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Ozet: Bu calismada, Van Yiiziincii Yil Universitesi kampiisiinde dogal olarak yetisen
Centaurea cinsine ait bes farkl tiriin (C. depressa, C. virgata, C. iberica, C. solstitialis ve C.
balsamita) filogenetik iliskileri c¢alisilarak taksonomik acgidan akrabalik dereceleri
belirlenmeye c¢alisilmistir. Ayrica, bazi arastirmacilar tarafindan C. depressa tiiriiniin
Cyanus cinsi icerisine aktarilmasinin molekiiler seviyede desteklenip desteklenmedigi de
tartisiimistir. Molekiiler belirte¢ olarak, evrimsel ¢alismalarda en fazla tercih edilen ve
niiklear DNA’da bulunan ITS ve kloroplast DNA’da bulunan matK bélgeleri kullanilmistir.
Calisilan ttirlerin teshisinden emin olmak ve daha énceki ¢alisilan tiirlerle olan iliskilerini
de gostermek icin NCBI veritabanindan ilave sekanslar alinmistir. ITS boélgesi ITS1, 5.8S ve
ITS2 alt bolgelerini kapsamakta olup yaklasik 630 baz cifti, matK bolgesi ise tamamen
ekson bolgesinden olusan yaklasik 1200 baz ¢ifti uzunlugundadir. ITS bolgesinde 100°den
fazla, matK bdlgesinde ise 24 nikleotit varyasyonu gorilmustir. ITS ve matK boélgeleri
dizileri birlestirilerek yapilandirilan UPGMA agacinda, Cyanus cinsine transfer edilen C.
depressa degil, C. balsamita tiirli evrimsel olarak uzak konumlanmistir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda C. depressa tiiriintin Centaurea cinsten c¢ikarilarak Cyanus cinsine aktarilmasi
molekiiler seviyede desteklenememistir.

Molecular Analysis of Five Centaurea Species Found in Van Province and Determination

of Taxonomic Position of Centaurea depressa
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Abstract: In this study, the phylogenetic relationships of five different Centaurea species
(C. depressa, C. virgata, C. iberica, C. solstitialis and C. balsamita) that naturally occur in the
campus of Van Yiizlincli Yil University were studied to understand their relationship at
taxonomic levels. The transfer of C. depressa species into the genus Cyanus was tested by
molecular data and discussed. As molecular markers, ITS region of nuclear DNA and matK
region of chloroplast DNA, the frequently preferred regions for evolutionary studies were
used. Additional sequences were taken from the NCBI database to confirm the diagnosis of
studied species and to show relationships between them. The ITS region including ITS1,
5.8S and ITS2 subregions was about 630 base pair, matK region that is entirely composed
from exon was about 1200 base pair. More than 100 variation sites in ITS and 24 variations
in matK were observed. C. balsamita, not the species transferred into the Cyanus genus (C.
depressa), was located evolutionarily distant in the constructed tree based on ITS and matK
DNA sequences together. When these results are taken into consideration, removing of C.
depressa species from Centaurea and transferring into Cyanus genus were not supported
with the molecular data.

1. Giris

Centaurea L. (Asteraceae) Tirkiye florasinda %
61.6’s1 endemik olmak {lizere 168 tiir ve 203 taksonla

antimikrobiyal [4], sitotoksik [5] ve antienflamatuvar
[6] aktivitelere sahip oldugu saptanmistir. Modern
taksonomi kullanilarak akrabalik derecelerinin
belirlenmesi ve aralarinda endemik tir varsa

temsil edilen bir cinstir [1]. Cok sayida Centaurea
tiriiniin geleneksel halk tibbinda farkli amaglar igin
kullannm  buldugu kayithdir [2, 3]. Yapilan
arastirmalarla Centaurea tiirlerinin farkli kisimlarinin
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tanimlanmasi gibi ¢alismalar da son yillarda oldukga
dikkat ¢ekmistir [7, 8]. Bu ¢alismalardan en dikkat
cekeni, Garcia-Jacas vd. [9] yapmis oldugu
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iilkemizden birka¢ 6rnegin de bulundugu molekiiler
taksonomi ¢alismasidir.

