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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ANKARA LI HAVUC (Daucus carota L. subsp. sativus) URETIM
ALANLARINDA VERIMI VE KALITEYI OLUMSUZ YONDE ETKILEYEN SISTEMIK
HASTALIKLARIN ARASTIRILMASI

Tugba SAKAR CABUK

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Ahmet CITIR

Ankara Ili Beypazar Ilge’sinde geleneksel olarak iiretilen Havug (Daucus carota L.
subsp. sativus) ilge ekonomisine olumlu bir katki saglamaktadir. Bu c¢alisma ile havug
tiretiminde verimi ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen sistemik hastaliklar tanimlanmaistir.
Beypazar1 havug tiretim alanlarinda topragin ve iklimin olumsuz kosullarindan kaynaklanan
herhangi bir hastaliga rastlanmamistir. Havug ireticilerinin toprak igleme, tohum, ekim ve
bakim hizmetlerinde olduk¢a basarili olduklari, hasat ve diger kiiltiirel faaliyetlerde ileri
mekanizasyon olanaklarindan yararlandiklar1 goriilmiistiir. Ancak bu calisma ile verimi ve
kaliteyi olumsuz yonde etkileyen bazi fitoplazma ve viriislerden kaynaklanan sistemik
hastaliklarin bulundugu saptanmistir. Yapilan siirveyler sonucu havug yapraklarinda sarilik,
koklerde kilcal kok olusumu, cadisiiplirgesi ve {riinii olusturan kazik kokte elastikiyet
ornekleri bolgede stolbur fitoplazma hastaliginin varligini gostermistir. Ayrica yapilan
sirveylerde bazi1 tarlalarda % 30‘a varan oranda sarilik, kizariklik, yapraklarda sekil
bozukluklari, kazik kokte cgatallagma burulma gibi sekil bozukluklari saptanmistir. Alinan
yaprak ve doku oOrnekleri tizerinde mekanik inokiilasyonla biyolojik viriis testleri ile Double
Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testi uygulanarak
etmen viriislerin tanist yapilmistir. Sonugta gdzlenen karakteristik sistemik simptomlar,
konuke¢u ¢evre ve indikator bitkilere mekanik tasinma testleri ve DAS-ELISA test sonuglari
bolge de Carrot red leaf virus (CtRLV, Luteovirus), Carrot mottle virus (CMoV,
Umbravirus), Carrot thin leaf virus (CTLV, Potyvirus) viriislerinin bulunduklari saptanmustir.
% 30 hastalik oran1 Slgiilen havug {iretim bolgesinde viriislerin ortak enfeksiyonu sonucu
Carrot motley dwarf complex (CMD); havug alacali ciicelik viriisii hastaliginin bulundugu
tespit edilmistir. S6z konusu sistemik hastaliklarla miicadele i¢in bazi Onerilerde
bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Fitoplazma, viriis, CtRLV, CMoV, CTLV, CMD
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Master Thesis

INVESTIGATIONS ON SYSTEMIC DISEASES REDUCING YIELD AND QUALITY OF
CARROT (Daucus carota L. Subsp. Sativus) GROWING AREAS IN ANKARA PROVICE
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Carrot (Daucus carota L. Subsp. Sativus) production has been traditionally agricultural
venture in Beypazar1 District of Ankara Province which provides suitable economic value for
growers. In this study some systemic carrot diseases reducing yield and quality was
determined. There was no unsuitable soil and climatic diseases for carrot production in
Beypazari. Carrot growers have been used to employ implements for soil tillage, seed sowing,
fertilizing, irrigation facilities of cultural practices as well as harvesting. Nevertheles some
systemic carrot infections caused by some Stolbur phytoplasmas and viruses were detected
during the survey studies. Some witches brom symptoms with thin and elastic top roots
revealed the presence of stolbur phytoplasmas. On the other hand up to 30 % of plants
exhibiting yellowing, chlorosis, redness, distortions on leaves and tap roots were noticed. 90
symptomatic carrot leaf samples were collected in the area. For biogical and mechanical
inoculation test to indicator plant species and Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) tests were implemented. As a result of these symptom
observations, mechanical inoculations and DAS-ELISA tests Carrot red leaf virus (CtRLV,
Luteovirus), Carrot mottle virus (CmoV, Umbravirus), Carrot thin leaf virus (CTLV,
Potyvirus) viruses were indentified. At least 30 % disease rate was measured in the carrot
growing area as the Carrot motley dwarf (CMD) virus complex disease. So some control
measurements were advised to growers.

Key words: Phytoplasma, virus, CtRLV, CmoV, CTLV, CMD
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1. GIRIS

Havu¢ (Daucus carota L.) semsiyegiller (Umbelliferac-Apiaceae) familyasindan ve
anayurdu Orta Asya ve Yakin Dogu olan, tohumla iiretimi yapilan, etli sulu kokleri tiiketilen
iki yillik bir sebze tiiriidiir. Havug, Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de de en fazla iiretilen ve
tiikketilen bir bitkidir. Onceleri sadece kis aylar1 iginde tiiketilen bu kiiltiir bitkisi giiniimiizde
yaz aylart i¢cinde de pazarlarda aranan bir sebze tiirii olmustur. Eski caglarda uzun yillar
yiyecek yerine mide, karaciger ve bobrek rahatsizliklarinin giderilmesinde ve yaralarin
tedavisinde kullanilan havug, Orta Dogu ve Tiirkiye’den Avrupa’ya, Uzak Dogu’ya ve
ABD’ye gotiriilmistiir. Besin degeri uzun yillar anlagilamayan havucun, tatli, gevrek ve
degerli bir sebze tiirii oldugu, ancak 10-12. yiizyillarda fark edilmistir (Yanmaz 1994).

Havucun anavatani Afganistan ve Pakistan olmasina ragmen, havu¢ Diinya’nin her
yerinde iretilmekte ve tiiketilmektedir (Safadi 2008). Havucun tadi ve gevrekligi yaninda
saglik acisindan da yararlari ¢ok fazladir. Havug lezzetli, sindirim orani yiiksek, A vitamini ve
karoten igerigi bakimindan zengindir. Saglikli beslenme konusunda yapilan g¢aligmalarda
havucun insan sagligi lizerine pozitif etkisi oldugu tespit edilmistir (Kjellenberg 2007).

Serin iklimlerden kosullarindan ve kumlu, tinli topraklardan hoslanan havucun
tiretiminde kullanilan havug ¢esitleri sekil ve kullanim amaglarina gore 5 grup altinda
toplanmaktadir. Bunlar Chantenay, Imparator, Danvers, Nantes ve Minyatiir tipleridir.
Giliniimiizde, agikta tozlanan geleneksel, yerel gesitlerin yerini, hem verimlerinin fazla olmasi,
hem ¢ikis oranlarinin ve hizinin yiiksek olmasi, hem de hasatta kok oraninin fazla olmasi gibi
nedenlerle hibrit gesitleri almistir (Yanmaz 1994). Tirkiye’ de yetistirilen hibrit havug
cesitleri Nanko, Bolero, Presto, Tempo, Maestro, Siroco, Namur F1, Nevis F1, Nagadir F1,
Negovia F1, Nerac F1, Samson, Nandro, Yaya, Nievs, Asubeni F1, Nansen F1, Nantura F1,
Nantes’tir. Ic Anadolu Bolgesinde de en ¢ok Nantes cesidi havug iiretimi yapilmaktadir (Sar1
ve Paksoy 2004).

Tiirkiye’deki havug tiriiniiniin 6nemli bir bolimii taze olarak tiiketilmektedir. Cok az
bir bolimii ise Mersin ve Adana illerine 6zgii “Cezerye” isimli tatlinin yapiminda
kullanilmaktadir. Ayrica Giiney Dogu’da Salgam Suyu iretiminde ham madde olarak
degerlendirilmektedir. Son yillarda havug tiretiminin 6nemli bir kismi havug suyu ve donmus
gida olarak i¢ tiiketim ve ihracatta onemli bir yere sahiptir (Yanmaz 1994). Havug,

Tirkiye’nin belli cografi bolgelerde tretilip tiiketilen bir sebzedir. Havug {iretiminin



gelisimine bakildiginda, en biiylik iiretimin Avrupa iilkeleri oldugu anlagilmaktadir.
Tiirkiye’de genelde kislik olarak tiiketimi yapilan havug, Diinya iilkelerinde her mevsim
titketilmektedir.

Buglin piyasada satilan ve tercih edilen kiiltiir havug ¢esitleri, kokleri ciliz olan yabani
havuglarin 1slah1 sonucunda elde edilmislerdir. Havuglar baslangigta mor renkli kazik koklii
iken daha sonra beyaz havug iiretimi yapila gelmistir. Bugiin Diinya’da iiretilen havuglarin
tamamina yakii turuncu portakal renkli olup sadece Hindistan’da kirmizi renkli ¢esitleri
tiretilmekte ve tercih edilmektedir (Anonim 2009). Her 100 g havug, besin degeri olarak; 30—
42 kalori enerji, 1,1 g protein, 9,7 g karbonhidrat, 0 kolesterol, 0,2 g yag, 1 g lif, 36 mg fosfor,
37 mg kalsiyum, 0,7 mg demir, 47 mg sodyum, 341 mg potasyum, 23 mg magnezyum,
8.115-11.000 IU A vitamini, 0,06 mg B1 vitamini, 0,05 mg B2 vitamini, 0,6 mg B3 vitamini,
0.15 mg B6 vitamini, 7,6 mg folik asit, 6-8 mg C vitamini ve 0,6 mg E vitamin i¢ermektedir
(Anonim 2010).

