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Salyan, ismayilli vo Abseron rayonlar: orazisindo hoyata kecirilon fitopatoloji monitoringlor zamam
iliziim yarpaqlarinin burulmasi xastaliyinin xarakterik slamatlorine malik bitki niimunalorinin seroloji
va molekulyar analizlori naticosindo Uziim yarpaglarimin burulmast virusu 3 (GLRaV 3) virusu askar
edilmisdir. GLRaV 3 virusla yoluxmus bitkilorin yarpaqlarinda NAD-malatdehidrogenaza (NAD-
MDH), aspartataminotransferaza (AsAT) vo alaninaminotransferaza (AIAT) fermentlorinin foalhqla-
r1, quru biokiitls, nisbi su tutumu, hsll olan ziilallarin va qlisin-betainin miqdan tadqiq edilmisdir.
Miioyyon olunmusdur ki, saglam bitkilorla miiqayisodo virus patogenezi zaman1t NAD-MDH fermen-
tinin faallif1 shomiyyatli doracads artdigr halda, AsAT vo AIAT transferazalarin foalhqlar azahr. Ey-
ni zamanda, virusla yoluxmus niimunslords nisbi su tutumunun miqdarimin azalmasi, quru biokiit-
Ionin, hall olan ziilallar va glisin - betainin miqdarinin artmasi miisahids edilmisdir.

Acar sozlar: Vitis vinifera, iiziim yarpaqlarinin burulmasi virusu 3, NAD-malatdehidrogenaza, aspartat-
aminotransferaza, alaninaminotransferaza, qlisin-betain

GIRIS

Miiasir molumatlara goérs, diinyada tizim bit-
kisini (Vitis vinifera L.) yoluxduran 20 miixtolif
fosiloyos aid 70-0 yaxin virus molumdur (Hannan et
al., 2016). Uziimiin miixtolif sortlarmi yoluxduran
virus xastaliklorinin say1 digar ¢oxillik meyva agac-
larm1 yoluxduran xastaliklora nisboton daha ¢oxdur.
Uziimiin virus xostoliklori arasinda iiziim yarpaqla-
rinin burulmast iqtisadi cohotdon daha tohliikoli
olub, 60%-o godor mohsul itkisino sabob olur
(Borgo et al., 2003). Xostoliklorlo yoluxma bit-
kinin inkisafinin dayanmasina, meyvalorin vo kok-
lorin zadslonmasine, miixtalif orqanlarda piqment-
losmonin amala golmasine vo metobolizmin miix-
tolif aspektlorinin (assimlyatlarin daginmasi, tonof-
fus, fotosintez vo s.) pozulmasina sobob olur vo
oksor hallarda bitkilorin mohv olmasina gatirib
cixarir (Cohen et al., 2003). Boazi hallarda isa virus
xostoliklori latent xarakter dasiyr. Umumiyyatlo,
tiztimiin virus xostoliklori sistemli vo xroniki xa-
rakter dastyir: yoluxmus bitkilorin vegetativ yolla
¢oxaldilmas: miitloq halda xasto okin materialinin
yaranmasi ilo naticolonir ki, bu da xastoliyin daha
genis oraziloro yayilmasina sorait yaradir. Yolux-
mus bitkilorde xloroz, sariliq, yarpaqlarm burulub-
qivrilmast va qurmizililiq kimi slamatlor migahida
olunur (Christov et al.,, 2007). Siddotli yoluxma
zaman bitkilorin yarpaglarinda nekrotik lokalorin
omolo golmosi miisahido edilir vo bu zaman oksar
hallarda bitki mahv olur. Klosteviruslar igarisinda
GLRaV 3 virusu diinyanin osas {ziimgiilik

regionlarinda agir iqtisadi ziyana sabab olur.
GLRaV 3 Ampelovirus cinsina daxil olan (ailo
Clasteroviri-dae) floema ila harokeat edon vo onunla
mohdudlasan, seroloji olaraq tiziim yarpaglarmin
burulmasi virusu ilo olagoli miioyyon edilmis
doqquz xostolikdon biridir (Montero et al., 2016).
Bu virusla yoluxma {iiziim bitkisindo mohsulun
azalmasi, mohsulun yetismasinin gecikmasi, bark
maddolorin hall olmasmin azalmasi, gilomeyvalordo
antosianinin miqdarmin azalmasi va titirlonon tur-
sulugun yiiksolmasi kimi bir sira fizioloji dayisilik-
lorin amolo galmosino sobab olur. GLRaV-3 virusu
yalmz {iziim cinsindon olan bitkilori yoluxduraraq
ag vo qirmizi lizim sortlarmin hamisina tasir edir.

Ampelovirus cinsina aid viruslar birtarkibli
(monopartite), xotti, miisbat, 16,9-19,5 kb ol¢itya
malik ssSRNA torkibli genomdan togkil olunmusdur.
GLRaV-3 (NY-1 izolyatinin) genomu 2004-ci ilds
tam sekvens olunmusdur. Onun genomu miivafiq
olaraq 158 vo 277 n.c. olmaqla translyasiya olun-
mayan UTR (untranslated region) saho ilo 13 agiq
oxunma ¢ar¢ivasindon ibarot (ORFs) 17919 n.c.-
don togkil olundugu miioyyan edilmigdir (Cohen et
al., 2003).

