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Bitlis 1li Ceviz Yetistiriciligi Yapilan Tarim Alanlarinda Gériilen Ceviz Antraknozu
(Ophiognomonia leptostyla) Hastali@inin Morfolojik ve Molekiiler Karakterizasyonu
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OZET: Bitlis, ceviz iiretiminde iilkemizde 6ne ¢ikan illerimiz arasinda yer almaktadir. Ceviz insan beslenmesi agisindan
oldukea yiiksek besin degerlerine sahiptir. Ceviz antraknozu (Ophiognomonia leptostyla) hastaligi diinyada oldugu gibi
tilkemizde de cevizin en 6nemli fungal hastaliklar1 arasinda yer almaktadir. Bu ¢aligmada Bitlis il genelinde (Adilcevaz,
Ahlat, Giiroymak, Hizan, Merkez, Mutki ve Tatvan) siirveyler yapilmis ve gozle goriiliir simptomlarin ¢ikis zamaninin
Haziran sonu (Temmuz bas1) oldugu gozlenmistir. Bahsi gegen ceviz tiretimi yapilan alanlardan hastalik etmeninin kiiltiir
ortamina izolasyonu yapilmis olup, besi ortaminda meydana getirdigi kolonial 6zelliklere gore hastalik etmeni morfolojik
olarak dogrulanmustir. Ayrica gelisen kolonilerden DNA izolasyonu yapilarak etmene ait ITS (Internal Transcribed Spacer)
bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR sonucu elde edilen yaklagik 560 bp uzunlugundaki amplikonlar dizilenmistir. Etmenin
ITS bolgesine ait diziler diger diinya izolatlar1 dikkate alinarak “Blastn” analizine tabi tutulmus ve Genbank veri tabanina
erisim numaralar1 (MK685678 ve MK685679) altinda kaydedilmistir. Calisma tilkemizde hastalik etmeninin molekiiler
diizeyde incelendigi ilk aragtirma 6zelligindedir.
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Morphological and Molecular Characterization of Walnut Anthracnose (Ophiognomonia
leptostyla) Disease in Walnut Growing Areas of Bitlis Province

ABSTRACT: Bitlis is an important province for walnut production in Turkey. Walnut has a very high nutritional value in
terms of human diets. Walnut anthracnose (Ophiognomonia leptostyla) is one of the most important fungal diseases of walnut
in Turkey as in the world. In this study, the siirveys were carried out in the provinces of Bitlis (Adilcevaz, Ahlat, Gliroymak,
Hizan, Merkez, Mutki, and Tatvan). The symptoms were observed towards the end of June (beginning of July). According
to the colonial characteristics on PDA, the pathogen was morphologically identified. In addition, ITS (Internal Transcribed
Spacer) regions of the pathogen isolates were amplified and then approximately 560 bp amplicons were sequenced. The
sequences of the ITS region of the isolates were subjected to “Blastn” analysis according to the reference data in the world
and deposited in Genbank database with (MK685678 and MK685679) accession numbers. This is the first study of walnut
anthracnose examined at the molecular level in Turkey.
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GIRIS