Havug, kokleri ¢ig veya pisirilerek yenen iki yillik bir sebze tiirtidiir. Birinci yil iiriin
olarak tiiketilen kazik kok kismi olusur. Kokiin tohumluk olarak dikilmesi ile ikinci yilda sapa
kalkar, cicek agip, tohum baglar. Havug, ozellikle A vitamini bakimindan ¢ok zengindir,
ayrica B1, B2 vitaminlerince de zengindir. Son yillarda uzun, sivri uglu ¢esitlerin yerini,
Nantes tipi dedigimiz kiit, u¢lu, odun kismi denilen 6zii az ve yumusak dokulu, 1slah edilmis
cesitler almistir. Havug Tirkiye’nin  biitin  bitkisel dretim yapilan bdlgelerinde
yetistirilmektedir (Kasap 2010).

Cizelge 1.1. Diinya’da 2013 yilinda en ¢ok havug iireten iilkeler siralamasi (FAO 2014)

Sira Ulke Adi Uretim degeri (Bin $) Uretim miktar1 (Ton)
1 Cin 4065831 16800000
2 Rusya 353049 1565032
3 ABD 335845 1346080
4 Ozbekistan 324348 1300000
5 Ukrayna 196081 915900
6 Polonya 208256 834698
7 Tirkiye 178142 714280
8 Fas 176474 707316
9 Ingiltere 165592 663700

10 Japonya 154439 619000




Cizelge 1.1.’de goriilecegi gibi, Diinya’da 2013 yilinda en ¢ok havug iireten iilkeler
siralamasinda Cin Halk Cumbhuriyeti 16 8000 000 ton iiretim ile birinci sirada yer almaktadir.
Bu iilkeyi Rusya, ABD izlemektedir. Tiirkiye havug iiretiminde 714 280 tonluk tiretim ile
yedinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de ki havug iiretimine I¢ Anadolu Bélgesi % 89,
Akdeniz Bolgesi % 7 ve Ege Bolgesi % 2 oraninda katkida bulunur. Boylece bu bolgeler
2013 yilinda havug iretiminin % 98’ini iiretmislerdir. Cizelge 1.2.’de goriilecegi gibi havug
iretiminin en yogun olarak yapildig1 il Konya olup bunu Ankara, Hatay, Burdur ve Denizli

illeri izlemektedir.

Cizelge 1.2. Tirkiye’de 2013 yili Havug tiretiminin illere gére dagilimi (Anonim 2013)

Sira Iller Alan (da) Uretim (ton)

1 Konya 50.305 344.401
2 Ankara 23.550 131.800
3 Hatay 20.200 60.300
4 Denizli 2.068 9.161
5 Burdur 3.278 6.896
Diger Iller Toplam 9.242 17.297
Toplam 108.643 569.855

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de havug iiretiminde goriilen gelismeler

Y1l |Uretim Alan1 | Uretilen miktar | ihrag edilen miktar | ihrag edilen deger

(ha) (ton) (ton) (ABD dolari)
2002 6 762 235 000 28 921 3128 000
2013 10864 714 280 52 517 8 844 000

Cizelge 1.3.’de goriilecegi gibi Tiirkiye’de toplam havug iiretim alani, 2002 yilinda
6 762 hektardan 2013 yilinda % 60’lik artisla 10 864 hektara yilikselmistir. Tiirkiye’de toplam
havug tiretim miktar1 da 2002 yilinda 235 000 ton’dan % 142’lik artisla 2013 yilinda 714 280
tona ylikseldigi goriilmektedir. Kisi basina havug tiikketimin 7,64 kg oldugu, yeterlilik
derecesinin % 109 oldugu belirlenmistir (Anonim 2014). Ihracat miktar1 2002 yilinda 28 921
ton iken 2013 yilinda % 81 artisla 52 517 tona, Thracat degeri ise 2002 yilinda 3.1 milyon
ABD dolar1 iken 2013 yilinda % 183 artigla 8.8 milyon dolara yiikselmistir.



Havug tiretiminde, verimi ve {iriin kalitesini olumsuz yonde etkilemekte olan pek ¢cok
abiyotik stres faktorleri ve patojenik hastaliklar bulunmaktadir. Olumsuz toprak ve iklim
kosullar1 yaninda iireticilerin hatali tarimsal uygulamalar1 da bu kiiltiir bitkisinde hastaliklara
neden olabilmektedir. Havug tiretimine tinli, kumlu, drenaj sorunu olmayan topraklar daha
cok elveriglidir. Toprak pH derecesi 6.5 ve 8.5 arasindaki notr olan organik madde igerigi %
3’ den fazla miimbit topraklar havug iiretimi i¢in arzu edilen topraklardir.

Aktas ve Ates (2005)’¢ gore, havuglarda en sik rastlanan bitki besin elementi
noksanligi, potasyum noksanligi olup yaprak kenarlarinda kloroz ve yaniklarin olusmasidir.
Mangan noksanliginda ise yapraklarda kiiciilme, koklerde sakallanma ve deformasyonlar
goriilmesidir. Toprak tahlillerinde diger bitki besin elementlerinden ziyade potasyum ve
mangan noksanliginin da en sik rastlanan bitki besin elementleri oldugu dikkate alinmaktadir.

Anonim (2008)‘e gore havug zararlilarindan havug sinegi: Psila rosae F. (Diptera:
Psilidae) yaninda Kepenekei (1994) Ankara-Beypazari Ilgesi’ndeki havug (Daucus carota L.)
tarlalarinda sirali ekim nobetine giren domates (Lycopersicum esculentum Mill.) ekim
alanlarinda Tylenchida (Nematoda) nematod tiirlerini arastirmistir. Sonugta toplam 32 farkh
nematod tiirlinlin varligini saptamistir.

Biyotik bitki hastaliklar1 konusunda yapilan ¢aligmalar siirli sayida olup bunlarin
basinda Erwinia caratovora’ nin neden oldugu bakteriyel yas ¢iirtikliik gelmektedir. Agrios
(2005) havuglarda Sclerotinia sclerotiorum ‘un neden oldugu beyaz kiif hastaliginin yaninda
Rhizoctonia spp.‘nin neden olduklar1 krater kok ¢iiriikliiginin bulundugunu bildirmistir.
Tilek ve ark. (2014) Ankara Beypazar1 havug depolarinda hasat sonu bazi depo ciirtikliikleri
gozlemlemisler ve etmenini Geotrichium candidum olarak tanilamiglardir. Havucun en 6nemli
hastaligi olarak Agrios (2005) fitoplazma tiirtiniin neden oldugu stolbur ya da havugta
cadisiiplirgesi hastaligin1 gostermistir. Bunun en tipik belirtileri ise yapraklarda sararma
yaninda cadisiipiirgesi, ciicelik ve kazik kokte elastikiyet dikkati g¢ekmektedir. Nitekim
Sertkaya (2014) Hatay Ili havug iiretim alanlarinda ilk defa stolbur etmeni fitoplazmanin
neden oldugu yapraklarda sararma, yapraklarda kii¢iilme ve bogum aralarinda kisalma ile yan
koklerde sagaklanma belirtilerini gozlemlemistir. Etmen olarak da havucta patojen olan
stolbur fitoplazmanin (16SrXI1I-A) izolatin1 tanilamistir.

Halen Tiirkiye’de havuglarda verimi ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen viriis
hastaliklar1 hakkinda herhangi bir ¢aligmanin yapilmadigi goriilmiistiir. Halbuki bu kiltiir
bitkisinde hastalik etmeni en 6nemli patojen grubunun viriisler oldugu diger iilkelerde yapilan

aragtirmalarla kanitlanmistir. Fungal ve prokaryotik hastaliklar diginda havuglar da verimi ve



kaliteyi olumsuz yonde etkileyen on bir adet viriis hastaliklarinin varligit Smith (1972)
tarafindan adi, simgesi, konukcu bitki ¢evresi ile karakteristik simptomlari, tasinma sekli,
cografi yayilisi, partikiil morfolojisi, patolojisi ve taksonomideki yeri bildirilmistir. Ancak
Cizelge 1.4.’de goriildiigii gibi King ve ark. (2012) havug da 14 viriis ve 2 satellite RNA
molekiiliiniin varligma isaret ederek havugta ki viriis sayisinin gelecekte artabilecegini

gostermislerdir.

