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Arastirma Makalesi
Akdeniz Bolgesi Siis Bitkisi Yetistiricilik Alanlarinda Krizantem
(Chrysanthemum morifolium Ramat.) Bitkilerinde Bulunan Viroidlerin
Arastirilmasi

Giilbahar ARIKAN?, Biisra FIDANCI AVCI, Orhan BOZANY", Niiket
ONELGE!
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Diinyada siis bitkilerinde viriis ve viroid etmenlerinin neden oldugu birgok hastalik bulunmaktadir.
Giintimiize kadar diinyada krizantemlere spesifik 6nemli ekonomik kayiplara neden olan 2 adet
viroid cinsi tespit edilmistir. Bunlar Avsunviroidae familyasindan olan Chrysanthemum chlorotic
mottle viroid (CChMVd)’i ve Pospiviroidae familyasindan Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) dir.
Bu caligmada Akdeniz Bolgesinde Adana, Mersin ve Antalya illerinden toplanan 56 krizantem
ornegi RT-PCR yontemi ile taranarak 2 farkl viroidin bulagiklig1 agisindan arastirilmistir. Calisma
sonucunda krizantem bitkilerinde CSVd varlig1 tespit edilmigtir. Calismada karantina etmeni olan
CChMVd ‘i toplanan hi¢bir izolatta tespit edilememistir. CSVd etmeni mekanik olarak etrog citron
ve krizantem bitkilerine aktarilmis, bu bitkiler iizerinde genel bir bodurluk yaprak kiigiikligii ve
beneklenmesi belirtilerini gelistirmistir.

Anahtar Kelimeler: Krizantem, CSVd, CChMVd, Viroid

Investigation of Viroids in Chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium
Ramat.) Plants in Ornamental Plant Cultivation Areas of Mediterranean
Region

ABSTRACT

There are many diseases caused by viruses and viroid factors in ornamental plants in the world. To
date, 2 viroid species have been identified in the world that cause significant economic losses
specific to chrysanthemums. These are Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) from the
family Avsunviroidae and Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) from the family Pospiviroidae. In
this study, 56 collected from Adana, Mersin and Antalya in the Mediterranean Region. The
chrysanthemum sample was scanned with the RT-PCR method and investigated in terms of
contamination of 2 different viroids. As a result of the study, the presence of CSVd was determined
in chrysanthemum plants. In the study, CChMVd, which is the quarantine agent, could not be
detected in any of the collected isolates. CSVd agent was mechanically transferred to etrog citron
and chrysanthemum plants. On these plants, signs of general stunting, small leaf size and mottling
have developed.
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Giris

Siis bitkileri yetistiriciligi ¢evre, bahge ve sehir
diizenlemeleri bakimindan olduk¢a Onemli
gorsellik bakimindan tercih edilen bir tarim iiriin
gurubudur. Siis bitkileri kullanim amaglarina
gore; kesme ¢igek, i¢ mekan (saksili) siis
bitkileri, dis mekan (tasarim) siis bitkileri ve
cicek soganlari olmak t(zere 4 gruba
ayrilmaktadir (Titiz ve ark., 2000). Diinya
genelinde 2015 yili itibari ile 1.752.081 hektar
alanda siis bitkileri yetistirilmektedir (Kazaz ve
ark., 2016). 2019 yili siis bitkisi ekim alanlari
verilerine gore iilkemizde 52.477.362 m?lik
alanda tretim yapilmaktadir. Bunun %23.5’i
kesme ¢igek icin kullanilirken %3.7 si i¢ mekan
(saksil1) siis bitkileri igin kullanilmaktadir
(TUIK, 2020). Anavatam Japonya olan
krizantem (Chrysanthemum morifolium Ramat.)
bitkileri kesme ve saksili siis bitkileri agisindan
oldukca 6nemli bir konuma sahiptir. Bunun yani
sira krizantem tiirleri peyzaj sektoriinde
kullanildigr kadar endistri sektoriinde de
kullanilan tarimsal bir lirtindiir.

