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Annotasiya. Yorug‘lik o‘simliklar rivojlanishidagi eng muhum omillardan
biri bo‘lib, uning ta’sirida o‘simliklar o‘sish va rivojlanishdagi barcha jarayonlarni
nazorat qgiladi. Xususan, yorug’lik o’simlik urug‘ining unishidan to vegitatasiya
davrining tugashigacha bo‘lgan barcha morfologik va fiziologik jarayonlarni
boshqaraishda ishtirok etadi. Shu sababdan, o‘simliklar tomonidan yorug‘likni
sifatini aniglash va miqdorini sezish rivojlanish jarayonida muhim ahamiyat kasb
etadi. bZIP tipidagi transkripsiya omili bo'lgan elongasiyalangan HYPOCOTYL5
(HY5) o'simliklardagi fotomorfogenez, ildiz o'sishi, flavonoidlar biosintezi va
to'planishi, ozuga moddalarini o'zlashtirish va abiotik stresslarga javob berish kabi
turli fiziologik va biologik jarayonlarni tartibga soluvchi asosiy regulyator
vazifasini bajaradi. Ushbu tadqiqotda HY5 genlariga RNK interferensiya usulini
go‘llash orqgali o‘simlikda unuvchanlik, erta shonalash, gullash shuningdek, erta
hosilga kirish kabi xo‘jalik belgilarini yaxshilashni magsad qilganmiz. Olingan
natijalar nazariy hisob-kitoblarga mos ekanligini ko’rsatdi.

Kalit so‘zlar. G‘o‘za (Gossypium hirsutum L), HY5 (Elongated hypocotyl 5),
Genom, Ekspressiya, RNKi texnologiyasi._
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AnHoTtanus:CBeT sIB/sIeTCS BOKHENIINM (aKTOPOM Pa3BUTHSI paCTeHUN U
perympyeT BCe TIPOLIECCHI pOCTa M pa3BUTUS B >KU3HU pacreHuid. CBeT, B
YaCTHOCTH, UrpaeT pojb B  perysitiui BCceXx MOP(OJOTMUYeCKUX WU
GbU3MoN0rMUecKUx TMpOLeCCOB, TPOMCXOASIIMX MeXAy T[popacTaHheM CeMsiH
pacTeHW UM KOHLIOM BereTalMOHHOrO Tiepuoja. B pe3synbrare omnpejeneHue
KauecTBa M KOJIMYeCTBa CBeTa, JOCTYIHOIO pacTeHWsiM, HMeeT pellaroliee
3HaueHWe B TMpolecce pa3BUTUS. bbUIO T0OKa3aHO, UTO  Y//IMHEHHBIU
HYPOCOTYL5 (HY5), TpaHckpunijuoHHbIM (akTtop Tumna bZIP, perynupyet
IIMPOKUN CMEeKTp (PU3MONOTHUeCKUX U OUOJIOTHYeCKUX TIPOLIECCOB B PACTeHUSX,
BK/IMoUass  ¢doToMopdoreHe3, poOCT KOpHeH, OWOCHHTe3 U  HaAKOIJIeHHEe
(h1aBOHOKWIOB, TIOTJIOIIEHKe MMUTaTeTbHBIX BeIeCTB U Peaklyio Ha abMOTUUeCKUH
cTpecc. B aTom uccienoBanuu Mel vcronb3oBanu Metos, PHK-nHTepgdepeniiuy Ha
reHax HY5 gas1 ynyuilieHusi arpOHOMHAUYECKHA Ba)KHBIX TMOKa3aTesel, TaKuX Kak
TIJIOZIOBUTOCTb, paHHee 1[BeTeHue U paHHee co3peBaHue. [To/lyueHHble pe3y/bTaThl
COOTBETCTBOBA/IM TEOPETUUYECKUM pacyeTam.

KntwoueBbie cnoBa. G‘o‘za (Gossypium hirsutum L), HY5 (Elongated
hypocotyl 5), 2enom, skcnpeccusi, mexHonozusi PHKu.
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Abstract. Light is an essential factor for plant development and regulates all
growing and developing processes in plant life. Light, in particular, plays a role in

the regulation of all morphological and physiological processes that occur between
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plant seed germination and the end of the vegetation period. As a result,
determining the quality and quantity of light available to plants is critical during
the development process. Elongated HYPOCOTYLS5 (HY5), a bZIP-type
transcription factor, has been shown to regulate a wide range of physiological and
biological processes in plants, including photomorphogenesis, root growth,
flavonoid biosynthesis and accumulation, nutrient uptake, and abiotic stress
response. In this study, we used the RNA interference method on HY5 genes to
improve agronomically important traits such as fertility, early flowering, and early
maturity. The obtained results were consistent with theoretical calculations.

