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Annotatsiya. Ushbu maqola no xatni kasallantiruvchi luteoviruslarni aniglash, kasallik
alomatlarini o’rganish, test o’simliklarga wuyqtirish usullarini ishlab chiqush hamda
nitrotsellyuloza membranasida immunobloting tahlillaridan iborat.

Kalit so‘zlar: luteoviruslar, BWYV, CABYV, BLRV, NSM, immunodiagnostika, AT.
BBISIBJIEHUE JIOTEOBUPYCOB B HYT (CICER ARIENTINUM-L) 1 UX
NUMMYHOAUATHOCTHUKA

AHHO”MH{M}L B cmamwe npedcmaeﬂeﬂbl OanHble O BbIABIEHUS Jromeosupycoe U3 Hymada,
CUMNMOMbl HA nOpa.QfCéHHblx PACMEHUAX, cnocobwl 3apadsiCenusl Ha uH()uKamoprle pacmenus u
akcnpecc-uMMyHO()uaeHocmuKa HA Humpoueﬂﬂmﬂoayoﬁ M€M6de€.

Kniwueevie cnosa: nromeosupycol, BWYV, CABYV, BLRV, NSM, ummynoouacnocmuxa,
AT.

DETECTION OF LUTEOVIRUS IN CHICKPEA (CICER ARIENTINUM-L) AND
THEIR IMMUNODIAGNOSTICS

Abstract. This article consists of methods for the detection of luteoviruses infected
cchickpea plants, by symptoms, test indicator plants and the rapid and highly accurate
diagnosis of viral diseases in plants, as well as immunological analyzes of nitrocellulose
membranes
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KIRISH

O‘zbekistonda qishloq xo‘jaligi ekinlarida bir qator luteoviruslar aniglangan bo‘lib, ular
Ituzumdoshlar (Solanaceae) oilasi kartoshkada Potato leaf roll virus (PLRV)( 1,2 ),
Gulxayridoshlar (Malvaceae) oilasi g‘o‘zada (Gossipium) Cotton leaf roll virus (CLRV)(3),
Bug‘doydoshlar ( Gramineae) oilasi bug‘doyda (Triticum) Barley yellow dwarf virus (BYDV-
PAV, MAV, RPV, RMV, SGV shtammlari(4), Dukkakdoshlar (Leguminosae) oilasi loviya
(Phaseolus), Soya (Glycine), mosh (Phaseolus aureus), no‘xat (Cicer arientinum) da Bean leaf
roll virus (BLRV), Soybean dwarf virus (SbDV), Cucurbit aphid- borne yellows virus (CABYV),
Beet western yellows virus (BWYV), Chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV), Pea seed-borne
mosaic virus (PSBMV) aniglangan (5). Luteoviruslar asosan ogsil, uglevod va vitamin ko‘p
to‘planadigan o‘simliklarni kasallatirib qishloq ho‘jaligiga katta zarar etkazadi(6). Luteoviridae
oilasi 3 turkumga mansub 13 ta virus turini o‘z ichiga oladi. Bu oilaga mansub viruslar
sferasimon, diametri 25-30 nm, genomi 1 zanjirli +RNK, ogsil gobiqi 180 subbirlikdan iborat,
massasi 22 kDa, kontakt yo‘lda, urug, gul changi orqali tarqalmaydi, shiralar (o‘simlik bitlari)
orqali sog‘lom o‘simliklarga “persistent usul” da yuqadi va ular tabiatda asosiy targatuvchilari
hisoblanadi(7). Luteoviruslarni yugqtirib olgan o‘simlik bitining hartumida, so‘lak bezlarida,
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oshqozonida  umrining oxirigacha saqlanib qoladi, lekin avlodga o‘tmaydi. Shiralar
luteoviruslarni dalalarda keng arealda tarqalishida asosiy sababchi bo‘lib, Bir shira turi tabiatda
bir nechta luteovirusni tarqalishida asosiy vektor bo‘lishi mumkin . Shuningdek bir virusni bir
nechta shiralar targatadi(8). Luteoviruslar floemada to‘planadi. Viruslarning hayot sikli - teskari
transkripsiya, translatsiya, elongatsiya, terminatsiya boshqichlari floema hujayralarida
kechadi(8).

