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Quba-Xagmaz, Calilabad, Masalli-Lankaran va Abseron rayonlar: arazisinda hoyata kegirilan ekspedisiyalar
zamani diziim yarpaqglarimn burulmas: xastaliyinin xarakterik alamatlarine malik bitki niimunalari toplanmigdir.
Simptomatik bitki niimunalarinda seroloji va molekulyar analizlar naticasinds Uziim yarpaglarinin burulimasi virusu 3
(GLRaV 3) virusu agkar edilmisdir. GLRaV 3 virusla yolwxmus bitkilorin yarpaqlarinda stresin asas gostaricilari olan
malondealdehidinin  (MDA). va hidrogen-peroksidin (H>0,) miqdari, askorbat-peroksidaza (APO), qvayakol-
peroksidaza (GPO) va benzidin-peroksidaza (BPO) fermentlarinin faalliglar: tadqiq edilmisdir. Miiayyan edilmisdir ki,
bitkinin virusla yoluxmast MDA, H;O; —in migdarinin va peroksidaza fermentlorinin faalliglarimn saglam bitkilorla

miiqayisada ahamiyyatli daracads artmasina sabab olur.

Acar sézlar: iiziim, virus xastaliklari, malondealdehid, hidrogen-peroksid, peroksidazalar

e ziim bitkisi (Vitis vinifera L.) biitiin diinya-

l | da, o ciimladan Azarbaycanda da qida (qu-

ru meyva, abqora, sirks vo s. ) va sorab so-
nayesinds miihiim shamiyyat kasb edir. Uziimiin
mahsuldarligina kaskin daracads manfi tasir gosto-
ran asas amillordan biri bitki patogenlari, asasan iso
bitki viruslaridir. Miiasir malumatlara gors, diinyada
liziim bitkisini yoluxduran 20 miixtalif fosiloys aid
70-5 yaxin virus malumdur [7). Uziimiin virus xosto-
liklari ila yoluxmasi naticasinda inkisafi demoak olar
ki, dayanir, meyvalori va kokleri zadalonir, miixtalif
orqanlarda pigmentlagmolar amala galir vo metobo-
lizmin miixtalif aspektlari pozulur. Siddotli yoluxma
zaman isa bitkilarin yarpaglarinda nekrotik lakalarin
amalo golmasi miisahida edilir vo bu zaman oksar
hallarda bitki mohv olur [8]. Klosteviruslar igaorisin-
da GLRaV 3 virusu diinyanin asas iziimgiiliik re-
gionlarinda agir iqtisadi ziyanlara sabab olur.
GLRaV 3  Ampelovirus cinsina daxil olan
(Clasteroviridae) floema ila horskat edan va onunla
mahdudlasan, seroloji olaraq iiziim yarpaqlarinin bu-
rulmasi virusu ila alagali miloyyan edilmig 9 xasto-
likdan biridir [7]. Bu virusla yoluxma iziim
bitkisinde mohsulun azalmasi, mshsulun yetigmasi-
nin gecikmasi, bark maddalarin hall olmasinin azal-
masi, gilomeyvalards antosianinin miqdarinin azal-
mast va titirlonan tursulugun yiiksalmosi kimi bir si-
ra fizioloji doyisiliklorin amale galmasina sobab
olur. GLRaV-3 virusu yalniz iiziim cinsindan olan
bitkilari yoluxduraraq ag ve qirmizi iiziim sortlarinin
hamisina tasir edir.

Ampelovirus cinsina aid viruslar birtarkibli
(monopartite), xatti, miisbat, 16,9-19,5 kb dlgiiys
malik ssSRNA tarkibli genomdan tagkil olunmusdur.
GLRaV-3 (NY-1 izolyatinin) genomu 2004-cii ildo

tam sekvens olunmusdur. Onun genomu miivafiq
olaraq 158 va 277 n.c. olmagla translyasiya olunma-
yan UTR (untranslated region) sahs ilo 13 agiq
oxunma g¢argivasindan ibarat (ORFs) 17919 n.c-dan
togkil olundugu miisyyan edilmisdir.

