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Ozet: Asteraceae familyasina ait Centaurea L. cinsi sistematik acidan tartigmalar1 barindiran ve son yillarda
gelisen molekiiler tekniklerin 15181nda taksonomik problemleri aydinlatilmasi gereken bir cinstir. Ozellikle
Centaurea depressa tiiriiniin taksonomik konumu tartigmali olup bazi arastirmacilar tarafindan Cyanus
cinsinde olmas1 gerektigi iddia edilmistir. Bu problemi agiga kavusturmak igin, cinse ait bes tliriin (C.
depressa, C. iberica, C. solstitialis, C. virgata, C. balsamita) filogenetik iligkileri kloroplast DNA’sinda
bulunan ve filogenetik calismalarda tercih edilen trnTUCY) - trnL(UAY |GS, trnL5°- trnL.3” intron ve trnL(UAA) -
trnF©AY |GS bolgeleri kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmistir. Cinse ait bazi tiirlerin DNA sekanslar1 NCBI
veri tabanindan alinarak analizlere eklenmis ve hem C. depressa’nin hem de galisilan diger dort tiriin cins
igindeki evrimsel iligkileri aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Maksimum Olasilik (ML) ve Maksimum Parsimoni
(MP) metodlartyla filogenetik agaglar olusturulmustur. trnTUCY) - trnLUA ve trnL5°- trnL.3’ intron bdlgeleri
i¢in olusturulan agaclarda C. depressa tiirii diger akraba tiirlerden filogenetik olarak ayrilmamgtir. trnL(VAA) -
trnFCAY IGS  bolgesinde yeterli kalitede sekanslar elde edilemediginden ¢alismamizda bu bélge
detaylandiriimamustir.

Anahtar Kelimeler: Centaurea, filogeni, trnTVCY) - trnL (VA trnLL5°- trnLL3” intron, trnL(AA - trnFCAN |GS

Determination of Phylogenetic Relationships of Five Species of Centaurea
Genus by Using trnT-L-F cpDNA Region

Abstract: The genus Centaurea L., belonging to Asteraceae family, contains systematic controversies and
these taxonomic problems must be illuminated in the light of the molecular techniques developed in recent
years. Especially, taxonomic position of Centaurea depressa is controversial and moving of this species to
Cyanus genus is claimed by several researchers. To solve this problem, phylogenetic relationships of five
species (C. depressa, C. iberica, C. solstitialis, C. virgata, C. balsamita) were tried to be determined by using
the trnTUCY) - trnLUAA, trnL5’- trmL3” intron and trnLUAY - trFCAA) IGS regions which are found in the
chloroplast DNA and are preferred for phylogenetic studies. DNA sequences of other species belonging to the
genus Centaurea were retrieved from NCBI database and analyzed to clarify the evolutionary relationships of
not only C. depressa but also the other four species. Phylogenetic trees were constructed by using Maximum
Likelihood (ML) and Maksimum Parsimony (MP) methods. That’s why, the data obtained from the trnL-trnF
region will not be shared. Centaurea depressa is not phylogenetically separated from other related species in
the trees contructed by using trnTVCY - trnL(A% and trnL5°- trnl.3” intron regions. DNA sequences obtained
from trnL(UA% - trnFCAN |GS region are not clear so this region is not elaborated.

Keywords: Centaurea, phylogeny, trnTCY - trnLUAN |GS, trnL5’-trnL3” intron, trnLUAAtrFCAY IGS
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1. GIRIiS

Centaurea L. cinsi Asteraceae familyasinda en
fazla cesitlilik gosteren cinslerden biridir [1].
Tiirkiye’de 178 [2] diinyada ise 400-600 arasinda
takson sayisi igerdigi belirtilmistir [3,4,5]. Tiirler
aras1 evrimsel iligkilerinin belirlenmesinin zor
oldugu diisiiniilen cinslerden biridir [6]. Son yirmi
yilda Centaurea sistematigi 6zellikle molekiiler
tekniklerin  gelismesiyle degismis ve bazi
problemler ¢éziime kavusmustur [7]. Garcia-Jacas
ve ark. [8] yaptiklar1 kapsamli ¢aligmada
molekiiler diizeyde cinsin sinirlarini belirlemeye
caligmiglar ama hala bazi problemlerin cevapsiz
kaldigin1 belirtmiglerdir.