Key words. Cotton (Gossypium hirsutum L), HY5 (Elongated hypocotyl 5),
Genome, expression, RNAi technology

G’0o’za butun dunyo to‘gimachilik sanoatida ishlatiladigan tabiiy tolasi
uchun ekiladigan eng muhim gishloq xo‘jalik ekini hisoblanadi. Xitoy, Hindiston
va AQSH kabi rivojlangan mamlakatlaridagi paxta yetishtiruvchilar tomonidan

zararkunandalarga qarshi salbiy ta’sir qiluvchi BT (Bacillus thuringiensis) genlari,

hosildorlik va ertapisharlik kabi morfologik belgilarga ijobiy ta’sir giluvchi genlar
yaxshi ifodalangan paxta navlariga bo‘lgan ehtiyoj ortmoqda [1]. Bu esa paxtadagi
ertapisharlik, hosildorlik, tola va urug‘ning sifat darajasini yaxshilash uchun
biotexnologik vositalar va usullardan foydalanib o‘simlik xo‘jalik belgilarini
rivojlanishini tezlashtirish zaruriyatini keltirib chigarmoqda. Bu jarayon ilmiy
tomondan anchagina murakkab bo‘lib, o‘simlik hujayrasiga magsadli genlarni,
transformatsiya qilish orqali kiritishni talab giladi. Bu metodining mohiyati
shundan iboratki, g‘o‘za hujayralariga agrobakteriya (Agrobacterium tumefaciens)

orgali gen kiritib, o‘simlik genom gismida, tashgi morfologik va ichki fiziologik

o‘zgarishlarni hosil gilinadi [2]. Hozirgi kunda dunyo olimlari tomonidan somatik
emriogenez (SE) usuli orqali ko‘plab tadgiqotlar amalga oshirilgan bo‘lib, u
o‘simliklar ~ biotexnologiyasida  agrobakterium  vositachiligi ~ yordamida
transformatsiya qilish, o‘simlik genomiga begona genlarni kiritish va transgen
o‘simliklarni olish uchun keng qo‘llaniladigan an’anaviy usul hisblanadi [3].

G‘o‘za (G. hirsutum L) genetikasida somatik embriogenez jarayonini amalga
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oshirishda to‘gimalarga magsadli gen konstruksiyalarini agrobakterium yoki
biobolistik bombardimon qilish orqali kiritish usullaridan foydalanish somatik
embriogenez usulining muvaffagiyatli bo‘lishida muhum o‘rin tutadi [4].
Transformatsiya  jarayonidan  so‘ng  hujayrada  dedifferentsiyasi  va
redifferentsiatsiyasi kabi murakkab jarayonlar sodir bo‘ladi. Bu esa in vitro usulida

o‘simliklar embrionining rivojlanishi, hujayradagi molekulyar hodisalarni

tushunish uchun namunaviy tizim hisoblanadi [5]. O‘simlik gipokotel gismiga
magsadli genlarni transformatsiya qilinishi g‘o‘zaning yosh nihollari to’qimalarida
amalga oshiriladi. To’qima hujayralarida Agrobakteriyaning EHA105 shtammi
zararlantrilgan pC-KSA ikkilik vektori yordamida fitaz geni va marker neomitsin
fosfotransferazasi (NPTII) fermentini to‘g‘ridan to‘g‘ri regeneratsiya qilinadi va
somatik embrogenez (SE) jarayonida kurtaklar shalikllanadi [6]. G‘0‘zada somatik
embriogenez jarayoni embriogenlarning shakillanishida quydagi erta torpeda

bosqichi, kech torpedo bosqichi, yurak bosqichi, globulyar bosqichi va kotiledon

bosqichlar muhum ahamiyat kasb etishi olimlar tomonidan o’rganilgan. [7].
Transgen o‘simlik olish jarayonida o‘simlik to‘gmasida murakkab molekulyar va
fizologik jarayonlar amalga oshadi. Xususan hujayradagi Arabinogalaktan ogsillari
(AGP) faollashib in vitro somatik embriogenezda hujayralarning tez bo‘linish
jarayonida ishtrok etadi. Bir gator olimlar tomonidan olib borilgan tadgiqotlarga
ko’ra Arabinogalaktan ogqsillari g‘o‘zada kallus hujayralari tomonidan
sintezllanadi. va somatik embriogenez jarayonida hujayralar
bo’linishinirag‘batlantiradi [8]. So’ngi yillarda olimlar tomonidan paxtada somatik
embriogenez usullarni optimallashtrib, o’simlik embrionlariga biobolistik va
Agrobacterium  vositasida  transformatsiya  qgilish  usullari  birlashtirib
takomillashgan qo’llanma tavsiya qilindi. Bu qo’llanma 1-agrobakteriyalarni
tayyorlash, 2-urug‘larni sterilizatsiya qgilish, 3-g’0’za embrionini kesish, 4-volfram
bombardimon qilish orqali kurtaklar hujayralarining shikastlanishi, 5-
agrobakteriya vositachiligida transformatsiya, 6-embrionning ko-kulturasi, 7-in
vitro transgen o‘simliklarni qayta tiklash va tanlash, 8-o°‘simliklarning molekulyar

tavsifi kabi bosqichlardan iborat. Bungi kunda bu metod g‘o‘za genetik



modifikatsiyasi bo‘yicha yuqori muvaffagiyatlarga erishishimizni ta’minlamoqda
va global paxtachilikni rivojlantirish yuqgori xususiyatlarga ega bo‘lgan g‘o‘za
yetishtrish imkonini beradi [9]. O’simlik to’qimasiga maqgsadli genni
transformatsiya qilishda g’o’zaning Koker-312 liniyasidan embriogen sifatida
foydalaniladi. Transformatsiya jarayonida Koker-312 liniyalarining 5 kunlik yosh
nihollarining gipokotil to‘qimalari ishlatiladi. Transformatsiya jarayonidan so‘ng
yosh nihol hosil bo‘lgunga gadar somotik embriogenez jarayoning bir nechta
bosqichlardan o‘tadi. Yosh nihollarni o‘sish va rivojlanishini rag‘batlantrish uchun
yetuk embrionlar muhit bilan to‘yingan steril vermikulitga joylashtirildi va
o‘simlikda ildiz va ikkita chin barg paydo bo‘lgandan so‘ng o‘simliklar tashqi
mubhit sharoitiga moslashtriladi. Torf,qum va tuproq (1:1:1) aralashmasi bilan
to’ldirilgan tuvaklarga ko‘chirlib parvarishlanadi. Ushbu jaryon yordamida yetuk
o‘simliklar olinadi [10].