Nitrotsellulosa membranasida immunobloting usuli (NSM) bir vaqtning o‘zida 100 ga
yaqin namunalarda immunologik tahlillar o‘tkazish imkonini beradi va tahlilni o‘tkazish uchun
3-4 soat vaqt ketadi (9)

5G4 monoklonal antitana dukkakli ekinlarni kasalantiruvchi universal hamda o‘ta
specific antitana bo‘lib, dukkakli ekinlardagi, jumladan no‘xotda uchraydigan barcha
luteoviruslarni aniglash imkonini beradi (10).

TADQIQOT MATERIALLARI VA METODOLOGIYASI

Tadgigot obekti bo‘lib Respublikaning turli ecologic hududlarida joylashgan ilmiy
tadqiqot institutlarida ekilgan no‘xot nav va tizmalarini oldik. Toshkent viloyati Qibray tumani
Yugqori yuz mahallasida joylashgan Genetika va o‘simliklar eksperimental biologiyasi instituti
“Do‘rmon” va Zangi-ota tumaniga joylashgan “Zangi-ota” tajriba maydonlari. Institut Toshkent
shahrining shimoli shargida joylashgan, dengiz sathidan 450-550 metr balandlikda, tuprogi
unumdor bo‘z tuproq.

Qashgadaryo viloyati Janubiy dexqonchilik ilmiy tadqiqot institutining Qarshi va G*uzor
tumanlarida joylashgan dala tajriba maydonlari, institut dengiz sathidan 524 metr balandlikda
joylashgan, tuproqining sho‘rlanish darajasi o‘rtacha.

Jizzax viloyati G‘allaorol tumani Don va dukkakli ekinlar ilmiy-tadgiqot instituti dala
tajriba maydoni dengiz sathidan 580 metr balandlikda joylashgan, unumdor tuprog, lalmi.

Mexanik usulda virus yuqtirish: No‘xat(Cicer arientinum L.), Nicotiana tabacum Samsun
navi, Datura stramonium, Chenopodium album, Ch. amaranticolor kabi indikator o‘simliklar
gultuvaklarga ekilib, rivojlanishning 4-5 bargli fazasida test sinovlari o‘tkazildi. Kasallangan
no‘xot barglari havonchada ezilib, gomogenatga 0,1M fosfat buferi pH 7,0 qo‘shildi,
gomogenat 10 dagiga 7000 ayl./dag. davomida sentrifuga qilindi. Virus yugtiriladigan
indakator o‘simliklar bargi yuzasiga korund changlatildi va supernatantdan bir necha tomchi
tomizildi, so‘ng ohistalik bilan surkaldi. Yugqtirish jarayoni meditsina qo‘lqopi kiyilib amalga
oshirildi. Indikator o‘simliklarda kasallik alomatlari paydo bo‘lishi 2-15 kun davomida kuzatib
borildi (11).

Payvandlash usulida virus yuqtirish Payvand uchun avval payvandtag payvandlash
usuliga moslab tayyorlanib olindi. Payvandust ya’ni kasallik alomati mavjud bo‘lgan no’xot
o‘simligining yangi shoxi kesib olinib payvandtagga moslab yaxshilab o‘tkir tig‘li asbob bilan
tayyorlandi. Tayyor bo‘lgan payvandustni payvandtagga yaxshilab yopishtirildi. Yopishtirish
vaqtida payvandtag va payvandust to‘qimalari bir-biriga jips tegib turishini ta’minlash uchun
payvandlangan joy lenta orqali mahkam bog‘landi. Payvand to‘qimalar bir-biriga qo‘shilib o‘sib
ketguncha namlab turildi. Kasallik alomatlari 7-20 kun davomida tekshirib turildi (12).

Nitrocelluza membranasida immunoblotting usuli yorignoma asosida olib borildi.
Buferlar quyidagicha tayorlanadi:1. Fosfat buferi ( PBS) pH-7.2 (KH2POs - 0.24 g, Na;HPO4 -
1.44 g +NaCl - 0.8g, KCI -0.2 g, NaNs - 0.2 g, H20 - 1 litr)

2. 11 fosfat buferga (PBS) + 0.5 ml tween x 20 qo‘shib, PBST buferga aylantiriladi.

45
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3. PBST + 2% polivinilpirolidon “Sigma” + 0.2 % EGG Albumin (tuxum albumini)
AS5253 “Sigma” solib konyugat bufer tayyorlaniladi.