Bitki  organel genomlar1  (kloroplast ve
mitokondriyal DNA)  populasyon  genetigi
caligmalart ve filogenetik iligkilerin ortaya

cikarilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir
[10]. Kloroplast genomunda bulunan ve kodlama
yapmayan bolgeler, molekiiler sistematik ve
bitkilerle ilgili populasyon genetik ¢aligmalar i¢in
siklikla tercih edilirler [11]. Kodlanmayan DNA
bolgeleri yiiksek derecede mutasyon
gostermektedir. Bu sebeple evrimsel iligkilerin

gosterilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir

[12]. Kloroplast DNA’sinda  bulunan ve
kodlanmayan bolgelerden biri tRNA’dir ve
evrimsel iligkilerin belirlenmesinde

kullanilmaktadir [12,13]. Bu bdlgelerden sik
tercih edilenler trnTVUCY) - trnLYAY |GS, trnL5’-
trnL3’ intron ve trnLAY trnFCAY 1GS
bolgeleridir. Calismamizda Centaurea cinsine ait
bes tiirtin (C. depressa, C. virgata, C. iberica, C.
solstitialis ve C. balsamita) filogenetik iligkileri

bu {i¢ Dbolge kullanilarak  belirlenmeye
caligilmigtir.  Kullanilan tiirlerden Centaurea
depressa Garcia-Jacas ve ekibi tarafindan [9] ITS
ve matK gen bdlgelerinin analizi sonucu Cyanus
grubu igerisinde gosterilmis, Giiner ve arkadaslar
tarafindan da [14] Cyanus depressus olarak
isimlendirilmistir. Yaptigimiz calismada
amacimiz bu iddialar1 degerlendirmek ve cpDNA
gen bolgeleri iizerinden tiirlerin cins igerisindeki

filogenetik iligkilerini belirlemektir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Bitki Materyalleri

Centaurea tiirlerine ait 6rnekler Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Kampiis alanindan toplanarak Dr.
Mesut Pmar ve Hiiseyin Eroglu tarafindan
morfolojik veriler kullanilarak teshis edilmistir.
Teshis islemleri kapitulum 6zellikleri, ¢igcek rengi,
fillari yapilari, aken ve pappus Ozellikleri ile
yaprak ve govde Ozellikleri gibi morfolojik
Orneklerin
teshisi sirasinda Tiirkiye Florasmin 5. cildi
kullanilmistir. Tablo 1’de calisilan Centaurea
cinsine ait tiirlerin isimleri ve her bir tiiriin trnL.5’-
trnL3’ intron bolgesine ait NCBI numaralar1 yer

karakterlere bakilarak yapilmistir.

almaktadir. PZR ¢aligmalar ile hedef bdlgelerin
cogaltildigindan emin olmak ve tiirler arasi
evrimsel iligkileri en iyi sekilde yansitabilmek i¢in
NCBI veri tabaninda bulunan cinse ait diger tiirler
de analize dahil edilmigtir. Giivenilir sonuglar elde
etmek i¢in caligilan her bir tiir i¢in ikiger 6rnekten
DNA dizileri elde edilmistir.

Tablo 1. Calismamizda kullamlan Centaurea tiirleri, yaygin isimleri, lokasyonlar1 ve her bir tiirin trnL5’-trnL3’ intron

bolgesine ait NCBI numaralart.