Tiirkiye, bag-bahge iirlinlerinin tiretimi, tiikketimi ve ticareti yoniinden énemli iilkeler arasinda yer
alir ve bircok meyve ¢esidinin oldugu gibi cevizin de yetistirilebildigi uygun ekolojiye sahiptir. Diinya
ceviz tretiminde Tiirkiye, ABD ve Cin'den sonra ii¢lincii sirada yerini almakta, aga¢ basina verim 33-
37 kg arasinda degismektedir. Bahge, asili ceviz fidanlar ile tesis edildigi takdirde asisizlara gore
verimde %50-60 oraninda artis saglanabilmektedir (Anonim, 2019). TUIK 2016 yil1 verilerine gore
tilkemizin hemen hemen her bolgesinde ceviz tarimi yapilmakta olup 6zellikle Bitlis ili 31.610 da alanda
yapilan ceviz tiretimi ile n plana ¢ikmaktadir (Anonim, 2018a). Ceviz yetistiriciliginde ¢ok¢a goriilen
hastalik ve zararlilarin antraknoz, karaleke (ceviz yanikligi) ve ceviz i¢ kurdu oldugu bildirilmistir
(Anonim, 2019). Ceviz antraknozu [Ophiognomonia leptostyla (Fr.) Sogonov], Avrupa’da 1815’te ilk
kez rapor edilen, ceviz yetistiriciliginin yapildigi ¢ogu yerde yaygin olarak goriilen ve ciddi kayiplara
yol acabilen bir hastaliktir (Belisario ve ark., 2008). Antraknoz, Akdeniz iilkelerinde, ceviz bahgelerinde
ve kereste plantasyonlarinda en etkili hastaliklardan biri olarak goriilmektedir (Belisario, 2005).
Ulkemizde de cevizin en énemli fungal hastaliklarindan biri ceviz antraknozu olup, dzellikle ilkbaharin
cok yagish, yazlarin ise az yagish oldugu doénemlerde 6nemli diizeyde ekonomik zararlara neden
olabilmektedir. Bu hastaligin belirtileri agacin yaprak, meyve ve geng siirgiinlerinde goriilebilmektedir.
Yapilan bir calismada, yapraklarda kahve renkli nekrotik dokular iizerinde konsantrik daireler seklindeki
aservuluslar makroskobik olarak tespit edilmistir. Siirvey alanlarinin %100'in de yogunluklar farkli
olarak bu hastalia rastlanilmis ve kuruma etkenlerinden biri olarak ifade edilmistir (Gokge ve ark.,
2011). Patojenin enfeksiyonu sonucunda yapraklar, siirgiinler, dallar ve meyve saldiriya ugramakta,
ilerleyen salginlarda bitkinin tamamen oliimii gergeklesebilmektedir. Enfekte bitki dokusunda koyu
kahverengiden siyah yuvarlak sekline dénebilen noktalar olusur. Ozellikle vejetasyon sonlarina dogru
lekeler, daha biiyiik nekrotik alanlar olusturmak {izere birlesmektedirler (Belisario ve ark., 2001).
Nekrotik lekeler yaprak, dallar ve kabuklarda goriiliir. Hastalikli olgunlagmamis meyveler normal
sekilde gelismez ve erken diisebilir (Nelly ve Black, 1976). O. leptostyla genellikle yapraklarda
askokarp, nadiren dallar ve meyve lezyonlarinda miselyum olusturur. Primer enfeksiyonlar bagta
askosporlar olmak iizere erken ilkbaharda yeni vejetasyonda ortaya ¢ikar. Sporlar ve kolonizasyon
yaprak ylizeyinde konsantrik halkalar halinde yer almakta olup, biiyiime mevsimi boyunca birkag ikincil
dongili meydana gelir (Belisario ve ark., 2001). Corum ilinin Oguzlar ilgesi iilkemizin énemli ceviz
tiretim bolgelerinden olup, 2005-2011°te bir ceviz bahgesinde, yiiriitillen ¢alismada hastaligin
miicadelesine yonelik biyolojik parametreler tespit edilmistir (Uzunok ve Kurbetli, 2017). Iran'dan
toplanan O. leptostyla popiilasyonlarinin molekiiler RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ve
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) verileri ile nicel ve nitel morfolojik ve patolojik 6zellik iliskileri
asamal1 ¢oklu analiz regresyonu ile analiz edilmistir. RAPD-12 ve RAPD-211 vermis olduklar1 bant
sayilar1 bakimindan oldukga basarili bulunmustur. ISSR'lerin, RAPD'lere gére daha az korelasyona
sahip oldugu rapor edilmistir (Jamshidi, 2012). Iran'n kuzeybatisinda toplanan 75 O. leptostyla
izolatinin genetik ¢esitliligi RAPD ve ISSR primerleri ile incelenmistir. RAPD primeri ile ¢alisilan
izolatlarda I1SSR'lerden daha fazla polimorfizm ortaya koymus ancak daha az bant iiretilmistir.
Popiilasyon analizi, komsu iller arasinda genetik bir iligki tespit etmis; ancak Tahran ve Bati
Azerbaycan’daki makul mesafedeki izolatlar, RAPD ve ISSR primerleri ile elde edilen sonuglara gore
daha yakin goriilmiistiir. Her iki markoriin de, genetik varyasyon tespitinde basarili oldugu goriilmiistiir
(Jamshidi ve Zare, 2012). iran'in kuzeybat: bélgesinden toplanan 16 O. leptostyla izolat: iizerinde
gerceklestirilen baska bir calismada ITS amplifikasyonu, ITS1 ve ITS4 primerler kullanilarak
gergeklestirilmis ve diziler analiz edilmistir. ITS sekanslarina dayanilarak yapilan filogenetik agaclar,
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fran izolatlarinin tamammin, Juglans regia'dan izole edilen O. leptostyla izolatlar1 ile ayn1 grupta yer
aldigin1 gostermistir (Jamshidi ve Zare, 2012). Yapilan baska bir ¢alismada, Gnomoniaceae igerisinde
yer alan 322 izolat i¢in, ITS sekanslari tiretilmistir (Sogonov ve ark., 2008).