Artan {retim miktarlar1 ile birlikte hastalik
etmenleri ve zararlilarin neden oldugu iiriin
kayiplart da  artmaktadir. Bu  hastalik
etmenlerinden olan viroidler en kiiciik patojen
olma &zelligindedir. “’Viroid™’ terimi ilk olarak
Thedor Diener tarafindan patates ig yumru
hastaligina neden olan etmenin viriis olmadigi ve
protein kilifi i¢ermedigi vurgulanmak igin
kullanilmigtir (Diener, 1971). Giinlimiizde yeni
gelismis molekiiler tanilama yontemleri ile
bircok bitki tiiriinde enfektiydz ve latent olarak
bulunan viroid tiirii belirlenmistir. Bitkilerde
rapor edilmis 8 cins i¢inde yer alan yaklagik 32
tir viroid etmeni vardir (ICTV, 2020).
Krizantem bitkileri izerinde dogrudan etkili olan

Chrysanthemum stunt viroid (CSvd) ve
Chrysanthemum  chlorotic  mottle  viroid
(CChMVd) siis bitkileri yetistiriciliginde

bilinen en énemli etmenlerden iki tanesidir. Bu
iki viroid disinda Citrus exocortis viroid
(CEVd), Potato spindle tuber viroid PSTVd),
Hop stund viroid (HSVd) etmenleri de krizantem
bitkilerinde karisim halinde veya tek olarak
bulunmakta ve enfeksiyon olusturabilmektedir.

Ayrica  slis  bitkilerinde = baz1  viroid
enfeksiyonlarinin ~ latent  olarak  kaldigi
belirtilmektedir. ~ Bununla  birlikte  latent

enfeksiyonlarin dolayli yoldan ticari bitki tiir ve
cesitlerine etki edebilecegi, bu gesitlerin viroidle
enfektelendiginde ciddi ekonomik kayiplar
olusturabilecegi diger ana bitkiler icin inokulum
kaynag1 olabilecegi bildirilmistir (Verhoven ve
ark., 2017).

2006 ve 2009 yillar1 arasinda Tiirkiye de yapilan
bir calismada patates, domates ve bazi siis
bitkilerinde Pospiviroid familyasina ait viroid
etmenleri tespit edilmistir (Bostan ve ark. 2010).
Calismada 154 krizantem bitkisinden 2’sinin
CSVd ile bulagik oldugu bulunmustur. Bu
caligma ile aragtiricilar Tirkiye’de CSVd’yi ilk
kez rapor etmisler ancak sekans verilerini
belirtmemislerdir. Siis bitkileri yetistiriciligi ve
bunun icinde krizantem yetistiriciligi son
yillarda gerek iilkemizde gerekse bolgemizde
hizla artmaktadir. Ancak bu gruptaki bitkilerde
bulunan viroid etmenleri {izerinde yapilan
caligmalar son derece simirlidir. Bu ¢aligmada
krizantem  bitkilerinde bulunan  krizantem
viroidlerinin Akdeniz Bolgesi’ndeki
yetistiricilik alanlarindaki durumu belirlenmeye
calisilmig ayrica bu bitki grubunda bulunan
viroidlerin molekiiler ve biyolojik agidan
tanilanmalar1 gergeklestirilmeye calisilmistir.

Materyal ve Yontem

Sorvey calismalar:

Calisma Akdeniz Bolgesi’nin Adana, Mersin ve
Antalya illerinde park ve bahgelerinde bulunan,
siis bitkisi olarak {iretilen ve satilan krizantem
(Chrysanthemum morifolium Ramat.)
bitkilerinde  gerceklestirilmisgtir.  Krizantem
bitkilerinden yapraklarda sararma, bitkilerde
bodurluk, yapraklarda beneklenme, ¢icek
yapisinda bozulma, petal yaprakta renk
acilmalari, ge¢ ciceklenme gibi viroid kaynakli
hastaliklarin karakteristik belirtilerini goésteren
bitkilerden sec¢ilmistir. Ayrica marketlerde
satista olan saksili krizantem bitkileri, kesme
cigcek olarak satilan bitkiler ve piyasada satista
olan ticari krizantem tohumlari da materyal
olarak kullanilmustir.
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Biyolojik indeksleme ¢alismalar:

