen 6rneklerin verilerine
150 filtresi uygulandiginda Tilia da dahil olmak {izere Ceratonia, Lamium, Origanum,
Polygonum ve Verbascum tiirlerinden okuma sayilar1 elde edilemedigi tespit edilmistir.
Cedrus, Mentha ve Tilia cinslerinin okuma sayilarinda herhangi bir degisiklik

gozlenmemistir. Diger cinslerin ise okuma sayilarinda bir azalma gézlemlenmistir.

Tiirkiye’de bulunma durumlarina gére Apium, Eucalyptus ve Pinus’un tiir diizeyinde

tanimlanmast miimkiin olmamastir.
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Sekil 6.35. Karigik bal 150 igerisinde bulunan Astragalus tiirleri
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Sekil 6.36. Karisik bal 150 icerisinde bulunan Campanula tiirleri
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Campanula cinsine ait okuma sayilar1 karsilagtirildiginda ve 150 filtresinin uygulandigi
veriler Tiirkiye’de bulunan tiirler diizeyinde degerlendirildiginde Campanula glomerata’nin
okunmadig1 tespit edilmistir. Ayrica her iki filtrede de elde edilen dort tiiriin ikisinin 150

filtresi sonucunda okuma sayilarinda diisiis gézlemlenmistir.
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Sekil 6.37. Karisik bal 150 i¢erisinde bulunan Castanea tiirleri

«= Cedrus libani

Tiir kimleri

Okuma Sayilar

Sekil 6.38. Karisik bal 150 icerisinde bulunan Cedrus tiirleri
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Karigik bal 150 filtresinde Cedrus libani tiiriinde Karisik bal uniq verilerine gore daha fazla
okuma sayilar1 elde edilmistir. Fakat Karigik bal uniq verilerinde elde edilen Cedrus sp.

olarak belirtilen okuma sayilarina 150 filtresinde rastlanmamastir.
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Sekil 6.39. Karigik bal 150 icerisinde bulunan Chenopodium tiirleri
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Sekil 6.40. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Citrus tiirleri

Karigik bal uniq verilerinde elde edilen Citrus trifoliata, Citrus sinensis, Citrus medica ve
Citrus limon 150 filtresi uygulandiginda okuma sayisi elde edilememistir. Ayrica Citrus

maxima nin okuma sayis1 11 iken 150 filtresiyle 6’ya diismiistir.
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Sekil 6.41. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Cynara tiirleri

Karigik bal uniq verilerinde 6 olan okuma sayis1 150 filtresiyle 5’e diigmiistiir.
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Sekil 6.42. Karigik bal 150 igerisinde bulunan Gypsophila tiirleri

Gypsophila tiirleri Karigik bal uniq verilerinde 7 olan okuma sayis1 150 filtresiyle 5’e

diismiistiir.
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Sekil 6.43. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Hypericum tiirleri

Tiir diizeyinde degerlendirildiginde Karisik bal uniq filtresinde oldugu gibi Hypericum
cinsine ait tiirlerin 1 tanesinin Tirkiye’ye endemik oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’ye
endemik bir tiir olan Hypericum heterophyllium un Karigik bal uniq verilerindeki okuma
sayis1 62 iken Karisik bal 150 filtresiyle beraber 46’ya diigmiistiir. Ayrica alt tiirlerlerinden
bir tanesi Tiirkiye’ye endemik olan Hypericum pampyhylicum’un okuma sayzsi her iki veride
de 1 olarak belirlenmistir. Yine alt tiirlerinden birinin Tiirkiye’ye endemik oldugu bilinen
Hypericum confertum’un ise Karigik bal uniq filtresinde 27 olan okuma sayis1 Karigik bal

150 filtresiyle beraber 25 okuma sayisina diigmiistiir.
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Sekil 6.44. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Lavandula tiirleri
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Sekil 6.45. Karigik bal 150 igerisinde bulunan Medicago tiirleri

Karigik bal uniq verilerinde tespit edilen Medicago sativa ve Medicago arbarea’nin okuma

sayilar1 150 filtresi ile tespit edilememistir.

78



Mentha spicata

Tiir bimleri

Mentha sp.

2 25 3 35

0 0,5 1 15
Okuma Sayilar

Sekil 6.46. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Mentha tiirleri

Karigik bal 150 ve Karigik bal uniq filtrelerinde Mentha tiirlerinde ayni1 okuma sayilari elde

edilmistir.
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Sekil 6.47. Karigik bal 150 igerisinde bulunan Nigella tiirleri
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Karigik bal uniq verilerinde oldugu gibi tiir diizeyinde en ¢ok okuma sayisina sahip tiir
Nigella sativa olarak belirlenmistir. Fakat Karigik bal uniq verileriyle karsilastirildiginda

495 olan okuma sayilar1 387’ ye diismiistiir.
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Sekil 6.48. Karigik bal 150 igerisinde bulunan Onobrychis tiirleri

Tiir diizeyinde degerlendirildiginde Karigik bal uniq verilerinde oldugu gibi Karigik bal 150
filtresinde de Onobrychis cinsine ait tiirlerden Onobrychis ornata 1 okuma sayisiyla
Tiirkiye’ye endemik oldugu tespit edilmistir. Diger tiirlerden 2 tanesinin okuma sayisi
degismezken Onobrychis viciifolia 'nin okuma sayis1 47°den 39’a, Onobrychis montana’nin

118’den 81’e diistligli goriilmiistiir.
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Sekil 6.49. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Quercus tiirleri

Karigik bal uniq igerisinde 24 okuma sayisina sahip ve alt tiirlerinden biri Tiirkiye’ye
endemik olan Quercus petraea tespit edilmis iken karisik bal 150 filtresi uygulandiginda
okuma sayist 3’e inmistir. Ayrica Quercus robur’un okuma sayis1 25’ten 9’a, Quercus
pubescus’un ise 23’ten 7’ye diigsmiistiir. Ayrica Karisik bal uniq’te tespit edilen Quercus ilex

ve Quercus cerris 150 filtresi uygulandiginda elde edilememistir.
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Sekil 6.50. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Rosa tiirleri

Rosa tiirleri igerisinde belirli bir tiir elde edilememistir.
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Sekil 6.51. Karigik bal 150 icerisinde bulunan Tilia tiirleri
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Sekil 6.52. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Tribulus tiirleri

Karigik bal uniq verileriyle kiyaslandiginda 15 olan okuma sayilar1 150 filtresiyle 12’ye
dismuistiir.
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Sekil 6.53. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Trifolium tiirleri

Karisik bal 150 igerisinde bulunan Trifolium tiir diizeyinde degerlendirildiginde Trifolium
aureum 'un alt tiirlerinden birinin Tiirkiye’ye endemik oldugu tespit edilmistir. Fakat Karigik

bal uniq ile kiyaslandiginda okuma sayisi 7’den 6’ya diismiistiir. Benzer sekilde tiir
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diizeyinde en fazla okuma sayilarindan biri olan 211 okuma sayisina sahip olan Trifolium

resupinatum’un okuma sayisinin 184’e diistiigii gozlemlenmistir.

Karigik bal unig’te tespit edilen Trifolium repens ve Trifolium alpestre Karisik bal 150

i¢erisinde bulunamamuistir.
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Sekil 6.54. Karisik bal 150 igerisinde bulunan Veronica tiirleri

Karisik bal uniq verileriyle birlikte degerlendirildiginde Veronica bozakmanii ve Veronica
anagallis’in okuma sayilarinda bir azalma goriilmiistiir. Ayrica Veronica chamaedrys

Karigik bal uniq igerisinde tespit edilmigken 150 filtresi uygulandiginda okuma sayisi elde

edilmemistir.
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Sekil 6.55. Karisik bal 150 icerisinde bulunan Vicia tiirleri

Karigik bal uniq verileriyle kiyaslandiginda Vicia tiirlerinden Vicia cracca 80 okuma
sayisindan 1’e digmiistiir. Karisik bal uniq filtresinden elde edilen Vicia villosa ve Vicia

hirsuta’dan okuma sayilari elde edilememistir.

Bu calismada cevresel DNA kaynagi olarak baldan DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Karmagik ve viskoz yapisindan dolay1 izolasyon asamasinda yasanan sikintilart gidermek
amaciyla ve ayni zamanda igerisinde yer alan yiiksek miktardaki seker oraninin sebep
olacagi kirlilikten dolay1 olusabilecek inhibitorlere karsi farkli 6n islemlere tabi tutulmustur.
Yapilan galismalarda PBS muamelesi, cam boncuklarin kullanilmasi, ultrasonik banyo
uygulamasi ve farkli sicaklik derecelerinde farkli siirelerde uygulanan ve modifiye edilmis
on islemler denenmistir (69). Utzeri ve ark.’nin yaptigi benzer bir ¢alismada baslangi¢
materyali 50 gram bal kullanilmistir. 12,5 gram bal 50 ml’lik 4 farkli falkona
aliquatlandiktan sonra her falkon 40 ml saf suyla tamamlanmis ve homojenizasyon
saglanmistir. Ardindan 40 °C’de 1 dakika inkiibasyona birakilmigtir ve 10 saniye
vorteklenmistir. Bu islem 10 kez tekrar edilmistir (63). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda
da baslangi¢ materyali olarak 50 gram bal kullanilmistir. Elde edilen DNA miktarinin ayni

kosullar altinda fakat sadece tek bir falkonla yani 12,5 gram balla devam edilen proseste elde
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edilen DNA miktarindan daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Fakat DNA miktariin
artmasiyla beraber 4 falkon kullanilmasinin ardindan birlestirilen peletlerde DNA safliklari
istenilen diizeyde elde edilememistir. Bu durumun olasi nedeni DNA miktarinin yaninda
seker, fenolik bilesikler gibi inhibitorlerin de peletlerle beraber prosese dahil edilmis
olmasidir. Ayn1 zamanda 40 °C’de 10 dakikalik inkiibasyonun yeterli oldugu
gozlemlenmistir. 5000xg’de oda sicakliginda 25 dakika santrifiijiin ardindan 4 farkl
falkonda elde edilen peletler siispanse edildikten sonra tek bir falkonda birlestirilmistir.
Tekrar saf suyla homojenize edilip aymi kosullarda santrifiije sokulmustur (63). Oda
sicakliginda uygulanan santrifiij sayesinde balin icerisinde bulunan sekerin donarak pelette

olusabilecek kirliligin Oniine gectigi gdzlemlenmistir.

Balda metabarkodlama yonteminin kullanildigi benzer ¢aligmalarda farkli 6n islemler
yapildiktan sonra izolasyona CTAB protokoliiyle devam edilmistir (63) (70). Ayni zamanda
farkli ticari kitlerin de 6n islem uygulanan balda kullanilabilecegi ¢aligmalarla gosterilmistir
(4) (69). Uygulanabilirliginin kolayligi, zaman agisindan verimi ve diger ticari kitlerle
karsilastirildiginda maliyeti degerlendirildiginde GeneMATRIX Plant & Fungi DNA

Purification Kit tercih edilebilir bir kit oldugu belirlenmistir.