Molumdur ki, straf miihitin olverigsiz amillori
hiiceyrados oksigenin faal formalarinin (OFF) amola
galmasine sabab olur ki, bu da 6z névbesindo ok-
sidlogmo stresino gotirib ¢ixarir. Miixtolif tobiotli
patogenlora garst bitkinin davamliliq doracasi stres
vaziyyatlorinds bitkinin metabolizminds bas veron
doyisiliklora vo hayatilik gabiliyyastine cavabdeh
olan bir sira fizioloji vo biokimyavi gostaricilorla
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tomin olunur (Gara et al., 2003). Bitkilordo olve-
rissiz miihit soraitino va biotik streso cavab reaksi-
yasinda malat vo azot metabolizminds istirak edon
fermentlorin rolunun tadqiq edilmesi son zamanlar
on aktual problemlordon hesab olunur.

Bu baximdan, tadqiqat isinin magsadi - saglam
vo virusla yoluxmus tizim bitkisinin yarpaglarinda
bozi fizioloji gostoricilorin vo NAD-malatdehidro-
genaza, aspartataminotransferaza va alaninamino-
transferaza fermentlorinin faalliglarmin todqiqgine
hasr olunmusdur.

MATERIAL VO METODLAR

Tadgigatin obyekti. Tadqiqat isindo Salyan, s-
mayilli rayonlarmdan ve Abseron Elmi-Tadqiqat
Uziimgiilik vo Sorabgilig, Okingilik Elmi-Todgiqat
institutlarinin ~ tocriibs  sahalarindon  toplanilmis
saglam va xastalik simptomlarina malik tizim bitki-
sinin (Vitis vinifera L.) yarpaglarindan istifads
edilmisdir.

Seroloji diagnostika. Fitopatoloji monitoring-
lorin naticalorino asason klosteviruslarin xarakterik
simptomlart miioyyon edilmis vo xasto bitki niimu-
nalori ilkin olaraq vizual qiymstlondirilmisdir. Vi-
zual diagnostikanin naticalorine uygun olaraq virus-
la yoluxmus {iziim niimunalari seroloji metodlardan
(spesifik test-zolaqlardan vo immunoferment ana-
lizdon) istifads etmaklo yoxlanilmisdir (Huseynova
et al., 2016).

RNT-nin ekstraksiyasi. Xasta va saglam bitki-
lorin yarpaq niimunslorinden 30-50 mq gétiriilorak
ekstraksya {i¢iin nozordo tutulmus xususi steril
paketlordo tizarina 500 mkl ektraksiya buferi (TRI-
reagent) alava olunaraq homogen qarisiq alinana-
dok ozilmisdir vo 10 daq. miiddstine otaq tempera-
turunda saxlanilmisdir. Omoalo golmis suspenziya
pipetlo gotiiriilorok 1 ml-lik némrolonmis tyublara
keg¢irilmis va tizarina 100 mkl xloroform olave edil-
mig, vorteksdon sonra yenidon 10 doq miiddstine
otaq temperaturunda saxlanilmigdir. 13500 dovr/
doaq siiratlo 15 doqiqe sentrifuqalasdirilmisdir. Hor
tyubdaki tist fazadan 900 pl gétiiriilorok nomra-
lonmis yeni steril 1,5 ml-lik tyublara keg¢irilmis,
tizaring 250 pl izopropanol slave edilorak ehtiyatla
qarigdirildiqdan sonra 15 doqiqe orzinds otaq tem-
peraturunda saxlanilmis va 20 deqige 13500
dovr/doq stiratlo sentrifuqalagdirtlmigdir. Sentrifu-
qalasdiqdan sonra supernatant konarlagdirilmis vo
tyublarin dibino ¢okmiis RNT 2 dofs 75%-li eta-
nolda yuyularaq otaq temperaturunda qurudul-
musdur. Ekstraksiya olunmug RNT niimunalori hall
olmasi {ligiin 30 doq otaq temperaturunda saxlanil-
mig vo istifado edilmok tigiin -80°C temperaturda
soyuducuya qoyulmusdur.
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RNT-nin tomizlik daracasinin va qatiligimin
spektrofotometrik tayini. Ekstraksiya edilmis RNT
niimunslarinin tomizlik doracasi va qatiligt spektro-
fotometriya metodu ilo yoxlanilmigdir. Bunun {igiin
spektrofotometrde 260 vo 280 nm dalga uzunluqla-
rimnda RNT ntimunelorinin optik sixliglart 6lgiil-
misdiir. RNT-nin tomizlik deracasi 260 vo 280 nm-
do optik sixliglar arasindaki nisbato  (0S260/
0S280) asasan tayin edilmisdir.

