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Hesabatda asagidaki masalaler isiqlandirilmalidir:

1  Layihenin hayata kegcirilmasi iizrs yerins yetirilmis islor, istifads olunmus tisul ve yanasmalar

1. Layihe cergivesinde Samaxi, ismayill, Sabran, Quba, Xag¢maz, Salyan, Samux, Gence,
Goranboy, Samkir rayonlarinda, Abseron yarimadasinda ve Bakistrafl teravez sahalarinds,
istixanalarda ve sexsi baglarda, o cimleden KTN ET-Teravegilik ve Okingilik institutularinin
elmi-tacribi bazasinda yerlasan istixanalarda virus ve fitoplazma xastaliklerini agkar etmak
maqgsadile mintezem olaraq fitopatoloji monitoringlar hayata kegirilmisdir. Monitoringlar
zamani vizual diagnostika vasitasile virus va fitoplazma xastaliklarinin xarakterik simptomlari
muayyan edilmig; xasta olduglari ehtimal edilan bitkilorden yarpag numunsalari toplanmisdir.
Eyni zamanda, neqativ kontrol kimi saglam bitki nimunalari de goéturaimusdur.

2. Aparilan muntezam monitoringler zamani elmi-tecribi bazalarinin, istixanalarin, sexsi baglarin
ve okin sahaslerinin fitopatoloji giymatlondiriimasi ve xastalikloerin yayllma faizlerinin
hesablanmasi yolu ile shatali statistik tahlil apariimigdir.

3. Fitopatoloji musahidaler naticesinde yarpaq ayasinin sathinda kealakoéturlik, yarpagin burulub-
givrilmasi, yarpagin xirdalanmasi (yarpagin haddan artiq kigilmasi), qijlya banzar yarpaq
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formasinin amale galmasi (yarpagin qivrilmasi), yarpagda nekroz lekalarin amala galmasi,
yarpaqda gahvayi rangli halgavi lakalarin ve yarpaq mozaykasinin amala galmasi (agiq sari
ve tlnd yasil hisselarin bir-birini avez etmasi), yarpaglarin saralmasi, qizarmasi, bitkide
cirtdan boylulug, kollanmaya meyillilik, meyvaelarin inkisafdan galmasi, goyermasi, ¢urumasi,
bitkinin solmasi kimi virus ve fitoplazma xastaliklarinin alamatlerine rast galinmis va sakillari
cokilmisdir. Xaste ve saglam bitkilarden yarpag numunsleri toplanmigdir. Eyni zamanda
tedqigatlar zamani tomat bitkisinde tomatin mozaik xastsliyi, tomatin yarpaglarinin saralib
burulmasi xasteliyi, tutinin mozaik xastaliyi, bibardsa bibarin yarpaglarinin yumsaq qabarhgi
xastaliyi, tUtunin mozaik xastsliyi, xiyarda xiyarin yarpaglarinin mozaik xastaliyi kimi virus
xostaliklarinin vizual diagnostikasi verilmisdir.

4 Monitoringler zamani tasrevaz bitkilerinde fitoplazma xastaliklerini yayan haserat vektorlari da
tedqiq edilmisdir. Xesta bitkiler, xUsusile da rezervuar bitkiler- Convolvulus arvensis,
Calystegia sepium ve ya Urtica dioica kimi alaq otlari Gzerinden hageratlar xususi
hagerattutan torlar vasitesile toplanmisdir. Toplanmig hageratlar igerisinden teravez
bitkilerinde xestalik toreden ‘Candidatus Phytoplasma solani’ fitoplazma ndvunun hagerat
vektorlar -Cixiidae fosilasinin nimayandalari taesnifat kitabinda verilmis morfoloji slamatlerine
asasan muayyen edilorak secilmisdir. Eyni zamanda Abseron ve Bakistrafi baglarda ve
tarovez sahslerinds aparilan monitoringler zamani pomidorda geminiviruslarin yayicisi
(heserat vektoru) olan ag kapanak va trips nimunaleri virus xastaliyini agkar etmak maqgsadila
toplanmigdir.

5. Fitoplazmalarin  molekulyar tadqiqi dglUn toplanmig yarpaq numdnalerinin  markeazi
damarlarindan ve haserat vektorlarindan klassik CTAB metodu ile DNT ekstraksiya
olunmusdur. Bu maegsadla bitkiler uclin 1q teze yarpaginin merkezi damarlari ayrilimisg,
hageratlar t¢ln ise har eppendorf tylblna 1 hasarat yerlosdiriimis Uzarina 3 ml CTAB bufer
alave edilerek azilmisdir. Su hamaminda 65°C-da inkubasiya edilmis ekstraktlar, 3000g
suratle sentrifuqalasdirilaraq hiiceyra galiglari ¢okduriimusdir. Xloroform:izoamil spirti (24:1)
garisigr  alave edilmakls =zllallar kenarlasdiriimis va 14000g surstle 10 deq
sentrifugalasdiriimisdir. 9lde olunmus supernatantlara izopropanol olave edilorok DNT
¢Okdurtlmusddr. DNT yumaglarn 3 dafe 70 %-li etanolla yuyuldugdan sonra qurudulmus, 1X
TE mahlulunda hall edilmisdir.

6.Ekstraksiya edilmis DNT numunalarinin tamizlik deracesi va qatiligi spektrofotometriya metodu
ilo yoxlaniimisdir. Bunun ugln spektrofotometrde (ULTROSPEC 3300 PRO (“AMERSHAM”,
ABS)) 260 va 280 nm dalga uzunluglarinda DNT nuamunsalerinin optik sixhglari élgulmusdar.
Nuklein tursularinin temizlik daracasi 260 ve 280 nm-da optik sixliglar arasindaki nisbate
(0S260/0S280) asasan tayin edilmisdir.

7.DUzgun ekstraksiya olunmus, PZR Ugun yararlh olan DNT ndmunalari fitoplazmalar Ggun
universal R16mF2 / R16mR1 va R16F2n / R16R2 praymer cutliklari iloe 16S-rDNT Nested
PZR amplifikasiyaya maruz qoyulmusdur. Reaksiya zamani neqatif kontrol kimi hamginin
INRA-Bordeaux Kand Tesserriifati Elmi Tadgigat institutunun istixanasinda becarilon saglam
Madaqasqgar bandvgasinden ayrilmis DNT-den, pozitiv kontrol kimi ise calaq vasitasile
Madaqgasqar bandvsasina yoluxdurulmus referens fitoplazma DNT-lerindan istifade edilmisdir.
Nested PZR DNT fragmentlarini daha spesifik amplifikasiya etmak maqgsadile standart PZR
amplifikasiyanin modifikasiya edilmis daha hassas formasidir. Nested PZR amplifikasiya
standart PZR amplifikasiyadan fergli olaraq iki marhalade aparilir vo burada 4 praymerdan
(her merhaleda 2 praymer olmagla) istifads olunur. Fitoplazmalari deteksiya etmak ugln
universal praymerlarle Nested PZR amplifikasiyanin birinci mearhslasi R16mF2  ve
R16mR1xarici praymerlorin istiraki ile apariimisdir. PZR reaksiya 4 daq arzinde 94°C
temperaturda DNT zencirinin denaturasiyasi ile baglamis, sonraki marhalaler- DNT zancirinin
denaturasiyasi 94°C-da 1 daq, praymerin DNT zanciri ilo hibridleasmasi 60°C-ds 2 doq ve Taq
DNT polimeraza vasitesile komlimentar DNT zancirinin sintezi 72°C-de 3 dag- isa bir-birinin
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ardinca 30 defe tsikl saklinde takrarlanmisdir. Son olaraq 7 daqgige muddstinde 72 °C
temperaturda sintez prosesi tamamlanmigdir. ilkin PZR-in mahsullari durulasdiriimis ve
hamin durulagsmis amlifikasiya mahsullari Nested PZR amplifikasiya tUg¢ln matris rolunu
oynamisdir. Nested PZR amplifikasiyanin ikinci marhalasi ise daha spesifik R16F2n ve
R16R2 daxili praymerloer vasitasilo apariimisdir. Bu PZR amplifikasiyada praymerin DNT
zonciri ile hibridlagmasi onun erime tempraturuna uygun olaraq 55°C-da hayata kegirilmisdir.
Tsikl 35 dafa tekrarlanmisdir.

8.16Sr Nested PZR-in naticalari 1%-li agaroza gelinds elektroforetik analiz olunmusdur. Tadqgigat
isinde bu magsadla 1 % aqaroza (k/h) gelindan ve TBE 1X (Tris 90 mM, Borat 90 mM, EDTA
2,5 mM, pH 8,3) elektroforez buferinden istifade edilmigdir. Gelin yuvaciglarina daxil
etmazdan 6nca 7y PZR mahsulun tzarina 2 pl renglayici mahlul (gliserol 50% (h/h); SDS 1%
(k/h); EDTA 0,1 M; bromfenol goyu 0,5 mg/ml) alave edilib qarigdiriimigdir. Elektroforez sabit
goarginlikde, 100 mA cerayan siddetinde hayata kegcirilmisdir. Miqgrasiyadan sonra gel
torkibinde etidium bromid 2 pug / ml olan su vannasinda 30 deq muddstinde inkubasiya
olunmusdur.

