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Ушбу у^ув ^уллднма "Микробиология ва вирусология" 
умумий курси дастурининг вирусология з^исмида бакалавр 
талабалар учун бажаришга мулжалланган амалий 
машгулотлар, ^амда магистрлар учун тасдикланх'ан дастур — 
ларга мослаб ёзилган. ^улланмага умумий вирусология со — 
Хасида бажариладигац лаборатория ишларининг энг мухим — 
лари фитопатоген вирусларга асосланган ^олда киритилган. 
Унда вирусларни cof усимликга юк,тириш, фитопатоген ви — 
руслар симптомлари, индикатор усимликлар воситасида ви — 
русларни таджик, ^илиш усуллари, вирусларни тозалашнинг 
молекуляр вирусолошяда ишлатиладиган хар хил усуллари, 
вирус., унинг ок,сили ва нуклеин кислоталарини ажратиш 
усуллари, хдмда вирусларни диагностика килишда ишлати — 
ладиган тезкор ва сезгир усуллари хасида назарий ва амалий 
маълумотлар берилгац.

У^ув ^улланма биология факультетлари бакалавр, ма
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КИРИШ

Вирусология фанининг ривожланиши, вирусларнинг 
таджик, килишнинг замонавий, тезкор ва сезгир услубларини, 
жи^озларини, асбоб —ускуналарини яратилиши уз —узидан 
баъзи умумий вирусология методларидан кам фойдаланишга 
олиб келди. Шу сабабли мазкур ^улланмада биз бундай ме — 
тодларни четлаб утдик. Вирусология ^озирги кунда жуда тез 
ривожланаётган булиб, у усимлик, х.айвон, одам, ^ашорат, 
бактерия, актономицет, замбуруБ вирусларини, вироид ва 
прионларни урганади. Биз умумий вирусологияда 
кулланиладиган замонавий методлар ^а^ида, асосан фито — 
патоген вируслар мисолида суз юритамиз.

Мазкур укув ^улланма "Микробиология ва вирусоло
гия" умумий курсини вирусология кисмида бажарилишига 
мулжалланган амалий машгулотларни ^амда Олий ва урта 
махсус таълим вазирлиги томонидан магистрлар учун тас — 
дикланган дастурга мослаб ёзилган булиб, университетлар — 
нинг биология факультетларида таълим олаётган талабаларга, 
вирусология со^асидаги мутахассисларга мулжалланган бу — 
либ, унга умумий вирусология со^асида бажариладиган ла
боратория ишларининг энг асосийлари киритилган. Даре — 
ликни биринчи к.исмида вирусларни cof усимликка ю^тириш 
усуллари, фитопатоген вирусларнинг симптомлари ва улар 
асосида идентификация ^илиш, индикатор усимликлар во — 
ситасида вирусларнинг охирги суюлиш даражаси, темпера
тура таъсирида активлигининг йу^отишини ани!^лаш каби 
маютулотлар берилган.

Кейинги иккинчи ^исмида вирусларни тозалашнинг 
назарий ва турлича амалий томонлари ёритилади. Жумла — 
дан, гельфилтрация, дифференциал центрифуталаш, модда — 
ларнинг градиент зичлигида центрифуталаш, биоспецифик 
хроматография ва полакриламид гелида электрофорез ме — 
тодида тозалаш каби молекуляр вирусология методлари 
^а^ида иаълумотлар берилгаи.

Учинчи киемда ёруглик ва электрон микроскопда ви — 
русларни тадк,и  ̂т^илиш усуллари берилган.
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Туртинчи ^исмда эса вирусларни иммунология усуллари 
ёрдамида аниклашга эътибор ^аратилиб, иммунологиянинг 
баъзи фитовирусологияга оид замонавий, тезкор ва сезгир 
усуллари дак,ида суз боради.

Машгулотларнинг баъзилари бир, икки, уч даре даво — 
мида бажаришга мулжалланган, яъни кичик ва катта амалий 
м аш рул о тл а р га мулжалланган. Ушбу ^улланмадаги 4 булим — 
нинг ĵ ap бирида узбек тилида ёзилган дарсликларни 
йу^игини назарда тутиб, бажарилаётган амалий 
машгулотларни мо^иятини тушуниб бажариш учун назарий 
маълумотлар баён этилган.

Ушбу дарсликни тузишда “Практикум по общей виру
сологии'’ (1981) ук>ув ^улланмасидаги С.В.Куст, Т.И. Атабе
кова, Е.Н.Добров, В.К.Новиков, Е.Н. Фролов ва
В.В.Доляларнинг умумий вирусологияга оид
машгулотларидан тулаллгича фойдаланилди, вирусларни 
ю^гириш, физик хусусиятларипи урганиш, Ю.И.Власовнинг 
"Сельскохозяйственная вирусология" (1967), А. Гиббс. Б. 
Харрисонларнинг (1978) "Основы вирусологии растений" 
китобларидан ^амда АД.Ва^обовнинг "Применение метода 
гельфильтрации для препаративных и аналитических работ в 
вирусологии" (фан номзоди дисс. (1970), "Характеристика 
наиболее распростраённых вирусов в экологических усло
виях Узбекистана" (1989) (фан доктори диссертацияларида 
5̂ амда илмий тадаш^от ишларида ^улланилган амалий 
маипулотлар асосида тузилди. И.Г. Атабеков мухаррирлигида 
тайёрланган муаллифлар жамоасининг "Практикум по общей 
вирусологии" (1981) ^улланмасида умумий вирусологияда 
^улланиладиган баъзи биология методлари (^айвон вирус — 
ларини то в у к, эмбрионларига ю^тириш ва купайтириш, тит — 
рини гемагглютинация реакцияси ёрдамида анщлаш, Т — 
жуфт бактериофагларини устириш, титрлаш ва хоказолар) 
келтирилган.

Махсус дарсликларни йу^лигини назарда тутиб, тала — 
баларни узлаштиришларини осонлаштириш ма^садида 
"Усимлик вируслари" ^исмини баъзи бир булимларини би — 
роз кенгайтирган ^олда назарий маълумотлар билан тул — 
дирдик. Вируслар ва уларпи таркибий ^исмларга ажратиш ва 
тозалаш ^исмига баъзи янги маълумотлар киритдик. Мазкур 
амалий машкулотлар Мирзо Улугбек номидаги Узбекистон
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Миллий Университетида биринчи марта чоп этилаяпти. 
Ю^орида айтилгандек одатдаги умумий вирусологияда 
кулланиладиган анъанавий методдар билан бир ^аторда мо — 
лскуляр вирусологияда кулланиладиган методлар билан ^ам 
гаништирамиз. Талаба вирусларни, уларни от^силларини, 
Phi К ва ДНК ларини ажратиш техникалари билан танишади. 
Дарсликдан фойдаланишни осонлаштириш учун з$ар бир 
машрулотни назарий кисмлари, ма^сади, керакли асосий 
реактив, асбоб —ускуналар ва ишнинг бажариш йул— 
иуриклари ^амда мазкур машкулотни тузишда фойдаланил— 
ган адабиётлар келтирилган. Амалий машкулотнинг з^ажми 
дастурда белгиланганидан каттарок булиб, улар "мажбурий" 
(юлдузча билан кулланма мундарижасида белгиланган) ва 
"факультатив" (асосий дастурдаги машгулотларни бажар — 
гандан сунг) талаба ^о^ишига яраша танлаб бажариладиган 
машрулотларга ажратилган. Вирусология фанининг ривож — 
ланиши мазкур амалий магшулотни янги машгулотлар билан 
бойитилишини кузда тутади.

ВИРУСОЛОГИЯ ЛАБОРАТОРИЯСИНИНГ 
ТУЗИЛИШИ

Вирусологиядан олиб бориладиган амалий
машгулотлар, илмий тадзрщот ишлари махсус жихозланган 
лабораторияларда, ^айвонлар билан утказиладиган тажри — 
балар виварийларда, усимликлар билан олиб бориладиган 
тажрибалар исси^хоналарда, з^айвонлар, одам, усимлик 
ту^ималари, ^ужайра культуралари (экмалари) ва бакте — 
риофаглар билан утказиладиган тажрибалар бактериоцид 
лампалар билан стерилланган бокслар ёки айрим хоналарда 
олиб борилади. Бокс олдидаги хонада боксга киришда 
кийиладиган махсус кийимлар са^анади. Боксда энг зарур 
асбоб — ускуналаргина са^анади: стол, стуллар, инстру — 
ментлар учун гаиша шкаф, газ горелкаси, гугурт, катта — 
кичик ^айчилар, скалпеллар, пинцетлар, игналар, стерили
затор, ишлатилган пипеткалар са^ланадиган 2%—ли фенолли 
ёки хлораминли идиш, дезактивация килиш учун ишлатила — 
диган фенол ёки хлораминли идиш, ишлатилган материал — 
ларни соладиган идиш, 70% —ли йодни спиртли эритмаги,
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иробиркалар учун штативлар, стерилланган оддий ва пастер 
пипеткалари, стерил пробиркалар, оддий ва МуМ ^аламлар, 
лейкопластир, стерил пахта ва з^оказолар. Бундан тапщари 
боксга >̂ ар бир вазифани бажариш учун ишлатиладиган ма — 
териаллар ва эритмалар олиб кирилиб, иш тамом булгандан 
сунг олиб чик;иб кетилади.

Яна бир айрим хонада вирусларни тоза препаратларини 
олишда ишлатиладиган ^ар хил айланиш тезлигида ишлай — 
диган совутгичли центрифугалар булади (минутига 6—12 
мингдан 30 — 60 минг.марта айл.тез.).

Вирусология лабораторияси яна электрон микроскоп, 
спектрофотометр, электрофорез, хроматография асбоблари 
(фракцияларни автоматик йигувчи коллекторлар), дистил — 
ланган сув олиш асбоби, гомогенизатор, техник ва аналитик 
торозилар, куритиш шкафлари, совутгич, термостат, pH — 
метр, диффузия насоси, лиофил ^уритгич ва хоказоларга эга 
булиши лозим.

Вирусология лабораториясининг тузилишининг таш — 
киллаштириш принциплари ва унда ишлаш шароитлари, 
ишлаш жойларини та^симланиши, ювиш ва дезинфекциялаш 
хонаси, асосий асбоб —ускуналар, реактив ва ози^а му^ит— 

,лар, шишадан ясалган идиш ва асбоб —ускуналар, стериллаш 
антизардоб олиш ва тайёрлаш, вирусларни caiyvain, вирусо
логия лабораториясида дезинфекция ва стерилизация шарт — 
лари, айни^са медицина ва ветеренария вирусологиялари 
со^асидаги амалий маипулотлар билан Гюнтер Штаркенинг 
"Практическая вирусология" (1968) у^ув ^улланмаси асосида 
булиши керак.

Адабиёт
Гюнтер Штарке "Практическая вирусология" Перевод с 

немецкого Москва, 1970, 356 с.

1 КИ( М. ВИРУСЛАРНИ УСИМЛИКЛАРГА КЩТИРИШ 
УСУЛЛАРИ 

Умумий ^оидалар
Вирусларни у  имликга ю^ишига бир ^анча факторлар 

таъсир ь;ил<1Д11 iwi улар нирусни дастлабки ^ужайрага кири —



ii гида, касалликни ривожланишида ва кейинги жараёнларда 
му^ум рол уйнайди. Тарр (1975) бу омилларни 4 гуру^га 
булди: биринчи гуру^га усимликни хусусиятлари, иккинчи —
( и га  патогенлик хусусиятлари, учинчиси —экология ва тур — 
гинчиси биотик факторлардир.

а) Усимликни хусусиятларига уни ирсий чидамлилиги 
киради. Чидамлилик даражаси эса усимлик ту^имасининт 
ешига ва ози!$ланишига (м.; микроэлементларни етишмас — 
лиги усимликни вирусга чидамлилигини пасайтиради) ^араб 
узгаради. Чидамлилик ^ароратга кдраб ^ам узгаради. Вирус 
^ужайрага киргандан сунг ю^ори температурага тугри келиб 
к,олса, усимлик барглари ва бопща органларини узгариши — 
сиз, симптомлар яширин ^олатда утиши мумкин.

Нимжон ва кучсиз усимликлар касалликга сезгироК. 
(чидамсизро^) булса, ба^увват, яхши ривожланаётган усим — 
ликлар вирусга анча чидамли булади, уларни ту^ималари 
анча ^аттш$. дагал булади. Уларга вирус ю рш и усимликда 
енгил симптомлар ^осил булишига олиб келади ва усимлик — 
ни бутунлай нобуд булмай т^олиши мумкин

Усимликни вирусга сезгирлиги ёки чидамлилиги 
уритлар билан уни таъминланишига ^ам 6ofamk, масалан, 
азотли утитларни куплиги усимлик чидамлилигини пасайтй — 
ради.

Усимликни вирус билан касалланишига усимликни ви — 
русга булган "мойиллиги" ^ам ёрдам беради. Уокер (1950) 
"мойиллик" деган тушунчага усимликни бир ёки бир неча 
факторлар таъсири натижасида вирус билан осон касалла — 
нишини кузда тутади. Честер бу тушунчани бойитиб "мой — 
иллик" ^аторига сезгирлик ёки "касалланиш тенденцияси 
борлиги" тушунчаларини киритади.

Усимликни вирус билан касалланишига яна усимликни 
ёши, бир сутка давомидаги, фасл мобайнидаги чидамлилиги, 
механик босим, урит (калии, фосфор, азот), фунгицид ва 
пестицидлар ^ам таъсир щлади.

б) Патогенлик хусусиятлари (патоген — организмда 
паразитлик билан э̂ аёт кечирувчи организм) уни агрессив — 
лигига (усимликни касаллантириб, уни ^аршилигини енгиб, 
унда яшаши, купайиши) богликдир. Вирусни оз миздори 
(зарралар сони) тез ва к,ис^а муддатда (касалланишга кетган



ва^т) усим ткни касаллантиришга етарли булса, уни агрес — 
сивлиги Ю1 ои з^исобланади.

Патогечи яна бир хусусияти уни вирулентлиги — 
патогенни ирусни) касаллик кузратиш хусусиятидир.Бу 
хусусият 6aj;apop хусусият булиб, у генотип узгаргандагина 
узгаради.

в) Эколгик омиллар. Усимликка вирус зарралари ки — 
риб, уларда имптомлар з^осил булишида экология омиллари 
-  яамлик, "гмпература, ёруглик, pH, инокулюмни ион кучи 

вд з^оказода') хам рол уйнайди.
I’J Бистик омиллар. Бунга, интерференция ходисаси 

1исол будяши мумкин, яъни бир турни ривожига иккинчи 
урни ёки бир хил вирусларни ноинфекцион зарралари 
'симлик рецепторларини банд к,илиши сабабли вирус з̂ у —
• айрага кираолмайди ёки кам миздордаги вирус зарралари 
1 фади ва юкумлилик даражаси пасаяди.

С.В.Кустни (1981) фикрича усимлик вирус ю^ишига 4 
хл реакция билан жавоб беради: 1 ) иммунлик — усимликга 
в:эус ю^майди; 2) уга сезгирлик — усимликни вирус кирган 
жаидаги ту к. и мал ар нобуд булиб некроз каби пгмптомлар 
з^сил булади; 3) толерантлилик — вирус усимлик 
туямалари буйлаб тар^алади, аммо симптомлар кучсиз ку — 
риади; 4) тизимли касалланиш (системное поражение) ор — 
ганзмни з^амма тузима лари касалланади, вирус усимликни 
з а̂ша ту^ималари буйлаб тар^алади ва касаллик симптом — 
да], г як,к;ол куринган булади. Симптомлар з$ар хил булиши 
му кин — мозаика, барг шаклини узгариши, томирларни 
рагсизланшпи, хлоротик доБларни з^осил булиши ва хоказо. 
Ба:з«и1 юк,орида курсатилган 4 гуруз$ симптомлар орасида 
ан.к чегара булмаслиги з$ам мумкин. Масалан, толерантлик 
билсч системали касалланишни аник, ажратиш баъзан к,ийин 
булеуи, баъзи усимликларда механик инокуляцияда аввал 
некрз зсосил булиб (утасезгир.лик), сунгра усимликни 
оргаглари касалланади.

\гар з$ар бир тип касалланишга мисол келтирадиган 
булск, биринчи тип — иммунлик з^олати. Руза усимлигига — 
арш мозаикаси вируси ёки жухори пакана мозаикаси ви — 
рус/рини юк,тирилса, ьуза бу вируслар билан касаллан — 
майя, яъни гуза усимлиги бу вирусларга чидамли — им — 
мунир. Аммо юк,орида келтирилган вирусларни билан ар —



пага ёки жухорига ю^тирилса, уларда чизик,ли мозаика ало — 
матлари 12 — 14 кунлардан сунг ^осил булади. Бу ^олда з^осил 
булган симптомларни тизимли касалланиш (системное по
ражение) дейилади. Агар худди шу вирусларни шура усим — 
лигини маълум навига ю^тирилса, 10—12 кунлдардан сунг 
касаллантирилган баргда диаметри 2 — 3 мм катталикдаги 
сари^ доглар — некрозлар ^осил булади.Бу хилдаги касал — 
ланиш усимликнинг ута сезгирлигига мисол булаолади. То — 
дерант усимлик деб аталадиган ^олатга мисол ^илиб кар — 
тошканинг X вируси билан помидор усимлигини касаллани — 
шини, яъни вирус зарралари картошка усимлигида булса з̂ ам 
кузга явдол ташланадиган аломат, биринчидан сезилмайди ва 
иккинчидан бу вируснинг зарари усимлик ^осилдорлигига 
унча сезиларли таъсир курсатмаслиги мумкин.

Вирус усимликка ю^орида айтилган усул билан 
ю^тирилгандан сунг маълум ва^т соя ерда caiyiaHca, усимлик 
тут^ималарида абразивлар таъсирида хосил булган микро — 
жаро^атларнинг битишини, яъни репарациясини тезлатади 
(Власов, 1982). Инокуляция ^илинган (касаллик ю^тирилган) 
усимликларда касаллик аломатларини кузатиш 1 — 2 суткадан 
то 4 ^афтагача ва ундан куирок, вакт мобайнида олиб бори — 
лади. Некроз каби аломатларни 3—12 кун давомида куза — 
тилса, тизимли касалланиш аломатларини 7 — 30 кун ва ундан 
кунро^ муддат давомида олиб борилади.

Анир^лагич усимлик ёрдамида фа^ат бир усимликдаги 
биргина вирусни ажратиб ва аниклабгина ^олмасдан, балки 
бир неча вируслар бирга аралаш ^олда учрайдиган з<;олат — 
ларда з̂ ам вирусларни ани^аш мумкин. Табиатда >>ар хил 
усимликларнинг маданий ва ёввойи турлари тар^алган бу— 
либ, уларда >$ам вируслар унга ихтисослашишига ^ а р а б  ёв — 
войи тур усимлик шу вирусга сезгир булиши, унинг мада — 
нийлашган навларининг линиялари бу вирусга TypFyii були — 
ши мумкин. Бир тур ичидаги хар хил навлар виру'с тури ва 
штаммларига нисбатан х;ар хил реакция билан жавоб бери — 
ши мумкин. Табиатда, масалан, арпа усимлиги бир вак,тнинг 
узида икки вирус билан — арпа чизи^ли мозаикаси ва ял — 
■гирбош мозаикаси вируслари билан касалланиши мумкин. 
'Гамаки усимлиги >>ам тамаки мозаикаси вируси ва бодринг 
мозаикаси вируси билан касалланган булиши мумкин ва 
^оказо. Ана шунга ухшаш вируслар аралатималаридан 5$ам
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аииклангич усимликларни тутри танлаб тоза вирусни ажра — 
тиш ва анизушш мумкин. Масалан, тамаки усимлигидаги 
бодринг мозаикаси вирусини аралаш вируслар ичидан аж — 
ратиб олиш учун вирусли усимлик шираси билан бодринг ва 
тамакининг Nicotina sylvestris навини касаллантирилса, бод — 
рингда фак;ат бодринг мозаикаси вируси, тамакида эса фа^ат 
тамаки мозаикаси вируси купайиб, мозаика аломатлари на — 
моён булади. Арпани касаллантирувчи арпа чизи^ли мозаи — 
каси вирусини шу вирусини шу усимликдаги ялтирбош мо — 
заикаси вирусидан ажратиш учун эса жухори усимлигини 
касаллантирилса, жухорида фа^ат ялтирбош мозаикаси ви — 
русигина купаяди. Вирусларни аралашмалар ичидан ажра — 
тиб олишда ^улланиладиган усимликларни дифференциа
тор усимликлар дейилади .Худди шунга ухшаш табиатда 
картошканинг вирусларини (картошка 20 га щтяя вирус би — 
лан касалланади) ажратиш учун з$ар хил картошка вирусини 
ани!ууагич усимликлари мавжуддир. Баъзан усимликга 
вирус ю^тириш ва вирусни аниклаш холларида ани!$лагич 
усимликлар з̂ ам ёрдам бераолмаганда бир кдтор вирус 
тарк.агувчи ёки ю^тирувчи хашоратлардан фойдаланилади 
(Власов, 1974, 1982).

1. Вирусларни механик усулда ю^тириш ва уни опти-
маллаштириш

Механик усулда вирус (ёки уни РНК си) хужайрага 
барг кутикуласидаги жарохатлар (микротравмалар) ор^али 
киритилади (1 — раем).
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1 - раем. Вирусларни механик усулда бармо^ ёрдамида (А) ва
1 -ч*• к пуркагич (краскапульт) ердамида ю^тириш (Б).

Барг кутикуласида микрожаро^атларни диатом сувут — 
л.11 >и (целит) ёки карборунд (кремний карбиди) ёки корунд 
(алюминий оксиди) каби абразивларни майда кукуни (400 — 
700 меш ёрдамида ^осил ^илинади (мею 2,5 см2 (1 дюм) даги 
иоралар (тешиклар) сони). Абразив ишлатилганда инокуля
ция эффекта 20 — 50 баробар ошади. Автоклавда ёки 
к.уритиш шкафларида стерилланган карборунд, корунд ёки 
(-елитни, ёки диатом тупрогини барг юзасига инокуляция— 
дан олдинрок, чанглатилади, чунки улар сувда осон чукади, 
аммо целит улар га Караганда секин чукмага тушади, шунинг 
учун уни инокулум билан аралаштириб ишлатса хам булади. 
Абразивни барг сат^ига чанглатиш учун пробирка ёки 50 мл 
лик ^ажмга эга булган колбага солиб, уни огзини 2 ^аватли 
дока билан ёпиб сунгра уни чанглатишда фойдаланиш мум — 
кин. Инокулум билан абразивни аралаштирилганда унинг 
мивдори 50— 100 мг/мл булиши керак.

Инокулумдан барг сат^ига 1 — 2 томчи вирус суспен — 
зиясидан томизилади ва стерилланган шиша тайё^ча, пахта 
ёки дока тампон ёки яхшилаб ювилган ва артилмай 
^уритилган бармо^лар ёрдамида охисталик билан суртилади 
(1—раем). Суртишдаги куч кагталиги бир ^анча омилларга 
боглщ булади: усимликнинг тури, ёши, баргнинг ^олати, 
абразивни сифати ва Абразив ишлатилгандан сунг барг 
сулиб ^олишга мойилро^ булгани учун улар з^уриб 
т^олишининг олдини олиш ма^садида бир неча соат нам ат — 
мосферада сазулаш яхши натижалар беради. Вирус 
ю^умлилигини ошириш учун Гиббс ва Харрисон (1978) 
к,уйида бир 1$анча омиллар музршлигини ук,тирадилар.

а) Инокулумда ионларнинг булиши. Инокулумнинг 
ю^умлилиги ундаги ионлар ва уларникг ми*у\оркга боглих  ̂
булади. Масалан, фосфат концентрацияси 0,02 — 0,1 М ва pH 
7,0 —8,5 булиши вирус ю^умлилигини оширади. Яна 
ю^умлилик вирус ва хужайин усимлик ва уларни комбина— 
циясига богли^ булади. Кунгина вируслар pH нинг $уйи да — 
ражаларида фаоллигини йу^отади.

б) Ю|$умлилик ингибиторлари. Баъзан вирусларни 
сезгир уеимликга механик усулда утказиш ута ^ийин булади.
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Бундай ходиса куттгина усимлик з^ужайрасидаги 
"ю^умлиликни ингибитори" булиб хизмат ^иладиган баъзи 
от^сил ва полисахаридларга боБли^ булади. Булар вирус фа — 
оллигини йу^отмайди, аммо ^андайдир йул билан вирус 
ю^ишига таъсир ^илади. Бундай ингибиторлар ^анд лавлаги, 
Chenopodium spp. Phytolacca spp. ва Dianthus spp. усимлик — 
ларидан ажратилган шираларда булади Ингибитор таъсири— | 
ни йу^отиш учун вирус концентрацияси каттаро^ булса ви — 
русли усимлик ширасини суюлтирилганда, ингибитор ^ам 
суголади ва таъсири йу^олади. Ёки ингибитор таъсирини 
йу^отиш учун вирусни ингибитордан тозалаш керак булади, 
ёки вирус юкумлилигини ба^олаш учун ингибитор таъсир 
этмайдиган усимлик турлари ишлатилади. Шунинг учун, 
бодринг, Chenopodium amaranticolor, Gomphrena globosa каби 
усимликларга ингибиторлар таъсир этмайди. Шунинг учун 
беда мозаикаси вирусини Ch. amaranticolor дан Nicotiana spp. 
га механик инокуляция ёрдамида утказиш $ийин, чунки Ch. 
amaranticolor ингибиторга эга. Аекин уни аввал Gomphrena 
globosa га ва сунгра G. globosa дан Nicotiana spp. га утказиш 
яхши натижа беради.

в) Вирус фаоллигини йу^отувчи моддалар. Вирус 
юк;ум,\илигига яна уни фаоллигини йу^отувчи усимликдаги 
моддалар х.ам таъсир этади. Дарахтсимон усимликлар барг — 
ларининг ширалари таннинга эга булиб, улар маълум ша — 
роитда вируслар билан боБланиб, вирусларни чукмага ту — 
ширади, натижада вирус ю^умлилиги йук,олади. Аммо бундай 
^олатларнинг олдини олиш учун усимлик баргларини гомо
генизация ^илиш жараёнида pH 8 —9 га тенг булган буфер 
ишлатилади ва никотин ёки кофеин каби эритмаларида 
эзилади. Ишк,орий му^итда таннинларнинг вирус билан 
боБланиши сусаяди. Бопщача усуллар ^ам мавжуд булиб, 
бунда вирус гомогенизация к,илинадиган му^итга бирорта 
ок,сил солинади (масалан, кукун килиб майдаланган тери 
солинади). Бу о^сил вирус билан бирга таннинни бирлаш — 
тириш учун ра^обат ^илади. Бу усул “какао шо^ларини 
шаклини узгариши вирусининг1' бир дарахтдан иккинчисига 
утказишга имкон яратади. Фаол вирус олишнинг яна бир 
усули бу таннинга бой усимликлардан актив вирус олишда 
усимликни таннии мивдори кам ^исмидан вирус ажратиш —



дир. Масалан, гултожибарглар ва ёш илдизчаларда таннин 
мивдори кам булади.

Усимлик ширалари одатда фаол оксидазаларга эга бу — 
ли б, уларни ма^сулотлари вируслар фаоллигини йу^отади.
I) у ^олатларни олдини олиш учун му^итга ^айтаргичлар 
(масалан, дитиорейтол, меркаптоэтанол, тиогликол кислота — 
си, цистеин солянокислий) ёки ёки хелатлашитирувчи 
ак итлар (масалан, натрий диэтилдитиокарбамат) солинади.

Баъзи "дефект" (ну^сонли) вирусларни нуклеин кисло — 
галарини му^офазаси кучсизро^ булади; баргни гомогени — 
<ация ^илиш даврида ширадаги нуклеаза ва бопща вирус 
фаоллигини йу^отувчи агентлар вирус нуклеин кислотасини 
ута тез парчалаб юборади. Шу сабабли керакли му^офаза 
амалларини ^илинса вирус ю^умлилигини ^исман caiy\a6 
^олиш мумкин. Жумладан, му^итга бентонит солиб вирус 
ажратиш нуклеазаларни бентонитга адсорбция ^илинишига 
олиб келади ёки вирусни инщорий (pH 9,5) му^итда экстра — 
к<)ция ^илиш э$ам вирус нуклеин кислотаси активлигини 
сатууаб ^олади.

Вирус юкумлилигини са^лашнинг яна бир йули вирус 
ажратиш ва^тида вирусли усимлик ширасини депротеини — 
чация ^илишдир. Бунинг учун усимлик ширасини +2°С да 
('уюлтирилган буфер ишлатиб уни тенг ^ажмда сувга туй — 
инган фенол билан аралаштирилади. Сунгра аралашма цен
трифуга ёрдамида вирус нуклеин кислотасига эга "сувли 
фракция"ни барг ^олди^лари, фенол каби боннца мода,алар — 
дан ажратилади.Кейин эса "сувли фракция" совитилган 
диэтил эфирни бир неча з^ажми билан яхшилаб чай^атилиб 
фенол ^олди^ларидан тозаланади. Эфирни йу^отиш учун 
эса ундан азот утказилади. Шундан сунг препарат иноку — 
ляцияга тайёр ^исобланади. Фенол вирус фаоллигигнинг 
йу^отувчи агентларни денатурация ^илади ва вирус нуклео — 
протеидидан вирус нуклеин кислотасини ажратади ва о^сил 
табиатли вирус юкумлилигини ингибиторларини денатура
ция ^илади.

К.)^орида курсатилган ^оидаларга роия ^илинган з^олда 
вирус механик усулда гак'гирил ганда усимликларда маълум 
мудд,ат утгандан сунг ^ар хил симптомлар ^осил булади. 
Усимликни ^ар хил турлари вирус ю рш и жараёнида тур —
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лича таъсирланади, бу таъсирланиш усимликни ирсиятига, 
вирусни типига ва ^акозоларга б оклик, булади.

2. Вирусларни пайвандлаш ёрдамида юцтириш
Пайвандлаш богдорчиликда ^адимдан ишлатилади. 

Бунда э$ар хил усимликлар ту^ималарнинг (кесмаларини) 
устки томонларини бир —бирига ёпиштириб ^исиб ^уйилади, 
кейинчалик улар бир —бири билан ^ушилиб усиб кетади. 
Одатда бир усимликни (пайвандустни ) дисталь ^исмини 
иккинчи илдизли усимликка (пайвандтгагга) утказилади. Агар 
пайвандустда ёки пайвандтагда вирус булса, пайвандлашдан 
сунг вирус иккинчи жуфтига утади ва унда кузга 
куринадиган касаллик симптомлар ^осил булади (2 —раем).

Биринчи марта пайвандлаш воситасида вирусларни 
зщтириш XVII аерда Голландия богбонлари томонидан 
к,улланилди. Улар лола гултожибаргларининг атласга ухшаш 
симптомлар ^осил ^илишини били1пди ва бу рта юк>ори 
ба^оланадиган лола хусусиятини пайвандлаш билан со>лом 
лола пиёзларига утказишни амалга ошириб келишди.

Асосан пайвандлаш билан дарахт усимликларга (олма, 
нок, олхури, олча ва цитрус усимликлари) вируслари 
ю^тирилади.

Пайвандлаш яхши натижа бериши учун пайвандтаг ва 
. пайвандустнинг камбий ту^ималари бир —бирига туйри 

келиши ва уларнинг мойиллиги булиши керак. Мойиллик эса 
турлар бир —биридан узо^ булса, хамда бир паллалик 
усимликларда ута суст булади.

Пайвандлашдан сунг усимликни яхлит булиб усишига 
баъзан уларни биридаги вирус з̂ ам таъсир ^илади.

Цитрус усимликлаРини пайвандлашда анча мураккаб 
ходиса кузатилади. Купинча ик;тисодий а^амияти катта 
булган нав, пайвандлангандан сунг узини вирусга 
чидамлилик хусусиятидан айрилади.

Вирус ю^иши баъзан пайвандланиш амалга ошмаса з$ам 
юз бераверади.

Таксономик бир —биридан узок, булган усимликлардан 
Chenopodium amaranticolor ва ток усимликларини з$ам бир — 
бири билан яцинлаштирилганда (2 — раем), уларнинг кесилган 
^исмлари устида каллуслар усганда з̂ ам вирус ю^ади. Баъзан 
пайвандлаш яхши амалга ошгани билан вирус ю^маслиги 
мумкин. Масалап, тамакини "^алдираши" вируси (вирус по —
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фемкопости табака) картошкани пайвандлаганда (бонща 
ннрус'ларга Караганда) ута сует ю^ади, балки бу вирусни 
yi им лик танаси буйлаб тула тар^алмаслигидан булиши з̂ ам 
мумкин.

Нирусдарни иайванддаш усули билан ю^тиришнинг 
к yin и па усуллари мавжуд. Масалан, энг кенг 
мр^алганларидан усимликдан ^ир^иб олинган пайвандтагга 
пийнешдустни утказиш ва икки усимликни я^инлаштириш 
пилил амалга оширилади.

Ьиринчи усул — иайвандустдаги вирусни пайвандтагга 
|<>кшришда ишлатилади. Бу усулни з$ар хил вариантлари 
монжуд.

<i) утсимон усимликларни пайвандлаганда пайвандуст — 
пинг пастки ^исмини понасимон щ либ уткирлаштирилади.

б) дарахтсимон усимликларни куртак пайванд килнтп 
и у ди билан (пайвандуст булиб куртак хизмат к;илади).

и) малинага ухшаш усимликларни шоз^ларининг сувли 
идишга солиб ("бутилка усул"), картошка, земляника ва 
(нища усимликларни з$ам пайвандлаш ор^али улар га вирус 
киугириш мумкин (2 —раем). Я^инлаштириб пайвандланганда
11 к кала нартнёр з$ам илдиз ^исмини саклаб к̂ олади.



2 —раем. Пайвандлашнинг вирусларни юк,тиришда ишлатилади -■ 
ган турлари (Garlet, 1958; Гиббс, Харрисон, 1978).

A. Дарахтсимон усимликларни "куз пайвандлаш" усули. Пай Щ 
вандуст (куртак) пайвандтаг пусти тагига жойлаштирилади. Куз пай-И 
вандлашдан олдин пайвандустдаги (куртак) бирга кесиб олинган ёксЯ 
к,атламини олиб ташласа з$ам булади.

Б. Пайвандлашнинг "бутилка" усули малинани пайвандлашдД 
ишлатилади. Пайвандустнинг баргли шо^часи сувли пробиркага со-Я  
линади. Пробиркадаги сувда сувутлари усиб кетмаслиги учун алгомиЯ 
фолгаси билан ураб ^уйилса яхши булади.

B. Пайвандлашни “ёрма" (ускуна) усули картошка каби утсимои 
усимликларни пайвандлашда ишлатилади.

Г. Пайвандлашни "копулировка" —я^инлаштириш усули, ш у р ! 
усимлиги вирусининг ток усимлигига утказишда ишлатилади. Илдизлм 
икки усимликнинг камбий ^исми очилгунча тозаланади, сунгра иккала 
усимлик кесилган жойлари билан бир — бирига жипелаштирилади вJ 
богланади. I

Д. Пайвандлашнинг “тилсимон копулировка" усули. Бу у с у !  
земляника каби усимликлар вирусларини утказишда иш латиладЛ 
Усимликлар махсус лента билан боглаыади (Гиббс ва Харрисон, 1978)1

Пайвандлашни к;айси усули ^улланилишидан ^атъиш 
назар, уланадиган усимлик тутуимасини бир —бирига зич 
к или б тугаштириш му^им булиб, улар то бир —бири билаи

* душили б усиб кетгунча ^олдирилади.
Пайвандуст ва пайвантагларни бир — бирига боБлаш 

учун махсус ленталар ишлатилади. Пайвандланган ^иемниня 
усти, айник,са утсимон усимликларнинг устки юзаси доим<| 
намланиб туриши катта а^амиятга эга.

Агар вирус концентрацияси усимликда говори булса! 
э̂ амда усимликнинг бутун танаси буйлаб бир теки! 
тарк,амаган булса, икки кундан сунг пайвандланган жойда 
вирус иккинчи усимликга утади. Аммо вируснинг концен—I 
трацияси усимликда кам ва бутун тана буйлаб бир текисда 
тар^алган булса вирус партнёр усимликга утиши учун х;афта 
ва упдан ошик,рок>, дарахтсимон усимликларда бир неча ои 
булиши мумкин. Касаллик симптомлари аввал cof усимлии 
шо^ларининг энг устки ^исмларида пайдо булади. Утсимон] 
усимликларда эса симптомлар бир ва бир неча ^афтада, да — 
рахтларда 1 йилдан сунг ёки бир неча йилдан сунг пайда 
булади.

3. Вирусларни зарпечак ёрдамида ю^тириш
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Гиббс ва Харрисон бу усулни )$ам "Усимлик вируслари"
I и I обида келтирган булиб, тула ахборат олиш учун шу ман — 
h  i мурожаат ^илинса ма^садга мувофи^ булади.

1>у усул э$ам пайвандлашга ухшаб кетади, чунки бу х/>лда 
\.iM вирус утиши учун )$ар хил усимликларнинг ^ужайралари 
и. | утказувчи ту^ималари орасида жипс богланиш булиши 
му\им.

Зарпечак — Cuscuta spp. —куплаб ингичка шо^ларга эга 
поили паразит усимлик булиб ^ужайин усимлик поясини 
VI |.)б олади ва тегиб чурган жойларида э^ужайин — усимликни 
утказувчи ту^ималарига кирган илдизсимон гаусториялар 
\о( ил ^илади.

Зарпечак ёрдамида икки усимликни бирлаштириш 
мумкин. 1940 йилдан Bennet биринчи марта баъзи вирус — 
\. 11 > 11 и зарпечак канали ор^али бош^а усимликга утишини 
.11,м ̂ лади. Зарпечакнинг 20 дан ортив; тури вирус ю^тиришда 
ишлатилади (3 —раем). Энг куй ишлатиладиганлари Cuscuta 
| unpestris. Бу тур 39 та текширилган вирусдан 24 тасини 
у гказган, C.subinclusa эса 23 тадан 12 тасини утказди. Одатда 
мрпечак ту^ималарида ^ам купаядиган вируслар (бодринг 
мозаикаси вируси) с оглом усимликга яхши утади, аксинча 
мрпечакда пассив тар^алувчи вирусларнинг ю р ш  самара — 

дорлиги паст булади.
Бу усулда вирус ю^тириш, одатда, механик инокуляция 

| >илан, ^ашоратлар билан, пайвандлаш билан вирус боннца 
усимликга утказа олинмаган холларда ^улланилади. Баъзан 
икки усимлик бир —биридан таксономик узок, булади, шу 
на^тларда ю^оридаги усуллар ^улланилганида вирус 
ю^майди. Шундай вак;тларда зарпечак билан вирусни утка — 
:шш ^ул келади.

Зарпечак ypyFH уз унувчанлигини бир нечта йилларгача 
(10 йилгача) са!$лаши мумкин. Уларни ^ужайин — усимлик — 
\арнинг орасига уруги экилса улар уз ^аёт фаолиятини яхши 
| сиууайдилар. Зарпечак кучатларини бирданига ишлатса ^ам 
булади, ёки уларни аввал хужайин—усимлик танасига ях — 
шилаб ёпишиб олганидан сунг, уни шо^лари ишлатилади. 
Зарпечакнинг кучати ёки шо^ини вирус билан касалланган 
усимлик я^инига жойлаштирилади ва у усимликга яхши 
| пишиб олганидан сунг уни иккинчи учини индикатор 
усимликга бириктирилади. Купгина вирусларда симптомлар
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аввало индикатор — усимликларнинг учларидаги ёш барг — 
ларда ^осил булади. Масалан, бодринг мозаикаси вируси 
зарпечакни узида симптомлар ^осил ^илади.

3 — раем. Зарпечак ёрдамида вирус ю^тириш.
Зарпечак аввал вирус билан касалланган канД лавлагига ёпиш — 

тирилади (чапда), сунгра зарпечакнинг пояси co f  тамаки усимлигига 
утказилади (Гиббс ва Харрисон, 1978).

4. ^ашоратлар ёрдамида усимликларга вирус юцтириш
Гиббс ва Харрисон (1978) усимликларни вирус билан 

касаллаитириш учун ишлатиладиган ^ашоратларни (ширин — 
ча, кана ва бош^аларни) доимо бо^иб турадиган шароит бу— 
лишини ва парваришлаш шароитларининг ^уйидагича бу — 
лишини курсатишади. Куйида шу усулларни батафеил кур — 
еатишга харакат ^иламиз. Хаш°РатлаР бо^иладиган усим — 
ликлар маьлум шамолланиб туриладиган камераларда 
( а^ланиши керак. Ишлатиладиган усимлик эса шу вирусга 
чидамли булган усимлик (иммун) булиши керак. Х ашоРат“  
Ar 11 mi и доимо яхши з^олатда са^лаш учун улар фаол усиб 
тург.ш усимликда булиши ма^садга мувофи^ булади. Каме —
I ><i 11 it 111 тучилишини ^уйидагича тасвирлаш мумкин. Диа — 
mi> I ри Ю ('Mia тенг келадиган гул —тувак учун мосланадиган 
камерами гиг ^игми диаметри 10 —12 смлик тагликдан ибо-

is



I ' l пластмасса ёки бош^а материалдан тузилган, баландлиги 
’» 7 смлик берк элаксимон идиш булиб. унинг уст ^исми 

40 смлик целлулоид пленка билан айлантириб ^опланади 
гм унинг устки цисми эса ^ашоратлар размеридан кичикро^ 
'■умап гур >фалган ^оп^о^ билан ёпилади (дока ишлатиш 
v.im мумкин). Тур ишлатишдан ма^сад усимлик устирила — 
ч|мн ва ^ашорат парваришланадиган бу камеранинг ичида 
|ч.пд|>нсацияланган сув (кам шамоллантирилса) йигилишини 
'' \ди н и олиш, ^ашоратларни унда чукиб ^олиши, ^амда 
ымиуруглар ривожланиб могорлашига йул ^уймасликдир. 
(I раем).
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4 —раем. Вирус ташувчи ^ашоратларни купайтириш ва улар би — 
дан ишлашда ^улланиладиган мосламалар.



А. Шираларни купайтириш учун ишлатиладиган целлулоиддан 
| пи iMdiir.iH мослама. Уни бир неча жойида дока (тур) билан тусилган 
Miaмпл ытишга хизмат ^иладиган тир^ишлар мавжуд.

Ii I (икадаларни (чирилдо^) са^аш да ^улланиладиган кичик
Mill All М. I

И Вирус — ташувчи ^ашоратлар билан ишлашда ^улланиладиган
и ......лир. Юцорида: тиш муолажасида ишлатиладиган учи к,айрилган
hi mil ьулиб, у  нематодалар билан ишлаш жараёнида фойдаланилади.

Уртада каналарни утказишда фойдаланиладиган 1 дона олмахон 
шуми, 11астда — худди шунга ухшаш, ширалар билан ишлашда фой —
........ .. олмахон муйи туплами.

Г Цикадалар (чирилдо^) билан ишлашда ишлатиладиган аспи — 
1'.п"|| Суриб олиш учун ишлатиладиган найчани бир томони дока 
fitt ли 11 ( м'ркитилган булади.

Х.ипоратларни бир усимликдан иккинчисига утказиш 
. • I v 11 ^улланиладиган мослама одатда куйидагича тузилиш — 
\.||>Л<1 булади, нематодлар билан ишлаганда тиш духтирлари
I пшминг кавакларини муолажа ^илишда ишлатадиган учи 
к.Iприлган металлдан ясалган бандлик мослама ^улланилади,
i n i.iAap билан ишлаш учун эса биргина з$айвон муйи урна — 
гилган (купинча олмахон муйи) муйкдлам ишлатилади, чи —
II и лдо^лар билан ишлаш ва уларни йигиш учун аспираторлар 
ишлатилади. Аспиратор бу катта пробиркага пукак ёрдамида 
| иритилган икки найча булиб, унинг бири дока билан ёпил—
1. 111 и булиб огазда тортиш учун хизмат ^илса, иккинчиси 
.’О 25 смлик осон букилувчан тинив; пластмасса найчадан 
иПоратдир, одатда (аспираторнинг бу томони) цикадалар ни 
имгищ учи з^исобланади.

Ширалар партеногенез ёки тирик тутиб купайгани учун 
улар жуда тез купаяди ва ^анотли, к.анотсиз шакллари пайдо 
иудади, шунинг учун хам уларни купайтириш анча осондир. 
Кункизлар, чирилдо!^ларни купайтириш анча ^ийин булиб,
■ шрим малака талаб этади. Нематодларни купайтирганда эса 
гуирок; ута isypyK. ёки сернам булмасдан муътадил булиши 
мру р. Замбурутларни вирус ющирувчи ^илиб устириш учун 
п'рил ^умда са^анадиган усимлик илдизларида сазууаш 

м.п^садга мувофи^ булади, чунки унинг зооспораларини ке — 
рак ва^тда осон ювиб олса булади.

Нирус тар^атувчи з^ашоратлар билан ишлаш з̂ ам мута — 
чассисдан малака талаб ^илади. Масалан, ширалар билан 
ишлашда уларни бир усимликдан бош^асига утказиш учун

\
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муй^алам сал з^улланилади, сунгра муй^аламдаги ягона муй| 
ёрдамида шираларнинг ^орин *>исмига салгина уриб —уриб 
^уйилади, натижада шира уз стилетини барг тубидан 
сутириб олади. Кейин уни ^ил ёрдамида кутариб олинади ва 
янги касаллантириладиган барг устига охиста ^уйилади. 
Баъзи з^олларда, айни^са ширинча ози!$ланаётган баргда ви — 
рус катта миедорда булса, бехосдан стилет суририб олин — 
ганда усимлик шираси муй^алам ^илига тегиб сунгра c o f  

усимликга утиб кетмаслигининг олдини олиш учун муй^алам 
билан ажратиб олинган ширинча аввал барг устига ^уйилган 
кичик j^ofo3 парчасига ^уйилади, 1$огоздан эса ширинча се — 
кин —аста узи баргга угади. Чирилдоту\ар жуда фаол бул — 
ганлиги учун уларни аспиратор ёрдамида бонща баргга ут — 
казилади. Нематодалар билан касаллантириш учун эса 
уларни туиро^ суспензиясида ажратиб олинади ва у билан 
касаллантириладиган усимлик илдизи касаллантирилади. 
Нематодаларни ажратиб олишнинг биринчи стадияси тупро^ 
булакчаларини майдалаб, купрок, хажмдаги сувга утказилади. 
Сунгра нематодаларни з̂ ар хил улчамлик элаклардан угказиб, 
сузиб олинади. Биринчи энг йирик тешикли ва кейин ундан, 
майда ва энг майда тешикли элаклардан утказиб, керакли 
тур нематодаларни йигиб олинади. Одатда керакли тур би — 
ринчи ёки иккиинчи элакда йигилади. Сунгра уларни сте — 
реомикроскоп ёрдамида з$ар хил усимлик илдизи 
^олди^ларидан, бош^а з$ар хил организм ва бегона буюм — 
лардан тозалаб ажратиб олинади ва уларни идишдаги сувда 
сахушнади. Нематодалар билан ишлаш, улар билан усимлик — 
ларни касаллантириш учун тиш духтирларини тиш муоли — 
жасида ишлатадиган ^айрилган учли асбоблардан фойдала — 
нилади. Боцщача усул з̂ ам булиб, бу усулни ишлатганда 
пахтадан ту^илган материал жойлаштирилади, бу материал 
(фильтр) устига эса элакдан ажратилган нематодалар соли — 
нади. Бир неча соатдан сунг нематодалар ту^имадан секин 
аста сувга утадилар ва бу тозаланган нематодларни вирус 
ю^тириш тажрибаларида ишлатиш мумкин.

Яна бопща усул бу элютриатор деган асбобдан фойда—I 
ланиб ажратилади. Бу асбобнинг принципи шундайки, унде 
сувнинг кучсиз о^ими юк;орига йуналтириб о^изилади, ту — 
про^ заррачалари эса чукиб ^олади, асбобдан утган cyi 
фракцияларида эса нематодлар булади.