Takson isimleri Yaygin isim Lokalite trnL5’-trnL3’ intron
Centaurea balsamita Lam. Siislii saribas ~ YYU Kampiis MF065989
Centaurea solstitialis L. Cakir dikeni  YYU Kampiis MF065988
Centaurea iberica Trev. ex Sprengel Deligézdikeni YYU Kampiis MF065987
Centaurea virgata Lam. Aci siiplirge YYU Kampiis MF065986
Centaurea depressa M.Bieb. Gokbas YYU Kampiis MF065985

(Sinonim: Cyanus depressus (M. Bieb.) Sojak)
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2.2. DNA Izolasyonu, PZR Amplifikasyonu ve
Sekanslama

Doyle ve Doyle methodu modifiye edilerek her bir
ormegin genomik DNA izolasyonu yapilmistir
[15]. DNA’nin saflig1 ve miktar1 NanoDrop 2000c
UV-Vis Spektrofotometre kullanilarak
belirlenmis ve biyiikligii % 0.8’lik agaroz jel
kullanilarak goriintiilenmistir. Genomik DNA
tizerinde hedeflenen bdlgelerin ¢ogaltilabilmesi
(amplifikasyon) icin spesifik primer ¢iftleri
kullanilmustir; trnTVCY - trnLUA bolgesi igin
trna (F) 5> CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT
3, trmb (R) 5 TCT ACC GAT TTC GCC ATA
TC 37, trnL5’-trnLL3” intron bdlgesi igin trne (F) 5’
CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG 3’, trnd (R)
5" GGG GAT AGA GG ACT TGA AC 3,
trnL A - trnF©AY |GS bolgesi igin ise trne (F) 5°
GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC 3’, trnf (R)
57 ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 3’
primer ciftleri kullanilmistir [12].

Bolgelerin

cogaltilmas1 islemi icin 25 pl’lik reaksiyon
karigimlart hazirlanmistir. Her bir karisim igin
optimize edilmis miktarlarda steril su, total DNA
(10 ng/ul), 10X PZR Tampon, MgCl, (25 mM),
dNTP (10 mM), spesifik primer ¢iftleri (10 pM)
ve Taq polimeraz (5u/ul) enzimi kullanilmistir.
PZR uygulamasindan sonra gen bdlgelerinin
cogaltildigindan emin olmak igin iirlinler % 1°lik
agaroz jelde yiriitilmis ve UV cihaz1 altinda
bantlar goriintillenmistir  (Sekil 1-2). DNA
dizilerinin alinmasi i¢in PZR iirlinleri 6zel bir
firmaya gonderilmistir (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Elde edilen cpDNA bolge
dizileri Finch TV programi yardimiyla goriiniir
hale getirilmis ve her bireye ait forward ve reverse
dizileri MEGA 5.0 [16] programu ile ¢akistirilarak
konsensus diziler olusturulmustur
(http://www.geospiza.com).

Sekil 1. Centaurea tiirlerinin PZR {iriinlerine ait %1°lik jel goriintiisii (a-€; trnL.5’-trnL3” intron- f-i; trnL(AA- trnFCAY 1GS
bolgesi, M; Thermo Scientific GeneRuler marker). a-e ve f-i sirasiyla C. depressa, C. iberica, C. solstitialis, C. virgata, C.

Balsamita..

Sekil 2. Centaurea tiirlerinin PZR iiriinlerine ait %1°lik jel goriintiisii (trnTUCY - trnLUAA [GS bolgesi, M; Thermo Scientific
GeneRuler marker). C1-C5 sirastyla C. depressa, C. iberica, C. solstitialis, C. virgata, C. Balsamita..
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2.3. Filogenetik Analiz

Elde edilen DNA dizileri ile NCBI veri
tabanindan alinan Centaurea cinsine ait diger
tirlerin DNA dizileri kombine edilerek analizleri
yapilmistir. MEGA 5.0 [16] programi kullanilarak
tim diziler ClustalW metodu ile hizalanmis ve
total niikleotit uzunlugu (baz ¢ifti, bg), indel
sayisi, parsimoni informatif bolge sayis1 ve
niikleotid varyasyonu hesaplanmistir (Tablo 2).
trnTVCY) - trnLUA IGS, trnL5°-trnl3’ intron
bolgelerinin  analizlerine devam edilmis ve
filogenetik agaglarin ¢izilmesi esnasinda MEGA
5.0 programi ile Tamura-Nei [17] modelini
kullanan Maximum Likelihood (ML) methodu ile
Maksimum Parsimony (MP) kullanilmigtir. Elde

edilen agaclarin giivenirliligini artirmak icin ise

1000 replikasyonlu bootstrap analizi tercih
edilmistir [18].