9.Askarlanmis fitoplazmalar RFLP (Restriction fragment length polymorphism) analizi vasitasila
nov saviyyesinda identifikasiya edilmisdir. RFLP analiz - genom DNT-nin  restriksiya
endonukleazalar vasitesile parcalanmasina ve amale galen fragmentloerin élglsinin gel-
elektroforez vasitasile analizine asaslanir. Tadgiqatlarda RFLP istehsalgi sirkatin restriksiya
fermentlari ilo birlikde yerloesdirdiyi protokollara asasan hayata kegirilmisdir. Bu zaman 1 ug
plazmid DNT-nae 1U, 1 yg genom DNT-na 2U, 1 yl PZR mahsuluna ise 0,6 U restriksiya
fermenti (fermentin hacmi Gmumi hacmin 1/10-ni kegmamakla) alave edilmisdir. Restriksiya
DNT, endonukleaza, fermentin aktivliik buferi vo 0,1 mg/ml albumindan ibarat (Okuzdan
alinmis serum) reaksiya qarisiginda apariimisdir.

10.RFLP-nin naticaleri 8%-li poliakrilamid gelinde analiz edilmigdir. 15 pyl RFLP mahsulu ve 5 pl
ronglayiciden ibarat numunaler polimerlesmis gelin yuvaciglarina daxil edilerak 160 V
garginlikda (2 gel Ugun ilkin kegiricilik < 35 mA) 1 x TBE buferinde elektroforez edilmisdir.

11.Azerbaycanda terevez bitkilerinde askar olunmus fitoplazmalarin ndv seviyyasinde taksonomik
identifikasiyasi tgln layiha gergivesinda aparilan tedqigatlarda alds edilmis 16S Nested PZR
mahsullar Fransanin Bordeaux seharinda yerlagson INRA-Bordeaux Kend Tesserrufati Elmi
Todgiqat institutuna aparilmis ve orada sekvens analiz hoyata kegirilmisdir.

12.Sanger vo NextGeneration (454, illuminia/Solexa, Solid, lonTorrent ve s.) metodlari ile mixtolif
sekvens masinlarinda fitoplazmalarin 16 Sr RNT geninin sekvensi hayata kecirilmis vo
naticeds xromotogramlar alde edilmisdir. ©lda olunan xromatogramlar Staden Package
(http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/pubseq/) program paketine daxil olan Chromas, preGAP va
GAP4 programlari ile redakte ve assembla edilmisdir.

13.Shotgun nukleotid ardicilliglarinin assembla olunmasi ise Phrap/Cross_match/Swat program
paketi vasitasi ilo hayata kesirilmisdir. Genis malumat toplusundan istifade ve emal etmayos
imkan veran bu program vasitesi ile yalniz yuksak keyfiyyatli kasilmis segmentler deyil, ham
da tam uzunluglu fragmentlari, eyni zamanda takrarlarin ¢gox oldugu hallarda da ham istifadegi
torafinden daxil edilen, ham da programin 6z terafinden alinan mealumatlarin kombinasiyali
emall yolu ila yuksak daqiqlikli ardicilliglar alda edilmisdir. Tam redakte olunmus ardicilhiglar
(kontigler) daha universal Cross_match programi ile toplanmis, sonra verilan har bir kontig-
ardicilhg ugln daha effektiv, xatti gap “cerimali” Smith-Waterman alqoritmi vasitesi ile
mugahida olunan qiymatlerinden statistik ahamiyyatliliyin giymatleri Swat programi ile
hesablanmigdir.

14.Multiplet DNT/zulal ardicilhglarinin duzlendirilmasi (alignment) asasinda MEGAG.06 programi
ilo filogenetik analiz apariimisdir. Model ardicilliq kimi fitoplazmalarda (burada ‘Candidatus
Phytoplasma mali’) digar prokariotlardan ferqli olaraq bir deyil 8 nisxaya malik olan ve ATF-
dan asih sink birlesdiran metalloproteazalari kodlasdiran genlerin (FTSH1+FTSH8) DNT ve
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zulal ardicilhglar goétiralmusdir. Bu ve 40-a yaxin digar prokariotun homoloji zalal ardicilhgi
Genbank malumat bankindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) slda edilmis, onlarin
axtarislari ise hemin merkezi serverdeki (Biotexnoloji informasiya Milli Merkezi (National
Center for Biotechnology Information (NCBI)) BLASTN ve BLASTX muqayise programlarinin
kémakliyi ile hayata kegirilmisdir. Zulal terkibinin dizlandirilmasi (alignmenti) esasinda MEGA
6.06 program versiyasinin “Phylogeny” alsatindaki muxtalif rejimlarle (Test Maximum
Parsimony Tree, Neighbor-joining Tree va s.) mlgayise olunan zulallarin filogenetik agaci
qurulmusdur.

15. ‘Candidatus Phytoplasma solani’ izolyatlarinin genetik muxtslifliyini éyrenmak tgln qeyri-
ribosomal Stamp geni amplifikasiya edilerek sekvens analiz olunmusgdur. Stamp geninin
amplifikasiyasi StampF/STampR0O ve STampF1/STampR1 praymer cutlari ile Nested PZR
vasitesile hayata kegcirilmisdir. PZR terkibinde 2 pL nuklein tursusu (teqribean 100ng), PZR
bufer 1X, MgCI2 2mM, 0,5mM her bir praymerdan, 200 uM dNTP ve 50 units/ml Taq
polymeraza olan 50uL reaksiya qarisiginda apariimisdir. Asagidaki PZR seraiti istifads
edilmisdir: | reaksiya StampF ve STampRO praymer cutlikleri ilo denaturasiya merhalesi
94°C-da 4 doaq., 94°C-da 30 san davam edan denaturasiyadan, 56°C-de 30 san davam eden
anniling, 68°C-da 1 deq 30 san davam edan praymerin uzadilmasindan ibarat olan 35 tsikl va
sonluglarin tamamlanmasindan ibarat olan 68°C-da 10 deaqigslik yekun tsikl, Il merhals ise
eyni soraitde, yalniz anniling 52 °C-da olmagla hayata kegirilmisdir. PZR mahsullari 1 X TBE
buferinda etidium bromid ile renglanmis 1%-li aqaroza gelinds analiz edilmisdir.

16.Nested PZR-in naticesinda alda edilmis 578bp olcull fragmentler sekvens analiz olunmusdur.
Sekvensin xromatogramlari Phred-Phrap ve Consed mantiqgi programlari vasitesile redakts ve
assamble olunmus, nukleotid ardiciliglarindan MEGA 6.0 program versiyasinin Maximum
Parsimony alati ila filogenetik agac qurulmusdur.

17.Tedqigatlar zamani TMV, ToMV, CMV, PMMoV, ToRSV, TSWV, MNSV, SgMV, ZYMV
viruslari Gigiin spesifik test-striplorden (AgriStrip Bioreba AG, isvec ve Agdia inc., ABS) istifade
olunmusdur. Bu magsadlse 0,1 q yarpaq numunasi xususi ekstraksiya mahlulunda (extraction
buffer A ve B) mexaniki Usulla azilmis ve alinan homogenat steril 1,5 ml-k tyublara
kecirilmisdir. Prosesin sonunda spesifik immunostriplerden istifade etmakle strip Uzarinda
nazaret va test zolaglarinin bir yerde amala galmasina asaslanaraq bitki nUmunalarinin hansi
virusla yoluxdugu muayyen edilmisdir. Pozitiv natica gosteran teravez niUmunalari daha sonra
klassik immunoferment analiz metodu ile (DAS-ELISA) yoxlaniimisdir. Bitki niimunalerinde
virusun qatihgr spektrofotometrik metodla teyin edilmisdir. Bunun Ugun yarpaq
nimunalarindan protokola uygun olaraq miuvafiq buferloarden istifade etmakle ekstraktlar
alinmig, her bir virus Ugiin spesifik immunostripler ile yoxlaniimis ve IFA (igiin hazirlanmis
planset Gzerinde avvalcedan yerlasdiriimis mivafig spesifik anticisimciklare (IgG) gora analiz
edilmisdir. Planset Uzarinde gedan fermentativ reaksiya ilk névbada rengin dayismasinae gora
vizual olaraq giymatlandirilmisdir. Pozitiv natica gosteren bitki nimunalarinda virusun qatiligi
optik sixliga asasen spektrofotometrik (Stat Fax Microplate, Awareness Technology, ABS)
405 nm dalga uzunlugunda yoxlaniimigdir.

18.Seroloji analizlerle paralel olarag eyni zamanda toplanmis xaste teravez bitkilarinin yarpaq
niimunalerinden TRi-reagent ve Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen) istifade etmaklo miivafiq
protokol Uzre RNT ayrilmigdir. Total RNT-nin ekstraksiyasi Ug¢ln xaste ve saglam bitkilarin
yarpag numunalarindan 30-50 mq goturulerek xususi steril paketlarde Uzarine 500 mkl
ektraksiya buferi (TRi-reagent) slave olunaraq homogen qarisiq alinanadak azilmis ve 10 daq.
muddatine otaq temperaturunda saxlaniimisdir. ©male galmis suspenziya pipetle goéturilerak
1 ml-lik némralenmis tyublara kegiriimis ve Uzarine 100 mkl xloroform salave edilmis,
vorteksden sonra yeniden 10 dag. muddstine otaq temperaturunda saxlaniimisdir. Sonra
13500 dovr/deq suretle 15 deqigs sentrifuqalasdiriimisdir. Her tyubdaki Gst fazadan 900 pl
goturalerak nomralenmis yeni steril 1,5 ml-lik tyublara kegirilmis, Uzarina 250 pl izopropanol
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alave edileroek ehtiyatla qarigdiriildigdan sonra 15 deqige orzinde otaq temperaturunda
saxlaniimig ve 20 daqiga 13500 dovr/daq suratla sentrifuqalagdiriimisdir. Sentrifugalasdigdan
sonra supernatant kanarlasdiriimis va tyublarin dibine ¢cokmis RNT 2 defe 70 %-li etanolda
yuyularaq otag temperaturunda qurudulmusdur. Ekstraksiya olunmus RNT numunaleri hall
olmasi uUg¢lin 30 daq otaq temperaturunda saxlaniimig ve istifade edilmak Uglin -20°C
temperaturda soyuducuya qoyulmusdur.