Ma’lumki HY5 genlari o’simliklarning ko‘plab genlarini boshqarishda
gatnashadi. Xususan, quyoshning ilk nurlari o‘simlik tomonidan sezishi bilan qizil
nurlar ta’sirida HY5 genlari faollashadi va fitoxrom va kriptoxrom genlarining
faolligini pasaytiradi. Bu esa o‘simlikning fizologik va morfologik rivojlanishiga
salbiy ta’sir ko‘rsatib, rivojlanishdan orqada qolishiga sabab bo‘ladi. RNAi
texnologiyasini HY5 genlariga qo’llashnilishi natijasida o‘simliklarning asosan
xo‘jalik belgilari rivojlantrishga ta’sir giluvchi fitoxrom genlarining hujayradagi
vazifasi normal holatda davom etadi va o‘simlikda ildiz va gipokotel elongatsiyasi,
erta gullash, erta pisharlik va hosildorlik kabi belgilari faollashadi va nazoratga
nisbatan ko‘plab xo‘jalik belgilarida yaqol farglar sezilishi kutilmoqda. Bu
tadqiqotni amalga oshirish uchun o’simliklardagi HY5 genlari adabiyotlar
yordamida o’rganildi, g’o’za genomidagi nukleotid ketma-ketligi aniglashtrildi va
shu asosida HY5 geni ekspressiyasini pasaytirish uchun genetik konstruksiya
loyihalashtrildi. Olingan genetik konstruksiya agrobakteriya vositasida o’simlik
hujayrasiga transformatsiya qilindi.

Metadologiya: G’o’zadagi HY5 genining nukleotid ketma-ketligi O‘zZRFA

qgoshidagi Genomika wva bioinformatika markazida zamonaviy sekvenslash



texnologiyasi yordamida aniglandi. Shu ketma-ketliklar asosida genetik
konstruksiya tuzildi. Bu quydagi jarayonlarni o’z ichiga oladi. Dastlab g‘o‘zaning
yosh barg namunalari yig‘ib olindi va STAB usuli bilan genom DNK ajratib olindi.
PZR reaksiyasi ishlari amalga oshirildi va reaksiya uchun 50 mkl DNK ishlatildi.
PZR reaksiyasi uchun 2.5 mkl 10X Taq buferi, 0.2 mkl dTNP ( nuklein trifosfatlar)
har biri 25 Mmol, 5 pikamol/ mkl praymeri, 0.2 mkl Taq polimeraza (5
birlik./mkl), suv 25 mkl.gacha. PZR reaksiyasi quydagi tartibda amalga oshirildi.

1 sikl -94°C, 3min; 45 siklda-94°C 1 min; 55°C 1 min; 72°C 2 min; 1sikl-
72°C 7 min. ampilifikatsiyalangan DNK 1.5% li agaroza gelida tekshirish ishlari
amalga oshirildi. (1.5%- agaroza geli va 0.5 X TBE bufferi -45mM Tris-bromid, 1
mM EDTA, Ph 8.0) va etidium bromid suyqligi bilan bo‘yaldi. Olingan PZR
maxsuloti TOPO TA klonlovchi vektori hujayrasiga klonlandi. E. Coli
bakteriyasining TOP10 kompitent hujayralari ishlatildi (Invitrogen», AQSH).
Klonlash va transformatsiya jarayoni ishlab chigaruvchi yo‘rignomasiga mos
ravishda amalga oshirildi. -80°C haroratda saglanayotgan E. coli bakteriyasi 50
mg/L kanamitsinli LB suyuq ozuga muhitida (Luria-Berthani; 10 gr/l bakto-
tripton, 5gr/l achitqi ekstrakti va 10gr/l1 xlarod natriy, 15gr/1 bakto-agar, Ph 7,2) bir
sutka davomida o‘strildi. Ampilifikatsiya qilish yo‘li orqali o’zida genetik
konstruksiya tutgan E. coli TOPO TA rekombinant plazmidlari saralandi.
Rekombinantsiyalangan plazmidalar ~ «Miniprep» usuli yordamida ajratildi

(Invitrogen», AQSh). BigDey terminatori yordamida ABI 3101(«Applied
Biosystems», AQSh) mashinasida sekvens reaksiyalari amalga oshirldi.

Olingan sekvens natijalari asosida g‘o‘zada HY5 genining ketma - ketligi
“Gene Bank’” ma’lumotlar ba’zasida taxlil ishlari amalga oshirildi.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). G‘o‘za HY5 genining sekvensi uchun bir nechta
praymerlar yaratildi. Ushbu yangi praymerlar yordamida HY5 genlari gayta
kolnlandi va qayta sekvens ishlari amalga oshirildi va natijalar tasdiglandi.