RNT ekstraktlarinin RT-PZR vo PZR metod-
lart ila amplifikasiyasi. Ekstraksiya edilmis RNT
niimunslori RT-PZR metodu ils yoxlanilmisdir.
Reaksiya tigtin (1 niimuns tiglin): 2 ul RNT, 1 pl
LR3 8504v -3' praymer, 0,5 ul d NTP (2,5 mM), 4
ul RT (5x) buffer, 0,25 pl M-MLV (enzyme RT),
12,5 ul ddH,O0 istifado edilmigdir. Reaksiya 1 saat
olmagla 42°C-do aparilmigdir. Reaksiyani dayan-
dirmaq tigiin niimunalar 10 daqige 65°C-ds saxla-
nilmigdir.

RT-PZR mohsullart 1,5 %-li aqaroza gelinds
elektroforetik analiz olundugdan sonra PZR metodu
ilo amplifikasiya edilmisdir. Reaksiya ti¢tin (1 nii-
muno tictin): 2 pl kKDNT, 5 ul Tampon (5x), 1,5 pl
MgCl, (25 mM), 0,5 pl GLRaV-3 igilin spesifik
praymer (LR3 8504v -3 vo LR3 9445c -5°), 0,2
pl dNTP (25 mM), 15,1 pl dd H,O va 0,2 ul Tag
polymerase dan ibarst mix hazirlanmigdir. 1 niimu-
nd tiglin tmumi reaksiyanin hacmi 25 pl togkil et-
misdir. Reaksiya y1g1ldigdan sonra niimunslor DNT
Termal amplifikatora (Gene Amp PCR System
2720, Applied Biosystems) yerlagdirilmis va proto-
kola uygun ardicilligda program tortib olunaraq
PZR hoyata kegirilmisdir (flkin olaraq reaksiya
94°C temperaturda 3 doq. DNT zancirinin denatura-
siyasi, 94°C-do 30 san., 55°C-ds 30 san., 70 °C-do
50 san. olmagla 35 tsikl elonqasiya aparilmis vo
72°C do 10 doqiqo sintez tamamlanmisdir). Ampli-
fikasiyanin naticalori 1,5%-1i agaroza gelindo elek-
troforetik analiz edilmisdir.

Quru biokiitlanin tayini. Uziim yarpaglarinda
quru biokiitlonin migdarinin l¢tilmasi ti¢tin ovval-
co xosto vo saglam yarpaq niimunslorindon eyni
Olgiilordo kasiklor hazirlanmis va elektron torozido
kiitlosi toyin edilmisdir. Daha sonra hazirlanmig
yarpaq niimunalori 80°C temperaturda 24 saat ter-
mostatda saxlanildigdan sonra yarpaglarin quru
¢okisi toyin olunmusdur. Quru biokiitloni hesab-
lamaq ticiin agagidaki diisturdan istifado edilmisdir:
C=mym; x 100%. (C - kiitloys nozoron quru maddo
torkibinin %-lo ifadesi; m; -niimunsnin qurudul-
madan avval ¢akisi; m, -niimunanin qurudulmadan
sonraki ¢akisi).

Nisbi su tutumunun toyini. Virusla yoluxmus
tizim ntimunolorinds suyun nisbi miqdar1 (Tam-
bussi et al., 2005) metodikasina ssasen toyin edil-
migdir. Virusa yoluxmus vo saglam niimunolorin hor
birinin yarpagmm morkozi hissosindon 5-10 sm?



hisso kasilorak ilkin ¢okisi Sl¢iilmiisiir. Daha sonra
nimunoalor Petri kasalarinda tizorini distillo suyu
Ortonadok soyuq temperaturda 24 saat saxlanil-
migdir (suyu dondurmamagq sorti ila). Yarpaglarm
doymus ¢okisini dl¢diikdon sonra 80°C-do 24 saat
onlar qurudulmus va quru ¢okisi do Ol¢iilmiisdiir.
Su gostaricilori asagidaki diisturla hesablanmisdir:
SNM=100%Mf-Md)/(Mt-Md) (Mf - ilkin ¢oki; Mt
— su ilo doymus ¢oki (yas ¢oki); Md — quru ¢oki).

Bitki ekstraktlarimin hazirlanmasi. Yarpaqglar
govdodon ayrilmis, distillo suyu ilo yuyuldugdan,
filtr kagiz1 ilo qurudulduqdan sonra xirda hissalors
dogramilmis vo havongdostodo kvars qumunun isti-
raki il 2 daqiqe miiddstinds 20 MM MgCl,-6H20,
1 MM EDTA, 5 mM DTT, 20% dliserin vo 0,5%
polovinilpirrolidon torkibli, 100 mM Tris-HCI (pH
8,0) bufer mohlulunda homogenizasiya olunmus-
dur. Bu amaliyyat 1 q yarpaga 5 ml bufer mohlulu
olave etmoklo +4°C temperaturda aparilmigdir. Ali-
nan homogenat ikigat kaprondan siiziildiikdon sonra
niivadon vo pargalanmayan bitki toxumalarmdan
azad olunmaq ti¢tin avvalca 10 doq 10000 g siirati
ilo sentrifuqalasdirilmigdir. Cokiintii atildigdan son-
ra supernatant maye fermentlorin faalliqlarinin tod-
qiq olunmas1 mogsadi ils istifado olunmusdur.