19.Ekstraksiya edilmis RNT numunalerinin temizlik derecasi va qatiligi spektrofotometrik metodla
yoxlaniimigdir. Bunun ugun spektrofotometrde (ULTROSPEC 3300 PRO (“AMERSHAM?,
ABS)) 260 va 280 nm dalda uzunluglarinda RNT namunsalerinin optik sixhglari élgilmusdar.
RNT-nin temizlik derecesi 260 va 280 nm-da optik sixliglar arasindaki nisbate
(0S260/0S280) asasan tayin edilmisdir.

20.Bitki nUmunalarinda virus xestaliyinin identifikasiyasi RT-PZR ve PZR metodlarinin kdémayila
hayata kegcirilmisdir. Ekstraksiya edilmis RNT numunalarinin RT-PZR reaksiyasi ugun (1
niimuna Giglin): 2 pl RNT, 1 pl Oligo (dT)3 praymer, 0.5 ul d NTP (25 mM), 4 pl RT (5x) buffer,
0,25 pl M-MLV (enzyme RT), 12,5 yl ddH20 istifade edilmigdir. Reaksiya 1 saat olmaqgla
42°C-de apariimisdir. Reaksiyani dayandirmaq Uclin nimunaler 10 deqgige 65°C-da
saxlaniimigdir. RT-PZR metodu ile Tobamoviruslara aid olan Tobamo-1 ve Tobamo-2, S1
UNIVF va S2 UNIVR ve PZR metodu iloe Geminiviruslara aid GemCP-V-5 vo GemCP-V-3,
PLB1V2040 va PCRc154 universal praymerlerindan istifade etmakle xasts pomidor
nimunalari tobamovirus va geminivirus infeksiyalarini askar etmek maqgsadile analiz
edilmisdir.

21.RT-PZR mahsullari 1,5 %-li agaroza gelinde elektroforetik analiz olundugdan sonra PZR
metodu ile amplifikasiya edilmisdir. Reaksiya Gg¢un (1 nimuna Ugun): 2 ul KDNT, 5 yl Tampon
(5x), 1,5 pl MgCl (25 mM), 0,5 pl Potivirus tgun universal praymer (Oligo Poty5 va Oligo
(dT)3), 0,2 pl ANTP (25 mM), 15,1 pl dd H20 va 0,2 uyl Tag polymerase dan ibarat mix
hazirlanmisdir. 1 nUmuna Uglin Umumi reaksiyanin hacmi 25 pl tegkil etmigdir. Reaksiya
yigildigdan sonra numunaler DNT Termal amplifikatora (Gene Amp PCR System 2720,
Applied Biosystems) yerlosdirilmis ve protokola uygun ardiciligda program tartib olunaraq
PZR heyata kegiriimisdir (ilkin olaraq reaksiya 94°C temperaturda 3 deq. DNT zancirinin
denaturasiyasi, 94°C-de 30 san., 55°C-de 30 san., 70 °C-de 50 san. olmagla 35 tsikl
elonqasiya apariimis ve 72°C da 10 deqigs sintez tamamlanmigdir). Amplifikasiyanin
naticeleri 1,5%-li agaroza gelinde elektroforetik analiz edilmisdir. Tobamoviruslari
identifikasiya  etmak  Ugln PZR reaksiya universal Tob RT upl (5-
CGACATCAGCCGATGCAGC-3") va Tob RT do2 (5'-ACCGTTTTCGAACCGAGACT-3") ve
TMV1/TMV2, ToMV6/ ToMV5, M4/M5, MA1/MA2 ve C1209F/C12387R spesifik
praymerloerindan istifade etmakle hayata kegiriimisdir. Amplifikasiyanin naticaleri 1,5%-li
aqaroza gelinda elektroforetik yoxlaniimisdir. Elektroforez sabit gerginlikda, 120 mA cerayan
siddatinda hayata kecirilmisdir. Migrasiyadan sonra gel tarkibinds etidium bromid 2 pg/ml olan
su vannasinda 30 deq muddastinda inkubasiya olunmusdur. Gelin vizuliasiyasi Ugun etidium
bromidden istifade olunmus ve UB-isiq altinda “Gel Documentation System UVITEK”
(ingiltara) kdmayila naticaler sanadlesdirilmisdir.

22.Virus va fitoplazma infeksiyasinin tesirindan bitkilarde bas veran bir sira biokimyavi ve fizioloji
dayisiklikler tedqiq edilmigdir. Bu magsadle bir sira antioksidant maddalerin miqdari xasts ve
saglam bitkilarde muqayisali 6lcllmUs, antioksidant midafie sistemi fermentlarinin kamiyyat
vo keyfiyyat analizlori hayata kegirilmisdir.

23.Malodialdehidinin migdarinin teyini. Bitkilerda lipidlarin peroksidlagsmasi prosesinin intensivliyi
saglam va yoluxmus yarpag numunalerinde malondialdehidinin (MDA) migdarina asasen
muayyan olunmugdur. MDA miqgdari spektrofotometrik metodla 532 ve 600 nm dalga
uzunluglarinda tiabarbitur tursusu ile aparilan reaksiyaya asasan tayin olunur (Heath and
Packer, 1968).




24 Askorbat turgsusunun miqdarinin tayini. Ackorbat turgsusunun miqdari spektrofotometrik yolla
turs muhitde heksasianferritin heksasianferrata reduksiya olunmasina asasan 680 nm dalda
uzunlugunda muayyan olunmusdur (Law et al. 1983). Standart kimi 0.2% Askorbat
tursusunun suda hazirlanmig muxtslif qatiliglarindan istifade edilmigdir.

25.Hall olan polifenollarin miqgdari. Hall olan polifenollarin migdar Folin Cocalteu (Folin,
Ciocoalteu, 1927) metoduna esasen tayin olunmusdur. Qelavi muihitde volframfosfat va
molibdenfosfat duzlari polifenollarla reduksiya olunaraq goy rengli kompleks madda amala
getirir ki bunlarin da migdar spektrofotometrik Gsulla 765 nm dalga uzunlugunda tayin
olunmusdur. Standart kimi Qall tursusunun 80%-li etil spirtinde hazirlanmis muxtalif
gatiliglarindan istifade edilmisdir.

26.Tokoferollarin miqdarinin tayini. Tokoferollarin migdari Rosenberg (1992) tersfindan taklif
olunmus metodla Emmerie-Engel reaksiyasina goére 460, 520 nm dalga uzunlugunda
spektrofotometrik Usulla tayin olunmusdur.

27.Qlisin betainin miqgdarinin tayini. Tak ve qarisiq sakilde tobamoviruslar agkar olunmug tomat
nimunalarinda bir sira fizioloji ve biokimyavi dayisilikler dyranilmisdir. Qlisin betainin migdari
(Grieve and Grattan, 1983) metoduna asasen tayin edilmisdir. Ranglanmis mahlulun optik
sixligi spektrofotometrde 365 nm dalda uzunlugunda ol¢iimusdir. Qlisin betainin migdari
standart seklinda qglisinbetain kommersiya preparatindan (Serva, Almaniya) istifade etmakle
kolibr ayrisine asasen muayyan olunmusdur.

28.Quru biokutlanin migdarinin dlgilmasi. Eyni zamanda TMV, PMMoV, ToMV ils tek va 2li miks
infeksiya saklinde yoluxmus tomat yarpaglarinda quru biokltlenin migdarinin élgtlmasi tgln
avvalce xaste va saglam yarpaq numunalarindan eyni ol¢llerds kasiklar hazirlanmig va
elektron tarazide kutlasi tayin edilmisdir. Daha sonra hazirlanmis yarpaq numunaleri 80°C
temperaturda 24 saat termostatda saxlanildigdan sonra yarpaglarin quru g¢okisi tayin
olunmusdur. Quru biokutleni hesablamagq Uguin asagdidaki dusturdan istifade edilmisdir:
C=m2/m1 x 100%.

Burada C-kutlays nazaren quru madds terkibinin %-la ifadasi; m1-nimunanin qurudulmadan
avval ¢akisi; m2-numunanin qurudulmadan sonraki gakisi kimi goturaimusdur.

