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t! Uygun molumat olmadig toqdirde miivafiq bélma bog buraxilir

Hesabatda asagidaki masalsler isiqlandirilmalidir:

1 | Layihenin hayata kegirilmasi iizre yerina yetirilmis iglor, istifads olunmus iisul vo yanagmalar

1. Uztim (Vitis vinifera) bitkisinin xasatlikleri diinyada tiziimgiilikk ve garabgiligin inkisafina manfi

f tosir gosteren esas amillerden biridir. Azerbaycanda lzim bitkisinde yayilmis virus ve
fitoplazma xastaliklerinin molekulyar tedgigine son illarde baslaniimigdir. Bu maqgsadie
diinyada tizimi yoluxduran virus ve fitoplazma xastslikleri ve onlarin vektor hageratlar
haqginda sn miiasir adsbiyyat malumatlari arasdiriimig, Gzimin xastsliklerinin molekulyar
tadqiqi Gsullan diggstle nazardan kegirilmis ve miisyyan modifikasiyalar etmakle daha optimal

: metodlar hazirlanmigdir.

' 2. Azerbaycanin tzumgullytin yaxs! inkisaf etdiyi Gence, Samux, Semkir, Xagmaz, Cslilabad,

| Naxgivan, Qsbsle rayonlarinda ve Abseronda yerlagen Bkingilik Elmi-Tadqigat Institutu,
Terovezcilik Elmi-Tedqgigat institutu, Elmi-Taedqigat Bageiliq ve Subtropik Bitkiler institutu,
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Uziimgulik ve Serabgiliq Elmi-Tadgigat Institutlarinin elmi-tacriibi akin sahslerinds, ziim

1 baglarinda fitopatoloji monitoringlar apariimisdir.

' 3. Azerbaycanin Uziizgililylin yaxsi inkisaf etdiyi Gencs, Samux, Semkir, Xagmaz, Cslilabad,
Naxgivan, Qabals rayonlarinda ve Abseronda institutlarin, Gzimgilikle mesgul olan mahdud
mesuliyystli cemiyystlerin baglar, elece de sexsi baglar fitopatoloji giymatlendiriimis,
xastoliklerin statistik tshlili apariimisdir. Mixtelif zim sortlarinda virus ve fitoplazma

( xastaliklerinin yayilma deracaleri sortlar tizre fitopatoloji metodlarla tayin edilmisdir.

' 4. Fitopatoloji muayinaler zamani Gzim baglarinda ag Gzium sortlarinda yarpaqlarin saralmasi,

‘: yarpaqlar tizerinde muxtslif 6lglili nekrozlarin emale gslmasi, yarpaqlarda miuxtslif mozaika,
yarpaglarin burulmasi, yarpaq ayasinda muxtslif él¢tlii gabarciglar girmizi Gzim sortlarinda
ise @sasan qirmizilig, muxtslif derecsli slvan mozaika, yarpaq sathinin ciddi deformasiyasi va
yeni zoglarda cirtdanboylulug, kimi virus xastsliklerinin potensial simptomlari musyyan
edilmis 've xarakterik slamatlore malik bitki nimunaleri toplanarag gakilleririgakilmigdir.

| Fitoplazmalarin - izim bitkisinde  yaratdi§i xestelik alamatlerinden ag uzim sortlarinda

| . yarpaglarin saralmasi, qizili reng alaraq burulmasi, qirmizi (izim sortlarindarise’ yarpaqglarin
| purpurgirmizi rang almasi kimi tipik simptomlar miisahide olunmusdur. Xastalikcalamstlarine
malikibitkilerden yarpaq ve gévde niigunsleri géturitimisdir. Xasta bitkinimunsletidle-paralel
olaraq, har bir sort U¢lin negativ kontrol kimi saglam "bitkilerdeni de yarpaq nimunaleri

3 toplanmisgdir.

| 5. Toplanmis bitki materiallarinda fitoplazmalarin molekulyar tedqiqi G¢lin yarpaq numunelermln

3 merkazi damarlarindan ve goévdslerin floema gatindan klassik CTAB metodu ile DNT
ekstraksiya olunmusdur. Bunun {g¢lin teze bitki yarpaginin markezi damarlari ayriimis, 1q
nimuna (zerine 3ml CTAB bufer slave edilerak azilmisdir. Ekstraktlar su hamaminda 65°C-ds
inkubasiya edilmis, 3000g surstle sentrifugalasdirilaraq hiiceyre qahqglarn c¢ékdirtimusdur.
Zilallari kenarlasdirmagq giin xloroform:izoamil spirti (24:1) garisig1 slave edilmisve 140009
surstle- 10 deq sentrifugalasdiriimisdir. ©lde olunmus supernatantlara izopropanol slave
edilerek DNT ¢okdirtilmisdir. DNT yumaglari 2 dafe 70 %-li etanolla yuyulduqdan sonra

; qurudulmus, 1X TE mahlulunda hall edilmisdir.

| 6. Ekstraksiya edilmis DNT niimunalerinin temizlik deracasi ve gatilig spektrofotometrlk metodla

i yoxlaniimisdir. Bunun {¢iin spektrofotometrde (ULTROSPEC 3300 PRO: (*AMERSHAM?,
ABS)) 260 ve 280 nm dalga uzunluglarinda DNT nimunsalarinin optik sixliglari élgtilmusgdur.
Nuklein tursularinin temizlik deracasi 260 ve 280 nm-da optik sixliglar arasindaki nisbate

| (0S260/0S280) ssasan tayin edilmisdir.

| 7. Duzgln ekstraksiya olunmus, PZR tglin yararli olan DNT nimunaleri fltoplazmalar aciin

‘ universal R16mF2 / R16mR1 ve R16F2n / R16R2 praymer citlikleri il 16S-rDNT Nested
PZR amplifikasiyaya meruz goyulmusdur. Reaksiya zamani negatif kontrol kimi hamginin
INRA-Bordeaux Kend Tessarriifati Elmi Tadgqigat institutunun istixanasinda becarilen saglam
Madagasgar bendvsesinden ayrilmis DNT-den, pozitiv kontrol kimi ise calaq vasitesile
Madaqasqgar bandvsesins yoluxdurulmus referens fitoplazma DNT-lerinden istifade edilmigdir.
Nested PZR DNT fragmentlerini daha spesifik amplifikasiya etmek maqgsedile standart PZR
amplifikasiyanin modifikasiya edilmis daha hassas formasidir. Nested PZR -amplifikasiya
standart PZR amplifikasiyadan ferqli olaraq iki merhaleds aparilir vo burada 4 praymerden
(her merhaleds 2 praymer olmagla) istifade olunur. Fitoplazmalari deteksiya etmak ugln
universal praymerloerle Nested PZR amplifikasiyanin birinci merhalasi R16mF2  ve
R16mR1xarici praymerlerin istiraki ile aparilmigdir. PZR reaksiya 4 deq erzinde 94°C
temperaturda DNT zancirinin denaturasiyasi ile baglamig, sonraki marhalalar- DNT zencirinin
denaturasiyasi 94°C-da 1 daq, praymerin DNT zanciri ile hibridleagsmasi 60°C-ds 2 daq ve Taq
DNT polimeraza vasitesile komlimentar DNT zancirinin sintezi 72°C-de 3 daq. ilkin
denaturasiya, sonra ise bir-birinin ardinca 30 defs tsikl seklinde tekrarlanmisdir. Son olaraq 7
dagige miiddstinde 72 °C temperaturda sintez prosesi tamamlanmigdir. ilkin PZR-in
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8 Agkar olunmus fitoplazmalari név seviyyssinde taksonomik saciyyslondirmek magsadile

' 9. Nested PZR-in, RT-RZR-in ve RFLP-nin naticsleri elektroforetik analiz edilmisdir. Agqaroza

11.R16mF2 / R16mR1 ve R16F2n / R16R2 praymer citlikleri ile amplifikasiya edilmis 1250 bp

mahsullari durulagdiriimigs ve hemin durulasmis amlifikasiya mehsullari Nested PZR
amplifikasiya ti¢glin matrisa rolunu oynamisdir. Nested PZR amplifikasiyanin ikinci merhalasi
iss daha spesifik R16F2n ve R16R2 daxili praymerler vasitesile apariimigdir. Bu PZR
amplifikasiyada praymerin DNT zenciri ile hibridlegmasi onun erima tempraturuna uygun
olaraq 55°C-de hayata kegirilmisdir. Tsikl 35 dafs tekrarlanmisgdir.