NAD-malatdehidrogenaza (NAD-MDH, EC
1.1.1.37) fermentinin faalliginin tayini. Reaksiya
miihiti 10 mM oksalasetat (OAA), 10 mg/ml 6kii-
zlin zordab albumini (BSA), 10 mM MgCl,, 12 MM
NAD-H vo 10 pl ferment preparati olan 100 MM,
pH 8,0, Tris-HCI buferindon ibarstdir. NAD-MDH
reaksiyasi reaksiya mihitino substrat (10 mM
OAA) olava etmokla baglayir (Scheibe, 2004).

Aspartataminotransferaza (AsAT, 2.6.1.1.)
fermentinin faalliginin tayini. Reaksiya miihitinin
torkibi 1,0 ml G¢tin 2,5 mM 2-oksiqlutarat, 2,5 mM
Na-aspartat, 5 uM piridoksal 5-fosfat, 0,2 mM
NADH, 2 mM EDTA, 3U MDH and 25 mM Tris-
HCI (pHS8,5 ) vo 25mkl ferment ekstrakti alava olu-
nur (Alfonso and Briiggemann, 2012).

Alaninaminotransferaza (AIAT, 2.6.1.2.) fer-
mentinin faalligimin tayini. Reaksiya miihitinin
torkibi 1,0 ml 10 mM 2-oksiglutarat, 0,28 mM
NADH, 1,2 U LDH, 70 mM alanin vo 100 mM
Tris-Hel (pH8,0) vo 50 mkl ferment ekstrakti olavo
olunur (Horder and Rej, 1983).

Hor ti¢ fermentin foalligi spektrofotometrik
(Ultrospec 3300 pro, Amersham, USA) metodla to-
yin olunmusdur. Olgmolor 1,0 ml hocmli spektro-
fotometrik kiiveytlorde 340 nm dalga uzunlugunda
1 daqiqo arzinds apartmigdir.

Ziilallarin migdarinin tayini. Hall olan ziilal-
larin imumi miqdar1 0,12%-li Coomassie Brilliant
Blue G-250 mohlulunun kémayi ilo spektrofoto-
metrik yolla toyin olunmugdur (Sedmak and
Grossberg, 1977).

GLRaV 3 Virusu ilo Yoluxmus Uziim (Vitis vinifera L.)

Qlisin-betainin migdarimin tayini. Qlisin-be-
tainin miqdar1 (Grieve and Grattan, 1983) metodu-
na osason toyin edilmigdir. Ronglonmis mohlulun
optik sixligr spektrofotometrds 365 nm dalga uzun-
lugunda ol¢iilmiisdiir. Qlisin betainin miqdar1 stan-
dart soklinds qlisinbetain kommersiya preparatin-
dan (Serva, Almaniya) istifade etmoklo kolibr ayri-
sing asason miloyyon olunmusdur.

NOTICOLOR VO ONLARIN MUZAKIROSI

Fitopatoloji monitorinqlor zamani qurmizi
tiztim sortlarinin yarpaqlarinda virus xastaliklorinin
osas olametlori olan ana damar ve osas damarlar
yasil qalarkon damar aralarinda qirmizi vo tiind
qurmizi lokolorin amalo golmasi, yarpaq ayasinin
moarkazi hissesinde damardaxili laminalarin qizar-
mas1 vo konarlara dogru yasil damarlarin olmasi,
yarpaglarm konarlarmin asagiya dogru burularaq
qayigabonzor forma almasi miisahido edilmigdir.
Ag tztim sortlarinin yarpaqlarinda ise sarmmtil vo
mozaik-sar1 lokelorin amala golmosi, bazi hallarda
yarpaglarin burulmasi, yarpaq ayasmin sothindo
kalokatiirliik, yarpaqda nekroz lokalorin amolo gol-
moasi kimi xarakterik alamotlor miisahido edilmisdir
(Sakil 1). Toplanmig {iziim niimunalori vizual diaq-
nostikanin naticalorine uygun olaraq, miixtalif indi-
kator-seroloji metodlarla analiz olunmus vo nati-
code Uziim bitkisinde diinya iizra genis yayilmuis,
ciddi xostoliklora sabab olan iiziim yarpaqlarinin
burulmasi virusu3 (GLRaV 3) Saperavi vo Nar¢igo-
yi qara {iziim sortlarinda agkar edilmisdir.

Uziim bitkisinds askar olunmus virus xastalik-
lorinin molekulyar diagnostikasini hayata kegirmok
maqsadile seroloji analizlorin naticolerine gora po-
zitiv nimunalordon RNT ayrilmis vo RT-PZR me-
todu ilo yoxlanilmigdir. RT-PZR amplifikasiyasi
zamani lizim yarpaqlarmnimn burulmasi virusu {igiin
spesifik praymerlor olan LR3 8504v (3° -
ATGGCATTTGAACTGAAATT-5") vo LR3
9445¢ (5’-CTACTTCTTTTGCAATAGTT-3’) se-
¢ilmigdir. Naticodo gozlonilon dlgiide 942 bp uzun-
lugunda fragment sintez olunmusdur (Sakil 2).