29.Suyun nisbi migdarinin tayini. Tobamoviruslarla yoluxmus tomat niumunalerinde suyun nisbi
miqgdari (Tambussi et.al., 2005) metodikasina asasan tayin edilmisdir. Virusa yoluxmus va
saglam numunalarin har birinin yarpaginin markazi hissasindan 5-10 sm? hissa kasilarak ilkin
¢okisi Olculmugur. Daha sonra niumunalar Petri kasalarinda Gzerini distille suyu ortenadak
soyuq temperaturda 24 saat saxlaniimisdir (suyu dondurmamaq serti ila). Yarpaglarin doymus
¢okisini dlgdukdan sonra 80 0C-de 24 saat onlar qurudulmus va quru ¢okisi da dlgulmusdar.
Su gostaricileri asagidaki dusturla hesablanmisdir:

SNM= 100%(Mf-Md)/(Mt-Md) Burada Mf - ilkin ¢aki; Mt — su ile doymus ¢aki (yas ¢aki); Md —
quru ¢akidir.

30.Prolinin migdarinin tayini. Eyni zamanda Bates et al., 1973 metodikasina asasen prolinin
ekstraksiyasi apariimig ve miqdari tayin edilmisdir. Bu maqgsadle 100 mq bitki niUmunasi
maye azotda azilmis ve tamiz sinaq susalarine kegirildikden sonra Uzerina 5 ml distille suyu
alava olunmusdur. Alinan qarisiq qaynama temperaturuna gadar 3 defe gatdirilaraq har dafe
soyudulmusdur, prosesin sonunda filtr kagizindan kegirilmisdir. Ekstraksiya mahlulu 7 ml
catdirildigdan sonra analiz Ugun istifade olunmusdur. 1 ml buzlu sirka tursusu, 1 ml ninhidrin
mahlulu (1,25 g ninhidrin, 20 ml 6M H3PO4, 30 ml buzlu sirka tursusu) alave olunmus sinaq
susaleri 1 saat su hamaminda inkubasiya edildikden sonra prolinin miqdari optik sixliga géra
spektrofotometrik meyodla 520 nm dalga uzunluéunda tayin edilmisdir ve asagidaki distura
gora hesablanmisdir:

C=E-+k*V/(m-1000).

31.Ferment ekstraktlarinin alinmasi. 0,5 q yarpag nUmunasi maye azotda azilarak tarkibinds 1

mM EDTA, 2 mM FMSF, 1% PVP, 0,1% Triton X-100 olan100 mM Na-fosfat (pH 7,8)
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buferinde homogeniza edildikden sonra 40C temperaturda 20 daq erzinde 15000 g-deo
¢okdurulmusddr. Alinan supernatantdan antioksidant fermentlarin analizinde istifada
edilmisdir.

32.Askorbat-peroksidazanin aktivliyinin tayini. Askorbat-peroksidazanin (APO, EC 1.11.1.11)
aktivliyinin tayini Nakano ve Asada (1981) metoduna muayyen dayisiliklor alave etmaklo
hayata kegirilmisdir. Bu metod askorbatin hidrogen peroksid slave olundugdan sonra su
amoale gatirmakle dehidroaskorbata pargcalanmasi reaksiyasinin suratine asaslanir. Optik
sixhiq spektrofotometrik olarag 290 nm dalga uzunlugunda teyin edilmigdir. Aktivlik € = 2.8
mM-1 sm-1 ekstinsentlik emsalina asasan pmol ascorbate/(mg protein min) vahidi ila
hesablanmigdir.

33.Qvayakol-peroksidazanin aktivliyinin teyini. Qvayakol-peroksidazanin (GPO, EC 1.11.1.7)
aktivliyinin tayini Mahalingam et al. 2005 metoduna muayyan dayisilikler slave etmakla hayata
kecirilmisdir. Qvayakol-peroksidazanin aktivliyi reaksiya mahlulunun 3 daqiqs arzinde 470 nm
dalga uzunlugunda optik sixhginin dayismeasine gore spektrofotometrik tayin edilmisdir.
Fermentin aktivliyi € = 26.6 mM-1 sm—-1 ekstinsentlik emsalina asasen pmol guaiacol/(mg
protein min) vahidi ile hesablanmisdir.

34.Benzidin-peroksidazanin aktivliyinin teyini. Benzidin-peroksidazanin (BPO EC 1.11.1.7.)
aktivliyinin tayini Gechev et al. 2002 metoduna muayyan dayisiliklar alave etmakloe hayata
kecirilmisdir. Benzidin-peroksidazanin aktivliyi reaksiya mahlulunun 1 dagige arzinde 590 nm
dalga uzunlugunda optik sixliginin artmasina goére spektrofotometrik tayin edilmisdir.
Fermentin aktivliyi € = 39 mM-1 sm-1 ekstinsentlik emsalina asasan pymol benzidine/(mg
protein min) vahidi ile hesablanmisdir.

35.Peroksidaza fermentlerinin izoenzim tarkibinin tayini. Fermentlerin izoenzim tarkibinin tayini
8%-li nativ PAAG elektroforez metodundan istifade etmakle (Davis, 1964) 3 saat muddatinds
4°C temperaturda sabit elektrik carayaninda (30 mA) apariimisdir. Elektroforez basa
catdigdan sonra poliakrilamid gelinde askorbat-peroksidazanin izoformalari Mittler and
Zilinskas (1993), gvayakol peroksidazanin izoformalari Radotik va b. (Radotic et al., 2000),
benzidin peroksidazanin izoformalari ise Kupers va b. (Cuypers et. al., 2002) metodlarina
asasaon ranglenmisdir.

36.Z0lalin  miqdarinin teyini. Zulalin miqdan Bredford metoduna asasen tayin olunmusdur
(Bradford, 1976). Standart zalal kimi albuminin (BSA) suda hazirlanmigs muxtalif
gatihglarindan istifade edilmisdir.

37.Fitoplazma infeksiyasi askarlanmis bibar yarpaqglarinda bazi metabolik fermentlarin aktivliklari
saglam bitkilarle mlgayisali tadqiq edilmisdir. Fermentlarin aktivliyinin tayini Gg¢ln yarpaglar
distille suyu ile yuyulmus, filtr kagizi ile quruduldugdan sonra xirda hissalera dogranmis va
havengdastada kvars qumunun istiraki ile 2 daqige muddastinde 20 mM MgCI2-6H20, 1 MM
EDTA, 5 MM DTT, 20% qliserin va 0,5% polovinilpirrolidon tarkibli, 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
bufer mahlulunda homogenizasiya olunmusdur. Bu proses 1 q yarpaga 5 ml bufer mahlulu
alave etmakle +40C temperaturda apariimisdir. Alinan homogenat ikigat kaprondan
stzuldukdan sonra nuvaden va parcalanmayan bitki toxumalarindan azad olunmaq Ugun
avvalce 10 daq 10000g sursti ile sentrifugalasdiriimisdir. Coékinti atildigdan sonra
¢okuntlustu maye fermentlarin aktivliklarinin tadgiq olunmasi magsadi ils istifade olunmusdur.

38.Fitoplazma infeksiyali va sadlam biber yarpaglarinda NAD-Malatdehidrogenaza aktivliyinin
tayin olunmasi Ugln Scheibe metodundan istifade olunmusdur. Reaksiya muhiti 10 mM
oksalasetat (OAA), 10 mg/ml 6kuzin zardab albumini (BSA), 10 mM MgCl; (2 M), 12 mM
NAD-H va 10 pl ferment preparati olan 100 mM, pH 8,0, Tris-HCI buferinden ibarat olmusdur.
NAD-MDH reaksiyasi reaksiya muhitina substrat (10 mM OAA) alave etmakls baglamisdir.

39.AsAT aktivliyi Alfonso & Bruggemannin optimallagdirdigi metodla tayin olunmusgdur. Reaksiya
mahitinin terkibi 1,0 ml Gglun 2,5 mM 2-oksiglutarat, 2,5mM Na-aspartat, 5uM piridoksal 5-
fosfat, 0,2mM NADH, 2mM EDTA, 3U MDH 25mM Tris-HCI (pH8,5 ) ve 25mkl ferment
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ekstrakti alave olunmusdur.

40.AIAT aktivliyinin teyin olunmasi tUg¢ln Horder metodu istifada edilmisdir. Reaksiya muhitinin
torkibi 1,0 ml 10 mM 2-oksiqglutarat, 0,28 mM NADH, 1,2U LDH, 70 mM alanin va 100 mM
Tris-Hcl (pH8,0) va 50 mkl ferment ekstraktindan ibarat olmusgdur.
Her U¢ fermentin aktivliyi spektrofotometrik (Ultrospec 3300 pro, Amersham, USA) Usulla tayin
olunmusdur.  Olgmaler 1,0 ml hacmli spektrofotometrik kiivyetlorde 340 nm dalda
uzunlugunda 1 daqiga arzinda apariimigdir.