Metabarkodlamanin sinir1 yalnizca kullanilan primerin eklendigi taksonlari tespit etmesidir
(72). Kloroplast belirtegleriyle ilgili olarak bitkilerde standart bir DNA barkodlama sistemi
olusturmak daha zordur (73). Yasam Barkodu Konsorsiyumu (CBOL) gerektiginde ek
barkodlarla desteklenmesi i¢in iki plastid kodlama bdolgesinin boliimlerinden olusan bir
barkod onerir. Arabidopsis thaliana plastid genomu referans olarak kullanildiginda rbcL,
1-599 konumlari arasinda yer alir ve ribuloz-bisfosfat karboksilaz geninin 51 ucundaki 599
bp'lik bir bolgeden olusur. matK ise maturaz geninin merkezi olan 841 bp'lik bir bolge igerir.
205-1046 pozisyonlari arasinda bulunur (74). matK plastid genomunun en hizli gelisen
kodlama boliimlerinden biridir (75). Ayrica mitokondriyel COI’in (cytochrome c oxidase 1)
en yakin bitki analogudur. Fakat 6zellikle anjiyosperm olmayan tiirlerde mevcut primer
setleri kullanilarak amplifiye edilmesi zor olabilir. tbcL ise kara bitkilerinde amplifiye
edilmesi, dizilenmesi ve hizalanmasi kolaydir (74). Fakat diisiik seviyelerde varolan bazi
tirlerin gozden kagmasina neden olabilir. rbcL’nin ayrim diizeyi ¢ogunlukla genel
diizeydedir bu da sonuglarda baskin tiirlerin listesine ulasmayr miimkiin kilar (62). PCR

amplifikasyonu ve DNA amplikon dizilemesi basaris1 agisindan yiiksek evrenselliklerine
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ragmen dizilenen tiirleraras1 spesifikasyonu nedeniyle yetersizdir (76). Kloroplast trnL
(UAA) intronu benzer ¢alismalarda kullanilan bir diger primerdir (77). Bruni ve ark. yaptigi
calismada trnH psbA intergenik ayiricinin baldaki bitki tiirlerinin tanimlanmasinda en ayirt
edici belirte¢ oldugunu ileri stirmiistiir (4). ITS2 ise hem cins hem de tiir diizeyinde
filogenetik rekonstriiksiiyonlar i¢in yaygin olarak kullanilan bitki primeridir (64). NCBI
girislerine bakildiginda matK 233 956, rbcL 280 493, ITS2 241 876, trnH psbA 157 470 ve
trnL ise 323 869 kez calismalarda kullanilmustir.

DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra tiim kloroplast trnL (UAA) intronunun (254-767 bp)
daha kisa bir parcasi olan P6 Loop (10-143 bp) bolgesini ¢ogaltan bitki primeri tercih
edilmistir. P6 Loop, yiiksek oranda degrede olmus DNA'y1 analiz ederken bugiine kadar
kullanilan alternatif sistemlerden daha iyi performans gosterir. P6 Loop bitkilerde tiir
tanimlamas: i¢in tercih edilen ve 6zellikle gida endiistrisinde, adli bilimlerde, diskiya dayali
diyet ¢aligmalarinda ve gegmis bitki topluluklarinin yeniden yapilandirilmasi i¢in permafrost
analizlerinde yaygin olarak kullanilma potansiyeline sahiptir (78). Bu durumda bizim
calismamizda tek bir primer ¢ifti kullanilarak farkli enzimlerin denenmesi sonucunda
analizler tamamlanmigtir. P6 Loop bolgesine karar vermeden once ITS2 ve rbcL
primerleriyle PCR kurulmustur. P6 Loop karmasik materyallerin DNA izolasyonu
sonucunda elde edilen iiriiniin degredasyonuna ragmen tiir seviyesinde tanimlamayi
miimkiin kilmistir. Ayrica 10-143 bp’lik kisa bir parcay1 ¢ogaltarak yeni nesil dizileme i¢in
kullanilacak cihazin sartlarini saglamasinin yaninda biyoinformatik analizler agisindan da
kolaylik saglamistir. Tiirkiye’deki durumuna bakilmaksizin P6 Loop fragman okumalarinin

analizinden belirlenen bitki tiirlerine iliskin bilgiler ekte yer almaktadir.

Yeni nesil dizilemede farkli cihazlarin kullanilmasi miimkiindiir. Bovo ve ark.’nin yaptig
calismada yeni nesil dizileme i¢in Ion Torrent kullanilmis ve balin botanik kdkeninin ortaya
c¢ikarilmasinin shotgun metagenomik analiziyle miimkiin oldugu belirtilmistir. Bu uygun
maliyetli yaklagimin yararliligi bu ¢alismayla dogrulanmis ve daha fazla sayida 6rnekle rutin
uygulamalara doniistiiriilebilecegi gosterilmistir (70). Benzer bir ¢alismada Khansaritoreh
ve ark.’1 [llumina MiSeq kullanarak 2x250 bp okuma sayisiyla balda cografik koken analizi
yapilmistir. Toplamda 5 377 352 okuma ve ornek basina ortalama yaklasik 76 820 okuma
saglanmigtir. Okumalarin %99,77si barkodlara gore siniflandirilabilmistir (79). Kiitiiphane

hazirlig1 i¢in indeksli primerlerle kurulan PZR’den sonra yeni nesil dizileme cihazi olarak
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Ilumina NextSeq 550 kullanilmistir. Ornek basma 300 000 okuma gergeklestirilmistir.
2x150 bp okuma boyunun P6 Loop bolgesinin tamamin1 kapsayabileceginden ileri ve geri
okumalarin yiiksek bir yiizdeyle birlestirilebilmistir. Benzer sekilde P6 Loop bdlgesinin
cogaltildig1 Yayla balindan elde edilen okuma sayis1 63 971 iken Karisik baldan elde edilen
okuma sayi1s1 279 602’dir.

G0z 6niinde bulundurulan biyolojik soru ne olursa olsun, DNA metabarkodlama yeni nesil
dizilemeye dayanir. Sonucta elde edilen milyonlarca DNA dizisi okumasidir. Bu tiir biiytlik
verilerin islenmesi farkli programlarla miimkiin olabilir. Bovo ve ark.’nin yaptig1 calismada
Ion Torrent’in sagladigi Ion Torrent Server (Thermo Fisher Scientific Inc.) kullanilmig ve
sonuglarda dizileme deriligini arttirarak tiirlerin tespit edilme olasiliginin da arttirilabilecegi
belirlenmistir (70). Genellikle biiyiik verilerin analizleri Unix sisteminde ¢alisan
programlara ihtiya¢ duyar. Unix, dosyalar1 islemek icin ¢ok sayida basit aracin bulundugu
bir isletim sistemidir. Unix’in ana felsefesi basit temel komutlarla karmasik islemlerin
olusturulmasina olanak tanimasidir. Unix’in agik kaynakli bir versiyonu olan Linux isletim
sistemiyle ulagilabilir bir kaynaktir. OBITools programlar: genellikle filtre gorevi goriir.
Mothur veya QIIME gibi benzer araglarla karsilastirildiginda OBITools temel olarak
filtreleme ve siralama algoritmalarina dayanir. Cesitli metabarkodlama uygulamalarina gore
ayarlanabilir ¢cok yonli bir is akisi saglar (80). Calismamizda biyoinformatik analizler
sonucu elde edilen verilere yapilan filtrelerle primerler temizlenmis kalite kontrolii yapilmis
ve bir¢ok parametre kullanilmistir. Tekrar eden diziler ¢ikarilmis (uniq) ve 50’den daha kisa
olan okumalar temizlenmistir (150). Benzer bir calismada farkli biyoinformatik araglar
kullanilmasina ragmen minimum 50 bp birlesme uzunlugu belirlenmistir ve birlestirilen
okumalar sadece her iki ugta da belirlenen primerleri igeriyorsa tutulmustur (72). Boylece 2
farkli verinin analizleri sonucunda her 6rnege ait 2 veri elde edilmistir. %97 eslesmenin
altinda olan tiirler listeden c¢ikarilmistir. Metabarkodlama calismalarinin yorumlanmasi
biyoinformatik analizler i¢in kullanilan veri setinin eksizligine dayanir. NCBI veri seti bazi
tiirlerin yaymlanmis tiim genomlarim kapsayan birgok girisi igermektedir. Ornegin Citrus
sinensis (Tath portakal agaci) ve Eucalyptus grandis (Okaliptiis agaci) genomlari halihazirda
dizilenmistir. Bovo ve ark. ¢alismalarinda balda bulunan baskin tiirler olarak veri setiyle
eslesme saglanabilmistir (70) (81). Bizim ¢alismamizda da NCBI’1n veri tabani kullanilmis
ve bazi tiirlerde daha iyi okumalar tespit edilmistir. Genel olarak tiim verilerin sonuglarindan

da goriilebilecegi gibi uniq verilerinde daha fazla cins ve tiir tespiti yapmak miimkiin
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olmustur. Bazi tiirlerin farkli iilkelere 6zgli oldugu belirlenmistir. Bunun sebebinin
Tiirkiye’de kiiltiir edilmis bitkilerin dizilerinin veri tabanina girisinin olmamasi ya da yeni
nesil dizileme sonucundan elde edilen dizinin veri tabanindaki en yakin diziyle
eslesmesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Baz1 tiirlerin ise tespit edilememesinin
sebebi kullanilan P6 Loop bélgesinin elde edilmesi istenen tiirlere uygun veya yeterli
olmamasi olabilir. Ayrica uniq verileri Tiirkiye’ye endemik tiirlerin belirlenmesinde de daha

1yi okumalara ve eslesmelere sahiptir.

Balin kalitesi ¢igek kompozisyonu ve iiretimi yapildigi alani iklim ve g¢evre kosullariyla
yakindan ilgilidir. Campulanaceae ve Lamiaceae gibi bazi polenlerin morfolojik
Ozellikleriyle ayirt etmek ve tiir tanimlamas1 yapmak zordur (71). Rosaceae ve Asteraceae
gibi bazi familyalar i¢in ise DNA metabarkodlama, melissopalinolojiye kiyasla daha yiiksek

bir tanimlamay1 miimkiin kilar (82).

Yayla bali iginde etikette belirtilen Apium, Medicago, Polygonum, Rosa, Trifolium ve Vicia
cinslerinden filtrelerle elde edilen sonuglarda Polygonum disinda diger bes cinsin tespiti
miimkiin olmustur. Tiirkiye’de ve diinyada yetisme kolaylig1 ve yayginlig1 agisindan tiir

diizeyinde tespit edilmesi miimkiin olmustur.

20 farkli balin PZR {irtinlerinin birlestirilmesiyle elde edilen Karigik bal verileri Tiirkiye’de
bulunanlar baz alinarak cins diizeyinde degerlendirildiginde en ¢ok okuma alinan cinsler
Hypericum, Quercus, Trifolium ve Castanea’dir. Tiir diizeyinde degerlendirildiginde ise
Karisik bal verilerinde her iki sonugta da Castanea sativa’ ‘dan (Kestane agaci) ve Nigella
sativa’dan (Corek otu) gelen okumalarin yiiksek oranda oldugu gézlemlenmistir. Bu ballarin
uretildigi bolgelerde bu tiirlerin yaygin oldugu ve yliksek oranda polen ve nektar kaynagi
olan tiirler oldugu bilinmektedir. Trifolium repens (Beyaz ti¢giil) ve Trifolium incarnatum
(Kirmuz1 liggiil) etiket bilgilerinde 6zellikle tiir diizeyinde belirtilmis olmakla beraber analiz
sonuglarinda tespit edilmistir. Botanik grup olarak Taraxacum (Karahindiba) poleninin
balda yeterince temsil edilmedigi verisi sonuglarimizla dogrulanmistir. Apium
(Maydonozgiller), Lamium (Ballibaba Familyasi), Polygonum (Coban degnegiller) ve
Tulipu (Mus Lalesi) tespit edilmesini bekledigimiz cinsler olmasina ragmen yapilan analiz

sonucunda bulunamamistir. Bunun olasi sebebinin P6 Loop bdlgesinin uyumsuzlugu oldugu
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sOylenebilir. Bu durum kismen polen igerigi acisindan tutarsizligi ve heterojenligi yansitiyor

gibi goriinmektedir ve balin botanik imzasini etkilemektedir.

Tek basina analiz edilen Yayla bali i¢erisindeki tiirler Sekil 6.56. Yayla bal1 uniq igerisinde
bulunan cinsler grafiginde yer almaktadir. Burada da belirtildigi gibi Apium, Medicago,
Polygonum, Rosa, Trifolium ve Vicia cinslerinin tespit edilmistir. Bunun yaninda ayni1 6rnek
Karigik bal igerisinde de mevcuttur ve Sekil 6.57. Karisik bal uniq igerisinde bulunan cinsler
grafiginde verilmistir. Bu iki grafik ve Karisik bal igerisindeki tiirleri temsil eden grafikler
birlikte degerlendirildiginde Karisik bal igerisinde Yayla balinin igerigini tiir diizeyinde

tespit etmek miimkiin olmustur.

Elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde DNA izolasyonu sonucundaki iiriiniin safliginin
istenilen diizeyde olmamasi veya diisiik olmasi ya da PZR’de kullanilan primerin yani P6
Loop bdlgesinin Tiirkiye’de bulunan tiirler i¢in uygun olmamasi bazi tiirlerin tespit
edilmesini engellemistir. Ayrica diger bir olast neden ise Tiirkiye’de daha once kaydi
olmayan ve NCBI veri tabaninda varolan referans dizileri arasinda en yakin olan diziyle
eslesme saglanmasidir. Fakat tiir diizeyinde elde edilen sonuglara bakildiginda tanimlanan
Hypericum heterophyilum ve Onobrychis ornata Tirkiye’ye endemik tiirler olarak

belirlenmistir.
6.2. SONUC

Bal en cok hile yapilan gida iiriinlerinden biridir. Bu baglamda bu ¢alisma balin botanik
bilesimini belirmek icin DNA metabarkodlama yaklagimi uygulamalarinin etkinligini
degerlendirmektedir. DNA barkodlama herhangi bir botanik bilgisi olmadan karmagik gida
trlinlerini analiz etmek igin rutin olarak kullanilan en standart ve evrensel molekiiler
tekniktir (71). Bu ¢alismanin en 6nemli sonuglarindan biri DNA metabarkodlama analizinin
balin cografik kokenini ve botanik kaynagini anlamak i¢in kullanilabilir oldugunu
gostermesidir. 20 farkli balin bir arada analiz edildigi ve farkli bitkilerin karisimindan olusan
bir drnegin icerisindeki endemik tiirlerin tespit edilmesi miimkiin olmustur. Boylece ballar
ayr1 ayrn analize gonderildiginde DNA metabarkodlama ydntemiyle balin molekiiler

diizeyde cografik ve botanik kékeninin belirlenmesi miimkiin olacaktir.
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Bal arilari, polen, balmumu ve bal dahil olmak {izere kovan bilesenlerinde bulunan
endustriyel kirliligi ve cevresel kirleticileri tespit etmek amaciyla kullanilan izleme araglari
olarak kabul edilir. Bu nedenle bal icerigi, bal aris1 faaliyetlerini ve yiyecek arama
davranigini yansittig1 ve karmasik biyom ve ekolojik aglardan etkilendigi i¢in bal, ¢evresel
DNA dahil olmak iizere ¢evresel bilgi kaynagi olarak kabul edilir (63). Bagka bir sistem ya
da aragla elde edilemeyen biyoekolojik bilgiler yeni nesil dizilemeye dayali DNA
metabarkodlama yaklagimlari ve bu yaklagimlarin kombinasyonlariyla bu cevresel bilgi
kaynagini tespit etmeyi miimkiin kilar. Molekiiler diizeyde simdiye kadar Tiirkiye’den giris
yapilmis herhangi bir bilgi bulunmayan tiirlerin balin igeriginde tespit edilmis olmasi
Tirkiye’de bulunma ihtimalini s6z konusu hale getirmektedir. Morfolojik olarak
tanimlanmayan ya da heniiz Tiirkiye’den girisi olmayan tiirler bdylece veri tabanina
eklenebilecektir. Ayrica bu yontemlerin is birligi sayesinde daha hizli sekilde veri elde
edilebilecek ve daha biiyiik cografi alanlarda tespit edilebilir hale gelecektir. Bu ¢aligmayla
balda yeni nesil dizileme teknolojilerinin kullanimi ve c¢evresel DNA metabarkodlama
yaklagimiyla birlikte tiir diizeyinde tanimlama yapilmasmin basarili sonuglar ortaya

koydugunu acik¢a gostermektedir.

Balin kalitesi dogrudan iiretim alaninin iklimsel ve ¢evresel kosullariyla iliskilidir ve DNA
metabarkodlama baldaki bitki tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (83). Bal aris1
kolonileri mevcut kaynaklar arasinda bagimsiz se¢imler yapar (62). Bazi bitkilerin bal
arilarimin diyetinde 6nemli olmasinin birka¢ nedeni vardir. En 6nemli sebeplerinden biri
ortamdaki bitkilerin bollugu ve bunlarin nektar ve polen iiretiminin diizeyi ve kalitesidir.
Ayrica nektar hacmi, konsantrasyonu ve seker bilesiminin hepsinin bal arisinin ¢igek
secimini etkiledigi gosterilmistir (84). Elde edilen sonuglarla da desteklenebilecegi gibi
polen acisindan zengin olan ve cografik dagilimina gore degerlendirildiginde yaygin olan
tiirler arilar tarafindan daha fazla tercih edilmekte veya edilmemekte ve bal igerigindeki

okuma sayilar1 buna gore artmakta ve azalmaktadir.

Bu ¢alismada 6rneklerin temin edilmesiyle birlikte kullanilacak yontemlerin belirlenmesinin
biyiik o6nem tasidigt vurgulanmistir. Bu nedenle hem kullanilacak yontemin
uygulanabilirligi hem zaman agisindan verimliligi hem de maddi olarak degerlendirildiginde
uygun analizlere karar verilip birlestirmek amaciyla ilk adimda kullanilacak protokoller

optimize edilmistir. PZR i¢in kullanilan P6 Loop’un yiiksek oranda bozulmus DNA
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kullanildiginda bile amplifiye edilebilir oldugu gosterilmistir (78). Bu kisa DNA belirteg ile
bal icerisinde bulunan bitkileri tiir diizeyinde tanimlamak miimkiin olmustur. Bununla
birlikte kompleks yapisi agisindan degerlendirildiginde balda yapilan bu analizler ve P6
Loop gida endiistrisinde benzer gidalarda da yaygin olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.
Balda metabarkodlama ile ilgili standart bir is akis1t mevcut degildir. Bu ¢alismayla birlikte
benzer ¢aligmalara oncii olabilecek manipiile edilebilir bir ig akistyla 6n islem, izolasyon,
PZR’de kullanilacak enzim ve primer se¢imi, uygun filtrelerle uygulanabilecek bir
biyoinformatik analiz basamaklar1 sunulmustur. Sadece bitki olmaksizin balda bulunan
mantar, bakteri ve omurgasizlarin tespit edilecegi calismalar i¢in de bir is akist

saglamaktadir.

Balin cografik ve botanik kokeni anlamak i¢cin DNA metabarkodlama kullanilabilir bir
yontem olmasina ragmen bu calismalar alandaki molekiiler diizeyde incelenen bitkilerin
ayrimtili bir listesiyle miimkiin olabilir. Bu tiir calismalarda veri seti genellikle sinirlayici bir
faktordiir. Yerel iireticiler, amatorler veya doga tarihi miizeleriyle is birligi ile bitkiler

toplanarak analizler gerceklestirilebilir.

DNA metabarkodlama, DNA’nin degistirilemez, her tiirlii materyalden elde edilebilir, 1s1l
islemlere karsi direngli olduguna dair kanitlarla beraber ¢ok giiglii bir tan1 aracidir. Tiir
tanimlamalarina olanak saglar ve kalite kontrolleri, yapilan hilelerin tespiti dolayisiyla gida
korsanliginin 6nlenmesi amaciyla kullanilabilecek bir yontem olarak DNA metabarkodlama
farkli gida materyallerinde de kullanilabilir. Ozellikle gidalarin kalite kontrolii ve
1zlenebilirligi konusunda rutin testler halinde kullanilabilirligi yakin gelecekte s6z konusu

olabilir.

Bu calismanin sonuglar tespit edilen yerel flora tiirlerini karsilastirarak balin hatali veya
hatal1 etiketlemesini tespit etmede DNA analizinin potansiyel faydalarini desteklemektedir.
DNA metabarkodlamanin tiretim ve dagitimin farkli agamalarinda bal izlenebilirligi i¢in

giivenilir bir ara¢ oldugu gdsterilmistir.
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EKLER

Ek 1. Orneklerin jel goriintiisiindeki numaralar

Ornek Bilgisi Ornek Numarasi
Yayla cicek bah 4457
Bingol cicek bal 4458

Kayseri cicek bah 4459
Mus cicek bah 4460
Semdinli ¢icek bah 4461
Yiiksekova cicek bal 4462
Kaz dagi bah 4463
Keven Kekik bal 4464
Narenciye bali 4465
Lavanta bah 4466
Tiitsii bah 4467
Sedir bah 4468
Corek otu bah 4469
Kestane bal 4470
Thlamur bah 4471
Keciboynuzu bah 4472
Okaliptus bah 4473
Cam bah 4474
Mese bali 4476
Siizme ¢cam bah 4477
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Ek 2. Qubit dl¢iim protokolii

. Kitin i¢cinde 0.5 ml’lik PZR tiiplerinde standartlar hazir bulunmaktadir. Standart 1 ve

2 asagidaki grafigi vermezse standart soliisyonlar tekrar hazirlanmalidir.

1- Iki adet standart ve bir adet 6rnek igin 0.5 ml’ lik bos PZR tiipleri hazirlanr.

2- Her bir 6rnek igin 199 ul Qubit Buffer’in iginde 1 ul Qubit Reagent seyreltilerek
Qubit Working Solution hazirlanir.

3- Standart tiiplerine 190 pl, 6rnek tiiplerine ise 198 pl Working Solution eklenir.
4- Hazirlanan standart tiipiine 10’ar pl standart soliisyonlar1 (1 ve 2) eklenir.
5- Hazirlanan 6rnek tiipiine 2 pl DNA eklenir. Boylece iki standart ve her 6rnek i¢in

birer adet olmak tizere 200 pul’ lik son soliisyonlar elde edilmis olur.
6- Biitiin tiipler 2-3 saniye vortekslenir.
7- Tiipler oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilir.

8- Orneklerin analiz edilir.
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Ek 3. OBITools uniq is akisi

gunzip *.gz

fastqc *1.fastq

fastqc *2.fastq

illuminapairedend --score-min=30 -r *2.fastq *1.fastq > filename.align.fastq
obigrep -p 'mode!="joined™ filename.align.fastq > filename.merge.fastq

perl /mnt/d/kali/obi/tagcleaner-standalone-0.16/tagcleaner.pl -fastq filename.merge.fastq -
out filename.trim -tag5 GGGCAATCCTGAGCCAA -tag3
CCATTGAGTCTCTGCACCTATC -mm5 3 -mm3 3 -info

obiunig -m sample filename.trim.fastq > filename.uniq.fasta
obiannotate -k count -k merged_sample filename.unig.fasta > $$ ; mv $$ filename.unig.fasta

blastn -query filename.l50.clean.fasta -db nt -remote -max_target_seqs 3 -outfmt "6 gseqid

stitle length pident ssciname” -out filename.c5.175.rblast.results
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Ek 4. OBITools 150 is akisi

gunzip *.gz

fastqc *1.fastq

fastqc *2.fastq

illuminapairedend --score-min=30 -r *2.fastq *1.fastq > filename.align.fastq
obigrep -p 'mode!="joined™ filename.align.fastq > filename.merge.fastq

perl /mnt/d/kali/obi/tagcleaner-standalone-0.16/tagcleaner.pl -fastq filename.merge.fastq -
out filename.trim -tag5 GGGCAATCCTGAGCCAA -tag3
CCATTGAGTCTCTGCACCTATC -mm5 3 -mm3 3 -info

obiunig -m sample filename.trim.fastq > filename.uniq.fasta
obiannotate -k count -k merged_sample filename.unig.fasta > $$ ; mv $$ filename.unig.fasta
obigrep -1 50 filename.uniq.fasta > filename.150.fasta

blastn -query filename.l50.clean.fasta -db nt -remote -max_target_seqs 3 -outfmt "6 gseqid

stitle length pident ssciname” -out filename.c5.175.rblast.results
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Ek 5. Yayla bali uniq Tiir Listesi

Organizma Eslesme | Say1 | Organizma Eslesme | Say1 | Organizma Eslesme | Say1

Aaronsohnia pubescens 98.6% 6 Embryophyte sp. 100.0% | 12 Patrinia saniculifolia 91.0% 2

Abuta grandifolia 83.1% 1 Emilia pumila 95.7% 1 Pedicularis altaica 95.1% 1

Acacia axillaris 92.2% 1 Emmenosperma 100.0% | 29 Pedicularis artselaeri 97.0% 1
cunninghamii

Acacia brunioides 95.9% 1 Entandrophragma 88.9% 1 Pedicularis ishidoyana 97.0% 1
utile