И прус ташувчи замбуруг'ларни вирусга эга булишлари 
V ' i v i i  < >11>■ сJi11 in замбуруги зооспорасини тамаки некрози ви —
(• V< II ( I I IB) билан таъминлаш керак. Бунинг учун тозаланган 
пиру "И юоспоралар суспензияси билан аралаштирилади,
• Г>°(! да бир неча да^и^а са^ланади. Сунгра суспензияни 
•»и|>у< ю^тириладиган усимлик илдизига утказилади. Зоо —
< и ■ | I л<1рни активлигини 2 кун ва ундан орти^ро^ caiyvaai 
V'ivii уларни суюлтирилган фосфат буфери ёки 5% ли Хог —
'•ил '|’'пмасида са^ланади.

Нирус ташувчи з^ашоратларга вирус ю^тириш учун 
ырии мембрана ор^али ози^лантириш керак. Мембрана 

| | шфж ини Парафильм бажариши мумкин. Ширалар 10 — 
’|)"„ I ахароза солинган вирус препаратларини севиб ис — 
|' 1.мол ^илишади.

Ьаъзи вируслар з^ашоратларда узок, ващтача
■ и ыиадилар. Баъзи з^олларда з^ашорат вирусини усимликга 

| | I иришдан илгари маълум ва^т утиши зарур булади. Чунки 
\ naiyr ичида вирус ов^ат билан ^ашорат ичагидан гемо — 

лимфа!» сунгра эса ундан сулак безларига утади, ана шу 
I*' * is I ичида бир хил тур вируслар купаядилар ва усимликга 
м'мдилар. Бунда вирус — ташувчилар (ширинча, ^унгиз, чи — 
1'Н vyayvap) вирусни тутридан —тутри инъекция ^илиши 
мумкин.

Хашоратларни 4°С да С02 билан анестезия к;илиниб, 
л,11.1 м« * три 30 мкм ли шиша капилляр билан вирус препарата 

нппрат ^орнидаги сегментлар орасига юборилади.
Инокулум миедори з^ашорат ошрлигининг 1% дан кам — 

рш нга тенг булиши ва бактериялардан з$оли булиши керак (1 
шпрага 5 мкл). Инъекциядан сунг з^ашорат бир неча соат 
а и н нам камерада сах^ланади, сунгра индикатор усимликга 

\ I казилади.
Вирус юкдирувчи замбуруглар билан ишлаганда зам —

| >\ ругларнинг зооспораларидан фойдаланилади. Зооспора 
нлиш учун масалан, олпидиум замбуруги билан касалланган 
\ | имлик илдизини isypyispo^ шароитда бир кун сах^ланади, 
пунда зооспораларнинг чирш и кечикади, кейинчалик ил— 
и ши хуллаб (сувга ботириб) зооспораларни олинади. Бу — 

ипнг учун илдиз 15 — 20 да^и^а давомида сувга ёки бирорта 
i.iMdypyF устириладиган озу^а муз^итига солиб ^уйилади.
1 vига утган зооспораларни центрифуга ёрдамида концентр —
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лаш мумкин. Зооспораларни э^тиётлик билан асраш зарур, 
сову к, шароитда яхши сакланади, булмаса зооспоралар ха — 
ракатчанликларини йу^отади, шу билан бирга вирус 
тар^атиш.усимликда касалликни ^узгагиш хусусиятларини 
}$ам йук,отиши мумкин.
5. Вирусларни ^ужайра (тузима) лар культураларига (эк~ 

маларига) ю^тириш
Купгина вируслар фа^ат усимликларнигина эмас, 

улардан ажратиб олинган пробиркаларда устириладиган ^у— 
жайраларни ^ам касаллантиради. Каллус тузу-шалари ёки 
каллус ^ужайралари сую^ ёки ^атгик. ози^а му^итларида 
устирилади.

Махсус му^итларда усимлик меристемалари культура — 
ларини олинган булиб, уларни ^озир вируссиз устириш 
ишларида ^улланилади. Баъзи каллус зужайралари говак 
тупламлар ^осил ^илади. Тамакининг каллус з^ужайр алар ин и 
ТМВ билан касаллантириш учун вирусни улар билан гомо — 
генизаторда аралаштириб амалга ошириш мумкин. Бу усулда 
50 дан 90% гача ^ужайра суспензиясига вирус юк,тириш 
мумкин 100 соатдан сунг бир ^ужайрага 107 ча вирус зарраси 
тутри келади. Усимлик вирусларини юк,тириш учун баргни 
ферментлар ёрдамида мацерация ^илинган з^ужайра пусти 
саланган ^ужайралар ишлатилади.

Кейинги вактларда ^ужайра пустисиз протопластлар 
вирус гокдиришда ишлатилмокда. Протопластларни олиш 
учун тамаки барг з$ужайраларини пектиназа ва целлюлаза 
ферментлари ёрдамида ишлов бериб олиш мумкин. Улар уз 
х,аёт фаолиятларини, бир неча кунгача са^айдилар. Прото — 
пластларни поли L —орнитин иштирокида ТМВ ни РНК си 
билан ёки бутун вирус билан ^ам касаллантириш мумкин, 20 
минутдан сунг бир ^ужайрага 106 вирус зарраси тугри ке — 
лади. Протопластларга картошкани вируси, бодринг мозаи — 
каси вирусини ва шунга ухшаш бир ^анча вирусларни 
ю^тирилган.

6. Томат усимлиги вирусларини диагностика цилиш
Табиатда томат усимлигиАа энг КУП тар^алган вирус— i 

ларга ^уйидаги вирусларни келтириш мумкин:
1 . Тамаки мозаикаси вируси — Nicotiana virus 1
2. Томатни зархалланиши вируси (вирус бронзовости тома

тов) — Lycopersicum virus 3
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| |им.тп1и бепуштлилиги вируси (вирус аспермии томатов) 
» I \ ■ ■ iporsicum vims 7.
I I к >др|| н г мозаикаси — 1 (огуречный вирус — 1)Cucumus virus 1 
1 I» ди мозаикаси вируси —вирус мозаики люцерны —Medicago 
Viмп. I (Вирусларни лотинча номлари Смит (19 ) буйича 
Гм ри ммм)

I >у иируслардан таш^ари томат картошкани М, X, У —
' нру ыри билан касаланади. М —вирус одатда латент (яш и- 
рнп| ^одатда булади. Томатда яна ку^онгулни сари^ касал— 
in и (желтуха) вируси учрайди.

Томатда вирусларни ани{у\ашни Власов(19 ) ^уйидаги 
■ \ mi ни таклиф этади.

I'M В ни тапщи симптомлари усимликни кучатлик дав — 
рид.ш то вегетациясининг охиригача булади, зархалланиш 
и 'р< нповость) ва бопп^а вируслар симптомлари усимликнинг 
mi мы ^осил К.ИЛИШ даврида яхши кузатилади.

Касал усимликларни ашпууаб юлиб ташлаш ва касал — 
Mi к м инг ривожланиш динамикасини урганиш учун кузатув — 
ми усимлик ривожланишининг эрта даврларида бошлаган 
|,н.|̂ ул. Исси^хона шароитида з$амма усимликлар кузатувдан 

\ |к.1зилади, чунки кузатув майдони з̂ ам кичик, з$ам касаллик
■ ,ip ер, з̂ ар ерда учрайди.

Очин> дала шароитида касалланган усимликларни
■ ши^лаш учун икки бир —бири билан кесишадиган диагонал 
ьуйлаб з̂ ар текширув намунаси 10 тадан усимликда олиб 
' н рилади. Бир гектар майдонда 20 та намуна текширилади (1
и,1мунада 10 та усимлик), жаъми 200 та усимлик булади.

Демак 1 га да жаъми 200 та усимлик кузатилади.
3 гектарда 40 намуна
5 гектарда 60 намуна
10 гектарда 80 намуна ва яна 10 гектарга ^ушиладиган 

\.ip гектар майдонга 1 тадан намуна (10 та усимлик) ^ушилиб 
| >1 >раверади.

Томатдаги яширин вирусларни (латент) аниту\аш учун 
(М., ТМВ ни) гуруз^ли намуналаридаги вирус анизууанади.
I ' >матнинг 10— 15 усимлигини ю^ори, урта ва ^уйи ярусла — 
рндиги барглардан битгадан намуна олиб уларни ани^лагич 
у имликлар ёрдамида ёки серология усуллари билан анализ 
| и mi6 курилади. Агар вирус топилса намунадаги усимликлар
■ • и и пи камайтириб касал усимликни ани!$лаб олиш мумкин.
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Кузатиш методикаси ^ар бир объект ва вазифага к,араб | 
узгариши мумкин.

1. Томат усимлигида учрайдиган ТМВ ва боии^а в и - [ 
русларни идентификация рли ш  учун бу вируснинг куп 
йиллардан буён урганилган хусусиятларидан фойдаланиб; 
^уйидаги усуллар Власов Ю.И томонидан амалиётда кенг I 
куламда ^улланилмоеда (1—3 жадвалларга ^аралсин).

а) ТМВ баргларида мозаика ва уларни баъзан ипси — 
монлашиши, стрик, мевасини ичини ^унгир рангга кириши 
кузатилади.

б) ТМВ вирусининг бош^а индикатор усимликлардаги 
симптомлари 1 — жадвалда келтирилган.

в) Вирусларнинг физик хусусиятлари: О —ТМВ ни ха- 
рорат таъсирида вирус фаоллигини йу^олиши(ХТФЙ) — 93- 
96°С, аукуба штаминики —80,6°С) ^озо^ штаминики эса- 
82°С; охирги суюлиш мивдори (ОСМ) — 1:1000000. Усимлик
дан ажратилган ширада сагууаниш муадати — бирнеча ой.

г) Серология усулида диагностика “томчи усул"да ба- 
жарилади.

д) Микроскоп билан анализ ^илиш — вирус зарралари 
таё^часимон шаклга эга; улчамлари — 300x15—18 нм.

1 — жадвал
Томат вирусларининг индикатор-усимликлардаги 

реакцияси

Вирус Индикатор 
усимлик тури

Реакция xa — 
рактери

Эслатма \ 1

ТМВ Nicotiana gluti — 
nosa

L;LLN Купчилик ТМВ ни I 
штаммлари мах.ал — I 
лий некрозлар — 1 

сил ^илади 1
Datura stramo

nium
L;LLN ТМВ ни одатдаги 1 

штаммларининг 1 
ВТМ vulgare — (О — Я 

ТМВ) реакцияси 1
Petunia hybrida L;LLN ТМВ ни томат 1 1 

штаммлари реак— 1 
цияси I

Petunia hybrida S;M Тамакини дурагай ! 
навлари шундай | |
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реакция беради
Nicotiana tabacum L;LLN Грузия тамаки ва 

махорка инситути — 
ни селекция 

^илинган навлари — 
нинг реакцияси

Petunia hibrida L;LLN
Nicotiana gluti — 

nosa
L;LLN, S;M, N

Т.'Ш Datura stramo — 
nium

L NR, S NOL

Nicotiana tabacum L NR, S N, NR
Nicotiana rustica L NR, S N, NR

Lycopersicum es — 
culentum

S BsN, VO, NR

TUB Petunia hibrida S M, En, Vb
Tetragonia ex

panse
L LL

Nicotiana gluti — 
nosa

S M, D S N, En

till Nvl Nicotiana gluti — 
nosa

S M, Dis

Nicotiana tabacum S M, Sis
Cucumis sativus S YMO
Datura stramo

nium
L Sp S Mo, M, 

Ch, Rp
Хамма штаммла — 
рида х;ам шундай 

реакция булавер — 
майди

Chenopodium
murale

L LL

KXB Datura stramo
nium

L N Sp, S Mo

-■

Nicotiana gluti — 
nosa

S Mo,N

Gomphrena glo — 
bosa

L LLN

КУВ Nicotiana tabacum 
Самсун нави

S VC Vb

Datura metel S Ve LB
Solanium demis — 

sum hybr. H6
L Ve LB

Solanium demis — L. N Sp Br
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sum Сое Кег 
hemo

БВ Datura stramo
nium

L, Sp, S Vc, Y 
Sp M, N

Capsicum annum S ym

2 — жадвал
Томат вирусларини идентификация ^илишда фойда- 

ланиладиган баъзи хусусиятлари

Вирус Симптом ХТФЙ ОСМ дш
с

Сер
Кир
итма

Mop 1  
фолоИ
ГИЯ Л

ТМВ Мозаика, 
баргини 
ипсимон 
шакли бу — 
лиши, мева 
ичи Î yHFHp 
рангга ки — 
ради

0-
ТМ В-
93°,
Аукуба 
штамм, 
К-ТМ В  
80°

1; 100000 
0

ой — 
лар

Том —
чи
усул

Тукл
арид
а
игна
СИ
МОН,
дуге
ИМО
н
крис
талл
ар

ЗООхЯ
290xl|

ТЗВ

Баргни за —
р^алланиши,
мевада
юмалоц
^ал^алар

40-48° 1 
О

О 
о

 
о 

о
 ̂

1Г)

4 -
10
соат

40 I

ТБВ

Мозаика, 
ута шо)5 — 
лаш.барг — 
ларини 
май — да — 
лашиши, 
барг шак — 
лини узга — 
риши, бу — 
ралиши,

50-55° 200 1
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t.lt I

К XII

KYII

меваси май 
дала шиш и, 
у руги етил 
майди.
Карги ипси 
мон, папо — 
рат — ник —
СИМОН

шаклга ки —
[ )ИШ И

60 -  70° 1; 10000 6 -8
кун

Том — 
чи
усул

35

Нирулент
штаммларда:
баргда
нокроз,
кейинчалик
НОКрОЗЛИ

>$ал̂ а ^осил 
булади. 
Нирулент — 
лиги кучсиз 
шгаммда: 
хол — 
холлик ва 
уни тезда 
йу^олиши 
кузатилади.

70° 105 Том —
чи
усул

480-
12;
520x10

Барг томир 
ларини 
о^ариши 
(рангсизла — 
ниши), ва 
сутагра то — 
мирлар ту!$ 
я шил з̂ о — 
шияга эга 
булади 
Баъзан 
симптомлар 
ноани^ бу — 
либ, тезда 
иу^олади

55-
60°С

1,1000-
1:8000

Том —
чи
усул

756 х 
12

Баргни ^ар 
хил жадал —

62°-
64°С

1 :2000-
1:10000

3-8
кун

Икки
ёклам

29



ликдаги а
БМВ м озаикаси , 

^тсазувчи  
гу^им алар  — 
нинг нек — 
р ози

им му 
но — 
диф ф  
узия

е) "Киритмалар" усулини ^уллаш. Томат баргларидан 
ТМВ ни кристалл киритмаларини кузатиш анча кенг 
тар^алган. Барг тукчаларидаги ^ужайралардан киритмалар 
топиш тавсия этилади.

Томатни кук меваларида эса вирус барги ва мевасининг 
^опловчи ту^ималардаги киритмалар борлигига ^араб, вирус 
ани^анади. Пишган меваларда киритмаларни ^идириш ях — 
ши натижалар бермайди. Шунинг учун улардан вирус ки — 
ритмалари а^тарилганда урурни }фаб олган шиллик, тузима 
анализ ^илинади. Касалланган меванинг тузима хужайрала — 
рида э$ар хил катталикдаги игнасимон ва дугсимон киритма — 
лар тупламлари кузатилади. C o f  ^ужайраларда эса бундай 
киритмалар кузатилмайди (топилмаган).

Препаратлар микроскопда 200 — 400 марта катталашти — 
риб кузатилади.

2. Томатни зар^алланиши вирусини (ТЗВ) (вирус 
бронзовость томатов) томатда идентификация ^илиш учун 
ТЗВ ни ^уйидаги хусусиятларидан фойдаланилади.

а) Томат усимлиги баргларида зар^алланиш, “крапча—i 
тость" ва меваларида юмало^ хал^алар кузатилади. Кунинча 
бутунлай усимлик нобуд булади.

б) Ани1ууагич усимликлардаги симптомлар 1 — жадвалда 
келтирилган.

в) Физикавий хусусиятлари.ХТФЙ — 40° —48°С; ОСМ 
1:100 — 1:5000; ажратилган ширада са^ланиши (АШС) — 4 — 10 
соат.

г) Микроскопда таджик, ^илиш: зарралар диаметри 40
нм.

3. Томатнинг бепуштлилиги вируси (вирус аспермии 
томатов) (ТБВ)

а) Томатдаги симптомлари: усимлик ута шо^ланган бу — 
лади, барглари майдалашади, мозаика з^осил булади. Баргни
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Mi'M m i  у ч.iради, деформацияланади ва барглар буралади. 
N ь ' I '• 11>и майда ва деформацияланади, урумари етилмайди.

0) Индикатор —усимликлардаги симптомлари: 1 — 
ц идпалда келтирилган.

и) Нирусни физикавий хусусиятлари: ХТФЙ 50 —55°С.
И Микроскопда таджик, ^илиш: диаметри 200 нм га тенг

■ •! • |• 11к вирус зарралари.
I Ьодиринг вируси — № 1 (Cucumis virus— 1).
1) ! оматдаги симптомлари: ипсимон ва папоротникси—
мин барглилик.
и) Индикатор —усимликлардаги симптомлари 1 —
-кадналда келгирилган.
и) Вирусни физикавий хусусияти ХТФЙ —60 —70°С:

< К 'М -  1:10000, А Ш С - 6 - 8  кун.
г) С ’('рология анализлари томчи усул билан бажарилади.
д) Микроскоп ёрдамидаги тад^и^отлар: диаметри 35 нм

I ими’ сферик вирус зарралари.
| Картошкани Х-вируси (КХВ)

а) Томатдаги симптомлари: ута вирулент штамм вирус 
| "| гирилган баргда некрозлар ^осил ^илади ва у кейинчалик 
I'11 г.. | кланиб думало^ некрозланган з^ал^а ^осил ^илади. 
Кум и ч нирулентликка эга булган штаммлари баргда ёрур ва 
| у к я шил )$ол — ̂ оллик (светло—темнозелёная крапчатость) 
S' 'I ил булиши ^ам мумкин.

б) Индикатор — усимликлардаги симптомлари 1 — 
»к.|дналда берилган.

и) Вирусни физикавий хусусиятлари:ХТФЙ — 70°С, 
( К М 10~ 5 штаммларига ^араб бу курсаткичлар узгариши 
мумкин.

г) Серология анализлари томчи усулда бажарилади.
д) Микроскоп ёрдамидаги тад^ик,отлар: вирус зарралари 

| П' имон шаклли, узунлиги 520 нм, эни 10 нм.
(). Каротошкани У-вируси (КУВ)
<i) Томатдаги симптомлари — томирларининг ок,ариши 

(р.пне нзланиши), "крапчатость", сунгра томирларни туг
ими л хошияга эга булиши.

Ваъзан симптомлари аник, булмасдан кейинчалик 
иукмлиб кетади.

б) Индикатор усимликларидаги симптомлари 1 — 
-кадналда берилган.
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в) Вирусни физикавий хусусиятлари: ХТФЙ — 55 —60°С; 
О С М - 1:1000-1:8000

г) Серология анализи томчи усулида бажарилади.
д) Микроскоп ёрдамидаги тад^ик,отлар: вирус заррача — 

лари ипсимон шаклли, узунлиги — 756 нм
7. Беда мозаикаси вируси
а) Томатдаги симптомлари: баргни з$ар хил жадаллик — 

даги мозаикаси, утказувчи гу^ималарининг некрози.
б) Индикатор усимликлардаги симптомлари: ХТФЙ —
62 — 64°С;
в) Вирусни физикавий хусусиятлари: ОСМ = 1:2000 — 

1:10000; АШС = 3 -8  кун.
г) Серология анализи; иккиёзууама иммунодиффузия 

ёрдамида бажарилади.
8. Аралаш инфекциялар
Исси^хоналарда томатлар бир ва^тни узида ТМВ ва 

КХВ ёки очи!$ далада ТМВ ва КХВ, ТМВ ва КУВ, ТМВ ва 
боннца ю^оридаги курсатилган вируслар билан бирга учрай — 
ди. Бундай холларда анализни тезлик билан амалга ошириш 
учун серология усулларидан фойдаланилади. Индикатор — 
усимликлар ёрдамида анализ ^илинадиган булса, айтилган 
вирусларни аник, идентификация ^илиш учун индикатор 
усимликлар туплами булиши зарур. Томатда ТМВ дан бод — 
ринг мозаикаси вирусини (БМВ) ажратиш учун киритмалар 
усули яхши натижа беради, чунки БМВ ^ужайрада кирит — 
малар ^осил ^илмайди.

3 — жадвал
Симптомларни белгилашда ишлатиладиган шартли 

белгилар

1^ИС
1^арт
ма

Инглиз тилида Рус тилида Узбек тилидг

Вг brown Коричневый Ж и гарранг
Ch chlorosis, ch lorotic — Хлороз, хлоратичный Х лор о з
Dis distortion — Деформация Д еф орм ация
En enation — Выросты Усим талар
L loca lly  — Локальный, местный М ахалли й
LL loca l lession — Местные поврежде- М а^алли й  жар(
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•I

, ■. ■■ НИЯ .. ^атланиш
llll>4.lic — Мозаика Чипорланиш

Му niooltjing •> Крапчатость "Хол —холлик"
N ni'brosisr;;. ■ . Некроз Некроз,

ту^ималарни дойра 
шаклига утиши

NN nectotirmg — , Некротические коль
ца

Некроз халкаси

NV iwciiotic vein , Некроз жилок Томир некрози
Nt|l in>i iotic qeerpees le —' 

:.|on /
Некротический Ду
бовидный рисунок

Дубе им он кури — 
нишдаги некроз

ч syfitehiically -

■■ • •’ ,j *. ' •

Системный Бутун тана буйлаб
вируснинг
тар^алиши

'*!' •.pets. ■ Пятна A of

VH Vein babding Окаймление жилок Томирларни з̂ о — 
шияланиши

V/«J tyeili cle'eariilg
‘ ' ’ "-V ' ' ■’

Посветление жилок Томир рангсизла — 
ниши

Ум Yellow mosaic Жёлтая мозаика Сарщ мозаика
V m ii Yellow motling Жёлтая крапчатость Сари^ хол —холлик

.• • 1-машгулот 
ФигопатОген вируслар билан касалланган усимлик

ларнинг симптомлари 
Пшдан ма^сад: Фитопатоген вируслар билан касал — 

vimnii усимликларда з$осил буладиган симптомлар ^а^ида 
мп илумрт ОЛЙШ. , * ' ’ V

Керакли материаллар: Помидор, тамаки, бодринг, руза,
I ><»п< н.1 ббш£а усимликларнинг мозаика симптомли барглари
II хм м еки гербарий матерйалларй), жухори, гумай, арпанинг 
чи пп л̂и мозаика барглари, карам, шолтом, редис ва турп — 
ищи мозаикали барглари. Даладан ёки иссшрсонадан янги
I-и ри Г) колинган усимликлардан гербарийлар тайёрланади ва 
улприи систематик уринлари ани1$ланади, з$ар бир гербарий 
ы н рпали остида.ёзиб ^уйилади.

МашРуЛот лаборатория ва дала шароитида (ба^ор, ёз ва
■ у I ф.к лларида), исси^хоналарда утказилади. Касаллик
■ имитадлари cof усимлик билан тавдосланади ва кундалик
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дафтарларга ёзилади, раем дафтарларга чизилади а̂мд< 
улардан гербарийлар тайёрланади.

Кузатув олиб борилганда асосий эътибор усимликнин 
таш^и куринишига, баргларига, бутим орали1$ларига, бар: 
томирларига, рангига, умумий ривожига эътибор берилади 
Вирус касалликлари усимликнинг усиш ну^тасида яодо; 
курингани учун аввало усимликнинг усиш ну^таси кузати
лади. Симптомларнинг асосийлари ^уйидагича булади: мо
заика гуру^ига мансуб симптомлар, ипсимонланиш, бури- 
шиш (ажинлашиш), жингалакланиш, ^иредуловда ухшашлик 
баргидаги чизи!уш мозаика, барг, томир, поя ва мева нек- 
розлари, усимликни ёки баргини шоз^ланиши, рангию 
йу^отиши, саркайиши, шаклини узгартириши, усишдаг 
к.олиши, гулдарнинг бадбуришлашиши, гул ^исмлари р и - 
вожланмаслиги, гулгожбаргларининг яшил тусга кириши, гу; 
урнига шоэ^лаб кетиши, редукцияланган барг пайдо булиши 
туп гул марказида ^а^и^ий барг з^осил булиши ва (Илова- 
даги расмларга ^аралсин).

Куйида Узбекистонда тарк,алган вирус касалликлари в, 
уларнинг симптомлари ва баъзи бонща хусусиятлари ^а^ид< 
к,ис^ача тухтаб утамиз.

1. Fy3a вирус касалликлари гузанинг ингичка ва урт 
толали навларида тар^алгандир. Улар дунё буйича 18 да] 
орти^ булиб, улардан энг асосийлари: "гузанинг жингала] 
барглилик" (курчавоть листьев) касаллигида гуза баргинин 
асосий томирининг ривожланмай ^олиши сабабли баргла 
жингалаклашади ва баъзан мозаика аломатлари (чипорла- 
ниш) кузатилади. Барглар сони ^ам касал усимликлард 
анча камрок,, баргларда ^ол — з̂ ол доглар пайдо булади, бар 
^авариз  ̂ шаклга киради. Баъзан баргда оз^иш, ту^ — яши 
мозаика кузатилади, барг пластинкаси дагаллашади, бутинла] 
ораси ^ис^аради, барг юк;орига ^араб буралади.

"Усимлик усиш ну^таларини дасталашиши” (пучковид
ная верхушка) вирус касаллигида усимликнинг усин 
ну^тасидаги барглар, гуллар ораси к,ис^аради, томирлар! 
йутонлашади, усимликнинг учида шо^лар дасталашади.

Рузада яна "томирлараро сарик, мозаика", " цоа — ̂ о) 
(чипор) барглилик" (крапчатость), "псиллоз" (барг ва поянин 
жигарранг тусга кириши), “баргларнинг майдалашиши” (из- 
мелченность листьев), “антоцианоз", "томирлараро мозаика'
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iftlV 1111 ' 'I' орасининг р с р р и п ш " (укорочение междоузлий) 
^.ц>н к,и ||дликлар мавжуд.

! Картошканинг вирус касалликлари з$ам жуда кенг 
тр ои м и  булиб, дунё буйича 20 дан орти^ вирус касаллик — 
Днрм тпилган. Уларнинг 10 гаси МДХ давлатларида ва 4 та — 
|«и IЧ, N , Л,К) Узбекистонда учрайди. Вирус билан касалланган 
•» it м л и к баргининг томирлари оч тусга киради, баргида 
''ум  \"Длик" (крапчатость) ёки ажинлар пайдо булади. "А" 
ИНру Милан касалланган картошка баргида катта —катта 

| и мозаика з^осил булади, кейинчалик барг тул^инсимон
II н MIM, жиигалак булади. Вируснинг вирулент штаммлари 
ми, кип мозаика з^осил ^илади. Агарда картошканинг “А" 
пиру и "X" вируси билан бирга учраса картошка баргида 
мурмалар, гижимлар пайдо булиб, барг буралади, томирла — 
ркрн ншшлар пайдо булади, барглар муртлашиб, осон сина — 
и Картошка "К" вируси билан касалланган булса усим — 

mi in in hi ю^ори ярусидаги ёш баргларда кучсиз доглар пайдо
мулиди

Картошка "У" вируси билан касалланса я ^ о л  кузга 
1.1111 л. 111.|диган ашп$ симптомлар кузга ташланмаслиги мум — 
пни Агарда "У" вируси бош^а вируслар билан биргаликда 
учр.н ,i мозаика, йул — йул штрихлардан иборат ("стрик") 
" пп .! з^осил булади. Баъзан бош^а картошка вируслари 

мнлпн миргаликда учраганда усимликда паканалик (карли —
| ми, к п.) аломатлари кузатилади.

Л. Ьутгулли усимликларда (tuoafom, редис, турп, карам, 
р.пи ) "толком мозаикаси вируси", "редис мозаикаси виру —
| и "гулкарам мозаикаси вирус" лари учрайди. Касал 

тмпкларда аник, мозаика ва баргни бужмайиши ва ри —
и, ф ланишдан тухташи кузатилади.

4. Дуккакли усимликларда 6 хил вирус касаллиги уч — 
раиди. Улардан "нухат мозаикаси вируси" билан касалланган 
иухатда барг томирларининг о^ариши ва мозаика з^осил бу— 
\, I д 11 I |ухатда яна бош^а симптомга эга касаллик — 
"мучатнинг юк,ори ярусларини саркайиши" касаллиги уч — 
р.шдн, ю^ори ярус баргларида кучли зслороз (барг рангини 
и I •> мини) кузатилади, барг мурт булиб ^олади. Мош усим — 
мп и да ка "мош мозаикаси вируси" учрайди, барг томирла —

.......к, Iради ва барг пастки томонга ^араб буралади, шишлар
Н'и нл булади, барг пластинкаси шакли узгаради, усимлик
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усишдан ^олади, урути майдалашиб кетади. Бу вирус ловия 
усимлигини )$ам касаллантиради.

Мошда яна "мошнинг сари^ мозаикаси вируси" учрай — 
ди. Касалланган усимлик баргида доБлар жадаллик билан 
купаяди, усимлик усишдан з$олади. Бу касаллик ловия, соя ва 
бопща дуккакли усимликларда ^ам учрайди.

5. ^овун ва бодринг усимликларида "бодринг мозаи — 
каси вируси" учрайди. Иккала усимликда ^ам мозаика сим — 
птомлари кузатилади. Бу вирус к.ово^симонлар, мураккаб 
гулли усимликлар ва дуккаклиларда учрайди.

6. Беда усимлигида "беда мозаикаси вируси" учрайди, 
касалланган усимлик баргида дойра шаклдаги доглар ^амда 
мозаи кали баргларнинг жингалакланиши кузатилади.

7. Жухорининг "жухори пакана мозаикаси вируси" 
касаллантиради. Баргларида чизш$ — чизи^ шаклли сари^ 
мозаика кузатилади, усимлик усишдан ^олади, жухори су — 
таларида дон мивдори рта камайиб, 20 — 30% гина ^олади. 
Айни^са усимликни вирус билан жуда эрта касаллантирса 
вируснинг зарари жуда катта булади, жухори дони майда — 
лашади, олинган уругнинг униши рта пасаяди.

Ю^орида курсатилган касаллик аломатларини эътиборга 
олган з^олда машгулотда бериладиган табиий ва гербарий 
материалларни гуру^ларга ажратиш, улар ^а^ида чу^ур би — 
лимга эга булиш зарур.
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I Индикатор усимликлар: Nicotiana glutinosa, ёки N. 
•ylv. .IrlN, Cl K'nopodium amaranticolor ёки Ch. quenea.

У Нирус намунаси: ТМВ ни томат штамми билан ка —
I НИ..11 томат ёки тамаки барглари (5— 10 грамм).

♦ Корунд (300 —бООмеш) ёки "целит" (диатом тупроги),
I Шиша таё^ча, шпатель,
■ 1 Imimi ^авонча (25 —50 мл),

| >к( икатор (з^ажми 20 литр),
/ I In,
и 11ластилин.
Митинг бориши. Вируслар билан ишлаганда )$ар бир 

м м ииыдигон амаллардан аввал ^улларни, иш жойини, иш 
•и |"‘||\,||)ини яхшилаб ювиш, тозалаш, баъзиларини стерил — 
AtHii чфУР Иш фильтр k,ofo3h устида бажарилади.

Нирусли намунадан вирусли шира ажратиш: ТМВ 
Пи «.in |. .к аллантирилган томат ёки тамаки баргини (5 — 10 гр)
.....ни х.нюнчада 0,1 М фосфат буфери (1 гр намунага 1 мл
Пуф"!' мшу\орида) (pH 7,8) иштирокида эзиб майдаланилади. 
Ныдн чхширок, майдалаш учун гомогенизатордан (1 —2 

мину г) (|)ойдаланса з$ам булади. Гомогенатни 2 — 3 ^аватли 
Д||Ц||Д|||1 утказилади, сунгра 1 минутда 6 —8минг айланиш 
и ииI иди 10 минут давомида центрифуга филинади. Чукмага 
и к ши 1 1 ил маган усимлик к,олдиклари, з^ужайрани йирик би —
I hi » i .i \. 11 >и тушади, вирус эса чукманинг устида булади.

Нирус ю^тириш Касал усимликдан ажратиб олинган
..... ни hi 2 3 томчисини c o f  усимлик баргига томизилади ва
ним | hi VIII барг сат^и тирналади. Аммо бу усуллар кам на — 
гнжп '"'ради, ^озирги ва^тда эса бу усул сал узгартирилган, 
ищи I .гг\ига озгина образив сепилади, 2 — 3 томчи ширани 
him  и шлади ва тоза бармок, ёки шиша тайё^ча ёки шпатель
■ |'д1|мидп о^исталик билан суртилади. Суртишнинг кучи 
Пяршипг )уолатига, ёшига, усимликни, абразивни сифатига 
Ли м.к иулади, 10—15 минутдан сунг вирус препарата ва 
нпри птларни орти^чалари дистилланган сув билан ювиб 
мипшмди Нирус барг туклари ва эпидермисидаги микро — 
«йрицаглари ор^али киради.

Нирус ю^тирилган баргларга вирус номи, сана ва ^о — 
I-. I it I л и р счилган этикеткалар богланади. Сунгра уларни нам 
цВАди < олинган катта эксикатор ёки шишадан ясалган 15 — 20 

I* млн угги зич ёпиладиган идишларда сазууанади. Бунинг
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учун эксикаторни устки к,исмига 3 — 4 кдтор ип тортилади ва 
ипнинг икки учи эксикатор деворларига пластилин ёки 

ленталар ёрдамида ёпиштирилади. Вирус 
ю^тирилган барглар ана шу ипларга борланиб ос и б 
^уйилади. Вируснинг ю р ш  кучини ошириш учун вирус 
гок/гирилган барглар ^opoiiFHpoK. ва нам жойга ^уйилади.

Вирус юк,'гирилган баргларда касаллик аломатлари 
пайдо булиши ишлагиладиган индикатор усимликнинг турига 
(Nicotiana glutinosa да 48 соат, N. sylvestris да 76 — 80 соатде 
некроз з^осил булади), вируснинг турига, з^ароратга ва Ш1 
каби факторларга 6ofahi$ булади.

Вирус ю^тирилгандан сунг 48 соат (N. glutinosa), 76 — 8С 
соат (N. sylvestris), икки з$афта (Ch amaranticolor, Ch. guenea), 
1 — 2 ой ва йиллар мобайнида (дарахтларда) кузатилиб бори — 
лади. Индикатор усимликларда пайдо булган симптомлар 
48 — 72 соатдан сунг з^исобга олинади ва назорат баргдаги 
(ёки баргни ярмидаги) з$амда тажриба барглардаги сим — 
птомлар саналади (некроз ёки a o f , з^ал^а булса), диаметри 
улчанади, яъни тасвирланади.

З-машрулот
Индикатор усимликлар ёрдамида фитопатоген вирус

ларни (штаммларни) биологик тозалаш
Ишдан ма^сад: фитопатоген вируслар ар ала г п м ас и да к 

маълум бир вирусни (штаммни) тоза з^олда ажратиш услуби 
билан таништириш.

Керакли материаллар: Тамаки мозаикаси вируси билак 
касалланган тамакининг мозаикали барги. Nicotiana glutinosa, 
N. sylvestris ва N. tabacum нинг Самсун нави, корунд, фос
фат буфери, эксикатор, ип, пластилин, вазелин ва з̂ .к.

Табиатдан ажратиб олинган вирус намунасидан 
ани^лагич (индикатор) усимликлар тупламини турри танлаб 
агротехника шарт — шароитларига ва тозаликка роия ^илиб 
уларни инокуляция к,илинса маълум муддатдан сунг вирус 
ю^тирилган усимликда шу вирусга оид симптомлар з^осил 
булади.

Хар бир урганилаётган вируслар учун шундай индика
тор усимликлар 1уруз^ини танлаш мумкинки, усимлик бу 
вирусга хос специфик симптом з^осил ^илсин. Вирусни з$ар
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*м \ 1!и.|ммлари сезгирлиги жи^атидан ани^агич усимликлар
I s • | >..м1 ()идан ^амда сезгир ани^агич усимликларда х.осил 
ЦЙА< |,ли i.iн симптомлари билан фарзушниши мумкин. Маса — 
Анн ммаки мозаикаси вирусининг (ТМВ) ода,ий штамми 
(MIM viilgare) Nicotiana sylvestris усимлигида "системали 

и пи Г' беради, яъни касаллик усимликнинг бутун танаси 
VIK Hi гар^алади ва баргларида, усиш ну^таларида мозаика

• ими тмлари пайдо булади. ТМВ нинг бопща штаммлари эса 
Лу yi пмликда "некроз" ^осил ^илади.Агар бир усимликда 
Ми ••‘ V I 1 иирусларнинг аралашмалари булса ундан шу айтил — 

(им нируглардан бирини шу икки дифференцияция ^илувчи 
, и ч mi к дар ёрдамида ажратиш мумкин. Ажратиб олинган 
iHipyi нм (штаммни) фа^ат шу вирусдан (штаммдан) иборат
• ••ни липши ишонч ^осил цилиш учун микробиологиядаги
• щи и рияларни тоза культураларини ажратиш усулидан 
ф. .||л.|данилади.

Пшпннг бориши. Бир хил вирус (штамм) дангина таш — 
и m титан ТМВ нинг тамаки штаммини (О —ТМВ) биологик 
in ы штаммини олиш учун N. tabacum усимлигидан ажра —
■ и m i и Iпира билан N. glutinosa нинг барги ^уйидаги схема 
пуйичл инокуляция ^илинади ва уларни нам камерага (эк —
• ии.гюрга) жойлаштирилади.

I -  П А С С А Ж
И \< »ЛЯ I ^гомогенизация —> N .glutinosa ->  1 некроз —> N.tabacum .

0,1М Ф.Б.рН 7 -8  (некроз) Самсун нави
(мозаика)
(1 -П )

2 -  П АСС АЖ
I I I  > гомогенизация —> N .glutinosa ->  1 некроз ->  N.tabacum .

0,1 М Ф.Б.рН 7 -8  (некроз) Самсун нави
(мозаика)

(2 -П )

3 -П А С С А Ж
II > гомогенизация - »  N .glutinosa —> 1 некроз ->  N.tabacum .

0,1М Ф.Б.рН 7-8  (некроз) Самсун нави
(мозаика)

(3-П)

4 -  П А С С А Ж
I II > N .tabacum  Самсун нави (вирус тупловчи усимликлар)
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Маълум вак,т утгандан сунг (48 соат) барг сатз^ида нек — 
розлар ^осил булади. Мазкур барг сат^идаги айрим жой — 
лашган 1 та некрозни тоза тушчи ёрдамида кесиб олинади 
ва уни 0,5 мл буфер иштирокида кичик чинни з^авончада 
гомогенизация ^илинади. Гомогенат сунгра N. tabacum 
Самсун навининг битта баргига инокуляция ^илинади. 15 — 
20 кундан сунг мазкур усимликда мозаика симитоми з^осил 
булади. Бу биринчи мононекроздан утказиш биринчи пассаж 
деб аталади. Иккинчи пассажнинг бошланиши биринчи 
пассаж охирида мозаика з^осил ^илган усимликдан яна 
"инокулюм" олиб уни гомогенизация ^илиб, сунгра некроз 
з^осил ^илувчи N. glu tinoza  усимлигига инокуляция ^илишдан 
бошланади. Бу усимлик баргида некрозлар з^осил булганидан 
сунг унда "мононекроз" ни ^ир^иб олиб “системали" сим
птом з^осил ^иладиган N. tabacum ira Самсун навига иноку
ляция к;илиш билан тугайди. Худди шу йусинда учинчи пас — 
сажни з$ам бажарилади ва энди бу пассаж охирида N. 
tabacumHH Самсун навида тупланган вирус зарралари уч 
мононекроздан утказилган биологик ТМВ нинг 0 —штамми 
з^исобланади. Эндиги вазифа мононекроз усулида биологик 
тозаланган штаммни "вирус туплагич" усимликларда 
мивдорий купайтириш ва уни физик — кимёвий усуллар ёр — 
дамида тозалаш ва тоза препарат олишдир.

4-машкулот
Вирус аралашмаларидаги вирусларни идентификация

1^ И Л И Ш .

Ишдан ма^сад, Индикатор усимликлар туплами ёрда — 
мида ТМВ, картошкани X вирусини (КХВ) ва ялтирбош мо — 
заикаси вируси (ЯМВ) ларини идентификация дилинг билан 
таништириш.

Керакли материаллар 1. Вируслар: ТМВ, КХВ, ЯМВ.
2. Усимликлар: глютиноза (N. glutinosa L.), дурмон (Da— | 

tura stramonium L.), гомфрена (Gomphrena globosa L.), шура 
(Chenopodium amaranticolor Coste, Reyn), ловияни Пинто 
нави ( Phaseolus vulgaris var. Pinta) ва apna (Hordeum vulgare 
L.)

3. Корунд (400 — 600 меш) ёки "целит" (диатом тупроги)
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I Шиша таё^ча (0,2 — 0,4x15 см) ёки бакгериал сиртмо^:
• Чиини ^авонча (20 — 50 мл).

ii Иирус ю^тирилган усимликни саз^ланадиган жой (ис —
• и^хона, нам камера— эксикатор).

/ Ю^орида зикр этилган вирусларни сунъий аралаш — 
м.к и (10 — 50 мкг/мл) 

и I MB, КХВ ва ЯМВ ларига к,арши тайёрланган анти — 
мрдоблар.

II III пинг бориши. Механик инокуляция усулида глюти — 
П||,| дурмон, гомфрена, шура, арпа ва ловия (Пинто нави) 
Kipiiii 3 та бар гига вирус ю^тирилади. Сунгра 12—15 
цум1.1*1.1 иирус ю^тирилган усимликлар кузатиб борилади. 
' имитмларнинг пайдо будиш муддати ва характери белги — 
Лиши! борилади ва улар асосида жадвал тузилади (4 — 
Н ид it 11 л) Жадвалдаги натижаларни та^лили асосида ^ар бир 
Виру, идентификация ^илинади.

Масалан, вирус аралашмаси глютиноза ва дурмонда 
II* ер" Iл.Iр ва бир ва^тнинг узида мозаика з^осил ^илса, гом — 
ф|и iM усимлигида некроз, хеноподиумда эса икки хил нек — 
рнинр ^осил ^илса, мушоз^ада ^илиб айтиш мумкин: ара — 
А[нпм.1да ТМВ ва КХВ бор экан.

Жадвалдан фойдаланиб боцща хил вирус аралашмала — 
ринит таркибини з$ам анш^лаш мумкин.

Олинган натижаларнинг тугрилигини "тизимли" касал —
■ пн пн усимликлар шираларини антизардоблар ёрдамида 
" Ihm'iii реакцияси" утказилиб тасди^лаш мумкин.

4 —жадвал
Л11 и (ууагич усимликларида вируслар з^осил к.илган сим — 

птомлар

Усимлик Хосил булган симптомлар
ТМВ КХВ АЧМВ

Nli1 '1 latia glutinosa

Вирус 
юктирилгандан 
сунг йирик (2 
мм га) нек — 

розлар

Вирус 
ю^тирилгандан 

10— 12 кун 
кейин кучсиз 
з̂ ол — хол мо — 
заика (крап
чатая мозаика)

Иммун
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з$осил булади

Datura stramonium

Вирус 
юктирилгандан 

3 — 5 кундан 
сунг майда 
(0,5— 1 мм) 
некрозлар

Вирус 
ю^гир илган дан 
6 — 7 кун кейин 

"системали" 
вирус ю^ади, 

мозаика з о̂сил 
булади

Иммун |

Gomphrena glo — 
bosa L

Вирус 
ю^тирилгандан 

4 — 5 кундан 
сунг йирик (2 
мм ча) нек — 
розлар з̂ осил 

булади

Вирус 
ю к.ти р ил га н да н 
6 — 7 кун кейин 
1$изил з^ошияли 
некрозлар з̂ о — 

сил булади

Иммун I

Chenopodium 
amaranticolor 
Coste, Reyn

Вирус 
ю к.ти р илга н да н 

4 — 5 кундан 
сунг майда 
(0,2 —0,5 мм 

ча) некрозлар

Вирус 
ю^тир илган 
12 — 20 кун 

кейин йирик 
(1 — 1,5 мм) 

1ЩЗИЛ з^ошияли 
некрозлар >50 — 

сил булади.

Вирус i 
ю^тирилгандЯ 
2 — 4 кун ж у Л  
кичик (ОД — ОЙ 
мм) некрозла!

Hordeum vulgare 
L.)

Иммун (вирус 
ю^майди)

Иммун
"Тизимли’Я  

вирус ю^ади 
калга ^уигии 
штрихли м о «  

заика |

Phaseolus vulgaris 
var. Pinta

Вирус 
ю^тир илган дан 

2 — 3 кундан 
сунг (1 мм) 
некрозлар

Иммун Иммун 1 ;

Адабиётлар
1. Власов Ю.И., Редько Г.А., Литаева Г.К., Вирусные болезни овощ

ных и бахчевых культур. Ленинград, 1973.
2. Вахабов А X.., Дехканова З.Н. , Исамухамедов М.З. Некоторые j 

свойства и идентификация вируса мозаики редиса. Узб. б.ж., №:6, 
1982,-С 15-18.

3. Гольдин М.И. Вирусные включения в растительной клетке и при-1 
рода вирусов. 1963, 204 с.
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I Дехканова З.Н. Очистка, характеристика и иммунодиагностика ви
русов крестоцветных растений. Канд..дис. 1992.

'< С'.В. Куст. Идентификация вирусов в инфекционной смеси с помо
щью набора растений-индикаторов. Практикум по общей вирусоло- 
I ни. Изд-во М Г У  ,1981, С. 43-46.

ii 1*.Метьюз. Вирусы растений. М ., “ М ир” , 1973 
/ Д .Гиббс, Б.Харрисон. Основы вирусологии растений. М. Изд-во 

Мир”  1978. 429 с.

5-машгулот
Кирусларнинг охирги суюлиш мицдорини (даражасини)

ани^лаш
Вируслар ^ужайрада з̂ ар хил милорда тупланади.

I нп. 1И вирус билан касалланган усимликларнинг 1 кг дан 1 —
| гр тоза вирус ажратиб олинса, баъзиларидан 3 — 5 мг гина 

.1 I р.п иб олиш мумкин, бу биринчи навбатда вируснинг ху —
| .hiрада тупланишига боглиодир. Иккинчидан вирусларнинг 
" ирги суюлиш мивдорини (ОСМ) атщлаш вирусларни 
Hi ii I ификация к,илишда катта а^амиятга эгадир.

Вирус хужайрада куп тупланган доллар да суюлиш да — 
рпж.ки 10~ 6 — 10~~7 ни ташкил ^илса (ТМВ) баъзи 
имI' I ларда 10~ 2 — 10~ 3 нигина ташкил этади. (М. жухорининг 
п.п..нм чизи^ли мозаикаси вируси) (5 —жадвал).

И шдан ма^сад: Вирусларнинг охирги суюлиш даража —
. пип аншушгич усимликлар ёрдамида ашщлаш.

Материаллар: вирусли намуна (тамаки мозаикаси ви — 
1‘У г помидордаги штамми), корунд ёки карборунд ёки 
Ш ит, 0,1 М фосфат буфери, 7,5 20 мл лик пробиркалар 10 —
I . у  >н.1, пипеткалар 1,2,5,10 мл (3 — 6 донадан), х/шонча, 50 мл 

к та колба, воронка, дока, 2та эксикатор, вазелин, ип 
10), ггикеткалар (2x2 см2), сув (0,5 л), хлороформ (5 мл). 

Пшпинг бориши. Тамаки мозаикаси вирусининг томат 
| мши (ТМВ —ТШ) охирги суюлиш мщдорини (ОСМ)

и. v.iiii учун шу вирус билан касаллантирилган усимлик 
м ырндап 50 —60г 0,05 М фосфат буфери иштирокида 
и и ги и вирусли материал вазнига тенг мивдорда 1:1 нис — 
д.I оуфор олинади ва суюлтирилган ва^тда з^исобга оли — 
ни кирак) з^авончада эзиб майдаланади. Сунгра 3 — 4 
m i mi докадан сузилади ва бу вирусли сую^лик центри —
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фугада 10 минут давомида минутига 5 — 6 минг айланиш 
тезлигида айлантирилади. Чукма усти суюзушгидан *>атор 
пробиркаларга 10,
10~2, 10 " 3, 10~4, 10-5 , 10^6, 10“ 7 марта суюлтирилган вирус 
эритмалари тайёрланади з$амда N. glutinosa ёки N. sylvestris 
баргларининг корунд сепилиб тайёрланган унг томонига 4 — 5 
томчи томизилиб ох,иста бармок, билан суртилади. Баргнинг 
чап томонига эса суюлтирилмаган усимликнинг шираси то — 
мизилади ва суртилади. 5$ар бири суюлтирилган пробирка — 
даги вирусли эритма 5 — 6 баргга ю^тирилади. Этикеткалар 
боглангандан сунг нам камера з^осил к,илинган эксикаторга 
осиб к,уйилади. Эксикаторга бактерияларга кдрши 3 — 4 
томчи хлороформ томизиб ^уйилади.