4. Spetsifik monoclonal antitana 1:500 nisbatda fosfat(PBS) buferda suyultiriladi

5. Nitro Blue Tetrazolium (NBT) va Bromo 4-chloro 3-Indolyl BCIP 1.5 ul qo‘shiladi.

Nitrocelluloza membranasi ( 5x10 sm) galam bilan chizib olinib, unga girgilgan namuna
poyalari bosiladi. Namunalar ragam bilan yozib chigiladi, namunalar bosilgan membranani xona
xaroratida bir necha oy saglash mumkin.

TADQIQOT NATIJALARI

O‘zbekistonning turli iqlim sharoitlarida kuzgi no‘xot oktyabr oyi o‘rtalarida, bahorgi
no‘xot esa fevral boshlarida ekiladi. 2022 yil fevral, mart oylarida G va O‘EBI “Do‘rmon”
tajriba maydoniga noyabr oyida ekilgan kuzgi no‘xatning CIEN -W- 19 (Chickpea International
Elite Nursery for Winter) tizmalari nihollari vizual tekshirilganda viruslarga hos kasallik
alomatlari mavjud ko‘chatlar aniqlandi. Kasallangan no‘xatlarda barglar chetki qgismidan
sargayishi, sariq xloroz, barg yuzasida mayda nekrozlar, o‘simlikning o‘sishdan qolish
alomatlar aniglandi (1-rasm).

alomatlari

zararlangan no‘xat dalalasi, b - no‘xat o‘simligining sargayib quriyotgan barglari

Kuzgi no‘xatlarni rivonlanishining dastlabki bosgichlarida paydo bo‘lgan kasallik
alomatlari aprel-may oylarida o°‘simliklar sistemali zararlanishga o‘tib o‘simlikning barcha
barglarida xloroz alomatlar kuzatildi, kasallangan o‘simliklar areali kengaygan, shu bilan birga
kasallangan o‘simliklar o‘sish va rivojlanishdan ortda golishi, pakanalik va qurib qgolish holatlari
kuzatildi. Shuningdek, Toshkent viloyati Zangi-ota tumani “Zangi-ota” tajriba maydonida ham
no’xot nixollarida barg xlorozi, o‘sishdan  qolishi, sargaib qurish holatlari kuzatildi.
O‘zbekistonning janubiy viloyati,yani Qashqgadaryo viloyati Janubiy dexgonchilik ilmiy tadgigot
institutining Qarshi va G‘uzor tumanlaridagi dala tajriba maydoniga mart oyida( bahorgi ekin)
no‘xotning Eroni navi ekilgan tajriba dalalarda olib borilgan vizual kuzatuvlar natijasida
dalalarda barg chetki gismidan boshlab sargayishi, sariq xloroz, pakanalik kabi alomatlar
aniglandi. Jizzax viloyati G*allaorol tumani Don va dukkakli ekinlar ilmiy-tadgigot institutiga
garashli dala tajriba maydoniga ekilgan no‘xotning Eroni navlarida ham yuqgorida gayd etilgan

kasallik alomatlari aniglandi (1- jadval).
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1-jadval
Turli ekologik hududlarda joylashgan ilmiy tekshirish institutlari tajriba dalalarida
no‘xotdagi kasallik alomatlarini aniqlash

° - . . . b ‘simlik
N Tekshirilgan institut dalalari xloroz pakanalik arg va o S
qurishi
G va O‘EBI Toshkent
1 | viloyati Qibray tumani N N N
“Do‘rmon” tajriba maydoni
G va O‘EBI Toshkent
2 | viloyati Zangi-ota tumani
+ + +

“Zangi-ota” tajriba maydoni

Qashqgadaryo viloyati
3 | Janubiy dexgonchilik ilmiy + + +
tadgiqot instituti

Jizzax viloyati G*allaorol
tumani Don va dukkakli
ekinlar ilmiy-tadqgiqot
instituti

Eslatma: + - kasallik alomatlarining mavjudligi

Monitoring natijasida, Respublikaning turli ecologik hududlarida yetishtirilayotgan
no‘xot ko‘chatlarida deyarli bir hil kasallik alomatlari rivojlanganligi ma’lum bo‘ldi.
Kasallangan o‘simliklarda mikologik tahlillar o‘tkazilganda fitopatogen zamburug® turlari
aniglanmadi.