Bu caligmada Tiirkiye’nin 6nemli ceviz liretim bdlgesi olan Bitlis yoresinde ceviz antraknozu
hastalig1 etmeni i¢in stirveyler yapilmis, hastalik ¢ikis1 gézlenmis, patojen izolasyonu gergeklestirilmis
ve ITS bolge sekans dizileri elde edilmistir. S6z konusu c¢aligsma iilkemiz antraknoz izolatlarina ait ilk
ITS verilerinin elde edilmesi ve literatiire kazandirilmasi 6zelligini tasimaktadir.

MATERYAL VE YONTEM

Siirveyler

TUIK 2016 verilerine gore Bitlis ili ve ilgelerinin ceviz yetistiriciligi bakimindan ayrintili iiretim
verileri Cizelge 1°de verilmistir. 2018 Mayis-Agustos aylari arasinda s6z konusu yerlere siirveyler
diizenlenmis ve hastalikla bulasik bitki materyalleri toplanmistir. Hastalikla bulasik oldugu diisiiniilen
bitki materyalleri lokasyon ve koordinat bilgileri yazilarak toplanmistir. Toplanan materyal Bitlis Eren
Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama laboratuvarma getirilerek izolasyon igin kullamlmistir.
Toplanan bir kistm materyal soguk zincir yoluyla Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii’ne izolasyon i¢in gonderilmistir.

Cizelge 1. Bitlis ili ceviz iiretim verileri (Anonim, 2018a)

“Bélgeden alinan

Meyve Verecek Meyve Vermeyen Toplam Alan . . L .
Yer Yasta Aga¢ Sayis1  Yasta Agac Sayisi (Da) Verim (kg/agac) mmlT:yTSIIZOIat
Adilcevaz 49300 48700 9000 26 49
Ahlat 15200 5200 4000 42 15
Giliroymak 2425 8200 1010 43 3
Hizan 55000 40000 10000 9 55
Merkez 4800 2540 650 28 5
Mutki 24700 27000 5000 22 24
Tatvan 9100 18000 1950 26 9

“Toplanan minimum &rnek sayis1 meyve verecek yasta olan agag sayisinin 1/1000° i olarak hesaplanmistir.