3. SONUCLAR

Kloroplast DNA’sinda  bulunan  trnTVCY)

trnLUAY 1GS, trmL5’-trnL3” intron ve trnLUAY -
trnFCA IGS bolgelerinden DNA dizileri elde
edilmigtir. trnTVCY -
icin NCBI veri tabanindan 9 Centaurea tiiriine ait
DNA dizisi (C. toletana FJ775985, C. horrida
KF630479, C. filiformis KF630503, C. montana
HMO002841, C. diffusa AY316668, C. maculosa
AY316670, C. cyanus HMO002826, C. stoebe
JNO053412, C. stoebe JF960868) ile ¢alistigimiz
tiirlerin birlikte analizi yapilmistir. Veri tabaninda

trnL“*Y bolgesinin analizi

mevcut
(Ucu) _

calistigimiz  tiirlere  ait  sekanslar
olmadigindan analize eklenememistir. trnT
trnL bolgesinin uzunlugu NCBI’dan alman
ornekler de dahil edildiginde 511 bg¢ olarak

hesaplanmigtir. Analiz sonunda 9’u parsimoni

informatif olan 15 varyasyon saptanmistir (Tablo
2).

trnL5’-trnL.3” intron bolgesi i¢in NCBI veri
tabanindan aliman 10 Centaurea tiirline ait DNA
dizisi (C. phrygia HM590263, C. diffusa
AY316653, C. iberica KC969570, C. solstitialis
KC969575, C. depressa AY772297, C. virgata
KC969578, C. bruguierana AY772295, C.
pectinata KY697477, C. parlatoris KC969573, C.
diluta KC969569) ile ¢alismamiz sonucunda elde
edilen 5 tiire ait DNA dizileri beraber analiz
edilmistir. C. balsamita tiiriiniin trnL5’-trnL3’
intron bolgesine ait DNA dizisi veri tabaninda
bulunamadigindan analize ilave edilememistir.
trnL intron bolgesinin uzunlugu NCBI’dan alinan
ornekler de dahil edildiginde 433 bg olarak
hesaplanmigtir. Tiim bireyler dahil edilerek analiz
yapildiginda 2’si parsimoni informatif olan 8
varyasyon saptanmustir (Tablo 2).

trnLYAY - trnFCAY 1GS  bolgesi i¢in NCBI

veritabanindan alman 7 Centaurea tiiriine ait
kloroplast DNA dizisi (C. depressa AY 772297, C.
diffusa AY316653, C. tweediei JF775384, C.
iberica KC969570, C. solstitialis KC969575, C.
virgata KC969578, C. bruguierana AY772295)
ile 5 tirimiize ait DNA dizileri analize tabi
tutulmustur. Bu bolgenin uzunlugu NCBI’dan
aliman Ornekler de dahil edildiginde elde edilen
uzunluk 305 bg olarak hesaplanmistir. Tim
bireyler dahil edilerek analiz yapildiginda 8§
parsimoni informatif olan 24  varyasyon
saptanmistir (Tablo 2). Ancak bdlgeden elde
edilen DNA dizisinin filogenetik agaci ¢izmek
icin yeterli giivenirlilikte olmamasindan dolay1
analizler Deneyler

ileri yapilmamustir.

tekrarlanmig olsa da benzer sonuglar alinmstir.




Kalmer, Dizkiricr Tekpinar / Cumhuriyet Sci. J., Vol.38-4, Supplement (2017) 52-59

Tablo 2. trnTUCY) - trnLUAM |GS, trnL5’-trnL3’ intron ve trnLUAA - trnF(CAA) |GS bolgeleri igin hesaplanan molekiiler
cesitlilik parametreleri (Biitiin hesaplamalar NCBI’dan alinan DNA sekanslari dahil edilerek yapilmstir).