41.Tomato mosaic virus (TMV), Tobacco mosaic virus (ToMV) ile yoluxmus pomidor, Pepper mild
mottle virus (PMMoV) ile yoluxmus bibar, Cucumber mosaic virus (CMV) ile yoluxmus xiyar
nimunalarinda bazi biokimyavi dayisiliklar (yarpaqda hall olan zulallarin migdari, fotosintetik
vo geyri-fotosintetik pigmentlerin miqdari) tedqiq edilmisdir. Pigmentlar xaste ve nazaret
varianti kimi goéturiimis saglam yarpaqglardan 80%-li aseton-Tris mahlulu (80:20, pH=7,8)
vasitasile ekstraksiya olunaraq udma spektrlerine uygun olaraq, xlorofil a ve b 663, 647 nm,
xlorofil, karotinoidler 470 nm, antosianin 537 nm dalga uzunluglarinda spektrofotometrik
(ULTROSPEC 3300 PRO "Amersham", USA) tayin edilmigdir. Pigmentlarin migdari Sims va
Gammon (2002) metodikasina uygun olaraq tayin edilmis ve asagidaki tenliklera goéra
hesablanmisgdir:

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

42 Eyni zamanda virus ile yoluxmus taravez numunalaerinda hall olan zilallarin miqdari teyin
edilmisdir. Zulallarin migdarinin tayini Sedmak metoduna ssasen Coomassie Brilliant Blue G
250 (Fransa) boyasi va gliserinin (1:1) istifadasi ile muayyan olunmusdur. 0,12% boya
mahlulu 0,6 N HCI-da hazirlanmisg, hall olunmayan hissaler ise Whatman Ne1 filtr kagizindan
suzulmusdur. Tadqiq edilen numunalarda zulallarin tayini kalibr ayrisine asasan apariimigdir.
Olgli kiivetlarine 750 ml boya ve qliserin slave edilmisdir. Kalibr syrisinin qurulmasi glin
100%-li albumin mahlulundan va distille suyundan istifade olunmusdur: uydun olarag 0-50,
10-40, 20-30, 30-20, 40-10, 50-0 miqgdarinda goturalmusdar. Nimunalerin optik sixligi 620 nm
dalga uzunlugunda olculmusdur. Kalibr ayrisi har yeni tacrubads qurulmusdur.

43.Virus infeksiyasinin tesirindan bitkilorde induksiya olunan biokimyavi va biofiziki dayisikliklar
tedqiq edilmisdir. Virusla yoluxmus tomat, xiyar ve bibar nimunalerinda fotokimyavi aktivlik
Mini-PAM (WALZ, Germany) flirometrinin kdmayile olgulmusdir. Neticaeds ilkin (FO) ve
maksimal (Fm) xlorofil fluoresensiyasi (chlorophyll flurorescence) o&lgulmis va nisbi
fluoresensiya (Fm — FO/Fm) FS II-nin fotokimyavi aktivliyinin gostaricisi kimi teyin edilmigdir.

44 Tobamoviruslarla yoluxmus tomat nUmunalerindan tilakoid membranlar ayriimig ve
elektroforetik analiz edilmisdir. Bu maqgsadle yarpaglar ozilmis ve blenderin (Waring
Laboratory) kdmayile 4 defs 1-2 daq arzinds xloraplastlarin ayrilmasi Ugun istifade olunan
buferds (0.4 M sucrose, 20 mM Tris pH 7.8, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA Na2, 1 mM sodium
ascorbate, 0.1% PEG) homogenezs olunmusdur (Aliyev et al. 1992). Homogenat 2 dafe 4
gath kaprondan sUzulmugdur. Ahnmis ekstraktlar 2,000 x g suretle 5 daq erzinds
sentrifugalasdiriimigdir. Daha sonra supernatant 1,000 x g surstle10 daq arzinds
sentrifugalasdiriimisdir. Alinan ¢oékuntd 10 mM MgCI2 x 6H20, 50 mM Tris-HCI, pH 7.2
buferinde hall ediimis ve daha sonra 5 mM Tris-HCI (pH 8.0) mahlulunda
resuspenziyalasdiriimisdir. Qeyd etmak lazimdir ki, prosesin har bir marhalasi 4°C temperatur
soraitinda apariimisdir.

45 Ayrilmis xloroplast nimunalarinda tilakoid membran zdllallarinin elektroforetik analizi PAAG
gelinda gradient elektroforez (Huseynova et al., 2007) metoduna asasan hayata kegirilmisdir.
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Tilakoid membraninin polipeptid terkibi 0,1%-li SDS-in istiraki ile 10-25%-li gradient
poliakrilamid gelinde Lemmlinin (Lemmli, 1970) bufer sistemina asasan apariimisdir. Gelin har
yuvasina 24 ug Chl yerlagdiriimis va elektroforez otaq temperaturunda, sabit gerginlikda
hayata kegcirilmisdir. Gel 30 deq 3.5% perchloric acid (HCIO4) tursusunda hazirlanmis 0.04%
(w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 ranglayici mahluldan istifade etmakla ranglenmisdir.

Layihanin hayata kegcirilmasi {izra planda nazards tutulmus islarin yerina yetirilma daracasi (faizlo
giymoatlondirmali)

100 %

Hesabat dovriinds alinmis elmi naticalar (onlarin yenilik dearacesi, elmi va tocriibi shemiyysati, naticelerin
istifadasi va tatbigi miimkiin olan sahaler aydin sokilda gostoarilmalidir)

Fitoplazmalarin Nested PZR vasitesile R16mF2 - R16mR1 va R16F2n - R16R2 universal
praymerlarilo molekulyar diagnostikasi naticesinde Quba, Xagmaz rayonlari, Bakistrafi gasabaler
ve Abserondan yarimadasindan toplanmis bibar (Capsicum annuum L.), badimcan (Solanum
melanogena) va tomat (Solanum lycopersicum) bitkilerinden ayrilmig DNT ekstraktlarindan 1250
bp dlguli 16 S PZR mahsullar amplifikasiya edilmisdir. Bu da hamin bitkilerin fitoplazma ile
yoluxdugunu gostarir.

Askar olunmus fitoplazmalar név saviyyasinde taksonomik saciyyalandirmak magsadile
Alul, Rsal ve Taql fermentleri vasitasile hayata kegirilon RFLP analizin naticaleri gostarmisdir ki,
bibar (Capsicum annuum L.), badimcan (Solanum melanogena) ve tomat (Solanum
lycopersicum) nimunalarinin DNT ekstraktlarindan slda edilmis 16Sr Nested PZR mahsullarinin
RFLP profilleri kontrol fitoplazmalardan ‘Ca. P. solani’ névinun Stolbur Moliere izolyati ila eyni
RFLP profiline malikdir. Bu da Quba, Xagmaz rayonlari, Bakiatrafi gesabalaer ve Abserondan
yarimadasinda askar olunmus simptomatik tarevaz bitkilerinin ‘Candidatus Phytoplasma solani’
(16SrXIl grupu) fitoplazma névi ile yoluxdugunu gostarir.

RFLP analizin naticalerini tasdigleyan sekvens analizinin naticasinda bibar (Capsicum
annuum L.), badimcan (Solanum melanogena) va tomat (Solanum lycopersicum) nimunalarinin
‘Ca. P. solani’ (filogenetik qrup 16SrXII-A, geydiyyat ndmrasi EU552453) fitoplazma nova ila
yoluxdugu muayyan edilmigdir.

Stamp geni StampF/STampR0 ve STampF1/STampR1 praymer citleri ilo Nested PZR vasitasile
amplifikasiya edilmisdir. ©lda olunmus Nested PZR mahsullar sekvens edilmig, sekvenslarin ilkin
xromatogramlari Phred, Phrap ve Consed mantiqi programlari vasitesile assambla va redakta
edilmis, MEGA 6.0 program versiyas! ile nukleotid ardicilliglarinin filogenetik analizi hayata
kecirilmisdir. Stamp genin amplifikasiyasina asaslanan genotiplasdirma zamani Azerbaycanda
toravez bitkilerinda askar olunmus ‘Ca. P. solani’ izolyatlari arasinda ¢ genotip farglanmisdir.
Taravaz bitkilerini yoluxduran asas virus va fitoplazma xastsliklarini agkar etmak magsadile
Ganca, Samux ve Abseron yarimadasindan toplanmis 89 muxtelif terevez bitkilari spesifik
immunostriplerden (test-zolaglardan) ve her bir virus Gglin ELISA kitlerden istifade etmakls
seroloji diagnostik test-sistemin kdmayi ile analiz edilmisdir. Naticeda 2 bibar (Piper longum L.)
nimunasinds kukumoviruslara aid Cucumber mosaic virus (CMV), 4 biber nimunasinde
tobamoviruslara aid olan Pepper mild mottle virus (PMMoV) ve 2 biber nimunasinds 4 virus
garisigl - tobamoviruslara aid 3 virus - Tomato mosaic virus (TMV), Tobacco mosaic virus
(ToMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV) va tospoviruslara aid Tomato spotted wilt virus
(TSWV) qarisiq sakilde (TMV + ToMV + PMMoV + TSWV) askar edilmisdir. Eyni zamanda, 12
tomat (Solanum lycopersicum L.) nimunasinda tobamoviruslara aid 2 virus (TMV + ToMV) miks
soklinde, 4 numunada tospovirus TSWV, 2 numunada kukumovirus CMV ve 4 tomat
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numunasinda 3 garigiq infeksiya (TMV + ToMV + TSWYV) agkar edilmisdir. 2 yemis (Cucumis
melo L.) bitkisinde karmoviruslara aid Melon necrotic spot virus (MNSV), 3 yemis nimunasinda
potiviruslara aid Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV), 3 yemis nimunasinda komovirislara aid
olan Squash mosaic virus (SqMV) ve 1 nimunada SgMV + ZYMV miks saklinda viruslar agkar
edilmisdir. Eyni zamanda, aparilmis seroloji analizlerin (AngriStrip ve ELISA) naticesinde xiyarda
Cucumber mosaic virus (CMV) agkar edilmisdir.