Miixtalif abiotik va biotik stres amillorinin to-
siri zamani bitkids an ¢ox Oyranilen fizioloji goste-
ricilorden biri do quru biokiitlonin miqdaridir. Quru
biokiitlo bioloji materialda suyun oldugunu istisna
etdiyi ticlin bitkilorin kiitlosini gdstoran on diizgiin
gostarici sayilir. Umumi quru biokiitls ¢ox vaxt
bitkinin inkigafinin vo bdyiimesinin qeydos alinmasi
tictin olgtliir, ¢iinki vegetativ organlarin (kok, gov-
do, yarpaq) quru biokiitlosi, imumiyyatls, repro-
duktiv kitls ilo six alagalidir. Quru biokiitla, eyni
zamanda bitki materialinin keyfiyyatini qiymetlon-
diron osas gostaricilordon biridir.
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Sokil 1. Uziimiin yarpaqlarinin burulmast virusu 3 ilo yoluxmus {izim niimunslorinds miisahido
olunan xarakterik simptomlar. A, B - qara tiziim sortlar1, C, D - ag {iziim sortlart.

M12 34 5 6 7 % 9 1011 1213 14151617 M

10 11 12 13 14 15 16 17

Sokil 2. Miixtalif tiziim niimunslorinds Uziim yarpaqlarinin burulmasi virusu 3 virusunun seroloji
(immunostrip vo ELISA) vo molekulyar (RT- PZR metodu) diagnostikasi. M -100 bp DNA ladder.

Bu baximdan, quru biokiitlonin bitkinin fizioloji vo-
ziyyatini qiymoatlondiron gostoricilordon biri oldu-
gunu nozaro alaraq, todgigat zamani Uziim yarpag-
larinin burulmasi virusu 3 ilo yoluxmus tiziim nii-
munoalarinds quru biokiitls toyin edilmisdir.
Tadqigatlar neticesinds virusla yoluxmus nii-
munalorde saglam niimunalorls miigayisede quru
biokiitlonin shomiyyatli deracads artmasi miisahide
edilmigdir (Cadval 1). Suyun nisbi miqdar1 vo quru
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biokiitlonin 6l¢iilmasi zamani oldo edilmis naticalor
bir-birini tamamlamigdir. Belo doyisiliklor virusla-
rin tosirindon bitkido yaranan stres zamani yarpaq-
larda tonoffiisiin artmast vo fotosintetik aktivliyin
azalmasi ilo olagodar ola bilor (Gongalves et al.,
2013). Digor tadqiqat islorinde patogenlarin bitkido
CO; assimilyasiyasina neqativ tasir etmasi ilo yana
s1 yarpaqglarda su tutumuna da monfi tesir gostor-
mosi miigahido olunmusdur (Montero et al., 2016).
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Cadval 1. GLRaV 3 ila yoluxmus bitki ntimunalarinds quru biokiitls, suyun nisbi tutumu, qlisin-betain va hall olan

ziilallarin miqdari.

Uziim sortlar Quru biokiitla, % | Nisbi su tutumu, % Holl olan zillallar, Qllsm—betalp,
mgq/ml mgq/q quru Kiitlo
Saperavi 1 28 86 15,00+1,76 32,00+1,27
11 44 75 18,00+0,88 48,00+0,58
Nargicoyi 1 36 82 22,00+£2,51 21,00£1,02
11 47 68 24,00+2,04 42,00+1,09

I - saglam bitki; I — GLRaV 3 ilo yoluxmus bitki

Bozi miislliflor viruslarm tesiri zamani bitkido bas
veran fizioloji doyisiliklori bitkinin streso qarst hi-
persensetiv cavab reaksiyalar1 ilo olagolondirirlor
(Radwan et al., 2007; Hannan et al., 2016).

Suyun nisbi miqdar1 (SNM) fizioloji noqteyi
nazordon, hiiceyrads su qithigi vo ya ¢atigmamazlig
kimi qiymetlondirilir. SNM yarpagin tam hidratlag-
mis va tamamilo mahv olmus vaziyyatindoki suyun
tutumu olub miixtalif alverigsiz amillerinin tesirine
qgarst bitkido suyun voziyystini dyronmoyo kdmok
edon gostoricidir. Aparilan todgiqatlar zamant vi-
rusla yoluxmus yarpaq niimunalarinde SNM gosto-
ricisi saglam niimunalor ilo miigayisads xeyli asagi
olmugdur (Cadval 1). Oxsar noticolor TMV virusu
ilo yoluxdurulmusg bibar bitkisindo do olds edilmis-
dir (Synkova et al., 2006; Al-Saleh et al., 2007).
Uziimiin bir nego sortu {izorindo todgiqatlarda
GLRaV 3 ilo yoluxmus bitkilordo saglam niimuno-
lorlo miiqayisado vegetativ orqanlarin inkisafinin
zoiflomasi, yarpaglarin sathinin kigilmosi, nisbi su
tutumunun azalmasi miisahido edilmisdir (Mar-
kovi¢ et al., 2014). GLRaV 3 virusu (Cui et al.,
2015), Grapevine leafroll viruslar1 (Tanne et al.,
1996) vo Grapevine fanleaf virus (GFLV) (Abra-
cheva et al., 1994) ilo yoluxmus tiziim niimunslori
ilo in vitro goraitdo aparilan todqiqatlarda da oxsar
naticolor alinmisdir.