CSVd etmeninin biyolojik indeksleme yontemi
ile tanist saglikli doku kiiltiiriinden elde edilmis
krizantem bitkileri kullanilarak
gergeklestirilmigtir.  Steril  ortamda  doku
kiiltiiriinde yetistirilmis olan krizantem fideleri
viyollere 1:1:1 oranindaki toprak, torf ve ponza
tasi  karigimina  aktarilarak  gogaltilmistir.
Indikator bitkilerine mekanik olarak govde
cizme (Stem slash) yoOntemi ile patojen
bulastirilmasi yapilmigtir. Toplanan krizantem
orneklerinin yaprak, govde ve ¢igeklerinde
CSvd, CCMVd etmenlerinin karakteristik
olarak olusturdugu bodurluk, yaprak kii¢iilmesi,
bogum aralarinin kisalmasi, diizensiz c¢igek
gelisimi ve yapraklarda beneklenme simptomlari
gosteren bitkilerin TNA (Toplam niikleik asit)

ekstraksiyonlari yapilmustir. RT-PCR
calismalar1 sonucunda agar jel {lizerinde pozitif
bant gelistiren bitkilerden 3 adet 6rnek calisma
sonrasinda pozitif bulunan bitkiler biyolojik
indeksleme c¢alismasina alinmistir.

Saglikli krizantem bitkilerine mekanik olarak
tasima c¢alismalar1 8 yaprakli hale gelen
krizantem bitkilerinin alt kisimdaki 4 yaprak
koparilarak steril siringa ucu ile gévdeye ¢izikler
olusturularak gergeklestirilmistir. Olusturulan
bu ¢izikler tizerine TKM (10 mM Tris-HCI pH
7.6,10 mM KCI, 10 mM MgCly) ¢ozeltisi ile Y4
oraninda  sulandirilmis TNA  ¢ozeltisi
damlatilarak yaralardan bitki dokusuna gegis
saglanmistir. Cizme isleminden sonra gévdenin
nemini korumasi i¢in parafinle sarilmistir.

Cizelge 1: RT-PCR calismalarinda kullanilan primer ciftleri

Viroid- Sekans Dizilimi Baglanma | Cogaltilan
Primer Sicakligi Bolge
(T)
CSVd-1H5 5" TTCTTGTAAAGCAGCAGGGT 3' 55.3 55-36 (Shiwaku et. al., 1996)
CSVd-1R 5' AAAGAAATGAGGCGAAGAAGTC 56.5 56-77
3
CChMVd-2R 5' AAAGGACCGGAACTGGATCT 3 57.3 217-236 (Hosokawa et al. 2005)
CChMVd-2F 5' ATCCATGACAGGATCGAAAC 3 55.3 29-48
CSVdF 5-CAACTGAAGCTTCAACGCCTT-3 58 253 Hosokawa et al., 2004
CSVdR 5-AGGATTACTCCTGTCTCGCA-3 59 Hosokawa et al., 2004
CSVd-2F 5-CCAATCTTCTTTAGCACCGG-3 65 221 Hosokawa et al., 2004
CSVd-2R 5-AGTGGGGTCCTAAGCCCCAA-3 55 Hosokawa et al., 2004

Molekiiler ¢calismalar

RT-PCR cahismalari

Krizantem bitkilerinde bulunan viroidlerin
tanilanmasi i¢cin CTAB
(cetyltrimethylammonium  bromide) tampon
cozeltisi temelli TNA ekstraksiyonu
gergeklestirilmistir.  Ekstraksiyon ¢aligmalari
Murray ve Thompson (1980)’e goére modifiye
edilerek uygulanmistir. Elde edilen TNA’lardan
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komplementer DNA (cDNA) sentezi ve PCR
cogaltmasi yapilmistir. PCR caligmalar1 farkh
primer ¢iftleri kullanarak klasik PCR (Barthe ve
ark., 1998) ve Nested-PCR (Hosokawa ve ark.,