Monitoringlar zamani toplanmig numunalar daha sonra molekulyar metodlarin komayila
analiz olunmusdur. Xasts tarevez numunalarinden RNT ekstraktlari alinmis va potiviruslar Ggin
universal olan Oligo Poty5' ve Oligo (dT)3' praymerlarindan istifade etmakls aparilan PZR
naticasinde yemis numunalerinda potiviruslar agkar olunmusdur. Askar olunmusg viruslari nov
soaviyyasinda taksonomik saciyyalandirmak maqsadile alda edilan PZR mahsullar ZYMV-CP-5
(5- GGTTCATGTCCCACCAAGC-3") voa ZYMV-CP-3 (5-ATGTCGAGTATCACATTTCC- 3°),
spesifik praymerlarle yoxlaniimigdir. Naticeda alda olunan 600 bp dl¢ull amplifikasiya mahsulu 7
namunanin Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) virusu ile yoluxdugunu gostermisdir. Virus
xastaliklerinin seroloji diagnostikasi verildikden sonra tomat numunalerinden RNT ayriimis ve
gatiligi, temizlik daracaelari spektrofotometrik yoxlaniimisdir.

RT-PZR metodu ile Tobamoviruslara aid olan Tobamo-1 va Tobamo-2, S1 UNIVF va S2
UNIVR, Geminiviruslara aid GemCP-V-5 vo GemCP-V-3, PLB1V2040 ve PCRc154 universal
praymerlarinden istifade etmakle 6 pomidor nimunasinin tobamoviruslarla ve 2 nimunanin
geminiviruslarla yoluxdugu muaayyan edilmisdir. Virus xastaliyinin xarakterik simptomlarina malik
toplanmig bitki nUmunalerinin seroloji va molekulyar analizi naticesinde 1 tomat nimunasinde
nepoviruslara aid Tomato ringspot virus (ToRSV), 2 tomat nimunasinda tospoviruslara aid
Tomato spotted wilt virus (TSWV), 9 tomat ve 4 bibar nimunasinde tobamoviruslara aid Tobacco
mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Pepper mild mottle virus (PeMMoV) viruslari
tok va ve qarisiq virus infeksiyalari saklinde (TMV+ToMV, TMV+PeMMoV, ToMV+PeMMoV), 3
xiyar nimunasinda ise kukumoviruslara aid Cucumber mosaic virus (CMV) askar edilmisdir.

Virus ve fitoplazma ile yoluxmus bibar, pomidor ve yemis bitkisinin yarpaglarinda
malondialdehidinin, askorbat tursusunun, huceyradaxili fenollu birleagsmalarin, tokoferollarin,
fotosintetik pigmentlarin migdari ve eyni zamanda peroksidaza fermentinin faalligi ve izoferment
torkibi saglam bitkilarle mugayiseli sakilde tadqiq edilmisdir. Aparilan biokimyavi analizlerin
naticasi gostarmisdir ki, bitkinin virus va fitoplazma infeksiyalari ile yoluxmasi malondialdehidinin
ve huceyradaxili fenollu birlegsmalarin, tokoferollarin miqgdarinin artmasina, fotosintetik
pigmentlarin, ztlalin tmumi migdarinin va hamginin askorbat tursusunun migdarinin azalmasina
getirib ¢ixarir. Stresin tesirindan peroksidazanin faalliginda ve onun c¢oxsayli molekulyar
formalarinin kamiyyat ve keyfiyyat tarkibinde dayismaler misahide olunmusdur. Fitoplazma ila
yoluxmus bibar nUmunalarinde peroksidazanin izoferment terkibinin elektroforetik yolla tadqiqi
zamani bibar yarpaglarinda qvayakol peroksidazanin yalniz bir izoformasi askar olunmusdur.
Lakin bu izoformanin intensivliyi stres variantlarinda nazarest variantla muqayiseda daha intensiv
olmusdur ki, bu da stres zamani hamin fermentin sintezinin gtclendiyini gdsterir. Benzidin
peroksidazanin ise nazaret variantda 2, stres variantda ise 5 izoformasi musahida olunmusdur.
Fitoplazma ile yoluxmus bibar yarpaglarinda BPO-nun kigik molekul ¢akili 3 yeni izoformasi
askarlanmisdir ki, bu izoformalarin da bitkinin strese davamlligi ile birbasa slagali oldugu giman
olunur. Bu fakt peroksidazalarin muisayyan genler terafinden kodlasdirilan izofermentlarinin
funksiyalarinin dyranilmasina aydinliq gatire biler. Bela genaste galinmisdir ki, peroksidazalarin
foalligini tayin etmakla bitkinin ilkin inkisaf dovrinds onun patogena davamliligini miayyan etmak
olar.

Tobamoviruslarla yoluxmus terevez nimunalerinde antioksidant sistemin fermentlarinin
oyranilmasi naticesinde stresin tasirine mearuz galmis batin variantlarda askorbat-
peroksidazanin fealiginin yiksak oldugu muayyan edilmisdir. Virusla yoluxmus bazi
numunalarde qvayakol-peroksidazanin fealligi daha ylksek oldugu halda benzidin-
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peroksidazanin faalligi nisbaten asagi olmusdur. Bunun aksina olaraq, benzidin-peroksidazanin
aktivliyi daha yuksak olan numunalerda ise qvayakol-peroksidazanin aktivliyi nisbatan asagi
olmusdur. Bu onu gosterir ki, viruslarin tesirinden yaranan oksidlagdirici strese cavab olaraq
bitkilerde antioksidant sistemin fermentlari arasinda faalliglarinin tenzimlenmasi mexanizmlari
modvcuddur. Tomat bitkisinin yarpaglarinda peroksidazanin izoferment terkibinin elektroforetik
yolla tadqiqi zamani saglam gisminds goturilmus nazarst variantinda askorbat-peroksidazanin 2
izoformasi (APO2 va APO3) musahida edilmisdir. Tobamoviruslarla yoluxmus nimunalards isa
yeni yuxari molekul ¢akisine malik APO1 izoformasinin amale galmasi agkar edilmisdir. Belalikls,
virusla yoluxmus nUmunalarde saglam niUmunaler ile muigayisede 3 izoforma muisahida
olunmusdur. Qvayakol-peroksidazanin izoferment tarkibinin elektroforetik yolla tadqigi zamani
pomidor bitkisinin yarpaglarinda qvayakol peroksidazanin nazarat variantinda 2 (QPO3, QPO4),
stres variantlarinda ise daha 2 yeni izoformanin amala galmesile 4 izoforma (QPO1, QPO2,
QPO3, QP0O4) asgkar edilmisdir. Virusla yoluxmanin daracasinden asili olarag QPO3 ve QP04
izoformalarin intensivliyi ehamiyyatli deracada dayigmisdir. Bela ki, nazaratle muqayisede stres
variantlarda QPO3-Un intensivliyi artmisdir, QPO4-Un intensivliyi ise azmisdir. Virusla yoluxma
yarpaq hudceyrelarinda yeni QPO1 va QPO2 izoformalarin amale galmasine sebab olmusdur.
Saglam yarpaqglarda benzidin proksidazanin asagi molekul coekili 6 izoformasi musahide
olunmusdur. Virusla yoluxma naticasinda butun variantlarda orta molekul ¢akili bir izoforma
(BPO2) va agir molekul cokili bir izoforma (BPO1) amale galmisdir. Eyni zamanda virusla
yoluxmug bezi numunelarde yungul molekul c¢akili BPO8 izoformasinin itmasi muigahide
edilmisdir. Elektroforetik analizin naticaleri spektrofotometrik yolla alinan naticalerle uzlasir:
peroksidazanin faalliginin dayismasi polipeptid xatlarin sayinin ve intensivliyinin dayismasina
uygun galmigdir. Bele ki, bazi nUmunalerde benzidin-peroksidazanin aktivliyinin digar yoluxmusg
namunsalerle mugayisadsa nisbaten asagl olmasi BPO8 izoformasinin itmasi onun ile izah oluna
biler. GUman olunur ki, bu fakt peroksidazalarin muiayyan genler tarefinden kodlasdirilan
izofermentlarinin funksiyalarinin dyranilmasine aydinliq gstira bilar. Alinan naticelarden bela
genaate galmak olar ki, har bir bitkide muayyan bir xasteliya qarsi onun 6zline xas mudafia
molekullari spektrindan ibarat cavab reaksiyasi yaranir.

Fitoplazma infeksiyali va sadlam bibar yarpaglarinda NAD-MDH aktivliyi spektrofotometrik
tayini naticasinde malum olmusdur ki, saglam biber nimunaleri ile mugayisedsa xesta
nimunsalerde fitoplazma infeksiyasinin tasirinden NAD-MDH aktivliyi artir. Bitki metabolizminda
muhidm rol oynayan va genis yayllmis NAD-MDH fermenti bitki orqanellalarinin akseriyyatinde
baslica rola malik aralig metabolitlerden biri olan malatin oksaloasetata va aksina ¢evriima
reaksiyasini hayata kegirir. Onlar mitoxondrilorde Krebs ddvraninin komponenti, sitozol ve
peroksisomlarda malat-aspartat satllari ve qlioksisomlarda [-oksidlesmade reduksiyaedici
ekvivalentlarin mubadilesinds istirak edir. Buna gbra da fitoplazma infeksiyasinin bitkinin
metobolizmina tesirinin aydinlasdiriimasi baximindan NAD-MDH fermentinin aktivliyi xesta ve
saglam Uzum bitkilarinde mugayisali tedqigi xUsusi shamiyyat kasb etmisdir.