Miihitin olverissiz amillori olan miixtalif abio-
tik vo biotik stress faktorlarin bitkilords hoall olan
ziilallarm miqdarma tesir gostarmoesi molumdur.
Virus infeksiyalarmimn da bitkilords hall olan ziilal-
larin migdarma tasir etmasi ¢oxlu sayda tadqiqatlar-
da miioyyon olunmusdur. GFLV va GLRaV 3 vi-
ruslar1 ilo yoluxmus yarpaqlarda holl olan ziilallarin
miqdarmin artmas1 miioyyon edilmisdir (Sampol et
al., 2003). Eyni zamanda, GLRV virus infeksiyasi-
nin tesirindon tizimds hall olan ziilallarm miqdari-
nin artmasi bas verir (Bertamini et al., 2004;
Moutinho-Pereira et al., 2012). BBTV virusu ilo
yoluxmus banan bitkisinde (Haq et al., 2012),
PLRV va ya PVY viruslar ilo yoluxmusg kartof bit-
kisindo (Li et al., 2013) anaoloji naticolor oldo
edilmisdir.

Cadval 1-don gorondiyi kimi, GLRaV 3 viru-
su {liziim yarpaglarmda hall olan ziilallarin miqda-
rinin artmasina sabab olmusdur. Guman olunur ki,
hall olan ziilallarin miqdarinin artmasi virus infek-
siyasmnin tosirindon bitkids yaranan oksidlosdirici

stresa cavab olaraq ziilallarin {imumi sintez proses-
lorinin artmasi ilo olagoadar ola bilor (Maroco et al.,
2002).

GLRaV 3 infeksiyasinin tosirindon {iziim bitki-
sindo bas veron biokimyavi doyisikliklorin todqiqi
mithiim shamiyyate malikdir. Bu moagsadlo bitki-
lorde metabolizm proseslarinde miihiim rol oynayan
bazi fermentlorin (NAD-MDH, AsAT va AIAT)
foalliglart saglam va virusla yoluxmus tizim sort-
larmin yarpaqglarinda miiqayisoli gokildo &yronil-
migdir. NAD-malatdehidrogenaza (l-malat-NAD-
oksidoreduktaza) bir ¢ox metabolik proseslords,
masalon, tigkarbonlu tursular va qlioksilat dévranla-
rinda, amin tursularinin sintezinds, gliikoneogenez-
do vo metabolitlorin sitozolla subhiiceyra orqa-
noidleri arasinda miibadilesinds istirak edir
(Nicholls et al., 1992). Bitkilorde genis yayilmis
NAD-malatdehidrogenaza fermentinin istiraki ilo
bitki metabolizmindo yaranan malat miixtolif pro-
sesloro qosulmagqla, bitkilorde hayati ohomiyyat
kasb edon adaptiv reaksiyalarin yaranmasinda mii-
hiim rol oynayiwr. Bu ferment araliq metabolitlordon
olan malatin oksaloasetata vo oksina ¢evrilmo reak-
siyasini hayata kecirir. Eyni zamanda, mitoxondri-
lorde Krebs tsiklinin komponenti, sitozol, peroksi-
somlarda vo qlioksisomlarda malat-aspartat miiba-
dilesindo igtirak edir (Nunes et al., 2005; Schertl,
2014; Scheibe, 2004). Buna géro do virus infeksi-
yasinin bitkinin metobolizminag tasirinin aydinlagdi-
rilmast baximindan NAD-MDH fermentinin foal-
181 xosto vo saglam iiziim bitkilorinds miiqayisali
todqiqi xtisusilo ohomiyyatlidir. Miixtolif tizim
sortlarinin xosto va saglam yarpaglarinda NAD-
MDH foallig1 spektrofotometrik yolla toyin edilmis-
dir (Codval 2). Saglam {iziim sortlar1 ilo miigayiso-
do virus infeksiyasinin tosirindon tadqiq edilon nii-
munslorin hamisinda NAD-MDH faallig1 artmigdir.

Mbolumdur ki, azot metabolizmi fermentlorinin
foallig1 transkripsiya soviyyesindo tonzimlonir vo
infeksion xastaliklor zamani miithiim rol oynayir
(Ward et al., 2010). Aspartataminotransferaza ilkin
azot assimlyasiyasinda, reduksiyaedici ekvivalent-
lorin naglinds vo hiiceyro subkompartmentlori ara-
sinda karbon vo azot ehtiyatinin qarsiliqli miibadi
lasinds asas rol oynayir (Gantt et al., 1992; Martins
M., 2002; Torre, 2014; Gaufichon et al., 2015).
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Cadval 2. Uziim yarpaglarmin burulmas: virusu 3 ilo yoluxmus bitki niimunslorinds NAD-MDH, AsAT va AIAT

fermentlorinin foallig1

Uziim sortlart NAD-MDH ASAT AIAT
mkmol OA/mg ziilal. doq U/mg ziilal U/mg ziilal
Saperavi 1 1,53+0,92 0,42+0,84 0,92+0,96
11 1,84+1,05 0,26+0,98 0,66+1,08
Narcicayi 1 1,42+0,86 0,61+1,04 0,81+1,02
11 1,85+1,02 0,56+0,84 0,76+0,94