Otraf miihitin geyri-slverigli soraiti naticasinds
amoalo galon oksidlegdirici stressa qarsi bitkilor moh-
kom miidafis mexanizmlorina malik olduqlarina go-
ra kifayst gadar davamli olurlar. Bitkilorin antioksi-
dant miidafis sistemlari (AOS) kigik molekul ¢akili
qeyri fermentativ antioksidant maddslordon va iri
molekul ¢akili antioksidant fermentlorden ibaratdir.
Moalumdur ki, atraf miihitin slverigsiz amillari hii-
ceyrads oksigenin faal formalarinin (OFF) amals
galmasino sabab olur ki, bu da 6z ndvbasinda oksid-
losma stresina gatirib gixarir. Miixtalif tobiatli pato-
genlora garsi bitkinin davamliliq doracasi stres va-
ziyyatlorinda bitkinin metabolizminda bag veran do-
yisiliklara va hoyatilik qabiliyyatino cavabdeh olan
bir sira fizioloji vo biokimyavi gdstaricilorla tamin
olunur [5]. Bitkilords slverigsiz miihit goraitino va
biotik stresa cavab reaksiyasinda istirak edoan fer-
mentlarin rolunun tadqiq edilmasi son zamanlar an
aktual problemlardan hesab olunur.

Bu baximdan, tadqiqat iginin moagsadi - saglam
va virusla yoluxmus {iziim bitkisinin yarpaqglarinda
oksidlasdirici stresin asas gostoricilori olan malon-
dealdehidin, hidrogen-peroksidin va eyni zamanda
bitkinin antioksidant miidafio sisteminin osas fer-
mentlari olan peroksidazalarin faalliglarimin Syranil-
moasi olumusdur.

Material va metodlar. Tadgiqatin obyekti.
Tadgigat isinde Quba-Xagmaz, Calilabad, Masall-
Lankaran vo Abseron Elmi-Tadgiqat Uziimgiiliik vo
Sorabgihq, Okingilik Elmi-Tadqiqat Institutlarimin
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tacriiba sahslorindan toplanilmig saglam va virus
simptomlarina malik {iziim bitkisinin (Vitis vinifera
L.) yarpaglarindan istifads edilmisdir.

Seroloji diagnostika. Fitopatoloji monitoringlarin
naticalorina asasan klosteviruslarin xarakterik simp-
tomlart miiayyan edilmis vo xasto bitki niimunolari
ilkin olaraq vizual qiymatlandirilmisdir. Vizual diag-
nostikanin naticalerina uygun olaraq virusla yolux-
mus iiziim niimunalari seroloji metodlardan (spesifik
test-zolaglardan va immunoferment analizdon) isti-
fads etmokls yoxlanilmisdir. Immunoxromotoqrafik
test ticin 0,1 q yarpaq niimunasi xtisusi ekstraksiya
mohlulunda (grapevine extraction buffer) homogenat
alinana qador azilmis va alinan homogenat steril 1,5
ml-k tyublara kegirilmisdir. Protokola uygun olaraq
qonur rangli suspenziya alinana qadar magqnitli stativ
tizorinde reaksiya aparilmigdir. Prosesin sonunda
spesifik immunostriplarden istifads edilmisdir. Pozi-
tiv natico gostaren iizim niimunalori daha sonra
klassik immunoferment analiz metodu ilo (DAS-
ELISA- A double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay) yoxlanilmigdir. 96 yuvaliq
ELISA planset iizorinds gedsn fermentativ reaksiya
ilk ndvbada rongin dayigmasina gbra vizual olaraq
qiymatlondirilmis, daha sonra bitki niimunalarinda
virusun qatili31 optik sixliga asasan spektrofotometr-
ds (Stat Fax Microplate, Awareness Technology,
ABS) 405 nm dalga uzunlugunda yoxlanilmigdir.

Malondialdehidinin miqdarimn tayini. Bitkilar-
da lipidlerin peroksidloasmasi prosesinin intensivliyi
saglam va yoluxmus yarpaq niimunalsrinds malon-
dialdehidinin (MDA) miqdarina asasan tayin olun-
mugdur. MDA miqdari1 spektrofotometrik metodla
532 vao 600 nm dalga uzunluglarinda tiabarbitur
tursusu ilo aparilan reaksiyaya asasan tayin olunur.