Acacia conferta 95.9% 1 Epimedium 93.3% 2 Pedicularis pilostachya 88.7% 2
ecalcaratum

Acacia costata 93.1% 3 Epimedium 97.6% 1 Peganum harmala 100.0% | 166
perralderianum

Acacia elongata 86.3% 1 Epimedium 97.6% 1 Peganum multisectum 100.0% | 166
platypetalum

Acacia hakeoides 84.9% 1 Epimedium 97.6% 1 Peganum nigellastrum 100.0% | 2
stellulatum

Acacia harpophylla 88.2% 1 Eremogeton 97.0% 1 Peliosanthes arisanensis | 90.7% 1
grandiflorus

Acacia kempeana 90.7% 2 Eremophila 97.0% 2 Pellionia radicans 97.1% 1
gibbifolia

Acacia paradoxa 95.9% 3 Erica maderensis 92.0% 1 Pellionia yunnanensis 100.0% | 5

Acacia peuce 95.1% 1 Erigeron annuus 98.6% 7 Pemphis acidula 100.0% | 3

Acacia phaeocalyx 89.5% 2 Eriobotrya henryi 89.0% 1 Penelopeia suburceolata | 100.0% | 1

Acacia stowardii 90.7% 2 Eriobotrya seguinii 89.0% 2 Pennellianthus 96.9% 1

frutescens

Acacia tindaleae 95.9% 1 Eriocaulon 100.0% | 6 Pennisetum purpureum 100.0% | 2
cristatum

Acaena emittens 98.6% 2 Erlangea calycina 83.6% 3 Pentodon pentandrus 95.5% 9

Acaena saccaticupula 100.0% 2 Eryngium campestre | 100.0% | 18 Peracarpa carnosa 98.6% 11

Acaena sericea 100.0% 5 Eryngium planum 100.0% | 36 Pereilema ciliatum 100.0% | 1

Acaena tenera 100.0% 1 Erysimum bicolor 100.0% | 9 Perezia atacamensis 98.6% 7

Acaena tesca 100.0% 16 Erysimum odoratum | 100.0% | 18 Perezia pinnatifida 100.0% | 1

Acaena trifida 100.0% 16 Eucalyptus 98.8% 2 Peristeria elata 100.0% | 1
incrassata

Acalypha macrostachya 90.5% 1 Eucalyptus pilularis | 100.0% | 2 Pertya phylicoides 98.6% 61

Acantholimon collare 100.0% 1 Eucalyptus robusta 98.8% 4 Petalonyx linearis 92.6% 1

Acantholimon echinus 97.7% 1 Eucnide grandiflora | 100.0% | 6 Petunia integrifolia 98.3% 1

Acantholimon fedorovii 100.0% 1 Eucnide urens 100.0% | 3 Petunia x 98.3% 2

Acantholimon hohenackeri | 97.7% 1 Eucodonia 92.4% 1 Peucedanum delavayi 91.2% 1
andrieuxii

Acantholimon 97.7% 1 Eugenia rhombea 100.0% | 1 Peucedanum elegans 100.0% | 1

leucochlorum

Acantholimon talagonicum | 100.0% 1 Eupatorium 100.0% | 57 Phacelia pinnatifida 98.5% 1
cannabinum

Acanthonema strigosum 95.0% 1 Eupatorium 98.6% 41 Phaenanthoecium 100.0% | 3
lindleyanum koestlinii

Acanthus mollis 100.0% 2 Euphorbia 93.9% 1 Phaleria capitata 84.0% 1
hadramautica

Acanthus spinosus 100.0% | 4 Euphorbia leistneri 100.0% | 4 Phaleria macrocarpa 84.0% 2

Achillea fragrantissima 98.6% 17 Euphorbia 93.9% 1 Phelipanche cernua 100.0% | 5
longituberculosa

Achillea millefolium 100.0% 20 Euphorbia sp. 93.9% 1 Phelipanche cilicica 98.4% 4

Achillea teretifolia 98.6% 17 Euphorbia 100.0% | 4 Phelipanche hajastanica | 98.4% 2
transvaalensis

Achillea wilhelmsii 98.7% 3 Euphrasia mirabilis | 98.4% 3 Phelipanche heldreichii 98.5% 1

Achimenes admirabilis 97.0% 1 Euphrasia 98.4% 6 Phelipanche 100.0% | 4
philippinensis portoilicitana

Achlys japonica 95.2% 4 Eurya japonica 93.2% 1 Phelipanche purpurea 100.0% | 1
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Achrophyllum dentatum 90.9% 1 Euryops 100.0% | 5 Phelipanche schultzii 97.7% 1
abrotanifolius

Achrophyllum 93.0% 2 Euryops 95.8% 3 Phelipanche sevanensis 98.5% 1

guadrifarium brachypodus

Acilepis ngaoensis 98.6% 9 Euryops 100.0% | 2 Phelipanche sp. 98.7% 267
speciosissimus

Acilepis sutepensis 95.9% 1 Euryops virgineus 94.8% 1 Philadelphus calvescens | 86.8% 1

Aconitum crassiflorum 92.0% 1 Eustachys 100.0% | 1 Philadelphus pekinensis | 86.2% 1
paspaloides

Aconitum sinomontanum 92.0% 1 Euthystachys 98.6% 1 Philadelphus satsumi 86.8% 1
abbreviata

Acrocarpus fraxinifolius 98.8% 97 Eutrochium 100.0% | 34 Philodendron cordatum 97.7% 4
purpureum

Acronema astrantiifolium 97.1% 1 Exostyles venusta 97.3% 1 Phleum alpinum 100.0% | 3

Actinidia chinensis 98.9% 72 Fagonia olivieri 95.6% 3 Phleum phleoides 100.0% | 3

Actinidia hubeiensis 100.0% 1 Fallopia aubertii 92.5% 2 Phlomis chrysophylla 100.0% | 1

Actinidia macrosperma 100.0% 1 Fallopia multiflora 96.9% 2 Phlomis fruticosa 100.0% | 1

Adenocaulon himalaicum 95.8% 1 Fallopia 92.0% 1 Phlomis rigida 100.0% | 1
sachalinensis

Adenophaedra grandifolia | 90.5% 1 Fallugia paradoxa 98.6% 3 Phlomoides 89.6% 2

szechuanensis

Aechmea nudicaulis 87.0% 1 Ferula sinkiangensis | 100.0% | 20 Phoebe neuranthoides 100.0% | 3

Aegopodium podagraria 98.5% 1 Ficus benghalensis 98.5% 1 Phoebe puwenensis 100.0% | 3

Aethionema elongatum 100.0% 1 Ficus microcarpa 100.0% | 11 Phoebe sp. 100.0% | 3

Afrotrewia kamerunica 97.3% 1 Ficus pumila 100.0% | 11 Phonus rhiphaeus 98.6% 1

Afrotysonia glochidiata 86.3% 10 Filipendula 97.1% 1 Photinia benthamiana 98.6% 1
camtschatica

Agalinis tenella 97.7% 2 Fingerhuthia 90.5% 4 Photinia integrifolia 84.4% 1
africana

Agalinis tenuifolia 100.0% 1 Fontanesia 98.5% 12 Photinia loriformis 100.0% | 2
phillyreoides

Agathosma sp. 89.1% 1 Foonchewia 96.9% 2 Phragmites australis 100.0% | 12
guangdongensis

Ageratina fastigiata 97.3% 3 Fossil Castanea 100.0% | 7 Phylica cephalantha 85.5% 1

Agoseris glauca 100.0% | 3 Fossil Quercus 100.0% | 8 Phylica odorata 94.9% 1

Ainsliaea acerifolia 97.1% 1 Frangula alnus 100.0% | 1 Phylica villosa 92.2% 1

Ainsliaea apiculata 97.3% 2 Frangula azorica 91.8% 2 Phyllanthus amarus 95.0% 5

Ainsliaea latifolia 97.1% 1 Frangula purshiana | 100.0% | 1 Phyllis viscosa 86.4% 1

Ajania variifolia 98.6% 14 Froesiochloa 100.0% | 1 Phyllium monteithi 100.0% | 1
boutelouoides

Ajuga decumbens 98.4% 4 Fuertesia 97.4% 2 Phyllocara aucheri 95.5% 1
domingensis

Ajuga yesoensis 98.4% 3 Fumana procumbens | 98.4% 10 Phyllospadix iwatensis 100.0% | 1

Aldama arenaria 93.3% 4 Fusaea peruviana 86.7% 1 Phyteuma orbiculare 100.0% | 11

Aldama bakeriana 98.6% 7 Gaillardia mexicana | 98.6% 1 Phyteuma persicifolium 98.2% 1

Aldama corumbensis 95.1% 1 Gaillardia pulchella | 98.6% 1 Picria fel-terrae 85.2% 1

Aldama gardneri 98.6% 1 Galearis spathulata | 97.2% 2 Pieris japonica 100.0% | 5

Aldama goyazii 97.9% 6 Galega officinalis 94.8% 3 Pieris swinhoei 97.4% 1

Aldama macrorhiza 92.4% 2 Galega orientalis 94.8% 1 Pilea mollis 100.0% | 1

Aldama santacatarinensis 94.9% 3 Galinsoga 97.0% 2 Pilea peploides 100.0% | 1
quadriradiata

Aldama tuberosa 93.9% 3 Galium album 98.1% 1 Pilea plataniflora 100.0% | 1

Aldama veredensis 97.3% 2 Galium comari 100.0% | 30 Pilea tetraphylla 100.0% | 1

Aletes sessiliflorus 97.0% 1 Galium dahuricum 100.0% | 30 Pilidiostigma tropicum 97.4% 1

Aletris alpestris 97.4% 1 Galium gracilens 98.4% 1 Pimpinella anisum 100.0% | 89
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Aletris spicata 90.7% 2 Galium kinuta 98.7% 87 Pimpinella diversifolia 100.0% | 5

Aletris stenoloba 90.7% 1 Galium 98.7% 188 Pimpinella major 100.0% | 80
pogonanthum

Alhagi graecorum 100.0% | 3 Galium 98.4% 1 Pimpinella tragium 98.5% 6
trachyspermum

Alhagi maurorum 98.8% 42 Galium trifloriforme | 100.0% | 31 Pimpinella villosa 100.0% | 86

Alhagi persarum 98.8% 38 Galium viridiflorum | 98.1% 1 Pinguicula alpina 100.0% | 5

Alhagi sparsifolia 98.8% 43 Gastrocotyle hispida | 94.7% 1 Pinus mugo 100.0% | 15

Alisma rariflorum 98.2% 1 Gastrocotyle 94.7% 1 Pistacia chinensis 100.0% | 52
macedonica

Allium nigrum 95.3% 1 Gaylussacia nana 97.4% 1 Pistacia sp. 100.0% | 51

Allium plurifoliatum 100.0% | 4 Genlisea guianensis | 100.0% | 1 Pistia stratiotes 100.0% | 27

Allium pskemense 100.0% 7 Gesnouinia arborea | 87.7% 8 Pisum sativum 98.6% 14

Allium rhodopeum 95.4% 1 Gesnouinia 87.7% 4 Placopoda virgata 89.1% 1
filamentosa

Allium schoenoprasum 100.0% 1 Geum rupestre 86.5% 1 Plakothira parviflora 87.0% 7

Allium semenovii 100.0% 7 Gibasis oaxacana 100.0% Plantago alpina 100.0% | 11

Allium sikkimense 98.6% 1 Gilbertiodendron 100.0% | 1 Plantago annua 96.9% 1
diphyllum

Allium tuberosum 100.0% 1 Glaucium 100.0% | 53 Plantago atrata 100.0% | 80
leiocarpum

Allium xiphopetalum 94.1% 1 Gleadovia 97.1% 3 Plantago bellardii 88.6% 1
mupinensis

Aloe reynoldsii 98.6% 3 Gleditsia fera 100.0% | 18 Plantago ciliata 89.7% 1

Alonsoa meridionalis 97.1% 1 Gleditsia japonica 100.0% | 18 Plantago famarae 98.5% 2

Alopecurus pratensis 100.0% 3 Gleditsia sinensis 100.0% | 18 Plantago lachnantha 98.5% 2