universal R16mF2 / R16mR1 ve R16F2n / R16R2 praymer citlikleri ile slds edilmis 16S-
rDNT Nested PZR amplifikasiyaya mahsullari Alul, Rsal ve Taql fermentleri ile RFLP analiz
olunmuglar. RFLP analiz (Restriction fragment length polymorphism, RFLP restriksiya
olunmus fragmenlerin  uzunluglarinin  polimorfizmi) - genom DNT-nin restriksiya
endonukleazalari vasitesile pargalanmasina ve amale gealen fragmentlorin 6lgiisiinin gel-
elektroforez vasitesile analizine esaslanir. RFLP metodun kémayi ile DNT-lar arasinda
nukleotid:: ardicilhglarinin  restriksiya saytlarinda olan mixtslifliklerih-identifikasiya etmak
mumkKandir. '« RFLP istehsalgi: sirkatin - restriksiya fermentlari “ilaiybirlikdeyerlesdirdiyi
protokollara ssasen hayata kegirilmisdir. Bu zaman 1 pl PZR mahsuluna '0,6:<U restriksiya
fermenti-elave edilmisdir. Restriksiya DNT, endonukleaza, fermentin aktivlik buferi:ve .0,1 mg /
mlralbuminden ‘ibaret (6kiizden ‘alinmis serum) reaksiya-qarigiginda apariimigdir. Her bir
endonukleaza: Ggiin' spesifik terkibli “aktivlik buferinden - istifade  olunmusgdur: -Alul-ve Rsal
fermentleri ilo restriksiya gece arzinde 37 °C temperaturda, Taq fermenti tgiin ise 2 saat
arzinde 65°C temperaturda inkubasiya olunmagqla hayata kegirilmigdir. Hidroliz. EDTA (yekun
gatiig 10 mM) slave edilmakls va tiiblerin -20°C temperaturda soyuducuya yerlasgdirilmasi ila
basa catmisdir. Restriksiyanin naticeleri 3%-li agaroza gelinds elektroforetik analiz edilmisdir.

gelinde elektrik sahasinin tesiri altinda katoddan anoda dogru migrasiya esasen DNT ve RNT
musayyan Olcllerde fragmentlere ayrilir. Bu magsedle 1%, 1,5 % ve 3 %:liivagaroza
gelllerinden va TAE 1X ((50 X):0,04 M tris-asetat, 0,002 M EDTA) va TBE 11X (Tris 90 mM,
Borat 90-mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3) elektroforez buferlerindan istifade edilmisdir; Niumunasleri
gelin 'yuvaciglarina daxil etmsazdan evval 7y PZR mshsulun tzarina: 3ul ranglayici mahlul
(50%-li gliserol, 1%-li SDS, EDTA 0,1 M, 0,5 mg / ml qatiliqda bromfenol gdéyii) slave edilib
qarigdiriimisdir.  Elektroforez sabit gerginlikds, 120 mA cerayan: siddstinde hayata
kegcirilmisdir. Migrasiyadan sonra gel tarkibinde etidium bromid 2 pg / ml olan su vannasinda
30 dsg miiddstinds inkubasiya olunmusdur. Etidium bromid molekulu ultrabsndvseyi stalarin
tosirinden fllioressensiya etmsak gabiliyystine malikdir ki, bu da DNT molekulunun gelds
vizualizasiyasina serait yaradir. DNT fragmentlerinin élglisi malum standart  markerlarin
Olclistiyle miiqayise vasitesile tayin edilmisdir. Tadgigat islerinde bu ciir standartlar kimi 1kb
ve 100 bp markerlerden istifade olunmusdur. Gelin vizuliasiyasi ugiin etidium bromidden
istifade olunmus ve UB-isiq altinda “Gel Documentation System UVITEK” (ingiltara) kémayile
sokli cakilmisdir.

10 Miuxtslif Gzim sortlarinda askar olunmus ve RFLP analizle identifikasiya edilmig “Ca. P.
solani” néviiniin izolyatlar Fransanin Bordo ssherinde yerlosen INRA-Bordeaux Kand
Tessarriifati Todgigatlari institutunun “UMR 1332 Biologie du Fruit et Pathologie” sébasina
aparilarag orada onlarin genetik muxtslifliyi mtiasir molekulyar biologiya metodlari vasitasile
tedqiq edilmisdir. Askar edilmis stolbur izolyatlarinin genetik miuxtolifliyi Avropadan olan
stolbur izolyalari ils birlikds qeyri-ribosomal citS, Stamp, secY va tuf genlarinin amplifikaiyasi
asasinda Multilokus Sekvens Analiz edilmisgdir.

olgtli 16S Nested PZR mahsullar sekvens edilmisdir. Sekvenslarin ilkin xromatoqramlari
yigilarag Chromas, preGAP ve GAP4 (Staden package) mantiqi programlari vasitssile
assamble ve redakte edilmisdir. Assamble ve redakts edilmis xromotogramlardan nukleotid
ardicilhglart eksport olunmusdur. Eksport olunmus nukleotid ardiciliglarinin  verilanler
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bazasinda homologlarinin axtarilmasi Genbank malumat bankinda (http://gib.genes.nig.ac.jp)
BLASTN ve BLASTX axtaris programlarinin kémakliyi ile hayata kegirilmigdir. BLASTN ve
BLASTX  programlari Biotexnoloji informasiya Milli Merkazinin (National Center for
Biotechnology (NCBI)) serverinden (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) alde edilmigdir.
Sekvens analizin neticesinde Uziim sortlarinda askar olunmus fitoplazma izolyatlarinin
“Candidatus Phytoplasma solani” néviine aid oldugu tesdiglanmisdir.

12 CitS geninin 991 bp uzunlugunda fragmenti terefimizden dizayn edilmis CitS-F3/CitS-R3

(birinci PZR ) ve CitS-F5/CitS-R4 (Nested PZR) praymer cutliikleri ile Stolbur qrupu
fitoplazmalar tglin qrup-spesifik Nested PZR test metodu vasitesile amplifikasiya edilmigdir.
Nested PZR reaksiyasi 35 tsiklden ( 95°C-de 30 san, 55°C-ds 1 deq va 68°C-de 1 daq) ibarat
birinci amplifikasiya ve onun mahsulu esasinda eyni PZR sgeraitinde  ikinci-nested
amplifikasiya marhalslerinden ibarst olmusdur. Bu zaman 2 pL DNT ekstrakti terkibinds PZR
bufer:(1X), MgCly (2 mM), 200:pM-dNTP,-0.5 uM harpraymerden ve 2U Taq polimeraza olan
48 L 'reaksiya’ garisigina elaveedilmigdir. Amplifikasiyanin naticaleri'etidium=bromid ils
fenglenmis 1%-liraqaroza‘gelinde ‘analiz‘edilmisdir. Slde edimis -991bp fuzunlugunda  Nested
PZR:mshsullar sekvens olunmusdur. ilkin sekvens xromotoqramlari:toplanarag#hred-Phrap
mantigisproqramlarr vasitesile' redakte veassamble edilmis, nukleotid:ardiciliglar -eksport
olunmusdur. ' Eksport-olunmus- ¢itS ardicilliglari “Candidatus Phytoplasma solani” néviinin
Avropada askar olunmus digar izolyatlarinin citS ardicilliglar ile birlikde ' “Clustal"WW" programi
vasitesile analiz edilmigdir. Filogenetik analiz MEGA 6.0 program versiyasi-'ile hayata
kegirilmisdir.

' 13.Stamp geninin amplifikasiyasi StampF/STampR0 ve STampF1/STampR1 praymer citleri ilo

Nested PZR vasitesile hayata kegirilmisdir. PZR terkibinde 2 pL nuklein turgusu (teqriban
100ng), PZR bufer 1X, MgCI2 2mM, 0,5mM har bir praymerden, 200 pM dNTP ve 50
units/ml Taq polymeraza olan 50uL reaksiya qarisiginda aparnimisdir. Asagidaki ‘PZR geraiti
istifade - edilmisdir: | reaksiya StampF ve STampRO praymer cutliklorii ilo: denaturasiya
marhslasi- 94°C-de 4 deq., 94°C-ds 30 san davam eden denaturasiyadan, 56°C-de 30 san
davam-edan -anniling, 68°C-de 1-deq 30 san davam edan praymerin uzadilmasindan ibarst
olani35 tsikl va sonluglarin tamamlanmasindan ibarst olan 68°C-da 10 daqigslik yekun tsikl, Il
marhala- ise eyni ~seraitde, yalniz anniling 52 °C-de olmaqgla hayata kegirilmigdir. PZR
mahsullari 1 X TBE buferinde etidium bromid ile renglenmis 1%-li agaroza gelinde analiz
edilmisdir. Nested PZR-in naticesinde slds edilmis 578 bp olcilii fragmentler sekvens
olunmusdur. Sekvensin xromatogramlari Phred-Phrap mentigi programlari vasitesile redakte
ve assamble olunmus, nukleotid ardicilhiglarindan MEGA 6.0 program versiyasinin Maximum
Parsimony alsti ile filogenetik agac qurulmusdur.