Parametreler trn TV - trn L trnLintron  trnL (YA - trnFEAY
Takson sayisi 13 12 8
Sekans sayisi 19 20 12
Total uzunluk (bg) 511 433 305
Varyasyon 15 2 24
Parsimoni informatif sayisi 9 2 8
Indel says1 (bg) 16 2 28
Ortalama uzaklik 0.008 0.002 0.032
trnTUEY trnL“" IGS  igin olusturulan bolgeden elde edilen agagta, taksonomik

filogenetik agacta dis grup olarak NCBI veri
tabanindan alinan Arctium minus (EU661122) [9],
trnL5’-trnL.3”  intron bdlgesi ic¢in olusturulan
filogenetik agacta ise dis grup olarak Zoegea
leptaurea (AY772383) tiirlerine ait diziler [9]

pozisyonu hakkinda farkli goriislerin oldugu C.
depressa tiirtiniin filogenetik iligkilerine 6zellikle
dikkat edilmistir. Garcia-Jacas [9] ve Giiner’in
[14] iddiasindan farkli olarak C. depressa tiirii
kloroplast DNA’sinda bulunan iki farkli bélgeden

kullanilmigtir. Calisilan tiirlerden elde edilen elde edilen DNA dizileri dikkate alindiginda
DNA dizileri ile aym tlirlerin NCBI veri Centaurea cinsine ait olan diger tiirlerden
tabanindan alman dizileri hizalandiginda birebir  ayrilmamistir.
ayni olmadigi ve diziler arasinda baz
varyasyonlarin goriildiigi saptanmigtir. Her iki

C.stoebe JF960868

@ C solstitialis

@ C solstitialis 2

@ C.iberica 2

@ C.iberica

@ C.virgata

” @ C.virgata 2
@ C.depressa
@ C.depressa 2

59

C.diffusa AY316668

65

C.maculosa AY316670

C.stoebe JN053412
C.toletana FJ775985

@ C.balsamita

96

@ C.balsamita 2
C.horrida KF630479

C filiformis KF630503
C.montana HM002841

79 C.cyanus HM002826

Arctium minus EU661122

Sekil 3. trnTUCY) - trnL(UAA bglgesi kullamlarak ML metodu ile gizilen filogenetik agag. Uzantilarin {istiinde rakamlar
bootstrap degerlerini gostermektedir. Arctium minus dis grup, siyah yuvarlak sekiller ¢alismada kullanilan tiirler.



Kalmer, Dizkirict Tekpinar / Cumhuriyet Sci. J., Vol.38-4, Supplement (2017) 52-59

C.virgata KC969578
—— C.diluta KC969569

64

C.diffusa AY316653
@ C.iberica 2

@ C.iberica

64

@ C.depressa

63

64 —— @ C.depressa 2
—— C.parlatoris KC969573

C.pectinata KY697477
@ C solstitialis

@ Csolstitialis 2

C.phrygia HM590263
C.iberica KC969570

C.solstitialis KC969575
—— C.bruguierana AY772295

@ C.virgata

@ C.virgata 2
@ C.balsamita

—— @ C.balsamita 2

—— C.depressa AY772297

Zoegea leptaurea AY772383

Sekil 4. trnL5’-trnL.3” intron bdlgesi kullanilarak ML metodu ile ¢izilen filogenetik agag. Uzantilarin iistiinde rakamlar
bootstrap degerlerini gostermektedir. Zoegea leptaurea dis grup, siyah yuvarlak sekiller ¢aligmada kullanilan tiirler.