HY5 genlarini o’simlik hujayrasiga kiritish (transformatsiya qilish) ishlari
somatik embriogenez usuli orqgali amalga oshirildi va dastlabki regenerat

o’simliklar olindi [11]. G‘o‘za hujayra kulturasi uchun barcha reagentlar
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AQShning Phytotechnology Laboratories® kompaniyasidan sotib olindi. T, avlod
o‘simliklarini tuproqga o‘tkazish va issigxonada ko‘paytirish ishlari amalga
oshirildi. Olingan yangi regenerant liniya larning genom gismida maqgsadli genetik
konstruksiya bor yoki yo’qligini tekshirish magsadida, o‘simliklardan namunalar
olinib ulardan genom DNK ajratildi va RNAi vektori konstruksiyasi uchun maxsus
tuzilgan 35S F va OST R juft praymerlari yordamida PZR reaksiyalarini amalga
oshirildi. Transgen va notransgen liniya lar aniglab olindi.

Olingan natijalar. T, avlod. Olingan yangi liniya lar Ty avlod liniyalar
bo’lib, ular orasidan PZR analiz reaksiyasi tahliliga ko’ra o’zida genetik
konstruksiya tutgan hamda transgen deb topilgan liniya larni fitotron sharoitida
o’stirildi va T; avlod urug‘larni olindi.

T, avlod. Transgen va notransgen o‘simliklardan olingan T; avlod urug‘lari
tuvaklarga ekildi va maxsus xona haroratida parvarish qgilindi. O‘simliklarning
yangi barglaridan namunalar olib, genom DNK ajratilda va 0.9 %li agaroza gelida

tekshirildi (1-rasmga
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garang).

1-rasm. T o’simliklarni genom DNKlarini 0.9% agaroza gelidagi tasviri.

DNK namunalarini RNAi vektor konstruksiyasiga maxsus tuzilgan praymerlar
yordamida PZR reaksiyasi amalga oshirilib tekshirildi va transgen liniya lar

aniglandi (2-rasmga garang).

Transgen
o‘simliklar kelgusida
foydalanish uchun tanlab
olindi hamda
fenotipik kuzatuvlar,

2-rasm. T, liniyalarni PZR reaksiyasi bilan tekshirish. 1-9 = transgen liniyalar. a- nazorat liniya

b- musbat liniya , c- manfiy (master miks).



0‘z-0‘ziga chatishtrish ishlari va T, avlod o‘simliklar olish uchun keyingi
tadqgiqotlarda foydalanildi. O‘simliklarni parvarishlash davomida T, avlod transgen
va nazorat liniyalarida morfologik va xo‘jalik belgilaridagi o’zgarishlar nazorat
(C-312) liniyalarning belgilari bilan taqgqaslab borildi:

- Transgen va nazorat liniya larining gipokotel elongatsiyasi kuzatildi.

- Transgen va nazorat liniyalarining birinchi shonalash vagqtlari va
ochilgangullar soni bilan tagosllandi.

- Birinchi ko‘sak tugishi va ma’lum vaqtdan so‘ng ko‘saklar sonini nazorat
liniya si bilan tagqoslandi va kichik statistik tahlil gilindi.

- Ildiz tizimini tekshirish uchun mahsus sharoit yaratilib, yon ildizlar soni
va hajmi nazorat liniya larning ildiz sistemasiga solishtrish yo‘li bilan aniglandi.

T, avlod. T; o‘simliklarni o‘stirish davomida liniya larning morfologik
belgilarini e’tiborga olgan holda, erta gullash, ko‘saklarning ochilish tezligi va
ildiz elongatsiyasidagi o’zgarishga qarab T, avlodlar uchun o‘simliklar saralanib
olindi. Of‘simliklarning PZR reaksiyasining natijasiga ko‘ra transgen chiggan
o‘simliklarning chigitlari Genomika va bioinformatika markazining maxsus
urug‘chilik xo‘jaligi (MUX) dala tadqgiqot maydoniga ekildi. Transgen va nazorat
liniya namunalari birgalikda ekildi va gimmatli qgishlog xo’jalik belgilari
o’rganildi. Har bir transgen va nazorat namunalar uch xil (bir biri bilan
takrorlanmaydigan holatda) takrorda ekildi. RNAi va nazorat liniya lardagi xo’jalik
belgilarida qanday o’zgarishlar sodir bo’layotganligini kuzatildi va statistik tahlil
ishlari olib borildi.

Bizga ma’lumki HY5 genlari o‘simliklar genomidagi faoliyati boshga
genlarning faoliyatini boshqarish xususiyati mavjud bo‘lib, RNAi texnologiyasi
go‘llanilgandan so‘ng, nishonlangan HY5 genlari faoliyatida susayish holatlari
kuzatiladi bu esa o0‘z navbatida boshga genlarning ishlash mexanizimiga ta’sir
ko‘rsatadi.

Unuvchanlik: Tadqiqotda gen nokaut texnologiyasi urug‘larning
unuvchanligiga qanchalik ta’sir qilish doirasini o‘rganish magsadida, transgen va

nazorat liniya o‘simliklar T, urug‘larini unuvchanlik tadqiqotini amalga oshirildi.