14.SecY geninin 998 bp uzunlugunda fragmenti PosecF1 / PosecR1 ve PosecF3 / PosecR3

praymerleri vasitesile Nested PZR vasitasile amplifikasiya edilmisdir. PZR reaksiyanin garaiti
35 tsiklden (30 san 94°C, 30 san 56°C, 1 deq 30 san 68°C) va son 7 daqigslik (68°C)
sonluglarin tamamlanmasi marhalesinden ibarst olmusdur. Nested PZR amplifikasiyasi tg¢iin
PosecF3 / PosecR3 praymer citliiyll ile 35 identik tsikl (anniling 52 °C) ve yekun 7 daqigslik
(68°C) tsikl istifade olunmusdur. Nested PZR-in mahsullarn sekvens olunmugdur. Sekvens
olunmus nukleotid ardicilliglarindan Maximum Parsimony analiz vasitesile filogenetik agac
qurulmusdur.

15 Qeyri-ribosomal tuf geni ftuf1/rtuf1 praymer citlikleri ile birinci PZR ve STOLTUF-FO ve

STOLTUF-RO Nested PZR naticesinde amplifikasiya olunmusdur. PZR mahsullart 1 X TBE
buferinda etidium bromid ile renglenmis 1%-li agaroza gelinde analiz edilmigdir. ilkin sekvens
xromotogramlari toplanaraq Phred-Phrap mentigi programlari vasitesile redakts ve assamble
edilmis, nukleotid ardicilliglar eksport olunmusdur. Eksport olunmus tuf ardicilliglari
“Candidatus Phytoplasma solani” néviinin Avropada askar olunmus diger izolyatlarinin tuf
ardicilliglari ile birlikde “Clustal W’ programi vasitssile analiz edilmigdir. Sekvens olunmus
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nukleotid ardicilliglarindan Maximum Parsimony analiz vasitesile filogenetik agac
~quruimusdur.
16 Virus xastsliyin diagnostikasi Uglin toplanmis simptomatik bitki materialinin analizi Ggun ilk
. névbeds immunoxromatografik test esasinda innovativ stretli metod - GLRaV-3 AgriStrip-
magnetic (Bioreba, isveg) totbiq edilmis ve daha sonra IFA test-sistemi (DAS-ELISA) ile Clark
ve Adams metoduna asasen yoxlaniimigdir. Planset tizerinde gedan reaksiya ilk névbads
rengin deyismesine goére vizual olaraq giymetlendirilmisdir. Pozitiv nstice gdsteran bitki
niimunalerinds virusun qatihdi optik sixiga asasen spektrofotometrik (Stat Fax Microplate,
Awareness Technology, ABS) 405 nm dalga uzunlugunda yoxlaniimigdir.
17 Seroloji analizlerle paralel olaraq eyni zamanda toplanmig xeste {iziim niimunalerinden TRI-
‘ reagent ve Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen)-den ve miivafiq protokoldan istifads etmakle
viruslar Giglin RNT ekstraktlari alinmig v RNT  ekstraktlarinin  tamizlik  dsrecasleri ve
qatihiglar  spektrofotometrik Gsulla - 6lgtlmisdir.  Grapevine leafrolltassociated:ivirus 1,
Grapevine  Leafroll -associated virus 3, Grapevine virus A (GVA) viruslarini teyin etmak
. megsadila-Downstream primer C547 (5= ATTAACTTGACGGATGGCACGCH 3’)verUpstream

primeri» H229 11 (5-ATAAGCATTCGGGATGGACC-3"),” ‘Downstream - primer/-C995  (5'-
AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG-3Y):! vo Upstream '=mi (O primer SA H587
(5’'GACAAATGGCACACTACG: 3'), LR1f (5-TGAAGGGRCCGGGAGGTFFAT=3{, 'sense) ve
LR1rev (5"-TTACCCATCACTTCAGCAC-3’, antisense), LR3 8504v -3
(ATGGCATTTGAACTGAAATT) Vo

LR3 9445¢c -5 CTACTTCTTTTGCAATAGTT spesifik praymerleri ile RT-PZR vs PZR
! metodlari ile yoxlaniimisdir.
' 18. RT-PZR va PZR mahsullari 1 ve 1,5%-li aqaroza gellerinds elektroforetik analiz edilmisdir.
Elektroforez sabit gerginlikde, 120 mA cerayan siddstinde hayata kegirilmigdir. ‘Migrasiyadan
sonra gel terkibinde etidium bromid 2 pg/ml olan su vannasinda 30 ‘deq:middstinds
inkubasiya olunur. Gelin vizuliasiyasi tglin etidium bromiddan istifade olunmug-ve UB-isiq
altinda-“Gel Documentation System UVITEK” (ingiltere) kémayile naticeler senadlasdiriimisdir.
Neticade (iziim yarpaqlarinin saralmasi ve burulmasi virusunun:(GLRAV-3) ‘molekulyar
J identifikasiyasi hayata kegirilmisdir.
19 Eyni2izamanda Grapevine Leafroll-associated virus 3 (GLAV-3)ile:“yoluxmus Uzlim
‘ niimunalarinde bazi biokimyavi dayisilikler (yarpaqda hall olan zulallarin migdari, fotosintetik
ve qeyri-fotosintetik pigmentlerin migdar) tedqgiq edilmisdir. Pigmentler xsste ve nezarst
varianti kimi géturtlmis saglam yarpaglardan 80%-li aseton-Tris mahlulu (80:20, pH=7,8)
vasitasile ekstraksiya olunaraq udma spektrlarine uygun olaraq, xlorofil a ve b 663, 647 nm,
xlorofil, karotinoidler 470 nm, antosianin 537 nm dal§a uzunluglarinda spektrofotometrik
(ULTROSPEC 3300 PRO "Amersham", USA) tayin edilmigdir. Pigmentlerin migdari Sims ve
Gammon (2002) metodikasina uygun olaraq teyin edilmis ve asagidaki tenliklers gére
hesablanmisdir:
Anthocyanin (umol/ml) = 0.08173 A537 - 0.00697 A647 - 0.002228 A663
Chl a (umol/ml) = 0.01373 A663 - 0.000897 A537 - 0.003046 A647
Chl b (umol/ml) = 0.02405 A647 - 0.004305 A537 - 0.005507 A663
Carotenoids (umol/ml) = (A470 - (17.1 x (Chl a + Chl b) - 9.479 x anthocyanin))/119.26
20 Grapevine Leafroll-associated virus 3 (GLAV-3) ile yoluxmus Uzim nimunslerinds hall olan
, zilallarin migdari tayin edilmisdir. Zulallarin migdarinin tayini Sedmak metoduna asasan
Coomassie Brilliant Blue G 250 (Fransa) boyasi ve gliserinin (1:1) istifadasi ile musyyan
olunmusdur. 0,12% boya mehlulu 0,6 N HCl-da hazirlanmig, hall olunmayan hisseler ise
Whatman Ne1 filtr kagizindan sliztilmisdir. Tedgig edilen nimunalerde ziilallarin tayini kalibr
ayrisine asasan apariimigdir. Olgii kiivetlerine 750 ml boya va gliserin alave edilmigdir. Kalibr
ayrisinin qurulmasi Gg¢iin  100%-li albumin mahlulundan ve distille suyundan istifade
olunmusdur: uydun olarag 0-50, 10-40, 20-30, 30-20, 40-10, 50-0 miqdarinda gétiraimisdar.




Nimunslerin optik sixligi 620 nm dalga uzunlugunda o&lgliimisdir. Kalibr ayrisi har yeni

. tecriibada qurulmusdur.

' 21.Eyni zamanda Grapevine Leafroll-associated virus 3 (GLAV-3) ile yoluxmus (zim

3 nimunalarinda prolinin ninhidrinle reaksiyasina esaslanan metod ile prolinin miqdari teyin
edilmigdir. Bu magsadle 0,5 q yarpaq nimunaleri 10 ml 3%-li sulfosalisil tursusunda
homogenize edilmis ve alinmis homogenate filtr kadizindan stiziilmasdur. 2 ml filtrat 2 ml
ninhidrin tursusunda hall edilmis ve alinan mahlul 1 saat 100°C-de qaynadilmisdir.
Yarpaqlarda prolinin miqgdari optik sixliga esasen 520 nm dalda uzunlugunda ULTROSPEC
3300 PRO "Amersham" spektrofotometrinds 6lgilmusdir. Virus ile yoluxmus bitkilerde saglam

| nimunsalar ile mugayisada prolinin miqdari shamiyyatli deracads artmigdir.