4. TARTISMA

Bir¢ok arastirmaci tarafindan calisilan Centaurea
cinsinin taksonomik bazi problemleri ¢oziilmiis
ancak hala birtakim problemleri oldugu
belirtilmigtir [7,8,19]. Bu problemlerden biri
Centaurea depressa tiiriiniin Giiner ve arkadaglari
tarafindan 2012 yilinda yapilan morfolojik
verilere dayali ¢alismalarinda Cyanus depressus
olarak  Cyanus aktarildigim1  iddia
etmeleridir.  Bu molekiiler verilerle

cinsine
iddia
desteklenmedigi siirece bir problem teskil etmeye
devam edecektir. Kloroplast genomunda bulunan
ve kodlama yapmayan bolgeler yiiksek derecede
mutasyon gostermektedir. Evrimsel iliskilerin
aydmnlatilmasinda bu bolgelerdeki mutasyonlar
belirleyici olmaktadir. Caligmamizda Giiner ve

arkadaslarinin  iddiasim1  degerlendirmek igin
cpDNA verilerine dayali filogenetik analizler
yapilmig ve olusturulan filogenetik agaclarda bu

tiiriin cins icerisinde yer aldig1 gdsterilmistir.

C. depressa tiriine ait NCBI veri tabaninda
bulunan dizi verisi trnL5’-trnL3’ intron bolgesi
analizine dahil edilmis ve her ne kadar
calismamizda kullanilan C. depressa 6rneginden
uzak konum alsa da hala cins igerisinde yer aldig1
gosterilmistir. trnL5’-trnL.3” intron agacinda C.
virgata ve C. balsamita tiirlerinde varyasyonlar
saptanmig ve diger tiirlerden evrimsel seviyede
ayrilmalarina neden olmustur. trnTVSY - trn (VAN
IGS agacinda ise galigilan tiirler birbirlerine yakin
konumda yer almiglar ve C. depressa tiirii cins
icinde yer almistir. Ayrica ITS ntDNA ve matK




cpDNA  bolgeleri kullanarak yapilan diger
calisjmamizda da C. depressa tiirii yine cins
icerisinde yer almig ve C. balsamita tiirii en fazla
varyasyon gostererek agaca disardan baglanan tiir
olmustur [20]. Giiner ve arkadaglar tarafindan C.
depressa tiiriiniin Cyanus depressus ile sinonim
olarak kabul edilip Cyanus cinsine aktarildigi
iddialarindan o6tiirli, cahisilan tiirler igerisinde
beklenen ~ durum C.  depressa tiiriiniin
digerlerinden farklilagarak ayri gruplanmasiydi
fakat Sekil 3-4’te goriildiigii gibi calismamizda
kullanilan C. depressa tiirii cins igerisinde
konumlanmis  ve digerlerinden  farklilik
gostermemistir. Ozellikle trnTVCY - trnLUA |GS
agacinda bu durum net goriilmektedir. Olusan
agacta iki ana klad belirlenmis ve kladlardan
birinde ¢aligilan tiirler grup olustururken digerinde
sadece C. cyanus (HM002826) ve C. montana
(HM002841) yer almistir (Sekil 3). Burada dikkat
ceken kisim C. depressa tiriiniin ¢aligilan diger
tirlerle birlikte gruplanmasidir. agaca
disardan baglanmasi beklenen C. depressa cins
icerisinde yer almistir. Eger Guiner ve ark. [14]
ifade ettigi gibi C. depressa tiirii Cyanus cinsinde
yer almig olsaydi diger tiirlerden evrimsel olarak

Yani

ayrilmast ve agaca disardan baglanmasi
beklenirdi. Yapilan tiim ¢ahismalar dikkate
alindiginda  ¢ekirdek (ITS) ve kloroplast

DNA’sinda bulunan bolgelerin benzer sonucu
vererek C. depressa tiriiniin bu cins iginde
kalmas1 gerektigini ispatlamis ve molekiiler
seviyede  bagska bir cinse  aktarilmasini
destekleyecek kadar varyasyon goriilmemistir.
Cins icerisinde var olan bu tarz taksonomik
problemleri aydinlatmak ve sinonim
belirleyebilmek i¢in hem morfolojik hem de
molekiiler verilerin birlikte analizinin yapilmasi
gereklidir. Taksonomi alaninda artik sadece
morfolojik  verilerle olusturulan hipotezlerin
gecerliligi sinirh kalabilmektedir.
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