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Аннотация. Ушбу тадқиқот иши Тошкент вилояти Генетика ва ўсимликлар 

экспериментал биологияси институти тажриба майдонида экилган буғдойнинг бир 

нечта навларида арпанинг сариқ паканалик вируси штаммларининг тарқалиши ва уларни 

полимераза занжир реакцияси усулида аниқлашдан иборат 
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ИДЕНТИФИКAЦИЯ И МОЛЕКУЛЯРНАЯ ДИАГНОСТИКА ШТАММОВ ВИРУСА 

ЖЁЛТОЙ КАРЛИКОВОСТИ ЯМЕНИЯ 

Аннотация. В данной научно-исследовательской работе приведены сведения о 

распространенности штаммов вируса желтой карликовости ячменя на нескольких 

сортах пшеницы, посеянной на экспериментальном участке института Генетики и 

ээкспериментальной биологии растений Ташкентской области, их идентификация 

методом полимеразной цепной реакции. 

Ключевые слова: вирус жёлтой карликовости ячменя, полимеразная цепная 

реакция, штамм 

IDENTIFICATION AND MOLECULAR DIAGNOSTICS OF BARLEY  

YELLOW DWARF VIRUS 

Abstract. This research work provides information on the prevalence of the strains of 

barley yellow dwarf virus on several wheat varieties planted on the experimental field of the 

Institute of Genetics and Experimental Plant Biology in the Tashkent region, their identification 

by the polymerase chain reaction method. 
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КИРИШ  

Ер юзида ғалла ўсимлигини касаллантирувчи вируслар сони 100 дан ошган бўлиб, 

Европа мамлакатларида уларнинг 40 га яқини идентификaция қилинган. Шулардан 

Ўзбекистонда Арпанинг сариқ паканалик лютеовируси, буғдойнинг йўл-йўл мозаика 

потивируси ва арпанинг сариқ йўл-йўл мозаика рабдовируслари аниқланган [Горбунова 

1966], [Кадирова 2002]. 

Ўзбекистон Республикаси вилоятлар кесимида ғалла ўсимлигида учрайдиган 

вирусларининг тарқалиш даражаси ўрганилган. [Кодирова.3.H.,Махмудов.Т.Х, 2020].  

Ғалла ўсимлигида учрайдиган Арпанинг сариқ паканалик вируси (АСПВ). лютеовируслар 

гуруҳига кириб, деярли барча ғалла етиштирувчи мамлакатларда тарқалган. АСПВ сферик 

шаклга эга бўлиб, диаметри 25 нм га тенг. АСПВ нинг тозаланган препаратидаги 

седиментaция коэффиценти 115-118 S , вириони 28% нуклеин кислота ва 72% оқсил, 
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геноми бир ҳалқали РНК дан иборат. Исссиқлик тасирида инактивация нуқтаси 60°-75°С 

ни ташкил этади. Вирионлар ўсимликлар флоэмасида тўпланади.Унинг асосан 5 та 

штамми аниқланган бўлиб,улар PAV, MAV ,SGH, RMV ва RPVлардир., АСПВ-PAV штамми 

деярли барча ҳудудларда тарқалганлиги аниқланган [Z.Kadirova, H.Makkouk,2004, 

T.Махмудов 2021]. Ўзбекистон ҳудудида АСПВнинг штаммлари нитроцеллюлоза 

мембранасида  иммуноблотинг усулида аниқланган бўлиб, ҳозирги кунда полимераза 

занжир реакцияси(ПЗР) усулида фитопатоген вирусларни диагностика қилиш замонавий 

аниқ ташҳис қўйиш усулларидан бири ҳисобланади. Бугунги кунда Ўзбекистонда бир 

қатор вируслар, жумладан картошканинг Х вируси, олхўри чечаги вируси, беда мозаика 

вируси каби вирусларни ПЗР усули ёрдамида молекуляр диагностика, вирус 

штаммларининг молекуляр идентифкaцияси амалга оширилган ҳамда вируснинг ўсимлик 

айрим физиологик хусусиятларига таъсири ўрганилган  [Fayziyev, 2020, Нusanov, 2020].  