I - saglam bitki; I — GROV 3 ila yoluxmus bitki

Bitkilorde AsAT fermentinin subhiiceyra organoid-
lorinda, sitozolda, xloroplastlarda, mitoxondrilords
vo peroksisomlarda bir nego izoformasi lokalizo
olunur (Duff, et al 2012). AsAT fermentinin foal-
liginda iso xosto bitkilorlde saglam yarpaq niimu-
nalari ilo miiqayisade shomiyyatli deraceds doyisik-
liklor miisahido olunmamigdir (Codval 2).
Alaninaminotransferaza metabolik proseslordo
holledici rola malik fermentlordon biridir. AIAT
fermenti alanin vo 2-oksiqlutaratin piruvat vo gliita-
mata cevrilmasi reaksiyasini kataliz edir. Bu piro-
daksal-fosfat asili ferment bitki metabolizmindo,
asasan, karbonun ilkin miibadilosinds vo amin tur-
sularm sintezinds mithiim rol oynayir (Kendziorek
et al.,, 2012). Bozi bitkilorin peroksisomlarinda vo
mitoxondrilorinds bu ferment homoloji olaraq foto-
tonaffiis vo metabolizmin tanzimlonmasinds istirak
edir (Shrawat et al., 2008; Good, 2007; Niessen et
al., 2012). Muxtalif abiotik stresloras, virus vo pato-
genlora cavab reaksiyalarmin formalagsmasinda da
AIAT mithiim rol oynaywr (Kim et al., 2005; Mi-
yashita et al., 2007). Alanin vo AIAT fermentinin
bitkilords olverissiz miihit soraitino vo biotik streso
cavab reaksiyasinda rolunun todqiqi son zamanlar
on aktual problemlordon hesab olunur. Virus infek-
siyasinin tiziim bitkisindo yaratdigi metabolik do-
yisikliklorin gdstoricisi kimi, alaninaminotransfe-
raza fermentinin foalligi da xasto vo saglam yarpag-
larda miigayisali sokilds toyin edilmisdir (Cadval 2).
Virus infeksiyasinin tosirindon biitiin xosto iziim
sortlarinda AIAT fermentinin aktivliyinin azalmasi
miisahido edilmisdir. Saperavi sortunda Nar¢igayi
sortuna nisbaton har iki amino-transferazanmn faalli-
81 daha ¢ox azalmisdir. Infeksiyanin tosirinden bitki
yarpaglarmin floema borularmda amin tursularinin
naglinde mohdudiyyatlor yaranir ki, bu da onlarin
toplanmasina gatirib ¢ixarir. Amin tursularin naqli-
nin inhibirlosmesinin yiiksok haddinde AIAT vo
AsAT-1n aktivliyinin azalmasi miisahido edilir, bu
iso bitkinin boylimasino vo mohsuldarliga monfi to-
sir gostarir. Belalikla, aparilan todqiqat isi gostor-
migdir ki, Nar¢igayi sortu Saperavi sortuna nisbaton
GLRaV 3 infeksiyasina gars1 daha davamhidir. Qar-
gidali ilo aparilan tadqiqatlarda xarici mithitin abio-
tik amillorinin va elaco do patogenlorin tasirinden
AIAT fermentinin foalligimin doyisilmesi gosteril-
migdir (Subbaiah, Sachs, 2003). AIAT fermentinin
metabolik proseslords asas rolu karbon metabolizmi
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ilo nitrat metabolizmi arasinda slagonin tomin edil-
masi va piruvatin hiiceyrs daxilinds noglinin hoyata
kegirilmosi, miixtalif abiotik va biotik stresa cavab
reaksiyasidir.

Qlisin-betain (QB) dordlii ammonium birlag-
molari qrupuna aiddir. QB qlisinin mehsuludur va
hiiceyro membranin fosfolipidlorinin sintezindo ak-
tivator rolunu oynayir. Onun bakteriya vo bitkilor-
do sintez olunmaginda asas rolu xolin vo iki fer-
ment (xolin monooksigenaza vo betain dialdehid
dehidrogenaza) oynayir. Bir sira biotik vo abiotik
stres amillorinin tesirindon onun yarpaqlarda top-
lanmasi1 hallar1 mtgahide olunur. Osmolit va pro-
tektor rolunu oynayan qlisin betain hiiceyrs daxilin-
do osmotik balansi tonzimlomokls bitkinin stresdon
miidafissindo (Robinson and Jones, 1986; Ma u
ap., 2007), antioksidant fermentlorin vo 2-ci FS-in
oksigen ayiran kompleksine aid membran ziilallari-
min qurulusunun stabillogsmasinds (Rajase-karan et
al., 1997) istirak edir. Bir ¢ox miialliflorin fikrinco,
stres soraitinde QB fotosintetik aparatin foaliyyatini
tonzimlomaoklo, bitki hiiceyralerini zadslonmalerden
goruyur. Belo ki, digor kigik molekul kiitloli azotlu
birlosmoalorlo miiqayisads, QB Rubisko vo FSII-nin
oksigen ayiran kompleksini daha effektiv miidafio
edir (Sakamoto, Murata, 2002; Allakhverdiev et al.,
2003). Bizim tadqiqatlarda glisin betainin miqdar1
virusla yoluxmus niimunslords saglam bitkilorlo
miigayisada yiiksak olmusdur va bu artim ikinci nii-
munads (~2 dofs) daha nazaragarpandir (Cadval 2).