Patojenin Dokulardan izolasyonu ve Morfolojik Karakterizasyonu

Araziden toplanan ve hastalikla bulasik oldugu diisiiniilen bitki materyalinden patojenin
izolasyonu gerceklestirilmistir. Patojenin bitki dokularindan izolasyonu Jamshidi ve Salahi (2008)’e
gore yapilmistir. Bu maksatla sirasiyla asagidaki islemler uygulanmastir.
1. Hastalikla bulasik bitki kismindan, enfekteli ve saglikli bitki dokusunu kapsayacak sekilde yaklasik
5-6 mm ¢apinda kesitler alinmistir.
2. Alinan kesitler %70 etil alkol igerisinde 1 dak. bekletilmis ve 4 defa steril saf sudan gegirilmistir.
3. Elde edilen kesitler steril bistiiri yardimiyla 2-3 parcaya ayrilarak igerisinde steril saf su bulunan 1.5
ml eppendorf tiiplere aktarilmistir.
4. Bitki pargalarinin yer aldig1 eppendorf tiipler 20 sn siire ile vortekslenmistir.
5. Elde edilen karisim %2’lik water agar (WA, MERCK, Katalog No: 101614) ortamina steril pipet
uclar1 vasitasiyla ve otomatik pipetlerle aktarilmistir.
6. WA ortaminda 48 saatlik gelisim sonrasinda ¢imlenen sporlar, litrede 7 g yulaf unu ihtiva eden patates
dekstroz agar (PDA, MERCK, 39 gr/L) ortamina aktarilmistir.
7. Gelisen kolonilerden Sogonov ve ark. (2008)’¢ gore morfolojik karakterizasyon calismalari
yapilmustir.
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izolatlarn morfolojik karakterizasyonu makroskobik ve mikroskobik o6zelliklerine gore
yapilmistir. Fungusun gelisimi ve konidi tiretmesi olduk¢a yavas oldugu i¢in izolatlar besiyerlerinde
yaklagik bir ay inkiibe edilmislerdir. Makroskobik teshis icin PDA’da 25 °C’de inkiibasyona birakilan
izolatlarin besiyerindeki koloni gelisimlerine ve morfolojik 6zelliklerine bakilmistir. Mikroskobik teshis
de izolatlarm WA’da 25 °C’de gelistirildikten sonra binokiiler mikroskop kullanilarak konidi
Ozelliklerine gore yapilmistir.

Patojenin Molekiiler Karakterizasyonu

DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda iki farkli yontem denenmistir.

I. yontem, proje kapsaminda ticari firmalardan alinan DNA izolasyon kitleri ile gergeklestirilmis
olup, 10 giinliik patojen kolonial gelisiminden steril bistiiriler ile kazinan miselyum kitleleri lizerinden
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gercgeklestirilmistir.

Il. yontem Anonim (2018b)’e gore yapilmistir. Buna gore ;

1. 10 giinliik kolonilerden yaklasik 250 mg misel steril bistiiriler yardimiyla kazinip steril eppendorf
tiiplere alinmustr.

2. 65 °C'ye kadar onceden 1sitilmig 700 pL taze karisim soliisyonu misel bulunan eppendorf tiiplere ilave
edilmistir.

3. Olusan karisim 65 °C'de 1 saat siireyle inkiibe edilmis (30 dakika daha uzatilarak), tiipleri her 20
dakikada bir ters diiz etmek suretiyle homojeniasyon saglanmistir.

4. Elde edilen karisima 700 pL klorofom/isoamylalkol (24:1) eklenmis ve karistirilmistir.

5. Oda sicakliginda 20 dk, 10000 g’de santrifiij edilmistir.

6. Ust faz yeni bir tiipe alinmis ve iizerine esit hacimde soguk isopropanol ilave edilmistir.

7. Tiipler ters diiz edilmek suretiyle karistirilmis ve niikleik asitler gézle goriiniir hale gelmistir.

8. Elde edilen karigim 30 dk 10000 g’de santifriij edilmistir.

9. Siipernanat dokiilmiis ve olusan pellet 2 ml %70’lik alkolle yikanmistir.

10. Alkol dokiilmiis ve pellet saf suda ¢oziiliip Nanodropta kalitesi 6l¢iilmiistiir.

11. Olgiilen DNA -20 °C’de muhafaza edilmistir.

PCR c¢alismalar

PCR reaksiyonu 25 pL hacimde, 50 ng genomik DNA, her primerden 12.5 pmol Tag DNA
Polymerase 2x Master Mix (Ampligon Denmark, Katalog No: A180301)ile gerceklestirilmigtir. ITS
bolgesi amplifikasyonu i¢in PCR programi 94 °C’de 5 dak (baslangi¢ denatiirasyonu), 94 °C’de 40 s, 50
°C’de 50 s, 72 °C’de 2 dak (35 dongii) ve 72 °C’de 10 dak olarak ayarlanmistir. Reaksiyon sonucunda
516 bp biiyiikliigiinde bir bant elde edilmistir (Sekil 2, 3).