Unga ko’ra dala maydoniga uch xil takrorda chigitlar ekildi. Chigitlar unib, yer
yuzasiga chiggandan so’ng unuvchanlik 7 kun davomida tekishirildi. Unga ko‘ra
transgen liniya o‘simliklari nazorat liniya o‘simliklariga qaraganda unuvchanligi
yuqori ekanligi kuzatildi va statistik tahlil ishlari amalga oshirildi (1-jadvalga

garang).
1-jadval.

Days SaBpI&si HY\gezmnazogpy liniygypgrpugialar cRigighaiining uiVchanlighin -~ Max

Control 1,2 0,7 0,01 -0,63 66 0 3
Day-01

SynHy5 1,6 0,8 -0,27 -0,33 51 0 3

Control 2,6 0,9 0,50 -0,08 35 1 5
Day-02

SynHy5 2,7 0,9 -0,20 -0,77 34 1 4

Control 3,5 1,2 0,47 -0,65 34 2 6
Day-03

SynHy5 4,2 0,9 0,39 0,86 23 2 7

Control 4,9 1,4 0,70 -0,13 29 3 8
Day-04

SynHy5 55 1,1 0,17 -0,40 21 3 8

Control 5,8 1,5 -0,05 -1,18 26 3 8
Day-05

SynHy5 6,5 1,08 -0,25 -0,74 16 4 8

Control 6,5 1,30 -0,58 -0,25 20 3 8
Day-06

SynHy5 7,0 1,00 -1,12 1,03 14 4 8

Control 6,8 1,17 -1,04 1,30 17 3 8
Day-07

SynHy5 7,4 0,84 -1,16 0,31 11 5 8

Yuqoridagi RNAi va nazorat liniya namunalarning unuvchanligining
statistik tahlillari ekilgan umumiy chigitlar sonidan 1- kun hisobida nazorat
liniyalar 1,2 RNAi HY5 liniya larda esa 1,6 ni tashkil qildi oradi farq sezilarli
darajada ekanligi aniglandi. 2- kunda esa bu ko’rsatkichda transgen va nazorat
liniya larda sezilarli darajada farq kuzatilmadi (jadvalda ko’rsatilgan). 3-kunga
kelib esa nazorat va RNAi HY5 liniya lar o’rtasidagi farq ham sezilardi ekanligi
namoyon bo’ldi. 4-5- kunlarda unuvchanligidagi faqgrlar bir ekanligi namoyon
bo’ldi. 6-7-kunlarda ham namunalarning unuvchanligidagi o’rtacha farq bir hil
ko’rsatkichni ko’rsatdi.

HY5 RNAi mutant liniya laridan ekilgan urug’lardan unib chigqgan

urug’larning unuvchanligi umumiy ekilgan chigitlar soniga nisbatan olingada



RNAi HY5 liniya r 96-98% ni tashqil qildi. Nazorat liniya urug’larning
unuvchanligi esa 92-94% ni namoyon qildi. SynHY5 RNAi va nazorat (C-312)
liniya namunalari unuvchanligini statistik tahlilarga tayangan holda grafiklar
yordamida ham taxlilar gilganimizda transgen va nazorat liniya namunalari
o’rtasidagi unuvchanligidagi farglar quydagi ko’rnishdagi grafikni namoyon qildi

(3-rasmga garang).
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3-rasm. RNAi HY5 va nazorat liniyalarning unuvchanlikni ko‘rsatkichi

Transgen liniya larda unuvchanlikning yuqori bo‘lishiga asosiy sabablardan
biri PHYA genlari urug‘larning faqat endosperm gismida mavjud bo‘lib,
urug‘larning erta unishi va urugkurtak gismining yashil rangda bo‘lishini
ta’minlaydi. U (PHYA) genlari yorug‘lik ta’sirida kuchli transkriptsion va post
transkriptsion regressiyaga uchraydi (folligi pasayadi). HY5 geni nokout
bo‘lgandan so‘ng esa u yorug‘likni sezmaydi va yuqori ekspression faollikni
namoyon qildi.

Ildiz elongatsiyasidagi o‘zgarishlar. O‘simliklarning yorug’lik ta’sirida
morfologik va fizologik rivojlanishi ildiz tizimining ganchalik rivojlanishiga ham
bog‘liq bo‘lib, ko’p hollarda ildiz tizimi yaxshi rivojlangan o‘simliklarda yer ustki
gismining yaxshi taraqqiy etganligini ko’rishimiz mumkin.

Ildiz elongatsiyasining statistik tahlili.
2-jadval.

Samples Mean SD Skewness Kurtosis Cv Min  Max

Control 5,7 1,02 0,66 0,054 0,18 4 8



SynHy5 8,9 1,88 0,35 0,952 0,21 5 14

RNAIi HY5 liniya va nazorat liniya o’simliklarning ildiz elongatsiyasidagi
o’zgarishni aniglash magsadida mutant va nazorat liniya lardan 15 donadan 3 xil
takrorda namunalar olindi va ildizlarning rivojlaning hajmi tekshirildi. Unga ko’ra
nazorat liniya larning ildiz uzunligining o’rtacha (Mean= 5.7, Min = 4 Max = 8)
giymatni namoyon qildi. Transgen linylarda esa (Mean= 8.9, Min =5 Max = 14)
giymatni ko’rsatdi. Bundan ko’rinib turibdiki RNAi SynHy5 liniya sining ildiz
uzunligi, nazorat liniya larining ildiz uzunligidan o’rtacha farq 3.2 barobarga uzun
ekanligini aniglandi.