Alstroemeria aurea 100.0% 1 Globba 100.0% | 1 Plantago lagopus 98.5% 75
schomburgkii

Alstroemeria hybrid 100.0% 2 Globba winitii 100.0% | 2 Plantago lanceolata 98.5% 76

Alternanthera chacoensis 96.6% 1 Glycine max 100.0% | 50 Plantago maritima 100.0% | 5

Altingia yunnanensis 100.0% 1 Gmelina hainanensis | 98.4% 1 Plantago sinaica 98.5% 2

Amaranthus arenicola 98.7% 19 Gmelina 98.4% 1 Platanthera fuscescens 92.9% 1
philippensis

Amaranthus palmeri 98.7% 31 Gnidia calocephala 94.0% 1 Platostoma hildebrandtii | 92.3% 1

Amaranthus sp. 98.7% 20 Gochnatia decora 100.0% | 11 Platycarpha carlinoides | 86.1% 1

Amburana cearensis 94.6% 2 Gonocaryum litorale | 90.3% 1 Plinia pauciflora 100.0% | 1

Amelanchier arborea 100.0% 4 Goodenia 97.0% 1 Plocosperma buxifolium | 90.3% 2
berardiana

Amelanchier asiatica 100.0% 5 Gossypium hirsutum | 100.0% | 37 Poa alpina 88.0% 6

Amelanchier sinica 100.0% 4 Gossypium 95.7% 1 Podranea ricasoliana 100.0% | 1
raimondii

Amicia andicola 100.0% 1 Gossypium sp. 100.0% | 70 Poikilospermum 100.0% | 1

lanceolatum

Amicia medicaginea 100.0% 1 Gossypium turneri 100.0% | 6 Polygala japonica 100.0% | 1

Amomum compactum 100.0% 4 Granitites 98.6% 1 Polygala sibirica 100.0% | 1
intangendus

Amorphophallus 91.5% 1 Gratiola brevifolia 100.0% | 1 Polygala timoutou 100.0% | 1

atrorubens

Amorphophallus 93.3% 1 Gratiola neglecta 100.0% | 1 Polygonum aviculare 91.8% 2

hohenackeri

Amphicarpaea edgeworthii | 95.9% 1 Gratiola virginiana 100.0% | 1 Polygonum cuspidatum 92.0% 1

Anacamptis sp. 92.9% 1 Grayia brandegeei 95.8% 5 Polyosma hirsuta 100.0% | 10

Anacyclus clavatus 98.7% 3 Grayia spinosa 95.8% 3 Polyscias royenii 97.1% 3

Anacyclus valentinus 98.7% 3 Griselinia jodinifolia | 98.6% 1 Polyscias schultzei 97.1% 3

Anadenanthera colubrina 90.9% 2 Griselinia littoralis 100.0% | 12 Polysphaeria sp. 95.6% 1
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Anaphyllopsis americana 90.7% 1 Griselinia ruscifolia | 100.0% | 16 Ponerorchis alpestris 97.1% 2

Anchusa azurea 95.5% 1 Grubbia 97.2% 1 Ponerorchis sp. 97.1% 4
rosmarinifolia

Anchusa italica 95.5% 1 Guaiacum unijugum | 100.0% | 1 Populus balsamifera 94.9% 3

Andrographis paniculata 95.1% 1 Guardiola 95.8% 1 Populus simonii 98.9% 9
tulocarpus

Anemone hortensis 100.0% 1 Gunnera sp. 83.3% 1 Populus trichocarpa 93.5% 1

Anemone palmata 90.3% 2 Gymnadenia 100.0% | 1 Porana volubilis 96.7% 1
crassinervis

Angelica 100.0% 16 Gymnanthes lucida 97.3% 1 Poraqueiba guianensis 88.7% 2

cartilaginomarginata

Angelica sinensis 100.0% 21 Gynoxys 98.6% 2 Potamogeton gayi 91.5% 1
megacephala

Angelica ternata 100.0% 15 Gynoxys sp. 98.6% 1 Potentilla acaulis 91.5% 1

Anisopappus davyi 98.6% 1 Gypsophila davurica | 89.7% 7 Potentilla anserina 100.0% | 6

Anisophyllea corneri 88.4% 1 Gypsophila repens 94.0% 22 Potentilla caulescens 88.0% 1

Anisophyllea fallax 87.1% 1 Gypsophila sambukii | 93.8% 2 Potentilla freyniana 100.0% | 28

Antennaria dioica 100.0% 17 Gypsophila vaccaria | 94.9% 20 Potentilla fruticosa 89.2% 1

Anthemis arvensis 98.6% 2 Gyptis pinnatifida 95.8% 1 Potentilla gageodoensis 100.0% | 30

Anthericum liliago 97.2% 2 Habenaria 88.3% 4 Potentilla glabra 97.3% 10
chejuensis

Anthospermum dregei 85.5% 1 Habenaria ciliolaris | 88.3% 2 Potentilla lineata 97.3% 4

Anthospermum 86.5% 2 Haemodorum laxum | 92.9% 1 Potentilla micropetala 97.3% 2

esterhuysenianum

Anthospermum whyteanum | 85.5% 2 Haemodorum 92.9% 1 Potentilla multifida 91.5% 1
paniculatum

Anthurium huixtlense 92.9% 1 Halerpestes 92.7% 1 Potentilla neumaniana 97.3% 1
sarmentosa

Antirrhinum majus 95.3% 1 Halgania 89.7% 1 Potentilla nivea 91.5% 1
integerrima

Antirrhinum watsonii 98.4% 1 Halopeplis 97.5% 2 Potentilla sischanensis 93.2% 1
amplexicaulis

Apalochlamys spectabilis 98.5% 1 Hansenia forbesii 100.0% | 18 Potentilla sp. 93.2% 1

Aphyllon epigalium 100.0% 2 Hansenia 98.5% 6 Potentilla stolonifera 100.0% | 26
weberbaueriana

Aphyllon fasciculatum 86.9% 3 Haplormosia 97.3% 4 Potentilla suavis 100.0% | 3
monophylla

Apis mellifera 87.9% 75 Haplosphaera 98.5% 5 Potentilla subvahliana 97.3% 1
himalayensis

Apium leptophyllum 98.5% 2 Harpochilus 91.2% 1 Pourthiaea benthamiana | 98.6% 1
neesianus

Apophyllum anomalum 100.0% 1 Hedysarum 97.3% 2 Pradosia ptychandra 97.1% 1
alamutense

Aquilegia kansuensis 92.2% 2 Hedysarum 83.8% 1 Zea mays 100.0% | 2
bojnordense

Aragoa cleefii 96.8% 2 Hedysarum 98.7% 36 Prenanthes abietina 89.7% 1
formosum

Aralia echinocaulis 90.9% 1 Hedysarum 93.3% 1 Primula chionantha 100.0% | 1
minjanense

Aralia elata 90.9% 1 Hedysarum petrovii 95.7% 36 Primula purdomii 100.0% | 1

Archidendron vaillantii 86.3% 1 Hedysarum 98.7% 9 Primula vilmoriniana 100.0% | 2
singarense

Arctotis hirsuta 98.6% 10 Helianthemum 97.2% 51 Primulina brachytricha 100.0% | 1
apenninum

Arctotis sp. 97.2% 3 Helianthemum 98.4% 67 Primulina glabrescens 100.0% | 1
canum

Argylia bustillosii 88.2% 1 Helianthemum 96.8% 1 Primulina heterotricha 100.0% | 1
kahiricum

Argylia robusta 88.2% 2 Helianthemum 97.6% 4 Prinsepia utilis 100.0% | 3
ledifolium

Ariopsis peltata 95.2% 1 Helianthemum lippii | 96.8% 43 Prismatomeris fragrans 95.3% 1

Arisaema nepenthoides 94.9% 1 Helianthemum 98.6% 52 Pristimera longipetiolata | 100.0% | 1

nummularium
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Aristida diffusa 88.4% 1 Helianthemum 97.2% 51 Prosopis africana 100.0% | 3
obscurum
Arnica latifolia 97.3% 3 Helianthemum 96.8% 5 Protium sagotianum 92.6% 2
salicifolium
Aronia melanocarpa 97.3% 4 Helichrysum 94.4% 1 Prunus clarofolia 100.0% | 19
aciculare
Artemisia afra 98.6% 1 Helichrysum 94.4% 1 Prunus fordiana 98.6% 1
balfourii
Artemisia freyniana 98.6% 6 Helichrysum 94.4% 1 Prunus henryi 87.5% 1
gracilipes
Artemisia gmelinii 98.6% 2 Helichrysum 100.0% | 38 Prunus hybrid 86.3% 1
nimmoanum
Artemisiopsis villosa 98.6% 4 Helichrysum sp. 97.2% 3 Prunus oleifolia 93.2% 2
Artocarpus champeden 97.2% 2 Helichrysum 98.6% 2 Prunus ovalis 88.9% 1
sphaerocephalum
Artocarpus hypargyreus 97.2% 2 Heliotropium 100.0% | 17 Prunus persica 100.0% | 20
crispum
Artocarpus tonkinensis 97.2% 2 Heliotropium kurtzii | 100.0% | 1 Prunus reflexa 100.0% | 1
Arundo formosana 100.0% 6 Heliotropium 95.5% 1 Prunus sp. 100.0% | 2
ophioglossum
Asimina parviflora 93.1% 1 Heliotropium sp. 100.0% | 33 Prunus tangutica 100.0% | 19
Asimina pygmaea 93.1% 2 Helminthotheca 98.6% 6 Prunus undulata 100.0% | 1
echioides
Asparagus acutifolius 100.0% 212 | Hemiphragma 93.8% 2 Psacalium silphiifolium 97.1% 3
heterophyllum
Asparagus densiflorus 98.7% 101 | Henckelia 100.0% | 1 Pseudognaphalium 98.6% 1
humboldtiana affine
Asparagus officinalis 98.7% 2 Hernandia sonora 92.0% 1 Pseudognaphalium 98.6% 9
californicum
Asparagus racemosus 98.7% 2 Heterosavia 86.8% 5 Pseudognaphalium 98.6% 9
erythroxyloides luteoalbum
Asparagus setaceus 98.7% 4 Heterosperma 97.3% 3 Pseudognaphalium 98.6% 11
nanum sandwicensium
Asphodeline damascena 100.0% 11 Hibiscus cannabinus | 100.0% | 2 Pseudognaphalium 97.2% 3
viscosum
Asphodeline dendroides 100.0% 11 Hibiscus sabdariffa 100.0% | 1 Pseudopanax linearis 91.0% 1
Asphodelus acaulis 100.0% | 8 Hidalgoa pentamera | 98.6% 1 Pseudoprosopis gilletii 100.0% | 2
Asphodelus sp. 98.6% 1 Hieracium pilosella 98.6% 1 Psychotria sp. 98.4% 2
Aster alpinus 100.0% 8 Hippophae tibetana 88.9% 1 Pternopetalum davidii 98.5% 2
Aster sampsonii 98.6% 8 Holodiscus discolor | 95.9% 3 Pternopetalum delavayi 91.0% 2
Astragalus coelicolor 98.8% 2 Homo sapiens 100.0% | 3 Pternopetalum vulgare 98.5% 2
Astragalus epiglottis 93.8% 1 Homocodon 100.0% | 1 Pterocarpus angolensis 93.0% 1
brevipes
Astragalus grammocalyx 98.8% 2 Homocodon 100.0% | 1 Pterocarpus erinaceus 95.2% 2
pedicellatus
Astragalus hemsleyi 100.0% 55 Honckenya 100.0% | 4 Pterocephalus brevis 94.3% 1
peploides
Astragalus kentrophyta 81.9% 2 Hottea neibensis 100.0% | 38 Pterocephalus 94.3% 1
multiflorus
Astragalus memoriosus 98.8% 1 Hovenia trichocarpa | 100.0% | 2 Pterocephalus papposus | 94.3% 1
Astragalus ophiocarpus 98.6% 40 Huidobria fruticosa 97.4% 2 Ptilagrostis pelliotii 100.0% | 2
Astragalus polaris 81.9% 1 Humulus scandens 87.7% 5 Puchiumazus 94.7% 1
lanceifolius
Astragalus stocksii 98.8% 2 Humulus 87.7% 3 Pulmonaria angustifolia | 97.1% 1
yunnanensis
Astragalus variabilis 100.0% 3 Hyacinthoides non- 98.6% 1 Punica granatum 100.0% | 12
scripta
Asyneuma campanuloides 100.0% 1 Hyalosperma cotula | 97.2% 1 Pycnophyllum bryoides 100.0% | 1
Athrixia fontana 89.7% 1 Hydrangea febrifuga | 97.5% 1 Pyrola aphylla 95.3% 4
Atractylodes carlinoides 100.0% 8 Hydrangea hirta 97.5% 1 Pyrola chlorantha 95.2% 1
Atractylodes chinensis 98.6% 3 Hydrangea 95.9% 2 Pyrola picta 95.2% 1
paniculata
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Atractylodes koreana 98.6% 1 Hydrangea 95.9% 2 Pyrus communis 100.0% | 10
petiolaris