Cizelge 1.4. Diinya’da havugta hastalik etmeni olarak saptanan ve viriis taksonomisinde yer

alan viriisler ve simgeleri (King ve ark. 2012)

Viriis Ismi Simgesi
Carrot cryptic virus CaCV
Carrot temperate virus 1 CteV1
Carrot temperate virus 2 CteV2
Carrot temperate virus 3 CteV3
Carrot temperate virus 4 CteV4
Carrot latent virus CtLVvV
Carrot necrotic dieback virus CNDV-Anthriscus
Carrot virus S CarVs
Carrot yellow leaf virus CYLV
Carrot red leaf virus-UKI CtLRV-UKI
Carrot thin leaf virus-AU CTLV-AU
Carrot virus Y Carvy
Carrot mottle virus CMoV
Carrot mottle mimic virus CMoMV-AU
Carrot mottle mimic virus satellide RNA |EU914919
Carrot red leaf virus associated RNA CtRLVaRNA

Bu calisma ile Ankara ili Beypazan Ilgesi’ndeki havug tarlalarinda gdzlemlenen
patojenik sistemik hastaliklar ve virlis hastaliklarinin varligini saptamak amag¢lanmustir.
Ayrica saptanan virlis hastaliklar1 ile miicadele hususunda f{ireticilere uygulanabilir bazi

onerilerde bulunulmasi bu ¢alismanin bir baska amacini olusturmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

Havug iiretim alanlarinda yaygin olarak goriilen ilk viriis hastaliginin etmeni Carrot
mottle virus (CMoV)’un ozeliklerini Murant ve ark. (1969) soyle tanimlamistir. Vektor

yaprak biti Cavariella aegopodii tarafindan persistent bir davranigla tagsinan Carrot mottle

virus (CMoV)’un bitki 6z suyu igerisindeki fiziksel 6zellileri; DEP 1:102-1:103 arasinda, TIP:
65-70 °C, LIV: 9-24 saat arasinda oldugunu saptamislardir. Viriisiin lokal lezyon konukcusu
olarak Chenopodium quinoa, sistemik konukgusu olarak da Nicotiana clevelandii oldugunu

gostermislerdir.

Howell ve Mink (1976) ABD Washington Eyaleti’ndeki havug tarlalarinda yapraklari
ince damarlar seklinde yok eden bir viriis hastaligini tanimlamiglardir. Etmenine de
yapraklarda olusturdugu simptoma uygun sekilde Carrot thin leaf virus (CTLV) adim
vermislerdir. CTLV viriisiiniin TIP: 50-55°C, DEP: 1:10°- 1:10%, LIV: 2 giin oldugu viriisiin
partikiil yapisinin esnek ¢ubuk formunda 11 x 736 nm boyutlarinda oldugu Myzus persicae ve
Cavariella aegopodii afit tiirleri tarafindan persistent bir davranigla tasindigin

gostermislerdir.

Halk ve ark. (1979) havuglarin yapraklarinda benek ve mozaik belirtilerine neden
olan etmeninin Carrot mottle virus (CMoV)’niin niikleik asitinin tek sarmal RNA oldugunu,
gerek duyarli konukgu bitkiler de ve gerckse vektor yaprak biti Cavariella aegopodii
biinyesinde daima Carrot red leaf virus (CtRLV) ile birlikte bulundugunu saptamislardir.

6
Ayrica CMoV ‘nin tek sarmal RNA molekiiliiniin molekiiler agirhiginin 1.5 — 1.6 x 10 dalton

oldugunu, sedimantasyon katsayisinin 28-30 S oldugunu saptamiglardir.

Murant ve ark. (1985) Frenk maydonozu (Anthriscus cerefolium) bitkisinden izole
edilen Carrot red leaf virus (CtRLV) partikiillerinin ssRNA igerdiklerini ve RNA’nin
molekiiler agirhiginin 1.8 milyon dalton oldugunu saptamislardir. Viriisiin kapsiiliinii
olusturan protein alt iinite molekiilii ise 25 bin dalton molekiil agirliginda oldugunu
belirtmislerdir. CtRLV’nin daima Carrot mottle virus (CMoV) ile duyarli konukgularda ve

vektorde birlikte bulundugunu ileri siirmiislerdir.



Watson ve Falk (1994) yaptiklar1 bir ¢alismada, Carrot red leaf virus (CtRLV) ile
Carrot mottle virus (CMoV)’un birlikte bulunduklar1 bolgelerde Carrot motley dwarf (CMD)
viriis hastalikligi adin1 vermislerdir. Bu g¢alismayr ABD’de California Eyaletinin Salinas
Valley bolgesinde arastirmiglardir. Her iki viris adini birlestirerek havuglarda ki
epidemiyolojisini incelemislerdir. Her iki viriisin CMD hastaliklarinin Cavariella aegopodii

afit tird vektor ile iligkilerini saptamiglardir.

Watson ve ark. (1997) Carrot red leaf virus (CtRLV) ile Carrot mottle virus
(CMoV)’un miisterek enfeksiyonu olan Carrot motley dwarf Complex (CMD) hastaliginin
etmenlerini farkli konukgu bitkilerde incelemisler ve arastirmacilar CMD hastaligina neden
olan bu virlislere ek olarak 2.8 Kb bir RNA molekiiliiniin varligini saptamislardir. Bu

molekiile CtRLV- associated RNA (CRLVaRNA) simgesini vermislerdir.

Huang ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada 5723 nukleotid igeren CtRLV a ait RNA
molekiiliinlin tlim genom analizini yaparak adi gegen viriisiin 6zelliklerine uygun sekilde viriis
taksonomisindeki yerinin Luteovirus cinsi igerisinde olamayacagini ve adi gecen CtRLV
virlisiniin CtRLV simgesi ile Polerovirus cinsi igerisinde yer almasi geregine isaret

etmislerdir.

Fittje ve ark. (2005) Almanya’nin Asagi Saksonya Eyaleti havug {iretim alanlarinda
yaptiklar1 arastirmalarda yapraklarda kizariklik, bitkilerde clicelik, koklerde sakallanma gibi
virtislerin neden olduklar1 sistemik hastalik simptomlar1 gozlemlemislerdir. Tarla kosullarinda
% 30 hastalik oranlar1 saptadiklar1 bu enfeksiyonlarin iiriinde % 17 azalmaya neden oldugunu
bildirmislerdir. Yaptiklar1 virus test galismalart sonucu Carrot red leaf virus (CtRLV,
Luteovirus), Carrot mottle virus (CMoV, Umbravirus), Carrot thin leaf virus (CTLV,

Potyvirus), Parsnip Yellow flack viriis (PYFV, Sequivirus) viriislerini tanilamislardir.

Agrios (2005) havuglarda Sclerotinia sclerotiorum ‘un neden oldugu beyaz kiif
hastalig1 yaninda Rhizoctonia spp ‘nin neden oldugu krater kdk ¢iiriikligiiniin bulundugunu
bildirmistir. Ayrica en tipik belirtileri yapraklarda sararma yaninda cadi siipiirgesi, ciicelik ve
kazik kokte elastikiyet olan fitoplazmanin neden oldugu havug cadisiipiirgesi hastaliginin

yaygin oldugunu gostermistir.



Aktas ve Ates (2005)’e¢ gore havuglarda en sik rastlanan bitki besin element
noksanliklart; potasyum noksanliginda yaprak kenarlarinda kloroz ve yaniklar, mangan
noksanliginda ise yapraklarda kii¢iilme, koklerde sakallanma ve deformasyonlar goriilmesidir.
Toprak tahlillerinde diger bitki besin elementleri yaninda potasyum ve mangan noksanliginin

da en sik rastlanan bitki besin elementleri olduklari anlagilmistir.

Lee ve ark. (2006) Amerika Birlesik Devletlerinin Washington eyaletlerinde havug
tarlalarinda bazi havug bitkilerinde sari-pembe renkli yapraklar sergileyen bir hastalik olayini
incelemislerdir. Havug yapraklarinda goriilen bu sari-pembe renk degisiminin yani sira bitkide
genel ciicelik, stirglin ve kazik koklerde kisalma, kilcal sekonder kdk olusumu, bitkilerin ¢ali
goriiniimii, kokte sakallanma etmeninin bir Spiroplasma citri patojeninin bir enfeksiyonu
oldugunu kanitlamiglardir. Bilinen mollucute fitoplazmik patojeni yaninda bir baska
mollucute (Spiroplasma citri) patojen tiiriiniin de ABD ‘de ki havug iiretim alanlarinda

bulundugunu saptamislardir.

Kepenek¢i (1994) Ankara-Beypazari Ilgesi'ndeki havuc (Daucus carota L.)
tarlalarinda sirali ekim ndbetine giren domates (Lycopersicum esculentum Mill.) alanlarinda
Tylenchida (Nematoda) nematod tiirlerini arastirmistir. Sonugta toplam 32 farkli nematod

tiiriiniin varligini saptamugtir.

Boedo ve ark. (2008) Diinya‘da havug yetistirilen her yerde goriilen ve Alternaria
dauci fungus patojeni tarafindan olusturulan havug¢ kurumalarina karsi dayanikli ¢esitlerde ki
mekanizmay1 incelemislerdir. Boylece patojenin enfeksiyon olusturma siirecine molekiiler

aciklik getirmislerdir.

Tang ve ark. (2009) Yeni Zelanda’nin Giiney adasinda ki havug tarlalarinda goriilen
Carrot motley dwarf (CMD) disease: havug alaca ciicelik hastaliginin etmenleri olarak,
Carrot red leaf virus (CtRLV), Carrot mottle virus (CMoV) Carrot red leaf virus associated

RNA ve Carrot mottle mimic virus (CMoMV) oldugunu kanitlamislardir.

Oka ve ark. (2012) yaptiklari Multiplex RT-PCR testleri ile {i¢ ¢esit havucun
tohumlar1 igerisinde de Carrot red leaf virtis—RNA (CtRLV-RNA) molekiiliinii
saptamislardir. Multiplex RT-PCR Metodu ile tek bir havu¢ tohumundaki viriisii bile



saptayabileceklerini bildirerek tohumlarda viriis testinin karantina hizmetlerinde ki énemini

ortaya koymuslardir.