Tadqiqotning statistik tahlillariga tayanga holda namunalarning ildiz
elongatsiyasi grafik ko’rnishda ifodalaganizmizda va RNAi SynHY5 liniya
namunalarning asosiy ildiz elongatsiyasining o’rtacha uzunligi nazorat liniya da
namunalarning o’rtacha ildiz uzunligiga qaraganda hajim jihatdan 2 va 4 sm

(santimert) katta ekanligi tasdiglandi (3-rasmga qarang).
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3-rasm. Ildiz elongatsiyasining statistik tahlili

Bu o’tkazilgan tadgigotdan shu ma’lum bo’ldiki o’simlikdagi HY5 genlariga
RNAI texnologiyasi qo’llanilib HY5 genlari faoliyatini pasayishi boshga genlar
ekspressiyasini faollashishiga aynigsa ildiz elongatsiyasiga javob beruvchi
fitoxrom genlari eksperssiyasiga o’zining ijobiy ta’sirni ko’rsatib o’simlikning

ildiz hajmining ortishiga sabab bo’lishi aniglandi.



Gullash fazasidagi o‘zgarishlar. HY5 genlariga RNAi texnologiyasini

go‘llanilishi va ekspressiyasida pasayish holati kuzatilishi o‘simlik genom

gismidagi ko‘plab boshga genlarning ishlash mexanizimiga o’z ta’sirini ko ‘rsatadi.

Bu esa o‘simliklarning fizologiyasiga ijobiy ta’sir ko‘rsatib, o’simlikning morfo-

biolagik va xo’jalik belgilarni rivojlanishiga asosiy sabablardan biri hisoblanadi.

Aynigsa o’simlikning gullash fazasida gullarning ochilish tendensiyasini

faollashtiradi. Bizning tadgiqotda transgen liniya larda nazorat liniya larga

garaganda gullash fazasi faollashgani kuzatildi.

Gullash fazasining tahliliy statistikasi

3-jadval.

Days Samples  Mean SD Skewness Kurtosis CV
Control 0,24 0,43 1,23 -0,51 1,77

Day-01
SynHy5 0,31 0,46 0,84 -1,34 1,50
Control 0,28 0,46 0,96 -1,12 1,58

Day-02
SynHy5 0,33 0,47 0,73 -1,53 1,43
Control 0,35 0,52 1,10 0,18 1,48

Day-03
SynHy5 0,42 0,54 0,76 -0,53 1,28
Control 0,44 0,58 0,93 -0,06 1,31

Day-04
SynHy5 0,44 0,54 0,66 -0,67 1,22
Control 0,42 0,54 0,76 -0,53 1,28

Day-05
SynHy5 0,53 0,58 0,56 -0,58 1,10
Control 0,48 0,72 1,52 2,18 1,48

Day-06
SynHy5 0,57 0,65 0,70 -0,48 1,13
Control 0,55 0,66 0,78 -0,40 1,18

Day-07
SynHy5 0,64 0,60 0,36 -0,60 0,94
Control 0,64 0,68 0,58 -0,67 1,05

Day-08
SynHy5 0,73 0,78 0,81 0,13 1,06
Control 0,6 0,68 0,72 -0,57 1,14

Day-09
SynHy5 0,73 0,68 0,40 -0,79 0,93
Control 0,71 0,75 0,54 -1,03 1,06

Day-10
SynHy5 0,84 0,67 0,66 1,28 0,79

Tadqiqotni amalga oshirishda gen nokaut texnologiyasi qo’llanilgan RNAi

SynHy5 liniya si va nazorat sifatida foydalanilgan Koker (C-312) liniya laridan 3

takrordan har bir takrordan 15 tadan namunalar tajriba uchun tanlab olindi va

o’simliklarda 10 kun davomida, kuning bir vaqgtida gullash intivsivligini tekshirish



uchun gullar sanaldi. Tadgigqot yakunida RNAi SynHy5 va nazorat liniya
o’simliklarning  kunlik gullash intivsivligi aniglandi va statistik taxlil ishlari
amalga oshirildi (3-jadvalga garang). Tadgiqot yakunida esa RNAi SynHy5 va
nazorat liniya larning umumiy gullash intivsivligining statistik tahlilini o’rtachasi
hisoblab chiqgarildi va namunalar o’rtasida farglar umumiy 10 kun davomida
sanlagan namunalar o’rtasidagi gullash intensivligining o’rtachasi giymatidagi farq
nazorat va transgen liniya lar orasida Mean = 0.07, Min = 0, Max = 0.1 ga faqr

qilishi aniglandi.
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Gullash fazasi

4-rasm. Gullash fazasining statistik tahlil grafikgi.

Amalga oshirilgan dala tadgiqot jarayonlaridagi aniglangan statistik
tahlilarga tayangan holda, namunalarning gullashidagi o’rtacha farqlarni grafiklar
orqali tahlil qilindi va yuqoridagi ko’rnishda namoyon bo’ldi. Unga ko’ra RNAI
SynHy5 liniya lari gullash soni nazorat liniya namunalarning gullar soniga
garaganda yuqori ekanligi aniglandi (4-rasmga qarang). Gullash fazasidagi bu
farglanishga asosiy sabab sifatida HY5 genlara RNAi qo’llanilganda o’simlik
genomida mavjud bo’lgan gullashga javobgar genlar yaniy, fitoxrom B (PHYB)
genlarining ekspressiyasi ortishiga sabachi bo’ladi.