Atractylodes lancea 98.6% 1 Hydrangea serrata 97.5% 1 Pyrus syriaca 100.0% | 6

Atriplex centralasiatica 98.6% 2 Hydrastis 97.2% 4 Quercus acrodonta 100.0% | 63
canadensis

Atriplex imbricata 98.6% 2 Hydrilla verticillata | 100.0% | 1 Quercus argentata 100.0% | 5

Atriplex semibaccata 98.6% 2 Hymenidium bicolor | 95.5% 1 Quercus cerris 93.8% 3

Atropanthe sinensis 100.0% 1 Hymenopyramis 100.0% | 1 Quercus chungii 100.0% | 258
cana

attopensis chloroplast 100.0% 2 Hypericum 97.1% 15 Quercus coccinea 94.8% 1
androsaemum

Aucuba japonica 100.0% 2 Hypericum ascyron 100.0% | 4 Quercus dentata 100.0% | 62

Aucuba obcordata 100.0% 1 Hypericum 98.5% 1 Quercus ilex 92.2% 1
balearicum

Autonoe haemorrhoidalis 100.0% 1 Hypericum calcicola | 100.0% | 68 Quercus mongolica 100.0% | 64

Autonoe latifolia 100.0% 1 Hypericum 100.0% | 9 Quercus pubescens 100.0% | 8
callithyrsum

Autonoe madeirensis 100.0% 1 Hypericum 100.0% | 12 Quercus robur 98.7% 9
calycinum

Avenella flexuosa 100.0% 2 Hypericum 100.0% | 33 Quercus serrata 100.0% | 64
calycinum

Avicennia marina 89.6% 1 Hypericum 93.2% 1 Quercus sessilifolia 100.0% | 241
caprifolium

Baccharis grisebachii 95.8% 1 Hypericum 100.0% | 5 Quercus trojana 100.0% | 124
confertum

Baccharis odorata 95.9% 1 Hypericum 100.0% | 7 Quincula lobata 100.0% | 1
delphicum

Baccharis psiadioides 98.6% 2 Hypericum elatoides | 100.0% | 2 Ralstonia solanacearum | 95.3% 2

Baccharis thymifolia 95.8% 2 Hypericum fauriei 100.0% | 11 Ranunculus acris 100.0% | 5

Baijiania yunnanensis 97.8% 2 Hypericum galioides | 90.4% 1 Ranunculus nivalis 94.3% 1

Banara umbraticola 97.4% 1 Hypericum 95.7% 1 Ranunculus pygmaeus 94.3% 2
grandifolium

Baphia nitida 91.2% 2 Hypericum 100.0% | 1 Ranzania japonica 97.4% 2
heterophyllum

Baphia puguensis 84.0% 2 Hypericum hircinum | 97.1% 2 Raphiocarpus sp. 100.0% | 1

Baphia wollastonii 87.8% 1 Hypericum 100.0% | 53 Rehia nervata 100.0% | 4
hookerianum

Barnadesia caryophylla 100.0% 3 Hypericum 98.4% 1 Rehmannia chingii 98.5% 1
kamtschaticum

Barnadesia lehmannii 98.6% 20 Hypericum kiboense | 97.6% 1 Rehmannia elata 100.0% | 1

Barnardia japonica 1000% | 9 Hypericum 90.4% 1 Rehmannia glutinosa 98.5% 2
lissophloeus

Bauera rubioides 91.4% 1 Hypericum 97.6% 1 Rennellia paniculata 95.3% 2
maculatum

Bauera sessiliflora 91.4% 1 Hypericum 100.0% | 15 Reseda lutea 100.0% | 34
monogynum

Beilschmiedia 100.0% 1 Hypericum 100.0% | 35 Reseda virgata 98.5% 1

immersinervis nagasawai

Bennettiodendron 100.0% 1 Hypericum 96.7% 1 Reynoutria japonica 92.0% 1

leprosipes nummularioides

Berberidopsis beckleri 97.1% 1 Hypericum 89.7% 4 Rhagodia triandra 95.5% 1
oliganthum

Berberidopsis corallina 97.1% 1 Hypericum 98.6% 4 Rhamnus cathartica 100.0% | 2
olympicum

Berberis amurensis 100.0% 6 Hypericum 100.0% | 1 Rhamnus globosa 100.0% | 4
pamphylicum

Berberis aristata 100.0% 7 Hypericum 100.0% | 1 Rhamnus heterophylla 100.0% | 3
pamphylicum

Berberis bealei 100.0% 8 Hypericum 98.6% 7 Rhamnus liukiuensis 93.0% 4
peplidifolium

Berberis duclouxiana 100.0% 5 Hypericum 100.0% | 228 | Rhaphidophora 100.0% | 1
perforatum neoguineensis

Berberis fortunei 100.0% 1 Hypericum 97.6% 156 | Rhaphidophora novo- 100.0% | 1

pseudopetiolatum

guineensis
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Berberis ganpinensis 98.5% 1 Hypericum 93.2% 1 Rhaphiolepis 100.0% | 7
psilophytum impressivena

Berberis koreana 100.0% | 3 Hypericum reflexum | 100.0% | 39 Rhaphiolepis major 100.0% | 7

Berberis oiwakensis 98.5% 1 Hypericum sp. 100.0% | 153 Rhaphiolepis salicifolia 100.0% | 7

Berberis weiningensis 98.6% 4 Hypericum 93.2% 1 Rhinotropis purpusii 100.0% | 4
tomentosum

Bidens pilosa 98.6% 15 Hypericum tosaense | 100.0% | 46 Rhodobryum 100.0% | 1

laxelimbatum

Biserrula pelecinus 93.8% 1 Hypericum 100.0% | 21 Rhus chinensis 100.0% | 1
triquetrifolium

Bistorta vivipara 100.0% 3 Hypericum walteri 100.0% | 83 Rhus microphylla 100.0% | 2

Blepharispermum 94.8% 2 Hypericum x 100.0% | 2 Rhus potaninii 98.6% 2

arcuatum

Blindia caespiticia 97.2% 1 Hypochaeris 98.6% 1 Rhus punjabensis 100.0% | 52
uniflora

Blumea napifolia 93.7% 1 Icacina mannii 85.1% 2 Rhus typhina 100.0% | 3

Blumenbachia amana 95.9% 1 Icacina senegalensis | 85.1% 1 Rhynchospora alba 100.0% | 2

Blumenbachia insignis 94.9% 1 Ilicium hottense 100.0% | 1 Rhynchospora 95.0% 2

brevirostris

Blumeodendron tokbrai 97.3% 1 Illicium oligandrum | 93.2% 1 Rhynchospora caesionux | 95.0% 2

Boehmeria aspera 100.0% 1 Ilicium sp. 95.6% 1 Ribes odoratum 97.5% 1

Boehmeria celtidifolia 100.0% 1 Ilicium 95.6% 2 Ricotia aucheri 100.0% | 2
ternstroemioides

Boehmeria densiglomerata | 100.0% 1 Impatiens 100.0% | 2 Rigiopappus leptocladus | 96.1% 2
glandulifera

Boehmeria nivea 100.0% 2 Impatiens 100.0% | 1 Rinorea jaundensis 100.0% | 3
leptocaulon

Bontia daphnoides 97.1% 4 Indigofera tinctoria 84.0% 3 Rinorea yaundensis 100.0% | 3

Bossiaea eremaea 95.8% 1 Indocypraea 97.3% 8 Robinsonecio 97.1% 2
montana gerberifolius

Bossiaea simulata 100.0% 1 Inula helianthus- 98.6% 13 Robinsonia masafuerae 100.0% | 1
aquatilis

Brassica insularis 100.0% 2 Inula japonica 98.6% 8 Roella cuspidata 88.0% 1

Brassica napus 100.0% 6 Inula paniculata 97.2% 4 Roepera iodocarpa 100.0% | 1

Brassica oleracea 100.0% 2 Inula shirensis 97.2% 4 Roepera morgsana 90.2% 1

Brassica rapa 100.0% | 4 lodes cirrhosa 100.0% | 1 Rohdea wattii 89.3% 1

Brassicales sp. 100.0% 66 Ipomoea purpurea 97.2% 2 Rosa canina 100.0% | 26

Brickellia secundiflora 97.1% 2 Ipomoea sp. 98.6% 28 Rosa cymosa 98.6% 1

Brosimum rubescens 92.0% 1 Iris lactea 100.0% | 6 Rosa filipes 100.0% | 25

Brosimum utile 92.0% Iryanthera 95.7% 1 Rosa minutifolia 87.7% 2
hostmannii

Brucea javanica 100.0% 2 Iryanthera sagotiana | 95.7% 1 Rosa multiflora 98.6% 5

Brunfelsia densifolia 98.4% 4 Isatis minima 100.0% | 6 Rosa sterilis 100.0% | 22

Buchholzia coriacea 98.6% 1 Isatis tinctoria 100.0% | 12 Rotala tulunadensis 95.2% 1

Burasaia 85.1% 2 Isodon inflexus 93.0% 2 Rousselia humilis 92.2% 1

madagascariensis

Burmannia coelestis 92.7% 1 Isodon 93.0% 2 Rubus amabilis 98.6% 2
lophanthoides

Burmannia disticha 92.7% 3 Jacaranda caroba 98.5% 3 Rubus columellaris 97.3% 1

Burmannia nepalensis 94.7% 3 Jacquemontia 90.3% 1 Rubus crataegifolius 95.9% 1
tamnifolia

Bussea xylocarpa 83.9% 1 Jaegeria hirta 97.2% 1 Rubus ellipticus 97.3% 1

Buxus cephalantha 83.8% 1 Jansenella 100.0% | 3 Rubus idaeus 100.0% | 5
griffithiana

Byttneria sp. 97.2% 3 Jansenella neglecta 100.0% | 3 Rubus mesogaeus 100.0% | 5

Cadellia pentastylis 87.0% 17 Juglans 100.0% | 14 Rubus palmatus 95.9% 2

mandshurica
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Caiophora arechavaletae 94.3% 1 Justicia betonica 88.9% 1 Rubus 100.0% | 53
rubroangustifolius

Cajophora hibiscifolia 95.9% 1 Kanaloa 90.9% 5 Rubus sachalinensis 100.0% | 9
kahoolawensis

Calocephalus knappii 100.0% | 4 Kibara coriacea 100.0% | 1 Rubus setchuenensis 97.3% 11

Calocephalus multiflorus 97.2% 2 Kickxia elatine 100.0% | 11 Rubus taitoensis 100.0% | 53

Calochortus catalinae 100.0% 1 Kickxia lanigera 100.0% | 11 Rubus taiwanicola 100.0% | 54

Calochortus venustus 100.0% 2 Kickxia spuria 100.0% | 12 Rubus wallichianus 97.3% 1

Caltha dysosmoides 94.0% 12 Kigelia africana 100.0% | 3 Rumex crispus 100.0% | 26

Caltha palustris 90.4% 3 Kirengeshoma 84.2% 3 Rumex hastatus 100.0% | 3
koreana

Caltha rubriflora 93.9% 2 Kissenia arabica 93.0% 1 Rumex nepalensis 100.0% | 13

Caltha sagittata 91.0% 4 Kissenia capensis 95.7% 11 Ruppia megacarpa 100.0% | 1

Caltha sinogracilis 94.0% 6 Klaprothia 100.0% | 5 Salix chienii 100.0% | 147
fasciculata