Elektroforez ¢calismalar

Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin goriilebilmesi i¢in %1.5 (w/v)’lik agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilmistir. Uygun miktarda agaroz tampon ¢ozelti icerisinde mikrodalga firin yardimiyla
¢Oziilmiis ve yaklasik 50 °C sicakliga soguyunca jel karisimu jel kasetine dokiilerek katilasincaya kadar
bekletilmistir. Cogaltilan PCR firtinleri, olusan kuyucuklara 7 uL eklenerek, 120 V’da 45 dk yiiriitiilmiis,
islem tamamlaninca jel ethidium bromide (0.5 pg/ml) i¢inde bekletilmis ve jel goriintiileme cihazinda
jelin goriintiisii alinmigtir (Galitelli ve Minafra, 1994).
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Sekans analizi
Elde edilen PCR iiriinlerinin DNA dizilimleri ¢ift tarafli dongi dizileme metodu kullanilarak ilgili
firmadan hizmet alim1 yontemiyle elde edilmistir

BULGULAR VE TARTISMA

Siirveyler

Siirvey plani ger¢evesinde Bitlis ili ve ilgelerinden ii¢ ayr1 zamanda numuneler (baz1 koordinatlar;
E:38.757672-B:42.520041, E:38.752939-B:42.489502, E:38.745878-B:42.474193, E:38.620635-
B:42.415403, E:38.530586-B:42.306375, E:38.523434-B:42.300084, E:38.517524-B:42.295688,
E:38.518981-B:42.276687, E:38.434964-B:42.138804, E:38.433837-B:42.138253 gibi) alinmustir
(Sekil 1).

Sekil 1. Hastalikli yapraklarin toplu goériiniimii (a), ve hastalikli yaprak 6rnegi (b)

Patojenin Dokulardan izolasyonu ve Morfolojik Karakterizasyonu

Patojen izolatlar1 dokulardan izole edildikten sonra morfolojik karakterizasyonu PDA ve SA' da
gelisen kolonilerine gore yapilmistir. Makroskobik 6zelliklerine gore, koloniler Kirli beyaz renkte,
diizgiin olmayan gelisim gdstermislerdir (Sekil 2). Mikroskop altinda etmenin miselyumlarinin bolmeli
oldugu, gen¢ donemlerinde renksiz, yaslandikca krem rengini aldigr goriilmistiir. Aservulus
olusumundan sonra fungusun konidiosporlar1 besiyerine dagilmistir. Konidiosporlar renksiz, yarim ay
seklinde, ortadan bdlmeli 6zelliktedir. Peritesyumlardan ¢ikan askosporlar renksiz, ig seklinde ve
ortadan bolmelidirler. Askosporlarin boyutlart konidiosporlardan daha kiiciiktiir. Makroskobik ve
mikroskobik o6zelliklerine gore yapilan morfolojik karakterizasyon c¢aligmalari sonucunda izolatlarin
Ophiognomonia leptostyla fungusu olduklari belirlenmistir.