2004) olarak iki farkh sekilde
gergeklestirilmistir.  RT-PCR  ¢alismalarinda
kullanilan  primer giftleri ¢izelge 1’de

belirtilmektedir.
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Elektroforez Calismalari

Elektroforez ¢alismalart  %2°lik agar jel
kullanilarak gergeklestirilmistir. Boyama islemi
etidyum bromiir ¢ozeltisi ile yapilmis ve jeller
iizerindeki  bantlar UV  transilluminator
kullanilarak goriintiilenmistir.

Jel Uzerinden Viroid Saflastirilmasi

Coklu bant olusturan 6rneklerden bir kismi jel
tizerinden  kesilerek ~ Roche  Moleculer
Biochemicals-High  Pure  PCR  Product
Prification Kit’i kullanilarak saflastirma islemi
gergeklestirilmigtir. Bu iglem firmanin 6nerdigi
basamaklara gore yapilmistir.

Sekans analizi ve verilerin karsilastirilmasi

Jel goriintiilemesi sonucunda viroid etmeninin
varligmin  saptandigt PCR  driinleri ayni
kosullarda PCR uygulanarak 200ul hacminde
cogaltilmistir. Cogaltilan 6rneklerin saflagtirma
ve niikleotid dizilimlerinin  belirlenmesi
amaciyla Adana ilinde bulunan MOLGENTEK
firmasina gonderilmistir. Sekanslama islemi
tamamlanan tiim Orneklerin baz dizilimleri
“’Finch V> programi kullanilarak
gorintiilenip, mevcut baz dizilimleri NCBI

(National Center for Biotechnology
Information)  veri tabaninda “’BLAST”’
yontemiyle kayithh ilgili organizmalar ile
karsilagtirilmistir. Filogenetik  analiz

caligmalarinda da DNA dizileri “MEGA X
VERSION 10.0.2°> (Molecular Evolutionary
Genetics  Analysis) programi  kullanmilarak
“’Neighbour Joining™’ metodu ile
siniflandirilmistir (Kumar ve ark., 2018).

Bulgular ve Tartisma

Krizantem bitkilerinde viroid belirtilerine
iliskin sera ve satis yeri géozlemleri

Toplanan orneklerde, bitkilerinde bodurluk
(Sekil 1a), yapraklarinda sararma ve beneklenme
(Sekil 1b), ge¢ cigeklenme (Sekil 1c), ¢icek
yapisinda bozulma (Sekil 1d) ve petal yaprakta
renk acilmasit gibi viroid ve wvirlisler igin
karakteristik olabilecek simptomlar
gozlemlenmistir. Belirlenen bu simptomlar
viroid ve virlislerin olusturabilecegi genel
simptomlar olup CSVd i¢in 6zellikle bodurluk
simptomlar1 ve yaprak simptomlar1 baz alinarak
ornekler toplanmis ve ¢alisma izolatlari
olusturulmustur. Arazi caligmalarinda krizantem

bitkilerinde gozlenen simptomlar literatiirde
hastalikla ilgili belirtilen simptomlara benzerdir
(Mehle ve ark., 2010, Chung ve ark., 2005).
Krizantemlerde en fazla gozlenen simptom
bodurluk simptomu olmustur. Bu simptom
bolgedeki her ii¢ ilde gdzlenmistir. ikinci en
yaygin simptom ise yapraklarda kloroz
(sararma) ve ge¢ cicek agimi simptomlaridir.
Petal yapraklarda renk agilmasi, yapraklarda
beneklenme ve cicek yapisindaki bozulmalar
Adana ve Antalya illerinde daha yaygin

gbzlenen simptom olmustur.