Caltha umbrosa 96.0% 5 Klaprothia 100.0% | 7 Salix cupularis 100.0% | 175
mentzelioides

Calycopeplus 92.9% 4 Knema latericia 95.7% 1 Salix triandra 100.0% | 54

casuarinoides

Camoensia scandens 97.3% 1 Kniphofia uvaria 98.6% 2 Salix variegata 100.0% | 176

Campanula americana 96.3% 1 Lachemilla 89.3% 1 Salix viminalis 97.4% 1
angustata

Campanula arvatica 100.0% | 38 Lachemilla 85.1% 1 Salix waldsteiniana 100.0% | 20
erodiifolia

Campanula decumbens 100.0% 1 Lachemilla 89.3% 1 Salpiglossis spinescens 90.3% 1
holmgrenii

Campanula kremeri 97.3% 2 Lachnanthes 95.1% 2 Salvia baimaensis 93.3% 2
caroliniana

Campanula spatulata 91.3% 1 Lactuca 98.6% 1 Salvia dianthera 84.9% 1
hazaranensis

Campanula tridentata 98.6% 1 Lactuca racemosa 98.6% 6 Salvia leucantha 100.0% | 2

Campanulorchis leiophylla | 100.0% 2 Lactuca saligna 98.6% 4 Salvia miltiorrhiza 95.3% 4

Campnosperma 85.7% 1 Lactuca sp. 98.6% 2 Salvia pansamalensis 100.0% | 1

gummiferum

Campnosperma 85.7% 1 Lactuca watsoniana | 100.0% | 1 Salvia plebeia 95.5% 24

micranteium

Campsis radicans 100.0% 1 Laguncularia 95.7% 1 Salvia trijuga 93.6% 2
racemosa

Cantharis rustica 100.0% 1 Lamarckia aurea 96.8% 54 Sambucus adnata 100.0% | 115

Canthium monstrosum 100.0% 1 Lamprocephalus 94.4% 3 Sambucus javanica 100.0% | 65
montanus

Canthium ramosii 100.0% 4 Lancea tibetica 98.6% 2 Sanguisorba stipulata 100.0% | 15

Caperonia palustris 86.2% 1 Lathyrus cassius 100.0% | 2 Sanicula lamelligera 100.0% | 1

Capparis decidua 100.0% 10 Lathyrus digitatus 98.7% 1 Sanicula orthacantha 100.0% | 2

Capparis erythrocarpos 100.0% 2 Lathyrus 94.1% 1 Sarcodum scandens 95.6% 2
heterophyllus

Capparis spinosa 100.0% 9 Lathyrus odoratus 94.1% 2 Sargentodoxa cuneata 85.2% 1

Capparis spinosa, 100.0% 10 Lathyrus tuberosus 100.0% | 2 Saussurea alpina 93.1% 2

Capparis tomentosa 100.0% 4 Ledebouria revoluta | 96.1% 1 Saussurea dzeurensis 97.2% 1

Capsicum annuum 98.6% 59 Leontodon boryi 100.0% | 1 Saussurea salicifolia 97.2% 1

Capsicum chinense 98.6% 30 Leontodon hispidus 100.0% | 21 Saussurea tanguensis 98.6% 6

Capsicum eximium 96.8% 1 Lepidopilum 100.0% | 1 Saussurea wettsteiniana | 98.6% 1
surinamense

Caragana brevifolia 96.1% 1 Leptochloa sp. 94.5% 2 Saxifraga mertensiana 83.8% 1

Caragana microphylla 94.9% 3 Leptodermis 88.9% 2 Schefflera delavayi 97.1% 2
limprichtii

Caragana roborovskyi 97.4% 2 Leptodermis pilosa 88.9% 3 Schima superba 93.2% 1
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Caragana stenophylla 97.4% 7 Leptodermis 96.9% 2 Schismatoglottis 91.5% 1
scabrida brevicuspis

Cardiopteris quinqueloba 84.8% 2 Leptopyrum 95.7% 2 Schismatoglottis 91.5% 1
fumarioides calyptrata

Carduus defloratus 100.0% 14 Leptospermum 98.9% 3 Schistidium sp. 100.0% | 2
semibaccatum

Carlina acaulis 100.0% 5 Lesquerella fendleri 100.0% | 2 Schistocarpha bicolor 97.2% 1

Carpodetus serratus 98.6% 4 Leucas glabrata 100.0% | 1 Schizocolea linderi 98.4% 1

Carpodetus sp. 98.6% 2 Leucas martinicensis | 100.0% | 1 Schizomeria ovata 97.2% 1

Carpotroche crispidentata | 96.0% 1 Leucas neuflizeana 100.0% | 1 Schizomeria serrata 97.2% 1

Carrierea calycina 98.8% 27 Leucheria papillosa | 98.6% 1 Schizopepon 97.8% 1

bryoniifolius

Casearia decandra 100.0% Levieria acuminata 100.0% | 1 Schkuhria pinnata 98.6% 5

Casearia glomerata 100.0% 1 Leysera leyseroides 86.1% 1 Schoenus turbinatus 97.1% 3

Cassia fistula 95.8% 2 Ligularia 98.6% 2 Schrebera alata 87.5% 2
stenocephala

Castanea crenata 100.0% 8 Lilium bakerianum 100.0% | 3 Scorzoneroides 98.6% 3

autumnalis

Castanea dentata 100.0% 3 Limbarda 95.9% 1 Scrophularia 96.8% 1
crithmoides megalantha

Castanea sativa 98.8% 752 | Limoniastrum 97.2% 1 Semecarpus 100.0% | 1
monopetalum anacardiopsis

Castanopsis carlesii 100.0% 260 | Limonium 97.1% 1 Semiaquilegia adoxoides | 86.4% 3
palmyrense

Castanospermum australe 100.0% 6 Limonium 97.1% 1 Semiliquidambar 100.0% | 1
suffruticosum cathayensis

Castilleja alpicola 98.5% 2 Limosella sp. 95.3% 3 Senecio asperifolius 98.6% 23

Castilleja integra 98.5% 2 Linaria alpina 100.0% | 9 Senecio dubitabilis 100.0% | 44

Castilleja vadosa 95.4% 1 Linaria canadensis 98.4% 1 Senecio scandens 98.6% 3

Casuarina 86.7% 1 Linaria tonzigii 100.0% | 17 Sesamum alatum 98.5% 3

cunninghamiana

Casuarina equisetifolia 86.7% 2 Lindernia 100.0% | 2 Sesamum indicum 98.5% 3
kinmenensis

Cathormion umbellatum 95.5% 1 Lindernia 94.9% 1 Sesamum triphyllum 98.5% 3
subracemosa

Caustis blakei 95.1% 1 Linnaea borealis 94.4% 2 Sesbhania cannabina 98.6% 8

Caustis dioica 95.1% 1 Liquidambar 100.0% | 1 Setaria macrostachya 100.0% | 2
formosana

Caustis flexuosa 95.1% 1 Listera ovata 93.6% 1 Setaria sulcata 97.3% 1

Cenchrus echinatus 94.6% 1 Lithocarpus 100.0% | 2 Shepherdia argentea 88.5% 2
echinophorus

Cenchrus longispinus 94.6% 1 Littorella australis 96.8% 1 Sibara laxa 100.0% | 4

Cenchrus mezianus 100.0% 3 Littorella uniflora 96.8% 1 Sibiraea angustata 95.9% 2

Cenchrus spinifex 94.6% 1 Loasa acanthifolia 92.9% 1 Silene cordifolia 98.8% 15

Cenostigma microphyllum 100.0% 2 Loasa acaulis 97.3% 2 Silene nutans 97.6% 2

Cenostigma pyramidale 100.0% 2 Loasa 93.1% 1 Silene repens 97.6% 25
malesherbioides

Centaurea antennata 98.6% 2 Loasa nana 98.5% 1 Sinadoxa corydalifolia 89.0% 3

Centaurea dracunculifolia | 98.6% 1 Lobelia galpinii 100.0% | 3 Sinodielsia microloba 91.2% 1

Centaurea maculosa 100.0% 107 | Logfia gallica 98.5% 2 Sinojackia xylocarpa 100.0% | 4

Centotheca lappacea 97.1% 3 Lomelosia songarica | 97.1% 1 Sloanea sp. 97.2% 2

Centranthera grandiflora 95.4% 1 Lonicera 100.0% | 12 Smilax china 100.0% | 6
angustifolia

Cephalorrhynchus 98.6% 6 Lonicera elisae 95.5% 2 Smilax glabra 100.0% | 12

brassicifolius

Cephalorrhynchus 100.0% 3 Lonicera gracilipes 100.0% | 1 Solanum abutiloides 100.0% | 5

kirpicznikovii

Cephalosorus carpesioides | 97.2% 2 Lonicera hispida 95.5% 4 Solanum aethiopicum 96.8% 2
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Ceratocephala falcata 100.0% 1 Lonicera 100.0% | 11 Solanum betaceum 100.0% | 36
ruprechtiana

Ceratocephala orthoceras 100.0% 1 Lonicera tatarica 100.0% | 12 Solanum chilense 93.0% 2

Ceratonia siliqua 100.0% 191 | Lophanthus 95.5% 1 Solanum comptum 100.0% | 3
tschimganicus

Cercocarpus betuloides 91.8% 2 Lophiola americana | 100.0% | 2 Solanum dulcamara 100.0% | 2

Cercocarpus rzedowskii 98.6% 4 Lophiola aurea 100.0% | 4 Solanum herculeum 96.7% 1

Chaenorhinum minus 98.5% 4 Lophospermum 97.1% 2 Solanum insanum 100.0% | 7
scandens

Chaetanthera pulvinata 98.6% 3 Lotus corniculatus 100.0% | 9 Solanum melongena 100.0% | 7

Chamaecrista apoucouita 97.3% 1 Lotus glareosus 98.7% 5 Solanum pennellii 98.4% 2

Chamaecrista aspleniifolia | 97.3% 1 Lotus japonicus 100.0% | 5 Solanum pinnatisectum 98.4% 1

Chamaecrista ensiformis 97.3% 1 Lotus ucrainicus 98.7% 8 Solanum rostratum 100.0% | 8

Chamaecrista ochnacea 100.0% 60 Luculia grandifolia 98.4% 4 Solanum sisymbriifolium | 100.0% | 1

Chamaecrista pascuorum 94.7% 1 Luculia gratissima 96.8% 3 Solanum ternatum 100.0% | 3

Chamaecrista planifolia 100.0% 61 Luculia pinceana 96.8% 3 Solanum tuberosum 97.2% 4

Chamaecrista repens 94.7% 1 Ludwigia inclinata 100.0% | 2 Solanum uncinellum 100.0% | 16

Chamaecrista rossicorum 98.6% 1 Luvunga scandens 97.6% 1 Solanum vestissimum 100.0% | 3

Chamaecrista spinulosa 100.0% 62 Luxemburgia 97.3% 1 Solidago decurrens 98.6% 1
diciliata

Chamaecrista 95.9% 1 Luzuriaga parviflora | 94.7% 1 Solidago virgaurea 100.0% | 7

tephrosiifolia

Chamaecrista ursina 95.9% 1 Luzuriaga radicans 94.7% 2 Sophora alopecuroides 100.0% | 1

Chamaecrista viscosa 100.0% 5 Lycium barbarum 100.0% | 5 Sorbaria arborea 98.6% 22

Chamaecrista 100.0% 10 Lythrum salicaria 98.7% 6 Sorbus aucuparia 95.9% 3

zygophylloides

Chamaerhodos erecta 88.2% 8 Mabrya acerifolia 97.1% 2 Sorbus koehneana 100.0% | 14

Chamaesium mallaeanum 97.0% 13 Macaranga 87.8% 1 Sorbus torminalis 98.7% 29
involucrata

Chamaesium paradoxum 91.0% 1 Macaranga tanarius | 87.8% 1 Sorghum bicolor 100.0% | 164

Chamaesium spatuliferum | 98.5% 3 Macleaya cordata 96.1% 53 Sorghum sp. 100.0% | 82