Molekiiler Bulgular
DNA izolasyonu

Molekiiler analizler i¢in 20 giinliik gelismis olan saf kolonilerden DNA izolasyonu yapilmistir. Bu
amagla miseller steril bistiiri yardimiyla titiz bir sekilde besi ortamindan kazinmistir. Temiz DNA eldesi
icin miimkiin oldugu kadar besi ortam1 kazinmamaya calisilmigtir. DNA izolasyonu GeneJET Plant
Genomic DNA Purification Kit (Catalog number: K0791) yardimiyla ilgili firmanin talimatlar
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA Denovix (DS-11 Series) marka nanodrop
yardimiyla 6l¢iilmiis ve beklenen saflikta ve kalitede genomik DNA izolasyonu saglanmistir.
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\

Sekil 2. Patojenin dokulardan izolasyonu ve besiyeri ortaminda gelisimi (a. Yaprak materyalinden kesit alinimi, b.
Kesitlerin eppendorf tiiplere aktarimi, c. Besiyerine aktarilimi, d. Besiyerindeki koloni gelisimi)

Sekil 3. Besiyerindeki koloninin gelisimi Sekil 4. Mikroskop altinda etmenin goriintiimil

PCR reaksiyonu

Elde edilen DNA’lar 100 ng/uL konsantrasyona ayarlanarak PCR reaksiyonuna kadar -20 °C’de
muhafaza edilmistir. PCR reaksiyonu Bio-rad T100 Thermal Cycler (BIO-RAD) cihazinda 95 °C’de 3
dk, 95 °C’de 45 sn 54 °C’de 45 sn, 72 °C’de 1.5 dk ve 72 °C’de 5 dk olmak tizere 35 dongiide (White
ve ark., 1990) gergeklestirilmistir.

Reaksiyonda ITS-1 ve ITS-4 (White ve ark., 1990) primerleri kullanilmistir. PCR reaksiyonu 25
nL mastermix (Taqg DNA Polymerase 2x Master Mix ), 1.5 pL her bir primer (10 nmol) 2 ul DNA (100
ng/uL) ve 20 puL su olmak iizere toplam 50 pL gerceklestirilmistir. PCR sonucu 10 pL amplifikasyon
riinii agaroz jel (%1.5) de yiritilerek sonuglar gozlenmistir (Galitelli ve Minafra, 1994). PCR
reaksiyonu sonucu yaklasik 560 bp biiyiikliigiinde beklenen bant goriintiileri elde edilmistir (Sekil 5, 6).
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Sekil 5. PCR sonucu elde edilen 560 bp biiytikliigiindeki Sekil 6. Yaklagik 560 bp buyukliig ekl banda ait Jel
jel gortintiisii. (M: Marker, N: Negatif kontrol, 1-7 goriintlisii (M: Marker, K: Kontrol)
sirastyla Ophiognomonia leptostyla PCR iiriinleri)