Afreen ve ark. (2011) Hindistan’in Uttar Pradesh eyaletindeki havug tarlalarinda Hiyar
Mozaik Viriisit Cucumber mosaic virtis (CMV)’ niin enfeksiyonlarin1 saptamiglardir. CMV

‘niin havugtaki sitolojik ve fizyolojik etkilerini aragtirmiglardir.

Anonim (2011) Ingiltere’de yayinlanan séz konusu raporda arastiricilar, ingiltere nin
havug yetistirilen bolgelerinde havucta i¢ karamasina ve kahverengi olusumun nedeninin
Carrot motley dwarf complex (CMD): Havug alaca ciicelik kompleks hastaligi oldugunu
bildirmislerdir. Havuglarda 6nemli virtislerden Parsnip yellow fleck virus (PYFV)‘niin de
Carrot red leaf virus (CtRLV), Carrot mottle virus (CMoV), Carrot red leaf virus associated
RNA (CtRLVa RNA) ile birlikte bu CMD kompleks hastaligi olusturduklarini
gozlemlemislerdir. Bu viriis kompleks hastaligi nedeniyle iireticilerin % 10 oraninda verim

kaybina ugrayacaklar1 rapor edilmistir.

Tiilek ve ark. (2014) Ankara Beypazari havu¢ depolarinda hasat sonu depo
curiikliikleri gozlemlemisler ve ciiriikliik etmenini Geotrichium candidum fungus patojeni

olarak tanilamiglardir.

Sertkaya (2014) Hatay ili havug iiretim alanlarinda ilk defa stolbur etmeni
fitoplazmanin neden oldugu, yapraklarda sararma, yapraklarda kiigiilme ve bogum aralarinda
kisalma ile yan koklerde sagaklanma belirtilerini gozlemlemistir. Etmen, havugta patojen olan
stolbur fitoplazmasinin Uluslararast Gen Bankasina (16SrXII-A) numarali izolati olarak

tanilamustir.

Lee ve ark. (2014) bu uluslararas: kongre bildirisinde havug tohumlarindaki Carrot
red leaf virus (CtRLV) aragtirmiglardir. Tohumun kabuk ve embriyo kisimlarinda bu viriisiin
varligint RT-PCR yontemi ile saptamislardir. Virilis igeren tohumlarin ¢imlenmesi ile elde
edilen fidelerin kotiledon yapraklari, hipokotil dokusu ile kokciiklerde de CtRLV’nin varligini
kanitlamiglardir. Her ne kadar bu bulgularla, havug gelisiminin baslangicinda CtRLV’ nin
tohum kokenli bir viriis oldugunu ileri slirmiis olsalar da bitkinin olgunluk déneminde gercek

tohumla tasinamadigini kanitlamislardir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

Ankara ili Beypazar Ilgesi Dikmen, Kayabiikii, Beylikler kdylerinin havug ekim
alanlarindan toplanmis olan 90 adet havu¢ yaprak Ornegi bitkisel materyal olarak
kullanmilmistir.  Biyolojik indeksleme c¢alismalarinda Chenopodium quinoa, Phaseolus
vulgaris, Nicotiana clevelandii indikator bitkileri, karbarondum (AIO,) tozu, fosfat tampon
¢ozeltisi, eldiven, ezme poseti, el homojenizatort, toprak, kum, torf, saksi, etiket ve diger sarf
malzemeleri kullanilmistir. Serolojik ¢aligmalarda ise potyvirus’lere karst AGDIA Firmasina
ait ticari polyclonal antiserum, ELISA plateleri, mikro pipet, pipet ucu, ELISA plate

okuyucusu ve tampon ¢6zeltileri galismanin diger materyallerini olusturmustur.

3.1.1. Siirvey Calismalari

Sekil 3.1.’de gosterildigi gibi Ankara Ili, Beypazari Ilgesi havug iiretim alanlarinda
verimi ve Kkaliteyi olumsuz yonde etkileyen sistemik hastaliklar1 ve karakteristik
simptomlarin1 gozlemlemek, etmenlerinin tanilar1 i¢in yaprak ve doku oOrnekleri almak
bolgedeki hastalik oranlarmi saptamak amaciyla 2013 yili Agustos ve Eyliil aylarinda
siirveyler yapilmistir. Siirvey calismalar1, Beypazari Ilgesi’nin Dikmen, Kayabiikii, Beylikler

koylerinde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Ankara Ili Beypazari Ilgesi havuc iiretim alanlarinda gerceklestirilen siirvey
caligmalarinin yer aldig1 yerlesim birimleri

11



3.1.2. Havuc Orneklerinin Toplanmasi

Calisma alanin1 kapsayan Beypazari lIlgesi’nin havug iiretimi yapilan alanlarinda;
sarilik, nekroz, mozaik ve sekil bozuklugu simptomlar1 sergileyen havu¢ yaprak ve doku
ornekleri toplanmigtir. Toplanan enfekteli havug yaprak ve kok ornekleri, etiketli polietilen
torbalara konularak buz kutusu igerisinde laboratuara getirilmistir. Toplanan yaprak
materyalleri biyolojik ve serolojik testler uygulanincaya kadar —20 °C’de c¢alisan derin
dondurucuda muhafaza edilmislerdir. Siirveyler esnasinda toplanan yaprak ornekleri serolojik

testlerde materyal olarak kullanilmistir.

3.1.3. DAS-ELISA Testinde Kullanilan Materyaller

Siirvey alanindan toplanan 90 adet havug 6rnegi Double Antibody Sandwich Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testinde materyal olarak kullanilmistir. DAS-
ELISA testinde Carrot thin leaf virus (CTLV)’ ne kars1 hazirlanmis poliklonal antiserumlar,
pozitif ve negatif kontroller diger test kitleri AGDIA Incorporated Firmasi, Elkhart, Indiana,
USA’den temin edilmistir. Ancak bolgede bulundugu tahmin edilen Carrot red leaf virus
(CtRLV) ve Carrot mottle virus (CMoV) viriislerine karsi hazirlanmis ticari serolojik ELISA

test kitleri ve antiserumlar bulunamamaistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Arazi Gozlemleri ve Enfekteli Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Ankara’nin Beypazar1 Ilgesi’nde havug iiretim alanlarinda iiretimin yogun olarak

gerceklestirildigi ilge merkezi ve koylerinde yapilan arazi ¢alismalarinda Bora ve Karaca

(1970)’ya gore tam sansa bagli 6rnekleme c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Tarla igerisine

kosegenler dogrultusunda girilerek simptom gosteren Yyaprak orneklerinden ¢alisma

materyalleri toplanmistir. Arazi calismalarinda Beypazar Ilcesi’nin Kayabiikii, Dikmen ve

Beylikler kdyleri havug tarlalarinda gozlenen belirtiler, sarilik, mozaik, nekrotik lekeler ve

sekil bozukluklar1 seklinde tanimlanabilecek ve verim kayiplarinin oldugu hastalikli alanlar

ve bireyler saptanmistir. Bu dogrultuda arazi ¢alismalarinda ¢alisma kapsami igerisinde yer

alan havug¢ iiretim alanlarindan toplanan yaprak Orneklerinin dagilimi Cizelge 3.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Ankara’nin Beypazar Ilgesi’nde

sayilarinin dagilimi

havug iiretim alanlarindan toplanan 6rnek

il ada flge ad1 Belde veya kiy | Toplanan érnek adedi

Ankara Beypazari Kayabiikii Koyii 14
Miijdat Dagc1
Dikmen Kdyii 18
Aydin Celik
Dikmen Kdyii 14
Necip Unsal
Mustafa Eken 20
Kayabiikii Koyt
Beylikler Koyt 9
Necip Unsal
Dikmen Koyii 15
Dogan Celik
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3.2.2. Serolojik Test Yontemi (DAS-ELISA Testi)

Siirvey alanindan toplanan simptom gosteren 90 adet havug yaprak 6rnekleri Double
Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DAS-ELISA) testine tabi
tutulmustur. Toplanan yaprak Orneklerinde; Carrot thin leaf virus hastaliginin varliginm
saptamak tiizere Clark ve Adams (1977)’in temel alindig1 yontemde gergeklestirilen DAS-
ELISA testleri anti serumlarin temin edildigi AGDIA Firmasi’nin onerdigi protokole gore

gergeklestirilmistir. Buna gore;

- Kaplama tampon ¢ozeltisi (coating buffer) igerisinde 1/100 oraninda seyreltilen
antibadiler ELISA platelerinin her bir ¢ukuruna 100 pl konulmus ve 37 °C’de calisan
inkiibatorde 4 saat siire ile inkube edilmistir. Inkubasyondan sonra plateler icerisindeki sivi
bosaltilmis ve yikama tampon ¢ozeltisi (IXPBST) ile 3 kez 3’er dakika yikama islemi
gerceklestirilmistir.

- Calisma materyali olarak toplanan havug yaprak Ornekleri tartilarak Sekil 3.2.°de
goriildiigii gibi steril ezme poseti igerisinde 1/10 oraninda ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi
eklemek suretiyle el homojenizatorii ile ezilmis ve bitki 6zsular1 elde edilmistir. ELISA
platelerinin her bir kuyucuguna elde edilen bitki 6zsuyu 100 ul’lik miktarlarda ve iki
tekerrtirlii olacak sekilde konulmustur. Viriise ait pozitif ve negatif kontroller de 100 pl‘lik
miktarlarda ELISA platelerinin belirlenen kuyucuguna yerlestirilmis ve ELISA plateleri
buzdolabinda +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra bitki
ekstraktlart bosaltilmis ve 3 kez, 3’er dakika yikama tampon ¢ozeltisi (1xPBST) ile yikama

1slemi gercgeklestirilmistir.