Hidrogen-peroksidin miqdaruun tayini. Hidro-
gen-peroksidin miqdarini sopektrofotometrik {isulla
Bellincampi metoduna asasan tayin edilmigdir. Me-
tod Fe*? ionlarmin Fe* ionlarina H;O; ilo oksidlag-
masina asaslanir. Alinan mohsullar ksilen narincisi
ilo ranglonir. 0,3 gr yoluxmus bitkinin yarpag: azot-
da oazilib, tyublara yigilir. 1,5 ml aseton tokiiliir,
12000 g siiratla10 daqiqe sentrafuqalasdirilir. Alinan
supernatantdan 0,5 ml gotiriilarsk iizerina 0,5 ml
ksilen narinci slava edilir. 45 daqiqe goézladikdan
sonra sepktrofotometrik yolla (ULTROSPEC 3300
PRO "Amersham", USA) 560 nm dalga uzunlu-
gunda optik sixhig 6lgiilir.

Ferment ekstraktinin alinmas:. 0,5 q yarpaq nii-
munasi maye azotda ozilarok torkibinda 1 mM
EDTA, 2 mM FMSF, 1% PVP, 0,1% Triton X-100
olan 100 mM Na-fosfat (pH 7,8) buferinds homoge-
niza edildikdan sonra 40C temperaturda 20 daq ar-
zinds 15000 g-ds ¢okdiiriilmiigdiir. Alinan superna-
tantdan peroksidaza fermentinin analizinds istifads
edilmigdir.

Fermentlarin kamiyyat analizi. Peroksidazalarin
faallig1 spektrofotometrik metodla tayin edilmisdir.
Qvayakol-peroksidazanin aktivliyinin toyini Maha-
lingam et al. 2005 metoduna miiayyan dayisiliklor
olava etmakls hayata kegirilmisdir. Qvayakol-perok-
sidazanin aktivliyi reaksiya mohlulunun 3 daqiqs
arzinda 470 nm dalga uzunlugunda optik sixlinin
dayigmosina gora spektrofotometrik tayin edilmisdir.
Fermentin aktivliyi € = 26.6 mM—1 sm-1 ekstinsent-
lik amsalina asasan pmol guaiacol/(mg protein min)
vahidi ila hesablanmisdir [10].

Benzidin-peroksidazanin (BPO EC 1.11.1.7.) ak-
tivliyinin tayini Gechev et al. 2002 metoduna miiay-
yan dayisiliklar slava etmaklo hayata kegirilmisdir.
Benzidin-peroksidazanin aktivliyi reaksiya mahlulu-
nun 1 doqiga arzinda 590 nm dalga uzunlugunda op-
tik sixhiginin artmasina gora spektrofotometrik tayin
edilmisdir. Fermentin aktivliyi € = 39 mM-1 sm-1
ekstinsentlik omsalina asason pmol benzidine/(mg
protein min) vahidi ilo hesablanmisdir [6].

Askorbat-peroksidazanin aktivliyinin toyini Na-
kano va Asada (1981) metoduna miisyyan dayisilik-
lor alava etmakls hayata kegirilmigdir. Bu metod as-
korbatin hidrogen peroksid slave olunduqdan sonra
su amola gatirmoklo dehidroaskorbata pargalanmasi
reaksiyasinin siirating asaslanir. Optik sixliq spektro-
fotometrik olaraq 290 nm dalga uzunlugunda tayin
edilmisdir. Aktivlik € = 2.8 mM-1 sm-1 ekstinsent-
lik amsalina asasan umol ascorbate/(mg protein min)
vahidi ils hesablanmigdir [11].