Kasallik alomatlari aniqlangan no‘xat nihollaridagi  kasallik belgilarini tahlil qilish
magsadida test indikator o‘simliklar Bangidevona- Datura stramonium, Tamaki- Nicotiana
tabacum Samsun navi kabi o‘simliklarga  toqimalarni jarohatlash usulida inokulyatsiya
qilinganda indikator o‘simliklarda viruslarga xos alomatlar kuzatilmadi(2-jadval),

2- jadval
No‘xotni kasallantiruvchi viruslarni test o‘simliklar usulida aniqlash
Ne Indikator o‘simliklar nomi Mexanik usuli Payvantlash Belgilarni hosil
usuli bo‘lish muddati
1. No‘xat CIEN -W- 19 0 ChL, N 14 kun
Chickpea International Elite
Nursery for Winter navi
2. Nicotiana tabacum Samsun 0
navi
3. Datura stramonium 0 ChL,N 14 kun
4. Chenopodium album 0
5. Ch. Amaranticolor 0

Eslatma: O- reaksiya sodir bo‘lmagani, ChL- chloroz, N-nekroz
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hamda yuqoridagi o‘simliklarga payvandlash usuli orqali inokulyatsiya qilinganda,
inokulyatsiya qilingan no‘xot nihollarida barg plastinkasining sargayshi, so‘ng to‘qimalarning
nekrozalanishi va  qurishi kabi alomatlar hosil bo‘ldi. Datura stramonium  niholiga
payvandlangandan so‘ng 14 - kuni barg uyzasida nekrozlanish, yani to‘qimalarning qurishi va
sariq xloroz alomatlari paydo bo‘ldi (2-rasm).

Ngs

2- rasm: Kasallangan no‘xot ko‘chatini payvandlash usuli orgali inokulyatsiya gilingan
Bangidevona (Datura stramonium ) dagi kasallik alomatlari
a-barg plastinkasidagi nekro‘z va sariq mosaika, b- kasallangan bargning kattalashtirilgan
ko‘rinishi

Monitoring o‘tkazilgan dalalardan no‘xotdagi kasallik alomatlariga asosan, yani bargning
chlorozli sarg‘ayishi, nekrozlanib qurishi, pakanalik rivojlangan ko‘chatlardan immunologik
tahlil uchun namunalar yigildi, kasalangan o‘simlikning shohlaridan, barglari bilan birga 8§-10
sm uzunlikda qirqib olindi. Filtr qog‘ozga o‘rab laboratoriyaga olib kelindi, jami 100 ta namuna
yigildi. Laboratorya sharoitida nitroselluloza membranasiga bosildi va ish uslublari gismida
yozilgan tartibda membranaga ishlov berildi. NSM Livan davlati Bayrut shahrida joylashgan
ICARDA xalqgaro ilmiy tadgigot markazi virusologiya laboratoriyasida olib borildi. Bunda
dastlab namunalar bosilgan NSM PBST (pH-7.4) bufer bilan 3 marta yuvildi va NSM ustiga
konyugat bufer PVA dan 15 ml solib 1 soatga tebratgich ustida qoldirildi. Konyugat bufer bilan
ishlov berilgan NSM PBST bufer bilan 3 marta yuvib olindi. Keyingi bosqichda no‘xatni
kasallantiruvchi luteoviruslar virioni qobig‘idagi ogsil retseptorlar (epitoplar) bilan bog‘lanib
reaksiyaga kirishadigan spetsifik 5G4 monoklonal antitana 1:500 nisbatda 15 ml PBS buferda
suyultirilib NSM ustiga solib tebratgich ustida xona xaroratida 1 soatga goldirildi. Monoklonal
antitana 5G4 bilan ishlov berilgandan so‘ng membrana PBST bilan 3 marta yuvib NSM ustiga
15 ml konyugat bufer solib reaksiyani to‘xtatish uchun 1500 pl dan NBT va BCIP qo‘shib 5
dagigaga qoldirildi. Reaksya natijalarini o‘rganish uchun NSM yoruglik mikroskopida( x 400)
tahlil gilinadi (14).

NSM mikroskop ostida ko‘rilganda namunalarning 50% da luteoviruslar infeksiyasi
borligi aniglandi (2-rasm,a).