- Yikama igleminin ardindan konjiigat tampon solisyonu ile 1/100 oraninda seyreltilen
konjugat,100 ul‘lik miktarlarda platelerin belirlenen ¢ukuruna konulmus ve 37 °C’de ¢alisan
inkiibatorde 4 saat siire ile inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon siiresi sonunda plateler

yikama tampon ¢ozeltisi (1x PBST) ile 3 kez, 3’er dakika yikanmustir.

- Yikama isleminin ardindan Sekil 3.3.’de gorildiigii gibi, substrat tamponu ile 1
mg/ml p-nitrophenyl phosphate 100 pl‘lik miktarlarda platelerin belirlenen ¢ukurcuklarina
konulmus ve oda sicakliginda karanlik bir ortamda 20 dakika bekletilmistir.
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- Reaksiyonun gelismesi igin gerekli siire sonunda ELISA plateleri, Sunrice Basic-
TECAN Trading AG, Isvicre, Marka ELISA-Reader’da 405 nm dalga boyunda okutularak

sonuclar degerlendirilmistir.

Sekil 3.2. Enfekteli havu¢ bitki materyallerinin steril ezme posetleri icerisinde el
homojenizatorii ile ezilerek bitki 6zsularinin elde edilmesi

Sekil 3.3. DAS-ELISA test yonteminin ger¢eklestirildigi laboratuar ¢calismalari
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3.2.3. Mekanik Inokulasyon Yéntemi

Mekanik inokulasyon i¢in -20 °C’de ki derin dondurucularda bulunan havug 6rnekleri
kullanilmistir. Toplanan havug yaprak orneklerinin, arastirilan virlis ile enfekteli olup
olmadigini tespit etmek amaciyla mekanik inokulasyon ¢aligmalari yiirtitiilmistiir. Mekanik

inokulasyonlarda degerlendirilecek olan indikator bitki tiirleri Cizelge 3.2.°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Mekanik Inokulasyonda kullanilan indikatér test bitkileri

Bilimsel adx Tiirkce Ada
Chenopodium quinoa Ak kazayagi
Phaseolus vulgaris Fasulye

Nicotiana clevelandii Yabani tiitiin

Mekanik inokulasyon testi i¢in kullanilacak tohumlar, steril toprak, kum ve torf
karisimi bulunan viollere ekilmistir. Fideler 3-4 yaprakli hale gelince ayni toprak karisimi
bulunan saksilara sasirtilmislardir. Sasirtilan fideler, boceklerden korunmus sera kosullarinda

giibrelenerek ve sulanarak 25-26 °C’de ve % 70 nem ortaminda yetistirilmislerdir.

Indikator bitkiler sasirtma isleminden 1 hafta sonra mekanik inokulasyon
caligmalarinda kullanilmistir. Her inokulasyon asamasinda eldivenler degistirilmistir.
Mekanik inokiilasyonda her bir indikatdr bitki tlirtinden 100’er bitki olmak {izere toplam 300
adet bitki kullanilmigtir (100 Chenopodium quinoa, 100 Phaseolus vulgaris,100 Nicotiana
clevelandii). Her bir indikator bitkiden 90’ar adeti yapay 6rneklerin mekanik inokulasyonuna
tahsis edilirken 10’ar adet bitki de kontrol olarak kullanilmigtir. Mekanik inokulasyonda
kullanilan havug¢ orneklerinin her biri 1/10 oraninda, 0,02 Molar fosfat tampon ¢ozeltisi
icerisinde el homojenizatdrii kullanarak ezme posetleri igerisinde ezilmislerdir. indikator
bitkilerin yapraklarina asindirici olarak 500 Mesh’lik Karborandum tozu serpildikten sonra
bitki 6zsular1 el yardimiyla bitkilere asilanmigtir. Asilamadan bes dakika sonra indikator
bitkiler gesme suyu ile yikanmgtir. indikator bitkiler karakteristik simptomlarmi gdstermeleri
icin 3 hafta boyunca sera kosullarinda gozlendikten sonra sergiledikleri simptomlara gore

sayisal olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.4. Indikator bitkilere karborandum tozu serpilmesi ve mekanik inokulasyon
uygulanmasi

Sekil 3.5. Sera ¢aligmalarinda bitkilerin inokulasyonu ve bitkilerin ¢gesme suyu ile yikanmasi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arazi Cahsmalarina Iliskin Cahsmalar ve Tartisma

Ankara’nin Beypazar1 llcesi salata sebzelerini ve bunlardan havug iiretimini
geleneksel olarak benimsemis bir yerlesim birimidir. Sekil 4.1.’de goriildiigii gibi havug
Beypazari’nin bir simgesi haline gelmis ve anitlagtirtlmigtir.  Bunun nedeni de Sekil 4.2.’de

sergilendigi gibi olduk¢a genis alanlarda havug tiretiminin yapilmasidir.

Sekil 4.1. Ankara Beypazari’nin simgesi Havug Anit1 ve tarihi evleri
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Sekil 4.2. Ankara’nin Beypazari ilgesi’nde havug iiretiminin yapildig1 ovalardan birinin

gorunimu

2013 yilinin Agustos ve Eyliil aylarinda gerceklestirilen siirveylerde Sekil 3.1.°de
gosterilen alanlar ve tarlalar gezilerek havug liretiminin yil boyunca yapildig1 saptanmistir.
Havug iiretiminde modern toprak isleme aletleri, mibzerler, ¢apa makineleri ve hasat
makinelerinin kullanildig1 goriilmiistiir. Uretimde yagmurlama sulama yaninda toprak tahlil
sonuclarina gore giibreleme yapildigi gibi hasat edilen havug iirliniiniin boyutlarina gore
simiflandirildigi paketleme tesisleri ve modern soguk hava depolarmnin bulundugu dikkati
cekmistir. Piyasada talep edilen {irlin her zaman istenilen miktarlarda tiikketim pazarlarina
uygun tagima araclari ile nakledildigi saptanmustir.

Havug tarlalarinda yapilan gézlemlerde abiyotik hastalik etmenleri olarak olumsuz
toprak ve iklim kosullarindan kaynaklanan herhangi bir hastaliga da rastlanmamigtir. Ayrica
Aktas ve Ates (2005) tarafindan bildirilen havug tarlalarinda bitki besin elementi
noksanliklarina rastlanilmamis olup hava Kirliliginin neden oldugu herhangi bir simptom veya

iirlin kayiplar1 da gézlenmemistir.
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4. 2. Patojenik Hastalik Gozlem Sonuclari ve Tartisma

Siirveyler esnasinda saptanan ilk patojenik belirtiler gen¢ havug bitkilerinde sarilik
ile boyle havug¢ koklerinde Sekil 4.3.’de goriildiigii gibi kilcal yan kokgiiklerin olugmast,
catallanmasi ve kazik koklerin elastiki hale gelmis olmasina neden olan fitoplazma
hastaligimin belirtileri seklinde gozlenmistir. Go6zlenen simptomlar, fitoplazmik stolbur
hastaliginin olabilecegini gostermektedir. Nitekim boyle bir Mollucute patojenin neden
oldugu havug¢ hastaligi, daha o6nce Agrios (2005) ve Lee ve ark. (2006) tarafindan
bildirilmistir. Ayrica Sertkaya (2014) tarafindan da Tiirkiye’de Hatay ili havug tarlalarinda
fitoplazmik stolbur hastaligini saptanmis olup bu calismada elde edilen bulgular adi gegen
arastiricilari dogrulamaktadir. Her ne kadar Agrios (2005) havuglarda Rhizoctonia spp. fungus
tirlerinin neden oldugu Krater Kok Ciiriikliigii, Sclerotinia sclerotium’un neden oldugu
Beyaz Kok Ciriikliigii ve Erwinia caratovora’nin neden oldugu Bakteriyel Yas Ciriikligi
hastaliklarinin yaygin oldugunu bildirmis ise de bu c¢alismada adi gecen hastaliklara
rastlanmamustir. Sadece hijyenik kosullari saglayamayan bazi havug depolarinda Tiilek ve
ark. (2014)’nin saptamis olduklar1 Geotrihium candidum fungusunun neden oldugu bazi depo

curtikliikleri goriilebilecegi anlasilmistir.
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Siirveyler esnasinda Ankara Beypazari havug tarlalarinda Sekil 4.4.’de gozlemlenen
sistemik hastalik belirtileri sarilik, kizariklik, yaprak kenarlar1 boyunca mor renklilik,
mozayik, kivrilma, sekil bozuklugu ve nekrotik lekeler dikkati ¢ekmistir. Ayrica enfeksiyon
goriilen tarlalarda yapilan sayimlarda sistemik simptomlar sergileyen hasta bitkilerin sayis1 ve

hastalik oraninin % 30 oldugu saptanmustir.