Naticalor va onlarin miizakirasi. Fitopatoloji
monitoringlor zamani qirmizi va qara iiziim sortlari-
nin yarpaqlarinda iiziimiin yarpaqlarinin burulmasi
xastaliyinin asas alamati ana damarlarin yasil qalma-
st ila yanasi yarpaqda qirmizi va tiind girmizi lakale-
rin, slvan mozaikanin amalo galmasi, yarpaqlarin
kanarlardan igariya dogru qivrilmasi, yarpaq sathin-
das nahamarliq va kslokétiirliik, meyvalorin giiriimasi
vo ya tam yetismomoasi kimi virus xastaliklarinin
xarakterik slamatlori miisahida edilmigdir.

Toplanmis iiziim niimunalari vizual diagnostika-
nin naticalorina uygun olaraq Grapevine Fan Leaf
Virus va Grapevine Leaf Roll Assotiated Virus 3 vi-
ruslarim agkar etmok magsadilo immunoxromotoq-
rafik test vo immunoferment analiz metodlar ilo
analiz olunmugdur. Seroloji analizlorin naticasinda
Cslilabaddan toplanmig iiziim bitkisinin Saperavi,
Abseron yarimadasindan toplanmig Xazari sortunda
demak olar ki, biitin Avropa &lkslarinds genis
yayilmig iiziim yarpaqlarimin burulmasi virusu 3
(GLRaV 3) agkar edilmisdir.

Molumdur ki, bitkilords oksidlogdirici stresin
asas markerlorindan biri peroksid qruplarinin miqda-
n sayihr. Son illards slda edilon goxsayh eksperi-
mental materiallar gostorir ki, bitki hiiceyrslorinin
otraf miihitin ekstremal soraitina universal cavallf
reaksiyalarindan biri lipidlorin peroksidlogmas!
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(LPO) prosesinin foallasmasidir [4, 12]. LPO
reaksiyas canli organizmlarin biitiin hiiceyralarinda,
asason do membranin lipid strukturlarinda bas verir.
Bu zaman miixtalif stressorlarin tasiri altinda iizvi
radikallar (R.) amoala galir [13]. Sonraki marhalads
smala golon radikallar dorhal O2 molekullart ila
alaqays girir va naticads peroksid radikallari (RO2.)
yaranir ki, bu da 8z ndvbasinde doymamis lipidlars
tasir edir va naticada uzvi peroksidlor va yeni radi-
kallar amala galir. Basqa s6zlo desak, lipidlorin pe-
roksidlagsmasi bag verir ki, bunun da asas géstaricisi
— MDA-nin miqdarinin artmasidir [3]. Bitkilards qu-
ragliq stresi naticasinds MDA-nin miqdarinin dayis-
masi ila bagli tadqgiqatlarin sayinin ¢ox olmasina
baxmayaraq, virus infeksiyast zamani MDA-nin
miqdarinin tayini ila baglt demak olar ki malumatlar
¢ox azdir [8]. CLCuBuV virusu ila yoluxmus pam-
biq bitkisindo MDA-nin miqdarinin 40%-2 yaxin
artmasi gostorilmisdir [2]. Bizim tocriibalorimizda
MDA-nin miqdan saglam bitki ilo miiqayisodo
virusla yoluxmus bitkilords taqriban 1,2-1,6 dafs
artiq olmusgdur (Cadval 1).

Virusla yoluxmus pomidor bitkisinin yarpaqlarinda MDA-in, H;0: -in miqdari,
askorbat peroksidaza (APO), qvayakol peroksidaza (QPO) va benzidin (BPO)

peroksidazamin faalliglari

niimunslarinds HO, -in miqdari toyin edilmigdir.
Moslum olmusdur ki, virusla yoluxmus biitiin niimu-
nalords H,O; -in miqdari saglam bitki ilo miigayisads
artmigdir. Uziim bitkisinds virus patogenezi zamani
hidrogen-peroksidin miqdarinin dayigmoasi il bagli
bir sira tadqiqatlar mévcuddur [9]. Masslan GFLV
virusu ilo yoluxmus iiziim niimunslarinds H,O; -in
miqdarinin saglam yarpaqlara nisbston 50% daha
yiiksok olmasi gostarilir. Bir fakti da qeyd etmok
lazimdir ki, gétiiriilon niimunalor agor iyun ayinin
avvallarina tasadiif edirss hidrogen peroksidin
miqdan virusa yoluxmus yarpaqlarda 2 dafs gox
qiymotlor gostordiyi halda, iyulun sonu, avqustun
avallerinda bu raqam asag: diigiir. Bu iso bitkilords
redoks  (oksidlagdirici-reduksiyaedici  potensial)
statusunun olmasi ils izah edilir.