Ушбу илмий тадқиқот ишининг мақсади, Тошкент вилояти иқлим шароитида 

тарқалган арпанинг сариқ паканалик вируси штаммларининг идентификaцияси ва 

молекуляр диагностикасини полимераза занжир реакцияси усулида амалга ошириш 

ҳисобланади. 

ТАДҚИҚОТ МАТЕРИАЛЛАРИ ВА МЕТОДОЛОГИЯСИ 

Тадқиқот обьекти сифатида Генетика ва ўсимликлар экспериментал биологияси 

инстутининг тажриба далаларида ўстирилаётган буғдой нав ва тизмаларида илмий 

тадқиқот ишлари олиб борилди. 

Буғдойнинг  маҳаллий ва хорижий навлари ғалла ширалари ёрдамида АСПВ билан 

касаллантирилди ва изоляторларда ўстирилди. АСПВ билан касаланган буғдой 

ўсимликларидан касаллик аломатларига қараб намуналар йиғилди. Ўсимлик намуналари 

табиий холатини сақлаб туриш учун -20℃ хароратда музлатгичда сақланди. 

Ўсимлик намуналаридан АСПВ РНК “Invitrogen™ PureLink™ RNA Mini Kit Thermo 

Fisher USA” реактивлар тўплами ёрдамида ажратиб олинди. Тескари транскрипция 

реакцияси учун “OT-1” реактивлар тўплами(Синтол, Россия),  ПЗР утказиш учун 

“PLATINUM HS PCR 2X MM 200 RXNS PCR” реактивлар тўплами, ҳамда АСПВ ва унинг 

штаммлари учун (Синтол, Россия) праймерлардан фойдаланилди. 

Тадқиқотларда касалланган буғдой ўсимлигидан АСПВ РНК ажратиш, Тескари 

транскрипция ва ПЗР жараёнлари реактивлар тўпламлари ишлаб чикарувчининг тавсияси 

асосида олиб борилди. 

ТАДКИКОД НАТИЖАЛАРИ  

Институт тажриба далаларида етиштирилаётган ғалла ўсимликаридан АСПВини 

ажратиш ва ўрганиш мақсадида буғдойнинг Қайроқтош, Оқ марварид, Паҳлавон, Бардош, 

Илғор, Морокко, Гром навлари уруғлари гултувакларга экилди ва касаллик аломатлари 

ривожланган АСПВ га табиий инфекцион бўлган, АСПВга хос касаллик аломатлари 

мавжуд кўчатзорларга апрель ойида жойлаштирилди ва майсаларнинг ўсиши, касаллик 

аломатлари ривожланиши ҳамда уларда ўсимлик битлари(ширалари) мигрaцияси ва 

кўпайиши кузатиб борилди.  

Буғдойнинг барча навларида ўсимлик битлари (ширалар) (1-расм,D) ва шу билан бирга 

АСПВига хос касаллик аломатларининг ривожланиши кузатилди, яъни ўсимликнинг барг 

учидан сарғайиши, сўнг ўсимлик сарғайиши, ўсишдан ортда қолиб паканилиги ва қуриб 

қолиш ҳолатлари кузатилди (1-расм,А,С,Ф). Тажриба ўсимликларимизда катта ғалла 
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шираси -Sitobeon avenae F., черемуха шираси- Rhopalosiphum padi,оддий ғалла шираси - 

Schizaphis graminum ривожланди. Шира тури ЎзРФА Зоология институти кичик илмий 

ходими Ш. Назаров томонидан аниқланди. 

   

   
1-расм АСПВ нинг буғдой ўсимликларидаги касаллик аломатлари 

А, C,Ф -АСПВ билан касалланган буғдой  ўсимликлари, В, Е- соғлом ўсимликлар, 

Д-ғалла ширалари 1-Rhopalosiphum padi 2- Schizaphis graminum 

 

Шираларнинг вирофорблигини аниқлаш мақсадида изоляция хоналарида буғдойнинг 

Қайроқтош ва Бардош навларини гултувакларда ўстирилиб, 5-6 смли майсаларнинг ҳар 

бирига 5тадан ширалар ўтказилди. Уларда ҳам АСПВга хос белгилар кузатилди (2-расм). 