Yaptigimiz ¢alismada Centaurea cinsine ait bes ayri
tirtin (C. depressa, C. virgata, C. iberica, C. solstitialis
ve C. balsamita) filogenetik iligkileri ve akrabalik
dereceleri  molekiiler seviyede  belirlenmeye
calisiilmistir. Calisilan tiirlere ait 6rnekler Yiiziincii Yil
Universitesi Kampiis yerleskesinin farkl alanlarindan
toplanmis ve Tirkiye Florasi kullanilarak teshis
edilmistir [10, 11, 12]. Centaurea depressa, Gliner vd.
[12], yilinda Cyanus depressus (M.Bieb.) Sojak tiirii ile
sinonim olarak kabul edilmistir. Calismamizin amaci
molekiiler teknikler kullanilarak bes Centaurea
tliriiniin akrabalik iligkilerini saptamak ve sinonim
kabul edilen iki tiiriin taksonomik acidan
konumlarini belirlemektir.

Bitki filogenetik calismalarinda en ¢ok tercih edilen
bolgelerden bir tanesi niiklear DNA’da bulunan ITS1,
5.8S ve ITS2 alt bolgelerinde olusan ITS (Internal
Transcribed Spacer; Internal Ara Bélgeler) bolgesidir.
Bu bolge yliksek genetik varyasyon gostermesinden
dolay1 molekiiler taksonomistler tarafindan tercih
edilmektedir [13, 14, 15], ITS1 ve 2 intron bolgeleri,
18S, 5.8S ve 26S ribosomal RNA tretilmesinden
sorumlu olan genlerin arasinda yer almaktadur. ikinci
bolge olarak kloroplast DNA’sinda bulunan ve ITS
bolgesinden farkli olarak tamamen ekson olan matK
(maturase K) bolgesi sec¢ilmistir. matK geni kloroplast
DNA’sinda bulunan grup I1 intronlarin
uzaklastirllmasinda gorev almaktadir. Bu boélge
eksonik olmasina ragmen fazla varyasyon gosterme
egiliminde oldugundan tercih edilmistir [16, 17, 18].

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki 6rnekleri

Centaurea tiirlerine ait érnekler YYU kampiisiinde
toplanarak Dr. Mesut Pinar ve Hiiseyin Eroglu'nun
yardimiyla morfolojik veriler kullanilarak teshis
edilmigtir. Orneklerin teshisi esnasinda Tiirkiye
Florasinin 5. cildi kullanilmis ve kapitulum o6zellikleri,
fillari yapilari, ¢igek rengi, aken ve pappus ozellikleri
ile yaprak ve govde oOzelliklerinden gibi morfolojik
karakterlere bakilarak isimlendirilmistir. Tablo 1'de
toplanan ornekler ve herbir ¢alisilan bolge icin alinan
NCBI numaralart yer almaktadir. Sinonim kabul
edilen tiirlerden Cyanus depressus’a ait ITS ve matK
DNA sekanslar1 NCBI veritabanin taranmis fakat bu
isim adi1 altinda bulunamamistir. Arama kelimesi
olarak sisteme Cyanus depressus yazildiginda ¢ikan
DNA dizileri Centaurea depressa tiiriine aittir. Bu
sonug iki tiiriin sinonim olarak kabul edilmesinden
kaynaklanabilir. Veritabaninda C. depressa tiiriiniin
her iki bolgesi icinde sadece birer sekans
bulunabilmis ve bunlar analize ilave edilerek
calismamizda kullanilan C. depressa ile olan akrabalik
iliskisine bakilmistir.
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2.2. DNA izolasyonu, PCR, sekanslama ve