Sekil 1. a- Kesme krizantem yetistiriciligi yapilan bir
serada ciceklerde geg¢ agilma ve bitki lerde bodurluk
goriintlisii  (Tarsus) b- krizantem yapraklarinda
meydana gelen klorotik beneklenme simptomlari
(Adana) c- saksilarda yetistirilen krizantemlerdeki
cicek yapisindaki renk kirilmalar1 ve gec ciceklenme

(Adana) d- petal yaprak gelisimini tam
tamamlamamuis ¢igeklerin simptomu (Adana)

Krizantem  bitkilerinde  tespit  edilen
viroidlerin biyolojik indeksleme

calismalarina ait bulgular

Doku kiiltiiriinden elde edilmis krizantem
bitkilerinin indikator bitki olarak kullanildigi bu
calismada simptomlar inokulasyon
islemlerinden yaklasik 6 hafta sonra gézlenmeye
baglamistir. Saglikli krizantem bitkilerinde ilk
belirtiler, bodurlagsma, bogum aralarinda kisalma
ve yaprak boyutlarinda kiigiilmeler hafif
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klorozlar olarak gozlemlenmistir (Cizelge 2).
Ilerleyen dénem iginde ¢igek yapisinda da
farklilasmalar gozlenmis olup cigeklerin kiiciik

kaldigt  ve tam
belirlenmistir.

acilma  gostermedigi

Cizelge 2: indikator bitkilerde gozlemlenen belirtiler (B: Bodurlasma, BAK: Bogum aras1 kisalma, KY:
Kiigiilmiis yaprak, YHK: Yapraklarda hafif kloroz, KC: Kii¢iik ¢icek yapisi, YK: Yapraklarda kivirciklagsma)

Gozlemlenen belirtiler
Izolatlar Indikator bitki KY |B\BAK |YHK KC YK
KriAd-27 Krizantem + + + -
KriTa-4 Krizantem + -
KriAd-38 Krizantem + + + B -
Kontrol - Krizantem -
KriTa-4 Etrog citron - - +
KriAd-27 Etrog citron - - +
KriAd-38 Etrog citron - - +
Kontrol + Etrog citron - - +
Kontrol - Etrog citron - - -

Niblett ve ark, (1980) yiriitmiis olduklart

1H5 ve CSVd-1R primer ¢ifti kullanilmistir.

calismada CSVd etmeninin inokulasyonunun  Yapilan analiz sonucunda jel {izerinde
gerceklestirildigi bitkilerde bodurluk, orneklerde 2’li ve 3’li bantlar elde edilmistir.
yapraklarda  klorotik  lekeler olustugunu Incelenen 56 adet drnegin 15 tanesinde ¢oklu
bildirmislerdir. CEVd etmeninin  bant elde edilmistir. RT-PCR c¢alismasinda 9

inokulasyonunun yapilmis oldugu bitkilerde ise
bodurluk, yapraklarda biikiilme gibi belirtileri
gozlemlediklerini  bildirmislerdir. ~ Biyolojik
indeksleme calismasinda elde edilen bulgular bu
calismayla uyumludur ve saglikli krizantem
bitkilerinde benzer sonuglar elde edilmistir.
Ayrica Duran-Vila ve ark. (1988) yapmis
olduklar c¢alismada etrog bitkilerinin bu iki
etmene karsi hassasiyet gosterdiklerini ve
krizantem bitkilerinde de CEVd’in bodurluk
belirtisi gelistirdigini, HSVd’nin ise ¢ok hafif
belirtiler olusturdugunu bildirmislerdir.

Molekiiler cahismalar ile ilgili bulgular ve
tartisma

RT-PCR c¢ahsmalari ile ilgili bulgular
Caligmanin  konusunu olusturan CSVd’nin
bolgemizdeki krizantem bitkilerinde varligini ve
yogunlugunu arastirmak amaciyla yiiriitiilen bu
caligmada toplam 56 adet izolat RT-PCR ile
incelenmistir. Calismanin ilk asamasinda CSVd-
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adet 6rnegin tamami 3’li bant, 6 6rnek ise 2’li
bant olusturmustur (Sekil 2). Daha sonra
PospillR ve Pospil2F evrensel primerleri
kullanilmis ancak bu iki primer ¢ifti
kullanildiginda herhangi bir bant olusumuna
rastlanilmamastir.