Sekil 4.4. Ankara 1li Beypazar Ilgesi havug tarlalarinda yapraklarda sarilik, mozayik ve
nekrotik simptomlarin gériinimii

Siirveylerde ziyaret edilen bazi tarlalarda ve Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da goriildiigi gibi
Carrot Motley Dwarf (CMD) virus disease complex: Havug Alacali Ciicelik viriis hastaliginin
karakteristik belirtilerine rastlanmistir. Havuglarda CMD viriis hastalik kompleksini ilk defa
Watson ve Falk (1994) tanimlamislardir. Watson ve ark (1997) ise bu viriis hastalik
etmenlerinin Carrot red leaf virus (CtRLV) ile Carrot mottle virus (CMoV) ve CtRLV-
associated RNA (CRLVaRNA) molekiilii olduklarini tanilamiglardir. Carrot motley dwarf
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(CMD) viriis hastaliklarina ABD’de California Eyaletinin Salinas Valley Bolgesi’ndeki havug
yetistirilen bolgelerde rastlandigini bildirmislerdir. Ayrica bu hastaligin énemli bir belirtisi
olarak havug kok iiriiniinde i¢ kararma ve kahverengilesme oldugunu bildirmislerdir. Nitekim
bu calismada benzer renk degisikleri de simptomatik olarak Watson ve ark. (1997)’nin

bulgulari ile ortiismektedir.

(A) (B)

Sekil 4.5. Saglikli havug tarlas1 (A). Havug yapraklarinda sarilik, nekrotik lekeler ve mozaik
belirtilerinin bir arada oldugu Carrot motley dwarf (CMD) havug alaca ciicelik

virlis hastaliginin karakteristik belirtileri (B)
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Sekil 4.6. Ankara Beypazari Ilgesi havug tarlalarinda Carrot motley dwarf (CMD) Havug
Alacal1 Ciicelik viriis hastaliginin karakteristik belirtilerinin goriintisi

Sekil 4.7. Ankara Ili Beypazar Ilcesi’nde havug tarlasinda saglikli havug bitkileri arasinda bir
havug bitkisinde CtRLV’niin neden oldugu renk degisimi ve ciicelik simptomu
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Ayn1 havug viriis hastalik kompleksine Tang ve ark. (2009) Yeni Zelanda’nin Giiney
adasinda ki havug tarlalarinda rastladiklart gibi Anonim (2011) raporunda da arastiricilar
Carrot motley dwarf complex (CMD) viriis hastaligi sonucu Ingiltere’nin havug iiriiniiniin
pazar degerini diigiirdiigiinii ileri siirmiiglerdir. Sekil 4.7. incelendiginde goriildiigi gibi viriis
kompleksinin neden oldugu (CMD) havug alacali ciicelik virlis hastaliginin tek bir havug
bitkisinde olusturdugu ciicelik belirtisinin viriislerin bu iiriine ne kadar zarar verebileceginin
acik bir gostergesidir. Havug viriislerinin neden olduklar1 benzer sistemik renk degisiklikleri
Sekil 4. 8.’de kizariklik, Sekil 4. 9.°da ise sarilik olarak ortaya ¢ikmistir.

Ote yandan havug yapraklarinda ve siirgiinlerde gériilen viriis hastaliklarinin havucun
uriinii olan kazik kokteki etkileri ise Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.’de c¢arpict sekillerde
gosterilmistir. Bu bulgular ve saptanan % 30 hastalik oraninda olup bu sonuglar Anonim
(2011)’de ingiltere’de CMD viriis kompleksinin neden oldugu % 10 oraninda verim
kayiplarindan daha fazlasinin Tiirkiye’de Beypazari Ilgesi’ndeki havug tarlalarinda cok daha
yiilksek oranlarda zarar olusturacagini gostermistir. Kaldi ki virlis hastaliklar1 disinda
Beypazar1 havug lreticilerinden bazilarinin havug tarlalarinda yabanci ot kontrolii yapmadig:

g6zlenmis bulunulmaktadir.

Sekil 4.8. Ankara’nin Beypazar Ilgesi havug tarlasinda yapraklarda kizariklik ve kivrilma
belirtilerinin goriiniimii
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Sekil 4.9. Ankara ili Beypazari Ilgesi havug tarlasinda yapraklarda olusan yapraklarda sarilik
ve kivrilma belirtilerinin gériiniimii

Sekil 4.10. Ankara ili Beypazar1 Ilgesi havug¢ tarlalarinda yapraklarda renk degisimi,
yapraklarda kivrilma ve meyvede ki sekil bozuklugu belirtisinin gortiintimii
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Sekil 4.11. Beypazar havug tarlalarinda saptanan kazik kok havug iiriiniinde ki kiigiilme,
burulma ve sekil bozuklugu simptomu

4.3. Mekanik Inokulasyon Test Sonugclar1 ve Tartisma

Cizelge 3.2.°de listesi verilen Carrot thin leaf virus (CTLV) ile Carrot mottle virus
(CMoV)’lerine duyarli oldugu bildirilen indikator bitkilerine yapilan mekanik inokulasyon
test sonuclar1 her iki virlisiin de Beypazari havug¢ alanlarinda bulundugunu gostermistir.
Saglikli Kontrol 6rnekleri Sekil 4.12.’de gosterilen Chenopodium quinoa fidelerine, saf su ile
mekanik inokulasyonlar yapilmistir. Herhangi bir belirti goriilmemistir. Toplanan 90 adet
havug yaprak oOrneklerlerinden elde edilen bitki 6zsuyunun mekaniksel inokulasyonu
sonucunda Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’de goriildiigii gibi 90 6rnekten 30 adedinde klorotik
noktalar seklinde lokal lezyonlar olusmustur. Kullanilan ve Sekil 4.12.’de gosterilen 10 adet
kontrol bitkide ise herhangi bir belirti gériillmemistir. Bu sonuglar indikator bitkilerde ortaya
cikan simptomlara gére CTLV ile CMoV virilislerinin havug yaprak oOrneklerinde var
olabilecegini gostermektedir. Ciinkii Murant ve ark. (1985) ile Brunt ve ark. (1995) bildirdigi
gibi C. quinoa CtRLV duyarli olmadigindan diger iki viriisiin konukgu ¢evresi igerisinde yer

almaktadir.

26



Sekil 4.12. Kontrol olarak kullanilan saglikli Chenopodium quinoa indikator bitkileri

Sekil 4.13. Chenopodium quinoa yapraklarinda olusan lokal klorotik lekeler ve lezyonlar
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Sekil 4.14. Chenopodium quinoa yapraginda lokal lezyonlar (A) ve C. quinoa nin saglikli
kontrol yapragi (B)

Mekanik inokulasyon ¢alismalarinin degerlendirilmesi sonucunda Phaseolus vulgaris
bitkisinin kotiledon yapraklarina yapilan mekanik inokulasyonlar sonucu agilanan 90 adet
bitkiden 37 adedin de Sekil 4.15., Sekil 4.16. ve Sekil 4.17.’de goriildiigi gibi kahverengi
lokal lekeler saptanmistir. Kullanilan 10 adet kontrol fasulye bitkisinde ise herhangi bir belirti
goriilmemistir. Bu sonuglar simptomatik havug bitkilerinin en az % 30 - % 40 arasinda CMoV
ile enfekteli oldugunu gostermektedir. Elde edilen biyolojik tan1 sonuglart Halk ve ark. (1979)
ve Brunt ve ark. (1995)’nin bulgular ile ortiismekte olup hastaliga neden olan viriislerden

birinin CMoV oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.15. inokule edilmis, enfekteli Phaseolus vulgaris bitkisinin yapraklarinda koyu kahve
rengi lokal lezyonlari (solda) ve saglikli bitki (sagda)

Sekil 4.16. Inokule edilmis Phaseolus vulgaris bitkisinde acik kahverengi lokal lezyonlar
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Sekil 4.17. Enfekteli Phaseolus vulgaris kotiledon yapraginda koyu kahverengi nekrotik
lekeler

Mekanik inokulasyon ¢aligmalarinin degerlendirilmesi sonucunda Nicotiana
clevelandii ile asilanan 90 adet bitkiden 32 adedinde Sekil 4.18., Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.’de
gorildigi gibi, sar1 klorotik ve nekrotik lokal lezyonlar seklinde belirtiler goriilmiistiir.
Kullanilan 10 adet kontrol bitkide ise herhangi bir belirti goriilmemistir. Elde edilen bu
bulgular viriisiin Carrot thin leaf virus (CTLV) oldugunu gostermektedir. Her ne kadar bu
viriisiin ABD’nin Washington Eyaletinde yaygin oldugu Howell ve Mink (1976) tarafindan
bildirilmis ise de virlisiin konuk¢u ¢evresi igerisinde C.quinoa ve N. clevalandii’nin birlikte
bulunusu viriisiin Beypazari havug alanlarinda da olduk¢a yaygin oldugunu gostermektedir.
Nitekim c¢alismada gergeklestirilen DAS-ELISA test sonuglart da CTLV’un bolgede
bulundugunu gostermistir. Bu sonuglar viriis hakkinda Howell ve Mink (1976), Brunt ve ark.