Stresin tasirina moruz qalmis biitiin variantlarda
peroksidazanin foallif1 yiiksok olmugdur. Virusla
yoluxmus 1, 2 va 3-cii niimunalordo QPO-nun foal-
hig, 3-cii vo 5-ci niimunalards iss BPO-un faallig)
daha yiiksak olmusdur. APO- nun fsallig1 virusla yo-
luxmus biitiin niimunalarda saglam bitki ilo miiqayi-

Cadval1.  S3ds ohamiyyatli doracads
artmigdir. Belaliklo, apari-
lan tadqgiqatlar zamant slda
olunmus naticalor goéstordi

ki, bitkinin patogenlo yo-

MDA, H,0,, APO, QPO, BPO, :
Bitkilar umol/q  yas | pmol/q umol/mq zalal | pmol/mq pmol/ luxmasi peroksidazanin
. Kotly dog z0lal dog mqzulaidag | faailiginin artmasi ilo miisa-
Uzum (saglam) | 1,262+0,063 | 0,534+0,026 | 1,4530+0,072 | 1,255720,062 | 0,86360,43 . "
yist olunur. Giiman olunur

Uzam 1,514£0,075 | 0,814x0,040 | 2,042120,102 | 2,2376+0,111 | 1,117320,055 | ki, bu fakt peroksidazalarin
(yoluxmug) Nel miisyyan genlar tarafindon
Uziim 2,023+0,101 | 0,623+0,031 | 1,8707£0,093 | 2,1717+0,108 | 1,2938+0,064 kodlasdirilan  izof l
(yoluxmus) Ne2 -o. asdiri a{1 1zotermentia-
Uzim 2,005%0,1 0,605+0,03 1,98920,099 | 1,88920,094 | 1,495520,074 | rinin funksiyalarinin Gyrs-
olinxmug) Ne nilmasina aydmhq goatira
Uzom 1.815£0,09 | 0,818+0,04 1.8923£0,004 | 15222+0076 | 1,160120038 | ., yainiq - g
(yoluxmug) Ned 1ar. )
Uzim 1,990£0,09 0,890+0,05 2,1328+0,056 | 1,3281x0,056 | 1,5606x0,048 Alinan naticalordan bels
(yoluxmus) NeS qanasta galmak olar ki, har

Oksigenin aktiv formasi (OAF) olan H,O, miixts-
lif fizioloji proseslarda signal molekulu kimi istirak
edir. Sterss zaman1 H,O; -in miqdari hiiceyroarasi va
hiiceyradaxili soviyyads artir. Hidrogen peroksid tiol
tarkibli ziilallarla qarsiliqh faaliyyast gostarir, miixta-
lif signal yollarini - gen ekspressiyasi va hiiceyra
tsklini tonzimlayan transkripsiya faktorunu aktivlos-
dirir [14, 15). Bu baximdan virusla yoluxmus iiziim

bir bitkide miiayyon bir
xastaliya qarsi onun 6ziina xas miidafis molekullar:
spektrindan ibarat immunitet yaranir. Peroksidazanin
foalligim1 toyin etmoklo bitkinin ilkin inkisaf
dovriindo onun patogens davamliligini miisyyan
etmak vo belaliklo, davamsiz sortlarimi aradan
gotiirmokla seleksiya islorini moagsadauygun sokildos
siiratlandirmak miimkiindiir.
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Antioxidative Responses in Leaves of Vitis Vinifera L. infected
by Grapevine Leafroll-associated Virus 3 (GLRAV-3)