 

 
 

2-расм. Ғалла ширалари ёрдамида АСПВ юқтирилган  буғдой майсалари 

Касаллик аломатлари аниқ кўринган буғдой ўсимлик баргларида АСПВини изолятларини 

аниқлаш мақсадида полимераза занжир реакцияси олиб борилди. 

Ўсимлик намуналари ҳовончага солиниб, суюқ азот ёрдамида гомогенизaция 

қилинди. Гомоген массадан 200 мг 1,5 мл ҳажмдаги эппендорф пробиркасига солинди, 1 

A Б C 

Е 
Ф 

1 

2 

Д 
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мл лизис буфер ва меркаптаэтанол солиниб вортексланди. Хона ҳароратида 3 дақиқа 

инкубaция қилнди. 2600 айл./дақ тезликда 5 дақиқа центрифугаланди. Центрифугаланган 

пробирканинг супернатанти бошқа пробиркаларга солинди. Пробиркаларга 1:1,5 нисбатда 

96% ли этанол солиниб вортексланди. 700 µl эритма спин-колонкага солинди(эппендорф 

пробирка билан) солинди ва 12000 айл./дақ тезликда 15 секунд центрифугаланди. 

700 µl ювувчи буфер №1 спин-колонкага солинди. Центрифугада 12000 айл/дақ 

тезликда 15 сек центрифугаланди, сўнг спин-колонкалар янги пробиркага олинди. Кейин 

500 µl ювувчи  буфер №2 спин-колонкага  солинди ва 12000 айл/дақ тезликда 15 секунд 

центрифугаланди. Пробиркани 12000 айл/дақ тезликда 15 секунд центрифуга қилинди. 

спин-колонкалар янги пробиркага солинди ва сорбент мембрана устига марказий қисмига 

100 µl Rnase-Free water солиниб, хона хароратида 2 дақиқа инкубация қилиниб, 12000 

айл.\ тез.да 2 дақиқа центрифугаланди ва элюция қилинган РНК эппедорф пробиргага 

олинди ва - 20℃ харорат музлатгичда сақланди.  

1-жадвал АСПВ штаммларининг праймерлари 

Ажратиб олинган АСПВ РНК тескари транскрипция, кДНК синтезида универсал 

Yan-R праймери фойдаланилди ва ПЗР MiniAmp𝑇𝑀Plus Thermal Cycler (Applied 

BioSystems, USA) амплификаторида амалга оширилди.. [Carolyn M. Malmstrom, Ruijie 

Shu, 2004] 

АСПВ нинг ORF-3 генининг тескари транскрипцяни амалга ошириш учун қуйидаги 

таркибий қисмлар ишлатилди: тескари транскрипция кДНК олиш учун “OT-1”  

реактивлар тўплами кўрсатмаси асосида аралашма (master mix) тайёрланиб олинди бу 

икки босқичда амалга оширилди. 

1-босқич: RNK-5 µl, ddH2O-2 µl, Yan-R праймер - 2 µl микропробиркага солиб,  70 

°C 2 дақ. амплификаторга қўйилди. Кейин амплификатордан намуналар олиниб муз 

устига қўйилди.  

2-босқич: 2x ПЗР буффер -8 µl, dNTP-2 µl, MMLV-RT-1 µl, аралашма (master mix) 

тайёрланди, ва 1 босқич аралашмага қушилди   

Тескари транскрипция термоциклик дастури: 37°C - 60 дақиқа, 70°C - 10 дақиқада 1 

циклда давом этади.  

Синтез қилинган кДНКни ПЗР қуйиш учун қуйидаги таркибий аралашма (master mix) 

тайёрланди: PLATINUM HS PCR 2X Master Mix (Invitrogen, USA) тўпламидан Platinum 

Master Mix-12,5μ1, ddH2O- 4,5μ1, Yan-R- μ1, S’hu-F- μ1, S2a-F- μ1, S2b-F- μ1, cDNK-4μ1. 

ПЗР термоциклик дастури: бошланғич денатурaция -  94℃ 10 дақиқа 1 цикл; денатуратция 

94℃ 10 секунд, отжиг - 55℃ 30 секунд ва элонгaция 72℃ 1 дақиқа 35 циклда такрорланди; 

якуний элонгaция - 72℃ 10 дақиқа давом этди. 