Alman naticolor asasinda belo gonasto golmok
olar ki, tizim bitkisindo virus infeksiyasi zamani
bas veran fizioloji vo biokimyovi doyisiliklor bitki-
nin infeksiyaya qgarsi cavab reaksiyasi kimi qiymot-
londirils bilar.
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Hccnenoanne ®usnonornvyeckux IMokaszareseil 1 AkTuBHOCTH PEpPMEHTOB,
Ceszannbix ¢ Metaboanzmom Masata u A3ota B Jluctesix Bunorpana
(Vitis vinifera L.), 3apa:kennbix Bupycom GLRaV 3

H.®. CyaranoBa, H.K. Baiipamosa, /I.P. AnueBa, Y.A. I'ypoanosa, U.M. I'yceiinoBa
Hucmumym monexynapuoii buonozuu u ouomexronozuu HAH Azepoaiioxcana

ITpu npoBeaeHun (HUTONATOIOTHUECKUX MOHUTOPUHIOB B CalbsHCKOM, VICMaMJUIMHCKOM U AMNIIEPOHCKOM
paiioHax OBLIH COOpaHBI paCTEHUS BUHOTPAIa ¢ XapaKTepPHBIMH ITPU3HAKAMI OOJIE3HH CKPYUHBAHIS JHCTHEB
BUHOIpaja. B pe3ynbTaTe aHanu3a pacTUTEIbHOTO MaTepuasa ¢ IMOMOILBIO CEPOIOTNYECKUX U MOJEKYJIIp-
HBIX MCTOJIOB JMArHOCTHKH OBLT BEISBJICH BHUPYC CKpydYHBaHUs JUCTheB BuHOrpana 3 (GLRaV 3). Oxno-
BpPEMCHHO OBbITa HccleqoBaHa akTMBHOCTHL (hepmenToB HAJl-mamataermaporenassl (NAD-MDH), acmap-
tatamuHorpancdepassl (AsAT) u ananunamunorpancdepassl (AlAT), a Takxke HEKOTOpble (HU3HOIOTH-
YecKhe MapaMerpbl, TaKhe KaK COAEp)KaHHe PACTBOPUMBIX OEIKOB, CyXOro BeLIecTBa, OTHOCUTENbHOE
coJiepkanue BoJibl (OCB) u riunun O6eranHa. BoisiiieHo, uto aktuBHOCT NAD-MDH 3HaunTe15HO MOBBI-
maeTcs, B TO BpeMsl Kak akTUBHOCTH TpaHcdepas ASAT u AIAT yMmeHpmmaercsi B 3apakCHHBIX JIUCTHSIX 11O
CPaBHEHHIO CO 310poBbIMU. Takie OOHApPYKEHO IOBBIIIEHUE COJEPKAHMUS PACTBOPUMBIX OEIKOB, CyXOro
BeIlleCTBa U InIiHa OeranHa U ymeHblieHHe OCB. OOHapyxeHHble (U3MOTOrHUSCKUe U OMOXUMHYECKUE
M3MCHCHUSI MOXXHO OLICHHUTH, KaK OTBETHBIC PCAKLIUH PACTCHHS HA 3aPaKCHNUC BUPYCOM.

Kntoueswie cnosa: Bunoepao, eupyc ckpyuusanue aucmoves unocpada 3, maiamoecuopoenasa, acnapmams-
amunompancgepasza, araHuHamunompancpepasa, enuyur bemaun

Study Of Physiologycal Traits And Activities of Enzymes Linked to Malate And
Nitrogen Metabolism of GLRaV 3 Infected Grapevine (Vitis vinifera L.) Leaves

N.F. Sultanova, N.K. Bayramova, D.R. Aliyeva, U.A. Qurbanova, I.M. Huseynova
Institute of Molecular Biology & Biotechnology, Azerbaijan NAS

During phytopathological surveys plant samples with grapevine leaf roll virus disease symptoms were
collected from Salyan, Ismayilli and Absheron regions. Detection of Grapevine leafroll-associated virus 3
(GLRaV-3) was detected in the collected symptomatic leaves using serologycal and molecular methods. At
the same time, activities of some enzymes linked to malate and nitrogen metabolism such as malate
dehydrogenase, aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase and changes in the content of
glycine betaine, soluble proteins, relative water content and dry biomass were also investegeted. It was found
that activies of NAD-MDH were increased during patogenesis compared to healthy plants and the activies of
two transferazes were reduced. It was also determined that virus infection caused an increase of glycine
betaine, content of soluble proteins, relative water content and decrease of dry biomass amount.

Keywords: Vitis vinifera, Grapevine leafroll virus 3, malate dehydrogenase, aspartate aminotransferase,
alanine aminotransferase, glycine betaine
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