' 22. Virusla yoluxmus Uzim niimunalerinde hidrogenperoksidin migdarini teyin etmek magsadile

‘ Virusla yoluxmus nimunslerde hidrogenperoksidin miqdarini tayin etmak maqgsadile 1 ml
homogenize edilmis bitki nimunasi 1 deq 25 0C-de 10'000 g-do sentrifugalagdinimisdir.
Hidrogenperoksidin migdari supernatantda tayin edilmisdir. Bunun tg¢in 500 pl supernatant
mahlulunun {izerine 500 pl reagent (500 uM ferrous ammonium sulphate, 50 mM H2S04, 200
MM xylenol ‘orange, 200 mM sorbitol) elave olunmus ve 45 deq otaq temperaturunda
inkubasiya edilmisdir. Hidrogenperoksidin miqdari Fe3+—xylenol orange 'kompleksinin amals
gelmesi ile gedan reaksiyaya ssasen 560 nm dalda uzunligunda spektrofotometrik metodla

! tayin edilmisdir.

| 23. Eyni zamanda Grapevine Leafroll-associated virus 3 (GLAV-3) ile yoluxmus Uzim

| nimunalarinds askorbatin imumi migdari Kampfenkel metoduna asasan tayin edilmisdir. Bu
magqsadle yarpaq niimunaleri maye azotda toz halina qader azilmisdir. Alinmis 0,5 q yarpaq
niimunasinin Gzarina 2 ml ekstraksiya buferi (6% (w/v) meta-phosphoric acid, 0.2 mM DTPA)
soyuq halda elave olunmusdur. Homogenat 12 500 g siretle 5 deq 4 0C-de
sentrifugalasdiriimisdir.  Askorbatin  migdari alinmis supernatatntda 680 nm dalga

| uzunlugunda spektrofotometrik metodla tayin edilmisdir.

' 24. Virusla yoluxmus (zim nimunslerinde polifenollarin migdari Folin-Ciocalteu metoduna

5 asasan spektrofotometrik toyin edilmisdir.

. Layihenin hayata kegirilmasi iizrs planda nazards tutulmus iglorin yerina yetirilma daracesi (faizlo

..............................................................................................................................................

1. Aparilan ¢oxsayl monitoringler zamani fitoplazmalarin Gzim bitkisinde yaratdigi xestslik
alamsatlerindan ag lGzim sortlarinda yarpaglarin saralmasi, qizili rang alarag burulmasi,
gara Gzim sortlarinda ise yarpaqglarin purpur qirmizi rang almasi kimi tipik simptomlar
askar olunmusdur. Bitkilerden yarpaq nimunsleri toplanilarag, 16S Nested PZR metodu
vasitasile molekulyar diagnostika edilmisdir. Fitoplazmalar Ggun universal olan
R16F2/R16R1 praymer ciitlikari ile baslayib nested PZR-de R16F2n/R16R2 citlikleri ila
davam etdirilean PZR naticasinde Abseron yarimadasinda ve Qabals rayonunda tGzimin
muxtslif sortlarinda fitoplazmalar askar olunmusdur.

2. Askar olunmus fitoplazmalar név seviyyasinde taksonomik saciyyslendirmak maqgsadile
alde edilen 1250 bp olguli Nested PZR mahsullar Alul, Rsal ve Tagl fermentleri ilo
restriksiya (RFLP analiz) olunmuslar. Bu fermentlarle hayata kegirilon RFLP analizinin
naticeleri gostermisdir ki, Abgserondan toplanmis dérd xaste qirmizi Gzim niumunasinin
DNT ekstraktlarindan slde edilmis 16Sr Nested PZR mahsullari kontrol fitoplazmalardan
‘Ca. P. solani’ néviniin Stolbur Moliere izolyati ile eyni RFLP profiline malikdir. Bu da
Abseronda ve Qsbalede askar olunmus simptomatik Uzim bitkilerinin ‘Candidatus




Phytoplasma solani’ (16SrXIl grupu) fitoplazma névi ile yoluxdudunu goésterir. Bu fakt
Azerbaycanda ‘Candidatus Phytoplasma solani’ fitoplazma névinin iziim bitkisinde ‘Bois
noir’ xastaliyi téretmasi haqqginda ilk malumatdir.

3. Abseron yarimadasinda ve Qabals rayonunda mixtslif Gzim sortlarinda askar olunmus ve
RFLP analizle identifikasiya edilmis “Ca. P. solani” névuniin izolyatlarinin genetik
muxtslifliyi Avropadan olan stolbur izolyalari ile birlikde geyri-ribosomal citS, Stamp, secY
ve tuf genlerinin amplifikaiyasi esasinda Multilokus Sekvens Analiz (MSA) edilmisdir.

4. Multilokus sekvens analizin naticaleri goéstermisdir ki, Stamp genin amplifikasiyasina
asaslanan genotiplesdirma zamani Azerbaycanda askar olunmus stolbur izolyatlari
arasinda ¢ genotip fergloenmisdir.

5. CitS geninin amplifikasiya mahsullarinin sekvens analizine gére Azsrbaycanda askar
olunmus stolbur izolyatlarinin 5 mixtslif genotipi  askar edilmi§dir ki, onlardan biri
indiyadak elma malum olmayan yeni genotipdir.

6. SecY geninin amplifikasiyasina'gére Azarbaycanda yayilan stolbur lzolyaﬂarmm tuf genina
asasen 3 genotipi ferglanmisdir ki, bunlardan da biri yeni genotipdir. Azarbaycanda agkar
olunmus “Ca.P. solani’ izolyatlarinin ~tuf geninin har ~li¢ genotipi eyni bir budaqda
camlenmigdir. -

7. Fitopatoloji milayinaler zamani iziim baglarinda yarpaglarin saralmasi, yarpaglar tizerinde
muxtelif 6l¢lilli nekrozlarin emale galmssi, yarpaglarda mixtslif mozaika, girmiziliq ve yeni
zoglarda cirtdanboylulug, yarpaq sathinin ciddi deformasiyasi, yarpaq ayasinda muxtalif
6lctli qagbarciglar kimi virus xesteliklerinin potensial simptomlart misyyan edilmisdir.
Toplanmis bitki materialinin analizi ve xastaliyin diagnostikasi Ugin ilk névbade
immunoxromatoqrafik test esasinda innovativ siirstli metod - GLRaV-3 AgriStrip-magnetic
(Bioreba, isvec) tatbiq edilmis ve daha sonra IFA test-sistemi (DAS-ELISA) ile Clark M.F
ve Adams A.N., 1977 metoduna ssasen yoxlanildigdan sonra Azsrbaycanda ilk dafs
olarag ag muskat, gara yay Gzimi, ag kismis, ¢ahrayi tayfur, mahmudu ve qara kismis
Uzum sortlarinda tehliikeli RNT-terkibli izim yarpaglarinin saralmasi va burulmasi virusu
GLRAV-3 agkar edilmisdir.

8. Seroloji analizlerle paralel olarag eyni zamanda Caslilabad rayonundan toplanmis zim
nimunalerinden TRI-reagent-den ve xiisusi protokoldan istifade etmakle RNT ekstraktlari
alinmis ve Grapevine leafroll-associated virus 1, Grapevine Leafroll -associated virus 3,
Grapevine virus A (GVA) viruslarini tayin etmak magsadile Downstream primer C547 (5'-
ATTAACTTGACGGATGGCACGC- 3’) Vo Upstream primer H229 (5-
ATAAGCATTCGGGATGGACC-3), Downstream primer C995 (5-
AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG-3) Vo Upstream primer H587
(5’GACAAATGGCACACTACG 3), LR1f (6'-TGAAGGGRCCGGGAGGTTAT-3’, sense) ve
LR1rev (5°-TTACCCATCACTTCAGCAC-3’, antisense) spesifik praymerlari ile RT-PZR va
PZR metodlan ile yoxlaniimisdir. PZR mahsullart 1 ve 1,5%-li agaroza gellerinds
elektroforetik analiz edilmisdir ve naticeler sanadlesdirilmisdir. Naticede Uziim bitkisinde
Azerbaycanda ilk defe olaraq yarpaglarinin saralmasi vae burulmasi virusu (GLRAV-3)
askar edilmisdir.

9. Fliioresent mikroskopiya metodu ile GLRAV-3 virusu ile yoluxmus zim nimunalerinds
yarpagdin anatomik qurulusunda bas veran ultra-histopatoloji deyisilikler 6yrenilmisdir. Isiq
mikroskopunda aparilan tedqiqatlar naticesinde virusla yoluxmus yarpaglarda orta
damarlarin ve orta damarlarda kapilyar topalarinin élgisiiniin (20% x 25%) artmasi,
ksilema borularinin diametrinin artmasi, siingarvari ve polisad parenximada bas veran
reduksiyalar naticesinde yarpaq ayasinin galinhginin azalmasi, polisad parenximada
hiiceyralerin  élgusiiniin  kigilmasi, ksilema borularinda keslakétiurliyiin - artmasi  ve
ligninlesma misahide edilmisdir.