N.K.Bayramova

Stresses caused by viral diseases have long threatened sustainable production of grapevine. Grapevine leafroll disease (GLD)
is an economically important virus disease affecting wine grapes (Vitis vinifera L.) worldwide. Grapevine leafroll-associated virus
3 (GLRaV-3), the type species for the genus Ampelovirus, is regarded as the most importanf causative agent. During
phytopathological surveys conducted to Guba-Khachmaz, Jalilabad, Masalli-Lenkeran and Absheron regions grapevines leaf samples
displaying GLD symptoms were collected. Serological and molecular analysis of collected leaf samples revealed that symptomatic plants
were infected with GLRaV-3. The level of malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H202) and the activities of of ascorbate-
peroxidase (APO), guayacol-peroxidase (GPO) and benzidine peroxidase (BPO) enzymes were studied in the leaves of GLRaV 3
infected plants. The results showed significantly higher concentrations MDA and H202 under GLRaV-3 pathogenesis. The activities
of all peroxidase enzymes were also significantly increased in infected leaves as compared to healthy ones.

Keywords: Grapevine, Grapevine Leafroll disease, malondealdehyde, hydrogen peroxide, peroxidases

OrserHsbie Peakunu AntnokcuaautHoii Cucrembt Jlucthes
Bunorpaaa (Vitis vinifera 1.) Undpuunposanusimu Bupycom GLRAV-3

H.K. BaiipamoBa

Crpecc, BLI3BAHHBIH BUPYCHBIMY 3a001€BAaHUAMM, ABAAETCS GONBLIOH YrpO30# IS YCTOHYMBOTO NPOH3BOACTBA BHHOTPAAR.
3a600eBAHNE CKPY4MBAHMSA IMCTHEB BMHOTDAA SKOHOMHYECKH BakHas BMPYCHas Gonestb, KoTopas nopakact suHorpaa (Vitis
vinifera L.) Bo Bcem Mupe. GLRAV-3, Tunuunelii ans poaa Ampelovirus, cuuraercsa Haubonee BamHbIM Bo30yauTenem. Bo Bpemsd
sKkeneanumii Ha Tepputopun [y6a-Xaumas, [xanunaban, Macanisi-Jlenkopas  AGuiepoHckoro paiioHos Gbini coOpansl 06pasiti
pacTeHuif ¢ XapakTepHBIMU NMPHU3HAKAMHM BUPYCHOrO MOPAXKEHHS BUHOIPAAHBIX TUCTHEB. B pesynbTare CEpONOrHYCCKHX W MOIEKY-
NAPHBIX AHANM30B B CHUMITOMAaTH4YECKMX OOpasuax pacteHuil Obin obuapyxen BHpyc GLRaV 3. Koandectsa ManoHOBOro
auansaernna (MJIA), nepokcuaa soaopoaa (H202) u aktusHOCTb (hepMEHTOB nepokciaas- ackopGar-nepoxkcugassl (AI1O), reas-
xon-riepoxcuaassl (IMO) n 6ensuannnepokcraassl (Br10) Gean MCCNEROBaHE! Y 3A0POBBIX U HHPUUHPOBAHHLIX BUPYCOM THCTHEB
BUHOIpaia. Bbu1o oGHapy*eHO, 4TO BUPYCHAA MH(EKLMA BBI3LIBAET YBEAMUEHHE KONHYECTBA MATOHOBOIO AMalIbACIHIA, NEPOKCHIA
BOZOPO/Ia M NEPOKCHIA3HON aKTHBHOCTH (epMEeHTA. BbiI0 3aKAIOHYEHO, YTO HA OCHOBAHWH MEPOKCHAA3HON AKTHBHOCTH, MOMKHO
CyauT 06 YCTOHYMBOCTH PAcTEHHs MPOTHB NATOreHa Ha PAHHKX CTAAUAX €ro pasBUTUS.

Kniouessie cnosa: 6unozpad, 6upycel, MaroHoeblll Ouansoe2ud, nepokcuda 6000pooa, hepoxkcudasa

MINNOTDARLIO

Bu is Azorbaycan Respublikasinin Prezidenti yaninda Elmin Inkisafi Fondunun Qrant Ne EiF-2013-
9(15)-46/28/3) va Azarbaycan Milli Elvlar Akademiyasi Rayasat Heyatinin maliyys dastayi il (14 mart
2018-ci il, 7/3N-li Qarar) yerina yetirilmisdir.
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