Касаллик аломатлари 48 — 72 соатлардан сунг пайдо 
булганидан сунг натижалар з^исобга олинади, яъни з^осил 
булган некрозлар сони зщсобланади. Назорат ва тажрибадан 
олинган некрозлар айрим — айрим ^илиб жадвалга тушири — 
лади, 5 — 6 баргнинг унг томонидан олинган некрозларнинг 
уртачаси з^исобланади.

Натижаларни график равишда тасвирлаш учун орди
ната у^ига некрозлар сони контролга нисбатан фойиз з^исо — 
бида, абсицага эса суюлиш даражаси ^уйилади. Олинган

* натижалар ну ̂ та ла р и  бирлаштирилса суюлиш даражаси 
ошиши билан, эгри чизик, 0 га интилади. Олинган натижа — 
лардаги энг охирги касаллик амаломатлари з^осил булган 
суюлиш мшууэри шу вируснинг охирги суюлиш даражаси 
деб з^исобланади.

Суюлиш даражаси з̂ ар бир вирусни идентификация 
^илишда аз^амиятга эга булиб, уларни вирус турига ва 
штаммига цараб з$ар хил булади (5 —жадвал).

5 —жадвал
?^ар хил шаклли вирусларнинг охирги суюлиш мицдори

Вирус ёки унинг штамми Охирги суюлиш мивдори
ТМВ 1 0 -6

ТМ В-ТШ ю - ?
ТМВ -  Коз.Ш 1 0 -5

Жухорининг пакана мозаикаси 10-з
LLIoafom мозаикаси IQ" 3
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1’(‘дис мозаикаси 10-3

1'пдринг мозаикаси ьируси 103
1 улкарам мозаикаси 105

1 у in мозаикаси вируси -

Адабиётлар
i \ I иббс, Б.Харрисон. Основы вирусологии растений. 1978 429 
' ' И Куст. Идентификация вирусов в инфекционной смеси с помо-
..... набора растений-индикаторов. Практикум по общей вирусоло-
.... Им но МГУ, 1981 г., С-43-46.
1 НИ1 Власов, Э.И.Ларина Сельскохозяйственная вирусология .1982, 

18 с.
• И >|| Власов. Закономерности развития вирусных эпифитотий. 

IЧ /•! 160 с.

6-M aiH FyA O T
Нмругларни ^арорат таъсирида фаоллигини йу^отиш 

ну^тасини ани^лаш
Вирусларни ^арорат таъсирида фаоллигини йу^отиш 

| \ I 'М I) 11ук>таси ни ани^лаш уларни идентификация к,илишда 
in "I nil мсзонлардан бири ^исобланади. Ундан тапп^ари ви — 

Р|• V> \njnn ^арши кураш чораларини ишлаб чш$иш жараёнида 
К I <1*11 ну^тасини aHHiyvam катта а^амият касб этади.

Ишд.ш ма1$сад. Вирусларни иссшушкдан активлигини 
щи ну^тасини аншууаш усули билан таништириш.

1м<рпкли материаллар: вирусли намуна (тамаки мозаи — 
н ииругипииг томатдаги штамми билан касаллантирилган 

ШИ».нн .> I имптомли томат барглари), корунд, 0,1 М фосфат 
■ р р и ,  20 мл ли юща деворли шиша пробиркалар (12 — 14 
№Н1н| I 10 мл ли пипеткалар (6 — 8 та), 50 мл колба (2 дона), 
■Мишин (.*» дона, дока 1м2, эксикаторлар (2 дона), вазелин, ип
■  И)), микеткалар (15—16 дона), дистилланган сув (0,5 л), 

|4п|им|и,рм (5 мл), центрифута (минутига 6000 айл/тез), pH — 
Торогшлар, чинни ^овонча, сув з^аммоми, термометр

И  иксе),
11 ill к it м г бориши: Тамаки мозаикаси вирусининг (ТМВ) 

l|t»iiviiu  штнммини ^арорат таъсирида фаоллигини 
нумасиии ани^лаш учун томатнинг томат билан

\ utii I прилган барглари (50 — 60 г) 0,1 М фосфат буфери
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билан ^авончада яхшилаб майдаланади (вирусли материал ва 
фосфат буферининг нисбати — 1:1), сунгра 4 з а̂ват докадан 
утказилади. Докадан ртказилган сую^ликни 10 дак,и^а даво — 
мида минутига 6000 марта айланиш тезлигидаги центрифу— : 
гада айлантирилади. Чукма усти сую^лигини юпз^а деворли 
шиша пробиркаларга (12 дона) 5 мл дан з$илиб з^уйилади. 
Биринчи пробиркадаги вирусли усимлик шираси назорат 
вариант ^илиб олинади ва з^издирилмайди. Колган иккита 
пробиркадаги вирусли намуналар з̂ ар хил з^ароратда 
(50,55,60,65,70,75,80,85,90,95,100°С) сув з^аммомида 10 даздяз̂ а 
давомида з^издирилади, яъни пробиркадаги вирусли усимлик 
шираси термометр билан бир хил чу^урликда сув з^аммомига 
жойлаштирилади. Термометр 50°С ни курсатиши билан сув! 
з^аммомидаги иссизушк 10 минут давомида 50°С да 
сакланади. Сунгра у сув з^аммомидан олиниб водопровод 
тагида совитилади. Совитилган вирусли усимлик ширасини| 
Nicotina glutinosa анизола гич усимлигининг корунд билан 
чанглатилган баргини унг томонига пипетка ёрдамида 4 — 5 
томчиси томизилади. Сунгра стерилланган шиша тайё^ча ёки 
шиша куракча ёрдамида ёки стерилланган пахта билан ёки 
совунлаб ювиб артилмай з^уритилган бармозу\ар билан о^и — ! 
сталик билан суртилади (ишз^аланади). Баргнинг чап томо — I 
нига эса з^издирилмаган назорат усимлик шираси томизила — 
ди ва у з$ам оз^исталик билан суртилади. Сунгра икки томо — 
нига вирусли усимлик шираси суртилган баргга этикетка j 
богланади ва нам камера вазифасини бажарувчи эксика — 
тордаги ипга осиб з^уйилади. Худди шу усулда иккинчи про — j 
бирка —55°С да, учинчиси — 60°С, туртизгчиси —65°С, бе —1 
шиззчиси —70°С, олтинчиси —90°С, унинчи —95°С ва ун би —; 
ринчиси —100°С да алоз^ида — ало^ида сув хаммомида 10 
даз$из$а давомида иситилиб, совитилиб тайёрланган шира 
анизууагич усимликлар баргини унг томонига зоз^тирилади ва 
улар э$ам эксикаторга этикеткалари билан осиб з^уйилади. 
Хар бир вариант 4 —6 та баргга юз^тирилади. Этикеткаларга 
вирус юз^тирилган ваз̂ т, з$издирилган температура, вирус — 
нинг номи, чап томонига з^издирилмаган назорат вирусли 
шира юзугирилгазз булиб, у з$ам белгиланиб з^уйилади. Экси
катор з^опз^огига вазелин суртилиб зич з^илиб ёпилади ва 48 
соатга (аззи1у\агич усимлик з^илиб N. glutinosa ишлатилганда) 
ёки 72 соат (N. sylvestris ишлатилганда) з̂ аво ^ароратида
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Ц" -дирилади. Курсатилган муддат уггандан сунг, пайдо б у л -  
ми касаллик симптомлари з^исобига олинади ва жадвалда 
fcniiA п илади. Натижалари график равишда тасвирлаш учун 
•Ии иц<1 у^ига некрозларни сони, ордината у^ига эса з^арорат 
I ««и \ • 11»и к,уйилади. Олинган натижалар ну ̂ талари бирлаш — 
1Н|1ИЛ0ДИ. Назарий равишда к,аралганда з^ароратнинг ошиши 
Пи ьш при чизи!$ нолга интилади. йси бир ^издириш з$а — 
|м>|кг1 ида вирус активлиги О гача пасайса (некрозлар куза — 
IHam.k .i) шу з^арорат вируснинг з^арорат таъсирида фаолли — 
шиит йу^отиш (ХТФЙ) ну^таси деб белгиланади(6 —
*ПД|К1Л).

( )д<1'1 да тамаки мозаикаси вирусини тамакидаги штам — 
■пинии >^ТФЙ ну^таси — 95°С —97°С, ТМВ нинг К030*$
•....  ....пики 80°С —82°С, ТМВ нинг томатдаги штаммини —
НИ '•(> 98°С, жухорининг пакана мозаикаси вирусиники — 
Hi ‘>'/4 шолком мозаикаси вирусиники 60 —62°С ва з$.к.

1>у курсаткичлар вирус ёки унинг штаммини иденти — 
||||П'.|ция к,илишда ишлатилади.

Адабиётлар
I Инигоп Ю.И., Рсдько Г.А. Литаева Г.К-Вирусные болезни овощных 

и (мччевых кульур. Ленинград. 1973.

6 — жадвал
\.|ц хил шаклли баъзи фитопатоген вирусларнинг з$аро- 

|>ат таъсирида фаоллигини йу^отиш ну^талари

Миру |’ки
1ИТПММ

1МЦ

Ml ни 
ВиниД(>|1Д<1ги 
p i n  ММ и

У «прими

Шакли Диаметри
(нм)

Харорат 
таъсирида 
фаоллиги — 

нинг 
йу^отиш 

ну^таси ,С

Адабиёт
Лар

тайё^ча 300x18 95-96 Гольдин
М.И.

тайё^ча 280x18 96-98 Хасанова Р., 
Ваз̂ обов
АХ-,
Деэдонова
З.Н.

ипсимон 720-750x12 50-52 Давронов
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м озаикаси
вируси

К-С. ;

LLIoafom

м озаикаси
вируси

ипсим он 7 2 0 -1 0 50 -  52 Дезр^онойа
З.Н.

Редис мо —
заикаси
вируси

ш арсим он 30 6 0 -6 2 Д е ^ о н о в а
З.Н.

Бодринг
мозаикаси
вируси

ш арсим он 2 6 -3 0 6 0 -6 2 Ю лдаш ев | 
Ж .

Гулкарам
мозаикаси
вируси

ш арсим он 50
Д евд он ова !
З.Н.

7-машрулот
Усимликларнинг вирус билан касалланиш даражасини

ани^лаш
Дала шароитида, иссик.хоналарда, тажриба участкала- 

рида табиий шароитда вирус билан касалланган усимлик 
ларни, баъзан вирус вирулентлигини, усимлик навининг ви
русга чидамлилигини аникдашда сунъий касаллантирилган 
усимликларнинг касалланиш даражаси — "Р" ни ани^лаш за — 
РУР булади. Касалланиш даражасини к.уйидаги формула би 
лан ^исобланади.

п. 100
Р = --------

N
Р — касалланиш даражаси, 
п — касал усимликлар сони,
N  — cof усимликларнинг умумий сони.
Ишдан ма^сад: Дала ва тажриба участкаларидаги 

усимликларни фитопотаген вируслар билан касалланиш да
ражасини апи^лаш усули билан таништириш.

Материаллар: 1. ТМВ билан касалланган томат экилган 
участка (0,1 гектаргача).
2. ТМВ га 1$арши олинган антизардоб.
3. Вирус диагностикасини иммунология усуллари ("томчи 
усул" виро — бактериал агглютинация, иммунофермент ана-
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viiчи, икки ёклама иммунодиффузия), ани^лагич усимликлар 
'■ки симптомлар аник, куринса кузатиш ёрдамида амалга
■ инириш мумкин. Канчалик сезгир усул ^улланилса, диагно —
1 | пк.) щунчалик ани^ булади.

Ишнинг бориши: Тажриба участкасидаги эгатлардаги 
ми усимликлар ^исобланиб чи^илади ва уларни формула — 
ырдиги урнига ^уйилади, м., "N " (250 та) улар ичидаги ка —
' ил усимликлар аниз^лаб чи^илади ва уларни "п" (50 та) ур —
•'иi.i ^уйилади.

Лгар формуладаги сонлар ^исоблаб чи^илса, у 20% ни 
ышкил этади.

50 .100 
Р = = 20%

250

Демак, тажриба участкасидаги томатларнинг (250 туп)
I МП билан касалланиш даражаси 20% ни ташкил этади.

8-машгулот 
Фитопатоген вирусларнинг зарарини ани^лаш.

Нирусларнинг зарарини аюп^лаш, яъни вирус таъсирида 
К'» илдорликнинг пасайишини ани^лаш фитовирусологияда 
KV нидаги формула билан ающланади.

(А -а ) .100
В= --------------

А

И-вируснинг зарари ёки йу^отилган ^осил % .
Л - c o f  усимликлардан олинган ^осил.
и касал усимликлардан олинган ^осил.
Ишдан ма^сад: Дала ва тажриба участкаларидаги 

V' имднклардаги фитопатоген вируслар (ТМВ) зарарини 
мним,ни усули билан таништириш.

Материаллар: 1. ТМВ билан касалланган томат экилган 
Ммхро участка. 2. Техник тарози.

Ишнинг бориши: Тажриба участкасидаги эгатлардаги 
ин v< имликлардан олинган з^осил ^исобланади (масалан, 180
► И м.I формуладаги "А" нинг урнига ^уйилади, сунгра шу 
учи. гкодаги касал усимликлардан йигилган ^осил ^исобла —
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ниб унинг ^иймати (масалан,120 кг) кичик "а" урнига 
^уйилади ва "В"нинг ^иймати аник,ланади.

( 180- 120)100 60.100
В= ------------  = --------------  =33,3%

180 180

Демак, мазкур участкадаги томат з^осилдорлигига етган 
зарар 33,3% ни ташкил к,илади.

Адабиётлар
1. Власов Ю .И . Растения индикаторы для диагностики вирусов- 

Защита растений от вредителей и болезней. 1961. № 3 с 49-50
2. Власов Ю .И ., Лантас Е.С. М етодические указания по обсле 

дованию сельскохозяйственных растений на порожённость вирусны
ми болезнями. -Л : ВИЗР, 1962, с 8.

II цисм 
ВИРУСЛАРНИ ТОЗАЛАШ

Вирусларнинг тоза ва фаоллигини caiyvaraH з$олда аж — 
ратиб олиш, уларнинг хусусиятларини чу Туррок, ва атроф— ; 
лича кенгрок, урганишга имкон яратади.

Вирус зарраси ута кичик улчамли (ангстрем ёки нано — 
метрлар билан улчанади)

биополимер (молекула массаси 4- 10е — 50-106 ва ундан 
ю^ори дальтон) булгани учун уларни тозалаш ва урганишда] 
бопща фанлар (биокимё, молекуляр биология, иммунология, ] 
биотехнология, физик — кимё, кристаллография, кимё физи — 
каси) методларидан кенг ва унумли фойдаланилади.

Тоза з^олда ажратилган вирус заррасини морфологияси 
структураси, кимёвий таркиби, антигенлиги, о^сил ва нук
леин кислотаси ва бош^аларининг хусусиятлари урганилади.

Вирус препаратларининг тозалик мезонлари
Тозаланган вирус препаратларини тозалигини ва го — 

могеилигини (бир жинсли) з$амда з^а^и^атдан з$ам ажратилган 
бу препарат уз ю^умлилигини сазу\аб к,олганлигини билди — i 
рувчи омиллар бор (Атабеков, 1966).
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I Ажратиб олинган препаратнинг ю^умлилигини, игу 
пиру иинг узига хос индикатор усимликларига ю^тириб, 
и I- ■ >* >и й натижа олиш билан тасди^ланади.

Препаратнинг гомогенлигини исботлаш учун бирор 
mi 'Лд.Iпи (сахароза, цезий хлор) градиент зичлигида тад^и^ 
| н чшг.шда бир вирус зонаси (дойра) з^осил булиши курса —
1 .1Д И

i Тозаланган вирус препаратини электрон микроскопда 
и'миирилганда препарат фа^ат вирус зарраларидангина 
'и |ы| булиши керак. Электрон микроскоп натижалари
■ чип.hi препаратни гомогенлигидан ва вирус агрегатлари 

Цми,пд,| м аълумот беради.
I. Изотоп анализи усули ни ^уллаш. Тоза препаратни шу 

Ннруг ажратилган усимликни нишонланган му^обил (нормал) 
К. наира ^исмлари билан сунъий аралашма тайёрланади. 
1 v i и | >.| нирус тозаланган усул билан вирус ажратилади. То — 
ьп.нман препарат таркибида изотоп нишони булмаслиги 
Миру< тозалигини курсатади.

'| Серологик анализ ута яхши самара беради. Ик — 
мн i \.1ма иммунодиффузия ва иммуноэлектрофорез усул — 
*мри билан реакция утказилганда шу вирус антизардоби 
niH.iii мазкур препарат преципитация линиясини з$;осил 
МПИ1ПП зарур, усимликни му^обил з^ужайра ^исмларига 
IrtMi'pArtiiraH антизардоб билан преципитация линияси з^осил

• и лиги керак.
(» Аналитик центрифугалаш ва электрофорез методлари 

ИШ ли I и in vim препаратнинг тозалигини билдиради. Аналитик 
ми рифу га ^илинганда олинган седиментограммада битта 
Иммприк чуеди олиниши з$ам вирус препаратини гомо — 
и лт ид,hi дарак беради.

Лтлбековнинг (1966) фикрича ута сифатли тозаланган
• 'V* "I ч'иаратида з$ам оз милорда булса з$ам з^ужайра 
*ДД,Ii.i|щ долган булиши мумкин. Ю^орида айтилган ме — 

«р пилан тозалиги текширилганда 34,ам бу методлар сез — 
мн и 1Ч'маслиг’и мумкин. Ундан таищари кичик малеку — 
и гы |,зи моддалар вирус сиртига адсорбцияланган з$ам 

иш мумкин (Ackers, Steere, 1967).
v« ларни тозалашнинг асосий узига хос хусусиятлари
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Фитопатоген вирусларни шу кунгача фак,ат 10 — 15% 
нигина тоза з^олда ажратилган ва уларни ажратиш методлари 
ишлаб чи^илган.

1898 йилда Бейеринк ТМВ нинг этил спирти билан 
чукмага тушишини, чукмадаги вирусни ^уритиб к,а йтадан 
сувда эритилганда з$ам уз ю^умлилигини сазушшини айтади. 
Бу ишларни вирусларни биринчи тозалаш устидаги ури — 
нишлардан дейиш мумкин. Кейинчалик усимлик вирусла — 
рини з^ужайин — з^ужайралари ^исмларидан специфик хусу — 
сиятлари билан фар к, к,илиши ани^анади. Бундай 
фар^ларни ани^лаш ва уларни вирус препаратини хужайин 
материалларидан вирус юкумлилигини catyvaraH з^олда и ш - 
латиш вирус тозалашнинг асосини ташкил ^илади (Гиббс, 
Харрисон, 1978). ХаР ^андай вирус з^ужайрада булиб уни 
тоза з^олда олиш учун ^ужайранинг асосий элиментларидан 
ажратилади. Му^обил з^ужайра — з^ужайра пусти, цито
плазма мембранаси, унинг ички томонида желатинасимон 
цитоплазмадан иборат. Цитоплазмада эса з̂ ар хил киритма — 
лар, крахмал доналарини тутувчи хлоропластлар, митохонд — 
риялар ва ядро бор. ХУжа®фада вакуола, эндоплазматик гур, 
рибосомалар мавжуд.

Вирус тозалашнинг биринчи бос^ичи, з^ужайрани пар — 
чалаб вирусли ширани ажратиб олиш — экстракция
К.ИЛИШДИр.

Шира мураккаб аралашмадан ташкил топган. Улар 
ичида усимлик ширасидаги баъзи ^исмларни парчалаб, вирус 
фаоллигининг йу^отадиган ферментлар бор.

Шира анча бе^арор булиб, pH паст булади. Бунда энг 
йирик таркибий кисмлар (хлоропластлар, митохондрийлар, 
крахмал доналари, з^ужайра пусти фрагментлари булиб, 
уларни анча паст даражада центрифуталаш (минутига 5000 — 
70Q0 айл тез) ёрдамида чукмага тушириш мумкин. Ширада 
майда молекулали массага эга — ̂ андлар, аминокислоталар, 
тузлар ва улардан йирикро^ о^силлар, рибосомалар, микро — 
сомалар (эндоплазматик турнинг майда фрагментлар) мав — 
жуд.

Охирги гуруз$ моддалар уз улчами, стабиллиги, таркиби 
билан вирусларга анча я^ин булганликларидан, улардан 
^утилиш ва тозалаш жараёни анча мураккаб булади. Ху ~~ 
жайра ширасига яна боища седиментация коэффиценти 4 ва
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lit < i n т ен г  о ^ с и лл а р  п р о то п ла стла р н и н г  п ар чалан и ш и дан
>1..... 1|||>рритин келиб ^ушилади. Унда темир атоми булиб,

Щ ..... .. улчами кичик булса з$ам (10 нм) "сузиш зичлиги"
уни седиментация коэффиценти 60 S га я^ин. Про — 

■кнл.ммада хлоропластларда 70S рибосомалар булиб,
WA»jHii Mcj" ионларининг етишмаслик х;олатларида улар 35 S 
Им 11 S « уббирликларга парчаланади. Цитоплазмадаги ри —
Щ.... малар эса 80 S булиб, 35 S ва 58 S суббирликларга дис —
* нцМ'Щииланади.

I (улардан гапп^ари ^ужайрада х,али ^урилиб булмаган 
p>t|i кил улчамли вирус зарралари э̂ ам булади. Вирусни то — 
■Млш анда ана шу ю^орида айтилган органелла ва бош^а 
КИддалардан ажратиш керак. Бу эса ута мураккаб жараён — 
Днр Чуики купчилик вирусларни седиментация коэффи — 
it mi и и<I баъзи бир хусусиятлари (изоэлектрик ну^таси, 

у ннп шчлиги" улчамлари зужайра ^исмлариникига жуда 
ицни пулдди, Жуда куп вирусларни тозалаш жараёнларини 
flu i\i иёткорлик билан бажарилмаса, уларнинг юкумлилик 
n i  у и I  лари йу^олади.

Вирус ажратишни оптималлаштириш 
>i| Усимликнинг а^амияти. Вирусни ажратиш у к,айси 

■» ммликдан эканлигига боглик, булади, баъзи усимликлар 
| >л>111 иирус ажратишга ута мос буладилар, чунки уларда 

■мру кун мшууэрда тупланади. Масалан, тамаки ширасидан 
■A iiiii и и рус ни ажратиш нисбатан осон. Вирусни яна 20 — 
pr'l да мтарлича намликда, угит жуда куп булмаган тупроада 
^ гири м ин (чп усимликлардан анча енгил ажратиш мумкин.

0| Нирусиинг а^амияти. Биринчи гуру^ системали ка — 
ША4>нн ап У< имликда ма^аллий касалланган усимликга нис — 
1йын и ум иирус тупланади. Масалан, ТМВ тамаки ширасини 
| Лмфнда 2 — 3 г булиб, ширани 50 — 80% о^силини ташкил
“ А«ЛН

111> i'll ими гурух, вируслар— беда мозаикаси вируси — 
(уМ’ри ургача, тозалаш жараёнида концентрацияси тезгина 
МЙИ1НИ мумкин.

Учиичи гуру?5 вируслари катта мик.дорда тупланмайди. 
циан, гули усимлигининг 1 л ширасида 100 мкг арпанинг 
■" пинана нирусини тутади.



Куп вирусларнинг концентрацияси (кукнушги) уларни 
хужайин — усимликларини устиришга богли^ булади ва ви — ■ 
рус туплашини тажриба йули билан ани^анади.

в) З^ароратнинг а^амияти. Одатда вирусларни +4°С да 
ажратилади, з^арорат ундан ю^ори булса вирус парчаланиб 
кетиш э^тимоли булади. Масалан, ТМВ хона з^арорагда бир 
неча йиллаб гокумлилигини са^ласа, олма мозаикаси виру — 
сининг фаоллиги эса з̂ ар 7 минутда икки баробар пасаяди 
(Гиббс, Харрисон, 1978). Бар^арор вирусларнинг тоза пре — 
паратларини, музлатилган усимлик баргидаги ширасидан 
ажратилса ундаги вирус миедори ошади.

Хона з^ароратида ширани вирус билан касалланган 
усимликдан ажратиш учун механик усулда, хавончада, 
электр гомогенизаторлари ёрдамида майдаланади. Бунда 
усимлик ширасига фа^ат вирусларнинг ярмигина утади хо — 
лос, уларнинг мивдорини ошириш учун эса шира ажра — 
тилган усимлик баргларини яна сув ёки буферда эзиш за — 
РУР-

г) Буфернинг аз^амияти. Буфер ширанинг pH ни узга — 
ришидан сазушйди (7—жадвал), з^ужайрадан чиадан вирус 
узининг оптимал pH да булади. Вируснинг эрувчанлиги ва 
бар^арорлиги pH узгаришига к;араб узгаради. Вирус 
ок,силининг баъзи аминокислоталаридаги кимёвий гуруз^лар 
маълум pH да ионлашади. Аспарагин ва глутамин кислота — 
лари нордон, аргинин лизин — асосли гурузушр тутади. Улар 
ионлашади ва вирус сиртининг зарядланишини таъминлайди. 
Шунинг учун, з̂ ар хил pH да эритилганда, вирус заррасининг 
ионизация даражаси ва сирт заряди узгаради. Салбий за — 
рядлар йириндисининг, ижобий зарядлар йигиндисига тенг 
булган pH изоэлектрик ну^та (И.Э.Н) номини олган. Ви — 
руснинг эрувчанлиги уни сирт зарядларига боглщ. ИЭН сига 
к,анча як,ин булса вирус эрувчанлиги шунча кам булади. 
Купгина тайё^часимон вируслар ИЭН асл з^олига 
^айтаоладиган булиб чукмага тушади. Купчилик вирусларни 
ИЭН pH —4 га я^ин булади. Вируснинг энг яхши эриш ва 
бар^арорлиги нейтрал pH да намоён булади.

Шунинг учун беда мозаикаси вирусини (И.Э.Н=4,5) та — 
маки баргидан 0,1 М фосфат буферида (pH 7) ажратилса, 
сувда (pH 5,8) ажратилгандагига Караганда вирус 3 марта куп 
ажралади.



7 — ж адвал

Баъзи стандарт буферлар ва уларнинг 
pH ларини чегараси

pH Таркиби
'/,1 — 3,6 Глицин, НС1
2,2 8,0 Лим он кислота, натрий ф осф орн окислой
.1,0-6,6 Лим он  к —та, лим он  кислотани натрийли тузи
1 ,6-5,8 С ирка кислота, натрий ацетат
>,8 — 8,0 Н атрий фосфат, калий ф осф ат
7,2 —9,1 Трис —Оксиметиламинометан (трис), НС1

(.,8 -9 ,2 Бор кислота, бура

Н,С. 10,6 Глицин, натрий гидроокси
1,2 -  11,0 Бура, натрий гидроокиси

Усимлик оцсиллари ва рибосомалар pH 7 да бар^арор 
Ini «руичан буладилар, pH 4,5 да эса узини аввалги х/зли:fa 

1 майдиган изометрик вируслардан булиб бира тула чук — 
Мпы тушади. Ялтирбош мозаикаси вирусига, йулдош ви — 
|iy• ырининг И.Э.Н си pH —7 га я^ин булиб, улар pH —7 га
♦ 11. 11 .и |д<» pH —5 да анча бар^арор булади. Шунинг учун 
, \.i| и I и pi 1 — 4,5 булган 0,1 М ацетат буфери ишлатиб усим — 
мини ^исмларидан ажратиш ва бир вак/шинг узида ^исман 
Ii i i .iv iiii мумкин. pH нейтрал булган, концентрацияси ба

нд буферда усимлик ширасини маълум муддат тутиб ту
ши у<1 1 мликнинг таркибий ^исмларини чукмага тушишига 
МП ксд,|ди. Бу купгина тайё^часимон вирусларни экстрак —
ч цнлишда цитрат (pH —6,5), фосфат (pH —7,0) ёки борат
II /,.’>) буферларини юк,ори молярлигини ишлатса вирус 
иш ючаланади. Бу з^олатда усимлик о^силларининг сирт 
ндднри нейтраллашса керак, натижада улар чукмага ту— 
,и Лимон кислотасининг аниони Мд2+ ионини боглайди 
| ии()(омаларнинг парчаланишига йул очади. Фосфат бу 
ри I ниралсимон симметрия асосида тузилган таё^часимон, 
н mi щ, умуман, чузинчок, вирусларни агрегацияланишига
о кгА.1ди. Буфернинг бу хусусиятидан томат зархалла — 
п иирусини тозалашда фойдаланилади.
Ч иирбош мозаикаси вируси эса говори молярли буфер 

ы | нлсанда парчаланиб кетади. Тузларнинг ю^ори кон —
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центрациясига чидамли вирусларни суюлтирилган буфер 
эритмаларида сакданади.

Скотнинг (1963) фикрича бодринг мозаикаси вирусини 
усимликдан экстракция к,илиш 0,5 М цитрат буферида олиб 
борилиб, кейинги тозалаш бос^ичларини pH 9 булган 0,005 
М борат буферида бажариш яхши натижа беради.

д) Вирус тозалашдаги бош^а к;ушиладиган моддалар. 
Рибосомаларни ширадан йу^отиш учун Са ++ ва Мд++ ион — 
ларини боклайдиган хелат моддалари ва этилендиамин — 
тетра ацетатни (ЭДТА) экстракция буферига душилади.

Купгина вирус зарралари агрегацияга мойил булади, бу 
^олатни экстракция буферига детергент —
полиоксиэтиленсорбитанмонолеат (твин 80) к,утиб йу^отиш 
мумкин. Брэкке (1959) фикрича арпанинг чизикди мозаикаси 
вируси N — метил— N — олеоилтауратнинг натрийли тузи 
(игепон Т —73) ^ушилган буферда яхши дисперсияланади. ; 
Купгина потивирусларни ажратганда 0,5 М мочевинанинг 
буферда булиши яхши натижа беради (Дамирдах, Шефферд, 
1970). Чунки мочевинанинг паст концентрацияси гидрофоб, 
водород богларини кучсизлантирса керак.

Усимлик ширасидаги фенол бирикмаларининг оксид— ] 
ланишида э^осил буладиган полифенолоксидаза, таннинлар 
баъзи (бодринг мозаикаси вируси) вирусларнинг фаолли— | 
гини йу^отади. Бундай ^олларда усимликни майдалаш 
ва^тида буферга 2% — ли никотин эритмаси ёки з̂ ар хил | 
^айтарувчи моддалар (сульфит, тиогликолат, меркаптоэтанол 
ёки дитиорейтол) кушилади.

Вирус тозалаш методлари ^а^ида
Стир (Steere,1964) вируслар морфологияси, кимёвий ва 

физик — кимёвий хусусиятларидаги фар^ар асосида 
^уйидаги тозалаш методларини таклиф ^илади.

1 .Зарядларнинг улчамларига асосланиб фракцияларга 
ажратиш:

а) агар ва сефадекс гелларида фильтрлаш,
б) lsypyis агар ва сефадексга адсорбциялаш,
в) чуктириш.
2. Зарраларни шаклларига ^араб фракцияларга ажра

тиш:
а) агар ва сефадекс колонкаларида фильтрлаш,
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|>) бирор модданинг градент концентрациясида цен — 
||мп|)уг<1лаш.

Кимёвий тузилиши ва ички структурасининг 
н.ф^.форликларининг фар^ланишига асосан фракциялаш:

• О ^издириб денатурациялаш,
") )$ар хил шароитда са^лаш,
it) ион кучини ёки pH ни узгартириш,
г) маълум ионларни (Са++, Мд++) ишлатиш.
4. Чарраларнинг сирт^и зарядларига асосланиб: 
л) электрофорез ёки pH градиентида электрофорез,
(>) изоэлектрик преципитация, 
и) ион алмашиш хроматографияси.
Vm6y усулларни з̂ ар хил комбинацияда ишлатиб вирус 

e»t| | " ими фаоллигини сак,лаган з^олда тозалаш мумкин.
Иирус ажратиш ва тозалаш методларини шартли ра — 

|Им1Д1 икки гуруз^га: кимёвий ва физик —кимёвий метод — 
■Ч,м оулиш мумкин (Атабеков, 1966).

Вирусларни тозалашнинг кимёвий усуллари 
Ну усулларни ^уллаганда вирус кимёвий моддалар 

аммоний сульфати, полиэтиленгликол) билан чук — 
|ж\.|ди. Бу гурузуа яна тозалаш жараёнида аралашмага 
рм'мглар билан ишлов бериш (з^ужайра ^исмларини 
р'и м глар билан парчалаш) киради. Аммоний сульфат би — 
и i\ I гириш икки бос^ичда утказилади:

I Иирус экстрактига фа^ат з^ужайра ^исмларигина чу — 
hi hiI мивдордаги туз солинади ва уни центрифуталаш 

и ажратиб ташланади. Сунгра чукма усти сую !уш гига 
1|ш концентрациядаги (25 — 30%) аммоний сульфатига 
mi л 11 д 11 Хосил булган вирус чукмаси Центрифугаланиб 
мтно олинади. Бу усулни бир неча марта ^айтарилиб тоза 
у иронарати олинади. Методни фа^ат ю^ори концен — 
(имл,и и тузга чидамли булган вируслар учун ^улланилади. 
I ими методни ^уллаганда купгина бе^арор (лабил) ви — 
яр гочалаш жараёнида фаоллигини йу^отади ёки пар — 
миди, чунки кимёвий моддаларни куллаганда улар ви — 
и Д|‘иатурацияга учратади. Агар вирус ферментлар 
Щит! чидамли булса, у з$олда вирус суспензияси про — 

1ик ферментлар ёки нуклеазалар билан ишлов берилиб, 
И|»1 <иуилларини ва нуклеин кислоталарини майда ма —
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л е к у л а л и  б и р и к м а ла р га  п ар чалан ади . С у н гр а  в и р ус  эк стр ак  — 
ти н и  бошк;а м ето д ла р  ^ у л л а б  т о л за ла н а д и .

Вирусларни ажратиш ва тозалашнинг физик- 
кимёвий методлари.

Б у м ет о д л а р н и  ^ у л ла га н д а  в и р у с  ва д у ж а й р а  д и см ла р и  
ф и зи к  — к и м ёв и й  х у с у с и я т л а р и га  ^ а р а б  м а ъ л у м  ф р а к ц и я  — 
ла р га  аж ралад и .

Хамма физик — кимёвий методларни ^уллаганда вирус 
узининг бирламчи хусусиятларини саз^лаб долган булиши 
керак. Физик —кимёвий усулларнинг вирусларга булган 
таъсирига кдраб "аёвсиз" (жёсткий) ва "эдтиёткор" (щадя
щий) методларга булинади.

1. “Аёвсиз" вирус ажратиш усуллари ^улланилганда 
вирусли экстрактга иссюушк таъсир этдирилганда дам, ви
рус "натив" (узгармаган долда) долатда булади ёки вирусли 
экстрактни музлатиб нормал дужайра к,исмларини денату — 
рацияланади. Тозалашнинг бу усулини ^улла ганда ис — 
сизушкга ёки музлатишга чидамсиз булган дужайра 
^исмлари денатурацияланади ва чукмага тушади. Бу усулни 
бошкд методлар билан биргаликда тоза вирус препаратини 
олиш мумкин. Бу методлар термостабил ва музлатишга чи — 
дамли вируслар учун ^улланилади.

"Беаёв" вирус тозалаш методларига яна икки фаза че — 
гарасида сирт^и денатурациялаш методи дам киради. Маса — 
лан,, "сув— даво", "сув — кутбсиз модда, сув — ̂ атти^ модда'’ 
каби икки модда фазалари чегарасида дужайра к,исмлари 
осон денатурацияланади. О^силларни сирт денатурация 
^илиш учун улар орасидан даво пуфакчаларини утказиш 
ёки хлороформ ва бензол билан эмульциялаш мумкин. Бу 
усул кулланилганда бир ^исм дужайра одсиллари денатура — 
цияланади ва эримайдиган долатга утади. Сунгра уларни 
центрифугалаб йук,отилади. Албатта бу метод дам сирт — 
денатурацияга чидамли булган вируслар учун дулланилади.

Кимёвий методларга, физик —кимёвий таъсирларга] 
сезгир булган вирусларни тозалаш учун физик — кимёвий 
усулларни вирусни "аяйдиган" методлари ^улланилади.

2. Вирусларни тозалашни "аёвчи" физик-кимёви 
методларига гель хроматографияси, хроматография, цен 
трифугалаш, электрофорез ва дакозолар киради. Бу усуллад
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jy ' '  111 илганда вирус вирусли экстрактдан фракцияларга 
l#H| ><п илган долда олинади.

Иирусларни ион алмашиш ва адсорбцион хромото- 
|iiii|uiu методларида тозалаш вирус ва дужайра дисмларини 
Мрм\и зарядларини фардларига асосланган. Вирусларни 
I ффсренциал центрифугалаш усулида тозалаганда икки 
,* > и«| >. I бир йула бажарилиши мумкин: вирус концентацияси 
Нииди (^уюдлашади) ва у яна дужайра дисмларидан озод 
■V \идп. By усул энг ишончли вирус тозалаш методидир. Ти — 
Пн. '.имтирилган вирусли эритма 1 дадидада 20 — 50 минг
Nil..... . тезлигида ултьрацентрифуга дилинади. Ви —
IV' и. I у каби хужайранинг йирик таркибий дисмлари про — 
IMl’i'.i г. пи га чукади. Чукма вирусга мос буферда эритилади. 
1 иI>ик повирус дисмларни 8—15 м.м.а.т.да центрифугала — 
Id «и Чукма усти сутодлиги 20 — 50 минг м.м.а.т. да яна цен — 
|жфугаланади ва чукма устида долган кичик малекулали 
|М< м \.1[)дан ажратилади. Уч—турт цикл дифференциал цен — 
(шфуталаш тоза вирус препаратини олиш учун етарли ди — 
||ПД||||||ДИ.

Иирусларни сахарозанинг дар хил концентрацияли 
|ц. ни м гпда ва OFnp металларни градиент зичлигида цен — 
|)М(|футлаб тоза препарат олиш мумкин.

Нирус зарралари ва бошда дисмларини центрифугалаш 
■Цпм'мида градиент буйича жойлашищи уларнинг улчами, 
(щи ш ма щчлигига боглик,.

Иирусларни "изоэлектрик преципитация" методида 
(роклиI ,шда эритма pH ни вирус изоэлектрик нудтасигача 
lUii|nцрилганда вирус чукмага тушади. Бунда вирус ИЭН 
1 ( 1  ■ 11111^ланадиган бир дисм “нормал дужайра дисмлари" 
Ьимпд.! долади. Чукмага тушган вирус муьтадил центри — 
■fi ii л.«111 билан ажратиб олинади ва узига мос буферда эри — 
Шиди 11 юэлектрик нудтада чуктириш циклини (ИЭН чук — 
Щ.иш, «ритиш ва центрифугалаш) бир неча марта дайтариб, 
Kin I - i.i вирус препаратини олиш мумкин.

Иирусларни ажратишда препаратив электрофорез ме~ 
n i  ч.Iм ишлатилади. Бу методда вирус зарралари ва ду— 
■при щн млари сиртди зарядларини фардларига дараб аж — 
Ьиамди Градиент зичликда электрофорез олиб борилганда 
■мн< u i рпцияси юдори вирус сахароза градиента солинган 
№>>1П’<п,| солинади ва электрофорез утказилади. Сахароза

59



урнига бопща геллар (крахмал, агар, агароза, желатина, по
лиакриламид) ишлатилиши хам мумкин.

Шундай к,илиб юк,орида бир неча хил вирус тозалаш 
методдарига ^ис^ача тавсиф беридди. Ю^орида таърифлан — 
ган методлардан энг афзалларидан модда градиентида цен — 
трифугалашни айтиш мумкин, чунки бу х;олатда вирус доимо 
эритмада булади. Препаратив электрофорезда х;ам вирус 
эритмада булса х,ам электрофорез давомида у ^изиши мум — 
кин.

Г ельфильтрация
Яна бир исти^болли методлардан бири вирусларнинг 

гранулаланган агар, агароза гелларида тозалашдир. Бу метод 
гельфильтрация номи билан маш^ур булиб, купгина биоки — 
мёвий ва вирусология лабороторияларида кенг кулланилади.] 
Бу усулни ^улланилганда купгина бе^арор (нозик) вируслар 
узининг асл ^олларини узгаришсиз сазушйдилар. Лекин бу 
метод ёрдамида вирус тозаланганида энг катта ролни вирус 
тозалашда (экстракция, элюция) жараёнларида ишлатилади — ' 
ган буфер эритма уйнайди. Бир хил вируслар эритма pH ни 
юк,ори ёки паст булишига ута сезгир буладилар, бопща хил — 
лари эса ута нордон ёки ута итш^орий булганда сезгир була — 
дилар. Баъзи вируслар маълум ионлар булишини талаб 
к,илса, баъзиларига эса бундай ионларнинг булиши уларнинг 
табиий хусусиятига салбий таъсир курсатади.

Гельфильтрация ёрдамида вирус тозаланганда ишлати — 
ладиган энг оддий ва арзон вирус тозалаш асбоби гранула — 
ланган агар ёки агароза билан тулатилган шиша колонка — 
лардир.

1. Гельфильтрация методининг принципи. Гельфильт — 
рация методи нисбатан янги методларга киради, моддалар — 
нинг ажралиши улар молекуласининг массаси ва улчамла — 
рига к;араб булади. Бу метод охирги йилларда куплаб кимё — 
вий, биокимёвий ва вирусология лабораторияларида кенг 
кулланилмо iy\,a. Бу метод о^сил, нуклеин кислота, вирус, 
гормон, антибиотиклар, липидлар ва бопща молекуляр био
логия объектлари булган биополимерларни урганишда иш — 
латилмоеда.

Бу методни имкониятлари анча кенг булиб, у молекула — 
ларнинг молекула массасини ани^лашда, молекулаларни ул — 
чамига ^араб фракцияларга ажратишда ишлатилади. Бу ме —



ft |д 11 и цулайлиги шундаки, у  минимал асбоб —ускуна талаб 
ш падн , бажариш  ж араёни ута “юмшо^" шароитда утганлиги 
М ун купгина бе^арор моддаларни (вирусларни) ажратиш да 

■feiim натижа беради.
Гельфильтрация кундаланг — тикилган декстран, агар, 

полиакриамид гелларида амалга оширилади (Poison, 
|W«■ I Дсторман, 1971).

I ельфильтрация учун шнлатиладиган шиша колонкалар 
p i"  t ран, полиакриламид, агар, агароза геллари, порали 
рЦ|п<| грамулалари ва бопщалар билан тулатилади. Хромо — 
Ш |ш фиянинг бу тури з^озирги ва^тда биополимерларни 
(рраш ш да энг асосий методлардан з^исобланади. Адабиётда 
М*ммд цар хил ном билан аталади: “молекула элаги", "гель — 
||<м \ырация", "гелга —кириш  хроматографияси" ва з$.з.
>  фильтрация дейилганда бу гелда одатдаги фильтрланиш

4 * г " ни эмас, аммо бу ном бош ^аларига Караганда анча 
В | 1|н'К ишлатилади.

Гельфильтрация ж араёнида йирик молекулалар майда — 
|й |ама Караганда гельдан осон утади. Бу з^одисани Стир ва 

(1962) гел грануласига модда диф ф узияланиш и— 
■ ш  ммайиш и, Порат (1963) ва П едерсон (1962) эса модда — 
М |шип 1 гелдан чи^арилиш и ж араёни деб тушунтиришади. 
МУр"нт на Киллендер (1964) гельфильтрацияда ю^оридаги 
M|i in кала меха ни дм ниш- з^ам борлигини такиддайдилар.
■  ^.филы рацияда молекуланинг улчами ва массаси катта 
Н|мм1нг1га эга эканлиги бир неча моддалар гельфильтрация 
ШГиднда ажратилган пайтда я ^ о л  кузга ташланади.

М<у\даларни ф ракцияларга аж ратиш  табиий ва сунъий 
m in i ап цеолитларда амалга оширилганда "молекула —элак" 
К иш нпш  ишлайди. Si04 ва А104 ларни тетраэдрик гуруз^лари 
И |л ч а м л и  тур х/)сил ^илади ва уларда ички бушли^лар з̂ о — 
н а  Оуллди. Улар бир —бирлари билан поралар орк,али би — 
Нрпдн, I (солит пораларининг улчамларини чегараланганлиги 

■кПлп х,ам катта молекулаларнинг унга киришига 
р^нилпк ^илади, майдалари эса эркин диффузияланади 

НрЧ'Т'^'Щ, 1970) (5 —раем).
I '1'ib йилда Флодин ва П орат кундаланг тикилган дек — 

гранулаларини колонкали хроматографияда ишла — 
■(иди Хиертон ва М озбах (1962) гранулаланган полиакри — 
Н|ИД||П Полсон ва Хиертон (1961, 1962) агар ва агароза
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гелларини макромалекулаларни ажратиш да, Эккере (1964), 
М але (1967) ва бош ^алар гельфильтрация принципи устида 
ишлар олиб бориш ди.

Гельфильтрация методини ^уллаганда моддаларни а ж 
ратиш  принципи шунга асосланган, яъни фильтрланганда 
молекула массаси, молекула улчами ва ш аклига ^араб були — 
нади. Гельфильтрация принципига асосан модлдларни ко — 
лонкадан утказилганда, моддалар фак,ат фильтраланиб 
к.олмасдан балки улар молекула массаси, улчами ва шаклига 
1$араб )$ам булинади. Ш унинг учун >>ам ^ар бир моддани 
элюция даж ми унинг сирт заряди ва хусусиятларига эмас, 
балки молекуланинг улчами ва ш аклига б о клик, (5 —раем). •

° о °
О

© ■
о -

© - ■ о .

• O . Q
О

5 —раем. Гельфильтрация жараёнининг чизмадаги курини-
ши.

а — колонкага аралашма солингандан сунг;
б —майда молекулаларнинг гел грануласига диффузияси ва йи — 

рик молекулаларнинг гранула атрофидаги эритувчида та^симланиши;
в — колонкадаги кичик молекулаларнинг гель гранулаларига 

диффузияланиши, катталарининг эса гранулаларга кира олмасдан 
улар орасидан утиши.
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Агар колонкадаги гелнинг устига катта ва кичик мо — 
•иуылар аралаш масини ^атлаб солинса гелнинг элюент 
мыи ювилиши ж араёнида з^ар хил молекуляр массага эга 
нддолар олдинда з^аракат ^илади, улар ор^асидан кичикла — 

h i  hi.ни з$ар хил молекуляр массасига эга моддалар колон — 
АЛ» х ромотографияланади Бунда з$ар бир тур молекулалар 

I» I ранулаларига з$ар хил тезликда диффузияланади ва 
И1 mi и in' ичидаги маълум ф ракция су юрушгида та^симланади,
J».>....пт билан ювилганда колонкадан молекуляр массанинг
| t r ы ииш и тартибида ювилади. Порали структурага эга бул— 
■ mi I ■ лI, ^ар хил улчамдаги пораларга эга булиб, маълум ул — 
Цямдиги молекулалардан боищасини утказмайди ("гелдан 
•Ищнрилиш чегараси").

Шундай к;илиб, "гелдан чи^арилиш  чегараси" дан йирик 
■мм кулалар гел зарраларига кира олмай уларни четлаб угиб, 
*)• 111 s 1ни ура б турган суюзууикда з^аракатланади. Бу 
№ i'". m i  к билан банд булган бушли^ колонканинг "эркин 
р*жми" 1-ки "чи^арилиш  з^ажми" (V0) дейилади.

'Куда майда молекулалар гел зарраларига кириб, гел 
рр.и ининг ички ва танщи суюзушкларига эркин д и ф ф у — 

Им Л.1И.1ДИ. Уларга гелнинг матрикиси тусик, була олмайди. 
‘унинг учун з^ам улар колонкадаги сую(у\икнинг бутун
■ •ил. .нм буйлаб з^аракатланади. Бу бухнли^ (V0) ва гел зар — 
и ,1рид«1ги с укисли к з^ажми (Vj) ларнинг йигиндисига тенг. 
<м.п. майда молекулаларнинг катта з^ажмдаги суюзушкдан 
I * 111 л. I ри учун, улар катта молекулалардан ореада ^олади ва 
I у н колонка буйлаб утиб, вуйидаги элюция з^ажмини 
ми, мл ^илади.