10. Virusla yoluxmus izim niimunalarinin bazi biokimyavi parametrleri éyrenilmisdir. Misyyan




edilmisdir ki, virusla yoluxmus iziim yarpaqlarinda hall olan zilallarin migdari, fotosintetik
ve geyri-fotosintetik (xlorofil a, xlorofil b, xlorofil a/xlorofil b, antosianin, karatinoidler)
pigmentlerin miqgdari nazarst varianti kimi gétirilmis sadlam numunalerle miqayisads
kaskin azalmigdir.

11.Eyni zamanda GLAV-3 ile yoluxmus Uzim numunalarinde prolinin, tmumi askorbatin,
hidrogen-peroksidin, polifenollarin migdarinin analizi virusla yoluxmus nimunalarad
shamiyyatli doyisiliklerin bas verdiyini gdstarmisdir. Belo dayisilikler xloroplastlarda
fotosintetik aparatinin elektron naqliyyat zencirinde oksigenin reaktiv formalarinin (ROS)
generasiyasi ve bitkilerin fotosintetik apparatinda yaranan ciddi dayisilikler hesabina bhas
vera biler. Misahida edilen biokimyavi dayisiliklar eyni zamanda viruslarin tasirine qarsi
midafis sistemlarinin tarkib hissesi hesab edils biler.

Alinan neticelerin hamisi tamamile yenidir. Xisusile -geyd - etmak lazimdir ki, bu sahade
tedgiqatlar Azerbaycanda indiyedak - apariimamisdir.  Elacs de ‘tedqgiqatlar neticesinds “Ca.P.
solani” noviinin indiyedek elme malum olmayan iki yeni genotipi - bir yeni - SecY: ve bir yeni CitS
genotipi-agkar edilmisdir. Alinmig naticeler ham elmi, ham da praktiki shemiyyste malikdir.
Layihade iglenilib hazirlanmis yeni spesifik Nested PZR test metodlari gelecekda Azsrbaycanin
diger regionlarinda virus ve fitoplazma xastaliklerinin diagnostikasi ve. molekulyar identifikasiyasi,
hamginin, identifikasiya edilmis fitoplazma névlerinin genetik muxtslifliyinin tedqiqi Ggiin istifads
oluna biler. Genotiplesdirme metodlarinin olmadigi seraitde fitoplazma izolyatlarinin  genetik
muxtslifliyini, onlarin yayilma yollarini izlemak mimkin deyildir. Buna gére de xesteliye nazarati
yaxsilasdirmagq t¢giin genotiplasdirma metodlarina ehtiyac duyulur. Prokariotlari genotiplesdirmak
tgtin an uygun metod multilokus ardicilliglarinin analizidir ki, (MLSA) bu metoddan genis sakilde
bakterioloji epidomologiyada va elece ds, shalinin genetikasinda istifade olunur. Aparilan tedgiqat
isinde Azarbaycanda iziim bitkisinde askar olunmus “Candidatus Phytoplasma solani” izolyatlari
diger dlkslerden olan izolyatlarla birlikde Multilokus Sekvens Analiz edilmigdir ki, bu da
6lkemizde yayilmis izolyatlarin mansayini aydinlagsdirmaga imkan verir. =~ Alinan naticalerden
istifade edsrak Azsrbaycana idxal olunan akin materialina nazarat etmak mimkindir. Naticalera
asasen muxtslif Gzim sortlarinin xesteliklera qargi genetik potensialininin  giymatlendiriimasi
aparila biler. Patogenlere davamli olan bitki genotiplerinin miieyyen edilmasinds, seleksiyada
istifade oluna biler. Virus ve fitoplazma xastsliklerinin diagnostika ve identifikasiya metodlari
tingcilikde akin materiallarinin yoxlanmasi ve sertifikatlagdiriimasi tgiin tatbiq oluna biler. Layihe
corgivesinde profilaktik tadbirler ve tévsiyysler islenilib hazirlanaraq sahibkarlar ve kand
tesarriifati iscileri ile kegirilon gériis zamani onlara teqdim edilmisdir ki, bu da onlara xastsliklarin
yayllmasinin qarsisinin almaga, bununla da (zimgllik senayesine virus ve fitoplazma
xastaliklerinin vurdugu ziyani azaltmaga imkan veracakdir. Layihenin reallagmasi zamani virus-
sahib organizm garsiligl slagsleri, virus ve fitoplazma xastsliklerine davamliliq kimi prioritet
istiqametlers toxunan bir sira maraqgl naticeler slde olunmusdur ki, onlardan molekulyar
biologiya, mikrobiologiya, virusologiya kimi miasir elm sahslerinds aparilan miixtslif tedqgigatlarda
istifads oluna biler.

' Layiho {izra elmi nasrlor (elmi jurnallarda maqalalar, monoqrafiyalar, icmallar, konfrans materiallarinda
moaqalaler, tezislor) (dorc olunmus, ¢apa gabul olunmus ve ¢apa gondarilmiglari ayrihiqda qeyd etmakls,
4 uygun melumat - jurnalin adi, némraesi, cildi, sahifalari, nagriyyat, indeksi, hnpact Factor, hammuiioallifler
va s. bunun kimi malumatlar - ciddi gakilds daqiq olaraq gostarilmalidir) (suratlorini kagiz iizarinda va CD

ili Huseynova I.M., Balakishiyeva G.S., Mammadov A.Ch., Salar P. and Foissac X. ‘Bois
Noir’ phytoplasma disease in grapevine in Azerbaijan. Proceedlngs of 18th Congress of
the International Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases of the Grapevine
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(ICVG 2015). Ankara. 7-11 September 2015, p. 124-125.

2. Huseynova .M., N.F.Sultanova, A. Ch. Mammadov, N.J.Kosayeva, M.A.Khanishova, J.A.
Aliyev. Detection of Grapevine leafroll-assosiated virus type 3 (GLRaV-3) in Azerbaijan
and study of some histopathological changes in leaves of infected plants. Proceedings of
18th Conference of the International Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases
of the Grapevine, September 7-11, 2015, p. 48-50.

3. Huseynova |.M., Balakishiyeva G.Sh., Mammadov A.Ch., Danet J.-L., Salar P., Foissac
X., Aliyev J.A. ‘Candidatus Phytoplasma solani’ associated with grapevine ‘Bois Noir
disease in Azerbaijan. Proceedings of ANAS, 2015, v.70, N 2, p.7-12.

4. Huseynova |.M., Balakishiyeva G.SH., Qurbanova U.A., Kosayeva N.J., Bayramova J.Y .,
Maharramov I A., Aliyev J.A.Study of NAD-Malatdehidrogenase,
Aspartataminotransferase And Alaninaminotransferase Enzymes During Phytoplasma
Infection In- Grapevine :(Vitis vinifera). Leaves. Proceedings of Azerbaijan National
Academy of Sciences (Biological and Medical Sciences), 2015, v.70, N 3, p.5-11.

5. Balakisiyeva G.S$., Qurbanova U.S., Kosayeva N. C., Bayramova C.Y., Hiuseynova S. E.,
Maharremov [.A. “Candidatus Phytoplasma solani” ‘ile ‘Yoluxmus Uziim “Yarpaglarinda
Bazi Metabolik Fermentlorin Todqigi. Umummilli lider Heydsr Sliyevin anadan olmasinin
93-ci ildénuimina hasr olunmus Ganc Tadgiqatcilarin IV Beynalxalg Elmi Konfransinin
materiallari, Qafqaz Universiteti, 29-30 Aprel, 2016 (¢apda).

6. Bayramova C.Y., I. A.Msharremov, G.S. Balakisiyeva. Abseronda {iziim bitkisinde yayiimis
fitoplazmalarin molekulyar diagnostikasi. Magistrlerin XVI Respublika Elmi konfransi,
Sumgayit Dévlet Universiteti, 19-20 May 2016 (¢apda).

7. Layihadsa slda olunmus neticaler ssasinda Azsrbaycanda uUzim bitkisinde “Candidatus
Phytoplasma solani” névil ve bu néviin genetik mixtslifliyinin Multilokus Sekvens Analizina
hasr olunmus magale impakt Faktoru 2.121 olan Plant Pathology jurnalinda capa
teqdim etmak G¢ln hazirlanir.

..................

....................................