Ceviz diinya tizerinde farkli cografyalarda yetistiriciligi yapilan, 6zellikle 1liman ve subtropik
iklim kusaginda yayilim gosteren Juglans cinsine ait bir bitkidir. Anavataninin bazi arastirmacilar
tarafindan Cin, bazilar1 tarafindan ise Iran oldugu kabul edilmektedir. Iceriginde bulunan vitamin,
protein, yag ve mineral maddeler ile hem zengin besin hem de dogal sifa kaynagidir. Tiirkiye uzun yillar
boyunca ceviz iiretiminde diinya birincisi iken son yillarda Cin, ABD ve Iran iiretim alanlarmni biiyiik
miktarda artirmiglardir. Zengin iklim ve cografik 6zelliklere sahip Tiirkiye' de birgok ceviz tiplerinden
olusan zengin bir kaynaga sahiptir ve iiretimini giin gegtikge artirmaktadir. Ceviz, sadece beslenme
amagl degil, ayn1 zamanda kereste ve boya sanayisinde, parklarda siis bitkisi olarak da yetistirilir
(Oliveira ve ark., 2008; Sen, 2011). Ceviz agaci yetistiriciligi yapilirken en ¢ok karsilasilan
problemlerden bir tanesi de hastalik ve zararlilar sebebiyle verim ve kalitenin diisiik olmasidir. Bunlarin
icinde fungal bir hastalik olan ceviz antraknozu, 6zellikle tek konuk¢usunun ceviz olmasindan dolay1
daha fazla zarar meydana getirmektedir. Agaclarin siirgiin, meyve ve yapraklarinda belirtiler
goriilmektedir. Daha ¢ok yaprak hastalig1 olmasina ragmen meyvelerin yesil kabuklarindan igeri girerek
depolama sirasinda ¢iiriimelere neden olur. Ceviz, iilkemizin tiim tarim boélgelerinde yetistirilmesine
ragmen hastalik ve zararlilariyla ilgili yapilmig arastirmalar ¢ok azdir. Tiirkiye'de ceviz arastirmalar ile
ilgili ¢alismalar yapan Bayazit ve ark. (2016), bitki ile ilgili “islah” ve “cogaltma” g¢aligsmalarinin
agirlikta oldugu, buna ragmen hastalik ve zararlilar konusunun ¢ok az oldugunu vurgulamislardir.
Ulkemizde ceviz antraknozu hastaligini ilk kez Bremer (1954) bildirmistir. Ozellikle nemli yerlerde
zararinin daha fazla oldugunu vurgulayan aragtirmaci, Tiirkiye’nin her tarafinda hastaligin yaygin olarak
bulundugunu ifade etmistir. Gegmisten glinlimiize bu konuda yapilmis nadir ¢aligmalar hastalifin
tilkenin birgok kesiminde yaygin oldugunu gostermektedir (Bremer, 1954; Karaca, 1960; Gokee ve ark.,
2011). Hastalik etmeninin biyolojisine yonelik ilk caligma ise 1955-1959 yillari arasinda Artvin ili ve
ilgelerinde yapilmistir (Karaca, 1960). Orta Anadolu'da Corum ilinde yapilan bir ¢alismada hastaligin
miicadelesine yonelik biyolojik parametreler elde edilmis, bu verilerin miicadele arastirmalarina 1s1k
tutacagi ifade edilmistir (Uzunok ve Kurbetli, 2017). Gokge ve ark. (2011), Dogu Anadolu Bolgesi' nde
yaptiklari siirveyler sonucunda hastaligin 0.25 bulunus orani ile en az Igdir' da, 0.72 orani ile en fazla
Gilimtighane’de, yayilis ise %100 orani ile en fazla hastaliga diger illerde rastlanirken %76.6 ile en az
Gilimiishane’de bulundugunu belirtmislerdir. Bitlis’te yapilan siirvey c¢alismalarinda antraknoz
hastaliginin belirtilerinin yapraklarda koyu renkli lekeler, ilerleyen zamanda genisleyerek nekrozlasma,
siddetli durumlarda kavrulma oldugu gozlemlenmistir. Nitekim bagka arastiricilar da belirtilerinin bu
sekilde oldugunu ifade etmislerdir (Bremer, 1954; Eken ve Demirci, 1998). Konya’nin Beysehir
ilgesinde 2015-2016 yillarinda 8 farkli ceviz ¢esidinde yapilan bir ¢calismada yapraklardaki yogunluga
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gore Kaman 1 ve Yavuz, meyve lizerindeki yogunluga gore Kaman 1 ve Sebin olarak belirlenmistir. En
dayanikli ¢esidin hem yaprak hem de meyvede Chandler oldugu ifade edilmistir (Karahan ve ark., 2018).
Son yillarda tlilkemizde ceviz agag¢ sayisi ve iiretimi artis gdstermektedir. Buna paralel olarak {iretilen
cevizin kaliteli olmasi i¢in hastalik ve zararlilarin takibinin iyi yapilmasi ve iireticinin bu konuda
bilinglendirilmesi gerekmektedir. Bolgede iireticinin hastaliklar1 birbirine karistirarak yanlis miicadele
yontemleri uyguladiklar1 gozlenmistir. Ozellikle ceviz antraknozu ile ceviz bakteriyel yaniklik
hastaliklarinin belirtileri birbirine ¢ok benzemektedir. Hastaligin biyolojisinin tespit edilmesi bu
sebeplerden dolay1r olduk¢a Onemlidir. Araziden toplanan hastalikli oldugundan siliphelenilen
orneklerden patojenin izolasyonu sonrasinda makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerine gére morfolojik
karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmis ve izolatlarin Ophiognomonia leptostyla fungusu olduklar
belirlenmistir. Daha sonra izolatlar molekiiler olarakta teyit edilmiglerdir. PCR tiriinlerinden 20 tanesi
30 puL hacimde ITS1/ITS4 primerleri ile birlikte ¢ift tarafli okuma yontemi kullanilarak dizi analizi i¢in
gonderilmistir. Elde edilen sekans verileri ClustalX veya BioEdit programlar: yardimi ile diizenlenmistir
(Thompson ve ark., 1997; Hall, 1999). Bitlis il genelini temsil eden 10 adet izolata ait sekans verileri
elde edilmis ve MEGA 6 programinda Tamura ve ark. (2013)’e gore diger diinya izolatlar1 ile consensus
serileri olusturulmustur. Her bir dizi NCBI veri tabaninda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
aranmis ve diger Ophiognomonia leptostyla izolatlarina ait sekans verileri ile %99 tizerinde benzerlik
gostermistir. Diizenlenen sekans verilerinden 2 tanesi MK685678 ve MK685679 erisim numaralari adi
altinda GenBank veri tabanina kaydedilmistir. Elde edilen sekans verileri antraknoz hastaliginin DNA
dizilimlerinin belirlenmesi bakimindan iilkemiz i¢in ilk kayitlar olma 6zelligindedir.