Ve=Vo + V! (1)
Колонканинг умумий з$ажми (Vt) к,уйидагича 

мн.л.шади:
Vt=V0 + VI+Vg (2)

V4 гел матрикиси з^ажми,
Vi стационар ф аза  з^ажми.

I ольфильтрацияда ишлатиладиган муз^итлар
и I 'ол1,фильтрация учун идеал му^ит — муз^итнинг ад — 
»г*н и I 1̂ илиш хусусиятининг йутууиги, бар^арорлиги ва 
и | урмцияланмаслигидир. Муздатда пораларни турлари
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диапазонини кенглиги уни з$ар хил улчам ва молекула мае — 
сасига эга макромолекулаларни урганихнга имкон тугдиради. 
Аммо ш у ва^тгача идеал муз$ит з^али булмаган. Энг 
тарк,алганлари декстран геллари (сефадекс), полиакриламид 
геллари (биогель Р), агар ва агароза геллари (сефароза, са — 
гароза, биогель А), з^амда порали ш иш алар булиб хисобла — 
нади.

1.Декстран геллари.Бу геллар бактерияларнинг маз^су — 
лоти булиб сувсиз муз^итда эпихлоргидрин билан кундалан — 
гига тикилган. Бу геллар "сеф адекс" деб номланади. Сувда 
эримайди, инерт, гранулалари сф ерасим он шаклга эга, сувли 
эритмаларда осон букилади ва 1 млн молекула м ассасига эга 
биополимерларни гельфильтрация ^илишда ишлатилади. 
Гелнинг сув тортиш и ундаги тикилиш  м надо рига богли^. 8  — 
жадвалда сеф адекс турлари ва уларнинг хусусиятлари санаб 
утилган.

8  — жадвал
Сефадекс типлари ва уларнинг тавсифи (Детерман, 1970)

Тип

Такрибий
гелдан

чик,ариш
чегараси

(мол.
масса)

Сув юти — 
ши грамм 
сув/ грамм 
i^ypyis гел

Г елнинг 
тула 

з^ажми (мл 
Да)

Зарра- 
нинг 

улчами 
(мкм)

Сефадека G —10 700 1 ,0 ±0 , 1 2 - 3 4 0 -  12(
Сефадека G — 15 1500 1, 5±0,1 2 ,5 -3 ,5 40-121
Сефадека G —25 5000 2,5±0,2 5

Нафис 2 0  — 8 (
Дагал 100-30

Уртача L 50 — 15(
Сефадека G —50 

Нафис 
Датал 

Уртача

1 0 0 0 5,0±0,3 1 0

2 0  - 8 ( 
1 0 0  — 3< 
50-151

Сефадека G — 75 5000 7,5+0,5 12 -15 4 0 -1 2
Сефадека G — 100 1 0 0 . 0 0 0 1 0 ,0 ± 1 ,0 15 -20 4 0 -  12
Сефадека G — 150 150.000 15,0±1,5 2 0 -3 0 40-12 '
Сефадека G — 200 2 0 0 . 0 0 0 2 0 ,0 ±2 , 0 3 0 -4 0 4 0 -1 2
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( 'ефадекс геллари вирус тозалашнинг замма 
•• кичларида ишлатилади.

Колонка тулатишдан илгари сефадекснинг зу р у з  гра — 
и\ ылари сувга ёки буфер эритмасига 24 — 60 соатга букти — 

[ ип in учун солинади. Буктириш ни тезлатиш учун уни сувда 
•• •и 11.1 гиш зам  мумкин, лекин ^айнатилганда баъзи гранула — 

I л-ц • орилиб кетади, улардан декантация йули билан то зала — 
миди

Гайёрланган сефадекс гранулалари билан хроматогра — 
■фмк колонкани маълум баландлигигача тулатилади. Узига 
I Мне буфер билан гел ювилгандан сунг уни хроматография
> Мшу .1дларида ^улланилади.

2. Полиакриламид геллар. Акриламидни кундаланг — 
i M K M i i i  агенти N.N — метиленбис — акриламид инггирокида 

' IV м mi  )|>итмада полимерланади. Таркибни узгартириб ^ар 
ИН л морали 1$атор геллар олиш мумкин. АК.Ш да 
чикпри/Адиган полиакриламид геллари "биогел" деб аталади. 
111 I и и биогел Р бор. Улар уч турда чи^арилади: 5 —100, 100 — 
'ип и.) 400 меш лик. Биогел Р —2 энг кичик порали, биогел 

1 0 0  энг куп порали. Хамма геллар гранулаланган шаклда, 
>^олда чи^арилади. 9 —жадвалда биогеллар типи ва 

ул.фнип г хусусиятлари келтирилган (MaLe, 1967).
Пиогел сефадексга Караганда анча яхши натижалар бе — 

Иядн, чунки улар инерт булганлиги учун паст ион кучда 
*| 'М ,11 (и рафия иш ларида ^уллаш мумкин. Д етерман (1970) 

нирича pH 2 —11 орасида у тургун булади.Биогель сунъий 
' пудг.|ни учун микроорганизмларга ^ам чидамли.

9 —жадвал
Полиакриламид гели биогел Р нинг хусусиятлари

Сув ютиши Гелни
Га^рибий Зарра улча — гр сув/грамм тула

н чи^ариш чегара — 
си (мол. масса)

ми •sypy^ гел
(мг/г)

^ажми
(мд/г)

') 2 0 0  -  2 . 0 0 0 5 0 -  100 1,5 3,8
500-4 . 000 50-150 2,4 5,8

ii 1 000 — 5. 000 50-150 3,7 8,8
И) ’> 000-17. 000 5 0 -  150 4,5 12,4
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Р -3 0
Р -6 0

р -
100
р -
150

20.000 -  5 ООО
30.000-70.000
40.000-100.000

50.000-150.000

5 0 -  150
50 -150
5 0 -150

5 0 -150

5,7
"7,2
7,5

9,2

14,8
19,0
19,0

24,0

Р -
200

80.000-300.000 50-150 14,7 34,0

Р -
300

100.000-400.000 50-150 18,0 40,0

3. Порали шишалар: Халлер (1965) ю ^орида айтилган 
гелларга Караганда афзалликлари купро^ булган порали 
ш иш аларни гельфильтрация учун таклиф  этди. Уни поралари 
вирус улчамларига я^ин, у  кислотага чидамли стерилизация 
^илиш  мумкин, босим остида гельфильтрация ^илинганда 
^ам даж ми узгармайди, ^о^лаганча элю ция тезлигини ош и — 
риш  мумкин. Камчилиги баъзи вирус ва о^силларни порали 
ш иш ага адсорбцияланиш идир.

1969 йилда Бреслер ходимлари билан кенг порали ш иш а 
ишлаб чик;ишди. Бунда майда поралар учрамайди. Катта по — 
рали ш иш а олиш  учун ш иш ани натрийборсиликатини ипщор 
билан ишлов берилади. Д обичин (1959; 1962) бундай ш и ш а
ларни пораси 9000 Е лигини тайёрлайди.

Халлер (1965), Бреслер (1969) порали ш иш аларни в и 
русларни, бактериоф агларни тозалашда, вирус аралаш мала- 
рини аж ратиш да ^уллашди. Халлер тамакининг з^ал^а догли 
вирусини тамаки м озаикаси  вирусидан аж ратиш да 1700 Е 
порали шишани, ж анубий ловия усимлиги м озаикаси в и р у 
сини альбуминдан аж ратиш да 260 Е ли порали ш иш аларни 
ишлатишди.

4. Стиратель. С тирол ва дивинилбензолни полимерлаб 
стирагель олинади. Гель АКШ  томонидан ишлаб чи^арилади. 
Гел гранулалари умуман букмайди. Гел гранулалари сф ера  — 
симон булиб диаметри 40 — 80 мк.

5. Ж елатина гели. Ж елатинанинг ошланишидан гель — 
ф ильтрация учун мос ж елатин тайёрланади. Ж елатинадан 2 
дан то 30% гача гель олса булади. Ж елатина геллари м о л е
кула массалари 2 0  — 600000 булган )$ар хил объектларни 
(о^силлар, аминокислогалар) аж ратиш да ишлатилади.
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6 . Агар ва агароза геллари. 1961 йили Полсон гель — 
фильтация учун агар гелини таклиф  зилди. Агар гели жуда 
мггта молекуляр массага эга булган моддаларни ажратишда 
(101113а гельлардан бир ^анча аф залликларга эга эканлигини 
!• урсатади. Агар гели яхши механик пиш изликка эга. Агар 
с ллари энг ю зори  концентрацияда зам  (1 2 %) фракцияларга 
ажратиш зобилиятига эга булади ва сефадекс G —200 да 
олинган натиж аларни беради. Агар гелларининг энг паст 
| пмцентрациялари жуда катта молекула массасига эга мод
даларни (бир неча миллионгача) ф ракцияларга ажратиш 
имконини беради. 1 —2 % ли агар етарлича механик мустаз — 
камликга эга булиб, улар молекула ва заррача уртасидаги 
|' атга молекула массали субстанцияларни фракцияларга аж — 
ранни имконига эга ("Ф армация Ф айн Кемикали" фирмаси 
ча 1.|>узасидан, 1967).

А га р -а га р  денгиз сувутларидан олинади, у 2 полиса -  
а | > 11д аралаш масидан таш кил топади. Асосан Д —галактоза 

па 0 — 6  — ангидро — L — галактоза золдизларидан иборат.
| ■> iнаган сувда тезда эрийди. Совутилганда сувли эритма-  
\арн энг паст концентрацияда зам  (0,5%) гел зосил зилади. 
\ы |)нинг камчилиги унинг таркибида зарядли молекула гу—
|>у s лари булиб, кимёвий безарор. Зарядли молекула гуруз —
' а | >и асосан сульфатли гурузлар булиб, улар агарга ион ал—
..... .. хусусиятларини беради. Нордон гурузларнинг

П\ мини электроф орезда ишлатганда кучли эндоосмос зосил 
Цнлади ва ж араён  кучсиз ион кучига эга эритувчида олиб 
Пор илса модданинг гелга адсорбцияси кузатилади. Гель — 
ф т ы р а ц и я д а  агар гели ишлатилганда албатта элюент ион
► учи нагори булиши керак.

I ольфильтрацияни паст ион кучида ишлатиш ма^садга 
Му in фик, булса, агарозанинг ишлатган маъзул.

1937 йилда Араки агарни икки  гуруз полисахаридлардан 
мши ил топганлигини, бирини агаропектин ва иккинчисини 
ЙГн| и > ia доб атади. Агаропектин агарни зарядли гурузларига 
|Ц||р!и>ксил ва сульфогурузлар) эга. Агарнинг асосий зисми

.....роза эса зарядли гурузлардан золи.
Шу йили Араки агарни агароза ва агаропектинга а ж —

I и 111 методини ишлаб чизди. Тоза агароза Д —галактоза ва 
ан гидро — L — галактозадан иборат

67



6 —раем. Агарозанинг структураси
1 — 3,6 — ангидро — L — галактоза.
2 — D — галактоза.

Агароза олиш методлари. А раки агарни тула ацетил — 
лаш ни ва у  сувли ва хлорофилли ф азалар  орасида j 
та^симланиш ини ани^лади. Ацетилланган агароза хлоро- 
ф ормли фазага, агаропектин эса сувли ф азага утади (Хьер — 
тон, 1961).

1964 йилда Рассел ва бош ^алар агарни мочевинали] 
эритмадан полиэтиленгликол ёрдамида аж ратиб олишади.

И сси^ агар эритмасидан агаропектинни (45° ва ундан 
ю ^ори з^ароратда) пиридин хлорид билан чуктириб, агаро — 
зани аж ратиш  з$ам мумкин. Чукмани центриф уга ^илиб аж - 
ратилади. Ц етилпиридин ювилиб, инф узория тупрогига ад- 
сорбцияланиб йук,отилади. А гароза гели эса музлатилиб- 
^уритилиб, ёки  этанол билан чуктирилиб сувсизлантириладЕ 
Тайёрланган агароза о^ рангли порош ок з^олида булади. Бу j 
метод билан анча куп мивдорда агароза олиш мумкин.

1962 йилда Рассел, И он агар— 2 нинг исси^ эритм асиш  
полиэтиленгликол (м.м.6000) билан катта мивдордаги агарни j 
ф ракцияларга аж ратиб агароза олиш ни курсатиб берди. 1966 
йилда С ёдж  агарни диметилсульфоксид ёрдамида агароза ва] 
агросульфоксид ёрдамида агароза ва агаропектинга аж рата — j 
ди. Агарни 60 — 80° да 50 марта куп диметилсульфоксид би — 
лан ишлов бериб сунгра 13000 g да центриф уга ^илинадг 
Чукма усти суюзушгидан 3 марта куп ацетон билан агарозг 
чуктириб ажратилади. О ппо^ агароза ва сарик, — кулранг 
агароза препаратларига ажралади. Бу методда олинган ага — j 
розада зарядли гуруз^лар минимал миедорда булганлиги учу* 
гельфильтрацияда ута ^ул келади.

Олинган агароза бар^арор гел з^осил ^илади. Агароза! 
геллари pH 4,5 дан паст ва 9 дан ю ^ори булганда бе^арор!
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"у\ади. Баъзан агароза гелини органик (ацетон) билан ишлов
< "-рплганда структуралари узгармайди, барк,арор булади.

Гранулалаш. ^ам м а хроматография материаллари каби 
мар на агароза геллари х,ам гранулаланган х,олда яхши иш —
' м|ди. Хьертон гранулалаш учун гелнинг талаб к,илинган 
' 1 ищ 'нтрациясини олиб аралаштиргичда аралаштиради ва 
| v и ^аммомида агар тула эригунча ^издирилади. Олинадиган
■ р,м1уланинг улчами аралаш тириш  тезлигига боглик, булади.

Гранулалар сувли з^олатда элакдан утказилади. Олинган 
p. I м улалар хроматография колонкаларини тулатиш учун 

ишлатилади.
1>енгтсон ва Ф илипсон (1964) усулида агар гранулалан — 

гнида агарни гранулалаш учун аввал агарни автоклавда эри — 
ПК), 65°С гача совутилади , сунгра эса уни 65°С гача
■ и (дприлиб учига 0,5 мм ли трубкага бириктирилган Зейтц 
I н м.трига солинади. Сунгра гел си^илган азот ёрдамида ( 2  —
I им) совутилган эф ирга эзиб чи^арилади. Х,осил булган 
Гранулалар эфирдан ювиб тозаланади з^амда з$ар хил улчамли 
»' н Аарда эланиб ф ракцияларга ажратилади.

1968 йилда Ф ернелиус ва Велисерлар агар гранулала — 
|шми олиш учун бир стакандаги 54°С гача к ,и зди рилган  
Мниарал мойга (150 мл агарга 600 мл минерал мой) солиб, 
ир.папггиргич билан жадал аралаштиришди. ХаР°Рат 25°С 
in I I i-амайганда муз ваннасига жойлаштиришди ва яна 1 0  —
IS мин аралаштирилади. М ойли ф азада гел гранулалари 
Hi ih \\апади. Уларни кейинчалик центрифугалаб ажратиб 
■л ипади. Гранулалар 3 марта сув билан ювилади, мойни эса 
■!|п \ к|)ири билан экстракция ^илинади. Сунгра гранулалар 
|Лпнади, 40 — 50 меш  ли ф ракциялари экспериментларда 
H i m a  гнлади.

1’(Ч('нмортел ва Энгелбрехтлар (1962) агар эритмасини 
(Н тклаида эритиб, совутиб гелни майда булакларга кеси — 

ндм, >лакдан утказиб, олинган ф ракцияларни гельфильт — 
Пии ж спериментларида ишлатишади.

Ю ^орида айтилган методларнинг энг афзаллари Бенгт — 
н на Филипсон (1964) з^амда Хьертонларникидир (1964). 
пни бу усуллар ишлатилганда стандарт гранулалар з^осил 
\ н д и. Бир хилдаги фракциялардан тайёрланган гранулалар 
i\apup иирусларни тозалаш да катта элюция тезлиги билан
I мпнлайди.
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3. Гельфильтрация ёрдамида вирусларни тозалаш.
1962 йилда Чех 3% агар билан тулатилган колонкада тамаки , 
мозаикаси вирусини усимлик ш ирасидан аж ралиш ини ур — 
ганди. ТМВ ни эркин объёмда так,с:имланиб гелдан ту л и к, 
чи^иш ини ани!$лади. Бу ш ароитда мономер ва агрегация 
булган вирус зарралари  бир —биридан аж ралмаслигини к у — | 
затди. Хлоропластлар з$ам хром атограф ия ж араёнида ви р у с— | 
ли зонада та^симланади.

Регенмортел ва Энгелбрехтлар 5% агар гранулалари 
билан данаклиларнинг з^ал^а догли вирусини тозаладилар. 
Иммунология усуллари ёрдамида вирус зарраларини эркин 
з^ажмда биринчи булиб колонкадан ювилиб ч и р ш и , х>у~ 
ж айранинг ^исмлари эса иккинчи пикни таш кил ^илиш и 
ани]$ланди. Олинган натиж аларни яна ю^умлилигини бод — 
ринг усимлигида текш ириб тасд и ^ ан д и .

Гельфильтирация ёрдамида вирусларни б и р -
биридан ажратиш. ТМВ ва нухатнинг ж анубий м озаикаси 
вирусидан аж ратиш  Стир ва А ккерс (1962) ва Оберглар 
(1965) томонидан амалга оширилди. Ф ридборг (1965), Когланд 
(1968) тамаки некрози  вируси ва унинг йулдошини аж ратиш  
ва тозалаш да 4% ва 10% агар гелларидан фойдаланишди.

Гельфильтирация ёрдамида вирус зарраларининг 
узунлигига 1$араб фракцияларга ажратиш. Х роматограф ик 
колонкадан з$ар хил узунликдаги вирус зарраларини гель — 
ф ильтрация ^илинганда элю ция тезлиги ута секин булганда 
зарралар колонкадан утиш  ва диф ф узия ва^тида айланади — 
лар. ТМВ нинг 3000 Е зарраларини улардан калта булган 
зарралардан ( 2000 Е ва ундан кичик) аж ратиш  мумкин.

Вирус зарралари  колонкадан ута секин ^аракатланган 
холатда улар уз узунлигига тенг диаметрли айланаётиган 
ш арни эслатади.Узунлиги 3000 Е га тенг тайёк,ча 2500 Е ли 
порага ( 1% ли гел) ^ийин киради. 2000 Е ли зарралар ко — 
лонкада 3000 Е ли зарраларга Караганда бирмунча узо^ро^ 
ту 1'илиб ^олади. Ш у методаан фойдаланиб Стир ва А ккерес 
(1964), Кадо, Н айт (1966) ТМВ ни узунликларига ^араб 
ф ракцияларга ажратиш ди. Ва^обов, Атабековлар (1971) 
^исман депротеинизация ^илинган ТМВ ни ф ракцияларга 
ажратганлар.

ТМВ ни улчамига ^араб ф ракцияларга аж ратиш да 
маълум к,оидаларга амал ^илиш  зарур (Steere, 1964): ТМВ ни
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агрегация булишининг олдини олиш учун элюентнинг pH 7,2 
д а й  паст булмаслиги, ион кучи з$ам минимал булиши, элюция 
11' (лиги 5 мл соатдан ошмаслиги керак.

Гельфильтрация ёрдамида вирус ва з^ужайра нуклеин 
ми лоталарини з$ам фракцияларга ажратиш мумкин. По — 
мюмиелит вируси РНК сини зуж айра нуклеин кислотала — 
ридан гельфильтрация усули ёрдамида тула аж ратиш  мум — 
инн. )^ужайранинг ДНК си колонканинг "эркин" з^ажмида 
| ' > лонкадан ювилиб чи^ади, рибосома РНК си ва транспорт 
111 IК лари ДНК дан ва бир — бирларидан тула ажралади
I1 >борг, Филипсон, 1967).

Полиомиелит вирусининг РНК си колонкадан ДНК ва 
рибосома РНК ларининг орасидан ювилиб чи^ади. Гель — 
фильтрация бир занж ирли РНК ни унинг репликатив шак — 
м|дан з$ам осонлик билан ажратади, яъни полиовирусларнинг 
in к и занж ирли шаклини, унинг бир занжирли РНК сидан 
ижрата олади. Полиомелитни икки занж ирли репликатив 
пакли колонкадан аввал ювилиб чи^ади ва бир занжирли 

Г1 1К ундан кейин чициб улар бир —биридан тула ажралади.,
Агар ва агароза геллари ёрдамида Т —2 бактериофаги — 

ин н  г ДНК си ва грипп вирусининг РНК сидан, Т — 2 бакте — 
рпофагининг ДН К фрагментларини бактериофагнинг реп — 
mi катав шаклидан тула аж ратиш  мумкин.

Гельфильтирация ёрдамида î oh липопротеидларини, 
и д ам  сулаги гликопротеидларини, ^уй опщозон ости бези 
.....грактларини ва з^.к.зларни аж ратиш  ва тозалаш  мумкин.

9~машрулот
Гранулаланган 3% агарда тайё^часимон ва ипсимон 

ипрусларни (спирал структурали вирусларни) тозалаш

Машрулотдан ма^сад. Гельфилтирация усулида вирус 
l<| taлаш учун колонка ва вирусли намунани тайёрлаш  ва 
плпнкага солиб ф ракцияларга аж ратиш  ва улардан вирус — 
ннг тоза ф ракциясини ажратиш .

Керакли материаллар;1. 0,1 М ф осф ат буфери; 2. Вер —
II, :г 0,1 М НС1; 4. 0,1 М NaOH; 5. 0,05 М трис -  НС1 б у -  
»|I, pH 7,6; 6 . Аммоний сульфата; 7. Хлороформ; 8 . Гуп.1 — 
пидалагич; 9. Д о к а—1 метр; 10. Стаканлар 1 — 2 л; 11.
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Ц ентрифуга ЦБР; 12. Ц ентрифуга пробиркалари 200 мл, 100 
мл, 10 мл.; 13. М агнит аралаштиргич; 14. Ш татив (физик); 15. 
Спектрофотометр; 16. pH —метр; 17. Х ром атрограф ия к о — j 
лонкаси 2x60 см; 18. Гранулаланган агар "Difco"; 19. Хро — 
м атрограф ия коллектори; 20. Х ром атрограф ия коллектори — 
нинг пробиркалари; 2 1 .Электрон микроскопнинг мис турла — 
ри; 22 .ТМВ ва тамакига олинган антизардоблар; 23. Анали — i  
тик ультрацентрафуга.

Ишнинг бориши.
а) Хроматография колонкасини тайёрлаш. Ш иша 

хром атограф ия колонкасини ( 2  х 60 см) вертикал равиш да 
"шайтон" ёрдамида урнатилади. Колонканинг уч ^исмига 
ички томондан паралон (0,5x2см) ёстикда жойлаш тирилади. 
И нгичкалаш тирилган уч к,исмига эса резина ёки тефлондан 
ясалган узунлиги 8 0 — 100 см ли шланг (диаметри 0,3 — 0,5 мм) 
уланади ва ва уни колонканинг устки ^исмига ^иск,ич ёрда — 
мида ма^камланиб к,уйилади. Колонканинг 1/3 к,исмига дис — 
тилланган сув ёки  0,05 М ф осф ат буф ери (pH 7,5) солинади.

П араллель 3% ли гранулаланган агар ёки (агароза) гели 
тайёрланади, яъни  200 мл ли стакандаги 3% ли гранулланган 
гелга 0,05 М  ф осф ат буф еридан солинади ва ш иш а тайё^ча 
ёрдамида аралаш тирилади, 2 0  минутдан сунг агар гранула — 
лари стакан тубига чукади ва унинг устидаги сую ^ликни 
шланг (диаметри 5 мл) ёрдамида суриб олинади. Стакандаги 
гел эса яна ш иш а тайё^ча ёрдамида о^исталик билан а р а — 1 

лаш тирилади (тез аралаш тирилганда ^аво пуф ф акчалари 
кириб ^олади) ва уни колонкага о^исталик билан к,уйиб ту — 
латилади. 15 — 20 минутдан сунг колонкадаги гел секин аста 
чукиб икки ф аза  —гел ва сув ф азалари  я ^ о л  куриниб 
^олади. Сув ф азаси  имкони борича олиб ташланади, унинг 
усти аралаш тирилади ва унга яна гел солиб колонка тулати — 
лад и.

Колонканинг учидаги шлангни пасайтириб кутариб ко — 
лонкадан о^иб чи^адиган элю ент (буфер) тезлигини 5 — 6 ; 
сек/томчига келгирилади ва колонкадаги ок;иб чи^ипгига 
1$араб колонка гел билан тулатилиб борилади. Ш у тартибда 
тайёрланган колонканинг устки ^исмига фильтр к.ороздан 
дойра шаклида ^илиб ^ирк,иб олинади ва уни гелни устки 
к,исмига Ж0 йлаштирил<1ди. Фильтр к,огоз устида доимо 5 — 
6 см дан кам булмаган э^олда буфер булиши шарт. Акс з^олда
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К"м>|1канинг "эркин" ^ажмдаги сукнушги ^ам о^иб чш^иб 
К*11 ■ |ди ва унинг урнини эса х;аво эгаллайди. Ундай з^олда
■ >м>нкани ^айтадан тайёрлаш  керак булади.

Колонканинг устки ^исмига 0,05 М ф осф ат буфери (pH 
(олинган (0,5—1 л ^ажмли) шиша идиш билан бирлаш — 

шрилиди. Колонканинг о р ш  тезлигини 5 — 6  сек/томчи 
Ци\д,| с .1 К ,л а б  турига учун элюент солинган идишни ю ко рига
и.и им туш ириб кутариш билан тезлик тартибга солинади. 
Кмлопканинг дажмини 3 кцсми миедоридаги суюк;лик о^иб 
Mm к,щдан сунг бу колонка вирус тозалаш учун тайёр :х;и — 
С1|Г)Л(шади.

<>| Вирусли намунани тайёрлаш. ТМВ билан касал —
' I ,н| гамаки барглари (500г) аввалрок, музлатилади ва уни 

IV' 'гтмайдалагичда майдаланади. М айдалаш ж араёнида 0,0 5 -  
ф осф ат буферидан (pH 7,8) (500мл) аралаштириб 

Аирплади. Олинган массани музи эриш и билан 4 к,аватли 
Р<н,|даи утказилади ва уни 2 — 3 литрлик шиша стаканга со — 
М1И.1ДИ. Эритма pH  нордон томонга узгарган булса, 0,1 — 1 М 
NmOI I билан уни pH  7,5 гача келтирилади ва 1 минутда 3 — 5 

НИI айлш иш  тезлигида центриф уга ^илинади (мин/айл). 
1у •» м. | гашлаб юборилади, чукма усти сукяууигига 1 / 8  дажм 
ИКА'>рда хлороформ (ёки бутанол) солинади ва 2 0  минут 
»|Д,| -v ( илкитиб чайк,агилади. Сунгра яна 20 минут давомида 

I! минг мин/айл тезликда центрифуга ^илинади. Центри — 
угадан сунг пробирканинг тагида хлороформ ва у таъси — 
Ди дгма гурацияга учраган яш ил рангли дуж айра дисмлари 
^прпиластлар, о^силлар ва з$.з.) ва унинг устида ту^ ж и 

р а т ' вирусли чукма усти сую^лиги з^осил булади.
Чукма усти сую^лигини з$ар хил усуллар билан тозалаш 

мк им: изоэлектрик преципитация, тузлаш, дифф еренциал 
|||р||(|)угалаш, сахароза градиента концентрациясида,

1,фн льтрация ^илиш  ва з .̂з.
I г льфильтрация усули билан тозалаш  методи иш латил—
| |ч)лонкага солинадиган вирусли намунани концентра —

• нпи ошириш ма^садида аммоний сульфатдан фойдала — 
ди Чукма усти сую^лигига 25% м и л о р д а  аммоний 
|»,ггп солинади ва уни магнит аралаштиргичда тула эри — 

И*1 <’0 минутга +4°С га совутгичга ^уйилади. Сунгра 8 —10 
| мин. айл тезлигида 20 — 30 минут давомида центрифуга
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^илинади. Чукмадаги вирусни 0,05 М ф осф ат буф ери билан 
эритилади ва уни тинив>лаштириш з^амда эримаган ^исмидан . 
аж ратиш  учун яна 1 0  минут давомида 1 0  минг. мин айл т е з — j 
лигида айлантирилади. Чукмаусти суклууиги гельфильтрация 
колонкасида кейинги тозалаш га тайёр з^исобланади.

Ишнинг бориши. Вирусли намунани колонкага солиш 
икки хил йулда амалга ош ирилиш и мумкин: 1. Хроматогра — i 
ф ик  колонкадаги гель устидаги буфер ш приц ёки пипетка 
ёрдамида суриб олинади ва фильтр устига вирусли намуна 
(3 — 5 мл) солинади. С екин — аста у фильтр ор^али гелга ши — J 
милади, сунгра 2 — 3 мл буф ер билан фильтрнинг устки 
к,исми ювилади ва бу суюруиик з$ам фильтрдан утгандан сунг, 
фильтр устига 5 — 6  см баландликда колонкага буф ер э р и т— ; 
маси солинади ва асосий элю ент солинган идиш ига уланади. 
Элюатларни йигиш  ф ракцияларни йигувчи коллектор ор^али 
амалга ош ирилади. Гельфильтрация тезлиги 5 — 6  сек/томчи 
^илиб белгиланади. 5 — 6  соат давомида ф ракциялар (3 — 5 
мл) коллекторда йигилади.

2. Вирусли намунани буф ер ва гел устидаги фильтр 
оралижига киритиш  усули ^улланилганда вирусли намунага 
унинг зичлигини ош ириш  ма^садида 0,5 мл сахароза ёки 
NaCl солинади. Зичлиги ош ган вирусли намунани энди б у 
ф ер ва фильтр i$ofo3  орасига ш приц ор^али ю борилса у б у — 
ф ернинг остида, ф ильтр устида текис зона з^осил к,илиб 
жойлаш ади ва гельфильтрация ж араёни  давом этдирилади. 
Элюент билан гел колонкасини ювиш  5 — 8  соат давом этади. 
Шу муадатда хром атограф ия колонкасидан о^иб чи^адиган 
cyroiyvHK (элюат) коллектор пробиркаларида йигилади. Ав — 
вало колонкадан колонканинг эркин з^ажмига тенг суклушк 
(Vo) чи^ади, худди ш у з^ажмда энг йирик моддалар — вирус 
зарралари элюцияланади. Ундан сунг ундан майда м олеку— 
лали моддалар — усимликларнинг з^ужайраси таркибидаги 
моддалар — о^силлар, пигментлар, полисахаридлар ва з^ако — 
золар гелдан ю вилиб чи^ади. Одатда булар иккинчи элю ция 
з^ажмини таш кил ^илади.

Олинган фракциялар анализи;
1. Аввало олинган ф ракцияларни спектрофотометрда 

260 нм ва 280 нм тул^ин узунлигида ультрабинаф ш а нурни 
ютиши аницланади ва у асосида граф ик тузилади. Абсица 
утщга ф ракциялар ха жми (мл) ёки сони, ордината у^ига эса
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ф ракцияни ультрбинафш а нурни ютиш мик,дори белгилана —
ди.

Олинган натиж аларни график асосида белгиланганда 
ик ки чувдига эга булган эгри чизик з$осил булади.

2 . Биринчи чувди тапщи куринишдан сутсимон рангли 
моддалардан, иккинчи чук,^и эса жигарранг тусли модда — 
лардан иборат.

3. Олинган фракцияларнинг чу^к,и ф ракциялари билан 
N. glutinosa усимлигининг баргларини механик усулда ка —
| аллантириб чи^илади. Натижада биринчи чуеди ф ракция — 
'<1 ри барг сатз^ида 48 соатдан сунг некрозлар з^осил ^илади, 
иккинчи чуеди ф ракциялари ю^умлилик намоён ^илмайди.

4. Чувдидаги ф ракцияларни спектрофотометрда 220 нм 
дан 320 нм гача ультрабинафш а нурни ютишлари улчаб 
мн^илганда, 260 нм да фракциядаги моддани (ю^умлилигини 

||идгандан сунг вирус десак булади) УБ —нурни энг куп 
к п иши, 320 нм да эса уни минимумга интилиши кузатилади. 
МИ) нм да У Б — нур ютишда олинган натижани 280 нм да 

"мш ган натиж ага нисбати 1,18—1,22 (А260нм / А^вонм =1,18 —
I ,2 2 ) тенг булади.

Бундай натиж а ф а^ат 95% ок,сил ва 5% нуклеин кисло — 
(■иа эга нуклеопротеидлар учун олинадиган константа сон 
пулади.

5. Электрон м икроскоп усулида текширилганда биринчи 
ч у ^ и д а  фак,ат катта молекуляр массали вируслар
I I ,1йё^часимон вируслар, ипсимон) учратилади ( 1 0  —раем).

6 . Иккиё(у\ама иммунодиффузия усули билан иккала 
ч уis^H ф ракциялари текш ирилганда биринчи чук^и ф рак — 
цпялари ф а^ат ТМВ га олинган антизардоб билан преципи — 
мция чизигини (ПЧ) ю зага келтиради. Тамакини нормал 
\\ жайраларига олинган антизардоб билан эса ПЧ кузатил — 
ч*I иди. Аммо иккинчи чуади фракцияларидаги моддалар эса, 
иксинча, ПЧ ни з^осил ^илади. Н азорат ф ракция — колонкага
■ ’ > шнмасдан аввалги гельфильтрация ^илинмаган намуна 
иккала антизардоб билан з^ам ПЧ ни з^осил ^илади. Демак, 
>плонкага солинган ^исман тозаланган вирус гельфильтра — 
Цич натижасида вирус ва зуж ай ра  ^исмларига тула ажралди.

7. Биринчи чувди ф ракциясини аналитик ультрацен — 
|рифугада текш ирилганда битта симметрик чувди з^осил бу — 
м и н и  ундаги моддаларнинг — вируслар гомоген эканлигидан
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дам далолат беради. Демак гельфильтрация методи билан 
ТМВ ни тоза, юудумлилик ва антигенлик хусусиятларини 
садлаган оппод рангли гомоген препарата  олинади.

10 -  машгулот
Гранулаланган 5% ли агароза колонкасидаги тайёдча симон 
(ТМВ) ва шарсимон (ГМВ) вирусларни сунъий аралашма-

сидан ажратиш

Машгулотдан мадсад. Табиатда ёки  лаборатория ша — 
роитида бирга аралаш  долда учрайдиган вирусларни бир — 
биридан аж ратиш  методи билан таниш тириш .

Керакли материаллар. 1. Ялтирбош  м озаикаси вируси 
(молекула м ассаси 4-106). 2. ТМВ (молекула массаси 40-106). 
Арпанинг Винер нави дамда 8 — машгулотда ишлатилган ма — 
териаллар.

а) Хроматография колонкасини тайёрлаш. Худди 8 — 
машгулотдагидек олиб борилади, аммо гель колонкасининг 
узунлиги 80 — 90 см булиши яхш и натиж а беради. Элюент 

‘ иш латилганда дам аралаш мани таш кил дилаётган иккала 
вируслар учун оптимал буф ер олинади. ТМВ ва ЯМВ учун 
pH  6 булиши иккала вирус учун дам бехавотиррод дисобла — 
нади ЯМВ ни гелга дисман адсорбциясининг олдини олиш 
учун буф ер га 0,1 М КС1 солинади. Гельфильтрация тугаши 
билан яна иккала вирус ф ракцияларини узлари учун опта — 
мал булган pH  га узгартирилади, яъни  ТМВ ни pH  7,5 га ку — 
тарилса, ЯМВ нинг pH  4,8 га туш ирилади.

Ишнинг бориши. Узунлиги 1,2 х 80 — 90 см узунликдаги 
5% ли гранулланган агароза колонкасини 0,05 М ф осф ат бу — 
ф ери  (pH 6 — 6,2) билан 3 дажм буф ер  билан ювилгандан 
сунг ТМВ —ЯМВ аралаш маларидан 50 мг ни (1—2 мл 0,05 М 
ф осф ат буферидаги) колонкага солинади, вирус аралашма — 
лари фильтр ордали гельга диф ф узия  булиши билан pH  6,2 , 
га тенг булган 0,05 М ф осф ат буфорига тенг булган 0,05 М 
ф осф ат буф ери билан ювиш бошлаиади.

Колонкадан чидадиган (})ракциял<»р коллекторда 3 мл 
дан йигиб олинади. Гельфильтрация утказиш  тезлиги 6 — 8 
томчи/мин ёки  ундан дам секинрод дилиб мосланади. Г е л ь -  
фильтрация 10—14 соат даном п а д и . Олинган ф ракциялар
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• пылизи худди 8 —маииулот каби утказилади, аммо бу гельда 
иккинчи анализда ЯМВ антизардоби ишлатилади.

1.Худди 8 — машкулотдагидек фракцияларни 260 нм ва 
'/’НО нм ту л р ш  узунлигида УБ —нурларни ютиши анш ^анади , 
икки чут^ига эга эгри чизи^ олинади. 1 чувдини Д 260/Д 280 
иисбаги 1,2 га ва иккинчи чутдаиники 1,6—1,7 га тенг (тар — 
кибида 20% атрофида РНК га эга нуклеопротеидларни УБ — 
иурларини икки ту л р ш  узунлигида ютиш натижалари нис — 
Гкгги 1,6 га тенг з^исобланади) булади.

2.Икки чукди фракцияларини УБ — спектрларида УБ 
нурларини ютиш чук,к,иси 260 нм га тутри келади, минимуми 
245 нм.

3.Иккала ф ракция вирусларини электрон микроскопда 
курилганда 1 чук^и фракцияларида фа^ат спиралсимон ви — 
руслар булади.

4. Биринчи чуади фракциялари N. glutinosa да (48 со — 
пгдан сунг) некрозлар з^осил ^илади, иккинчи ф ракция эса 
( lu'nopodium am aranticolor да некрозлар з^осил ^илади.

5. Биринчи чук,к,и ф ракция вируслари ТМВ га тайёр — 
\.шган ацтизардоб билан, иккинчи чу^ки фракцияси вирус — 
л. |ри ЯМВ га тайёрланган вирус антизардоби билан ПЧ з$о — 
гил ^илса, демак ТМВ ва ЯМВ тула икки чутдрт ф ракцияла — 
рига ажралганлиги з^ак^ида ф икр юригилади.

Демак, 5% ли гранулаланган агароза колонка сида икки 
хил тиаклли вирусларни тули^ ажратиш  мумкин.

11-машгулот

Гранулаланган 5% ли агароза колонкасида 3 хил улчамли 
-  вируслар ва з^ужайра моддаларини ажратиш

Машгулотдан ма^сад. Табиатда учрайдиган вирус ара — 
А.ипмаларидан тутридан — тутри вирусларни тоза з^олда 
| ’Ир —биридан ва усимлик ^исмларидан ажратиш.

Керакли материаллар. 8 ва 9 — машгулотларда иш ла — 
шлган материаллар з^амда ТМВ ва бодринг мозаикаси ви — 
руслари (молекула массаси 5,5-106) билан касалланган там аки 
усимлиги pH  7,5 булган 0,05 М ф осф ат буфери.

Ишнинг бориши. Хроматография колонкасини гель — 
фильтрация да ювиладиган буфери билан 3 з^ажмда ю вилиб
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гельфильтрация олиб боришга тайёрланади. Колонкага ви — 
русли намунани худди ю ^орида вирус тозалаш  ж араёнида — 
гидек (8 — машгулот) усулда тайёрланади, аммо аммоний 
сульфати билан иккинчи сф ерасимон вирусни з^ам чукмага 
туш ириш  учун унинг миадори 25% дан 35% га оширилади. 60 
минутдан сунг чуктирилган чукма эритилиб, сунгра ти — 
ник^лаштирилгандан сунг гель колонкасига солинади ва 
гельфильтрация ^илинади.

Х роматограф ия колонкасидаги ту^ ж игарранг пиг — 
ментли ф ракциялар колонкадан ювилиб ч и р ш и  билан 
гельфильтрация тугалланган з^исобланади ва ф ракциялар 
анализ ^илинади. УБ —нурни 260 нм ва 280 нм да ютишига 
х^араб графиги чизилади. Ф ракциялар 9 — машгулотдагидек 
анализ ^илингандан сунг 3 чувди якк,ол аж ралиб туради: 1 
чувди ф ракцияларида ТМВ, 2 чуоди ф ракцияларида бодринг 
м озаикаси вируси ва учинчи чувдида з^ужайрани нормал 
дисмлари (пигментлар, о^силлар булиб уларнинг м.м. 300000 
атроф ида).

Демак, табиатда учрайдиган усимликлардааи вирус 
аралаш маларининг молекула массалари фпркланса, уларни 
бир — биридан ва з^ужайин усимлигининг ^исмларидан гель — 
фильтрация методида аж ратиш  мумкин.

12-машгулот

Гранулаланган 1% ли агароза колонкасида ТМВ ва унинг 
РНК си сунъий аралашмасини ажратиш

Машгулотдан ма^сад. Гельфильтрация имкониятини 
кенглигини к}фсатиш, буф ер ва ион кучи, хром атография 
колонкасининг улчами ва гельнинг концентрацияларини 
му в о ф  и клашт ир и б вирус РНК сини (м.м. 1106) унинг виру — ' 
сидан (м.м. 40-106) з$ам аж ратиш  мумкинлиги билан таниш  — 
тириш.

Керакли материаллар. 8 —машгулотда ишлатилган 
материаллар хамда: 1. Х роматография колонкаси -1 ,8 x 9 0  см;
2. Элгоент 0,01 М ЭДТА, 0,02% ДДС, 0,1 М NaCl, pH  7,5; 3. 
ТМВ — 10 мг; 4. ТМВ нинг РНК си — 1 мг.
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Ишнинг бориши. Гранулаланган 1% ли ахароза колон — 
касида олиб борилади. Колонка 0,01 м ЭДТА , 0,02% ДА Г, 0,1 
м NaCl ли эритма билан ювилиб тайёрлангандан сунг унга 
1,5 мл ТМВ (10 мг) ва ТМВ РНК си (1 мг) нинг сунъий эрит — 
масини колонкасига солинади ва улар колонкадаги гельга 
шимдирилгандан сунг элюент билан ювилади. Аралашманинг 
бир —биридан ажралганлигини А 260/280 булган нисбатини 
узгаришига ^араб ф икр юритилади. Натив (табий) ТМВ нинг 
260/280= 1,2, ТМВ РНК синики 260/280=2,0 га тенг.

Бу моддаларнинг самарали булиши элюент сифатида 
катта ион кучига эга булган буфер ишлатилганда куринади, 
чунки ион кучи говори булганда, РНК компакт структурага 
н а  булади ва сунъий аралашмада колонканинг "эркин ^ а ж -  
мида" 5^аракатланаётган ТМВ дан ажралиб у 1% агароза 
гранулаларига диффузланади ва гельфильтрация ж араёни 
иатижасида у ТМВ дан сунг ювилиб чи^ади. Агар элюентни 
ион кучи ута паст булса, РНК структураси узгаради ва ёй — 
пдган р^олда булиб, у  ТМВ каби у билан бирга "эркин >$аж — 
мда" ^аракатланади. Демак, элю ент ион кучини оширганда 
PI IK иккинчи чувди фракцияларида булади. Иккинчи ф р а к 
ция билан N. glutinosa баргларини механик усулда касал — 
лаптирилганда усимликдаги з^осил булган некрозлар таж риба
и, пути да рибонукеаза ф ерм енти фаоллиги йут^лигидан дарак 
беради.

13 -  машгулот

Тамаки мозаикаси вирусининг цисман тозаланган 
препаратини уларнинг и.э.н. да олиш

Ишдан ма^сад. Вирусни тезкорлик билан pH  узгари — 
in ига асосланиб к,исман тозаланган препаратини олиш билан 
ыништириш.

Керакли материаллар.
I ТМВ билан касалланган тамаки барги (500 г) 0,1 М ф осф ат 
буфери, pH  7 ,0 -7 ,5  2. 0,1М, 1 М НС1, 3. 0,1 М., 1 М Na ОН,
I pH —метр, 5. N. glutinosa, б.Эксикатор, 7.Хлороформ ^амда 
иирус экстракциясида ишлатиладиган асбоб —ускуна ва 
идишлар.
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Ишнинг бориши. Тамаки м озаикаси вируси билан ка — 
салланган усимлик ш ирасини ю ^орида айтилган усулларда 
аж ратиб олинади ва уни хлороформ ёки бутанол ёрдамида 
яна ишлов бериб, центрифуга ёрдамида т и ни ̂ лашт и р и ли б , 
вирусли экстракт аж ратиб олинади. Сунгра унга 1 н НС1 
дан к,ушиб доимо аралаш тириб турилади. pH  ни 5,0 —5,5 га 
келгунча индикатор к,ороз билан текш ириб борилади.

Энди 0,1 н НС1 ёрдамида pH  4,5 га туширилади, бу 
бос^ичда pH  —метрдан фойдаланилади.

4,4 —5,5 орасида охисталик билан кислота томизган 
маък,ул, акс ^олда вирусли экстрактнинг ма^аллий участка — 
сида pH  кескин пасаяди ва балласт ок,силлар билан бирга 
вирус з$ам изоэлектр з^олатга келиб чукиш и мумкин. pH  4,5 
га тенг булганда суспензиядан чукмага утадиган дуж айра 
балластларини 3 — 5 минг айл/ тезлигида центриф уга ёрда — 
мида 3 — 5 минг айланиш  тезлигида 20 минут айлантириб 
ташланади. Чукма усти суклушгини 0,1 н НС1 билан pH  3,5 
гача нордонлаштирилади. Бу pH  да ТМВ зарралари изо — 
электрик ^олатга утади, агрегатлар пайдо булади ва аралаш  — 
тирилганда сезиладиган даражада игнасимон паракристаллар 
j ô с ил булади. Н атиж ада эритма ипаксимон ялтирайди. 
Эритмани сову^хонада тулиз$ кристалланиш и учун кечасига 
^олдирилади. Эртасига вирусли экстракт солинган стаканга 
танн^аридан назар солинса, унинг тубида вирусли чукма 
якдол кузга ташланади. Вирусли чукмани 6000 айланиш  тез — 
лигида 20 минут давомида центрифугалаш  билан аж рати — 
лади. Чукмани 0,01 М ф осф ат буферида эритилади. Эритиш 
учун ишлатиладиган буфернинг миодори энг биринчи ви — 
русли материални экстракция цилиш учун ишлатилган бу — 
ф ерни  1/10 мивдорини ташкил ^илади. Демак, вирус 10 
марта ^укиушшади.

Вирусли эритмани 0,1 NaOH билан pH  —7,0 —7,5 гача 
кутарилади (pH индикатор $ок>з ёрдамида назорат ^илиб 
борилади). Сунгра эритм а 15 — 18 минг айланиш  тезлигида
10 минут давомида центрифуга ^илиниб, эримаган чукма 
узо^аш ти ри л ади .

Сунгра вирусни иккинчи марта ^айтадан чуктирилади. 
Вирусли суспензияни 0,1 н НС1 билан э^тиёткорлик билан 
муттасил аралаш тирилган ^олда pH  3,5 гача нордонлашти — 
рилади (pH диодат билан pH — метрда назорат ^илиб бори —
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\<|ди). Вирусли экстрактни тули!$ кристалланиши учун муз — 
■\.птичда ёки музли ^аммомда 1 соатга ^олдирилади. Чукма 
минутига 6000 айланиш тезлигида 20 минут давомида цен —
11 >Iи|>уга ^илинади.

Тиник чукмаусти сукнушгини ташлаб юборилади, чук — 
мпдаги вирус кристаллари 15 — 20 мл 0,01 М ф осф ат буфе — 
|шд<| (pH 7,5) эритилади. Суспензия э^тиёткорлик билан pH 

гача ипщорийлаштирилади. Сунгра минутига 15—18 минг 
ии\аниш тезлигида 10 минут давомида центрифуга 
Килинади. Чукма 5 — 6 мл 0,1 М ф осф ат буфери билан ювиб 
ышланади ва центрифуга ^илинади. Ю винди сувлар одатда 

ос ий вирусли эритма билан бирлаштирилади.
Ю ^оридаги усуллар билан тозаланган вирус бошк.а ме — 

и>длар билан охиригача тозаланади.
Катта ^ажмдаги (бир неча литр) вирусли эритмани и.э.н 

Лп чуктирилганда, чукма усти суютушгини чукмадан сифон 
ердамида ажратиш  мумкин.