. Fransanin Bordo geherinde yerlesen Fransa Milli Kend Tesasrrufati Tedqiqatlari Institutunun
' Bordo Markazinds (Institut National de la Recherche Agronomique INRA Centre Bordeaux) elmi
. ezamiyyatde olmusdur. G. Balakisiyeva Abseron yarimadasinda ve Qabsle rayonunda miixtslif
' Uzum sortlarinda agkar olunmus ve RFLP analizle identifikasiya edilmis “Ca. P. solani” ndviinin
izolyatlan Fransanin Bordo ssherinde yerlegen INRA-Bordeaux Kend Tessarriifati Tadgigatlari
Institutunun “UMR 1332 Biologie du Fruit et Pathologie” s6basine apararaq orada onlarin genetik
i muxtalifliyini muasir molekulyar biologiya metodlari vasitesile tedqiq etmisdir. Askar edilmis
- stolbur izolyatlarinin genetik muxtslifliyi Avropadan olan stolbur izolyalari ile birlikde qeyri-
 ribosomal citS, Stamp, secY ve tuf genlerinin amplifikaiyasi esasinda Multilokus Sekvens Analiz
» edilmisdir.

__________

. Layihe Uzre Irade Hiiseynova, Blamdar Memmadov, Giilnare Balakisiyeva ve Nergiz Sultanova
. Abseron yarimadasinda, Gencs, Samux, Semkir, Xagmaz, Calilabad, Naxcivan, Qabale
' rayonlarinda elmi ekspedisiyalarda istirak etmisler.

__________




. Abgeron yarimadasinda, Gence, Samux, Semkir, Xagmaz, Coelilabad, Naxgivan, Qabasls
' rayonlarinda Uzimgillikle measgul olan sahibkarlar ve kand teserrifati iscileri ile gérisler
. kegirilmis, layihe gargivesinds islenilib hazirlanmis xastsliklerin yayilmasinin garsisinin almaga,
. bununla da Gzimgcilik senayesina virus ve fitoplazma xastsliklerinin vurdugu ziyani azaltmaga
. imkan veren profilaktik tedbirler ve tévsiyyaler goriis istirakgilarina eotrafli izah edilmis ve bu
 istigamatda bir sira maslahatlar verilmisdir.
Layihs m6vzusu iizrs elmi maruzslar (seminar, doyirmi masa, konfrans, qurultay, simpozium va s.
9 | ¢oaglar) (malumat tam gakilde gostarilmalidir: a) meruzenin novii: plenar, davatli, sifahi va ya divar
_______ moruzesi; b) tadbirin kateqoriyast: Slkedaxili, regional, beynalxalq) .. . .
' Layihe moévzusu zre 7-11 sentyabr 2015-ci il tarixinde Tirkiyenin Ankara ssaharinda kegirilen
Uziimiin virus ve virusabanzer xastolikleri lizre Beynslxalg Konsullugun 18-ci konfransinda
| (ICVG-18th Conference of the International Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases
of the Grapevine) layihe rehberi akademik irade Hiiseynova ve layihs icragisi b.u.f.d. Gilnare
Balakisiyeva layihe gorcivesinde iziimiin virus ve fitoplazma xastelikleri tzre aparilan
tedqiqatlarin naticelerini iki meruza saklinde taqdim etmisler. Akademik Irads Huseynova eyni
' zamanda konfransin' “Viruslarin diagnostikasi” seksiyasinin sadri secilmisdir.
10 Layiho tizrs alds olunmus _cihai, avadanliq ‘V'a qurgular, mal ve materiallar, komplektlagdirma
L Bt BIRGHL SRRl B A S e e o, S . Rl LT e
B Yerllhomkalaglaolagalar  f. . ap .®¥ U@ 0o o NG o %
' Azerbaycan Respublikasi Kand Tesarriifati Nazirliyinin Uztimglik ve Serabgiliq Elmi-Tadgigat
_____ Institutu ve Bkingilik Elmi-Tadgigat institutu, Azerbaycan Dévlst Agrar Universiteti
BA ricihombarlaliglagolor /0 e @ ®ee e & o N
' Xavier Foissac (Fransa Milli Kend Tesarriifati Tedgiqatlari institutu Bordo Merkazinin (INRA
' Centre Bordeaux) tadgigatlar Gizre direktoru, Université Victor Ségalen Bordeaux 2 Universitetinin
. professoru) ve Stephan Winter (Almaniya DSMZ institutunun Bitki Viruslar s6bssinin mudiri) ve
| Prof. Filiz Ertunc (Ankara Universiteti, Turkiys).
8B8 Layiho movzusu iizte Radt hazutligy (Sgervarsa) = © 0 N
| Layiha mévzusu ile baglh “Molekulyar biologiya” ixtisas! (izre 2 magistr (Nergiz Kosayeva, Lale
- Nemanl), “Bitki fiziologiyas!” ixtisas tizre biologiya sahssinde falsafe doktoru (ilgar Mehsrramov)
.| ve biologiya Uzre elmler doktoru (Guilnare Balakisiyeva) hazirlanir.
R Sorgilordo istirak (agor bag tutubsa) e e e s N
15 ; Tacriibsartirmada igtirak va tocriibo mitbadilosi (egarbag tutubsa) . .
(burada doldurmali)

16 . Layiho movzusu ilo bagl elmi-kiitlovi nagrlar, kiitlovi informasiya vasitelarinda gixiglar, yeni yaradilmig
_____ . internet sohifolori va s. (molumati tam gokilds gosterilmelidi)
. Layihadan oalds olunan naticsler asasinda bitki xastslikleri tizre www.plantdisease-az.org milli
' saytl yaradilmis ve Azarbaycanda izim bitkisini yoluxduran patogenlar (virus, fitoplazma ve s.)

' hagqinda malumat bazasi islenib hazirlanaraq miitemadi olaraq sayta slave olunur.
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AZORBAYCAN RESPUBLIKASININ PREZIDENTI YANINDA
ELMIN INKISAFI FONDU

MUQAVILOYO SLAVO
Azarbaycan Respublikasinin Prezidenti yaninda Elmin
Inkisafi Fondunun elmi-tedqiqat proqramlarinin, layihslerinin
va digar elmi tadbirlarin maliyyslasdirilmasi maqgsadi ila
qrantlarin verilmasi iizre 2013-cii il {iciin elan edilmis asas
qrant miisabigesinin (EIF-2013-9(15)) qalibi olmus
layihanin yerina yetirilmasi iizro

ALINMIS ELMi MOHSUL HAQQINDA MOLUMAT
(Qaydalar iizrs Olavs 17)

Layihanin adi: Azarbaycanda iiziim bitkisinin virus v fitoplazma xastaliklarinin molekulyar
todqiqi

Layihe rohbarinin soyadi, ad1 ve atasirun adi: Hiiseynova irade Memmad q1z1

Qrantin mablagi: 90 000 manat

Layihanin némresi: EIF-2013-9(15)-46/28/3-M-14

Miiqavilenin imzalanma tarixi: 29 yanvar 2015-ci il

Qrant layihasinin yerina yetirilma miiddati: 12 ay

Laylhanm icra miiddoti (baglama ve bitmsa tarixi): 01 aprel 2015-ci il - 01 aprel 2016-c1 il

itin molumatiar 12 olctilic Arial srifti ilo, 1 intervalla doldurulmahidir

1. Elmi asarler (say1)

Tamliq doracesi
Ne Gapa gobul | Capa gonderilmis
Darc olunmug | olunmus ve ya

capda olan
Elmi mahsulun noévii

1. | Monoqrafiyalar - - :

hamginin, xaricda ¢ap olunmusg

2. | Maqalaler 2 ' - .

hamginin xarici nagrlardas




3. | Konfrans materiallarinda G 3 i

moagqalalar

q 5 = ’
O ciimladan, beynalxalq konfras
materiallarinda

4. | Maruzslarin tezislori " 3 5
hamginin, beynslxalq tedbirlarin 5 8 2
toplusunda
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i 7-11 sentyabr tarixinde Ankara beynalxalq sifahi 2
soharinda kegirmis “Uzimiin virus
Vo virusabanzar  xesteliklori”
movzusunda 18-ci  Beynalxalq
konfrans
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AZORBAYCAN RESPUBLIKASININ PREZIDENTI YANINDA

ELMIN INKiSAFI FONDU

MUQAVILOYO OLAVO
Azarbaycan Respublikasinin Prezidenti yaninda Elmin

Inkisafi Fondunun elmi-tadqiqat proqramlarinin, layihalarinin
vo digar elmi tadbirlarin maliyyslasdirilmasi maqgsadi ils
qrantlarin verilmasi tizra 2013-cii il ii¢iin elan edilmis asas

qrant miisabiqesinin (EIF-2013-9(15)) qalibi olmus
layihanin yerina yetirilmasi tizro

ALINMIS NOTICOLORIN OMOLI (TOCRUBI) HOYATA KECIRILMOSI
VO LAYIHONIN NOTICOLORINDON GOLOCOK TODQIQATLARDA
ISTIFADO PERSPEKTIVLORI HAQQINDA
MOLUMAT VOROQI
(Qaydalar iizra Olava 16)

Layihenin adi: Azarbaycanda iiziim bitkisinin virus ve fitoplazma xeastaliklarinin molekulyar

todqiqi

Qrantin mablagi: 90 000 manat

Layiha rehberinin soyads, ad1 ve atasinin ad1: Hiiseynova irade Memmaod qiz1
Layihenin némrasi: EIF-2013-9(15)-46/28/3-M-14

Miiqavilenin imzalanma tarixi: 29 yanvar 2015-ci il

Qrant layihasinin yerina yetirilma miiddati: 12 ay

Layihonin icra miiddati (baglama v bitma tarixi): 01 aprel 2015-ci il - 01 aprel 2016-c1 il

1. Layihanin naticalarinin amali (tacriibi) hayata kegirilmasi

Layihonin asas amoli (tocriibi) naticeleri, bu naticelorin melum analoglar ilo miiqayiseli
xarakteristikasi

2.