Bu asamada Roche Moleculer Biochemicals-
High Pure PCR Product Purification Kit’i
kullanilarak ¢oklu bantlardan 2 tanesi (KriTa-4,
KriAd-27) ¢ogaltilarak jel tizerinden kesim
islemi gerceklestirilmis ve bantlar birbirinden
ayrilarak saflagtirilmistir. CSVd’ni belirlemek
icin primer ¢iftleri CSVdIR-CSVd1F ve
CSVd2R-CSVd2F kullanilarak nested-PCR
caligmasina gidilmistir. Yapilan ilk agama RT-
PCR fiiriinlerinin jel tizerinde 253 bg seviyesinde
CSVd’ye ait bantlar elde edilmistir (Sekil 2b).
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Sekil 2. a-CSVd-1H5-1R primerlerinin kullanildig:
¢oklu viroid bantlarimin jel goriintiisii b- Nested-PCR
galigmalarimin ilk asamasinda CSVdI1F/CSVd1R
primerlerinden alinan jel goriintiisii. c- Nested-PCR
¢aligmalarinin ikinci asamasinda CSVd2F/CSVd2R
primerleri kullanilarak pozitif olarak belirlenen
KriAd-27 izolatinin agar jelde 221 bg'i goriintiisii.

Nested-PCR’in 2. PCR asamasinda ise sadece
bir ornekte 221 b¢ uzunlugundaki bant
goriilmistir (Sekil 2c). Diger o6rneklerde
herhangi bir bant gézlemlenmemistir. CSVd igin
toplam 2 adet izolattan pozitif sonug¢ alinmustir.
Bu say1 etmen ac¢isindan oldukga diisiik bir
rakam olarak ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak bu
calismada incelenen krizantem bitkilerinin
CSVd agisindan oldukga diisiik bir bulasiklilik
oranina sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen
bu driin sekans c¢aligmasina gonderilmek
amaciyla ayn1 kosullarda tekrar ¢ogaltilmigtir.

Diinya’da CSVd’nin yayginlik durumuna
baktigimizda etmen ilk kez viriis olarak ABD’de
1945 yilinda bildirilmistir (Dimock, 1947). Daha
sonra Kanada ‘da 1950 yilinda bildirilerek
buradan diinyanin her tarafina dagildig

belirtilmistir (Lawson, 1987). Etmen tim
Avrupa iilkelerinde karantina etmeni olmasi
nedeniyle bu {ilkelerde yayginligi konusunda
fazla bilgi olmamakla birlikte etmenin Italya’da
simptom gostermeyen krizantem bitkilerinde
bulundugu buna ek olarak Argyranthemum
frutescens bitkilerinde de simptom olusturdugu
bildirilmistir (Torchetti ve ark., 2012).

Etmen Hindistan’da %28.3 (Adkar-
Prushhothama ve ark., 2017) ve Brezilya’da
%58 (Gobatto ve ark., 2014) oranlarinda oldukca
yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Cinli
aragtirmacilarin yapmis oldugu c¢aligmada ise
etmenin yine Avrupa iilkelerinde oldugu gibi
¢ok yaygin bulunmadigt CSVd’nin %?2.9
oraninda bulundugu bildirilmistir (Zhao ve ark.,
2015).