14 -  машьулот

Гамаки мозаикаси вирусини туз ёрдамида чуктириб 
1$исман тозаланган препаратини олиш

Ищдан ма^сад. Юк,ори ион кучига чидамли вирус — 
[лпрпи аммоний сульфати ёрдамида к,исман тозалаш методи 
: fin\,ni таништириш.

Керакли материаллар. 1. ТМВ билан касалланган та — 
■Мики барги (500 г), 2. 0,1 М ф осф ат буфери, pH 7,0 —7.5, 3.
; (1,1 п НС1, 4. 0,1 н NaOH, 5. ЭДТА, 6. Аммоний сульфати, 7. 
■(Аороформ, 8. Вирус экстракциясида ишлатиладиган асбоб — 
I уI к у 11а ва идишлар.

Ишнинг бориши: 8 — машкулотда экстрация ^илиниб, 
Мороформ билан ишлов берилиб тозаланган вирус экс — 
■яктига 20% аммоний сульфати солиниб яхшилаб аралаш  — 
•Ирилади. Сунгра 30 минут давомида совутгичда тутилади, 
iyi' мага талайгина балласт моддалар тушади. Уларни мину — 
т ы  3 минг айл/тезлигида 20 минут давомида центрифуга 
кили мади. Чукма усти сую^лигига 25% гача аммоний суль — 
*| ■» | и солинади ва яхшилаб аралаштирилади ва яна 60 минут
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кристаллар ^осил булиши учун са^ланади. И нкубация 
ва^тида вирус паракристаллари ^осил булиши ж араёнида 
ипаксимон ялтираш  пайдо булади.

Вирусли идиш вирус тули^ кристалланиши ва чукиши 
учун кечасига совутгичда ^олдирилиб кетилади. Эртасига 
сифон ёрдамида чукма усти сукнушги ажратилади. Долган 
чукмадаги вирусли суспензия минутига 6 — 8 минг айланиш  
тезлигида 15 —20 минут центрифуга ^илинади ва чукма 100 
мл 0,01 М ф осф ат буферига, pH  7,5 0,005 М ЭДТА солинган 
эритувчида эритилади. Сунгра тозалаш нинг кейинги 
бос^ичида — диализ ^илинади. Бу ж араёнда вирусли с у с 
пензия таркибидаги ионлар йу^отилади, ^амда усимликни 
куигина моддалари денатурацияланиб эримайдиган ^олатга 
утади.

Диализ ^опчасига вирусли суспензияни солингандан 
сунг уни 3 — 5 литрли сув ёки буфер эритмаси тулатилган 
идишга туш ириб ^уйилади. Сувли идиш магнитли ай лан — , 
тиргичга урнатилади. Диализ 24 соат давомида олиб борилиб, 
шу даврда 3 марта диализ суви (буфер) алмаширилади. 
Диализ тугагандан сунг препарат 10 минут 15—18 минг 
айл.тезлигида центриф уга ^илинади. Чукма ташлаб ю бори — 
лади. Вирусли эритмани (чукмаусти сую^лиги) ^айтадан 25% 
ли сульфат аммоний билан чуктирилади ва 20 — 30 минутдан 
сунг 20 минут давомида 6 минг айл тезлигида центриф уга 
к,илинади. Чукмаусти суюдлиги ташлаб юборилади, чукмали 
стакан эса тоза ф ильтр j$ofo3h устига (тузли эритм а ок,иб 
тушиши учун) тунтариб ^уйилади. Сунгра чукмани 20 мл 0,01 
М ф осф ат буферида (pH 7,0 —7,5) эритилади ва 15—18 минг 
айланиш тезлигида центриф уга ^илиниб, эримаган ^исм 
ажратиб ташланади.

Шу усулларда аж ратиб олинган з^исман тозаланган 
препарат энди бош ^а усуллар билан т у л щ  тозаланиш и 
мумкин.

Ч15 -  машрулот 

ТМВ нинг дифференциал центрифугалаш методи билан 
тоза препаратини олиш

82



Ишдан ма^сад. Хар хил тезликда моддаларни чукмага 
тушишига асосланиб вирусларни тозалаш  усули билан та — 
пишгириш.

Керакли материаллар. П репаратив ультрацентрифута 
на унинг роторлари, пробиркалари, шприц ва вирус тоза — 
\ашнинг бош^а методларида ишлатилган материаллар ва 
к 1.лар.

Ишнинг бориши. Центрифуганинг яхшилаб ювилиб 
к,уритилган пробиркаларига вирусли эритма (8 —
'ышкулотдаги “намуна тайёрлаш" булимига ^аралсин) цен — 
ФИфуга копкогидаги ^араш  теш икчасигача ^уйилади, сун —
I ра пробиркалар тарози ёрдамида тенглаштирилади ва 
Kuii^oiyvap аввал цул  билан, сунгра махсус "калит —мослама" 
''План ёпилади. Пробиркаларнинг тенглиги ^айта торозида 
м'кширилади, сунгра бурама к о п к о ^ а р и  билан герметик 
епилади (агар пробиркаларнинг бири огирро^ булса, баро —
| ырлаштириш учун шприц ёрдамида эритмадан ь^ушилади).

Пробиркалар центрифугани роторига бир — бирига 
|\арама — ^арш и ^илиб ^уйилади. Ротор зич ^илиб к,оп^ок, 
' шлан ёпилади ва ультрацентрифуга камерасига ж ойлаш та — 
рилади (ультрацентрифуга роторини урнатиш ва центри — 
фугани ишлатиш оператор томонидан бажарилади) Ц ентри — 
фугалаш 90 минут давомида 105 ООО g да центрифугаланади.

Ультрацентрифута тухтагандан сунг, ротордан пробир — 
ни\арни чи^ариб олинади, пробирканинг энг тагида озгина 
»i> I trap ранг вирус чукмаси ва чукма усти сую^лиги кузати — 
М1ди. Чукма усти сукиушгини тукиб ташланади, вирус чук — 
масини эса озгина 0,01 М трис —НС1 буферида (pH —7,6) 
ф ти л ади . Агар вирус яхши тозаланган булса ок, — ̂ аворанг
■ щалесценция" кузатилади. Эритмани 15—18 минг айл. 

ммлигида центрифугаланади ва эримаган ^исмидан аж ра — 
гилади. Эримаган чукмани яна бир марта 1—2 мл буф ер 
Пи VIII зритиб, чуктириб, чукмаусти суюк,лигини асосий ви — 
|»у* фитмасига кушилади ва са^ а н а д и .

Шу диф ф еренциал центрифугалаш  циклини 3 — 4 марта 
шпариб етарлича тозаланган вирус препарата олинади.

Вирусларнинг улчамлари (10 — 600 нм) ва зичликлари 
|уидайки, агар уларга марказдан ^очма кучини 30000 дан 
10000 g таъсир эттирилса, вирус зарралари чукмага тушади. 
1у максалда препаратив ультрацентрифугаларнинг ротор —
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ларини минутига 50000 — 60000 марта айланадиган центри — i 
футалари ишлатилади. Энг магш урларидан Hitachi MSE 
ф ирмасининг Spinco L 2 ва Spinco L 50, Super —Speed —25, 
Super —Speed —40, Super —Speed —50, ГДР нинг Vac —40, 
Vac —60 центриф угалари ишлатилади. Улар ротор тупламла — 
рига эга. 1500 мл сукяуш кни 59000 да айлантирадиган ро — 
торлардан 8 0 —100 мл с у ю ^ и к н и  200000 g гача айлантира — 
диган роторларга эга.

Д иф ф еренциал центрифуга усулида вирус тозалаганда 
вирусни суспензиядан чуктирилади, бошкатдан суспензия 
з^олатига утказилади, совуеда магнит айлантиргичида 
чайкатилади ^амда паст тезликда центрифуталанади (6000 д, 
30 мин). Бу ж араённи  бир неча марта ^айтариш  мумкин.

Хдйвон вирусларини, бактериофагларни бир цикл 
диф ф еренциал центрифуталаш  билан тозалаш  ц яй и я  булади. 
Бунда аввал J^ap хил усулларда (м., ионалмашиш хромато — 
графияси) вирус тозалаш  бос^ичларидан утиб, вирусни катта 
хажмли сую{у\икдан кичик з^ажмга уткази 1лда ишлатилиши 
мумкин. Усимлик вирусларини тозалаш да бу метод яхш и 
Самара беради.

16 -  мапнулот 

ТМВ нинг "сахароза градиента концентрациясида центри- 
фугалаш" усулида тозалаш

Сувда яхш и эрийдиган ким ёвий инерт моддалар г р а 
диента концентрациясида центрифугалаб макромолекулалар 
аралаш маларини (вируслар, нуклеин кислота) ф ракцияларга 
аж ратиш  мумкин. Бундай моддаларга сахароза, глицерин, 
рубидий ёки цезий тузлари, поливинилпирролидон кабилар 
киради.

Бу методларни асосий принципи шундан иборатки, се 
диментация тезлиги билан фарвданадиган аралашма , 
^исмлари марказдан ^очма куч таъсирида центрифуга про — 
биркасида бопща — бош ка уз седиментация коэффицентига 
тенг булган сахароза градиентининг жойига кучиб утади. 
Центрифуталаш  натижасида ф ракцияларга аж ратилаётган: 
моддаларнинг дискрет зоналари ^осил булади. Сахарозанинт 
ёпишк,оклиги зоналарга аж ралган ^исмларни стабиллашти —
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риб аралашиб кетишидан са!у\.айди. Вируслар пробирканинг 
мп ьлум ^исмида зона з^осил ^илади, бу пробиркани нур 
ыьсирида ^оронгу хонада кузатилса вирусли зона як^ол 
omioj^ булиб куринади.

М аркер моддаларини (коэффиценти седиментацияси
• •! I и булган макромолекулалар) ишлатиб туриб сахароза 
I родиенти концентациясида н о ан щ  вируснинг тахминий
■ едиментацияси коэф фицентини анизушш мумкин. Куйидаги 
м\ г.шосибликдан фойдаланилади:

N, ка Sy —седиментация коэффицентлари,
'I, на dy — градиентни тепа сат^идан центрифуга жараёнида 
V I илган масофа.

Бу усулда центртифугаланганда энг а^амиятли нарса 
роторни танлашдир. Пререпаратив ультрацентириф уга—

' ip ичида энг *;улайи "Spinco" L модели центрифугалари — 
дир Ул ip з^ар хил хажмдаги роторлар билан таъминланган. 
| п\.|роза концентрацияси граднентида ишлатиш учун осма
■ ык.шларга (пробирка) эга "бакет —роторлар" (Swinging 
MiK'ket Rotor ёки SW) ишлатилади, куйида уларнинг баъзи 
Тиилери берилган (9 —жадвал).

9 — жадвал
"Spinco” (модел L) центрифугасининг баъзи роторларининг

тавсифи

Spinco" L центрафугасининг осма стаканли (бакет- 
роторларининг баъзи типлари

■роторли)

пор типи

JW  - 6 5  Т
SVV '>(), 1 

SVV 41 Ti 
|W  - 40 Ti

S W -3 6

М аксимал айланиш 
тезлиги мин/ айл

65000

М аксимал
тезланиш

Хп

249000

Про — 
бир — 
калар 
сони

Про — 
бир — 
калар 
з$аж — 
ми, мл

5,0
50000 300000 5,0
41000
40006

286500 13,2
284000

36000 193000
14,0
13,5
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S W -2 7 ,1 27000 135000 6 17, <fl
S W -2 7 27000 131000 6 38, Я

S W -25 ,1 25000 90000 3 34,(Г
SW  —25,2 25000 107000 3 60, (Г

Керакли материаллар: а) асбоб ускуналар: ультрацен— 1 
трифуга "Spinco", бакет —ротор SW — 27 ва унинг п роб и рка— I 
лари (38,5 мл ^ажмли), штативлари, градиент тайёрлаш  учун 
керакли аралаштиргич, томчилатиб ф ракцияларга а ж р а — 1 
тишда ишлатиладиган ^урилма, ф ракцияларни йигашда и ш 
латиладиган пробиркалар (35 донадан кам миадорда булма — 
ган), спектрофотометр ёки "Увикорд" типидаги сп ектроф о— 1 
тометр.

б) Реативлар: 0,1 М ацетат буфер, pH  5,0, 5% ва 20% 0,1 1 
М ацетат буф ерида (pH 5,0) тайёрланган сахароза эритмаси;

в) Вируслар: ТМВ ва ялтирбош мозаикаси вируслари— 1 
нинг тоза препаратлари.

Ишнинг бориши. Сахароза эритмасини “линияли" 1 
ко н ц ен трац и ям  градиентини тайёрлаш. Тайёрланадиган с а — I 
хароза градиентининг концентрацияси тад^и^ ^илинадиган I 
объектининг молекула массаси, зичлиги ва шунга ухшаш ] 
курсаткичлари рол уйнайди. Ц ентрифугалаш  муддати хам 
катта а^амиятга эга.

Куйидаги 7 —расмда "линияли” концентрация градиента I  
тайёрлашда ишлатиладиган курилма курсатилгшг.

Курилма одатда ш аф ф оф  сунъий шишадан (плексиглас) j 
дан тайёрланади. Курилма иккита бир — бири билан тугаш  I 
идишдан иборат булиб, улар пастки кием и дан бир —бирлари ] 
билан туташтирилган булади. Идишлардан бири аралаш тир — 
гичлик вазиф асини бажаради ва у аралаштиргич билан ] 
таъминланадк. Иккинчи идиш булиб тургич идишлик в а зи —1 
фасини бажеради. Иккала идишни тулатиш ва^тида идиш лар! 
орасидаги жтмрак ёш щ  ^олатда булади.

Бу 1̂ ур1лма ёрдамида концентрацияси катта булган с а — 1 
хароза эритмаси резервуардан келаётган концентрацияси ] 
паст булгаь сахароза эритмаси билан узлуксиз аралаш тириб I 
борилади та секин аста ажратгич к,увур орк,али центрифуга ] 
пиробиркгеида тупланади. Агар иккала идиш даж ми тенг 1 
булса, сахарозанинг линияли градиенти з^осил булади.
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4

Ч

/ |ысм. "Линияли" концентрация градиентини тайёрлашда 
Ишлптиладйган з^урилма: 1 —резервуар, 2 — аралаштиргич, 3 — 
•  Умрпк, 4 — ажратадиган труба.

> — 20% линияли градиент тайёрлаш тартиби:
I Икки идиш орасидаги ж ум ракни ёпиш. Аралаштиргичдаги 

•ритма о^иб кетмаслиги учун ажратгич турубани ёпиш ёки 
нутариш керак.

) /\ралаштиргич идишга 20% ли сахароза ^уйилади.
3, Ж умрак очилиб, икки идиш орасидаги труба 20% ли с а 

хароза эритмаси билан тулдирилади.
4 Ж у мрак ёпилади ва идишларни бирига 5% ли сахароза 

•ритмаси ^уйилади.
I  Икки идиш орасидаги ж ум рак очилади ва аралаштиргич 

ИШга солинади ва унинг тезлигини экспериментал равиш да 
|‘пнпу\аниб, 5% ва 20% сахароза эритмаларини оптимал 

к вр.)даштирадиган ^илинади.
1 Ажратгич ^увурча очилади пастга туширилади ва аралаш  — 

я иробиркага туша бошлайди. Кувурча учи пробирка де — 
ipiu.i тегиб туриш и керак. Унинг учи эритма сат^идан ба — 
ИдроН цилиб урнатилади.
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Сахарозани оцяб  чи^иш  тезлиги ута секин булиши ке — 
рак. (SW — 27 роторнинг пробиркаси 15 — 20 минутда тулиши 
керак).

Градиент тайёрлаш  ж араёнида аралаштиргичдаги с а х а 
роза концентрацияси пасайиб боради ва центрифуга про — 
биркасида узлуксиз концентрацияли градиент ^осил булади. 
Тайёрланган сахароза градиентини 1 суткага совутгичда 
сатууанади, сунгра ишлатилади.

Вирус намунасини сахароза градиенти тайёрланган 
пробиркага солиш. ТМВ ва ЯМВ ларининг сунъий аралаш  — 
малари намуналик вазиф асини бажаради.

ТМВ — тайё^часимон вирус булиб, седиментация коэф  — 
фиценти S°2o, w180 S, Д 260/280 нисбати 1,2 тенг, экстинкация 
коэф фиценти (Ео,1%260, 1 см) 2,7 тенг.

ЯМВ (Brome mosaic virus) майда вирус булиб, диаметри 
25 нм, заррачалари 180 суббирликдан тузилган.Седиментация 
коэф фиценти 90S га тенг. Д 260/280 нисбати 1,7 тенг, Экс — 
тинкция коэф ф иценти  (Е°'1%2бо, 1см) 5,2 тенг. Бу икки вирус — 
нинг седиментация коэф ф ицентлари бир —биридан икки 
баробар ф ар^  ^илади, демак бу усулда уларни осон аж ратиш  
мумкин.

Бу икки вирусни оптимал pH  лари ИЭН ларини со — 
лиштириб иккала вирус учун з$ам оптимал булган pH  ни 
танланади. Чунки ЯМВ, му^ит p H — и 7 га тенг булса, осон 
парчаланиши мумкин. Ш унинг учун сахароза градиентини 
му^ит p H — и 5 га тенг ^илиб 0,1 М ацетат буфери ёрдамида 
тайёрланади.

Градиент тайёрланган пробиркага 1 мл 0,1 М ацетат 
буферида (pH 5,0) эритилган ТМВ (1 мг) ва ЯМВ (1 мг) ара — 
лашмаси солишда учи ингичка пипеткадан фойдаланилади ва 
унинг учи пробирка четига текизиб турилади ва вирус ара — 
лашмаси о^исталик билан солинади.

Ц ентрифугалаш  олдидан пробиркаларнинг огирликлари 
тенглаштирилади ва уларни бакет роторнинг осма стакан — 
ларига жойлаштирилади. Стаканлар ^алпо^чалар ёрдамида 
зич ]$илиб ёпилади, сунгра роторга ма^камланади. Роторни 
центрифуга у^ига урнатилади ва минутига 25000 
айл.тезлигида 1,5 соат давомида центрифугаланади. Ц ентри — 
фугалангандан с:унг ^осил булган ф ракцияларни пипетка ёкй
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шприц ёрдамида ёки автоматик аппаратура ёрдамида аж ра — 
гиб олинади. *

Ф ракцияларни ажратиб олишда центрифуга пробирка —
■ и ни махсус штативга жойлаштирилади, штативга аввалдан 
шприц игнаси урнатилган булиб у, пробирканинг тагини 
тошишга ёрдам беради. Таги тешилган пробиркадан игна 
ир^али томчилаёттан фракциялар ^атор пробиркаларга 10 — 
'.'О томчидан ^илиб йотиб олинади. Сунгра спектрофотометр 
ердамида УБ нурни 260 нм да ютишига ^араб тадаи^ 
килинадаган фракцияларнинг концентрацияси улчанади. Х,ар 
' >ир зонанинг вирусли чуккисида Д260/280 нисбати улчанади.

Абсцисса у^ида фракциялар сони ёки микдори, орд и 
ната у^ига эса 260 н даги оптик зичлигининг ^иймати ёзи  — 
\,|ди. Графикда ф ракцияларга аж ратиш  йуналиши пробир — 
м нинг таг ва устки ^исми курсатилади.

Автоматик фракцияларга ажратилганда фракциялар 
пробирканинг тагидан йигилади, ёки пробирканинг устидан 
махсус капилляр ёрдамида ажратилади.

Иккала ^олатда з;ам пробиркадан олинадиган ф ракция — 
\.i|i спектрофотометр кюветасидан )Ьгиб УБ —нурни ютиши 
улчаб борилди

17 -  машкулот 

ТМВ ни биоспецифик хромотография усулида тозалаш

Ишдан ма^сад. Вирусларни махсус синтезланган сор — 
Гитлар ёрдамида тозалаш  билан таништириш.

Керакли материаллар ва уларни тайёрлаш. Полиамид
11 инулаларидан биоспецифик сорбент тайёрлаш  учун П —6 
ммркали полиамид кукуни (2x2 мм) олинади.

Полиамид кукуни ту^,имачилик комбинатидаги чикинди 
имнронлардан тайёрланади, уларни концентрланган хлорид 
КИгдотада (d=l, 17) эригиб (1 кг капрон матосига 2,5 л хлорид 
Кислота ^исобида), унга 0 — 50 з^ажмда ацетоннинг сувли 
•ритмаси 1 л/г тезликда аралаштирилган ^олда т^уйилади. 
Полиамид чукмаси декантация йули билан ажратиб олина — 
ДМ. сунгра Бюхнер воронкасида фильтрланиб, ^авода
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^уритилади ва эланади (0,14, 0,25, 0,5, 1 мм теш икли элаклар 
ишлатилади.)

Полиамид гранулаларини фаоллашти р иш учун уларни
3,0 н хлорид кислотада 45°С да 2 соат давомида инкубация 
к,илинади (1:2 нисбатда). Сунгра полиамид гранулалари ав — 
вал сув билан, сунгра 0,1 М борат буф ер (pH 8,5) билан 
ювилади.

Бу гранулалар лиганд реакцияга ^обилиятли аминогу — 
ру^ларга эга. Биосиецифик сорбентни синтезлаш да худди 
шу гуру^ларни лиганд билан бириктирилади. Бириктириш  
бифункционал бирикмалар (глутар альдегид) ор^али амалга 
оширилади.

Бу бирикманинг полиамидга бирикиш и хона ^ароратида 
олиб борилади. Ш ифф  реакцияси асосларини ^осил з^илиш 
принципида иящ орий му^итда (pH 8,0 —9,5) олиб борилади. 
Реакция модифиткатор иштирокида боради. М одификация 
к,илиш ^уйидаги тартибда олиб борилади: фаоллаш тирилган 
полиамид гранулаларига 0,1 М борат буф ери (pH 9,0) соли — 
нади, сунгра 6 марта куп ^ажмда глутаральдегид (1 г сор — 
бентга 2,5% ли глутар альдегиддан 3.14 мл) солинади. Сунгра 
кечасига муттасил аралаштирилган ^олда к;олдирилади. Ре — 
акцияга кирмаган глутар альдегидни 4 марта суюлтирилган 
буфер билан ювиб ташланади.

Полиамид гранулаларини глутардиальдегиди билан м о 
диф икация ^илиш  ^уйидагича боради.

у? Р// //. pH  9,0
- n h 2 +  с — (СНЙЗ— с

чн чн

/ /-ы=сн-<;сн2)з—сч
,0

н
полиамид глутар диэльдегиди модификация «илинган пэпиамид
(капР0Н) (капрон)

Сунгра бу модификацияланган полиамидга лиганд (АТ) 
уланади, янги тозаланган антителодан 10 мг солиб 2 сутка 
совутгичда мутгасил аралаш тирган ^олда ^олдирилади. Энди 
модификацияланган капронга ТМВ антителаси бирикади 
(Ш иффа реакцияси асосида) лизин амина гуру^и ор^али, 
бирикмаган орти^ча антителолар суриб ташланади, полиамид 
эса 30 марта ошит^ хажмдаги 0,1 М борат буфери (pH 9,0)
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ьнлан, сунгра 20 марта ошик; хажмдаги шу буфер билан 
ювилади.

Очи к, долган эркин альдегид гуруз^ларини блоклаб 
куйилади. Бунинг учун биоспециф ик сорбентга моноэтано — 
vIмин (МЭА) солинади (1 г полиамидга 0,36 мл М ЭА солина — 
ди ва муттасил аралаш тирилган з^олда) 2 сутка давомида 

) \дирилади. М ЭА нинг орти^часи 10 марта куп хажмдаги
О, I М борат буфер (pH 8,5) билан ювилади.

Биоспецифик сорбентга вирусни сорбциялаш. Био —
..... цифик сорбентга (поламид гранулага диальдегид ор^али
пириктирилган антитела) ТМВ ни сорбциялаш ва сунгра 
Д|'( орбция цилиб  тозалаш учун хроматографик колонка 
(0,7x7 см) сорбент билан тулатилади ва 0,05 М трис —НС1, 30 
мМ СаС12, 5% этиленгликоллик сорбциялаш буф ери билан 
I уиинтрилади, сунгра колонкага 10 мг (1,5 мл) тоза ТМВ со — 
мныди. Ушбу колонка сорбциялаш  буфери билан ювилади (6 
мл/( оат), фракциялар 3 мл дан тупланади. А дсорбцияланма— 
i.iи вирус спектрофотометр ёрдамида улчанади. Колонка 
мшпилаб югилгандан сунг колонка сорбцияланган вирусни
о,п . г трис —НС1, 1 М КС1 ва 0,015 М ЭДТА солинган буфер
о,| pH градиенти 7,5 дан то 11,0 булган десорбцияловчи 
•ри гмада десорбция ^илинади. Эритма pH  ини 0,1 н ли NaOH 
fun ,hi оширилади. Десорбция к;илищ бошланганда аввал 
Цплонкадан вирусни адсорбцияланган ^исми ювилиб чик,ади.
• гкин аста pH  ни ош ириш и нагижасида вируснинг сор — 
Ги мн а сорбцияланган ^исми десорбцияланиб чи^ади. Де —
и.рОцияланиш максимуми pH  10,5—11,0 да кузатилади, яъни 
инругпинг асосий ^исми ювилиб чи»$ади. Спектефотометрда 
VI. нурларни 260 нм да ютиши, N. glutinosa усимлигида 
(и'крочларни з$осил булиши колонкадан pH градиентига 
1 МП десорбцияланганини курсатади.

Тоза вирус препарата билан ю^оридаги услуб ёрдамида 
•ригнтли колонка калибрланади (ани^ бир улчамга келти — 
Клади).

ТМВ билан касалланган усимликлардан биоспецифик 
хроматография усулида тоза вирус ажратиш

Иирусли материалга н —бутанол (8%) билан ишлов бе — 
и а  i'm пдан сунг, вирусли экстракт 6000 молекула массали 
пли пилен гликол (4%) ва 1,5 М ош тузи ёрдамида концен — 
•мцияси оширилади,
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Колонкага 1 мл вирусли намуна солинади ва сорбция — 
ловчи буфер (0,05 М трис — НС1+5%этилингликол +30 мМ 
СаС12 ) билан у ювилади.

Ю виш ж араёнида элюатлар 3 мл дан килиб йикилади ва 
спектрофотометр да 260 нм га У Б — нурини ютишга асосла — 
ниб элюция графиги чизилади. Колонкани яхшилаб ж игар — 
ранг тусли пигментлар кетгунча ювилади. Колонкага ад — 
сорбцияланган вирусни десорбцияловчи буф ер (0,05 М 
трис —HCl+0,1 М NaCl+0,015 М ЭДТА, pH  5,0 ) билан ю в и 
лади. Олинган ф ракциялар 260 нм да УБ —нурларни макси — 
мал бтйш хусусиятига эга. Ш у фракциялардаги Д  260/280 
нисбати 1,20—1,25 га тенг булади. Электрон микроскопда 
мазкур ф ракцияларни анализ ^илиш уларда тайё^часимон 
вирус зарралари борлигини курсатди. Унинг ю^умлилигини 
N. glutinasa баргларида аншууанади (1 баргда 16—18 некроз). 
Демак, аф ф ин хром атография усулида ^ам вирусларни то — 
залаш  имконияти мавжуд экан.

Адабиёт
1. Вахобов А Д . Характеристика наиболее распространённых фито- 

t вирусов в экологических условиях Узбекистана. Дис.док. наук. 
Ташкент, 1989, 344 с

18 -  машрулот

ТМВ ни полиакриламид гели (ПААТ) колонкасида элек
трофорез усулида тозалаш

1975 йили Паул (Paul, 1975) полиакриламид гелидаги 
электроф орез ёрдамида картош ка А, М, У вирусларини, 
ба^лажон м озаикаси вирусини, турнепсни сарик, м озаикаси 
вирусларини анит^лади, Георг ва Алтман (Georgy, Altman, 
1971) эса бу методни мевали дарахтлар вирусларини д и аг
ностика ^илишда ишлатишди. Бунинг у чун вирусли намуна — 
ни майдалаб, ундан олинган вирусли эритмани трис — НС1 
буферида эритиб, гельфильтрация ^илиб, уни концентрлан — 
ди. Концентрланган вирус 4% ли полиакриламидда электро
ф орез ^илинади (полиакриламид гелининг 3,75% ва ундан



паст концентрацияларининг юмшсиушги сабабли уларни 
ишлатиш мумкин эмас). Поликариламиднинг 4,5,6,7 —% ли 
геллари муста^кам булишига ^арамасдан пораларининг ки — 
чиклиги сабабли вирусдан таищари дуж айра таркибидаги 
моддаларни з^ам тутиб ^олади. Шу сабабли улар вирус тоза — 
лашда ишлатилмайди. Кичик малекулали оз^силлар трубкада 
осон ^аракатланади, вируслар эса нисбатан катта молекула 
массасига эга булганликларидан гел ичига 1 см гагина кира — 
дилар холос. О^силларни фракцияларига ажратиш да иш ла
тиладиган гелларга 5 — 6% вируслар умуман кирмайдилар.

Кора амид буёги билан буялганда гел пробиркасининг 
тш'ида ^уж айранинг нормал о^силларидан таш кил топган 
битта зона ^осил булади. Демак, вирусларни ва нормал ^у — 
жайра о^силларини фракцияга ажратишда, сифат реакцияси 
утказишда ПААГ электрофорезидан фойдаланиш мумкин.

Бу методнинг имкониятларини янада кенгайтириб, унда 
ишлатиладиган гел концентрациясини пасайтириб (пора— 
ларни кенгайтириб) вирус тозалашда ишлатиш мумкин.

Ишдан ма^сад. Полиакриламид тулатилган колонкада
ii прус тозалаш  мумкинлигини курсатиш.

Керакли материаллар. Совутиш мосламасига эга х р о 
матография колонкаси (20x2 см), спектрофотометр, ун и вер 
сал ток манбаи, 30% — сахароза, 4% полиакриламид, 0,05 М 
фосфат буфери, диализ мембранаси.

Ишнинг бориши. Вериткал ^илиб урнатилган хромато —
I рафия колонкаси электроф орез утказиш  учун 4% ли ПААГ 
о^исталик билан тулатилади. Гель полимерланганидан сунг, 
гшвалдан тайёрланган анод ва катод идишлари буферлар 
билан тулатилиб, улар электрофорез утказилган колонкага 
улашга тайёрланади. Колонкага 40 мг ^исман тозаланган 
нирус солинади ва у  катод идишига уланади (8 —раем) элек — 
трофорезгача булган ^олат). Сунгра ток манбаига уланиб ток 
кучи берилади. Электрофорезни 1—3 соат давомида утка — 
аилади. Э лектроф орез тугагандан сунг, гел устидаги вирус 
минимал буфер билан эритиб олинади.

Электроф орез ж араёнида хужайранинг нормал
дисмлари вирусга Караганда старт ну^тасидан тезро^ >>ара — 
катланиб сахарозадан (8 —раем, 2 зона) ва гелдан 3 соат 
п'гида утиб кетадилар ва колонканинг 20 — 25 см лик ора — 
лигида зонасида тор зона ^осил г^илади (8 —раем, 4 зона). Бу



муллдтда вирус зарралари з^ам сахарозадан осон утиб, гел * 
колонкаси ю засида тупланади.

Маълум кием вирус зарралари (10% гача) гельга киради 
(8 — раем 1 б).

Электроф орез тугаши билан колонка анод ва катод 
идишлари ажратилади, гел колонкаси устидаги вирус 2 мл 
буфер билан эритиб олинади (буфер солиб эритиш  3 марта 
^айтарилади). Гелга кирган вирусни аж ратиш  учун гел 1 см 
дан Б^илиб кесилади ва зсавончада ф осф ат буф ери билан 
эзилади, сунгра вирус гелдан фильтрланиб аж ратиб олинади. 
Гел устидан аж ратиб олинган (1 а) ва гелга кирган вирус — 
ларни (1 б) электрон микроскопда курилганда уларни 
тайё^часимон вирус зарралари эканлиги анихушнади.

Олинган вирус УБ — нурларни 260 нм да максимум 
ютади, А 260/280=1,2 коэф ф ицентни курсатади. Вирусларни 
N. glutinosa га юктирилганда барг сат^ида 40 — 65 та нек — 
розлар хосил булади.. Иккиё^лама иммунодиффузия усулида 
текш ирилганда вирус антигенлик хусусиятини саклаб 
^олади.

ПААГ электроф орези билан стабил вирусларни муваф — . 
фа^иятли тозалаш  мумкин.
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II раем. П олиакриламид гелида препаратов электроф орез 
|№ ш \одиган при борн инг схем аси (А) ва унда вирус тозалаш  (Б)

I Ток м ан б а и ,
Дин кок,
■ААТина э л е к т р о д и , 
■H'W идиш и , 
is* h грод б у ф е р и , 

■ В л и ак р и л а м и д  гел и , 
■ ц и у гед и ган  су в , 
В | ‘1Ч)Д идиш и ,

Б. 1 — вирус ва ^ужайра кисмлари, 
(электрофорезгача булган >$олат),
1 а —гел устидаги вирус,
16 —гел ичидаги вирус,
2 —сахароза (30%),
3 — полиакриламид гели (4%),
4 —з?ужайра ^исмлари.
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Адабиётлар.
1.Пармонов А.Т., Ва^обов А Х И с а м у х а м е д о в  М.З. Допольни 
телная очистка казахского штамма вируса табачной мозаики методом 
электрофореза в полиакриламидном геле. Биология, культирование л 
использование микроорганизмов (бактерий, грибов, водорослей) в н~ 
родном хозяйстве. Тезисы докладов III Республиканский научно 
теоретической конференции молодых учёных-микробиологов .1983 г 
Ташкент.

19-машрулот

Картошкани Х~вирусини (КХВ) тоза препаратини ажра
тиш

КХВ ни дурмон (Datura stram onium  L.) усимлигида 
ажратилади. М атериаллар, а с б о б —ускуналар ва реактивлар 
ТМВ ни аж ратиш да ишлатилгандагидек.

И ш нинг бориш и: Вирусли намуна худди ТМВ ни аж  — 
ратилган тартибда аввал гуш т майдалагичда буфер билан 
((1:1) майдаланади сунгра вирусли ш ирага хлороформ билан 
(1:8) ишлов бериб, центрифугаланади. Экстрация т^илувчи 
буфер сифатида 0,02 М ф осф ат буф ери 0,01 М натрий г и 
посульфита ва 0,01 М ЭДТА (рН7,5) ишлатилади. Вирусли 
эритмани вирусни и.э.н сида (pH 4,0) чуктириб ёки бир 
дажм вирусли экстратни 0,5 даж м  туйинган аммоний суль
ф ата эритмасида чуктириб центриф угалаб (6000 айл.тезл) 
ажратиб олинади. Вирусли чукма трис —НСЗ буферида (pH 
7',6) эритилади, эриган ^исми 15000 айланиш тезликда цен — 
трифугаланади, эримаган ^исми таш лаб юборилади. Чукма 
устидаги вирусли эритмадан тоза  вирус ажратиш гранула — 
ланган агар гелида хром атография кцлиб дифференциал 
центрифугалаш усули билан ёки  сахароза градиента кон — 
центрациясида центрифугалаш  усулидан фойдаланиб тоза — 
ланади. Натижада 1 кг вирусли намунадан 100 мг тоза вирус 
ажратиш  мумкин.

Вирус зарраларини таркибий ^исмларига 
ажратиш методлари

Вирусларнинг структураларини назарий жи^атдан ур — 
ганиш учун уларни таркибий ^исмларга ажратилади
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Мпълумки, вирус зарраси таркибида о^сил ва нуклеин к и 
слота мавжуд. Ундан тапп$ари, ^атор вирусларда (миксови — 
суслар ва з^акозо) углевод ва липидлар учрайди.

Энг содда тузилишга эга тамаки мозаикаси вирусининг 
Тучилиши билан танишадиган булсак, унинг узунлиги 3000A 
пм эни 180 А га тенг. Вируснинг молекула массаси 40-106 га 
мчи'. Вирус таркибида молекула массаси бир хил 18000 бул — 
т н  о^сил ва молекула массаси 2-106 булган нуклеин кисло — 
ыг и бор. Бу нуклеин кислота вирус ок.сили билан муз^офаза 
цилинади. Вирус зарраси ичида спиралсимон жойлаш ган 
пи гга нуклеин кислотаси, унинг атрофида эса 2200 субъе — 
дмницалардан ташкил топган о^сил пардаси бор. О^сил 
I убъединицалар з$ам вирус зарраси у^и атрофида спиралси — 
мои жойлашган. Вирус заррасининг 95% ни о^сил, 5% эса 
нуклеин кислота таш кил ^илади. Аммо нуклеин кислота 
миедор жиз^атдан кам булсада, вирус заррасининг хусуси — 
итлари унга б огл щ  булади.

Катор вирусларда нуклеин кислота вирус заррасининг 
mi сил ^обигидан ф азовий ажралган булади. Уларга купгина 
усимлик вируслари, полиовируслар, Т — гурухига мансуб 
пактериофаглар киради. Бопща бир гуруз$ вирусларда (мик —
| овируслар, чечак вируслари каби) нуклеин кислота ва о^сил 
ПилаМ мустазрса м богланиб ички нуклеопротеид з^осил 
К и лад и. Ш унинг учун з$ам вирус зарралари дезинтеграция 
ки шит ишларида уч хил методда олиб борилади: 1. Нуклеин 
кислоталарни ажратиш, 2. О^силларни ажратиш, 3. Вирус — 
нииг ички нуклеоиротеидипи ажратиш.

Бу мавзудаги тулик. маълумотни Киселёв ва Добро — 
илмрни (1970) адабиётларидан. олиш мумкин. Биз бу ерда 
улардан фойдаланиб ^ис^ача тавсиф  берамиз.

Вирус нуклеин кислоталарини ажратиш
Вирус нуклеин кислотаси вирус заррасининг марказий 

^исмини эгаллайди, таищи ^исми о^сил цобиц  билан уралган 
(Илова-1).

Вирус нуклеин кислотасининг хусусиятларини урганиш  
учун уни вирус заррасидан экстракция ^илиб олиш керак. 
Шу ма^сад билан вирус зарраларидаги о^сил пуст орасидаги 
^амда о^сил ва нуклеин кислота орасидаги водород
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ботларига, туз богларига ва бошка типдаги богларга таъсир 
этувчи бирикмаларни ^уллаш керак.

1. КЦори з^ароратда тузли эритмалар ёрдамида вирус 
нуклеин кислотасини экстракция ^илиш. Бу усул ф и тови —] 
руслар РНК ларини ажратишда ^улланилади. РНК нинг 
умумий аж ратиш  миедори вирус зарраларининг бир 
^исмини парчаланмаслиги сабабли анча кам булади. Суп 
хаммомидаги 0,3 N aCl эритмасига охирги концентрацияси 
10—15 мг/мл дан оширмасдан ТМВ суспензиясини 100°С д.1 
1 минут сазу\анади ва муз з^аммомига утказилади. Совутил-ч 
гандан сунг суспензияни 5000—10000 g да центрифугу 
^илиниб коагуляцияга учраган о^силдан ажратилади. РНК 
нинг натрийли тузи совук, шароитда диализ ^илиниб туздан 
ажратилади ёки этанол билан икки марта чуктирилади.

Авторларнинг курсатишича, бу методни м одиф икациям  
з^ам булиб турнепсни сарик, мозаикаси вируси ва тамакиниш' 
хал^али доги вирусларига к,улланилган. Бунда NaClHiiiii’ 
концентрацияси 1 М гача оширилади, вируснинг концен -] 
трацияси эса 5 —10 мг/мл гача пасайтирилади, ^издириш 
муддати 35 сек. га камайтирилади. Колган жараёнлсф 
ю^оридагидек бажарилади.

Бу метод з^айвон вирусларидан грипп ва Раус саркомаси 
вирусларига ^улланилган. Аввало иккала вирус з$ам хлоро —1 
форм ва метанол аралашмаси (2:1) билан сунгра эса й -1  
бутанол ва икки марта эф ир билан ишлов берилади. РНК ни 
ажратиш  учун 10% NaCl эритмаси билан 100°С да 20 мину| 
давомида 1 тадан 3 мартагача экстракция ^илинади. Бу ме-4 
тодни Фх174 бактериофагидан ДНК аж ратиш  учун з$ам тад < 
би!$ ^илинади.

Бу методни камчилиги 100°С да ^издириш  жараёни 
купгина вирус РНК лари натив (бирламчи) хусусиятларип 
йу^отиши, ДН К эса денатурацияга учраш и мумкинлигидир.

2. Детергентлар ишлатиш. Аввало методни анчагипи 
ижобий томонлари бор, чунки вирусга 100°С ли ишлов бе , 
риш, кучли чай^атиш  каби таъсирлар ^илинмайди. Амм< 
100% вирус зарралари парчаланмайди, ш унинг учун ^ушимч< 
фенол билан ишлов берилади. Детергенгни узи билан ишл 
бериб з$ам говори сифатли тоза ТМВ нинг РНК си аж ратил
ган.
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Детергент сифатида натрийнинг додецил сульфати 
(А|* чidнол С, ДДС) натрий лаурил сульфат, натрий дезокси — 
Цплат, цитримид ишлатилади.

Полиома вирусидан ДНК ажратиш  учун вирус д и ф ф е 
ренциал ва градиент центрифугалаш усуллари билан тоза — 
лшмди. Сунгра вирус суспензияси ва 10% ли ЛАС (pH 7) 
рф обар ^ажмда аралаштирилади ва 2 соат давомида 65°С 
и* итилади. Аммоний ацетатининг охирги концентрацияси 0,1 
М | ича р^илиб ^ушилади ва ДНК ни 2 з$ажм этанол солиб 
Nv Iтирилади.

Шоп папилломи вирусини ДНК сини з$ам детергент 
М1' | • >д билан ажратилган.

it. Детергент ва туз ёрдамида экстракциялаш м етод— 
(шии биргаликда ^уллаб РНК ажратилади, чунки биргина 

| у м I и ишлатилганда нуклеин кислота кам ажралади. И ккала 
Ич»Д биргаликда ишлатилганда РНК мивдори ошади.

Ннруснинг сувли эритмасига (10 мг/мл) 1/4 з$ажм 10 % 
К /\Д( ' солинади. Аралашма 100°С да 4 минут ^издирилади, 

ш | iii муз ^аммомида совутилади. Детергентни асосий 
I мппи диализ ёрдамида йу^отнлади. Сунгра охирги кон — 
Цтрицияси 1 М булгунча N a d  ^ушилади. Аралашма 100°С 

.1 мин. иситилади, совутилади, денатурацияланган о^сил 
МИ'нфугалаб йу^отилади, РНК эса этанол билан чуктири —

I Фенол ёрдамида ажратиш. Бу метод хар хил вирус — 
in нуклеин кислота ажратишда ишлатилади. Вирусли 

|Н'и 1ИЯНИ сувга туйинган ф енол билан яхш илаб 
jji'1'илгандан сунг центрифугаланганда аралашмани 2 ф а  — 

.мфалганлиги кузатилади. Денатурацияланган о^сил 
ко (фенол) фазасига утади ёки интерфазада чукмага 
Mi, нуклеин кислота эса сувли фазада ^олади. Бу усул 
нчи марта Ш устер томонидан нуклеин кислоталарни 

И ill да ^улланилган. ТМВ РНК си худди шу усулда аж  — 
иди Кейинчалик полиомиелит, картошкани X —вируси, 
Hi мозаикаси вируси, РНК тутувчи хашорот вируслари 
II'. тутувчи бактериофаглар Т2, Т4 ва ФХ 174 ларнинг 
ин кислоталари ажратилади.

Детергент ва фенол билан экстракциялаш усулла- 
|>и|о<1ликда ^уллаш. Аввало вирусли суспензияни 

•чшлан экстрация ^илишдан олдин вирус зарралари
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детергент билан (ДДС) парчаланади. Томат тупини п ак ан а— я 
лашиши вирусининг РНК си ушбу усул ёрдамида аж ратил — 1 
ган. Яшур вирусининг РНК си, Фх174 бактериофагини ДНК j  
си ва дакозолар нуклеин кислоталарини ажратишда уш бу I  
методдан фойдаланилган.

6. Нуклеин кислоталарни ажратишда ферментларни 
ишлатилиши. Нуклеин кислоталарни ажратиш даги энг I  
к,ийин ж щ а ти  уларнинг вирус о^силларидан ажратиш дир. I  
Ок,силларга протеолитик ф ерментлар ёрдамида ишлов бе — I  
риб, сунгра детергент ва ф енол билан ишлов бериш  керак. § 
Фермент сифатида проназа (осповакцина вирусининг ДНК ! 
сини ажратишда) ва папаин (аденовируслар ДНК сини а ж — 1 
ратишда) ишлатилади.

Ю ^оридаги методлардан таш кари бир к.анча бопща ме — I  
тод\ар хам булиб, уларнинг бирорта универсали йущ, з^ар I  
бир вирус учун конкрет услуб ишлаб чи^иш зарур.

Вирус о^силларини ажратиш
Вирус ок,силларини аж ратиш  жараёнида ишлатиладиган 1 

метод о^силнинг бирламчи структураларини саклайдиган, I  
иккиламчи ва учламчи структураларини узса х;ам ^айтаШ 
тикланиши осон булиши керак. Аввалдан туртламчи струк — 
тураларни бузиш  вирус зарраларини кислота, ипщор ё\ки 
детергент ёрдамида амалга оширилади. Баъзан мочевина ёки 
о^сил табиатли моддалар хам ишлатилади.

1. Ипщор ёрдамида "юмшо^" усулда вирус о^силини 
ажратиш. Вирус препаратини (ТМВ) совувда иш ^орий м у — 
з^итда (pH 10—10,5) инкубация ^илиш, ундан 90000—100000 
молекула массага тенг "А —о^силини" ажратиш га олиб ке — 
лади.

Параллел равиш да РНК олигонуклеотидларгача гидро —1 
лизланади. Ипщорий мухит борат, карбонат ва глицин б у — | 
ферлари ёрдамида яратилади. Баъзи амин спиртлари (эта —I 
ноламин) з^ам ипщ орий буферларга ухшаш самара беради.

ТМВ дан о^сил аж ратиш  учун 10 мг/мл концентрацияля 
вирус сусиензиясини целлофан к,опчасига солинади ва 0,1 М 
карбонат буферида 4°С pH  10,5 2 — 5 кун диализ ^илинадш  
Парчаланмаган вирус центрифугалаш  ёрдамида 1 соатдв 
105000 g да ажратилади. Чукма ташлангандан сунг чукмаусти 
сую^лигига тенг з^ажмда туйинган аммоний сульфатинИ!



солинади. Чукмага тушган ок;сил .5000 g да центрифугаланади 
сунгра сувда ресуспензияланади. О^сил яна икки марта 
| ульфат аммоний билан чуктирилади. 4°С да сувга ^арш и 
диализланади. Сув диализ давомида бир неча марта алмаш — 
илрилади Диализ охирида муэргг pH ини 7,0 келтирилади, 
сунгра 60000—100000 д да центрифуга ^илинади ва йирик 
ыррачалар йу^отилади. Олинган о^силни ультрабинафш а 
пурларини максимум югишини минимум ютишига нисбати 
Л '.’но//А'05о=2 , 4  булиши билан тавсифланади.

2. Вирус о!$силини кислота билан экстракциялаш. 
Ипрусларнинг ипщорга нисбатан ута чидамлилари ^ам бор. 
Пуидай ^олларда вирус зарраларини бузиш учун кислотадан 
фойдаланилади. Вируснинг сувли эритмасига (10 — 30 мг/мл) 
икки з$ажм совутилган сирка кислотасини аралаш тириб 
|у|п-ан ^олда ^уйилади. Чукмага тушган нуклеин кислотани 
центрифуга ёрдамида ажратилади, чукмаусти суюклигидаги 
шу:ил 2 — 3 кун 4°С ли сув ёрдамида диализланади (бу вак;т 
и м 11 да эритмадаги о^сил изоэлектр ну^тасига етиб келади). 
Диализ ^ончасидаги о^сил аж ратиб олиниб центрифугала — 
Миди. Чукма ^айтадан сувда эритилади, о^силнинг pH и с у — 
Юлтнрилган ипщор билан pH  8,0 га келтирилади. О ^сил 
»||Ц1маси 100000 g да 1 соат давомида центрифугаланиб 
|трчаланмаган вирус ва денатурацияга учраган о^силдан 
ажратилади. Чукма устидаги оксил экспериментларда иш  — 
Лпгилиши мумкин.