MUHOKAMA
Respublikaning turli iqlim sharoitlarida etishtirilayotgan no‘xot  navlari nitrocelluloza
membranasida immunoblotting reakcyasi tahliliga asosan Loviya bargi buralishi virusi -Bean
leaf roll virus (BLRV), Soybean dwarf virus (SbDV) — Soyaning pakanalik virusi, Cucurbit
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aphid- borne yellows virus (CABYV) Qovogning shira targatuvchi sargayishi virusi, Beet
western yellows virus (BWYV)-lavlagining sargaishi virusi, Chickpea chlorotic dwarf virus
(CpCDV)-no xotning chlorotic pakanaligi virusi, Pea seed-borne mosaic virus (PSBMV)-
no ‘xotning urug da saqlanuvchi mosaica virusi, Cotton leaf roll virus- go‘za bargaining buralishi
viruslarining birortasi yoki bir nechtasi bilan kasalangan bo‘lishi mumkin.

= B T W L W S S
T

nitrotseulluloza membranasidagi reaksyalar
a- namunalar bosilgan nitrotsellulosa membranasining
ko‘rinishi b- reakcyaning mikroskop ostida ko‘rinishi(x-
400), chapda virus mavjud namuna , o‘ngda virusdan holi
namuna, yani nazorat

Shunday qilib, no‘xot(Cicer arientinum)da barg sarg‘ayishi, nekrozlanib qurishi,
pakanalik hamda qurib qolishi virus kasallik alomatlari ekanligi, virus kontakt usulda
uygmasligi, payvandlash usulda no‘xotga va bangidevonaga uygishi, immunologil usulda virus
luteoviruslar guruhiga mansubligi aniglandi. No‘xotning luteovirus kasalligi Toshkent, Jizzax va
Qashqadaryo viloyatlarida joylashgan ilmiy tekshirish institutlari tajriba dalalarida kuzgi va
bahorgi no‘xotlarda aniglandi. Qurug va issiq sharoit, luteoviruslar tashuvchi o’simlik
bitlarining(shira) tartibsiz ko‘payishi luteoviruslarning keng arealda targalishiga zamin yaratadi.
Luteoviruslarni tashuvchi shira populyatsiyasini ortishi bilan virus targalishi ham ortadi,
luteoviruslar hashorat organizmida ko‘paymasdan gisqa vaqt saglanib goladi. Qishgi tinim
davrida BLRV, BWYYV, FBNYYV dukkaklilarda saglanib yugishi mumkin (14). Nitrotselluloza
membranaga immunobloting gilingan namunalarda dukkakli ekinlarni kasalantiruvchi barcha
luteoviruslar uchun umumiy bo’lgan 5G4 monoklonal antitana yordamida aniglangan
luteoviruslarni aniglash, ajratish, biologik xususiyatlarini o‘rganish, identifikatsiya gilish ham
ilmiy hamda amaliy ahamiytga egadir. NSMIB o‘simliklardagi virus kasalliklarni tez va o‘ta
aniglik bilan tashxis gilish imkonini beradi. Bu orqgali viruslarni dalalarda keng targalishini oldi
olinadi shuningdek hosildorlik va hosil sifatini saglab golinadi.

XULOSA

Yevropa va Osiyoning qator davlatlarida o’simliklarni kasallantiruvchi pathogen viruslar
muhim madaniy qishloq xo‘jaligi ekinlarini kasallantirib hosildorlikni pasayishiga sabab
bo’lmoqda, viruslarning kompleks tasiri kasallikni yanada og‘irlashtirib hosilni 100%
yoqotilishiga sabab bo’ladi. Jumladan luteoviruslar Misr, Iroq, Eron, Sudan, Iordaniya, Livan,
Marokko, Pokiston, Tunis, Turkiya, Yaman kabi davlatlarda aniglangan. Respublikamiz
sharoitida no‘xatdagi viruslarni aniqlash magqgsadida turli ekologik hududlardan to‘plangan
namunalar immunobloting gilingan membranada luteoviruslar aniglandi. Virusli kasalliklarga
qarshi samarali choralarning yo‘qligi patogen viruslarga qarshi kurashni yanada qiyinlashtiradi.
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limiy tadgigotlarimiz davomida membranada aniglangan luteoviruslarni ajratish, tashuvchi
vektorlarni va rezervator o‘simliklarni aniqlash, biologik xususiyatlarini o‘rganish,
identifikatsiya qgilish, magsad etib belgilandi.
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