1. Aparilan ¢goxsayli monitoringler zamani fitoplazmalarin Gzim bitkisinde yaratdigi xastslik
alamatlerinden ag Giziim sortlarinda yarpaglarin saralmasi, qizili reng alarag burulmasi,
gara UzUm sortlarinda ise yarpaglarin purpur qirmizi reng almasi kimi tipik simptomlar
askar olunmusdur. Bitkilerden yarpag nimunalari toplanilaraq, 16S Nested Polimeraza
Zancirvari Reaksiya (PZR) metodu vasitesile molekulyar diagnostika edilmisdir.
Fitoplazmalar Gg¢iin universal olan R16F2/R16R1 praymer citlikari ilo baglayib nested
PZR-de R16F2n/R16R2 citlikleri ile davam etdirilon PZR naticasinde Abseron
yarimadasinda ve Qabale rayonunda Uzimiin muixtslif sortlarinda fitoplazmalar askar
olunmusdur.

Askar olunmus fitoplazmalari név saviyyssinda taksonomik saciyyalendirmak magsadile
alda edilon 1250 bp 6&lculi Nested PZR mahsullar Alul, Rsal ve Taql fermentleri ilo




restriksiya (RFLP analiz) olunmuslar. Bu fermentlerle hayata kegirilon RFLP analizinin
naticeleri gostarmisdir ki, Abserondan toplanmis dérd xaste qirmizi Gzim ndmunasinin
DNT ekstraktlarindan slde edilmis 16Sr Nested PZR mahsullari kontrol fitoplazmalardan
‘Ca. P. solani’ névinin Stolbur Moliere izolyati ile eyni RFLP profiline malikdir. Bu da
Abseronda ve Qabslada askar olunmus simptomatik Gzim bitkilerinin ‘Candidatus
Phytoplasma solani’ (16SrXIl grupu) fitoplazma névi ile yoluxdugunu gdsterir. Bu fakt
Azarbaycanda ‘Candidatus Phytoplasma solani’ fitoplazma néviiniin Gizim bitkisinde
‘Bois noir’ xastaliyi téretmasi haqqinda ilk malumatdir.

. Abseron yarimadasinda ve Qabsls rayonunda miixtslif izim sortlarinda askar olunmus
ve RFLP analizle identifikasiya edilmis “Ca. P. solani” néviinin izolyatlarinin genetik
muxtelifliyi Avropadan olan stolbur izolyalari ile birlikde geyri-ribosomal citS, Stamp,
secY va tuf genlerinin amplifikaiyasi asasinda Multilokus Sekvens Analiz (MSA)
edilmisdir.

. Multilokus sekvens analizin naticaleri géstermisdir ki, Stamp genin amplifikasiyasina
asaslanan genotiplesdirma zamani Azerbaycanda askar olunmus stolbur izolyatlari
arasinda u¢ genotip farglenmisdir.

. CitS geninin amplifikasiya mahsullarinin sekvens analizine gére Azerbaycanda askar
olunmus stolbur izolyatlarinin 5 muxtelif genotipi askar edilmisdir ki, onlardan biri
indiyadak elma malum olmayan yeni genotipdir.

. SecY geninin amplifikasiyasina gére Azerbaycanda yayilan stolbur izolyatlarinin tuf
genine osasan 3 genotipi ferglenmisdir ki, bunlardan da biri yeni genotipdir.
Azarbaycanda agkar olunmus “Ca.P. solani” izolyatlarinin tuf geninin har ic genotipi
eyni bir budagda cemlanmisdir.

. Fitopatoloji muayinaler zamani UGzim baglarinda yarpaglarin saralmasi, yarpaglar
tzerinde muxtalif &lctli nekrozlarin emale gelmasi, yarpaglarda mixtsalif mozaika,
qgirmizilig ve yeni zoglarda cirtdanboylulug, yarpaq sathinin ciddi deformasiyasi, yarpaq
ayasinda muxtslif élcill gagbarciglar kimi virus xestsliklerinin potensial simptomlari
muayyen edilmisdir. Toplanmis bitki materialinin analizi ve xastaliyin diagnostikasi tigiin
ilk nédvbada immunoxromatografik test asasinda innovativ sirstli metod - GLRaV-3
AgriStrip-magnetic (Bioreba, isveg) tatbiq edilmis ve daha sonra IFA test-sistemi (DAS-
ELISA) ile Clark M.F vo Adams A.N., 1977 metoduna asasan yoxlanildiqdan sonra
Azerbaycanda ilk dafs olaraq ag muskat, qara yay lUzimui, ag kismis, ¢ehrayi tayfur,
mahmudu ve qara kismis Uzim sortlarinda tehliikeli RNT-terkibli ziim yarpaqlarinin
saralmasi ve burulmasi virusu GLRAV-3 askar edilmisdir.

. Seroloji analizlerla paralel olarag eyni zamanda Caslilabad rayonundan toplanmis Giziim
niimunalerinden TRI-reagent-den ve xisusi protokoldan istifade etmoklo RNT
ekstraktlari alinmis ve Grapevine leafroll-associated virus 1, Grapevine Leafroll -
associated virus 3, Grapevine virus A (GVA) viruslarini teyin etmak maqsadile
Downstream primer C547 (5- ATTAACTTGACGGATGGCACGC- 3’) ve Upstream
primer H229 (5'-ATAAGCATTCGGGATGGACC-3’), Downstream primer C995 (5'-
AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG-3)) Vo Upstream primer H587
(5’GACAAATGGCACACTACG 3’), LR1f (5"-TGAAGGGRCCGGGAGGTTAT-3’, sense)
va LR1rev (5-TTACCCATCACTTCAGCAC-3’, antisense) spesifik praymerlari ile RT-
PZR va PZR metodlan ile yoxlaniimigdir. PZR mehsullari 1 ve 1,5%-li aqaroza
gellerinde elektroforetik analiz edilmisdir va naticaler senadlesdiriimisdir. Neticads lGzim
bitkisinde Azerbaycanda ilk defe olaraq yarpaglarinin saralmasi ve burulmasi virusu
(GLRAV-3) askar edilmisdir.

. Flioresent mikroskopiya metodu ile GLRAV-3 virusu ile yoluxmus (1zim niimunalsrinde
yarpagin anatomik qurulugsunda bas veran ultra-histopatoloji dayisilikler dyrenilmisdir.
Isig mikroskopunda aparilan tedgigatlar naticesinde virusla yoluxmus yarpaglarda orta
damarlarin ve orta damarlarda kapilyar topalarinin élgtsinin (20% x 25%) artmasi,
ksilema borularinin diametrinin artmasi, stingarvari ve polisad parenximada bas veran
reduksiyalar naticesinde yarpaq ayasinin qgalinliginin azalmasi, polisad parenximada
hiceyralarin  dlgiistiniin  kigilmasi, ksilema borularinda kslekétirliyiin - artmasi ve
ligninlesma musahide edilmisdir.