AsAT fermentinin aktivliyi de xaste yarpaq nimunalarinde saglam yarpaq numunaleri ilo
mulgayisaede daha yuksek olmusdur. AsAT glitamat ve oksalasetat arasinda transaminlegsmae
reaksiyalarini, aspartat va 2-oksiglutarat amale galmasina gader kataliz edir, elace da butlin canli
organizimlerde, azotun glitamatdan aspartata dasinmasinda halledici rola malikdir. Fitoplazma
infeksiyasinin tesirindan bu fermentin aktivliyinin artmasi bitkinin biotik stresa qarsi1 6zinimudafia
mexanizminin ise diusmasi ils izah etmak olar.

Fitoplazma infeksiyasinin tasirinden xaste bibar nimunalerinda AIAT fermentinin aktivliyinin
artmasi musahide edilmisdir. AIAT fermentinin metabolik proseslerde asas rolu karbon
metabolizmi ila nitrat metabolizmi arasinda alaganin temin edilmasi ve piruvatin hliceyra daxilinda
naglinin hayata kegirilmasi, muxtalif abiotik ve biotik strese cavab reaksiyasidir. Fitoplazma
infeksiyalari sahib bitkilarde amin tursularin nagline manfi tesir gdsterir. Fitoplazma infeksiyasinin
tasirindan bitki yarpaglarinin floema borularinda amin turgularin naglinde mahdudiyyatler yaranir
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ki, bu da amin tursularin toplanmasina gatirib ¢ixarir. Amin tursularin naglinin inhibirlesmasi
bitkinin boyumasine manfi tesir gosterir ve cirtdanboylulugun yaranmasina sabab olur. Cunki
amin tursular béyima Ug¢ln vacib element olan geyri-Uzvi azotun siratli manimsanilasi Ugln
bdylik shamiyyst kesb edir. inkisaf etmakda olan yarpaglar, meristema toxumasi ve reproduktiv
organlar da daxil olmagla akser toxumalar amin tursularin naqli ile alagalidir. Boyima va inkisaf
proseslarinden basga amin turgularin qocalma proseslerinde ds istirak etdiyi giman olunur.
Belalikla, fitoplazma infeksiyalari zamani misahide olunan qocalma, blziusma alamatlerinin de
amin tursularinin artiq migdarinin toplanmasi ile izah etmak olar.

Muayyan edilmigdir ki, virusla yoluxmus tomat, bibar, xiyar ve fitoplazma ile yoluxmus bibar
numunsalarinds hall olan zulallarin miqdari, fotosintetik ve geyri-fotosintetik (xlorofil a, xlorofil b,
xlorofil a/xlorofil b, antosianin, karatinoidlar) pigmentlarin miqdari nazarat varianti kimi géttrtilmus
saglam numunalarle muqayisada kaskin azalmisdir. Bele dayigilikler xloroplastlarda fotosintetik
aparatinin elektron naqgliyyat zancirinde oksigenin reaktiv formalarinin (ROS) generasiyasi ve
bitkilerin fotosintetik apparatinda yaranan ciddi dayisiliklor hesabina bas vera bilar. Musahide
edilan biokimyavi dayisilikler eyni zamanda viruslarin tesirina garsi mudafis sistemlarinin tarkib
hissasi hesab edils bilar.

Tobamovirislarla (Tomato mosaic virus (TMV), Tobacco mosaic virus (ToMV), Pepper mild
mottle virus (PMMoV), TMV + PMMoV; TMV + ToMV; ToMV + PMMoV) yoluxmus pomidor
bitkisinin yarpaglarinda nisbi su tutumu, quru biokuttlanin migdari, glkisin-betain va prolinin Gmumi
miqgdari kimi bir sira fizioloji gostericilar saglam bitkilerle muqayisali sekilds tedqiq olunmusdur.
Aparilan analizlerin naticesi gostarmisdir ki, bitkinin virus ile yoluxmasi quru biokutlanin, glisin —
betainin, prolinin migdarinin artmasina, yarpaqglarda nisbi su tutumunun iss azalmasina gatirib
cixarir. Viruslarin tesirinden bitkide yaranan oksidlasdirici strese qarsi huceyreda bag veran
fizioloji - biokimyavi dayisiliklari bitkinin infeksiyaya qargi cavab reaksiyasi kimi giymatlendirmak
olar.

Virusla yoluxmus bitkilerde fotosintetik aparatin funksional vaziyystini xarakterize eden
flloressensiya parametri dyrenilmisdir. FS Il-nin fotokimyeavi reaksiyalarinin potensial kvant
¢iximinda (Fv/Fm nisbati) virusla yoluxmus tomat, bibar va xiyar nUmunalarinde saglam bitkilarla
mugayisade ahamiyyatli dayisilikler bas vermisdir. Virus patogenezi zamani fotokimyavi
effektivliyin  ahamiyyetli derecade azalmasi (Fv/IFm)  fotosintetik reaksiya markazlarinin
zadalenmasi va FS Il ve ya FS | —dan elektronlarin naqglinin pozulmasi ile alagadar ola bilar.

Saglam tomat va bibar bitkilerindan izols olunmus tilakoid membranlarin tarkibinde Mr 123-
10 kDa arasinda texminan 22 polipeptid muayyan edilmigdir. TMV virusu ile yoluxma xloroplast
membranlarinin zulallarinin terkibinds ve migdarinda shamiyyaetli dayisiliklara sebab olmusdur.
Virusla yoluxmus taravaz bitkilerin tilakoid membran zilalllarinin tadqiqigi 47 kD (FS Il-nin nlve
zulalllarr), 33 kD (oksigen ayirici kompleksin zulallar), 29-24 kD (LHCP Il isiqtoplayici
komplekslorin zllallar), 17-15 kD (pereferik zilallarin) sintezinin shamiyyatli deraceds
azalmasini gostarmisdir. Malumdur ki, 17-15 kDa pereferik zulallar FS 1l-nin oksigen ayirici
kompleksinin normal faaliyyati G¢ln lazimdir. FS Il-nin pigment-zilal kompleksinin qurulusunda
bas veran dayisiliklar xloroplstlarin zedslenmasi va ya zllal sintezinin ingibirlesmasi ile alagadar
ola bilar.

Ekoloji cehatdan tahlikasiz mudafie tadbirleri sisteminin hazirlanmasi Ggln xastaliyin muasir
molekulyar metodlarla diagnostikasi boyuk rol oynayir. Bunun Uglun patoloji prosessin muxtalif
marhalalerinda xastaliyin asas potensial simptomlarina gora aparilan vizual diagnostika, muasir
seroloji va molekulyar diagnostika metodlarinin inkisaf etdirilmasi ve optimallasdiriimasi boyuk
ahamiyyat kasb edir. Diger tarafdan bitlin dinya ahalisini narahat edan asas problemlardan biri
arzaq tehlukasizliyinin tamin edilmasi ve ekoloji cahatdan temiz gida mahsulunun alinmasidir. Bu
baximdan bitkileri yoluxduran virus va fitoplazma xastaliklarinin vaxtinda agkar olunmasi va eyni
zamanda patogen-sahib bitki alagalerinin Oyrenilmasi an aktual masslslarden biri hesab olunur.
Layihads islenilib hazirlanmis yeni spesifik Nested PZR test metodlari galecakde Azarbaycanin
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diger regionlarinda virus va fitoplazma xastsliklerinin diagnostikasi ve molekulyar identifikasiyasi,
hamginin, identifikasiya edilmig fitoplazma novlerinin genetik muxtslifliyinin tedqiqi tgun istifada
oluna biler. Virus va fitoplazma xastaliklerinin diagnostika ve identifikasiya metodlari
toravezcilikda akin materiallarinin yoxlanmasi va sertifikatlasdiriimasi tGgun tetbiq oluna biler.
Layihe coergivesinda fitoplazma 16 Sr RNT genlerinin Sanger ve  qgeyri- Sanger asasli
NextGeneration (454, llluminia/Solexa, Solid, lonTorrent va s.) metodlari ilo sekvens analizi; slds
olunan xromatogramlarin Staden Package program paketi ile redakte ve assambla edilmasi;
Phrap/Cross_match/Swat program paketi vasitesi ile Shotgun nukleotid ardiciliglarinin
assemblingi; Consed/Autofinish program paketi ile ardicilliglarin reviziyasi, assemblingin sona
catdirilmasi ve genomun annotasiyasi Ugun taqdim edilmasi; multiplet DNT/zulal ardicilliglarinin
dizlandirilmasi (alignment) asasinda MEGA6.06 programi ila filogenetik analiz kimi yeni maasir
molekulyar metodlar, elece da diger molekulyar-bioloji tadqigatlarin naticelarini tehlil etmaya
imkan veraen komputer metodlari ve programlar (Phred-, Phrap-, Consed, Staden kompduter
program paketlari ve onlarin xususi alsatleri, MEGAG.06 va s.) manimsanilerak tetbiq edilmigdir ki,
bu da galaecakda bu sahade aparilacaq tadqiqat islarinds genis istifade olunacaqdir.