(1995) bildirisleri ile ortiismektedir.
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Sekil 4.18. Mekaniksel inokulasyon sonucu Nicotiana clevelandii yapraklarinda nekrotik ve

Klorotik lekeler. Saglikli kontrol sagda

Sekil 4.19. inokule edilmis Nicotiana clevelandii yapraginda olusan acik kahverengi

lezyonlar

31



Sekil 4.20. Inokule edilmis Nicotiana clevalendii tiitiin yapraginda olusan lezyonlar (A) ve
saglikli kontrol yaprak (B)
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Cizelge 4.1. Beypazari havug yaprak orneklerinden ti¢ indikator bitki tiirtine yapilan mekanik
inokulasyon test sonuglari

Carrot mottle virus (CMoV)

Ornek No | Akkazayag1 | Yabani tiitiin | Fasulye | Ornek No | Akkaz. | Yabani tiitiin | Fasulye
1 - - + 46 + + +
2 - - - 47 + + +
3 - - - 48 + - -
4 + - - 49 - - -
5 - - - 50 - - -
6 - + - 51 - - -
7 - - - 52 - - -
8 + - - 53 - - -
9 - - - 54 - - -
10 + - - 55 - - +
11 - + + 56 - + +
12 - - 57 - - -
13 - - - 58 + +
14 + - - 59 + - -
15 - + + 60 - - -
16 + - - 61 - - -
17 + - + 62 - + -
18 - - - 63 + - +
19 - - - 64 + - +
20 + - - 65 - + +
21 - - 66 - - -
22 - - 67 - -

23 + - + 68 + + +
24 - + + 69 - - -
25 + + + 70 - + +
26 + - - 71 - - -
27 - - + 72 - + +
28 - - + 73 - - -
29 + - - 74 + - -
30 - - - 75 - + -
31 + - - 76 - + +
32 - - - 77 + + +
33 + - + 78 + + +
34 - - - 79 + - +
35 - + + 80 - + +
36 - - + 81 - - +
37 + - 82 - + -
38 - - - 83 - - -
39 + + + 84 - + +
40 - + - 85 - + +
41 + + + 86 - - -
42 - - - 87 - + +
43 - - - 88 - - -
44 - - - 89 + - -
45 - - - 90 + + +
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Cizelge 4.2. DAS-ELISA test sonucu CTLV ile enfekteli Beypazari havug yaprak
orneklerinden test bitkilerine yapilan mekanik inokulasyon sonuglari

Carrot thin leaf virus (CTLV)

Ornek No | ELISA | Akkazayagi | Yabani tiitiin Ornek No | ELISA | Akkazaya@i | Yabani tiitiin
1 - - - 46 + + +
2 + - - 47 + + +
3 - - - 48 - + -
4 + + - 49 - - -
5 + - - 50 + - -
6 - - + 51 - - -
7 + - - 52 - - -
8 + + + 53 - - -
9 + - - 54 - - -
10 + + - 55 - - -
11 + - + 56 - - +
12 - - - 57 - - -
13 - - - 58 - + +
14 - + + 59 - + -
15 - - + 60 - - -
16 + + - 61 - - -
17 + + - 62 - - +
18 - - - 63 - + -
19 + - - 64 - + -
20 - + - 65 - - +
21 + - - 66 - - -
22 - - - 67 - - -
23 + + - 68 - + +
24 + - + 69 - - -
25 + + + 70 - - +
26 + + + 71 - - -
27 - - - 72 - - +
28 - - - 73 - -

29 + + + 74 - + -
30 + - - 75 - - +
31 - + - 76 - - +
32 - - - 77 - + +
33 + + - 78 - + +
34 - - - 79 - + -
35 + - + 80 - - +
36 - - - 81 - - -
37 - + - 82 - - +
38 + - - 83 - - -
39 + + + 84 - - +
40 - - + 85 - - +
41 + + + 86 - - -
42 - - - 87 - - +
43 - - - 88 - - -
44 - - - 89 - + -
45 - - - 90 - + +
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4.4, DAS-ELISA Test Sonuclari

Bu calismada, CTLV’de iginde bulundugu Potyvirus cinsi viriis tiirlerine karsi
hazirlanmis polyklonal antiserum kullanilarak uygulanan DAS-ELISA sonucunda 90 adet
havug yaprak O6rneginden 30 Ornekte Potyvirus grubuna karsi pozitif sonug elde edilmistir
(Cizelge 4.3.). Calismada hangi orneklerin CTLV igerdigi Cizelge 4.2.°de gosterilmistir.
Potyvirus cinsi icerisinde havugta enfesiyon yapan tek viriis CTLV olup, DAS-ELISA test
sonuglart Sekil 4.21.’de ELISA platelerinde de goriintiilenmistir. Bu sonuglar, Beypazari
havug tiretim alanlarinda CTLV’un da yaygin oldugunu gostermistir. Elde edilen bu sonuglar

Fittje ve ark. (2005)’nin Almanya’daki havug tiretim alanlarinda saptamis olduklari sonuglarla

ortiismektedir.
Cizelge 4.3. ELISA reader’da okunan CTLV viriislerine ait absorbans degerleri.

Viriis ad1 | En yiiksek pozitif | En yiiksek negatif | Ticari pozitif Ticari negatif
absorbans absorbans absorbans degeri | absorbans degeri
degerleri degerleri

CTLV 1,264 0,178 1,326 0,151
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Sekil 4.21. CTLV ile enfekteli pozitif reaksiyon veren drneklerin gériiniimii
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5. SONUC VE ONERILER

- Bu calisma ile Ankara Ili’nin Beypazari ilgesi’ndeki havug iiretim alanlarinda
gittikge yayilan; havugta verimi ve kaliteyi diisliren sistemik fitoplazma ve viral hastalik
etmenleri simptomolojik, biyolojik ve serolojik testlerle saptanmustir.

- S6z konusu hastaliklarin etmenleri Stolbur Phytoplasma tiirii, Carrot red leaf virus
(CtRLV), Carrot mottle virus (CMoV) ve Carrot thin leaf virus (CTLV) diir.

- Phytoplasma vektorii Cicadellidae, Hemiptera familyasi tiirlerinden olup bu
hastaligin patojenini etkin bir sekilde tasimakta ve bolgede cadi siiplirgesi enfeksiyonunu
epidemik boyutlara ulastirmaktadir. Bu nedenle arastirma alaninda patojenin vektori
Cicadellidae tiirleri tanilanarak, hangi vektor tiirlerinin hastaliga neden oldugu saptanmali ve
vektoriin miicadelesine yonelik olarak ruhsatli insektisit uygulamasi bolge {ireticilerine
Onerilmelidir.

- Bolgede saptanan havug viriislerinin bilinen vektorleri yaprak biti tiirleri olup
bunlarin yesil seftali yaprak biti Myzus persicae ve sogiit afidi Cavariella aegopodii tiirii
olduklar1 diger iilkelerde saptanmistir. Her iki vektor de saptanan havug viriislerini persistent
bir davranisla tasidiklari i¢in vektorlere karsi ruhsatli insektisitler dnerilmesi yerinde olur.

- Bazi iireticilerin ekim ndbeti uygulamadiklari, yabanci ot miicadelesinde ge¢
kaldiklart saptanmigtir. Tahillar, yemeklik dane baklagiller veya baklagil yem bitkileri ile iki
veya ii¢ yillik ekim ndbeti uygulamasi havug viriis hastaliklarini kontol etmekte yararli
olacaktir.

- Havug viriisleri tohumla tasinmadigindan virlis hastaliklarina karsi sertifikali
dayanikli veya tolerant ¢esit kullanimi tercih edilmelidir.

- Havug paketleme tesisleri ve soguk hava depolarinin temizligine 6zen gostermek
hijyenik acidan uygun ortamlarin olusturulmasi, 1s1 ve nem faktdrlerinin optimum seviyede
tutulmasi, depolarda durgun havanin olugsmasini engelleyecek sekilde ventilasyonla uygun bir
hava akiminin saglanmasma &zen gosterilmelidir. Boylece fungal ve bakteriyel depo

curiikltikleri 6nlemis olur.

36



6. KAYNAKLAR

Afreen B, Gulfishan M, Baghel G, Fatma M, Khan AA, Nagvi QA (2011). Molecular
detection of a virus infecting carrot and its effect on some cytological and
physiological parameters. African Journal of Plant Science Vol. 5(7), 407-411

Agrios G (2005). Plant pathology. Fifth edition. Elsewier Academic Press. New York, USA.
922 p.

Anonim (2008). Zirai Miicadele Teknik Talimatlari, Cilt 3. T.C. Tarim ve Koyisleri
Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigii. Basak Matbaacilik ve Tan. Hiz.
Ltd. Sti. Ankara. 332 s.

Anonim (2009). T.C. Milli Egitim Bakanligi. Mesleki Egitim ve Ogretim Sisteminin
Giiglendirilmesi Projesi. Bahgecilik- Sebzecilik. 60 s.

Anonim (2010). T.C. Milli Egitim Bakanligi. Gida Teknolojisi. Kurutulmus Sebze Cesitleri
Uretimi. Ankara. 42s.

Anonim (2011). Final report on symptomatic survey of virus complexes. Agriculture and
Horticulture Development Board of Horticultural Development Company in U.K.6 p.

Anonim (2013). Tiirkiye Istataistik Kurumu. http:// tuikapp.tuik.gov.tr.

Anonim (2014). Tiirkiye Istataistik Kurumu. http:// tuikapp.tuik.gov.tr.

Anonim (2014). Final report. Symptomatic survey of virus complexes. Agriculture &
Horticulture Development Board.

Aktas M, Ates M (2005). Bitkilerde Beslenme Bozukluklar1. Nurol Matbaacilik, A. S. Ostim,
Ankara. 247 s.

Brunt HA, Crabtree K, Dallawitz MJ, Gibbs AJ, Watson L (1996). Viruses of plants. CAB
International, Cambridge, UK. 1484 p.