10.Virusla yoluxmus Uzim nimunalerinin bazi biokimyavi parametrlari dyronilmigdir.
Muisyyan edilmisdir ki, virusla yoluxmus Gzim yarpaqglarinda hall olan zilallarin migdart,
fotosintetik ve qeyri-fotosintetik (xlorofil a, xlorofil b, xlorofil a/xlorofil b, antosianin,
karatinoidler) pigmentlerin migdari nezarst varianti kimi géttralmus saglam nimunalerla
muqayisade kaskin azalmisdir.
11.Eyni zamanda GLAV-3 ile yoluxmus GzUm nimunalarinda prolinin, tmumi askorbatin,
hidrogen-peroksidin, polifenollarin migdarinin analizi virusla yoluxmug nimunalerad
shamiyyatli dayisiliklerin bas verdiyini géstarmisdir. Beloe dayisiliklor xloroplastlarda
fotosintetik aparatinin elektron nagliyyat zencirinds oksigenin reaktiv formalarinin (ROS)
generasiyasi ve bitkilerin fotosintetik apparatinda yaranan ciddi dayisilikler hesabina bag
vera biler. Musahide edilan biokimyavi dayisilikler eyni zamanda viruslarin tesirins garsi
mudafis sistemlarinin tarkib hissasi hesab edils biler.
Son 35 ilde bittin Avropa 6lkslerinda bitkilari yoluxduran virus va fitoplazmalarin sayi ve onlarin
yayllma areallari sirstle artmis, xisusile de, kand tesarriifat bitkilarini yoluxduran virus
xastaliklerinin artmasi iqdisadi cehatden bdyilk problemlara gatirib gixarmisdir. 2006-ci ilde
Uzumde Viruslari ve Virus xastsliklarini éyrenan Beynalxalg Sura Gzimu yoluxduran 58 virus
oldugunu geyd etmisdir. 2008-ci ilde Uzimin virusu E (GVE), slave olaraq 2009-cu ilds,
UzUmin syrah-virusu 1 (GsyV-1), 2011-ci ilde ilk 0zimiU yoluxduran DNT terkibli virus
Grapevine vein clearing virus (GVCV), 2012-ci ilds ise yeni dairavi qurulusa malik DNT-terkibli
virus Grapevine cabernet franc-associated virus (GCFaV) Gzimde askar edilmigdir. Muasir
dovrds Uizimi yoluxduran 65-den ¢ox virus xastaliyinin oldugu malumdur.
Avropada Uztmin “Flavescence dorée” (FD) ve Palatinate grapevine yellows (PGY, indiyadak
yalniz Almaniyada askar edilmisdir) xastslikleri 16Sr V ribosomal tasnifat qrupuna daxil olan
fitoplazma novleri ile toradildiyi halda, “bois noir” (BN) xastaliyinin téradicisi ise 16 Sr XII-A
ribosomal subgrupuna daxil olan “Ca. P. solani” fitoplazmasidir. Avstraliyada (zimin
Australian grapevine yellows adli xastsliyini 16SrXII-B ribosomal subgrupuna daxil olan ‘Ca. P.
australiense’ ve 168Sr Il ribosomal tesnifat grupuna daxil olan ‘Ca. P. aurantifolia’ fitoplazma
noévleri, Virciniya statinda Grapevine yellows xastsliklerini 16Srl-A subgrupuna daxil olan ‘Ca.
P. asteris’ néviniin misyyan izolyatlari ve X-disease qrupu (16Srlll ribosomal tesnifat grupu)
fitoplazmalari, Cilide ‘Ca. P. fraxini’, “Ca. P. solani ve elece de 16SrIB ve 16SrIC ribosomal
subgruplarina daxil olan fitoplazmalar, Italyada ve Canubi Afrikada ‘Ca. P. asteris’ (16SriB)
fitoplazma névinin izolyatlar téradirler. Bitlin diinyada Gzim bitkisinin virus ve fitoplazma
xastalikleri tadqiq edilse de, bu sahads tadgigatlar Azarbaycanda indiyadek apariimamisdir.

Layihonin neticelerinin amali (tacriibi) hayata kegirilmosi haqqinda melumat (istehsalatda
totbiq (tetbigin aktini alave etmoli); tadris va tohsilde (nagr olunmusg elmi asarlor vo s. - tohsil
sistemine totbigin aktini alave etmoli); baglanmug xarici miiqavilaler ve ya beynalxalq layihaler
(kimlo baglamib, miiqavilonin ve ya layihenin nomresi, adi, tarixi ve deyeri); dovlst
programlarinda (dovlet orqaminin adi, qorarm nomresi vo tarixi); ixtira liglin alinmig
patentlarda (patentin némrasi, verilma tarixi, ixtiranin ad1); ve digerlarinda)
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E., Mosharreamov [.A. “Candidatus Phytoplasma solani” ilo Yoluxmus Uzim
Yarpaqlarinda Bezi Metabolik Fermentlorin Tadqigi. Umummilli lider Heydar Sliyevin
anadan olmasinin 93-ct ildéniimina hasr olunmus Ganc Tadgqiqatgilarin 1V Beynalxalg
Elmi Konfransinin materiallari, Qafqaz Universiteti, 29-30 Aprel, 2016 (¢apda).

6. Bayramova C.Y., I. A.Msharramov, G.S. Balakisiyeva. Abseronda Uzium bitkisinde
yayillmis fitoplazmalarin molekulyar diagnostikasi. Magistrlerin XVI Respublika Elmi
konfransi, Sumqayit Dévlst Universiteti, 19-20 May 2016 (¢apda).

7. Layihads slde olunmus naticaler esasinda Azarbaycanda Uzim bitkisinde “Candidatus
Phytoplasma solani” névii ve bu névin genetik muxtslifliyinin Multilokus Sekvens
Analizine hasr olunmus magqals impakt Faktoru 2.121 olan Plant Pathology jurnalinda
capa taqdim etmak tglin hazirlanir.

Layihe moévzusu ile bagll “Molekulyar biologiya” ixtisasi tizre 2 magistr (Nargiz Kosayeva, Lale

Nemanl), “Bitki fiziologiyas!” ixtisasi Uzre biologiya sahesinde falsefe doktoru (ilgar
Msaharramov) ve biologiya izre elmlar doktoru (Gllnars Balakisiyeva) hazirlanir.

2. Layihanin naticalarindan galacak tadqiqatlarda istifada perspektivlori

Naticalorin istifadasi perspektivleri (fundamental, totbiqi ve axtarig-innovasiya yonlii elmi-
todgiqat layiha ve proqramlarinda; dévlet programlarinda; dovlet qurumlarinin saha tedqiqat
programlarinda; ixtira ve patent licin verilmigs orizelords; beynslxalq layihslards; ve
digerlerinda)

Layihadas islenilib hazirlanmis yeni spesifik Nested PZR test metodlari galecakde Azerbaycanin
diger regionlarinda virus ve fitoplazma xestsliklerinin diagnostikasi ve molekulyar
identifikasiyasi, hemginin, identifikasiya cdilmig fitoplazma névlorinin genetik muxtalifliyinin
tedqiqi Gcgln istifade oluna biler. Genotiplesdirma metodlarinin olmadidi seraitde fitoplazma
izolyatlarinin  genetik muxtslifliyini, onlarin yayilma yollarini izlemak mimkin deyildir. Buna
gore de xestsliye nazarsti yaxsilasdirmaq tglin genotiplasdirma metodlarina ehtiyac duyulur.
Prokariotlari genotiplesdirmak tg¢iin an uygun metod multilokus ardicilliglarinin analizidir ki,
(MLSA) bu metoddan genis sokilde bakterioloji epidomologiyada ve elaca da, shalinin
genetikasinda istifade olunur. Aparilan tedqigat isinde Azarbaycanda Uzim bitkisinde agkar
olunmus “Candidatus Phytoplasma solani” izolyatlari diger &lkslerden olan izolyatlarla birlikde
Multilokus Sekvens Analiz edilmisdir ki, bu da 6lkemizde yayilmis izolyatlarin mangayini
aydinlagdirmaga imkan verir. Alinan naticalaerdan istifade edarek Azarbaycana idxal olunan
okin materialina nazaret etmak mimkindir. Naticelere asasan muxtslif Gzim sortlarinin
xostaliklore qarsi genetik potensialininin giymatlandiriimasi aparila biler. Patogenlare davamli
olan bitki genotiplerinin misyyan edilmasinds, seleksiyada istifade oluna bilsr. Virus ve
fitoplazma xastsliklerinin diagnostika ve identifikasiya metodlar tinggilikde akin materiallarinin
yoxlanmasi ve sertifikatlasdiriimasi Uglin tetbiq oluna biler. Layiha c¢argivesinde profilaktik
tadbirler ve tovsiyysler iglenilib hazirlanaraq sahibkarlar ve kand tesarrifati isgileri ile kegirilon
gortis zamani onlara teqdim edilmisdir ki, bu da onlara xastsliklerin yayilmasinin garsisinin
' almaga, bununla da Gzimgulik ssnayesine virus ve fitoplazma xsstsliklerinin vurdugu ziyani
azaltmaga imkan veracekdir. Layihanin reallasmasi zamani virus-sahib organizm qarsiligl
alagaleri, virus ve fitoplazma xsastsliklerine davamliliq kimi prioritet istigamatlare toxunan bir
sira maraql naticeler alde olunmusdur ki, onlardan molekulyar biologiya, mikrobiologiya,
' virusologiya kimi muasir elm sahslerinde aparilan muxtslif tedgiqatlarda istifade oluna biler.
. Layihadan salds olunan naticsler asasinda bitki xastelikleri tzre www.plantdisease-az.org milli
' sayti yaradilmis ve Azerbaycanda (iziim bitkisini yoluxduran patogenler (virus, fitoplazma ve s.)




hagginda melumat bazasi iglenib hazirlanaraq mitemadi olaraq sayta slave olunur.
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