3. Иссш$ тузли эритмалар ёрдамида вирус о^силини 
вжратиш. Бу усул беда мозаикаси вируси каби 81% о^сил 
Ии Н)% РН К —ли тайё^часимон вирусдан о^сил субъедини —

vipiiHH аж ратиб олишда ишлатилади. 0,01 М ф осф ат бу — 
•ридан (pH 7,0) вирусли суспензияга (130 мг) тенг з^ажмда 2 
NaCl солиб аралаштирилади ва 20 минут 45°С да и н ку б а

ми ^илинади. А жралиб чивдан о усилии эрувчанлигини па — 
мчи сабаЬли эритма лой^аланади. 20 минутдан сунг эрит —

| оиутилади ва центрифугаланади. О^сил чукмага тушади, 
|К на унинг парчаланган булаклари чукмаусти сую^лигида 
Апди Чукмани 1 М NaCl билан ювилади ва центриф уга — 
иадп Чукмадаги о^сил 0,01 М ф осф ат буфери (pH 7) 0,005 
/\ДС иштирокидаги эритмада эритилади. Эритма 24 соат 

(тилланган сувда диализланади, о^силни 0,66 ^ажмдаги 
ймпган аммоний сульфати билан чуктирилади. Чукма
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^айтадан 0,05 М ДДС тутувчи ф осф ат буферида ^айтадан 
эритилади ва 4 соат давомида 0,005 М ДДС тутувчи ф осф ат 
буферида диализланади. Ш у усулда ажратилган о^силнинг 
молекула массаси 34000 таш кил к,илади, о^сил серологик 
фаоллигини тула саклайди.

4. Фенол ёрдамида экстракция ^илиш. Баъзи вируслар 
о^силини (ТМВ) ф енол ф азасидан ёки интерф азадан махсус 
ишлов бериб аж ратиб олиш мумкин. Бунинг учун сувли фаза 
аж ратиб олингандан сунг ф енол ф азасига ва интерф азага 
(нуклеин кислоталарни ф енол билан аж ратиш  булимига 
кдралсин) 5 —10 ^аж м  метанол ва 2 —3 ацетат натрий кри — 
сталидан солинади. Чукма центрифуга ^илиб аж ратиб оли — 
нади ва 3 марта метанол, 1 марта эф ир билан ювилади. 
Олинган о усилии завода ^уритилади ва сувда эритилади (10 
мг:5мл сув), сунгра 60 —80°С да (pH ни 0,02 М NaO H билан
7,5 га келтирилади) ^издирилади. Ш ундай ш ароитда о^сил 
эрийди.

Вирусларнинг ички нуклеопротеидларини ажратиш
Чечак, миксовируслар ва боннца бир ^атор вируслар 

мураккаб тузилиш га эга булиб, уларнинг нуклеин кислота — 
лари ок;сил билан мустаз^кам комплекс — нуклеопротеид хо — 
сил ^илади. Бундай ^олатларда нуклеин кислота ажратиш  
бопщача тадбир билан амалга оширилади. Аввало вирус 
заррасидан ички нуклеопротеидни аж ратиш  керак. № n J  
нуклеопротеидни аж ратиш  ж араёнида тозалик дараж аси ута 
сифатли булиши керак. М аълумки, купгина вируслар сир — 
тида з$ар хил ифлослантирувчи моддалар тупланади. Нук — 
леопротеидни натив саруювчи шароитда вирус заррачаси 
парчаланганда куп кисмли система ^осил булади. Уларни 
бир — бирларидан молекуляр массаси, сузиш  зичлиги ёки 
ион — алмашиниш смоласи билан бирикиш  хусусиятлари 
билан ф ар^  ^иладиган вирус ^обики к,исмлари билан би — 
риккан ифлослантирувчи моддалар булиши мумкин.

Курсатилган таъсирлардан бирортаси ёрдамида ута 
тоза вирус нуклеопротеидини олиш мумкин. Тоза нуклсо — 
протеиддан ёки нуклеин кислота ёки  о^сил аж ратиш  м у м -1 
кин. Худди ш у усулларни куллаб парагрипп SV5 вирус била 
касаллантирилган ^ужайралардан CsCl градиентида центри — 
фугалаш усулида вирус рибонуклеопротеиди (РНП) ажра 
тишдалди. Купгина бу типдаги вируслар таркибида лип
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Пулганлиги учун ички РНП ни ажратишда эфир, натрий де — 
нжсихолати каби моддаларни ишлатилади. Баъзан Твин 80 
ишлатиш >;ам яхши самара беради. Лейкемия вирусларидан 
IМIП ажратиш да Твин 80 ^улланилади. М иксовируслардан 
РНП ажратиш да дезоксихолат ишлатилади.

Киселев ва Добровлар (1970) Сендай вирусининг РНП 
| пни аж ратиш  учун тоза вирусга натрий дезоксихолат (ДХН) 
Оилан (вирус ва ДХН) билан (вирус ва ДНХ нисбати 1:4) 
ишлов берилади. Ишлов бериш  20°С да 5 минут давомида pH 
/,0 да бажарилади. Парчаланган вирус 20 — 60: сахароза гра — 
дионтида центрифугаланади ёки ТЭАЭ целлюлоза билан 
хроматография ^илинади. Сунгра минутига 17500 айланиш 
п».члигида 2,5 соат 10°С да MSE —50 центрифуганинг 3x20 мл 
роторида градиентда центрифуга ^илинганда 3 ф ракция ку — 
мтилади. П робирканинг юкорисида вирус ^обиги щ см лари  
•койлашади, 40% сахароза пробиркасининг марказида вирус 
I’IIП си эса пробирка тубида унинг агрегатлари жойлашади. 
X удди шундай натиж а РНП нинг ТЭАЭ целлюлозасида хро — 
м.география ^илинганда ^ам кузатилади. РНП ион алмашиш 
колонкасида адсорбцияланмайди. Колонкани ипщор билан 
регенерация ^илинганда вирус ^обиигаинг з^ар хил ^исмлари 
ювилиб чщ ади. Бу методни ^улайлиги яна шундаки, натив 
О п д ай  вируси колонкага адсорбцияланади ва 0.6 М NaCl 
' рдамида десорбцияланади. Ю ^орида келтирилган усулни 
Полиса вирусларга з^ам ^уллаб, РНП аж ратиш  мумкин.

Юк,оридаги методлардан таш ^ари казеининказа С ва 
Т' >сфолипаза С ф ерм ентлари ёрдамида ^ам вирус РНП сини 
it жратиш мумкин.

Вирус препаратларини биокимёвий тад^и^ 
цилишнинг умумий методикаси

Тоза вирус препарата олингандан сунг вирусни таш кил 
цилувчи таркибий ^исмлар структураларини урганиш мум — 
кпп Масалан, вирус заррасининг нуклеин ^исмини урганиш  
мумкин, чунки охирги ва^тларда вирусларга тавсиф  бериш  
Ип классификация ^илишда вирус нуклеин кислотасининг 
I и 11 и ва структурасига эътибор берилмоеда.

1. Вирус нуклеин кислотасини урганиш унинг типини 
Урганишдан бошланади. Бу иш умуман осон булса з$ам, ам — 
Мо вирус нуклеин кислоталарининг бирламчи ва иккиламчи

103



сгруктураларидаги ^атор аномалиялар уни ута мураккаб — ] 
лаштиради. Масалан, бактериофаг Ф Х —174 бир спираллик 
ДНК га, реовирус, усимликлар ж аро^атланиш и шиш и вируси 
икки спираллик РНКга эга. КатоР ДНК тутувчи фаглар ДНК 
сида тимин урнига оксиметилурацил, урацил учрайди. Т а — ] 
биий, бу з^олатлар вирус нуклеин кислотасиниш ' типини ёки 
иккиламчи структураларини анш^лашни ^ийинлаштиради.

Ш унинг учун нуклеин кислота типини а н и ^ а ш н и н г  
асосий методи рибоза ва дезоксирибозаларни рангли р е а к 
ция ёрдамида аниклашдир. ДНК ни индол ва дифениламин 
билан РНК ни орцин билан булган реакциялари асосида 
ан и ^ ан ад и . Ёрдамчи метод сифатида РНК ёки ДНК препа — 
ратларини махсус узига мос ферментлар билан (ДНК аза ва 
РНК аза билан) ишлов бериш ни тавсия к,илиш мумкин.

2. Вирус нуклеин кислотасини вирус заррасидаги 
ми^дорини анш$лаш. Нуклеин кислотанинг вирус зарраси — 
даги мивдорини (фойизи) ва бир вирус заррасидаги ДНК ва 
РНК нинг мивдорини (дальтон ^исобида ёки 1 вирус зар — 
расидаги мг ^исобида) аниклаш му^имдир.

Купгина урганилган вирусларда бир молекула ДНК ёки 
РНК мавжуд, уларнинг молекуляр массаси деб, бир вирус 
заррасидаги абсолю т мивдори <дальтонда) кузда тутилади (1 
мг 6.10 17 дальтонга тутри келади).

Нуклеин кислоталарнинг молекуляр массасини аниклаш  
учун з$ар хил методлар дан фойдаланилади. М асалан, нур 
таратиш методи майда молекулали вирус нуклеин кислота — 
ларини анш^лашда ишлатилади. Энг кенг тар^алган метод — 
лардан моддаларнинг диф ф узия константаси, седимента — 
цияси ва ёпинщо1$лиги каби хусусиятларига асосланган ус — 
лубларни курсатиш  мумкин.

Ультрацентрифута ёрдамида сахароза градиентида мо — 
лекуляр массалари аник моддаларни ^уллаб, вирус нуклеин 
кислотасининг молекуляр массасини ашпулаш кекг 
^улланилиши мумкин.

Охирги йилларда нуклеин кислоталар молекула масса — 
ларини электрон м икроскоп ёрдамида, авторадиография ёр — 
дамида, кимёвий ва бопща услубларда авши^ланмовда.

Нуклеин кислоталарни тад]$ш$ ^илиш
1) Полиакриламид гелида фракциялаш. Бишоп, 

Клейврук ва Ш пигелман вирус нуклеин кислоталарини
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пролиакриламид гелида электроф орез к и ли б фракциялаш ни 
гавсия ^илишди. Бу метод о^сил химиясида аввалдан 
^улланилар эди, аммо вирус нуклеин кислоталарини 'гадки к, 
к,илиш кейинги йиллардагина бошланди.

М уаллифлар полиакриламид гелларини бис — акриламид 
ердамида тикиб яратилган геллар дан фойдаланишни тавсия 
килдилар. Гелларнинг полимеризациясини сунъий шиша 
грубаларда утказилади. Ф ракцияларга ажратиш  90 мин ни 
наллайди (гель устунларининг узунлиги 5 см булганда) з$ар 

чир трубага 100 — 200 мкг РНК ни 0,1 мг РНК солинади.
Нуклеин кислоталарни булинганлигини гель устунла —

I hi ни тугридан тутри хромосканда 260 нм да ультрабинаф —
11ia нурларни ютишига ^араб ани 1$ланади.

М уаллифлар бу усул ёрдамида MS 2 бактериофаги РНК 
' пни, ФХ —174 бактериофагини бир занж ирли ва икки за — 
пжирли ш аклларини ва %.к. ларни аж ратиш  мумкинлигини 
курсатишган.

ТМВ РНК сини фенол ёрдамида депротеинизация 
к,илиб ажратиш

Бу метод билан вирус РНК сини ажратиш даги асосий 
Книф энг тоза препаратларда ^ам учрайдиган РНК аза х,ав — 
фидир. Шу сабали нуклеаза фаоллигини йу^отадиган махсус 
У' уллар ишлатилади. Масалан, РНК ажратиш да бентонит, 
||и \ и винилсульфат ёки  му^ит pH  ни 9,0 да caiyvain кабилар 
Ишлатилади. Хамма ж араён  совук хоналарда бажарилади.

Идишлар хром аралаш масида аввал водопровод суви, 
►•чти детергент билан яхшилаб ювилиб, сунгра дистиллан — 
>и сувда чайилади. Ю вилган идишлар 160— 180°С да 2 соат 
уритиш ш кафида ^издирилади.

Ишдан ма^сад Вирус нуклеин кислотасини аж ратиш  
■мюлогияси билан таништириш.

ВИРУС НУКЛЕИН КИСЛОТАЛАРИ ВА 
О^СИЛЛАРИНИ АЖРАТИШ

20-машрулот
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Керакли асбоблар. Вирус тозалаш да ишлатилган а с -1  
боб —ускуналар. Реактивлар: хлороформ, янги з^айдаб тоза - I  
ланган сувга туйинтирилган фенол, 10% бентонит сусп ен -1  
зияси, совутилган 96% этанол ( — 20°С), 10 М LiCl, 3 М ацетат 
буфери, pH 5,0, 0,01 М ф осф ат буфери, pH  7,2, ТМВ ниш' 
тоза препарата (10 — 50 мг/мл).

Ишнинг бориши. Совутилган вирус эритмасига б е н т о -I  
нит суспензияси солинади (вирус ^аж мини 1/10 миедорида), 
сунгра тенг з^ажмда ф енол солинади. Аралашмани 15 — 20 
минут сову^ хонада яхшилаб чай^атилади ва 20 минутча 6000 
айл. тезлигида +2°С да центрифугаланади. П робиркада Я 
1$ават — РНК тутувчи сувли, ф енол ва вирус о^сили тутувчи 
интерф азалар ^осил булади. Ю ^оридаги сувли ^аватни о^и - I  
сталик билан пипетка ёрдамида сову^ ш ароитда олинади, 
унга 0,5 )$ажм ф енол ва 0,5 з$ажм хлороформ солиб яна 15 
мин чай^атилади ва центрифугаланади. РНК тутувчи сувли 
ф азани совузрсонага куйилади. РНК нинг долган к,исмипи 
ажратиш  учун ф ен о л —хлороф орм  ф азасини ф енол ф аа(| 
билан ^ушилади, 0,5 э^ажм 0,1 М  ф осф ат буф ери солинади ни 
яна 15 минут чай^атилади. Олинган сувли ф аза  аж ратилгаи 
Р Н К  нинг сову^хонадаги асосий к;исмига ^ушилади ва улары 
РНК ни яхш и чуктириш  учун ацетат буф ери солинади (бир 
томчи ацетат буф ерини 1 мл эритм а ^исобида) ва 20 ^ а ж м ч  
20°С да совутилган этанол солинади. Аралаш мани я х ш и л Я  
чай^атиб — 20°С да совутгичга куйилади. 1—2 соатдан суш 
РНК чрсмаси центриф уга ёрдамида (20 минут, 6000 айл.тез^ 
ажратилади, чукма озгина сувда эритилади. Эримаган м ате«  
риал эса минутига 15000 айл. тезлигида 20 минут центриф уг 
^илиниб РНК дан ажратилади.

Этанол билан чуктириш да ^айнатилади, чукмадаги РНК 
сув билан эритилади ва унга юк;ори полимерли РНК 
чуктириш учун Ю М  LiCl (охирги концентрация 2 М бул* 
гунча) солинади ва бир неча соатга — 20°С да совут^хонпЩ 
куйилади. Чукма 0,1 М ф осф ат буф ери (pH 7,2) билан ори* 
тилади.

Тозаланган РНК нинг А2бо/2 8 0  =2,1—2,3 ва А2 6 0 /2 30  =2,4-
2,6 булади. УБ — ютиш коэф ф иценти  (А°'1% 260, 1 см) 0>1 М 
фосф ат буферида 25,0 оптик бирликга тенг булади.

Фенол ёрдамида вируслардан РНК аж ратилганда 50* 
60% РНК олиш мумкин.

106



РНК ни музхонада бир неча кун, узок муддат саклаш учун 
унга этанол (66% гача) ёки LiCl (2 М гача) солинади ва — 
20°С ли музхонада с а^ан ад и .

21-машгулот.

ТМВ РНК сини натрий додецил сульфати ва 
перхлорат ёрдамида ажратиш.

Бу усул вирус РНК сини энг тез ажратиш  усулларидан 
пулиб, бу усул билан 80% гача вирус РНК сини аж ратиш  
мумкин.

Керакли материаллар центрифуга ва ш аф ф оф  ц е н 
трифуга пробиркалари. Реактивлар: 0,25% натрий додецил
< ульфатининг сувли эритмаси, 100% N aC 1 0 4 , 3 М ацетат бу — 
фери, pH 5,0, 96% этанол, ЮМ LiCl, 0,1 М ф осф ат буфери pH 
7,2., ТМВ нинг тоза препарата (10 — 50 мг/мл).

Ишнинг бориши. ТМВ суспензиясига натрий додецил 
| ульфатидан охирги концентрацияси 5% булгунча куйилади. 
Аралашмани ш аф ф оф  центрифуга пробиркаларига солинади, 
( у игра 3 мин 70°С да ^издирилади (ТМВ нинг о р ш -  
миюранг ранги йу^олади), 3 з^ажм 100% NaC104 (охирги 
кинцентрацияси 75% булгунча) солинади ва 10 минут мину — 
гига 3000 айл. тезлигида, +2°С да центрифуталанади. Нати — 
жада о^сил 75% ли NaC104 додецил сульфат билан комплек —
• д«» центрифуга пробиркасини ю ^ори щтсмида ^алин бой — 
итган (флотацияланган) о^сил ^авати з^осил булади. Про — 
Гшрканинг тагини игна билан теш иб РНК ни пастки сувли 
t| и паси аж ратиб олинади, вирус о^силини тутувчи 1$исм 
щшлаб юборилади. РНК эритмасига 3 М ацетат буфер (pH 
*1,0 ) солинади долган РНК аж ратиш  ж араёни худди фенол 
ердамида РНК ни экстракция ^илингандек бажарилади, аммо 
( мирт билан чуктириш  бир марта амалга оширилади, холос 
(||мчюл билан РНК ажратилган холатда). Фенолнинг з$иди 
Цущотилиши учун одатда спирт билан чуктириш амалга 
пидарилади.
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22-машрулот

Картошканинг Х-вируси РНК сини тузлар ёрдамида 
ажратиш

Ю ^ори ион кучига эга эритма ёрдамида вирус вирион — 
ларини парчалаб РНК ажратиш  энг осон усуллардандир.

Бу усулни иж обий томони бир ва^тни узида ^ам РНК, 
з^ам о^сил, олиш мумкинлигидадир.

Керакли материаллар: асбоб—ускуналар; совутгичли 
центрифуга. Реактивлар: 1 М СаС12 ёки ВаС12 0,01 М ЭДТЛ 
ли 0,01 М трис — НС1 буфери ва 0,001% натрий додецил 
сульфата (pH 7,5): КХВ нинг (10 — 30 мг/мл) тоза препарата.

Ишнинг бориши. КХВ нинг совутилган тоза препара 
тага тенг ^аж м да 1 М СаС12 (ёки ВаС12) куйилади ва ях — 
шилаб аралаштирилади, сунгра +2°С ли совутгичга куйилади 
Шу муда,атда КХВ нинг вириони парчаланади. Вирус РНК ей 
кальций (ёки барий) нуклеати сифатида аж ралиб чик,ади 
РНК чукмаси 15 минут давомида минутига 6000 айл. те зл и 
гида центрифуталаниб ажратиб олинади, чукма уст 
долган о^силдан кейинчалик вирус оксили тозаланади.

РНК ни эритиш  учун нуклеат кальций чукмасига 5 м
0,01М ЭДТА 0,01 М трис —НС1 ва 0,001 % натрий додЬци 
сульфат (pH 7,5) куйилади.

Хелатловчи агент булган ЭДТА С а^ионларини бо!ЛЛ1 
РНК ни эритмага утказиш да ишлатилади. Н атрий додец» 
сульфата эса нуклеаза активлигини ингибитори ^исоблана 
ди.

Аралашма 30 минут совутгичда саз^ланади, сунгра цен 
трифугаланади (15 мин. 6000 айл.тез.), чукмага буфер эрит 
масидан солинади. Экстракция 3 марта ^айтарилади. Учч<| 
экстракцияда аж ратилган сувли кием бирлаштирилади, 3 
ацетат буферидан солинади (pH 5,0) ва РНК ни аввал этап 
ва сунгра LiCl билан чуктирилади (юк,орид.| 
машгулотдагидек).

23-машрулот
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Cd бактериофагининг ДНК сини хлороформ ёрдамида 
ажратиш

Керакли материаллар: аввалги ишларда ^улланилган 
|1  Ьоб —ускуна, реактив ва материаллар ишлатилади.

Бактериофаг препаратига тенг з^ажмда хлороформ ва 
И и id мин спирта (8:1 нисбатда) к;уйилади ва 30 минут яхши — 
lull чай^атилади. Аралашмани центрифугалаш  билан ф рак — 
пнчларга ажратилади. Сувли ф аза  ажратиб олинади. ДНК 
■И гракциясини хлороформ ва изоамин спирта аралаш ма — 
■дин солиб яна ^айтарилади. М азкур шароитда, ф енол би — 
■ и  жстракциялаш га Караганда ДНК тезрок, фрагментларга 
■мл.ипади. Ш унинг учун ф азаларга ажралиш  тезрок, булади 
В  центрифугалаш муддатини (5000 — 6000 айл.тез.) 30 мин.га 
■с^аради.

ДНК ни хлороформ билан 2 — 3 марта экстракция 
■Нш пандан сунг сувли фазадаги ДНК ни 2 ^аж м этанол 

чуктирилади, тузли эритмада эритилади ва хлороформ 
|н \дш и н и  4 — 6 марта эф ир ёрдамида экстракцияланади. 

ирци йу^отиш учун эритмадан стерил з<;аво утказиш  ки — 
|| килинади.

24-машгулот 
I MB нинг структура о^силни ацетат методи билан

ажратиш

Керакли материаллар: ТМВ нинг тоза препарата (10 — 
Мг/мл), совутилган сирка препарата (к.т. ёки а.т.), +2°С 

Э  ' овутилган дистилланган сув, 1 М ацетат буфери (pH 
J| 0,01 М ф осф ат буф ери (pH 8,5 ), муз з^аммоми, совут — 
JAM центрифуга (Ц Л Р— 1), диализ учун целлофан ^опча, 3 
■ ж м и  диализ идиши, магнит аралаштиргич, совук,хона, 
Т |'<1 центрифуга.

Ишнинг бориши: Ц ентрифуга стаканини муз хаммо — 
и жойлаштирилади ва унга 0 — +2°С гача совитилган ТМВ 
1  гуспензияси солинади, сунгра 2 з$ажм музлатилган 
Кй кислотаси (ледяная уксусная кислота, удельн. вес. 1,05) 
‘нипириб ^уйилади. Аралашмани 30 минут муз хаммо — 
^ ншуги — ва^ти билан аралаш тирилган з$олда сазушнади.
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Бу ^олатда вирус парчаланади ва РНК ни чукмага тушуши 
кузатилади.

РНК нинг naFa —naFa булиб турган чукмасини ц ен тр и 
фуга ёрдамида (15 мин. 10000 айл.тез., +2°С) ажратилади, 
Тини^ о^сил тенг ^ажмдаги совутилган дистилланган суй 
билан суюлтирилади ва целлофан ^опчага солиб диали:» 
^илинади. Эритма бир неча сутка давомида дистиллаган сум 
3 — 4 марта (3 л дан ^ар гал) алмаштирилади(+2°С +4°С ди 
амалга оширилади). Диализ давомида магнит аралаштиргич 
ёрдамида аралаш тирилиб турилади.

Диализ ж араёнида диализ ^опчасидаги о усилии pH И 
ТМВ нинг ок,силини изоэлектрик ну^тасигача чи^ади, нати-* 
жада диализ ^опчасидаги сую клик лой^аланади. О^сил 
чукмаси центриф угалаб (15 мин, 18000 айл.тез.+2°С) ажратио 
олинади ва 0,01 М ф осф ат ёки трис —НС1 буферида pH 8,1 
эритилади. Парчаланмаган вирусларни ва денатурация б у л —; 
ган о^силни аж ратиб таш лаш  учун эритмани 90 минут д а - ’ 
вомида, 105 000 g да ультрацентриф уга ^илинади. О лингая 
ш аф ф оф  вирус от^силини +2°С да сатушнади. Бу усул билпй

* 60 — 70% о^сил аж ратиш  мумкин. ТМВ нинг УБ нурни ю тит
коэф ф иценти  (А1% 280, 1 см) 13,0 оптик бирликни ташкил 
^илади. Агар ок,силни нур ютиш спектрини кузатадшчш 
булсак, максимум —280 нм ва минумум 245 — 250 га тенг бу -«| 
лади, А 280/260 ТМВ о^силининг нисбати 1,60— 1,70 га тенг.

25~машрулот

КХВ нинг структура о^силини туз ёрдамида ажра
тиш

Керакли материаллар: КХВ нинг тоза препарати (104 
20 мг/мл), ёки  1 М СаС12, совутилган дистилланган сув (р|| 
7,8 —8,0), 0,001 М т р и с — НС1 буф ер (pH 8,5), диализ учущ 
целлофан ^опча, 3 л  ли диализ идиши, магнит аралаштиргич, 
совутгич, центриф уга (Ц Л Р—1), ультрацентрифуга.

Ишнинг бориши. Бу метод билан бир ва^тни узида 
КХВ нинг РНК препаратини ^ам КХВ нинг ок,силини олиЩ 
мумкин.
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Совутилган КХВ нинг тоза препаратига тенг ^ажмда 1 
М СаС12 (ёки ВаС12) солинади, аралашмани яхншлаб ара — 
лаштирилади ва +2°С да сову^хонага ^уйилади. Бу ^олатда 
нирус зарраси  парчалана бошлайди, ажраган РНК нуклеат 
кальций (ёки барий) ^олатда ажралади ва уни центрифуга 
ердамида чукмага туширилади, чукма устидаги сукнушкдаги 
о^сил бир сутка давомида кучсиз ипи$орий(рН 7,8 —8,0) 3 л 
дистилланган (pH 7,8 —8,0), сувда диализ ^илинади.

Д иализ ^опчасидаги о^сил чукмаси центрифуга 
килиниб, (15 мин, 18000 айл. тез., +2°С ) ажратилади ва 0,001 
М трис —буферда (pH 8,5) эритилади. Парчаланмаган вирус
г.а денатурацияга учраган о^силни ультрацентрифута ^илиб 
ажратиб ( 90 минут, 105000 д) олинади. О^сил +2°С да 
' акланади.

26-машгулот 

ТМВ о^силини ипщорий метод билан ажратиш

Керакли материаллар. ТМВ нинг препарата (10—15 
мг/мл), говори да ишлатилган буферлар, центрифугалар 0,1 М 
карбонат бикарбонат буфери (2 литр), целлофан диализ
^опчаси.

Ишнинг бориши. ТМВ ни(1%) суспензияси 3 — 4 кун 
д июмида 2 л 0,1 М карбонат бикарбонат буферида (pH 10,5) 
диализ ^илинади. Парчаланмаган вирус ва денатурация бул— 
ran о*>сил центриф уга ёрдамида чуктириб ажратилади (60 
мин, 100000 д). Чукма устидаги о^силни бир х;ажм аммоний 
| ульфатининг туйинган эритмаси билан чуктирилади.

О ^сил чукмасини 10—15 минут давомида 5000 g да 
пунтрифугалаб аж ратиб олинади ва уни 5 мл ча сувда эри — 
щлади ва яна ^айтадан 0.5 ^аж м  аммоний сульфатнинг туй — 
имган эритмаси билан чуктирилади. Чукмани эритиб, ^айта 
чукишини яна бир марта ^айтариб, сунгра о^сил эритмаси 
14°С ли дистилланган сувда диализланади.

О ^сил эритмасининг pH  ни 7,0 — 8,0 га келтириб 100000
< | да 1 соат давомида ультрацентрифуга ^илиб о^сил агре — 
Гатлари чуктирилади. Чукма устидаги о^сил эритма концен —
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трацияси ани^лангандан сунг кейинги таж рибаларда ишла 
тилади ёки юк,орида айтилган шароитда са^лаиади.

III 1$ИСМ

Вирусларнинг киритмалари ва уларга асосланган ди
агностика усули

Усимлик э^ужайраларидаги вирус киритмалари ^ак,ида 
биринчи марта рус олими Д .И .И вановский "Тамакининг 
м озаика (чипорланиш) касаллиги" (1902 ) китобида тамаки 
з^ужайрасини мозаикали к,исмида кдндайдир рангсиз, кри — 
сталлсимон моддалар борлигини айтган эди. Булардан 
таш ^ари  уларни олдида (касал з^ужайралар ядроси як,инида) 
з^ужайранинг бош ^а таркибий ^исмларидан фар]$ланадигап 
амёбаларга ухшаш плазма тупламлари учрайди. Бу хилдаги 
киритмалар кейинчалик амёбасимон таналар, вакуоллашган 
ёки  X —таналар деб номланди.

М.И.Гольдин томонидан. вирус билан касалланган одам 
ва ^айвон з^ужайраларида з$ам майда тимонуклеин кислота 
тутувчи элементлар таначалар — вирус зарралари борлиги 
ани!$ланди. Купинча усимлик, одам ва з^айвон вирус касал — 
ликларида X —таналар диагностика мак;садларида з$ам урга — 
нилади.

Тамакининг мозаикали ^исмидаги кристалл киритма — 
лари бор ту^имага 0,1 н НС1 таъсир эттирилганда кристалл 
киритмалар игнасимон кристалларга парчаланиб кетади, 
бундай кристаллар тозаланган вирус пренаратларида учрай — 
ди. Демак, кристалл вирус киритмалари вирус зарраларидап 
тузилгандир. Тамаки м озаикаси вирусининг "яширинган" 
(маскированный штамм) штамм киритмалари з^ужайрада ТМИ 
га Караганда анча кам тупланади (Beale, 1936).

Лингвистон ва Дуггарлар вирус зарраларининг локали — 
зациясини урганиш иб, вирусни асосий ^исми протоплазмада 
булиш ини ани5ууашди.

ТМВ билан касалланган там аки тутуамаларида кри — 
сталлсимон вирус киритмалари бир текисда тарк,алмагап 
М асалан, баъзи  тамаки ёки томат баргларидаги тукларда 
кристалл вирус киритмалари умуман куринмаслиги мумкии,
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'ч  ьзиларида эса жуда куп булиши мумкин. Тад^и^отларнинг 
курсатишича, киритмалар вирус тупламлари ёки з^ужайрада 
нирус гупланиши билан борлик, булган маз^сулотдир. Булар 
М.И. Гольдининг маълумотларига Караганда, вирус билан 
касалланган тамаки ёки томатнинг барг тукларида ва эпи — 
дормисида тупланади.

М.И.Гольдин тад^ик,отлари натижасига кура вирус 
| уюк,лггирилганда, ю^умлилигининг caiyvairam дараж аси 108 
мча деб з^исобланса, вирус киритмаси 20 мкм (2х10~3) см 
оулса, унинг з^ажми 4 (10“ 3)3 см 3 га яцин булар экан.

Битта киритманинг окирлиги 4 (10~9) г булади. Суюлиш
д.фажасини 108 булиши учун 4 мл сувда 10 та киритма бу — 
мной зарур булади. М икроманипулятор ёрдамида X — 
мналарни аж ратиб олиб, бир неча марта ювиб, с^шгра з$осил 
ьу лган суспензия билан глютинозани касаллантирилади ва 60 
м  касаллантирилган баргда 15 некроз з^осил булиши куза — 
гилган. Тажрибада натижасига кура, киритмаларда вирус 
ьпрлиги ва у сезиларли даражадалиги ащ ланади.

Гольдин фикрича, ТМВ билан касалланган баргдаги 
ииритмаларда вирус булади. Гольдин ва Ш еффильд таж ри — 

|( 1.'1ларининг курсатиш ича Ивановский кристаллари ва X — 
ммалар ТМВ нинг тупламидир .

Тамаки бош ^а вирус билан касаллантирилса, усимлик 
[ 1 у жайрасида аморф  киритмалар з^осил булади, улар з^ам ви —

!
зарраларининг тупламларидан иборат булиши 
шууанган.

Хисоблашларнинг курсатишича, битта кристаллнинг 
ic( аси 1/125000 мг га тенг булар экан.

Ивановский кристаллари, одатда, гексагонал куринишда 
лади. ТМВ нинг бопща штамми билан касалланган тама — 
|д«1 ипсимон шаклли киритмалар з$ам учрайди. Баъзан ик — 
л. I киритма бир ващ нинг узида битта з^ужайрада учраши 
мкин. ХаР хил усимлик бир хил вирус билан касалланган 

Леа, унинг шакли узгармайди. ХаР хил моддалар таъсирида 
псалан, 0,1 н НС1) ТМВ нинг касалланган усимлик з$у — 
шраларида дугсимон (веретиновидный) кристаллар учраши 
гм кин.

Ш еффильд (1939) ф икрича, ТМВ билан касалланган та —
I к и з^ужайраларида X — таналарнинг з^осил булишини ку —
| и л ганда, вирус юктирилгандан бир неча кун утгач, з̂ у —
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ж айра протоплазмаси анча зичлашади ва з^аракатчан булади. 
Плазма о^имида о^сил зарралар купайиб боради ва улар 
бир —бирлари билан тут^нашиб ^ушилади ва каттарок, масса 
з^осил ^илади. Булар купинча думало^ шаклга киради ва 
зичлашади. Бир ойчадан сунг бу X —таналар дегенерацияга 
учрайди. Баъзан киритманинг аморф  материали ипсимон 
кристалларга айланади.

Аммо М .И.Гольдин бунга баъзи далилни кдрама — ^арш и 
1$уяди, чунки у вирус ю^тирилгандан сунгги биринчи кун — 
лардаёк, типик кристаллсимон критмаларни кузатади ва X — 
таналарнинг парчаланиш идан И вановский кристаллари хрсид 
булади дейиш ни нотутри деб з$исоблайди.

Гольдиннинг (1963) фикрича, з^ужайра ва вирус ораси — 
даги муносабатларнинг кечишига ^араб ёки X —тана ёки 
Ивановский кристаллари з^амда ипсимон куриниш га эга 
булган маз^сулотлар з^осил булиши мумкин (spika — 
кристаллар). Баъзан  X —танадан аввалро^ з^ам кристалл 
критмалар з^осил булади. X —таналар з^ужайрадаги турлардан 
з$осил булади. X —таналар з^осил булгандан сунг з^ам турлар 
з^осил булиб туради. Ш унинг учун з^ужайрада бир ва^тнинг 
узида кристаллар, иплар, турлар ва X —таналарни кузатиш  
мумкин.

Кристалл киритмаларининг баъзи физикавий ва 
кимёвий хоссалари

Ивановский кристалларига энг хос хусусиятлардан би — 
ри, улар зуж айранинг салгина бузилишидан тезгина эриб 
кетади. Улар га 0,1 н гипосульфат ёки 1% ли цистеин 1 % ли 
пикрин кислотаси, 20 — 25% аммоний сульфатлар эри тм ала—j 
рини таъсир эттириб эриб кетиш идан caiyvani мумкин. П ик — 
рин кислотаси кристаллари ф иксация ^илиш да яхш и нати —. 
жалар беради ва улар фуксин, ф еносаф ранин каби 6yeiyvap 
билан яхши буялади.

Тук.ималарнинг нозик кесмаларини баъзи стабиллаш —j 
тирувчи эритмаларга солиб, микроманипулятор ёрдамида 
Ивановский кристалларини, ипчаларини усимлик тукларидап 
ажратиб олиш мумкин.

Вирус киритмаларини таджик; ^илиш усимлик вирусла Н  
рини урганиш нинг ёруглик микроскопи ёрдамида баж ари - I  
ладиган методларидан биридир (киритмалар методи).
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Киритмаларни анализ ^илиш вирус касалликларини 
диагностикасини осонлаштиради ва уларни классификация 
^илишда, яш ирин инф екцияни анир^лашда маълум роль уй — 
найди.

К,уйида X —тана, кристалл киритмалари яхши урганил — 
ган баьзи усимлик вирусларининг руйхати берилган.

Х -тана з^осил буладиган вирус касалликлари
1. Томат мозаикаси вируси гурух,и, Картош канинг X — 

1шруси, Картош канинг У — вируси, Картош ка баргининг 
(Зуралиши, Бурдой мозаикаси, Шоли паканалиги (карлико
вость), М аис мозаикаси, Ш акар^амиш нинг 1—вируси, Ша — 
кар^амиш нинг хлоротик некрози, П иёз мозаикаси, Пиёзнинг 
( арш$ паканалиги, Картошкагул мозаикаси ва паканалиги, 
I улсафсар мозаикаси, Папоротник мозаикаси, Лавлаги 
ю^ори ^исмининг буралиши, Ток бугамларининг к;ис^ариши 
вируси, Ш олгом мозаикаси вируси, Ш афтоли саргайиши, Тут 
мозаикаси, Томат баргларининг зархалланиши билан ка —
| алланган усимликларда вирус киритмалари з^осил булиши 
мумкин. К,уйида эса вирус касалликларида кристалл ёки 
| ристаллсимон таналар (купинча X —танадан ташкдри) з$осил 
ьуладиган касалликлар келтирилган: Томат вируси гуруз^и, 
Тамакининг з^ал^асимон д о р л и л и г и , Тамаки на^шинкорлиги,
1юдринг мозаикаси вируси №2, ^и зи л  беда мозаикаси, Ловия 
' ари^ мозаикаси, Н рсат мозаикаси вируси №2, Лавлаги мо — 
(чикаси, Лоланинг атласланиши (пёстралепестность), Зубту — 
рум мозаикаси.

27-машрулот 

Вирус киритмалари ва уларга асосланган диагностика
усули

Ишдан ма^сад: "Вирус киритмалари" усулини урганиш 
|ы айни^са бу усул ёрдамида яш ирин симптомли вирус ка —
I илликларини ани^лашдир.

Реактивлар: фуксин, пикрин кислота, Н20 ,  кедр мойи. 
Асбоб — ускуна: микроскоп х10, х40, х90 объективлари, буюм 
ийиаси, ^оплагач ойна, ш иш а тайё^ча.
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И ш нинг бориш и: Уткир t h f  билан баргнинг пастки то — 
монидаги томиридан клщ а кесма олинади. Кесмани о^иста — 
лик билан тукчаларини зарарламасдан олиб, буюм ойнасига 
томизилган бир томчи водопровод сувига куйилади ва 
к,оплагич ойна билан ёпилади.

П репаратни (асосан тукларни)аввал 250 — 300 марта 
катгалаш тирилиш да микроскоп остида кузатилади. Ш иша — 
симон ^осилалар кузатилган туклар энди микроскопниш ' 
кучлиро!^ катталаш тирилиш ида кузатилади. Агар тамакининг 
одатдаги м озаикаси вируси билан касалланган булса, э^амма 
хуж айраларда битта ёки  бир неча рангсиз, олти ^ирралик, 
ю щ а  ш иш асимон пластинкалар кузатилади. Бундай крит — 
маларни кузатиш  — вирус борлигини исботи булади. Агар 
усимлик шу гуруздаги вируснинг з$ар хил штаммлари билан 
касалланса, тукнинг асоси томонидаги биринчи ^ужайрада 
ш иш асимон моддалар ва ундан кейингиларида олтибурчакли 
ёки шунга ухш аш  унсурлар кузатилади.

Х уж айраларда ипсимон ёки игнасимон кристалларнинг, 
амёбасимон X — таналарнинг топилиш и диагнознинг

* тугрилигини тасди^лайди. X —танада ядрочаларнинг 
йугушгига ^араб, ядрони адаш тирмасдан фарт^лаш мумкин.

Диагноз олиб боришда М .И.Гольдиннинг куйидаги 
курсатмаларига амал цилиш мух,имдир.

1. Киритмалар (шишасимон пластинкалар) кесмани 
^амма зуж айраларида ^ам учрайвермаслиги мумкин. Агар 
битта ^уж айрада кузатилса, у  тукнинг бопща ^уж айрала — 
рида з$ам булиши мумкин.

2. Вирус киритмаларини топиш  учун битта кесмани 
куриш  етарли булади. Салбий натиж а олинганда бир усим — 
ликдан 9 та кесм а олиш керак — 3 таси усимликнинг энг те — 
падаги ярусидан, 3 та  уртасидан ва яна 3 таси эски (к,ари) 
барглардан тайёрланади. Яна симптомлари як,^ол куринган 
ж ойларидан тайёрлаш  тавсия к,илинади.

3. Тук ^уж айраларининг йиртилиши, жаро^атланиш идап 
кристаллар эриб йу^олади.

4. Кесмага 0,1 н НС1 билан ишлов берилса кристалл 
киритмалар ипсимон кристалл богларига парчаланади.

5. Вирус киритмалари 1% ли пикрин кислота билан бу — 
ялса ту^сарик; рангга буялади..

Олинган натиж алар раем дафтарга чизиб олинади.
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28-машрулот

Вирус перепаратларини электрон микроскопда куриш 
учун тайёрлаш

Хамма микроскопларни асосий кур с атки члар и да н бири 
уларни курсата билиш ^обилиятидир. Бу катталик к,уй и да г и 
формула билан ифодаланади.

0,61 • X
d = -------------

п ■ sina

(1 —масофа,
X — тул^ин узунлиги,
н —объект ва олдинги линза орасидаги муз^итни синдириш 
курсаткичи,
(х —объект линзасининг аппретурасини ярим бурчаги.

Агар ёрутлик микроскопи учун з$ар бир символларнинг 
^ийматини к,уйиб чи^сак, микроскопнинг курсатиш  
(уэбилияти 0,2 мкм га тенг булади. Формуладан куриниб ту — 
рибдики, тул^ин узунлигини камайтириш  курсатиш  
^обилиятини анча ош ирар экан, чунки бош^а катталиклар — 
нинг узгариш и м икросконинг курсатиш  ^обилиятига унча 
катта таьсир ^илмас экан.

1930 йилларга келиб электронлар тупламини хусусият— 
лари аник^ланди. Бу электронлар тупламини магнит майдони 
ердамида бош ^ариш  мумкинлиги анш^ланди. Бу фактлар 
электрон микроскоп конструкцияси асосини таш кил ^илди.
' )лектрон микроскопнинг курсатиш  ^обилияти 0,1 —0,2 нм га 
етди.
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Э лектрон микроскопда кузатиладиган вирус п р е п а р ат -I  
лари махсус ишловдан }Ьгади. Электрон микроскопии 
^уйидагича куз олдига келтириш  мумкин. У ичидан з^авос и 
суриб олинган металл цилиндр. Бу цилиндрда (микроскоп 
колоннаси д еб  аталади) кетма —кет вольфрам ип (катод), 
уртасида теш икли  металл пластинка (анод), ^атор магнит 
линзалар булиб, улар орасида объект тущ ич, лю миницирла —: 
нувчи экран ва ф отограф ия ь-алтаги жойлаш ган магнит лин —! 
залар мавжуд. Бир неча минг симлар урамидан ташкил 
топган галтакдан утадиган токнинг йуналиши концентрик 
магнит ёрдам ида электрон ф окусга тугриланади.

Вольфрам ипдан утадиган ток уни ^издиради ва элек -  
тронлар эм иссиясини  (чи^ишини) ^осил ^илади. Ипга бе — j 
рилган юк,ори м анф ий кучланиш  ип ва ерга уланган анод 
пластинкаси орасида катта кучланиш лар ф ар^ини  з^осил 
^илади. П отенциаллар ф ар^и  анодга йуналган электронлар 
^аракатини тезлатади. Электронларнинг бир к,исми анод 
марказидаги теш икдан утади ва м икроскоп колонкаси буй —j 
лаб пастга том он электрон нур ^осил ^илади.

Биринчи магнит линза (конденсор) ёрдамида фокусга 
йуналтирилган электрон нур объектни ёритади.

О бъект м икроскоп колонкасига киритилганда у. э л е к 
трон нур билан тутугашади ва электронларни объект билап 
муносабати руй  беради, бир 1$исм электронлар объектни!ir 
огир атомлари билан тар^алади ва умум:ий электрон нур ту — 
тамидан тапщ ари чи^ади. Электронларнинг асосий ^исми 
объектдан бурилмасдан утади ва лю минесцент экранни 
электрон туш ган ну^таларини нурлантиради.

Кора ва ёруг ну^талар туплами экранда тасвир яратади 
Агар ишлов берилмаган вирусни микроскоп колонкасига 
киритилса, экранда ноаник. тасвир пайдо булади.

Ш унинг учун объектни контрастлаш тирилади, униш' 
учун объектга я^ин  ж ойлар электрон зичликка эга булиши 
лозим. Биологик объектларнинг сунъий электрон зичлигини 
оширилади. Аввало микроскопга объектни киритиш  учун 
мис турлардан фойдаланилади, уларни таглик пардалар би — 
лан ^опланади. Уларга эса объект солинади (жойлаш тири — 
лади).
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Ма^сад. Талабаларни электрон микроскопда куриш 
учун ишлатиладиган турчалар ва таглик плёнкалар тайёрлаш  
билан таништириш.

Асосий керакли асбоб-ускуна ва материаллар: эл ек 
трон микроскоп, металл ва углерод электродлар билан чанг — 
латгич вакуум аппарат, коллодий, формвар, дихлорэтан, 
амилацетат, платина сими ва х.к.

Коллодийдан таглик-парда(плёнка-подложка) тай
ёрлаш.

П лёнка — подложка тайерлаш  учун колодийнинг 0,5 — 2% 
ли амилацетатдаги эритмаси тайёрланади. П лёнканинг 
|у!линлиги коллодийнинг амилацетатда эриган миздорига 
6ofahjs булади. О бъект ^анча кичик булса плёнка шунча 
ю щ а  булиши керак. П лёнка ^уйидагича тайёрланади. 1^уйи 
^исмида ж ум рак билан таьминланган воронка сув билан 
тулдирилади ва сув тагига ш иша фильтр урнатилади. Унинг 
устига фильтр ^огоз ^уйилиб, фильтр ^огозга мис турчалар 
жойлаштирилади.

Воронкадаги сув ю зига 1 томчи коллодий эритмасидан 
томизилади, 2 — 3 минутдан сунг эритувчи (амилацетат) учиб 
кетади ва сув ю засида ю щ а  парда (плёнка) ^олади. Сув 
юзасида х;осил ^илинган плёнкаларнинг дастлабкиларини 
шиша таё^ча билан олиб ташланади.

Кейинги э$осил булган плёнкани эса ишлатиш учун, во — 
ронканинг тубидаги ж ум ракни очиб юборилади ва сувни 
пристал ик билан туширилади. Мис турчаларни уларга 
епишган коллодий плёнкаси билан олинади, завода 
^уритилади ва П етри ликопчасида сарууанади

Формвардан таглик-плёнка тайёрлаш
Ф ормвардан плёнка тайёрлаш  учун 0 ,1—0,2% ли ф орм  — 

парни дихлорэтандаги эритмаси ишлатилади. Тоза ювилган 
буюм ойнасини тезгина ф ормвар эритмаси солинган идишга 
солинади (5—10 сек). Буюм ойнаси олинади ва ^уритилади 
(^уритиш 40 — 60 сек давомида эритувчининг ХИДИ 
йу^олгунча давом этади).

Вирус намуналарини металл билан бурттириш 
(яц^оллаштириш)

Вирус намунасини металл ёрдамида явдоллаш тириш  
учун 10“ 4 мм с.уст. кам булмаган з^осил ^илувчи вакуум  ас — 
боби лозим. Вакуум ^урилмада металл парлатилади (чангла —
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тилади). Чанглатилган зарралар 'гурри йуналишдаги т р а е к 
тория буйлаб тарк,алади. Агар уларнинг йулига объект ур — 
наштирилса, унинг сиртига металл зарралари чукади. Учиб 
кетаётган зарра йуналишига перпендикуляр жойлаш ган 
объект сиртида энг ^алин ^ават э^осил булади. О бъект тусиб 
турган ж ойларда эса "соялар" з^осил булади. П ировард охир 
биз таглик плёнка устида ^ар хил электрон зичликка эга 
намунани курамиз. Намунани микроскопда курилганда кон — 
траст тасвир куринади.

Бу усул билан объектнинг улчами ва ш аклини билиш 
мумкин. >^осил булган "соя" узунлиги, объект баландлигини 
(h=l tgP) улчанади. М еталл билан чанглатиш бурчаги ани^ 
(14°) булганда вирус улчамини топиш  мумкин.