Chamaesium viridiflorum 100.0% 3 Maclura 100.0% | 3 Speirantha gardenii 89.3% 1
cochinchinensis

Chamerion latifolium 85.7% 3 Maclura tinctoria 96.0% 4 Spergularia denticulata 90.5% 1

Changium smyrnioides 98.5% 5 Macowania pinifolia | 97.2% 3 Spermatophyta sp. 88.3% 2

Cheirostylis montana 100.0% | 4 Macrosolen 100.0% | 1 Sphenodesme sp. 86.4% 1
cochinchinensis

Cheirostylis yunnanensis 100.0% 10 Magnolia 97.5% 1 Spilosoma lubricipeda 96.8% 1
pseudokobus

Chelone glabra 95.3% 2 Mahonia japonica 98.6% 3 Spiraeanthemum 100.0% | 1

meridionale

Chenopodium acuminatum | 98.6% 27 Maianthemum 94.7% 13 Spiraeanthemum 100.0% | 1
dilatatum pubescens

Chenopodium album 98.7% 61 Mallotus eucaustus 95.9% 1 Spiridens spiridentoides | 100.0% | 2

Chenopodium 98.6% 1 Mallotus 95.9% 1 Spirodela intermedia 92.9% 1

chenopodioides griffithianus

Chenopodium desertorum 95.5% 1 Mallotus japonicus 93.4% 2 Splachnum 97.2% 4

pensylvanicum

Chenopodium ficifolium 98.6% 3 Mallotus paniculatus | 93.4% 2 Splachnum vasculosum 90.7% 1

Chenopodium glaucum 100.0% 7 Mallotus 95.9% 1 Steganthera laxiflora 100.0% | 1
penangensis

Chenopodium 95.9% 2 Malus domestica 95.9% 15 Stellaria dichotoma 90.9% 1

polyspermum

Chenopodium vulvaria 95.5% 1 Malus spectabilis 98.9% 501 Stellaria nemorum 93.7% 1

Chesneya acaulis 94.8% 1 Malus sylvestris 98.9% 517 Stenopadus talaumifolius | 93.2% 1

Chesneya ferganensis 96.1% 1 Manochlamys 95.8% 5 Stigmaphyllon puberum 83.8% 1

albicans

113




Chiloglottis trapeziformis 97.4% 1 Marcgravia 85.9% 2 Stigmaphyllon sinuatum 83.8% 1
coriacea
Chimantaea humilis 97.2% 1 Marcgravia 85.9% 1 Streptanthus albidus 100.0% | 2
rectiflora
Chionochloa pallens 100.0% | 3 Mareyopsis 86.1% 1 Streptanthus glandulosus | 100.0% | 6
longifolia
Chionophila tweedyi 98.4% 8 Marshallia 86.8% 1 Streptocarpus capuronii 100.0% | 2
graminifolia
Chirita walkeri 100.0% 1 Marshallia legrandii | 95.8% 4 Streptocarpus holstii 98.0% 1
Chloris barbata 100.0% 2 Marshallia ramosa 94.0% 1 Streptocarpus kunhardtii | 100.0% | 1
Chloris truncata 95.9% 4 Massonia sp. 100.0% | 4 Streptocarpus mannii 100.0% | 1
Chloris virgata 95.9% 2 Mazus lanceifolius 94.7% 1 Streptocarpus strigosus 95.0% 2
Chondrodendron 88.0% 1 Mecomischus 98.6% 6 Strobilanthes reticulata 91.5% 6
microphyllum halimifolius
Chondrostylis bancana 90.7% 5 Meconopsis 85.9% 1 Strobilanthes sp. 93.3% 7
barbiseta
Christisonia hookeri 95.5% 1 Meconopsis 98.6% 4 Strobilanthes zenkeriana | 95.0% 2
betonicifolia
Chrozophora sp. 100.0% | 47 Meconopsis forrestii | 92.0% 1 Stryphnodendron 100.0% | 6
adstringens
Chrozophora tinctoria 100.0% 95 Meconopsis georgei 98.7% 4 Suaeda aralocaspica 100.0% | 3
Chrysanthemum chanetii 95.9% 1 Meconopsis 100.0% | 14 Suaeda microsperma 100.0% | 3
integrifolia
Chrysanthemum indicum 98.6% 7 Meconopsis 97.4% 5 Succisella inflexa 97.1% 1
lancifolia
Chrysanthemum makinoi 98.6% 13 Meconopsis 100.0% | 2 Sumbaviopsis albicans 97.3% 2
pseudohorridula
Cicerbita hispida 100.0% 5 Meconopsis 100.0% | 4 Swartzia leptopetala 100.0% | 1
simplicifolia
Cicerbita racemosa 98.6% 5 Meconopsis speciosa | 92.0% 3 Swartzia rosea 100.0% | 2
Cineraria glandulosa 98.6% 17 Meconopsis 96.1% 2 Swartzia sericea 98.6% 1
zangnanensis
Cirsium arvense 100.0% 2 Medicago arabica 95.0% 1 Symphorema sp. 86.4% 1
Cirsium dissectum 98.5% 1 Medicago falcata 98.7% 49 Symphyllocarpus exilis 98.6% 16
Cirsium scariosum 97.1% 1 Medicago marina 97.3% 2 Symphyotrichum 97.2% 2
subulatum
Cissampelopsis volubilis 98.6% 1 Medicago 95.0% 1 Symplocos lanceolata 89.3% 5
polymorpha
Cissus hastata 81.3% 2 Medicago sativa 98.7% 24 Syncalathium 100.0% | 1
chrysocephalum
Cissus striata 84.7% 1 Medicago truncatula | 95.0% 1 Synedrella nodiflora 98.6% 6
Cistus ladanifer 100.0% 49 Meeboldia 91.2% 1 Syringa oblata 100.0% | 4
yunnanensis
Cistus laurifolius 100.0% 51 Meiocarpidium 94.6% 1 Syzygium 100.0% | 35
lepidotum acuminatissimum
Citrus japonica 98.6% 1 Melampyrum 100.0% | 2 Syzygium cormiflorum 100.0% | 1
pratense
Citrus maxima 98.6% 1 Melanoseris 98.6% 6 Syzygium 100.0% | 1
polyclada cryptophlebium
Citrus trifoliata 98.6% Melilotus indicus 92.5% 1 Syzygium jambos 100.0% | 33
Cladrastis platycarpa 100.0% Melilotus 92.5% 1 Tachigali venusta 95.0% 1
messanensis
Cladrastis sikokiana 100.0% 6 Melilotus wolgicus 92.5% 1 Tagetes minuta 97.1% 2
Cladrastis yungchunii 100.0% | 3 Mentha canadensis 97.7% 2 Tagetes multiflora 95.8% 5
Clematis acerifolia 98.7% 1 Mentha spicata 97.0% 2 Tagetes patula 97.2% 1
Clematis montana 98.7% 1 Mentha x 97.0% 1 Tagetes tenuifolia 97.2% 3
Clematis uncinata 98.7% 1 Mentzelia 94.5% 1 Taihangia rupestris 86.5% 1
decapetala
Clethra barbinervis 98.5% 1 Mentzelia micrantha | 94.5% 1 Tamarix chinensis 100.0% | 39
Clethra fargesii 97.2% 1 Mentzelia 94.5% 1 Tamarix karakalensis 98.6% 7
thompsonii
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Clinopodium abyssinicum 97.7% 1 Mertensia 97.1% 2 Tamarix 100.0% | 22
oblongifolia taklamakanensis

Clusia torresii 97.9% 4 Metanarthecium 97.4% 4 Tara cacalaco 100.0% | 2
luteoviride

Cnicothamnus lorentzii 94.4% 2 Micranthes 95.1% 1 Tarlmounia elliptica 94.5% 2
brachypetala

Cnidium monnieri 100.0% 15 Micranthes calycina | 93.9% 3 Tasmannia lanceolata 93.0% 1

Coatesia paniculata 87.5% 1 Micranthes 93.3% 1 Taverniera cuneifolia 95.9% 1
melanocentra

Cocculus hirsutus 86.7% 2 Micranthes 93.9% 3 Taverniera nummularia 95.9% 1
razshivinii

Cocculus laurifolius 90.4% 1 Microliabum 94.4% 1 Taverniera spartea 95.9% 1
mulgediifolium

Codonopsis javanica 98.6% 1 Microliabum 94.4% 1 Teesdalia nudicaulis 100.0% | 1
polymnioides

Codonorchis lessonii 95.6% 2 Micropholis 88.2% 12 Telitoxicum krukovii 89.3% 2
guyanensis

Coelogyne pulverula 100.0% 8 Mikania oblongifolia | 98.6% 1 Tephroseris papposa 95.8% 2

Colchicum doerfleri 92.9% 6 Mikaniopsis 98.6% 1 Tetragastris altissima 92.6% 1
clematoides

Colchicum psaridis 92.9% 3 Mikaniopsis sp. 98.6% 1 Tetranema mexicanum 98.5% 3

Convolvulus arvensis 98.6% 15 Mimosa ceratonia 91.4% 1 Tetrapleura tetraptera 100.0% | 2

Cordia americana 98.5% 1 Mimulus cupreus 95.6% 1 Tetrapterocarpon geayi 98.8% 2

Cordia sonorae 98.5% 1 Mimulus depressus 97.8% 1 Teucrium cavernarum 97.0% 6

Coreopsis californica 87.5% 1 Mimulus torreyi 97.5% 1 Teucrium montanum 98.5% 23

Coreopsis mutica 97.3% 2 Mitrasacme 88.3% 3 Teucrium parviflorum 100.0% | 1
pygmaea

Coreopsis petrophiloides 98.6% 2 Moltkia sp. 98.5% 1 Teucrium polium 96.9% 3

Coriandrum sativum 98.5% 3 Monnina insignis 92.2% 2 Teucrium racemosum 95.5% 1

Cornus alternifolia 98.6% 4 Monnina 97.5% 1 Teucrium simplex 98.5% 17
parasylvatica

Cornus canadensis 98.6% 6 Monnina sp. 93.3% 1 Teucrium sirnakense 98.5% 20

Cornus controversa 98.6% 5 Monolophus 100.0% | 3 Teucrium stocksianum 100.0% | 3
coenobialis

Cornus disciflora 92.8% 1 Monotaxis linifolia 95.5% 1 Thalictrum acutifolium 100.0% | 2

Cornus elliptica 92.9% 1 Montanoa revealii 98.6% 6 Thalictrum 98.7% 2

aquilegiifolium

Cornus kousa 92.9% 1 Montinia 100.0% | 1 Thalictrum baicalense 98.7% 2
caryophyllacea

Cornus nuttallii 92.0% 2 Moricandia arvensis | 100.0% | 6 Thalictrum coreanum 100.0% | 2

Cornus officinalis 98.6% 4 Moricandia foetida 91.8% 2 Thalictrum 98.7% 2

foeniculaceum

Cornus suecica 100.0% 9 Morisonia 97.3% 1 Thalictrum thalictroides | 100.0% | 2
americana

Cornus unalaschkensis 97.1% 2 Morus alba 100.0% | 18 Thalictrum uchiyamae 100.0% | 2

Cornus walteri 91.8% 1 Morus mongolica 100.0% | 6 Thuarea involuta 100.0% | 2

Corylus avellana 96.8% 1 Mucuna pruriens 100.0% | 25 Thymus japonicus 100.0% | 26

Cosmos diversifolius 98.6% 2 Muehlenbeckia 92.5% 2 Tinantia anomala 100.0% | 2
adpressa

Cosmos pacificus 98.6% 2 Muehlenbeckia 92.5% 2 Toona ciliata 97.1% 2
australis

Cosmos parviflorus 91.7% 1 Muehlenbeckia 92.5% 2 Torminalis clusii 98.7% 57
platyclada

Cotinus coggygria 100.0% 2 Muhlenbergia annua | 98.6% 1 Torricellia tiliaefolia 97.3% 3

Cotinus obovatus 100.0% 1 Muhlenbergia 100.0% 1 Tourrettia lappacea 88.0% 1
arenacea

Cotoneaster adpressus 96.6% 1 Muhlenbergia 100.0% | 1 Tovarochloa peruviana 89.7% 5
pauciflora

Cotula australis 91.7% 1 Muhlenber