Eyni zamanda sekvens analizi vo genomun annotasiyasi ugln programlarin manimsanilmasi
vo tatbigin nazari elmi shamiyyats, alinan naticelar ise hasarat-patogen, bitki-fitoplazma garsiligh
tosirlorinin ve bu tasirler zamani bas veron metabolik proseslerin  mexanizmlarinin dark
edilmasinda, bu zerervericilarin identifikasiyasi ve tdéretdikleri xasteliklorin diagnostikasinda,
hamginin  hamin zarervericilore gargl mubariza tadbirlerinin iglanib hazirlanmasinda praktiki
ahamiyyeat malikdir. Layihe g¢argivesinda aparilan fitopatoloji monitoringlar zamani sahibkarlar
vo kand tesarrufati iscileri il kegirilan goruslar arzinde onlarin virus ve fitoplazma xastalikleri
hagqinda daha ¢ox mealumatlandirilmasi xastaliklarin yayillmasinin qarsisinin almaga, bununla da
tarovazgilik tesarrufatinda virus ve fitoplazma xasteliklerinin vurdugu ziyani azaltmaga imkan
veracakdir. Alinmis naticalere esasen miuxtalif teravez sortlarinin xasteliklora garsi genetik
potensialininin  giymatlendiriimasi aparila bilar. Patogenlere davamli olan bitki genotiplarinin
muayyen edilmasi muasir dovrin an aktual masalesidir ve onlardan galacek seleksiya iglarinda
valideyn formalar kimi istifade oluna biler. Layihanin reallasmasi zamani virus-sahib organizm
garsiligh alagaleri, virus ve fitoplazma xastaliklerine davamliliq kimi prioritet istiqgamatlara toxunan
bir sira maragli naticelar alde olunmusdur ki, onlardan molekulyar biologiya, mikrobiologiya,
virusologiya kimi muasir elm sahslerinde aparilan muxtalif tedqigatlarda istifade oluna biler.
Layihadan alds olunan naticaler esasinda Azaerbaycanda tarevaz bitkilerini yoluxduran patogenlar
(virus, fitoplazma ve s.) hagqinda malumat bazasi islenib hazirlanaraq bitki xastalikleri Gzra
yaradilmig www.plantdisease-az.org milli saytina alave olunmus ve patogenler haqqinda mdvcud
malumat bazasinin zanginlagmasina imkan yaratmisdir.

Layiha tizra elmi nasrlar (elmi jurnallarda maqalslor, monoqrafiyalar, icmallar, konfrans materiallarinda
maqalalar, tezislor) (darc olunmus, ¢apa gabul olunmus ve ¢apa gondarilmisleri ayriliqda geyd etmakls,
uygun moalumat - jurnalin adi, némrasi, cildi, sehifalari, nasriyyat, indeksi, anact Factor, hammdtialliflor
va s. bunun kimi malumatlar - ciddi sekildes daqiq olaraq gosterilmalidir) (suratlorini kagiz iizarinda va CD
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Ixtira vo patentlar, samaralosdirici tokliflor

Layiha tizre ezamiyyatlor (ezamiyyoe bas tutmus teskilatin adi, sohar ve 6lks, ezamiyye tarixlari, homginin
ezamiyya vaxti bas tutmus miizakirelar, goriislar, seminarlarda ¢ixiglar va s. deqiq gosterilmslidir)

Layihe istirakgisi b.u.f.d. Nurmammad Mustafayev 1-11 iyun 2017-ci il tarixlerinde Fransanin
Bordo ssherinde yerlogen Fransa Milli Kend Teserriifati EImi-Tedgigat Institutunda (Institut
National de la Recherche Agronomique INRA Centre Bordeaux) elmi ezamiyyatda olmusdur.
Hoem talim, heam da tedqigat xarakterli ezamiyyat zamani layihade nazeards tutulan magsadlarla
(Azerbaycanda teravez Dbitkilerinde askar olunmus fitoplazmalarin ndv saviyyasinda
identifikasiyasi Ugun layiha c¢argivaesinds aparilan tedqigatlarda alde olunan 16S Nested PZR
mahsullarin sekvens analizi) yanasi imumiyystle genom ardicilliglarinin oxunmasi, assemblingi
ve mugqayisali analiz Usullarinin tetbigi zeruri olan diger molekulyar-bioloji tedgigatlarin naticelarini
tohlil etmaya imkan veren komputer metodlari ve programlar (Phred-, Phrap-, Consed, Staden
komputer program paketlari va onlarin xususi alstleri, MEGA6.06 ve s.) manimsanilarak layiha
gorcgivasinda aparilan tadqigatlarin naticalerina tetbiq edilmisdir.

Layiha tizra elmi ekspedisiyalarda istirak (egor varsa)

Layihe Uzra b.0.f.d. Nurmemmad Mustafayev, ©smar Huseynova, Sliyeva Ofelya, Kosayeva
Nergiz, Maharremova Seyda ve Abdulbagiyeva Sevda $Semkir, Gance, Samux, Goranboy,
Sabran, Salyan, ismayill, Seki, Quba, Xagmaz rayonlarinda, Abseron yarimadasinda ve
Bakiotrafl gosabaloerde elmi ekspedisiyalarda istirak etmislor.

Layiha tizra digar todbirlards istirak

(burada doldurmali)

Layiha m&vzusu tizro elmi maruzalar (seminar, doyirmi masa, konfrans, qurultay, simpozium vo s.
¢ixislar) (melumat tam sakilde gostarilmalidir: a) maruzenin novii: plenar, devatli, sifahi ve ya divar
moaruzasi; b) tadbirin kateqoriyasi: dlkedaxili, regional, beynoalxalq)

(burada doldurmali)

Layihe Uzre alinan naticelar 19-25 iyun 2016-ci il tarixinde Pusino saharinda kegirilon ve
professorlar Natan Nelson va Nicat Vazirogluna hasr olunan “Davamli inkisaf namina fotosintez
tedqgiqgatlar” 7-ci Beynalxalg konfransda divar meruzesi, 2-4 oktyabr 2016-ci ilde AMEA
Botanika Institutunun 80 illik yubileyine hesr olunan “Biomiixtalifliyin qorunmasina innovativ
yanasmalar” mévzusunda Beynalxalq konfransda 3 sifahi maruza, 27-28 aprel 2017-ci il tarixinda
Baki saharinda kegirilan ganc alim ve tadqiqatsilarin “Muasir biologiyanin innovasiya problemlari”
movzusunda 7-ci Beynalxalg konfransinda sifahi meruze, 11-16 mart 2017-ci ilde Sankt-
Peterburq saharinde kegirilon Biofizika ve molekulyar biologiya uzre genclarin XVIII qis
moktebinde sifahi meruze, 4-5 may 2017-ci il tarixinde Gence sehearinde Umummilli lider
H.9liyevin anadan olmasinin 94-cu ildonumuna hasr olunmus “Muasir tabist elmlarinin aktual
problemlari” mévzusunda Beynalxalq elmi konfransda sifahi maruzs saklinds taqdim olunmusdur.
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Layiha tizra alds olunmus cihaz, avadanliq ve qurgular, mal ve materiallar, komplektlosdirma
moamulatlar1

(burada doldurmali)
Sifarig olunan butln kimyavi mamulatlar alde olunmusdur.
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11 Yerli homkarlarla slagalor
AMEA Zoologiya Institutu, Azarbaycan Respublikasi Kand Tasarrufati Nazirliyinin Teravezgilik
ET Institutu ve ©kingilik ET Institutu, Azerbaycan Doévlaet Agrar Universiteti ile daimi slagaler var.

12 Xarici homkarlarla alagalor
Prof.Dr. Xavier Foissac (Fransa Milli Kend Tasarrifati Tadgiqatlari Institutu Bordo Markazinin
(INRA Centre Bordeaux) tedgiqatlar uzre direktoru, Université Victor Seégalen Bordeaux 2
Universitetinin professoru), Prof.Dr. Stephan Winter (Almaniya DSMZ Institutunun Bitki Viruslar
s6basinin mudiri), Prof.Dr. Filiz Ertunc (Ankara Universiteti, Kand tasarrifati elmleri fakultasi,
Bitkilarin muhafizesi gobesi), Prof.D.Kadriyye Caglayan (Muatafa Kamal Universiteti, Bitkilarin
muhafizasi s6basi) ve Prof. Dr. Mona Gazel (Mustafa Kamal Universiteti, Bitkilorin mihafizasi
sobasi) ila elmi emakdasliq aparilir.

13 Layiho mdvzusu iizro kadr hazirlig: (eger varsa)
Bakalavr saviyyasi Uzra - Hlseynova ©smar, “Molekulyar biologiya” ixtisasi Uzre magistrler
(Qurbanova Minays, Nemanli Lals, Bayramova Cemile) va biologiya Uzre falsefe doktorlari
(Maharramov llgar, Mirzeyeva Seamra) hazirlanir.

14 Sorgilordo istirak (ogor bas tutubsa)
Alinan naticaler ltaliyanin Milan ssherinds teskil edilon "Milan Expo-2015" Umumdiinya
sorgisinde numayis etdirilmisdir.

15  Tocriibsartirmada istirak ve tocriibe miibadilosi (egar bas tutubsa)
(burada doldurmal1)

16 Layiha movzusu ils baglh elmi-kiitlovi nasrlar, kiitlavi informasiya vasitalarinds ¢ixislar, yeni yaradilmis
internet sohifolari vo s. (malumati tam sokilde gostorilmalidir)
Bitki xasteliklari Uzre www.plantdisease-az.org milli sayti yaradilmisdir.

SIFARISCI: ICRACI:

Elmin Inkisafi Fondu

Bas maslahatci Layiha rahbari

Dasdemirova Xanim Faiq qiz1 Oliyeva Durna Rafail qiz1
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