filogenetik analiz

Doyle ve Doyle metodu modifiye edilerek kullanilmis
ve herbir drnekten DNA saf olarak izole edilmistir
[19]. DNA temizligi ve miktar1 NanoDrop 2000c UV-
Vis  Spektrofotometre kullanilarak saptanmaya
calisilmis ve RNA/protein kontaminasyonu en az olan
ornekler PCR calismalarinda kullanilmak iizere
secilmistir. Izole edilen stok DNA’lar kontamine
olmamalar1 ve uzun siire saklanabilmeleri icin
derindondurucuda muhafaza edilmistir. PCR ile
bolgelerin amplifiye edilmesi i¢cin ITSL (F) 5' TCG TAA
CAA GGT TTC CGT AGG TG 3' / ITS4 (R) 5' TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC 3' (reverse) [20], matK bdlgesi
icin F1 5" ACT GTA TCG CAC TAT GTATCA3 /R35
GAT CCG CTG TGA TAA TGA GA 3’ primerleri
kullanilmistir [21].

Bolgeler 50 pl'lik karisimlarda ¢ogaltilmis ve her iki
bélge icin en iyi PCR bandini almak i¢in optimizasyon
calismalar1 yapilarak optimum karisim ve sicaklik
kosullar1 saptanmistir. Her iki bolge i¢in hazirlanan
PCR karisimina Taq polimeraz (5u/ul) enzimi, dNTP
miks (10 mM), MgCl, (25 mM), 10X PCR Tampon,
secilen primer ciftleri (10 uM), total DNA (10 ng/pl)
ve steril H0 optimize edilmis miktarlarda ilave
edilmistir. ITS bolgesinden amplikonlarin elde
edilmesi i¢in PCR karisimlar ilk olarak 95°C’de 4
dakika (94°C’de 2") bekletilmis ve daha sonra herbir
dongii icin 95°C'de 1 dakika (94°C’'de 17, 55°C’'de 1
dakika (48°C'de 1’) ve 72°C’de 1.5 dakika (72°C’de
1.5’) olacak sekilde programlama yapilmis, déongi 29
defa tekrarlanmis ve son olarak 720°C’de 10 dakika
bekletilmistir (Parantez icindeki degerler matK
bolgesi icin gecerlidir).

Hedef bolgelerin uygun uzunlukta ve temizlikte
amplifiye oldugunu ispatlamak icin % 1-1.5 agaroz
jelde yiriitiilmiis ve bantlar goériintiileme cihazinda
gozlenmistir. Temiz olan amplikonlar DNA dizilerinin
alinmasi icin Amsterdam’da bulunan Macrogen adl
6zel bir firmaya gonderilmistir. Dizileme Sanger
metodu, ABI 3730XL automated sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) cihaz1 ve BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti (Applied
Biosystems) kullanilarak yapilmistir. Bir birey icin
alinan iki dizi (Forward ve Reverse) Finch TV
programi ile acilmis ve GeneBee web sitesindeki
Alibee Multiple Alignment 3.0 software programiyla
giivenilirligi en yliksek olan dizilere karar verilmistir.

MEGA 5.0 programi kullanilarak tiim diziler ClustalW
metodu ile hizalanmis ve sonrasinda bolgelerin
uzunlugu (baz cifti, bg), insersiyon ve delesyon
miktar1 (indel) GC miktarn1 (%), varyasyon ve
parsimoni informatif bélge sayisi hesaplanmistir [22].
Analiz esnasinda tiirler arasi varyasyon miktarim
artirmak ve elde ettigimizi sekanslardan emin olmak
icin NCBI veritabanindan alinan sekanslarla beraber
analiz yapilmistir. UPGMA metodu kullanilarak
evrimsel iligkileri gosteren aga¢ olusturulmustur.
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Bireyler arasi uzakliklar p-distance (uzaklik) yontemi
ile hesaplanmistir [23]. Agaglarin giivenilirlikleri 500
replikasyonlu bootstrap analizi ile test edilmistir
[24]. Analize indeller dahil edilmemistir; bir veya
birka¢ baz uzunlugunda olan bu bdlgeler ITS
bolgesinin ITS1 ve 2 alt bolgelerinde goriilmiis, matK
bolgesinde ise saptanmamistir. Dis grup olarak
Arctium cinsine ait tiirlerin DNA dizileri kullanilmis
ve bu diziler de NCBI veritabanindan alinmistir (ITS;
FJ449889, matK: ]JN894039). Arctium cinsinin
bulundugu alttakim Carduinae ile Centaurea’nin
bulundugu Centaureinae alttakimi kardes takson