Вирус зарраларини бурттириш учун пластинка ва п а л 
ладий ^улланилади. П ластинканинг энг майда зарраларини 
олиш учун пластинка симини спирал ^илиб бураб конусси — 
мон цилнб  тараш ланган кумир электродга урнатилади. Вирус 
эса чанглатиш мобайнида 8 — 10 см м асоф ада урнатилади.

Вируслар ва ф агларни буртириш  учун "соя" узунлиги — 
ринг объект баландлигига нисбати 1:1 дан 5:1 га булган бур — 
чаклар ишлатилади. Вирусли намунани тайёрлаш  учун таг — 
лик —плёнкали мис турни олинади ва унга бир томчи вирус 
суспензияси томизилади. Бир минутдан сунг фильтр ^окози 
билан ш имдириб олинади ва завода ^уритилади. Сунгра 
турни вакуум курилм а столига жойлаш тирилади, чанглати — 
ладиган металл урнатилади, х,аво суриб олинади ва металл 
чанглатилади, турни вакуум курилмадан олинади. М еталл 
чанглатилганда 10_ 4 мм симоб устунига тенг булиши керак.

Негатив контрастлаш методи
Вирусларнинг электрон зичлиги ю ^ори булган модадга 

аралаш тирилса, контрастлиги кам булган объект уни у раб 
турган i^opa ф онда а н щ  равш ан куринадиган булади. Бунда 
негатив самара кузатилади. Негатив контрастлаш  учун огир 
металл тузлари ишлатилади. Энг куп ишлатиладиганлари 1 — 
2% ли дистилланган сувдаги ф осф ор вольфрам кислотаси (pH 
7 — 7,4) ёки 2% уранил ацетат.
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IV к>исм
ИММУНОЛОГИЯ УСУЛЛАРИ ^АКИДА ТУШУНЧА.

Х.озирги вак,тда усимлик вирусларини диагностика 
^илиш да ишлатиладиган методларни такомиллаштириш ва 
уларнинг сезгирлик даражаларини, тезкорлигини ва кам 
маблаг сарфлаб анирууанишлари каби муаммолар мавжуддир. 
Аввалиги ва^тларда вирусларни аникдашда кулланиладиган 
иммунология усуллари булсин ёки вирусологияда кенг 
^улланиладиган усимлик ани^лагичлари усуллари булсин ёки 
вирус киритмаларига асосланган усуллар булсин, улар би — 
ринчидан куп ва^т, з^амда куп сармоя талаб ^илибгина 
^олмасдан. балки уларнинг сезгирлиги з$ам анча пастдир 
(10 —жадвал). М асалан, энг оддий индикатор усимликлаР 
ёрдамида атщ л а ш  усули билан вирусларни диагностика 
^иладиган булсак, вирус организмга кирганидан сунг касал — 
лик аломатлари ^осил ^илувчи вирулент вирусларини 
ан щ л аш  бу касаллик аломатларига ^араб ани^ланади, аммо 
касаллик аломатлари з^осил ^илмайдиган ёки кучсиз касал — 
лик аломатлари з$осил ^иладиган з$олатларда бу методни 
к,уллаш етарлича яхши, ишончли натижалар бера олмайди. 
А й я щ с а  касалликни бир эмас бир неча вирус ^узгатадиган 
булса касаллик аломатлари з$ам узгаради ва уз — узидан 
^ушимча метод билан диагностика ^илишга тутри келади. 
Усимлик индикаторлари ёрдамида анирушнганда шу индика — 
торларни устириш  вак,ти, касаллантириш  ш арт — шароитларга 
ва ундан сунги аломатларнинг пайдо булишига кетган ва^т 
хам анча кунни талаб этади. Вирус киритмаларига асослан — 
ган усулни ишлатиш, ф а^ат вирус з^ужайрада киритма з^осил 
к,илгандагина ^улланилиши мумкин. Инструментлар ёрда — 
мида диагностика к,илиш усулини курадиган булсак, бу усул 
куп инф ормация беради — кз, аммо у хам камчиликлардан 
з^оли эмас. Масалан. бу усул ишлатилганда объектни бир — 
мунча тозалаш, усимлик з^ужайрасини з^ар хил зарарли 
моддалардан холилаш, агарда ута ю щ а  кесмаларда вирус — 
ларни курадиган булинса, бир ^атор ^ушимча иш ларни олиб 
бориш  керак булади. Ундан таищари бундай асбоблар з^амма 
лабороторияларда з$ам мавжуд эмас. Агар дала шароитларини 
оладиган булсак, бу усул умуман ^улланилмайди.
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Ш унинг учун х;ам фитовирусологияда купгина илмий 
тадрщ отларни  иммунология усуллари ёрдамида олиб бори — 
лади ва бу усулларга булган ^изи^иш  кундан кунга ошиб 
бормоедадир. А йни^са бу усулларни ута сезгирлиги ва кам 
ме^нат талаблиги уларнинг ишлаб чи^ариш да долзарблигини 
ош ира бораяити.

10-жадвал  
^ар хил иммунология усулларининг 

сезгирликларини солиштириш

У су л Вирус
Усулларнинг 

вирус 
ани^лаш сез-  

гирликлари

Сарфланадиган
ва^т

ДТУ* ТМВ 1 — 10 мкг/мл 30 — 60 мин
МПР КХВ 0,5 мкг/мл 24 соат
ЛУ КХВ, КСВ 0,1 —0,5 мкг/мл 10 — 60 мин

ПЛЛАС — 
Тест

КУВ 0,01-0 ,5
мкг/мл

4 —10 мин

Аницлагич
Усимликлар ТМВ 0,5 мкг/мл кунлар

РИД КХВ 1 мкг/мл 24 — 48 соат
и и д КХВ 1 — 10 мкг/мл 24 — 48 соат
ИЭФ АШМВ 1 мкг/мл 48 соат
НГАР АШМВ 0,01 мкг/мл

БУ ТМВ 0,1 —0,5 мкг/мл 10 — 20 мин
ВБА ЖПМВ 0,2 мкг/мл 1—2 мин
РИА ГКМВ 10 — 300 нг/мл 1—2 соат
ИФА ЖПМВ 5 нг/мл 100 та анализга 

2 — 3 соат

'Ш а р т л и  ^и с^ ар гм ал а р  2,3,4 —чи и л о в алар д а  келтирилган .

Хозирги ващ да фитовирусологияда ишлатиладиган им — 
мунология методларини ш артли равиш да бир неча турга бу — 
лиш мумкин. Бу ж араёнларда буладиган реакциялари анти -Ч 
ген билан антитело орасидаги реакцияга асослангандир.
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Бу ^исмда усимлик вирусларини диагностикасида иш — 
датиладиган амалиётда кенг тар^алган иммунология усуллари 
^а^ида ^ис^ача назарий маълумотлар бериш билан бир 
^аторда 3 гуру^га мансуб усулларни энг кенг 
^улланиладиган, сезгирликлари микрограммдан нанограмм — 
гача булган баъзиларини амалий бажариш шартлари билан 
таништирамиз.

Иммунология усулларига 1$ио$ача тавсиф
Иммунология усулларига антиген ва антителонинг 

бир —бири билан реакцияга кириши шароитларига ^араб 
агглютинация, преципитация ва иммунодиффузияга асос — 
ланган усуллар гуру^ларига булиш мумкин. Х.озирги ва^тда 
кенг кулланилаётган ута сезгир усуллардан яна бири ни — 
тонланган моддалар ^улланиладиган 4 —гуру^ни ташкил 
|уилувчи усулдир. Масалан, радиоиммун, иммунофермент 
<шализига асосланган усуллар шулар жумласидандир. 
Ю^орида айтилган усуллар ёрдамида фанда катта кэтутушрга 
>ришилган булса ^ам фитовирусларни ани1$лашда ута сезгир 
усуллар яратиш доимо долзарб муаммо булиб к.олмо>уу1 .

Вируслар ^ам боннца антигенлар каби турлича антиген 
детерминантларни уз о^сил ^аватида са^лайди. Уларни э$ай — 
ион организмига киритилса, уларга ^арши з^айвон ^онида 
махсус
«и ггителолар ^осил булади. Худди шундай хусусиятга вирус — 
дан ажратиб олинган унинг о^сил ^исми з̂ ам эгадир. Улар — 
нинг антиген детерминантлари 3 — 5 аминокислота 
1$олдизларидан ташкил топган булади. Кимёвий табиати ва 
физик — кимёвий хусусиятларига кура антителолар о^сил 
зардоби глобулинлари синфига киради. Уларда бош^а 
о^силларда булмаган хусусиятлар мавжуддир, яъни улар уз 
•штигенлари билан специфик муносабатда булиши мумкин. 
(9 —раем). Сунъий равишда ^айвонларни иммунизация 
^илинганда ^осил булган антителолар иммуноглобулинлар 
| ннфига киради ва улар купинча иммунология усуллари ёр — 
дамида ани!$лаш ишларида катта а^амиятга эгадир.

Ю^орида айтилгандек, ишлаб чи^илган диагностиканинг 
иммунологияга асосланган усуллари антиген ва антителонинг 
узаро таъсирига асосланган булиб, уларни шартли равишда 
Гшр неча гуру^ларга булиш мумкин:
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Вирусларни антителолар билан преципитациясига 
асосланган усуллар; Антиген ва антителонинг преципитация 
^илиниш реакцияси бирор нейтрал му^итда, масалан, агар 
гелида юз берадиган усуллар, яна бир ^атор диффузияга 
асосланган, аммо диффузия доимий электр майдони ёрда — 
мида тезлатиладиган усуллардир.

Бир к,атор усуллар эса агглютинация реакциясига 
асосланган булиб, бу ^олатда бирорта олиб юрувчи зарра 
(носитель) антителолар билан бириктирилиб унга вирус 
^ушилганда вируслар унга ёпишиб агглютинат ^осил ^илади. 
Х,осил булган агрегатларни оддий куз билан лупа ёрдамида
2 — 5 маротаба катталаштириб куриш мумкин.

Яна бир гурух, усуллар мавжуд булиб, улар жуда катта 
сезгирликка эга. Бу усуллар ишлатилганда иммун реакция — 
ларда нишонланган мода,алар (ё антитело, ё вирус) ишлати — 
лади. Нишон булиб радиоактив модадлар, флуоресценсия 
**(утувчи нурда бир рангда (яшил), ^айтувчи нурда ботика 
(кугагир) рангда товланиш э^одисаси) хусусиятига эга модда — 
лар, ферментлар ёки ДНК —зондлар —**(аввалдан таркиби 

‘ маълум булган номаълум моддаларга ^ушилиб унинг тузи — 
лишини ани!$лашда ёрдам берувчи модадлар) нишонланган 
аник, нуклеотидлар ишлатилади.

Булардан ташк,ари ^имматба^о асбобларга боглик; бул — 
ган иммунология усуллари булиб буларга иммуноэлектрон 
микроскоп ёрдамидаги усулни курсатиш мумкин.

Преципитация реакциясига асосланган усуллар.
1. КИШЛ015 хужалигида кенг куламда ^улланилган пио

нер усуллардан бири Дунин ва Попова томонидан яратилгаи, 
антитело ва антиген тутувчи томчиларни бир —бирига ара — 
лаштиришга асосланган ва амалиётда "томчи усули" (ТУ) 
деб ном олган усулни курсатиш мумкин.

Бу усул ишлатилганда усимликни тозаланмаган шира ~ 
сининг 1 томчиси антизардобнинг бир томчиси билан ара — 
лаштирилади. Бунда хлоропластларга, дужайра деворинипг 
к,исмларига, митохондрияларга ва бопща дужайра 
^исмларига ёпишган вирус зарралари буюм ойнасига томи -  
зилган бир томчи антизардоб билан муносабатда булади, 
реакцияга киришади ва куз илрайдиган преципитат ^осид 
к,илади. Бу усулнинг сезгирлиги тозаланмаган усимлик ши — 
раларидаги вирусларни жи^атдан анча пастдир, шунинг учун
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^ам бу усул усимлик ^ужайраларида кун тупланадиган ви — 
русларни ани^лашда ишлатилади. Масалан, бундай вирус — 
ларга тамаки мозаикаси (ТМВ), картошканинг X —вируслари 
киради, улар ^ужайрада ю^ори концентрацияда тупланади, 
яъни 1 кг вирус билан касалланган тамаки баргидан 1 — 3 
грамм вирус ажратиш мумкин (10а— Юг расмлар). Бонща хил 
нируслар масалан, картошканинг У  —вируси, жухорининг 
пакана мозаикаси вируслари эса ^ужайрада жуда кам ту — 
планади. 1 кг усимлик баргидан 0,02 гр ва ундан ^ам кам 
вирус ажратиб олиш мумкин (10 д раем).

9 —раем. Антитела молекуласининг тузилиши. Ofhp ва енгил 
Чпижирлар дисульфид боглар билан бириктирилган. N —томони 
с к ирги (NH3 +) ва С —томони (С00“ )кисмлар, ^амда з$ар бир занжир — 
Л*«| II иариабел (V) (узгарувчан) ва констант (С) к,исмлари курсатилган.
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"Томчи" усулнинг (ТУ) такомиллаштирилган варианта 
х;ам мавжуд булиб, улардан ^ал^а преципитация усулини 
курсатиш мумкин, бу усул ^улланилганда реакция пробир — 
каларда олиб борилади. Пробиркадаги вирусга (антигенга) 
гомолог булган антизардоб к,ушилганда вирус ва антисиви — 
ротка бир бири билан кушилган зонада ^ал^асимон преци
питат з^осил булади. Бу усулда вирусларни анш^лаш тез 
амалга ошади, аммо усулнинг сезгирлиги анча пастдир.

2. "Томчи" методнинг яна бир такомиллаштирилган т у 
р и —аммоний сульфат усулидир (АСУ). Унинг юк,оридаги 
вариантларидан фар^и шундаки, реакцияда иштирок этади — 
ган дужайра шираси к,исман аммоний сульфат ёрдамида то — 
заланади. Усимлик ширасига 1,31% аммоний сульфат соли — 
нади ва 6000 айланиш тезлигида 15 мин давомида центри
фуга к,илинади. Усимлик ту^имаси ва х,ар хил о^сил агре — 
гатлари чукмага тушади. Ва чукма устидаги сую^лик АС  би — 
лан аралаштирилади ва 3 соат давомида инкубация 
к,илингандан сунг реакция натижалари лупа ёрдамида 10 — 1 (> 
марта катта ^илиб куриб з^исобланади. АСУ картошкани ка — 
саллантирувчи вирусларни анизууашда яхши натижалар бе —] 
ради.

3."Томчи" усулининг микротурларидан бири микропре 
ципитация реакциясидир (МПР). Бу усулда оширилганда 
реакцияси гидрофоб сатзда амалга оширилади, 
бугланишнинг олдини олиш учун устига парафин суртилади, 
аралашма 24 соат давомида инкубация к,илинади ва натижа 
з^исобга олинади.

Диффузияга асосланган усуллар
Иммунодиффузияга асосланган усулларнинг асосида 

агар — агар гелида вирус (антиген) ва антителоларнинг диф — 
фузияланиш натижасида бир —бири билан учрашиб, куз га 
куринарли преципитат з^осил к;илиши ётади. Бу усуллар ви — 
рус ва АТ  ни диффузиясини утишига ^араб 3 турли булади! 
радиал иммунодиффузия (РИД), икки томонлама иммуно—1 
диффузия (ИИД) ва иммуноэлектрофорез (ИЭФ).

1. Радиал иммунодиффузия (РИД) усулида агар — агар 
гелига АС  солиниб шимдирилади ва гелда тайёрланган 
чу^урчага вирус (АГ) ^уйилади. Вирус радиал йуналишда 
тар^алади (диффузия булади) ва чут^урча атрофида антигси
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билан учрашиб преципитат з^осил булади. РИД ^улай ва 
сезгир усуллардандир. Уларни биринчи марта Ухтерлони ва 
сунгра мукаммаллаштирилган вариантларини Зильбер ва 
Абелев тиббиёт ишларида кулладилар. Кейинчалик бу усул 
усимлик вирусларини анир^лашда ишлатила бошланди. 
Шарсимон вируслар агар-агар  гелида осон диффузия б у — 
лади ва чу^урча атрофида кузга яхши куфинадиган 
^ал^асимон преципитат з^осил булади. Аммо 0,75—1% агар- 
агар геллари бушлирууарида йирик ва ипсимон вирусларнинг 
диффузияси анча ^ийин булади. Диффузияни енгиллашти — 
[)иш ва махсус преципитатнинг з$осил булишини тезлашти — 
риш учун вирус заррасини (антигенини) парчаланади ва ре — 
акцияда ишлатилади. Парчаланиш учун одатда баъзи кимё — 
вий моддалар — пиридин, пирролидон, формамид,, мочевина, 
натрий додецилсульфати (SDS) з^амда физикавий таъсир — 
лардан ультратовуш, термоденатурация ва бош^алардан 
фойдаланилади. Вирус о^силининг бу хилдаги деградацияси 
таъсирида вирус тапщи ^аватининг олигомер о^силлари з$о — 
сил булади ва уларни Д —о^сили деб аталади. Д —о^сили 
молекула массаси жи^атидан вирус молекуласидан бир неча 
баробар кичик булганлиги сабабли агар-агар  гелининг те — 
шиклари орасидан ^аршиликсиз з^аракат ^илади ва преци
питация реакцияларида иштирок этади. Шуни з$ам айтиш 
жойизки, баъзи лолларда Д — о^силининг спецификлиги ви — 
рус спецификлигидан бирмунча фар^ к,илади ва шу сабабли 
денатурация булган вирус преципитацияда иштирок этмас — 
лиги з$ам мумкин. Масалан, бундай з^олатни денатурация — 
ланган арпа чизи!уш мозаикаси вирусида (АЧМВ), картош — 
канинг X  —, С — , М — мозаикали вирусларида учратиш 
мумкин.

2. Иккиё^лама иммунодиффузия реакциясидан (ИИД)
(|>ойдаланилганда РИД каби антизардоб агарга шимдирил — 
майди, АГ ва АЗ тулдирилган чут^урчалар орасида преципи
тат з^осил булади. Бу икки усул  баъзи жиз^атларидан бир — 
Пиридан фар^ ^илса з$ам олинган натижалар ИИД дагига 
ухшаш булади (Ухтерлрони томонидан ишлаб чи^илган, 
кейинчалик микроварианти Зильбер ва Абелов томонидан 
чратилди). РИД нинг сезгирлиги ИИД никига Караганда анча 
ю^оридир. Масалан, бу з^олатни картошканинг X —вирусини 
||ПИ1ушшда яхши куриш мумкин, яъни. РИД усулида ХВК ни
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1 мкг/мл, ИИД эа эса 10 мкг/мл миедорида анизушш мумкин 
(10 —жадвал). РИД ва ИИД усулларининг сезгирлигини ХВК 
нинг Д —ок.силини аник,лашдаги ^олатини курадиган булсак, 
бу сезгирлик ^уйидагича булади: М ПР —0,5 мкг/мл, РИД —
1 мкг/мл ва ИИД — 10 мкг/мл дир.

ИИД нинг сезгирлиги к,атор омилларга богли 1у\и р. Ш у — 
лардан маълум уринни "вирус —антитело" системаси уй — ' 
найди. Чунки, 0,6% ли агар — агарда 0,1% натрий додецил 
сульфат ва АЧМ В нинг д —о^сили антизардоб иштирокида 
АЧМВ ни 0 —15 мкг/мл концентрацияда ани^лаш мумкин. 
Аммо, хулди шунга ухшаш шароитда цитрус усимликлари — 
нинг вирусларини анщганда сезгирлик даражаси 1—2 
мкг/мл гача боради. Куринишдан, биринчи ^олатда ишла — 
тилган АЗ нинг титри паст булган булиши мумкин, иккин— ! 
чидан АГ ва АЗ солинган чу^урчаларнинг кенглиги ва хджми 
орасидаги масофа, детергент тури ва концентрацияси, на— ; 
трий азиди ва агар — агарларнинг концентрацияси ва марка — 
си маълум роль уйнаши мумкин.

РИД ва ИИД усуллари ёрдамида кенг масштабда куплаб 
анализлар к,илишга имкониятлар тутилди. Масалан, 90 мм

* диаметрли Петри косачасида 500 — 600 намунани жойлашти — 
риш ва анализ р л и ш  мумкин.

3. Иммуноэлектрофорез усули (ИЭУ). Бу усул вирус — 
ларни ани^лашда, аввалгиларига Караганда нисбатан камро^ 
ишлатилади. Бу усулда чу^урчадаги АГ ни эркин радиа*л 
диффузияси доимий электр майдони таъсирида бир йуналиш 
буйлаб буладиган диффузия билан алмаштирилади. АЗ билан 
реакцияга электр майдонида з$ар хил диффузия натижасида 
з̂ ар хил масофада жойлашган АГ лар киради ва преципитат 
чувдилари з^осил булади. Денситометр ёрдамида кузатила — 
диган АГ концентрацияси ^анча ю^ори булса преципитация 
чувдилари з̂ ам шунча куп ва баланд булади.

Оптимал шароитда ИЭФ утказиб бодиринг мозаикаси 
вирусини 0,5 — 5 мкг/мл миодоргача аникдаш мумкин. ИЭФ 
ни тобамовирусларни (тобамовирус — тамаки мозаикаси ви — 
руси "инглизча1') серология типларини ани^лашда кенг иш — ] 
латилади.

Хамма иммунодиффузия усулларидан яхши натижа 
олиш АГ ва АТ  нинг агар — агардаги диффузиясига
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борликдир. Ундан тапщари баъзи з^олларда носпецифик ре — 
акциялар з̂ ам булади ва "ёлкой" преципитация линиялар 
з^осил булади. Бундай з^олни кузатиш асбобларидан бири 
денатурацияга учраган з^ужайра ^исмларини носпецифик 
бирикишидан, усимлик з^ужайра ширасидаги фитогемоагг — 
лютининлар борлигидан, усимлик полифенол ва танин мод — 
даларининг АЗ о^силлари билан реакцияси натижасида 
з^амда "ёпиштиргич" ва бошка моддалар и и бор эканликлари 
бундай з^олатларни юзага келтирадиган сабаблардандир.

Агглютинация реакциясига асосланган усуллар.
Бу усулда бирорта модда ёки з^ужайра (латекс, бенто

нит, эритроцит, бактерия з^ужайраси ва з^акозолар) АЗ билан 
нишонланади (сенсибилизация к,илинади). Агар бундай сен
сибилизация ^илинган модда ёки з^ужайра суспензиясига 
вирус зарралари к;ушилса вирус ва антизардобнинг реак — 
цияси натижасида з$ар хил размерлик агрегатлар з^осил б у — 
лади. Куйида шу усуллар з^а^ида суз юритилади.

1. Латекс усули (ЛУ). АЗ ни полистиролдан тайёрланган 
латекс зарраларига аралаштириб латекс зарраси устига АТ 
молекулаларини иммобилизацияланади, ва латекс зарраси АТ 
билан нишонланади. Бундай нишонланган латекс зарралари 
ёрдамида вирусларни ани^лашни биринчи марта Беркс то — 
монидан амалга оширилди. Латекснинг 0,81 мкм диаметрли 
зарраларини АЗ нинг гамма глобулин фракциясига зушилса 
нишонланган латекс з^осил булади ва уни диагностикум 
(ани^лагич) деб аталади. Бу усулни фитовирусларни 
ани!$лашда ишлатиш учун бир томчи диагностикумни буюм 
ойнасида ёки капилярда 1 томчи усимлик шираси билан 
араланггирилади ва махсус тебратгичда тебратилади, маълум 
муддатдан сунг натижа кузатилади ва з^исобланади. Агарда 
реакция натижаси ижобий булса, латекс зарралари бирла — 
шиб агглютинатлар з^осил ^илади, натижани оддий куз ёр — 
дамида ёки микроскопнинг кичик объективида кузатса з$ам 
булади.

Бу усул билан шолгомнинг сарик, мозаикаси (шарсимон 
формада) ани]$ланганда “томчи" усулига Караганда 25—100 
марта сезгирлик ю^ори булади, тайё^часимон вирусларни 
■ шюууаганда эса бу катталик 12—100 марта булиши мумкин. 
ХВК ва СВК тоза препаратларини анщлаганда сезгирлик
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0,1— 0,5 мкг/мл ни ташкил этади. Ани^лашга сарфланган ва^’Г
10 — 60 мин ни ташкил этади.

2. Латекс сщсил-А усули (ЛОА). Латекс усулининг 
сунгги такомиллаштирилган варианти тилла рангли стафи — 
лакоккларнинг А  —ок,силини ишлатиб амалга оширилади. Бу 
усулда латекс зарралари аввало А  —о^сили билан сенсибил — 
лашади, сунгра унинг устидан АЗ нинг иммуноглобулин 
фракцияси билан нишонланади. Долган ани^аш  усуллари 
латекс усулларидек олиб борилади. Бу усул ^улланилганда 
латекс усулига Караганда сезгирлик анча ошади. Бу усулниш 
яна бир афзаллик томони шундан иборатки, титри паст 
булган АЗ лар з$ам бемалол ишлатилаверади.

Усулнинг сезгирлиги латекс тестига Караганда картош- 
канинг У  —вирусини ва олма мозаикаси вирусларини 
ани!$лаганда 2 — 16 мартани ташкил этади. Сезгирлик ош и— 
шини з^уйидагича тушунтириш мумкин: латекс усулида ЛТ 
ларни носпецифик равишда бириктиради, Л О А  усулида ла 
текс зарралари А —о^сили билан сенсибиллаштирилганда х  а 
иммуноглобулинларни бирикиш мивдори ошади. Иккинчи - ■ 
дан ЛУ  ва АТ  лар латекс заррасига бириккан булса, ЛОЛ 
усулида эса сенсибилланган латексга маълум томони билан 
гина батартиб богланади ва антиген — богловчи марказлар-• 
нинг з^аммаси фа^ат таш^арига йуналган булади.

Латексга асосланган усулларнинг юк,ори сезгирлиги точ 
амалга оширилиши ва паст титрлик АЗ ларни ишлатиш 
мумкинлиги, уларни фак,ат лабороториялардагина эма<, 
балки кенг дала шароитларида з$ам ишлатиш мумкин. Бу усул 
ёрдамида ХВК, УВК, СВК вирусларини усимлик баргларида 
4—10 минутдаё^ ани^лаш мумкин.

3. Бентонит флокуллациясига асосланган усул (БФУ|, 
Бу усулнинг узига хослиги шундан иборатки, латекс урн им 
бентонит зарралари ишлатилади. Бентонит осон гидратла 
нувчи алюмосиликат булиб, суспензия з^олатида тур ганда, 
латекс каби носпецифик равишда о^силларни ёпиштириш 
хусусиятига эга. Шунинг учун бентонитни АЗ билан эм. и , 
балки ундан аммоний сульфат билан ажратиб олинади гяЦ 
гаммаглобулин фракцияси билан сенсибилланади. БФУ пи 
амалга ошириш ва уни натижаларини з^исоблаш Л У  га ух « 
шайди. Тамаки мозаикаси вируси, помидордаги з^ал^а доклЦ
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вирусларни бу усул билан тоза препаратда 0,3—1 мкг/мл гача 
ани^лаш мумкин.

4. Гескари гемааглютинацияси усули (ТГА). Бу усул 
фитовирусларни ани^лашда жуда кам к,улланилади. 
Фа^атгина вирусларнинг капсид о^силида гемагглютинин 
булсагина ТГА усули *>ул келади. Одатда эритроцитлик ди — 
агностикум "тескари" ^олда тайёрланади, яъни эритроцитни 
тапщи сат^ига АТ ларни би — ва полифункцияли агентлар 
(глутар диальдегиди, госсипол, формальдегид, хлорли хром, 
танин ва бопп^алар) ёрдамида "тикилади". Долган ани!$лаш 
ишлари худди ЛУ  ни эслатади. ТГА усули фитовирусларни 
<ши*у\аганда унинг сезгирлиги АЧМВ учун 0,01 мкг/мл ни 
ташкил этади. Катор вируслар учун ТГА усулининг сезгир — 
лиги ЛУ  никидан 8 — 40 марта купдир.

5. Вирус бактерия аглютинацияси усули (ВБА). Латекс, 
бентонит ёки эритроцит кабиларни урнига микроорганизм — 
ларни з$ам ишлатиш мумкин. Масалан, баъзи микроорга — 
низмларнинг танщи пуст ^аватида фанда А —о^сил деб ном — 
ланган о^сил мавжуд булиб, у  АТ лар билан специфик 
богланиш хусусиятига эгадир. Бундай микроорганизм ста — 
филакокклар авлоди вакилларидан булган тилласимон ста — 
(|>илакокк булиб, у  анча кенг куламда, >$ар хил мак,садларда 
^улланилади.

АЗ ларни стафилакокк ^ужайраларига ^ушиб, сунгра АГ 
ни ^ушилса, натижада, жуда тезлик билан агглютинатлар 
хос ил булади. Бу усул авваллари микроорганизмларни серо — 
логик гуру^ларга булишда ишлатилган эди. Кейинчалик бу 
усул фитовирусларни ани]$лащда узига хос муносиб уринни 
:))аллайдиган булди.Тилларанг стафилакоккларнинг ^ужайра 
и устидаги А —о^сили иммуноглобулинларнинг фа^ат Fc — 
участкалари билангина богланиш хусусиятига эгадир, шу 
билан бирга А Т  даги АГ бирикадиган ^исм банд булмай очщ  
^олади. Бу хусусият ^атор микроорганизмларга хос булса 
керак, аммо бу ишлар ^али чу^ур урганилган эмас. А — 
о^силининг жойланиши билан чу^урро^ танишмо^чи булсак, 
у ^ужайрани тапщи деворининг энг устки к,аватида бир те — 
кисда тарк,алган ^олда жойлашгандир. А —о^силнинг тоза — 
ланган препаратларини хроматография усули билан тоза 
)^олда олиб, унинг физикавий ва кимёвий хусусиятларини 
урганилган. Натижалар шуни курсагадики, АГ ва АТ бир —
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бири билан борланган булсада бу комплекс А  —о^сили билан 
борланиш хусусиятларини йу^отмайди. Ундан тапп$ари А']' 
нинг Fc фрагментининг А — ок,силига нисбатан мойиллиги 
ошади. А  —о^силининг бу хоссалари ва унинг микробиология 
амалиётида кенг куламда ^улланилиши ВБА усулини фито — 
вирусларни тезкорлик билан апи!$лаш учун ишлаб 
чищглишига сабаб булди. Бу усулнинг моз^ияти 
к,уйидагичадир: бир з$ажм 10 % стафилакоккнинг суспен — 
зияси 5 — 7 з^ажмда анизууанадиган вирус АЗ билан аралаш — 
тирилади. Х.осил булган комплекс диагностикум дейилади. 
Намуналардаги вируснинг мивдорини ани^лаш учун диаг — 
ностикумнинг бир томчисини буюм ойнасидаги бир томчи 
вируси бор намуна билан аралаштирилади. Пайдо булган 
агглютинатларни оддий куз билан з$ам куриш мумкин. Бу 
усул билан вирусларни 0,2 —0,5 мкг/мл гача аншушш мумкин 
Бу усулнинг сезгирлиги РИД, Ф И А  ва И Ф А  усулларникига 
як,инлашиб боради. ВБА усулининг оддийлиги кам реактив - • 
ларнинг сарфланиши з^амда кам ва^т талаб к,илишлиги ама -  
лиётда куп муаммоларни ечишда р;ул келади ва уни кенг 

t тар^алишига сабаб булади. Бу усулнинг авторларидан бири 
булган Чирков С.Н. та д к.и ̂ отлар и да бу усулнинг кенг ку — 
ламда ^улланиб 7 та з̂ ар хил гуру^га мансуб вирусларни 
ани^лашда ишлатилган. Усулни тежамлилигини шундан 
курса >>ам булади, масалан, ишлатиладиган АЗ лар 100 — 200 
мартагача суюлтирилиб сунгра ишлатилади. Хужайрада кам 
тупланадиган вирусларни анигууаганда усимлик ширасини 
2000 мартагача суюлтирилганда з$ам ВБА усули ^ул келади 
Бу усул билан бодиринг, арпа мозаикалари вирусларини 32-- 
64 марта суюлтирилганда з$ам касал усимлик шираларида 
ани!у\.анди.

Маълумки, олинган АЗ ларда АТ  лардан ташкдри куп — 
гина ^ондаги х;ар хил о^силлар булади. Буларнинг орасида и 
АТ  ларни тоза з^олда олинган препаратлари ишлатили(>, 
усулнинг сезгирлигини янада ошириш мумкин. Чирков то — 
монидан тозаланган АТ лар ишлатилиб усул сезгирлигини
0,002 мкг/мл гача оширилади. К.исман тозаланган аммонии 
сульфати ёрдамида ажратилган гамма глобулин фракцияси ни 
ишлатилганда эса сезгирлик 0,2 мкг/мл ни ташкил килади, 
холос.
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Носпецифик реакцияларнинг олдини олиш ма^садида 
ю^ори титрли АЗ ларни ишлатиш ма^садга му во фи к, булади. 
ВБА усули ^ужайрада куп тупланадиган вирусларни — X, У, 
М каби картошка вирусларини, тамаки, бодиринг мозаикаси 
вирусларини аникдашда кенг куламда к, улла н и л м о вд а. Ана 
гну билан бир кдторда баъзи усимликлардаги вирусларни 
ани!у\аш зарур булганда усимликларнинг усиш ва ривожла — 
ниш жойига к,араб уларда тупланадиган баъзи моддалар 
носпецифик реакцияларнинг содир булишига сабаб булиши 
мумкин. Масалан, бу ^одисани Ленинград областида поми
дор вирусларини (ТМВ) ни ани^лаганда кузатилди. Шу 
усимлик вирусини ВБА усули билан жанубий минта^аларда 
ани!$ланса (масалан, Тошкент областида) носпецифик реак
ция, аксинча кузатилмайди. Демак, усимликларнинг ривож — 
ланиш ери унда тупланадиган баъзи моддалар ВБА усулида 
ани^лаш ишларини олиб боришга ^алак,ит ^илиши мумкин. 
Бундай вак.[гларда усимлик ширасини центрифуга ^илиниб 
к>исман тозаланса, носпецифик реакциянинг олди олинади.

ВБА агглютинация усулларига асосланган усулларнинг 
>нг афзалидир. Чунки "томчи" ёки "аммоний сульфат" 
усуллари ёрдамида вирусларни ани!$лаб булмаган ^олларда 
ВБА усулида вирусларни бемалол анщласа булади. Шунинг 
учун з$ам картошкани кузчаларидаги, усимталаридаги кам 
микдорда тупланадиган картошка вирусларини юк,оридаги 
усуллар да аник.лаб булмаган ^олларда ВБА усули ёрдамида 
муваффа^ият билан ашп^ланади. Бу усул яна картошка ви — 
русларини, жухорининг пакана мозаикаси вирусларини 
гу^имада тупланиш динамикасини урганишда ^ар хил на — 
вларга караб картошкада вирусларни з$ар хил тунланиши 
мумкинлигини курсатиб беради.

Ш у билан бир ^аторда иммунология усулларини со — 
лиштирма урганишлар меристемадаги чиннигул вирусларини 
РИД, ИИД, ВБА ва И Ф А  усуллари билан ани^лаш мумкин — 
лигини курсатади. Аммо ёз фаслида ВБА усули, куз ва р ш  
фаслларида эса тузима вирус миедори кам булган х,олларда 
ИФА усули яхши натижалар беради.

Нишонланган моддалар ишлатишга асосланган усул
лар.

Ю^орида келтирилган преципитация ва агглютинация 
реакцияларига асосланган усуллар ани!$ланадиган вируснинг
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мик,дори намунада куп булишини талаб этади. Табиийки, 
иммунохимия реакциясида ^атнашадиган АТ ни ёки АГ ни 
бирорта модда (фермент, радиоактив моддалар) билан ни — 
шонланса, иммунохимия реакциясини утишини яхшилаб, 
усул сезгирлигини бир неча мартага ошириш мумкин. Кей 
инги йилларда ^ар хил нишонларга асосланган усуллар ри — 
вожланмовда. Булардан РИА, ФИА, И Ф А  ва комплемент.» |> 
ДНК —зондга ("дот —спот") асосланган усулларни курсатиш 
мумкин.

1. РИА усули. Сезгирлиги жщатидан энг мукаммал 
булган иммунология усулларидандир. Бу усулнинг мо^ияти 
шундан иборатки, бирорта вирус АТ си радиоактив йод (11 'г‘ 
ёки I131) билан нишонланади. Бу усулни фитовирусологияда 
1973 йилда Болл томонидан ^улланилди. Аввало ^атти^ фа 
зага (полистиролдан к,илинган чу^урчалар мажмуаси) виру* 
зарраларининг АТ  лари иммобилизация (полистирол ги 
богланиб, з^аракатсизланиш) ^илинади ва ундан сунг АГ со -  
линади ва маълум ва^тдан сунг нишонланган АТ  лар соли 
нади. Бу усулни ишлатиб вирус анш^ланганда сезгирлик (),.'>

* мкг/мл дан то нанограммаларгача булиши мумкин. Масалан, 
Габриель уз у^увчилари билан ушбу усулни ^уллаб гулкарам 
мозаикаси вирусини 5 нг/мл гача сезгирлик билан anHiyuyyi

2. Флуоресцент зондлар (Флуресценция бирорта мод 
данинг (м., хлорофилл) }Ьувчи нурда бир рангда (яшмл) 
^айтарувчи нурда бопща (^унгир) рангда турланувчи хусу ■ 
сияти). ( Зонд аввалдан таркиби маълум булган ва номаълум 
моддага ^уптиб унинг тузилишини ани^лашда ёрдам беру ими 
модда.) ёрдамида вирус аникдаш усулларида лкэминесцонТ 
нишонни аиизууанмо^чи булган вируснинг АТ си таркиби га 
киритилади. Ж ухори хлорози вирусини АТ  сини ф луресцст 
зонд билан кимёвий узгартириб ю^ори сезгирликдп 
ани!$ланганлиги бунга мисол булиши мумкин. Бу усул 
фа^атгина вируснинг ми(у\орий аник^лашдан тапщари, касяЛ 
усимлик ту^ималарида жойлашган урнини ани^лашда tytM 
катта аз^амиятга эгадир.

3. Иммунофермент анализи. Кейинги йилларда нвшОЙ 
сифатида биокатализаторлар — ферментлар ишлатилмовда. Rf 
з^олда фермент утказадиган реакция иммун реакцияни ушы 
хос “молекулали кучайтиргичи" булиб хизмат ^илади. Им 
мунофермент усули микроорганизмларни, вирусларни И4
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бош^а тур моддалар ни ани^ашда махсус урин эгаллайди ва 
иммунология усуллари орасида фитовирусларни 
аниг^лайдиган энг сезгир усул ^исобланади.

1976 йилда Адамс ва Кларк усимлик вирусларини 
ани^лашда биринчи марта И Ф А ни к,уллади. Бу усулнинг 
мо^ияти шундан иборатки, фермент ёки кофермент утадиган 
кимёвий реакцияни тезлаштиради.

Х.озирги ва^тда ишлатиладиган И Ф А 4 принципга 
асослангандир: титрлаш, конкуренция, экранланиш ва "сэн
двич" — вариант. Бу принциплардан усимлик вируслари 
аницлаш амалиётида энг куп ^улланиладигани "сэндвич" — 
вариантдир. Бу принципни ^уллаб вирус анш^лаш 
^уйидагича амалга оширилади. Полистирол платаларга 
(Полистиролдан ясалган АТ ларни иммобилизация ^иладиган 
чу турчалар мажмуаси) аникланадиган вируснинг иммуног — 
лобулинлари иммобилизация 1$илинади ортикча АТ лар ювиб 
ташланади. Унинг устига аии^анадиган вирус намунаси 
^уйилади, маълум ва^т инкубация ^илингандан сунг ёпиш — 
маган ортикча вирус иммуноглобулинлари иммобилизация 
^илинади, сунгра ортикча АТ лар ювиб ташланади ва сунгра 
анирууанадиган вирус намунаси ^уйилади, маълум ва^т ин
кубация ^илингандан сунг ёпишмаган ортикча вирус ювиб 
ташланади. Сунгра фермент билан нишонланган конъюгат 
к,уйилади. Маълум муддатдан кейин яъни инкубация 
 ̂илингандан сунг конъюгатнинг ^ам орти^часи ювиб таш — 

ланади ва нишон сифатида ферментга хос субстрат соли — 
пади. Субстратни фермент томонидан парчаланганда ^осил 
булган модда рангли буладиган булса платаларда ёр^ин ранг 
^осил булади. Рангнинг куп ёки камлиги вируснинг борли — 
1'ини ёки камлигини ёки йут^лигини курсатади. Фермент — 
субстрат жуфтини мослаб, у  ёки бу субстратни ишлатиб 
э^осил булган моддаларнинг ранги, электр утказувчанлиги, pH 
нинг узгариши, бирорта моддани ^осил булиши ёки 
пук,олишига ^араб ишлатиладиган И Ф А  усулининг аниз^лагич 
аппаратларини тузиш ва уларни автоматлашган э^олда 
а ни^лашга утказиш мумкин. Баъзи ва^тда микроплаталарга 
иммуноглобулинлар ёпиштирилиб утирмасдан, тугридан — 
тутри ани1у\анадиган вирус (АГ) ёпиштирилади ва долган 
аникдаш йуллари ю^орида курсатилгандек олиб борилади. Бу
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усулга И Ф А  нинг "сэндвич" турининг "тутри" тури дейила — 
ди.

И Ф А нинг боннца бир куринишига эса "нотутри" тур 
дейилади. Бу ^олда платаларни АТ ларни сенсибилизация 
(сезиш — инглизча) цилиб ёки ^илмасдан з̂ ам ишлатиш 
мумкин. Фермент билан иммуноглобулинлар эмас АТ лар 
нишонланади. К,°лган ани^лаш ишлари ю^оридагидек олиб 
борилади.

И Ф А  усулининг сезгирлигини оширишнинг бирдан би — 
ри тозаланган АТ лар ишлатишдир. АТ ларни тозаланши 
аммоний сульфат, полиэтиленгликоль каби чуктирувчи мод — 
далар билан гаммаглобулин фракцияларини олиш каби 
усуллари урнига хроматография, айии^са, биоспецифик 
хроматография усуллари катта натижалар бермоеда.

Хозирги вак,тда АТ ларни олишни ген инженерлиги 
ёрдамида амалга ошириш ишлари йулга ^уйилмо^да. Олин — 
ган АТ лар маълум антиген детерминантга (вирус устидаги 
АТ ^осил ^илишда иштирок этадиган бирикма) хос булгани 
учун уни моноклонал АТ  дейилади. Вирус ок,силининг юза - 
сида бир нечта юз аминокислота ^олдигидан иборат антиген 
детерминанта эпитоп дейилади. Шунинг учун ^ам х;айвон 
i^oнидан олинган зардобда купгина х;ар хил АТ лар типи уч — 
райди. Уларнинг ^ар бири о^сил молекуласининг бирорта 
эпитопига мос келади. АТ ни ^ар бир типи узининг В лим 
фоцит клони томонидан х;осил булади. 5^осил булган АТ  лар 
моноклонал АТ  лар дейилади (М КАТ). М КАТ ишлатиш вирус 
штаммларини нозик серотипларга гуру^лашда жуда ^ул ке — 
лади. Масалан, ТМВ нинг унта штаммини серотипларга аж 
ратиш М КАТ ишлатган х;олда И Ф А  усулида аникланганда 7 
та з;ар турли штаммлар эканлиги анщланди.

И Ф А  ёрдамида куплаб вирусларнинг тозаланган препа — 
ратларида, усимлик шираларида утасезгирлик билап 
а н и м а т  мумкинлиги 11 — жадвалда курсатилган

11 — жадвал
ИФА ёрдамида фитовирусларни диагностика ^илиш

Вирус гу— 
ру^лари Вирус номлари Намуна турлари

Сезгирлик
даражаси

Клостеро — цитруслар вируси Апельсин дарах — 2-20 нг/м1
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вируслар тининг э̂ ар хил 
дисмлари

Потивирус
лар

жухорининг пакана 
мозаикаси вируси

жухори барги 1—40 нг/м

Карлови — 
руслар

хмел мозаикаси ви
рус и

тоза вирус 10 нг/мл

Потексви — 
руслар

беданинг ov, мозаи — 
каси вируси

беда барги 5 нг/мл

Гордеови — 
руслар

арпа штрихли мо — 
заикаси вируси

apria уруги 5 нг/мл

Тобамови — 
руслар

ТМВ тамаки барги 1 нг/мл

Беда мо —
заикаси
вируси

Беда мозаикаси ви — 
руси

беда барги 5 нг/мл

Кукумови — 
руслар

бодринг мозаикаси 
вируси

тоза вирус 10 нг/мл

Каулимо
вируслар

чиннигулни з̂ алк;а 
на^шли вируси

чиннигул барги 1 нг/мл

Реовируслар шолининг пакана 
чизи^ли вируси

шоли барги 1:320

1 Нанограмм —0,000 ООО 001 граммга тенг булиб, нано 
сузи лотинча тук,к.из деган маънони англатади.
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29~машрулот 

Вирус бактерия агглютинацияси усули
ВБА усулини ю^орида баён этилган усуллар билан со — 

лиштирилганда унинг к,уй и да ги афзалликлари намоён була — 
ди: диагностиканинг анигушги ВБА усули ишлатилганда 5 
марта ошади, шу билан бирга вирус анигууаш сезгирлиги
0,2 —0,5 мкг/мл ни ташкил этади, "томчи" усулига Караганда 
'10—12 минут кам ва^т сарфланади. Вирус билан касалланган 
усимликдан олинган ширада вирус 32 мартагача суюлтирил — 
ганда ТУД билан 10 — 20 минут давомида анш$ланса, шу на — 
мунани ВБА усулида 1—2 минутда анигучаса булади. Титр 
даражаси 1:32 булган АЗ билан 100 та анализни ^илиш учун
1 мл 50—100 марта суюлтирилганда АЗ ишлатилади ва унга 
кетадиган в а к/г 5 — 6 соатдан ошмайди.

Ишдан ма^сад. ВБА усулини урганиш ва у  ёрдамида 
к,ишло^ хужалик усимликларида, вирус сакловчи резервато]) 
усимликларда, вирус тар^атувчи ^ашоратларда, усимликларга 
ишлов берувчи асбоб — ускуналарда, тупровда ва бопща на — 
муналарда вирусларнинг борлигини, ^айси таксономия г у -  
ру^ига мансублигини ани^ашда ^амда тажрибахоналарда 
олиб бориладиган з$ар хил анализлар ^илишдир.

Материаллар: вирусли намуна, корунд ёки корборунд, 
фрейнд адюванти, Staphiloccus aureus Кован штамми, иммун 
зардоб олишда ишлатиладиган ^айвонлар: (2 — 2,5 кг ли 
Шиншилла зотига мансуб ^уёнлар)

Ани^лагич усимликлар: Nicotiana tabacum Самсун нави 
lycopersicum esculentum Юсупов нави ёки бопп^а вирусга 
сезгир ва вирус куп тупловчи усимликлар.
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Ускуналар: Минутига 6000 айланадиган центрифуга, 
пробиркалари pH метр, , аналитик ва техник тарозлар, сув 
пурковчи насос, спектрофометр Сф —26, 1,2 ва 5 мл шприц — 
лар, термостат, кристализатор, магнит аралаштиргич, усим — 
лик ширасини си^иб чи^арадиган ^урилма (пресс).

Реактивлар: "Дифко" агари, натрий хлор, формальде
гид, мертиолат, вирус билан касалланган усимлик барги, 
вируснинг тоза препарата, антизардоб, дистилланган сув, 
фосфат буфери (Na2H P04-2H20 ва К Н2Р 0 4), А  о^силини 
тутувчи стафилакокк реагенти.