ПЗР маҳсулотлари анализи электрофорез ёрдамида 10x трис-борат-ЕДТА буферида 

(TBE, Thermo Scientific) тайёрланган 2% агароза гелида, этидиумбромид билан 

аниқланди. 10 мкл намунага 3 мкл бўёқ (6x DNA loading dye, Fermentas) ва агароза 

чуқурчасига намуна билан биргаликда солинди. Маркерлар сифатида ДНКнинг маълум 

Shu-F TACGGTAAGTGCCCAACTCC 

Yan-R TGTTGAGGAGTCTACCTATTTG 

S2a-F TCACCTTCGGGCCGTCTCTATCAG 

S2b-F TCACCTTCGGGGCGTCTCTTTCTG 
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ўлчамдаги 100bp DNA Lader (Invitrogen, USA) молекулалари аралашмасидан 

фойдаланилди. Электрофорез 100В да 60 дақиқа давомида горизонтал электрофорез СЕ-

2(Хеликон, Россия) ёрдамида амалга оширилди.  

   

 

  

 

3-расм. АСПВ  штамларининг ПЗР таҳлили. 

Гел трансиллюминатор Квант-С (Хеликон, Россия) да олинган электрофореграмма 

натижасига кўра буғдойнинг Қайроқтош навида  АСПВ-PAV штамига хос  600 bp 

ампликон  ва  ундан ташкари ушбу навнида АСПВ-RPV штамига хос  372 bp ампликон 

борлиги аниқланди. Иккинчи ва учинчи намуналарда АСПВ аниқланмади. Тўртинчи 

намуна Морокко навида ва олтинчи намуна Бардош навида АСПВ-RPV штамига хос  372 

bp ампликон борлиги аниқланди. 

ХУЛОСА: Шундай қилиб, Тошкент вилояти Қибрай тумани Дўрмон Институт тажриба 

даласига экилган буғдойнинг табиий инфекцион фонида АСПВ ва унинг ташувчилари- 

ўсимлик битлари буғдой майсаларига ўтқазилди ва уларда кўпайтирилди. Касаллик 

аломатлари ўрганилди ва намуналар йиғилди. Йиғилган намуналардан АСПВ РНК си 

ажратилди. Ажратиб олинган АСПВ РНК си OT-ПЗР усулида  ўрганилди. Тадқиқод 

натижасида  буғдой навлари АСПВ-PAV ва АСПВ-RPV штаммлари билан зарарланганлиги 

аниқланган. Буғдойнинг Қайроқтош нави АСПВнинг PAV ва RPV штаммалри билан ва 

Морокко, Бардош навлари эса АСПВнинг RPV  штамми билан касаланганлиги аниқланди. 

 

МУҲОКАМА:  

Тадқиқотимиз натижалари олдинги кўплаб тадқиқотларда кўрсатилган арпанинг сариқ 

паканалик АСПВ-PAV ва АСПВ-RPV штамлари буғдойнинг касаллинтирувчи предоминант 

штаммлар эканлигига мос келади. АСПВ-PAV Эроннинг барча минтақаларида 

етиштириладиган дон экинларида BYDV вирусларнинг асосий серотипи эканлиги 

аниқланди (Rastgou ва бошқ.,  2004b). Бундан ташқари 2013 йилдан 2015 йилгача 

Миннесота ва Жанубий Дакота тўпланган 463 та намуналардан,  тахминан 50%-да (n = 

222) АСПВ  вирус мавжудлиги аникланди. Вирус билан зарарланган намуналарнинг 
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аксариятида (n = 146) арпанинг сариқ паканалик PAV штами  аниқланган (Anil Adhikari 

ва бошқ., 2020).  

Ушбу тадқиқотда қўлланилган ОТ-ПЗР таҳлили Ўзбекистонда буғдойда АСПВ 

инфекциясини молекуляр диагностика қилишда фойдали эканлигини исботлади. Вирус 

хилма-хиллигини тушуниш бизга тегишли бугдой вируслари карши кураш  чоралари  

ишлаб чикишга ёрдам беради,  шу жумладан препаратларни ишлаб чикиш ва вирусларга 

чидамлилик буғдой генотипларни селекция қилиш ва қишлок хужалигига тадбиқ қилиш 

муҳим хисобланади. 
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