oldugundan  Arctium tirleri disgrup olarak
secilmistir.
3. Bulgular
PCR tamamlandiktan sonra hedef bdlgenin

amplifikasyonundan emin olmak i¢in PCR karisimlari
uygun yogunluktaki agaroz jellerde yirutilmiistir.
Elde edilen DNA dizilerinin dogrulugundan emin
olmak icin herbir tiire ait en az iki 6rnek kullanilmis
ve bunlarin kendi iginde varyasyon gosterip
gostermedigine de bakilmistir. Tekrar dizileri
arasinda farklilik olmadigi i¢in filogenetik analizlerde
her tir icin bir dizi kullanilmistir. ITS bolgesi verisi
calisilan ve NCBI veritabanindan alinan dizilerden
olusmustur [C. solstitialis (KU295763, DQ319163), C.
depressa (AY826255), C. virgata (DQ319174), C.

iberica (DQ319120)]. Bolgenin sinirlarinin
belirlenmesinde NCBI veritabanindan alinan érnekler
kullanilmistir. Sadece calisilan ornekler

hizalandiginda bélgenin uzunlugu 628 bg (C
solstitialis) ile 633 bg¢ (C. depressa, C. balsamita)
arasindadir. Veritabanindan ilave edilen sekanslarla
hizalama yapildiginda bélge 636 b¢ uzunlugunda olup
NCBI'dan alinan bireyler dikkate alindiginda 11 tane

indel ve 104 polimorfik bolge (73 tanesi parsimoni
informatif) saptanmistir. GC miktart %56.1 gibi
yliksek bir deger bulunmustur.

Kloroplast DNA’sinda ¢alisilan bdlge olan matK
totalde 1500 b¢’dir ve genelde iki ayr1 primer ¢ifti
(F1,R3 ve F5,R1; [21]) ile cogaltilir. ilk primer cifti
1200 bg olan ilk alanm1 amplifiye ederken, diger primer
cifti geriye kalan 300 bg olan alani ¢ogaltmaktadir.
Calismamizda 1200 bg olan kisim ¢alisilmis ve son
300 b¢ olan kisim kullanilmamistir. matK bélgesi icin
NCBI veritabanindan doért 6rnek alinmis [C. depressa
(AY013499), C. solstitialis (KC969491), C. virgata
(KC969494), C. iberica (KC969485)] ve bolge
uzunlugu 1208 bg¢ olarak saptanmistir. Beklenildigi
gibi bu bolgede indel saptanmamis olup 24 (18 tanesi
parsimoni informatif) polimorfik bolge goérilmistiir.
GC miktar1 ITS bolgesinden hesaplanan degere gore
daha diistik bir deger (%33.5) bulunmustur.

Molekiiler c¢esitlilik parametreleri hesaplandiktan
sonra, iki bolgeye ait DNA dizileri birlestirilerek
tiirler arasi p-uzaklik degerleri hesaplanmis (Tablo 2)
ve bu degerler dikkate alinarak tiirler arasi evrimsel
iligkileri gosteren aga¢ yapilandirilmistir (Sekil 1).
Agacta projede kullandigimiz Centaurea tiirline ait
ornekle, NCBI'dan alinan ayni tiire ait Ornegin
beraber gruplandigi goriilmiistiir. Bu durum yapilan
islemlerin  dogrulugunun da ispati  olarak
diisiintilebilir. Sadece NCBI veritabanindan alinan C.
solstitialis tiirtine ait iki 6rnekten bir tanesi ¢alisilan
C. solstitialis ornegiyle gruplanirken, digeri uzak
konumlanmistir. Bu bireyin uzak konumlanma
nedeni diger calismada yapilan hatal tiir teshisi
kaynakli olabilir. Beklendigi gibi diger tim tiirlerin
monofilileri desteklenmistir (Sekil 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan Centaurea tiirleri ve kullanilan bélgelere ait NCBI numaralari