Boedo C, Clere V, Briard M, Simoneau P, Chevalier M, Georgeault S, Poupard P (2008).
Impact of carrot resistance on development of the Alternaria leaf blight pathogen
Alternaria dauci. Eur J Plant Pathol.,121:55-66.

Clark M, Adams AM (1977). Characteristics of microplatemethod of enzyme-linked
immunosorbent assay for the detection of plant viruses, J. Gen. Virol., 34: 475-83.

Fittje S, Menzel M, Saucke H, Vetten HJ (2005). Virus diseases in carrots- current satus and
diagnostic methods. Rahmann G (HR SG.) Ressort Forschung fiir den Okologischen,
Landbau, Germany.142p.

Halk EL, Robinson DJ, Murant AF (1979). Molecular Weight of the infected with Carrot
Mottle Virus. J. Gen. Virol., 45:383-388.

37



Huang LF, Naylor M, Pallett DW, Reeves J, Cooper JI, Wang H (2005). The complete
geneome sequence, organization and affinities of Carrot red leaf virus. Archives of
Virolgy, 150: 1845-1855

Howell WE, Mink GI (1976). Host range, purification and properties of a flexuous rot shape
virus isolate from carrot. Phytopath., 66 (8): 949-953

Kasap H (2010). Samsun Valiligi. Samsun Il Tarim Miidiirliigi. Ciftci Egitimi ve Yaym
Subesi. Sebzecilik. 60s.

Kepenekei | (1994). Beypazar: (Ankara) ilgesi’nde havug ile miinavebeye giren domates
ekilis alanlarinda saptanan Helicotylenchus (Tylenchida, Hoplolaimidae) cinsine
bagl tiirler. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Yiiksek
Lisans Tezi. 62 s.

Kjellenberg L (2007). Sweet and Bitter Taste in Organic Carrot. Introductory Paperat The
Faculty of Landscape Planning, Horticulture and Agricultural Science 2,Swedish
University of Agricultural Sciences, 46 p.

King AMQ, Adams MJ, Carstens EB, Lefkowitz E (2012). Virus Taxonomy, Classification
and nomenclature of virus. Ninth Report (ICTV). Elsevier, Academi Press, New
York USA. 1272 p.

Lee IM, Bottner KD, Munyaneza JE, Davis RE, Crosslin JM, Du Toit LJ, Crosby T (2006).
Carrot purple leaf: A new spiroplasmal disease associated with carrots in Washington
State. Plant Dis. 90: 989-993.

Lee BJ, Yea M, Kim S, Heo NY (2014). Studies of seed born virus, Carrot red leaf virus in
carrot seeds. XV1. IS-MPMI, Rhodes Greece. PO,28.

Murant AF, Goold RA, Roberts IM, Cathro J (1969). Carrot Mottle a Persistent Aphid Borne
Viriis With Unusal Properties and Particles. J. Gen. Virol., 4:329-341.

Murant AF, Waterhouse PM, Raschke JH, Robinson DJ (1985). Carrot Red Leaf and Carrot
Mottle Viriises Observations on the Composition of the Particles in Single and
Mixed Infections. J. gen. Virol., 66:1575-1579.

Oka K, Mochizuki T, Ohki ST (2012). Detection of carrot red leaf virus- RNA in carrot seeds
by multiplex RT- nested PCR. Journal of General Plant Pathology, 78:2-7.

Sar1 T, Paksoy M (2004). Konya yoresinde farkli ekim zamanlarinda yetistirilen bazi
havuglarda kalite. S. U. Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 18 (33):17- 22.

Safadi B (2008). Characterization and Distribution of Daucus species in Syria. Biologia, 63
(2): 177-182.

38



Sertkaya G (2014). Hatay ili havug alanlarinda fitoplazmalarin arastirilmasi. Tiirkiye V. Bitki
Koruma Kongresi, 3-5 Subat, Antalya.

Smith K (1972). A Textbook of Plant Viriis Diseases, Academic Press, New York and
London. 684 p.

Tang J, Quinn BD, Clover GRG (2009). First report of Carrot red leaf virus- associated RNA
co-infecting carrot with Carrot red leaf virus and Carrot mottle mimic virus to cause
carrot motley dwarf disease in New Zealand. Australian Plant Disease Notes, 4:15-
16.

Tiilek S, Ozan S, Ozben S (2014). Havug depolarinda ac1 ¢iiriikliik etmeni Geotrichium
candidum. Tirkiye V. Bitki Koruma Kongresi, 3-5 Subat, Antalya.

Watson MT, Tian T, Estabrook E, Falk BW (1997). A small RNA Resembling the beet
western yellows Luteoviriis ST9- Associated RNA is a component of the California
Carrot Motley Dwarf Complex. Department of Plant Pathology, Univeristy of
California, P-1223-02R.

Watson MT, Falk BW (1994). Ecological and epidemiological factors affecting carrot motley
dwarf development in carrots grown in the Salinas Valley of California. Plant Dis.
78:477-481

Yanmaz R (1994). Havug Yetistiriciligi. Standard Dergisi, 34: 21-22.

39



7. TESEKKUR

“Ankara ili havug¢ (daucus carota |. subsp. sativus) iiretim alanlarinda verimi ve
kaliteyi olumsuz yonde etkileyen sistemik hastaliklarin aragtiritlmasi” konulu yiiksek lisans
tezimin hazirlanmasi1 asamalarinda deneyim ve bilgilerinden yararlandigim Namik Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Fitopatoloji Anabilim Dali (ABD)
Ogretim Uyesi danigman hocam Sayin Prof. Dr. Ahmet CITIR’a, ayn1 ABD &gretim iiyesi
Sayin Prof. Dr. Havva ILBAGI’'na, Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii’ne, Enstitii aragtiricilarindan bilgi, deneyim ve yardimlarin1 benden esirgemeyen
Dr.Kemal DEGIRMENCI, Ferhan MORCA ve Yasemin KAYABAS’a, mesai arkadasim
Sibel AYDENIZ, Seren CAKKAL AL ve Haluk SELCUK’a ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica
aileme ve degerli esim Onur CABUK’a maddi ve manevi unutulmaz her tirli destek ve

yardimlarindan dolay1 candan ve goniilden tesekkiir ederim.

Aralik 2014 Tugba SAKAR CABUK
Ziraat Mithendisi
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8. OZGECMIS

25 Haziran 1985 yilinda Ankara’da dogdu. Ilk, orta ve lise dgrenimini Ankara’da
tamamladiktan sonra, 2005 yilinda Samsun Ondokuz Mayis Universitesi (OMU), Ziraat
Fakiiltesi’nde lisans &grenimine hak kazandi. 2009 yilinda OMU, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Béliimiinden Ziraat Miihendisi {invani ile mezun oldu. 2010 yilinda iilke ¢apinda
OSYM tarafindan yapilan KPSS sinavi sonucunda basarili bulunarak 2011 yilinda Istanbul
Valiligi, 11 Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii, Cekmekdy ilce Gida Tarim ve
Hayvancilik Midiirliigii emrine Ziraat Miihendisi olarak atandi. 2012 yilinda Namik Kemal
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans
Ogrenimine basladi. 2013 yilinda evlenerek, Ankara Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig
Strateji Gelistirme Baskanligi emrine teknik eleman olarak atandi. Halen bu gorevini

surdirmektedir.
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9.EK1

DAS-ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cézeltiler

1. General Extract Buffer..........cccceeeieiininnnne. 1000 ml PBST (Washing Buffer) pH:7.4
-Sodium Sulfate(anhydrous)............cooeviiiiiiiiiii, 1.3¢gr
- Polyvinyl pyrrolidone (PVP) 24-40.000............c.coovviiiiiininnnn. 20 gr
=Sodium @ZIde. ... e 0.2gr
-Powderet egg(chicken) albumin,Grade I1......................oooieene. 2 gr
STWEEBN-20. .o 20 gr

2. Coating Buffer...ccccvviieiieiiiiiiiniieniecnicnnnnns 1000 ml Distile su pH:9.6
- Sodium Carbonate (anhydrous)..............coeveiiiiiniiiiinieiinnn, 1.59 gr
- Sodium hydrogen carbonate...............ccooiiiiiiiiiiiiii, 2.93 gr
-Sodium AzZide. ... 0.2¢r

3. PNP(Substrat) Buffer....cccceeeeeiieeieenieannnnns 800 ml Distile su pH:9.8
-Magnesium chloride hexahydrate..................coooiiiiiiiiiiin.n, 0.1gr
-Diethanolamine................oooiiiiiiiii i 97 ml
=SOAIUM AZIA. .. ettt e 0.2¢gr

4. Washing Buffer (PBST)..cceeeiieieereeenienrencnncnnns 1000 ml Distilesu  pH:7.4
-Potassium chloride. ... 0.29r
-Potassium phosphate,monobasic(anhydrous).................ccoeveenin.n.. 0.2 gr
-Sodium phosphate dibasic (anhydrous)...............ccoeviiiiiiiiiin.. 1.15¢r
-Sodium choloride. ... ... 8ar
STWEEN-20. . e 0.5 ml

5. Conjugate BUuffer....ccceevveiieiienninnnnnnnns 1000 ml Distile su pH:7.4
-Bovine serum albumin(BSA)..... ..o 29r
-Polyvinyl pyrrolidone (PVP) 24-40.000 ..........ccooviiiiiiiiiii e, 20 gr
SSOIUM AZIAR. .. 0.29r
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