Ишнинг бориши: Тамаки мозаикаси вирусининг тоза
ланган препаратини олиш. Помидорни ТМВ нинг штамми 
билан касаллантирилган барглари 2 — 3 ^афта давомида м о
заика аломатлари пайдо булгунча исси^хонада са^ланади. 
Сунгра 500 г касалланган помидор баргларини 0,1 М pH, 7,5 
булган фосфат буфери иштирокида гушт майдалагичда 
майдаланади (материал ва буферни нисбати 1:1 ^исобида 
булади). Бу массани 4 к,авагг докадан утказилади. Докадан 
утган суюкликни 20 мин 10 000 айланиш тезлигида центри
фуга ^илинади ва чукма усти суюрушгига 1/8 миедорда хло — 
роформ солиб яхшилаб чайк.атилади. Чукма усти сую^лигига 
эса 25% микдорда сульфат аммоний тузидан ёки 4% поли — 
этиленгликоль ва 4% ош тузи солинади. Бир соатдан сунг 
чукмани центрифугалаш ёрдамида (10 000 айланиш тезли — 
гида) ажратиб олинади ва уни 0,05 М  pH 7,5 фосфат буфе — 
рида эритилади. >^осил булган эритмани эримаган модда — 
лардан тозалаш учун яна бир марта 10 000—12 000 айланиш 
тезлигида 5 — 7 минут давомида центрифуга ^илинади ва 
эримаган з^исм ташланади. Чукма усти сую^лиги 3% грану— 
лаланган агар гели тулатилган хроматография колонкасидан 
утказилади ёки ультрацентрифуга ёрдамида 35000 айланиш 
тезлигида 2 соат давомида центрифуга ^илинади. Чукма 0,05 
М  фосфат буферида эритилади. Ультрацентрифугада чукти — 
риш ва эритиш ишларини 2 — 3 марта такрорлаб тоза вирус 
препарата олинади. Олинган вируснинг миадори спектро — 
фотометрда ани1у\ангандан сунг ^уён организмига ^ар хил 
усуллар билан юборилади (к,уло^ венасига, оё^ мушагига, 
курак териси остига ёки бир нечта усулларни кетма —кет 
^улланилади). Венага юборилганда 3, 5, 7, 9, 11, 13 мг/мл ви — 
русни кунора 0,85% ли ош тузи эритмаси ^ушиб юборилади
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(1:1 нисбатда). Охирги инъекциядан 10 кун утгандан сунг, 
40 — 50 мл дан з^афта давомида 3 марта цон олинади. Олинган 
^оннинг учта гтартиясини ^ам 37°С да термостатга ^уйилади,
2 — 3 соатдан сунг 5°С да совутилади (5 — 6 соат). Сунгра се — 
кин аста ^оннинг зардоб ^исми ивиб долган ^исмидан аж 
ратилади. Зардоб ^исмини 6 ООО айлантириш тезлигида 
центрифуга ^илиб, .̂олдик, ^он элементларидан тозаланади. 
Чукма усти сукиучигидаги ^оннинг зардоб ^исми (АЗ) титри 
анизучанади. Титрни аншучаш учун "томчи" усули ёки ИИД 
усуллари к,улланилиши мумкин. АЗ солинган идишга унинг 
титри, титр aimiyvaiH усули ёзилади зуш 1—2 томчи хлор о - 
форм солинган з^олда музлатиб сазучанади.

Стафилакоккни тайёрлаш. Охирги ва^тларда А  — 
ок;силни тутувчи стафилакокк реагенти Ленинграддаги 
Эпидемиология ва микробиология илмий текшириш инсти — 
тутида чи^арилмоеда. Ш у стафилакокк реагентининг бир 
флаконига 5 мл (ёки 5— 10% гача суспензия) физиологии 
эритмаси ^ушилади (0,008 М  фосфат буферига 0,14 мМ ош 
тузи, pH 7,2 — 7,5) ва эригунча чай^атилади. 5^осил булган 
чукма диагностикум тайёрлашда ишлатилади.

* Диагностикум тайёрлаш. Пробиркада бир томчи ста — 
филакоккни 5 — 7 томчи суюлтирилган (50 — 100 марта) АЗ 
билан аралаштирилади. ^осил булган аралашмадан бир 
томчидан олиб (0,2 мл) шиша пластинкага томизилади, сун — 
гра унинг устига бир томчи буфер ^ушилади ва аралашти — 
рилади. Агар АЗ кераклигича суюлтирилмаса, стафилакокк 
^ужайраси агрегацияланади. Бу з$олда пластинкада о р ш  
рангга хос булмаган реакция кузатилади. АЗ ни ишлатиш 
учун зарур булган суюлтирилиш даражаси — энг сунгги агг
лютинация з^осил булган миздори (титри) з^исобланади.

Контрол реакция утказиш. ВБА—усулида реакция у г — 
казиш жараёнида сутолтирилмаган АЗ ишлатилганда ёки сок 
усимлик дужайра компонентларига з$ам хос АТ АЗ таркибида 
булса носпецифик реакция пайдо булиши мумкин. Ёки баъзи 
тур усимликлар з^ужайрасидаги шира стафилакокк билаи 
вируссиз зуш агглютинантлар з^осил ^илиши мумкин.

Носпецифик реакциянинг олдини олиш учун Атабеков 
ва Чирков c o f  усимликнинг шираси билан контроль реакция 
угказишни таклиф этишган. Бу анализ жараёнида иммуно — 
диагностикум томчисини c o f  усимлик шираси билап
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кушилади. Носпецифик реакция з^осил булса АЗ ни суюлти — 
риш ор^али уни йук,отилади. Хар бир cof усимлик шираси 
билан контроль реакция к,уйиб куриш керак.

Усимлик шираси томонидан з^осил буладиган носпеци — 
фик реакцияларни ани^ашда стафилакокк билан нормал 
^уён АЗ дан тайёрланган диагностикум билан з$ам контрол 
реакция олиб бориш мумкин. Бу з^олда агглютинантлар з;осил 
булса, демак шу усимликнинг ширасида носпецифик реак
ция з^осил ^иладиган моддалар бор деб з^исоблаш мумкин.

Вирусли намуналарни анализга тайёрлаш. Вирусли 
намуналарни анализ з^илиш учун помидор, булгор ^алампири 
барглари ёки ёш ни доллар ёки бош^а хил вирусли намуна — 
ларни чинни з^авончаларда 1 — 2 гр ни 1 — 2 мл 0,008 М  фос — 
фат буферли физиологик эритмасида эзилади (майдаланади). 
Тайёр булган материал усимликнинг да га л ту^ималаридан 
тозалаш учун центрифугада 15 минут давомида 6000 айланиш 
тезлигида центрифуга ^илинади. Чукма усти суютушги эса 
диагностикум солиб реакция утказишга тайёр намуна з̂ и — 
собланади. Вируснинг табиатда айланишида вирус 
тар^атувчи з^ашаротлар, вирусни ^ишда ва бош^а ва^тларда 
узида сак^ловчи резерватор усимликларни таз^лил ^илишда 
баъзан носпецифик реакциялар з^осил булиши мумкин. Бу 
лолларда з$ам ажратилган усимлик ширасини центрифуталаш 
ёки фильтрлаш йули билан носпецифик реакциялардан 
к,утилит мумкин, з^амда параллель равишда c o f  усимлик 
шираси билан з$ам контрол реакция утказиш ма^садга му — 
вофикдир.

Уругчилик муаммоларини з$ал ^илишда урутда вирус 
борлигини ани}у\аш ишларида усулнинг сезгирлигини оши — 
риш учун ypyFHH ундириб, унда усиб чивдан нщ олни ана — 
лизга ишлатса анча яхши булади. Чунки мивдори оз булган 
вирус низ^ол усиши билан купайиши мумкин ва ани!$лаш 
ишлари осонлашади. Катта масштабларда вирусларни 
аниклашда усимликлардан шира ажратиб олиш учун махсус 
шира ажратгич асбобдан фойдаланилади. Намуна материал — 
ни тахминан 3 — 5 гр ни махсус ячейкага жойлаб, махсус 
боск,ич билан эзилади. Баргдан эзиб чик,арилган шира ^ушни 
чу^урчага оциб утади. Чукурча з^ажми 0,2 —0,4 мл ни ташкил 
этади. Ажратилган ширани бир неча марта суюлтирилиб (2,
4, 8, 16 ...) сунгра диагностикум томизиб вирус ани^анади.
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Диагностика утказиш. Помидорда ТМВ ни анит^лаш 
учун тахлил ^илинаётган баргдан тайёрланган намунани (0,2 
мл) шиша пластинкага (15x20 см2) томизилади, >$ар бир на — 
мунага авваддан тайёрланган ТМВ диагностикумини 
кушилади ва шиша тайё^ча билан аралаштирилади. Агглю — 
тинат х/х:ил булиши 1 — 3 минут ва^тни талаб этади. 5$осил 
булган агглютинатларни оддий куз билан кузатиш мумкин. 
Стафилакокк билан АТ дан диагностикум ва унга вирусли 
намуна ^ушилгандан сунг агглютинат з$осил булиши схемаси
11 — расмда курсатилган.

ВБА усулида сифат реакциясигина олиб борилмасдан, 
миодор реакциясини з$ам к,илса булади. Миедори авваддан 
аник, булган вирус препарати суюлтирилади, сунгра говори да 
тахлил т^илинганидек вируснинг митууэри анщланади (12 — 
жадвал). Параллель касал усимлик шираси з$ам бир неча 
марта суюлтирилади ва энг охирги реакция з^осил булган 
намуна аттик, вируснинг энг охирги реакция з^осил булган 
намунасига солиштирилади ва митууэри тоза препарат 
митууэри билан тенглаштирилади. Тугри келган концентра
ция ширанинг суюлган концентрациясидаги вируснинг 
митуузрини белгилайди.

12 — жадвал
Усимлик ширасидаги вирус митуузрини аниту\аш

Томатдаги тамаки мозаикаси вируси

Тоза вирус препарати Усимлик ширасидаги 
вирус

Аникланадиг 
ан намуна — 
даги вирус

Вируснинг 
мивдори 
мкг /мл

Реакция
натижаси

Суюлиш
даражаси

Реакция
натижаси

Митууэри
мкг/мл

1 ++++ 1 :2 ++++
0,5 ++++ 1 :4 ++++
0,25 +++ 1 : 8 ++
0,125 ++ 1 :16 ++
0,65 ++ 1 :32 + 0,3
0,32 + 1:64 -
0,16 - 1 :128 -
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Жадвалдан олинган натижаларни солиштириб, охири 
агглютинация реакцияси тоза нрепаратда 0,32 мкг/мл миедор 
билан булганлигини курамиз. Бу мик,дор суюлтирилган 
усимлик ширасидаги 1:64 даражага ту/три келади. Демак, ка — 
сал усимлик ширасида 0,3 мкг/мл ТМВ бор экан деб хулоса 
^иламиз.

Худди шу усулни к,уллаб боища усимликларда з$ам ви — 
руснинг сифатини ва миздорини ани^аш  мумкин.

Адабиётлар
1. Атабеков И.Г., Чирков С.Н. Методические рекомендации 
но применению реакции виробактериальной агглютинации 
(АБВ—тест) для диагностики вирусов растений. —М., 1995. с. 
20 .

2. Ваз^обов А.Х., Юлдашев Ж.Ю., Давронов К.С., Дездоэнова
3.Н., Рахимов М .М  Ускоренная диагностика растительних 
вирусов реакцией виробактериальной агглютинации. М ето
дические рекомендации. Ташкент, 1988. 16 с.
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11 — раем. Вирус бактрия агглютинацияси реакциясининг схе - 
маси (чизмаси) (Чирков, 1983)

ЗО-маинулот 

Томчи-усули

Бу усул вирусология амалиётида тезкор, анча осон ва 
ялпи ^илинадиган анализларда ^ул келадиган усул булиб, 
асосан ^ужайрада вирус мивдори куп тупланадиган (1 кг
0,1 — 1 г) усимликларнинг анализида ишлатилади. Одатда бу 
усул ишлатилганда антизардобни титри имкони борича 
гок,ори булиши мак,садга мувофщ булади.

Ишдан ма^сад. "Томчи" усулини урганиш ва у ёрда — 
мида усимликлардаги (ту^ималардаги), х/ппоратла рда ги ва

^  антитела
тн

вирус
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бошк,а вируси борлигини ани^ланиши зарур булган наму — 
налардаги вирусни тезкорлик билан airaiyvaur.

Материаллар: вирусли намуна (ТМВ билан касаллан — 
тирилган тамаки барги) ТМВ —иммун зардоби, буюм ойнаси, 
шиша тайё^ча, фильтр к,огози, дистиллнган сув, пробирка — 
лар, пипеткалар.

Ишнинииг бориши: Вирус— бактерия агглютинация 
усули машгулотида баён этилганидек помидорнинг тамаки 
мозаикаси вируси билан касалланган баргларидан 5 граммча 
олинади ва уларни чинни ^авончада эзиб ёки махсус 
"^исгич" асбоб ёрдамида унинг шираси ажратиб олинади.

Буюм ойнасининг икки жойига 2 — 3 см масофа 
узо!ушгида зардоб солинади, чап томонга — нормал (назо — 
рат, ^уёнга вирус юборилмасдан олинган) ва унг томонига 
вирусга $арши олинган специфик антизардоб солинади. 5 а̂р 
бир зардоб томчиси ёнига бир томчидан (0 ,1 —0 , 2  мл) таджик, 
^илинадиган усимлик ширасидан томизилади. Усимликнинг 
ширасини олиш учун эса уни майдалаб к,ир^илади, сунгра 
чинни ^авончада (ёки махсус мослама ёрдамида усимликдан 
уни шираси ажратиб олинади) гомоген масса ^олатига кел— 
гунча эзиб майдаланади, сунгра уни икки ^ават докадан ут — 
казилади. Докадан сик,иб олиш жараёнида биринчи си^иб 
олинадиган икки томчи узида вирусни камрок. тутгани учун 
гашлаб юборилади ва ундан кейинги томчилар йигиб чи^ади 
ва тажрибада ишлатилади. Томдирилган усимлик ширалари 
антизардоблар билан махсус шиша таё^ча ёрдамида ара — 
лаштирилади. Аввал усимликдан ажратилган шира назорат 
антизардоб билан, сунгра эса специфик антизардоб билан 
аралаштирилади.

Агар тадаи ^илинаётган усимлик ширасида вирус 
миадори етарлича булса 2 — 20 минутдан сунг (18 —20°С) да 
специфик антизардоб билан аралаштирилган усимлик ш и
расида чукма х,осил булади. Нормал антизардоб билан ара — 
лаштирилганда чукма кузатилмайди. Реакция натижаларини 
яхши кузатиш учун лупадан фойдаланилса, реакция нати — 
жаларини анча осонлик билан аниклаш мумкин булади.

Реакция натижаси ^уйидагича белгиланади: реакция 1 —
2  минут ичида йирик —йирик преципитатлар (чукма) з^осил 
булиши — 4+, преципитация даражаси анча секинро^ ва 
камрок. булса — 3+, преципитат з^осил булса — ю аввалгилардан
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1 — 2  баробар камроз^ булса — 2 +, реакция 2 0  минутгача 3 5 0  — 
сил булса, преципитатни борлиги аник, билинса —ю, аммо 
аввалгилардек булмаса уни — 1 + билан, борлиги ани^ 
эмас, чунки назорат вариантдан фар^ ^илади, аммо бор хам 
,йук, э$ам, деб булмайди, бу ^олатда ±, ани^ реакция кетма — 
ганлиги куриниб турса,, уни — билан белгиланади (13 — 
жадвал). Олинган натижаларни дафтарга ^айд этилади.

13 — жадвал
‘Томчи" усули билан вирус титрини анираш

Вирус анти 
зардоби ва 

уни суюлиш 
даражаси

Вирус билан касаллантирилган усимликдан 
олинган шира ва уни суюлиш даражаси

Суюлтирил — 
маган анти 

зардоб

П2 '
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128
1:256
1:512

1:1024
1:2048
1:4096

++++

++++ 
■н +■< 
++ +

Суюлмаган 
усим. ши

раси 
++ +
++ +
++

1:2 
++ +

1:4 1:8
+

1:16 1:32

Эслатма: 4+ — Анщ  ва мул преципитат кузатилади.
3+— Преципитат мул, аммо биринчи вариантдан 
анча кечро^ х,осил булади.
2+ —Аввалги иккисига Караганда камро^ ва кечрок, 
реакция кузатилади.
+ — Реакция кузатилади.
— — Реакция назорат вариантларидек булади.
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Реакция натижаларини оддий куз ва лупа ёрдамида ку — 
затилади. Аник, натижа олинмаган таодирдаё»; реакция ут — 
казилаётган буюм ойнасини ^улга олиб секин аста 
^имирлатилса преципитатни кузатиш анча явдоллашади.

Адабиётлар
Дунин М.С., Попова Н.Н., Капельный метод диагностики виру

сов в растениеводстье. Москва, 1937.

31-машкулот 

Иккиё^лама иммунодиффузия реакцияси (ИИД).

Ишдан мацсад. И И Д —усулини урганиш ва у  ёрдамида 
}$ар хил объектлардан олинган намуналарда вирус борлиги — 
ни, серология жи^атидан ^ар хил вирус штаммларининг 
як,ин к,ар индо шл и гини, ^исман ^ариндошлигини, ухшашли — 
гини, умуман ухшаш эмаслигини реакцияда ^осил булган 
преципитация чизи^арига ^араб ани^лаш усуллари билан 
ганишиш.

Материаллар ва цуроллар
Реактивлар: усулни ишлатиш учун махсус олинган АЗ, 

агар-агар ("Дифко" агари) ёки агароза (агар — агарнинг 
нейтрал к,исми, махсус усул билан зарядли гурухли агаро — 
пектиндан тозаланган), агар —агарни эритиш учун ^ар хил 
эритмалар: 0,07 М  фосфат буферига 0,15 М NaCl солинган 
pH 7,2 булган эритма (9 щ см  0,15 М NaCl ва 1 ^исм 0,07 М) 
фосфат буфери. Фосфат буферини тайёрлаш: КН2Р04 — 9,073 
г/л; Na2P 0 4-2H20  — 11,87 г/л: 29,6 мл КН2Р 0 4 эритмасини 100 
мл гача Na2H P 0 4 эритмаси билан олиб борилади. Натижада 
pH 7,2 га тенг 0,07 М  фосфат буфери ^осил булади, i^opa 
амид, метанол, сирка кислотаси, вазелин.

Ускуналар: агар-агар гелида чу^урча ^осил ^илиш 
учун ишлатиладиган махсус штамп (^олиплар), вакуум насо
си, “шайтан", агар-агар  ^уйиш столчаси.

Ишнинг бориши. Бир процентли "Дифко" агари эрит — 
масини вирус учун оптимал ^исобланган буферда (ТМВ учун
0,05 М  фосфат ёки 0,05 М трис —НС1 буфери ^исобланади) 
тайёрланади. Антисептик сифатида мертиолат ёки натрий
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азидини ишлатиш мумкин. Баъзи бир узунчо^ вирусларни 
(масалан: ж>Ьсорининг пакана мозаикаси, u io a fo m  мозаикаси 
вирусларини) ани^лаганда 0,1% натрий додецил сульфат со — 
линади. Ш у реактивлар солиб тайёрланган агар —агарни сув 
^аммомида эригунча ^айнатилади. Сунгра 25 мл улчаб оли — 
нади ва хпайтон билан горизонтал ^илиб урнатилган ойна 
пластинка устига (9x12 см) о^исталик билан ^уйилади ва 
совуб к,отгунча ва парланишни камайтириш ма^садларида 
i^on^o^ билан ёпилади. К,отиб гел холига келган агар — 
агарнинг ^алинлиги 3 ммга яцин булади. Сунгра махсус 
штамплар ёрдамида 2 мм диаметрлик ва чу^урчалар ораси — 
даги масофа 6 мм булган чу^урчалар ^илинади. 
Чу^урчалардан агар-агар  парчаларини вакуум насос ёрда — 
мида тортиб олинади. Пластинканинг четки ^исмларида 
агар-агар гелининг намлигини маълум даражада caiyvani 
ма^садида махсус 6 мм диаметрлик чу^урчалар ^илинади ва 
уларга буфер билан тулгазилади. АГ (10а — раем) ва АЗ (9 — 
раем) лар солиш  учун чу^урчалар ёки "юлдузча" шаклида 
ёки икки 1$атор ^илиб тайёрланади. Реакция "юлдузча" 
шаклида ^илинган чу^урчаларда олиб борилса, марказдаги 
чу^урчага АГ солинади ва атрофидаги чу^урчаларга эса АЗ 

‘ нинг з$ар хил суюлтирилган эритмалари солиб тулатилади. 
Реакция икки х^атор х^илиб тайёрланган чу^урчаларда олиб 
борилса, устки 1$атордаги чу^урчаларга А Г  (ёки АТ  лар) со — 
линади. АЗ нинг титри баланд булса у  бир неча марта су — 
юлтирилади. Суюлтириш учун одатда 0,85% лик ош тузи 
эритмаси ишлатилади.

Чу^урчалар махсус АГ ва АЗ лар билан тулатилгандан 
сунг 48 соатга нам камерага ^уйилади. Камера сифатида эк — 
сикатор ишлатиш мумкин. Унинг тагига 5 —7 см водопровод 
сувидан солинади ва ^оп^ок, четлари вазелин билан мойла — 
нади. Шундай ^илиб тайёрланган нам камерага реакция 
^уйилган шишани махсус кутаргичга жойлаштирган э^олда 
урнатилади, нам камера j^oni^o^ билан ёпилиб 48 соатга хона 
^ароратида са!^ланади. Бу ва^т ичида вирус (АГ) ва АТ лар 
агар-агар гелининг тешикчалари ор^али з̂ ар томонга 
тар^аладилар (1 % ли агар — агар гелининг тешиклари радиуси 
120 нм атрофида булади) ва учрашган жойларида АГ ва АТ 
биоспецифик равишда богланадилар. Бундай бокланган мо — 
лекулаларнинг миадори шунчалик куплигидан улар кузга
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яхши куринадиган хира о р ш  рангда преципитация линия — 
ларини х,осил ^илади (таш^и куринишидан худди 3 — 5 кун — 
лик ойсимон куриншпда булади). Преципитация чизигининг 
к,алин ёки ингичкалиги АГ ва АТ нинг концентрацияларига 
^араб )$ар хил ^алинликда булади. (12 —раем) Амалиётда 
уларнинг ^алинлик даражаларини курсатиш учун 4 баллик 
системадан фойдаланилади: энг ^алин преципитация чизики 
4 та мусбат белгиси билан белгиланади (++++), ундан ингич — 
карори "+++", ,,++", "+", 11 — ” ^илиб белгиланадилар. Манфий 
" —" белгиси реакцияни йутушгини курсатади.

ИИД —усули ёрдамида икки ёки бир нечта вирус АГ 
ларининг бир —бирига тула ухшашлигини ^исман ухшаш — 
лигини, ^ам анш^лаш мумкин. Бунинг учун ^уйиладиган ре — 
акция аввалдан шу ма^сад учун мослаб ^уйилади. Реакция 
агар линия з^олда ^уйилса тепа (биринчи) ^аторга 2 ёки бир 
нечта антигенлар ёнма —ён чу^урчаларга ^уйилади, тагидаги 
(иккинчи) ^атордаги ^арама — ̂ арши чу^урчаларга эса АГ 
ларнинг фа^ат биттасининг АЗ си солинади. Преципитация 
чизи!$лари ^осил булгандан сунг шу чизиту\арнинг курини — 
шига к;араб АГ ларнинг бир —бирига муносабатлари 
ани^анади. Икки АГ орасидаги преципитация чизиги бир 
чизш^ булиб 1$ушилиб кетса—АГ лар бир-бири билан ух
шаш зисобланади: преципитация чизи!^лари сушиле а — ю, 
лекин ^ушилган ерида бир —бирини кесиб утиб кетса—АГ 
лар тула (бутунлай) ухшаш эмас дейилади. Масалан, бир 
вируснинг икки штамми помидордаги ТМВ ва тамакидаги 
ТМВ штаммлари куп усимликларда ^ар хил аломатлар ^осил 
^илсалар ^ам АГ жщатидан улар тула бир —бирлари билан 
ухшашдирлар: шу помидордаги ТМВ тамакини ТМВ виру — 
сининг Козо^ штамми билан ^исман уЬсшашдир ва ^оказо 
(12 —раем).

Реакция натижалари махсус кундалик дафтарга белги — 
лаб ^уйилгандан сунг, суръатга олиш мумкин, натижаларини 
узо!$ муддатга са!$ламо1$чи булинса икки хил усул 
^улланилади.

1. Реакция натижаларини тугридан тутри суратга оли — 
нади.

2. Шиша пластинка устидаги бизни ^изик,тирган реак
ция натижалари о^исталик билан уткир thf ёрдамида кесиб 
олинади (шартли белги ^уйиш ма^садга мувофи^ булади).
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12 —раем. Иккиё1$лама иммунодиффузия реакцияси. А —КХВ 
билан унинг АЗ си орасидаги преципитация реакциялари. 1,2 
чу^урчалар АЗ билан, 3,9,12, 16,26 чукурчалар КХВ билан тулдирилган. 
Б. Арпанинг чизи^ли мозаика вируси билан унинг АЗ си орасидаги 
преципитация реакцияси. 1 — 2 чу^урчалар АЧМВ АЗ си, 3 — 20 
чукурчалар АЧМВ билан тулдирилган.
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13 —раем. Иммунодиффузия тажрибаларидаги преципитация 
чизикларининг (ПЧ) жойлашиш (з^осил булиши) типлари.

I. Ухшашлик (бир хиллик, яцинлик реакцияси (реакция иден
тичности) — икки вирус (штамм) АЗ билан ^осил к.илган ПЧ ларининг 
Кушилиб кетиши, яъни В ва Ж  штаммларнинг антигенлари серология 
томонидан ухшаш (идентичность).

II. Антизардоб гетерологик антиген билан реакцияга кирмайди, 
С антигени АЗ —0 антизардоби (АЗ) билан реакцияга кирмайди, ПЧ 
з^осил к,илмайди, О антигени гомологик АЗ (Ас —0) билан ПЧ з^осил 
к,илади.

III. 1^исман ухшашлик реакцияси (реакция частичной идентич
ности): ПЧ лари нисман кесишади ва шпора з^осил к,илади. Бу типдаги 
ПЧ шуни курсатадики, В —АЗ даги з$амма АТ з$ам С —антигени билан 
ПЧ з^осил ^илавермайди; С —антиген билан богланмаганлари ПЧ дан 
диффузия булиб утиб, В —антигени билан реакцияга кириб шпора 
з$осил килади.

IV. Тула ухшамаслик реакцияси (реакция полной неидентично — 
сти): икки ё^лама шпора э$осил булади. БФВ ва

U2 Ас — В АЗ таркибидаги маълум микдор АТ билан ПЧ з^осил 
Килади ва ^ар бир штамм иккинчи штамм муносабатида булмайдиган 
АТ билан ПЧ з^осил ^илади.
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Белгилар з$ар хил булиШи мумкин. Масалан, тугри турт 
бурчак к.илиб реакциялик агар-агар гедйнинг ю^ори унг 
бурчагидан 2 — 3 мм2 ^илиб тиг учи билан кесиб олиб таш — 
ланади, иккинчи юлдузчадаги реакцияни бопща бурчагида 
шунга ухшамаган белги ^илинадй ва кундалик дафтарга 
белгилаб ^уйилади. Белгидаш ишлари тугаганидан сунг 0,85% 
лик ош тузи эритмасига 2 — 5 соатга сОдиб куйилади. Бу ва^т 
ичида реакцияга ^атнащмаг&н АЗ о^силлари, АГ нинг тар — 
кибидаги о^сил, пигмент, танинсиМон мода,алари Ва з^окозо — 
лар гелдан ювилиб чи^ади; акс з^олда булар з̂ ам преципита
ция чизи}у\ари билан бирга амид i^opa ранг билан буялади ва 
реакция натижаларинй кузатишйи ^ийинлаштиради. Сунгра 
агар-агар  гелини оз^исталик билан буюМ ойнаеига уткази — 
лади (буюм ойналари яхшилаб хром аралашмаси билан 
ювилиб этанолда ёпик; з^олатда сатучан&ди, акС з^олда унга 
^уйилган агар —агар кучиб Кетйши мумкин) .ва унийг устига 
хроматографияда игйлатиладиган k;ofo3 ’ ёки фильтр ^огози 
булакчаси билан ёпилади ва цуритиш учун 24 соатга 
^уйилади ёки вентилятор ёрдамида 2 — 3 соат давомида 
^уритилади. Сунгра о р б ,  турган сувга тутиб туриб фильтр 
i ôfo3h ва унинг майда булакларидан тозаланади.. Кейинги 
^илинадиган иш —реакция натижаларини буяшдир. Буё^ 
сифатида 0,3% ли амидошварц (^орй амид) буёги йшлатила — 
ли. Буё:^ эритувчиси кцлиб метанол, концентрланган сирка 
кислотаси ва сувни 4:4; 1 нисбатда аралаштирилиб 0,3% i^opa 
амидни эритилади. Буялган Препаратни буё^ни ортй^часидан 
ювиш учун ю^оридаги эритувчининг узи цора амидсиз з^олда 
ишлатилади. Буяш 10 минут давом этади, сунгра буялган 
препарат ювилишга ^уйилади. Ва^ти —ва^ти билан ювувчи 
эритма сутка давомида 3 — 4 марта алмаштирилиб турилади. 
Ш у усул ёрдамида реакция натижалари яна бир марта к у— 
затилади, з^исобга олинади, сУратга олийади ва узо^ муддатга 
сатуланиши мумкин.

Адабиётлар
1. Зильбер Л.А., Абелев Г.И. Вирусология и иммуноло

гия рака М.: 1962. 458 с.
2. Остерман Л.А. Исследование биологических макро

молекул электрофокусированием,, иммуноэлектрофорезом и

152



радиоизотопными методами. Изд —во Наука, М, 6 1983, С. 
124-127.

3. Бем Э. Иммунодиффузия . Иммунологические методы 
Изд —во Медицина М.: 1987. С. 73 — 88.

32-машрулот

Иммунофермент анализи усули
Ю^орида айтилгандек бу усул энг сезгир усулдир. Ви

рус (АГ) борлигини боннца усуллар билан ани^лаб булмаган 
вазиятларда бу усул ^ул келади, яъни у билан нанограмм 
мивдордаги вируслар (АГ) ларни airaiyvaca булади. Бу усулни 
^уллаганда АТ  ва АГ, АТ билан конъюгат (фермент ва АТ 
комплекси), фермент билан субстрат орасидаги реакциялар 
бирорта ^атти^ фазада (полистиролда ёки полиамид мем — 
бранада) олиб борилади (14 раем).

ИФА нинг "сэндвич" тури
Ишдан ма^сад. И Ф А ни урганиш ва бу усул ёрдамида 

бош^а усуллар сезгирлиги етмаган доллар да ва ^ужайрада 
жуда кам тупланадиган вирусларни ^ар хил намуналарида 
ани!ууашни урганиш.

Материаллар ва асбоб-ускуналар
Реактивлар: иммун АЗ, пероксидаза ёки бошкд ф ер

мент, натрий перйодат, К 2 НРО 4 , сефадекс Г —200, тритон — 
X — 1 0 0 , субстрат (Н 2 О2  ва аминосалицил кислотаси), контроль 
зардоб, вирус намуналари, ПЭГ (молекула массаси 6000) по
листирол микроплатлар (Швецария фирмаси чи^аради) ёки 
полиамид мембрана, термостат, хроматография колонкаси, 
фракция йюувчи коллектор, ФЭК, спектрофотометр СФ — 
26, титратор Т — 107.

Ишнинг бориши. И Ф А вирусларни ашп^лаш ^уйидаги 
бос^ичларда олиб борилади: 1. И Ф А  олиб бориладиган п о
листирол платалар (ёки полиамид мембраналари) га АТ лар — 
ни иммобилизация ^илиш; 2. АТ ва ферментдан синтезлан — 
ган конъюгат — пероксидаза ва АТ; 3. И Ф А  ни амалга оши — 
риш.

Аввало полистирол платага ёки полиамид мембранага 
иммобилизация ^илинадиган АТ ни АЗ дан тоза з^олда аж — 
ратиб олиш ёки i'а мм а глобулин ^исмини ажратиб олиш за —
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рурдир. Глобулин з^исмини ажратиб олиш учун 10 мл АЗ га 
тенг з^ажмда 20 % лик ПЭГ солинади ва бу аралашма 15 м и 
нут 8000 айланиш тезлигида центрифуга к,илинади. Чукмага 
тушган АЗ ни гаммаглобулин к,исми 10 мл 0,01 М калий 
фосфат (КФБ) буферида эритилади (pH 7,4). Чуктириб сун — 
гра яна ^айтадан эритиб тозалаш ишлари икки ^айта олиб 
борилади. Сунгра 4°С да кечасига КФБ да диализ ^илинади. 
Хос ил булган АЗ нинг глобулин ^исми полстирол платага 
иммобилизация ^илишга ва фермент билан конъюгат олишда 
ишлатилади.

АЗ нинг глобулин ^исми билан пероксидазадан 
конъюгат олиш. 5 мг пероксидазани 1 мл совутилган дис - 
тилланган сувда эритилади ва 0,2 мл 0,1 М  натрий перйодат 
к,уйилади, сунгра 7,4 лик 0,01 М  КФБ билан диализ 
^илинади. Диализдан сунг эритманинг pH 9,5 гача кутари- 
лади ва унга 5 мг pH 9,5 га келтирилган гамма глобулин 
душилади. Хосил булган аралашма 2 соат давомида хона ^а - 
роратида мунтазам аралаштирилган х,олда инкубация 
^илинади. Х °сил булган конъюгатни эритмадаги бопща 
моддалардан тозалаб олиш учун гельфильтрация ёрдамида 
Г —200 маркали сефадекс тулатилган колонкадан (1,5x100 см)

* КФБ билан элюция к,илинади. Олинган фракциялар спек 
трофотометр ёрдамида анализ ^илинади ва конъюгатнп 
ташкил к,илган ^исм ажратиб олинади, концентрацияси ул — 
чанади, ампулаларга солинади ва — 20°С да музлаган х.олд.1 

са^ланади. Ишлатиладиган ^исми ишдан олдин эритилади.
Субстрат тайёрлаш. Иссш$ дистилланган сувда 0,8 

мг/мл лик 5 — аминосалицил кислотасини эритилади на 
эритманинг pH ни 6,0 га 1 н ли КОН ёрдамида келтирилади 
И Ф А  утказишдан олдингина тайёрланган 5 — аминосалици л 
кислота водород иероксиди билан 10:1 нисбатда аралашти 
рилиб ишлатилади.

Гаммаглобулиннинг иммоблизация р л и ш  учун поли 
строл плашка ишлатилади. Унинг гамма глобулин ёки АТ ни 
плашканинг з$ар бир чу^урчаларига 200 мкл дан солинади и. > 
4°С х,ароратда бир кечага ^олдирилади. Иммобилизация 
^илинмаган АТ лар бир минутдан 3 марта 0,05% тритон X 
100 солинган 0,01 М  pH 7,4 булган КФБ билан ювилади.

Кейинги бос^ичда реакция шу иммобилизация дилинга и 
АТ билан ани^ланадиган вирус (АГ) орасида булади. Униш
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учун тозаланган вирус еки текширадиган вирусли намуна шу 
микроплат чу^урчаларига солинади ва бир соат давомида 
37°С да сорбция ^илинади (14 — раем).

1
АТ нинг 
богланиши

JK
Sп
3
Я
В
К
Sа
х
5

*к
вч ■
G1
О
33)
В
33)4 №
В

Коньюгат солиш

Аг ни солиш

010

№ .
В
3 №4
01 
В

010 
>01 
в
3 б4 
№ 
В

Субстрат солиш 
Реакция натижаси да ранг 

Узгариши вируснинг 
бордигадан дало лат беради.

14 —раем. ИФА —усулида вирус аник.лаш схемаси

: 0 - ,Е — фермент, — субстрат, -АТ:

Сунгра богланмаган АГ ва бопща орти^ча моддалар 
ювиб ташланади. Энди плашкага 200 мкл конъюгат солинади 
ва бир соат давомида 37°Сда инкубация ^илинади.Орти^ча 
конъюгат ^ам ювилгандан сунг микроплаталарга субстрат 
солинади. Пероксидаза оксидланишидан сунг з^осил булган
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ма^сулот одд,ий куз билан ани!$ланади ёки 490 нм тулкин 
узунлигида спектрофотометрда ёки абсорбцнметрда нур 
ютиш даражаси улчанади (Платаларнинг жигар рангини кутг 
камлигига ^араб вирусни микдори ани!$ланса з̂ ам булади).

Адабиётлар
1. Новиков В.К., Давранов К.С., Ваз^обов А.Х., Бобкова

А.Ф., Атабеков И.Г. Иммунодиагностика вируса карликовой 
мозаики кукурузи. Сельскохозяйственная биология. —1984.
11. С -5 6 -5 9 .

2. Иммуноферментный анализ. Под редакцией Т.НГО. 
Г.Ленгоффа. — М: МИР, 1988, 446 с.
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И Л О В А -1

ФИТОПАТОГЕН ВИРУСЛАРНИНГ СИМ ПТОМ ЛАРИ

1—раем. Ловия баргидаги "тамаки некрози вируси" 
(ТНВ) зараридан ^осил булган некрозлар
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2 —раем . Х,ар хил усимлик баргларида ^осил булган ма^ал — 
лий (местный) касаллик симптомлари.

A. "Канд лавлаги мозаикаси вируси" нинг Ch. 
aMaranticolor баргидаги хлоротик жаро^ат симптомлари.

Б. Тамаки баргидаги "беда мозаикаси вируси" ^осил 
^илган ^ал^али доглар.

B. Тамаки баргидаги "тамаки зар^алланиши вируси" 
^осил ^илган некрозлар.
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3 —раем. Сельдерей усимлигидаги "сельдерей мозаикаси 
вируси" нинг сельдерейни паканалаштириши. Чапда —cof 
усимлик.
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4 —раем. “Турнепс сарш$ мозаикаси" билан зарарланган хи — 
той карамидаги мозаика.
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5 —раем. А. " Сутчуп (латук) салати усимлиги томирла — 
рининг йириклашиши вируси" зараридан томирлари си^арган 
сутчуп салати (салат —латук) усимлиги. Унг томонда —c o f  

усимлик барги.
Б. "Гулкарам мозаикаси вируси" билан зарарланган гулкарам 
барги.



6 —раем. "Нарцис мозаикаси вируси" билан касалланган 
наргис барги. Унгда —cof барг.
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7 —раем. Гулларнинг вирус касаллиги.
A. "Турнепс мозаикаси вируси" билан зарарланган 

шаббуй (левкой).
Б. "Бодринг мозаикаси вируси" билан зарарланган гла

диолус.
B. “Бодринг мозаикаси вируси" билан зарарланган би — 

нафша. Чапда —cof гул.
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8 —раем. Мевали усимликларни вирусдан зарарланиши.
A. “Бодринг мозаикаси вируси" билан зарарланган 

бодринг меваси. Чапда — c o f  бодринг.
Б. “Нок мевалари шаклининг узгариши вируси" билан 

касалланган нок меваси. Чапда — c o f  мева.
B. "Олма ^ал^али доги вируси" билан зарарланган олма. 

Кизил — жигарранг доиралар шаклли мева.

164



г

9 —раем. "Тамаки шалдиро^ вируси" штаммини тамаки 
(чапда) ва томатдаги (унгда) ^алкали ва чизитуш бузилиши 
симптомлари.



10 —раем. Б. "Арпанинг сарщ  пакана вируси" билан з$ар 
хил фазада шира ^ашорати билан касаллантирилган арпа 
(чапдан унга): назорат, гуллаш даври, трубка з^осил ^илиш 
даври, тупланиши, уч баргли даври, бир баргли даври.
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И —раем. А. "Лола гултож баргларининг рангбарангла— 
шиши" вируси билан касалланган лола гули.

Б. Хитой карамининг "турнепс сари^ мозаикаси" билан 
касалланиши. Ю^орида —cof барглар.
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12 —раем. "Пиёз сарщ  мозаикаси вируси" нинг беда- 
даги мозаикаси
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13 —раем. Тамаки усимлигидаги "бодиринг мозаикаси 
вируси" штаммларининг таъсири

A. Некроз ^осил к,илувчи штамм.
Б. С ар и к, мозаика з^осил т^илувчи штамм.
B. Яшил мозаика з^осил ^илувчи штамм.
Г. Cof усимлик.
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14— раем. Chenopodium quinoa усимлигидаги малина 
хал^а до fa и вируси симптомлари.

170



15 —раем. Nicotiana glutinosa баргидаги тамаки мозаи — 
каси вирусининг (А) ва Phaseolus vulgaris баргидаги тамаки 
некрози вирусиларининг некрозлари (Б).
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16 —раем. Тамаки баргидаги томат зархалланиши виру — 
сининг системали некрозланиши. Раем ёруглик нурида (А) ва 
ультрабинафша нурлари ёрдамида олинган (Б).
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17 раем. Тамаки мозаикаси вирусининг ультраструктураси.
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18 —раем. Спирал симметрия асосида тузилган усимлик 
вирусларининг электронмикрофотографиялари:

А  —тамаки мозаикаси (катталаштирилиши — 60 ООО), Б — 
арпа (катталаштирилиши— 150 ООО), В —бодринг (катталаш — 
тирилиши — 90.000) мозаикаси, Г —картошканинг X —вируси 
(катталаштирилиши —90.000) ва Д —жухорининг пакана мо — 
заикаси вируслари (катталаштирилиши —50.000)
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Илова-2. Асосий 1$ио$артмалар

Рус тилида Узбек тилида
К|ис1$арт] Полное название 

ма
Кисцар
тма

Тули^ номи

АГ антиген АГ антиген
АТ антитело АТ антитело
АС антисивиротка АЗ антизардоб

ACM аммонийно — 
сульфатный метод

АСУ аммоний сульфат 
усули

А Б В -
тест

вибробактериальная
агглютинация

ВБА вирус — бактерия 
агглютинацияси

БСА бычий сывороточный | М ЗА 
альбумин

бу^а 1$они зардоби — 
нинг альбумини

БА белок — А АО А —о^сили
БФТ тест на флокуллации 

бентонита
БФУ бентонит флокулла — 

цияси усули
ГА гемагглютинация

диагностикаси
ГА гемагглютинация

диагностикаси
РИД радиальная иммуно — 

диффузия
РИД радиал иммунодиф — 

фузия
ДСН додецильсульфат на — 

трия
д н е натрий додецил 

сульфата
"Д о т -
спот"

комплементар ДНК — 
зонд

к -
Д Н К -

зонд

комплементар 
ДНК — зонд

ДИД двойная иммуно — 
диффузия

ИИД иккиётучама имму— 
нодиффузия

ИЭФ иммуноэлектрофорез ИЭФ иммуноэлектрофорез
ИЭМ иммуноэлекгронная

микроскопия
ИЭМУ иммуноэлектрон — 

микроскоп усули
КМД иапельный метод 

иммунодиагностики
ДТУ диагностиканинг 

“томчи" усули
л т -
тест

латекс — тест ЛУ латекс усули

АП ииния преципитации п ч преципитация чизиги
М КАТ моноклональные АТ М КАТ моноклонал АТ

ПАЛАС 
— тест

латекс — о^сил агл — 
лютинацияси

ЛО А латекс — о^сил агг — 
лютинацияси
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ПЭГ | полиэтиленгликоль ПЭГ полиэтилен гликоль
РИА радиоиммунологиче — 

ский анализ
РИА радиоиммунология

анализи
РМП реакция микропре — 

цинитации
ТГАР тескари гемагглю — 

тинация реакцияси
Ф И А флуоресцентный

анализ
Ф И А флуоресцент имму — 

ноанализ

ПП полистрол плашка ПП

полистролдан тай — 
ёрланган иммуно — 

фермент анализ ут — 
казиладиган платала р 
(чукурчалар) туплами

ВКГ вирус крапчатости 
гвоздики

ЧХВ чиннигул холдорлиги 
вируси

ВКМК вирус карликовой 
мозаики кукрузы

Ж ПМ В жухори пакана мо — 
заикаси вируси

ВОМ вирус огуречной м о
заики

БМВ бодринг мозаикаси 
вируси

ВТМ вирус табачной мо — 
заики

ТМВ тамаки мозаикаси 
вируси

ХВК X —вирус картофеля КХВ картошканинг X — 
вируси

СВК С —вирус картофеля ксв картошканинг С — 
вируси

МВК М  —вирус картофеля кмв картошканинг М  — 
вируси

УВК У —вирус картофеля КУВ картошканинг У  — 
вируси

ТШ-ВТМ томатный штамм ВТМ тш-
тмв

тамаки мозаикаси 
вирусининг томат 

штамми
БТ бронзовость томатов тэп1 JIL» 'Т’ГЧЛЛ'ЛТ’ ГЗЯТЛЛГД Л ЛЯТЗТЛ'ТТТТТXV/1'XUl <̂и|1У АШ U 1.и.1ХХ1ШХ1

вируси
ВАТ вирус аспермии томатов ТБВ томат беггуштлилиги 

вируси
тти точка тепловой инакти

вации
ХТФИ з^арорат таъсирида 

фаоллигининг 
йу^олиши

ПР предельное разведение | ОСМ охирги суюлиш

176



миодори
СВС сохранение выделенном 

соке
АШС ажратидган ширада 

сак-данииш
Сер серология Сер серология

Илова-3

Баъзи бирликларни СИ бирлигидах белгилаш

Бирликлар СН бирлигида*
Узунлик бирлиги

Микрон (мк) 
Ангстрем (А0)

10 6м = 10 4см 
10“  10м = 10~8см

Хажм бирлиги
Литр (л) 

Миллиметр (мл)
1,000028. ~ 3 м3 =1000,028 см3 

1,000028 см3
Зичлик бирлиги

1 г /см3 1000 кг/см3 (2,52 см2)

1 меш 1 дюйм2 даги поралар сони

СИ — хал^аро бирликлар тизими

Илова-4
Баъзи атамаларнинг маъноси

АТАМ А МАЪНОСИ

Адсорбция — адсорбция, саг^га ютилиш, шимилиш
Адъювант — зардобларнинг иммунлигини оширади — 

ган кимёвий модлдлар
Акриламид — акрил кислота амиди, органик бирикма, 

нуклеин кислота, о^силлар ва вирус — 
ларни электрофорез ёрдамида ажра — 
тишда ишлатилади.
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Актиномицетлар — нурли замбуруглар
Актинофаглар — актиномицет вируслари
Антиген — одам, з^айвон организмини вирусга им — 

мун жавоб реакциясига — антителолар 
юзага келишига сабаб булувчи мураккаб 
органик моддалар.

Антиген детерме — 
нати —

антитело богланадиган антигецдар гу — 
руз^ини таркибий ^исми.

Антитело — организмда антигенлар пайдо булиши 
билан. юзага келадиган ва уларнинг за — 
рарли таъсирини йукотадиган алоз^ида 
махсус глобулинлар.

Моноклоналные 
антитела —

якка клонли антителолар — бир хил 
турдаги иммуноглобулин молекулала — 
ридан ташкил топган бир турдаги зу  — 
жайраларни устиришдан олинадиган 
антителолар.

Т М В -0  - тамаки мозаикаси вирусининг оддий 
штамми

T M B -T 1 II- тамаки мозаикаси вирусининг томат 
штамми

Т З В - томат зарз^алланиши вируси
ТБВ — томат бепуштлилиги вируси
БВ — 1 1 — сонли бодринг вируси
к х в - картошканинг X — вируси
К У В - картошканинг У  — вируси
БМВ — беда мозаикаси вируси
Бокс — ало^ида хона — микроорганизмларни, 

вирусларни экиш ва ишлаш учун фой — 
даланиладиган (стерилланган) хона

Вирион нуклеин кислота ва ок,сил ^обигидан 
(капсид) тахиккл топган етилган, у,у — 
жайрадан таищаридаги вирус зарраси.

Вироид фа^ат нуклеин кислотадан иборат, ви — 
русдан майда, усимликларда касаллик 
^узгатувчи агент.

Вирулентлик микрорганизмларнинг касаллик 
кузгатувчанлик (патогенлик) даражаси.

Гель муз^ит шаклини мустахкамлигини caiyva6
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— колит хусусиягига эга булган дисперс 
тузилма.

Г ельфилтирация молекула элаклардан фойдаланилган 
ходда молекулаларни улчамларига 

раб фракцияларга ажратиш.
Гель —
электрофорез —

гель солинган мухитдаги электр майдони 
таъсирида модадллрни ажратиш.

Капсид— Вирус заррачаларининг сиргт^и ет^сил 
^o6hfh.

Колонкали хро — 
матография —

шиша, пластмасса ёки металлдан ясал — 
ган булиб, моддаларни ажратишда иш 
латиладиган узун най.

Лабиллик — бе^арор — rypFyH булмаган
Оборот в 
минуту —

бир да^и^а давомида айланиш сони.

Преципитация — Чуктириш — зардоб таъсирида 
суютушкда антигенларнинг чукишига 
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