Takson isim Lokalite NCBIITS NCBI matK
Centaurea balsamita Lam. YYU Kampiis  KY676858 KY676853
Centaurea solstitialis L. YYU Kampiis  KY676854  KY676849
Centaurea iberica Trev. ex Sprengel YYU Kampiis  KY676857 KY676852
Centaurea virgata Lam. YYU Kampiis  KY676856 KY676851
Centaurea depressa M.Bieb. YYU Kampiis  KY676855 KY676850

(Syn:Cyanus depressus (M. Bieb.) Sojak)

Tablo 2. ITS + matK bélgeleri kullanilarak hesaplanan p-distance degerleri. NCBI veritabanindan alinan DNA dizileri (dis

grup haric) analize dahil edilerek hesaplamalar yapilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
C. solstitialis
C. depressa 0.029
C.virgata 0.021 0.021
C. iberica 0.023 0.033 0.025
C. balsamita 0.034 0.028 0.026 0.035
C. solstitialisKU295763+KC969491 0.001  0.029 0.021  0.024  0.034
C. solstitialisDQ319163+KC969491 0.025 0.025 0.021 0.030 0.032  0.024
C. depressa AY826255+AY013499 0.030 0.003 0.022 0.034 0.029 0.030 0.027
C. virgata DQ319174+KC969494 0.021 0.020 0.001 0.026 0.025 0.021 0.021 0.021
C. iberica DQ319120+KC969485 0.021 0.032 0.024 0.002 0.034 0.023 0.029 0.033 0.025
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Sekil 1. ITS ve matK bolge DNA dizileri kullanilarak UPGMA metodu altinda tiirler arasi iligkiyi gosteren agag. (Dallar
tizerindeki rakamlar: bootstrap degeri, Daire: projede kullanilan Centaurea tiirleri, Uggen: NCBI veritabanindan alinan

ornekler)

Gliner vd. [12] tarafindan Centaurea depressa tiiri
Cyanus depressus ile sinonim olarak kabul edilip
Cyanus cinsine aktarilldigindan, ¢alisilan tiirler
icerisinde beklenen durum, yapilandirilan agacta C.
depressa tirintin digerlerinde farklilasarak ayri
gruplanmasiydi. Fakat Sekil 1'de goruldigi gibi
molekiler seviyede en fazla farklilik gosteren tir C.
balsamita olmustur. Centaurea depressa tiirlii ise
Centaurea cinsi igcinde konumlanmistir. Bu tiiriin
Cyanus cinsine aktarilmasi molekiiler bulgular
1s181inda desteklenmemistir.

4. Tartisma ve Sonug¢

ITS bolgesinde 5.8S rRNA yapimindan sorumlu olan
ve orta kisminda bulunan ekson bélgesinde niikleotit
varyasyonuna rastlanmamistir. Centaurea cinsi
icerinde yapilacak olan filogenetik ¢alismalarda
sadece bu alt bolgenin kullanilmasinin, tiirler arasi
evrimsel iliskileri anlamak icin yeterli olmayacag:
diistiniilmektedir. NCBI veritabanindan alinan DNA
dizileri analize ilave edilidiginde dahi bu bdlgede
varyasyon gorilmemistir. Bu durum beklenen bir
durumdur; tek bir bazdaki degisim dahi tiim protein
veya RNA yapisin1 degistirebildiginden evrimsel
slire¢ boyunca ekson boélgeleri koruma altindadir. ITS
bolgesinden kaynaklanan varyasyonlar ITS1 ve ITS2
alt bolgelerinden kaynaklanmaktadir. Her iki bolgede
yaklasik sayida varyasyon saptanmistir. Alt bolgeler
tek tek kullanilarak yapilan filogenetik analizlerde

tirler aras1 evrimsel iligkiler benzer ¢ikmistir
(kansikliga  sebeb olmamak i¢in  agaclar
verilmemistir).