SONUC

Bu ¢alisma ile bolgede 6nemli miktar ve kalitede ceviz tireticisi olan Bitlis ilinde ceviz antraknozu
hastaliginin yaygin oldugu yapilan siirveyler neticesinde belirlenmistir. Hastalik etmeni izole edilmis,
morfolojik ve molekiiler karakterizasyon ¢alismalari yapilmigtir. Calisma sonucunda Tiirkiye'de ilk defa
ceviz antraknozu hastaliginin molekiiler yontemlerle (PCR) tiir teshisi yapilmis ve gen bankasina kayd1
gergeklestirilmistir.

Tirkiye'de ceviz konusunda simdiye kadar yapilmis bilimsel c¢alismalar g6z Oniinde
bulunduruldugunda; 6zellikle 1slah ¢alismalarinda temel hedefin cesit gelistirmek oldugu bildirilmistir.
Bu baglamda verim ve kalite lizerine olumsuz etkisi bulunan 6zellikle fungal hastaliklar i¢in dayanikli
cesit gelistirmek de iizerinde durulmasi gereken en 6nemli konulardan biridir. Ulkemizde ceviz hastalik
ve zararlilar1 lizerinde gercgeklestirilen ¢cok az sayida arastirma mevcuttur, daha ¢ok calisma yapilarak
verim ve kalite kayiplarmi azaltmanin carelerini bulmak hedeflenmelidir. Ayrica rastgele ilag
kullaniminin 6niine gegilebilmesi igin tireticilerin hastalik hakkinda bilinglendirilmesi gerekmektedir.
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EK: Dizi Bilgisi 502 bp

#4-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#3-ITS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#2-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#1-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#5-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#6-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#7-1ITS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
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GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#8-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#9-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
#10-1TS4
TCAGAGAGTTGGGGGGGTTTTATGGCAAGAAGTCCCACTAGATCTTACAAACGAGGTAAAAAGGTACTACGC
TCAAATTTCTAGCGAGCCCGCCACTACATTTCAGAGGGTACTCGGGTGAAAAGTATTCCTCCAACACCAAAA
CCAAAAGTTTTGAGGGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGGTGGAATACCACCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATTTTTCTTTCCTCAGAAGATACTACAAAAA
CAAGAGTTTGTAAGGGGCCACCGGCCGGTTTGCTCCGCTGACGCGGGACTTCATTCGAAGCCAACCATGCCG
AGGCAACAAAGTAGGAATGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTAGCGCCCGTGAGGACGTTTGTTCCAGCAATGA
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