Ko‘saklanish fazasi. Yuqoridagi tadgiqotimizdan RNAi SynHy5 liniya
larinig ildiz elongatsiyasi ham yaxshi rivojlanganligi ma’lum bo’lgan edi. Shu
ma’lumotlarga tayangan holda o’simliklardagi hosil yig’ish jarayonida ham

xosildorlik yuqori bo’lishi taxmin qilindi. Dala sharoitida parvarish gilinayotgan



RNAi SynHy5 va nazorat liniya larning hosil yig’ish vaqtida o’tqazilgan
tadqgiqotlarlar uchun mutant va nazoarat liniya namunalar belgilab olindi. Tadgiqot
3 takror holatda har bir takrorda 15 dona o’simliklarda bir vaqtda ko’saklar soni

sanaldi va statistik tahlil ishlari amalga oshirildi(4-jadvalga garang).

4-jadval.
RU SARIAIIISIT ldebllllllg SUAUSURN TdAILLIL.
Samples Mean SD Skewness Kurtosis CvV Min Max
Control 19,23 2,71 -0,35 -0,58 0,14 14 24
SynHy5 23,63 2,76 -0,45 -0,51 0,11 18 28

Yugqoridagi jadvaldan ko’rinib turibdiki umumiy nazorat va transgen
linlardadan 45 tadan namunlar o’rtasidagi ko’saklar sonining o’rtacha yig’indisi
nazoarat linylarda o’rtacha Mean 19.23, min-14, max-24. Transgen liniya larda esa
o’rtacha Mean 23.63, min-18, max-28 giymatni namayon qildi. Transgen va nazorat
liniya o’simliklar o’rtasidagi umumiy ko’saklar soni bo’yicha o’rtacha farq Mean
4.4 min-4, max-4 farq qilishi aniglandi. Stastistik tahlillarni grafik ko’rnishda

ifodalasak quydagi ko’rnishni namoyon qildi.
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5-rasm. Ko‘saklanish fazasining statistik taxlili.



G’o’zada hosil yig’ish vaqtida amalga oshirilgan statistik tahlillarga
tayangan holda RNAi SynHy5 va nazorat liniya namunalaridagi hosil sonlarining
yakuniy o’rtacha statistik tahlilardagi farqlarni tasdiglash uchun grafik ko’rnshga
keltridik va quydagicha fagrlar namoyon bo’ldi. Unga ko’ra RNAi SynHy5 liniya
namunalardagi hosil soni nazorat liniya namunalaridan o’rtacha 5-8 donaga ko’p
ekanligi aniglandi.

Xulosa. Ushbu tadgiqot zamonaviy biotexnologiya usullaridan foydalangan
holda, gishlog xo‘jalik ekinlari uchun ahamiyatli bo‘lgan g‘o‘za o‘simligining
genomidan foydalanib, molekulyar tadgiqotlarni amalga oshirgan holda yangi
gimmatli belgilarni nomoyon qiladigan liniya olishni magsad gilingan. Qo’yilga
magsadni amalga oshirish uchun g‘o‘za genomidan foydalanib, quyosh nurining
uzoq qizil nurlariga javob beruvchi HY5 genlariga gen nokout texnologiyasini
go‘llab, HY5 genlarining faolligi pasaytrildi. Natijada HY5 genlari tomonidan
boshqariluvchi Fitoxrom genlar oilasi (PHYA, PHYB PHYC PHYD va PHYE)
kriptoxrom genlar oilasiga kiruvchi ko‘plab genlarning faolligining ortishi va
ko’plab metobalitik o’zgarishlar kuzatildi.. Bu o0’z navbatida o‘simlikning
morfologik belgilarida ko‘plab ijobiy o‘zgarishlar sodir bo‘lganliga olib keldi..
Jumladan o‘simlikning ildiz va gipokotel elongatsiyasida yon ildizlarning o‘sish
tezligi sezilarli ortdi shuningdek, shonalash va gullash fazasida transgen
o‘simliklarning nazorat o‘simliklariga nisbatan faolligi ortgan. Ko’saklari hajmiy
jihatdan ko‘pligi va nazorat o‘simliklariga qaraganda ertapisharlik xususiyatlarini
nomoyan qildi. Hozirgi kunda tadqiqotning ustida davomiy izlanishlar olib
borilmogda Xususan o’simlikning hosilili yig’ib olingandan so’ng tola sifat,
chigitning miqdoriy sifat ko’rsatkichlari ustida tadgiqotlar davom etmogda. RNAi
go’llanilgan g’o’za namunalarining morfologik belgilar avladdan avladga o’tish