ITS bolgesi ile karsilastirildiginda matK boélgesinde
varyasyonun oldukc¢a az oldugu ifade edilebilir. Bu
sonu¢ beklenmektedir; matK bolgesi tipki ITS
bolgesinin 5.8S alt bolgesi gibi eksondur ve protein
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kodlamaktadir. P-uzaklik verilerine dayanarak
UPGMA metodu ile yapilandirilan aga¢ (Sekil 1)
dikkate alindiginda en fazla varyasyon C. balsamita
tirtinde gorilmistir. C. balsamita tiriine ait DNA
dizileri NCBI veri tabaninda mevcut degildir. C
balsamita tiriine ait ITS ve MatK DNA dizileri ilk defa
NCBI veri tabanina bu c¢alisma ile kazandirilmis
olacaktir. Uysal vd. [25], 47 Centaurea tiirini
kullanarak SDS-PAGE yontemi ile tiirlerin protein
profillerini incelenmis ve dendogramda C. balsamita
tiriintin diger tiirlerden bariz sekilde ayrildigim
gostermislerdir. Bu durumda hem protein hemde
DNA seviyesinde yapilan ¢alismalarla elde edilen
sonuclar go6zoniine alindiginda, C. balsamita tiriiniin
morfolojik karakterler ve diger yontemler kullanarak
incelenmesi ve taksonomik pozisyonunun yeniden
gozden gecirilmesi uygun olabilir.

Giiner vd. [12], morfolojik karakterler kullanarak
ifade ettigi C. depressa tiiriiniin bu cinsten cikarilarak
Cyanus depressus olarak isimlendirilmesi ve Cyanus
cinsine aktarilmasi goriisi molekiiler verilerle
yapilan c¢alismamizla desteklenememistir. ITS ve
matK boélgelerinden elde edilen ve toplamda yaklasik
1800 baz cifti uzunlugunda olan DNA dizilerinde
varyasyonlarin dikkate deger kismi C. depressa’dan
degil C. balsamita tiriinden kaynaklanmistir. Elde
edilen sonuc¢tan emin olmak i¢in Centaurea depressa
(Cynus depressus) ornegi NCBI veritabanindan da
alinarak analize ilave edilmistir. Elde edilen aga¢larda
Van’dan toplanan ve ¢alismamizda kullanilan C
depressa ile NCBI veri tabanindan alinan C. depressa
ornekleri  birlikte  bir klad  olusturmustur.
Yapilandirilan agacta c¢alismamizin asil amacin
olusturan C. depressa tiiriiniin NCBI'dan alinan ayni
tiire ait 6rnekle beraber terminal bir dal olusturmasi
ve ele alman cinsin diger tiirler ile bir ortak ata
iliskisi gostermesi, C. depressa tiirliniin Centaurea
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cinsi icinde yeralmasi gerektigini ve Cyanus cinsine
transferinin uygun olmadigini géstermektedir.
Tesekkiir

Yapilmis olan c¢alisma 2209-Universite Ogrencileri
Yurt I¢i/Yurt Disi Arastirma Projeleri Destekleme
Programi kapsaminda desteklenmistir. Orneklerin
teshisinde ¢alismamiza desteklerini esirgemeyen Dr.
Mesut Pinar, Hiiseyin Eroglu ve veri analizi
calismalarina katkilarindan dolayr Oktay Yigit'e
tesekkiir ederiz.
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