Ulkemizde krizantem bitkilerinde CSVd
etmenini ilk kez Bostan ve ark. (2004)
bildirmislerdir. Yapilan calismada

Pospiviroidae familyas: iyelerinin korunmus
bolgelerinin tanilanmasinda kullanilan primer
cifti kullanilmig ve 154 krizantem bitkisinin
2’sinde CSVd etmenin agar jel tizerindeki 199
baz uzunlugundaki bant goriintiisiinii tespit
etmislerdir (Bostan ve ark., 2010). Bu ¢alismada
da benzer sekilde CSVd’nin bulunma oranini
olduk¢a diisiik oranda bulunmustur. Etmen
ilkemizde yaygin olarak bulunmadigi bu
calisma ile de ortaya konmustur. Ticari olarak
satilan krizantem tohumlarinin CSVd etmenini
acisindan testlemek amaciyla RT-PCR yontemi
kullanilan bu g¢alismada 10 farkli markaya ait
olan krizantem tohum Orneklerinin TNA
ekstraksiyonlar1 yapildiktan sonra random
primer ile cDNA sentezleri yapilmistir. RT-PCR

calismalarinda CSVd etmenini taniyabilen
CSVd-2H1 ve CSVd-1R  primer gifti
kullanilmugtir.

Ancak agar jelde yapilan yiiriitme sonucunda
CSVd’ye ait herhangi bir bant olusunu
gbzlenmemistir. Bu nedenle tim tohum
orneklerinin bu etmen agisindan negatif oldugu
ve tohumlarin temiz oldugu diigiiniilmektedir.

Krizantem bitkilerinde bulunan ve iilkemizde
karantina etmeni olarak EPPO’nun A2 listesinde
yer alan CChMVd etmenini arastirdigimiz
calismada CChMVd-2R ve CChMVd-2F
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primerleri kullanilmigtir. RT-PCR
calismalarinin  sonucunda incelenen  tim
izolatlarda agar jelde herhangi bir bant olusumu
gozlenmemistir. Caligmada molekiiler bazda
herhangi bir bulguya rastlanilmamasi bu etmenin
toplanan orneklerde var olmadigini ortaya
koymaktadir. Ancak simptomolojik agidan
benzer simptomlarin besin elementi
noksanligindan veya krizantemde bulunabilecek
diger viral hastaliklarin neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Nitekim krizantemde bulunan
Tomato spotted wild viriis etmeninin yapraklarda
klorotik beneklenmelere neden olabilecek ortak
simptomlar oldugu belirtilmektedir (Matteoni ve
Allen, 1989).

Elde edilen baz dizilimleri NCBI (National
Center for Biotechnology Information)
veritabant kullanilarak bu bankada kayitli
organizmalar ile karsilastirtlmistir. Filogenetik
analiz calismasinda ise DNA dizileri Mega X
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
programi  kullanmilarak gerceklestirilmis ve
“’Neighbour Joining”’ metodu ile
smiflandirilmistir.  Genom  dizileri  belirlenen
KriAd-27 izolatinin nt uzunlugu 244 nt olarak
elde edilmistir. Elde edilen bu izolatin BLAST
analizi sonucunda CSVd’i NCBI gen bankasinda
kayith olan viroidlerle %96-%98 oraninda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3).

NCBI gen bankast kayitlarinda yer alan
Hindistan izolati Adana ilinden toplanan
krizantem izolati ile %699.4 benzerlik goésterirken
Avusturya izolati ile %98, Cin izolat1 ile ise %98
oraninda benzerlik gdstermistir. Mega X
programi kullanilarak Sekil 3’de olusturulan
filogenetik agagta bu ¢alismada elde ettigimiz
Adana  izolatmin  KriAd-27  Hindistan
(KP262537) ve  Avusturya  (JF414238)
izolatlariyla benzer oldugunu Cin izolatinin
(FJ031232) ise bunlara yakin alt bir kiimede yer
aldigim ortaya konmustur. (Sekil 3).
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JF414238 CSVd-Avusturya

X16407.CSVd-Chrysanthemum morifolium

CSVd-Turkiye KriAd-27

KP262537.1 CSVd -Hindistan

FJ031232.1 CSVd-Cin

Sekil 3: Adana ilinden elde edilen KriAd-27
izolatinin soy agaci.
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