darajasini o’rganish ishlari olib borilmoqda.
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	G’o’za butun dunyo toʻqimachilik sanoatida ishlatiladigan tabiiy tolasi uchun ekiladigan eng muhim qishloq xoʻjalik ekini hisoblanadi. Xitoy, Hindiston va AQSH kabi rivojlangan mamlakatlaridagi paxta yetishtiruvchilar tomonidan zararkunandalarga qarshi salbiy ta’sir qiluvchi BT (Bacillus thuringiensis) genlari, hosildorlik va ertapisharlik kabi morfologik belgilarga ijobiy ta’sir qiluvchi genlar yaxshi ifodalangan paxta navlariga boʻlgan ehtiyoj ortmoqda [1]. Bu esa paxtadagi ertapisharlik, hosildorlik, tola va urugʻning sifat darajasini yaxshilash uchun biotexnologik vositalar va usullardan foydalanib oʻsimlik xoʻjalik belgilarini rivojlanishini tezlashtirish zaruriyatini keltirib chiqarmoqda. Bu jarayon ilmiy tomondan anchagina murakkab boʻlib, oʻsimlik hujayrasiga maqsadli genlarni, transformatsiya qilish orqali kiritishni talab qiladi. Bu metodining mohiyati shundan iboratki, gʻoʻza hujayralariga agrobakteriya (Agrobacterium tumefaciens) orqali gen kiritib, oʻsimlik genom qismida, tashqi morfologik va ichki fiziologik oʻzgarishlarni hosil qilinadi [2]. Hozirgi kunda dunyo olimlari tomonidan somatik emriogenez (SE) usuli orqali koʻplab tadqiqotlar amalga oshirilgan boʻlib, u oʻsimliklar biotexnologiyasida agrobakterium vositachiligi yordamida transformatsiya qilish, oʻsimlik genomiga begona genlarni kiritish va transgen oʻsimliklarni olish uchun keng qoʻllaniladigan an’anaviy usul hisblanadi [3]. Gʻoʻza (G. hirsutum L) genetikasida somatik embriogenez jarayonini amalga oshirishda toʻqimalarga maqsadli gen konstruksiyalarini agrobakterium yoki biobolistik bombardimon qilish orqali kiritish usullaridan foydalanish somatik embriogenez usulining muvaffaqiyatli boʻlishida muhum oʻrin tutadi [4]. Transformatsiya jarayonidan soʻng hujayrada dedifferentsiyasi va redifferentsiatsiyasi kabi murakkab jarayonlar sodir boʻladi. Bu esa in vitro usulida oʻsimliklar embrionining rivojlanishi, hujayradagi molekulyar hodisalarni tushunish uchun namunaviy tizim hisoblanadi [5]. Oʻsimlik gipokotel qismiga maqsadli genlarni transformatsiya qilinishi gʻoʻzaning yosh nihollari to’qimalarida amalga oshiriladi. To’qima hujayralarida Agrobakteriyaning EHA105 shtammi zararlantrilgan pC-KSA ikkilik vektori yordamida fitaz geni va marker neomitsin fosfotransferazasi (NPTII) fermentini toʻgʻridan toʻgʻri regeneratsiya qilinadi va somatik embrogenez (SE) jarayonida kurtaklar shalikllanadi [6]. Gʻoʻzada somatik embriogenez jarayoni embriogenlarning shakillanishida quydagi erta torpeda bosqichi, kech torpedo bosqichi, yurak bosqichi, globulyar bosqichi va kotiledon bosqichlar muhum ahamiyat kasb etishi olimlar tomonidan o’rganilgan. [7]. Transgen oʻsimlik olish jarayonida oʻsimlik toʻqmasida murakkab molekulyar va fizologik jarayonlar amalga oshadi. Xususan hujayradagi Arabinogalaktan oqsillari (AGP) faollashib in vitro somatik embriogenezda hujayralarning tez boʻlinish jarayonida ishtrok etadi. Bir qator olimlar tomonidan olib borilgan tadqiqotlarga ko’ra Arabinogalaktan oqsillari gʻoʻzada kallus hujayralari tomonidan sintezllanadi. va somatik embriogenez jarayonida hujayralar bo’linishiniragʻbatlantiradi [8]. So’ngi yillarda olimlar tomonidan paxtada somatik embriogenez usullarni optimallashtrib, o’simlik embrionlariga biobolistik va Agrobacterium vositasida transformatsiya qilish usullari birlashtirib takomillashgan qo’llanma tavsiya qilindi. Bu qo’llanma 1-agrobakteriyalarni tayyorlash, 2-urugʻlarni sterilizatsiya qilish, 3-g’o’za embrionini kesish, 4-volfram bombardimon qilish orqali kurtaklar hujayralarining shikastlanishi, 5-agrobakteriya vositachiligida transformatsiya, 6-embrionning ko-kulturasi, 7-in vitro transgen oʻsimliklarni qayta tiklash va tanlash, 8-oʻsimliklarning molekulyar tavsifi kabi bosqichlardan iborat. Bungi kunda bu metod gʻoʻza genetik modifikatsiyasi boʻyicha yuqori muvaffaqiyatlarga erishishimizni ta’minlamoqda va global paxtachilikni rivojlantirish yuqori xususiyatlarga ega boʻlgan gʻoʻza yetishtrish imkonini beradi [9]. O’simlik to’qimasiga maqsadli genni transformatsiya qilishda g’o’zaning Koker-312 liniyasidan embriogen sifatida foydalaniladi. Transformatsiya jarayonida Koker-312 liniyalarining 5 kunlik yosh nihollarining gipokotil toʻqimalari ishlatiladi. Transformatsiya jarayonidan soʻng yosh nihol hosil boʻlgunga qadar somotik embriogenez jarayoning bir nechta bosqichlardan oʻtadi. Yosh nihollarni oʻsish va rivojlanishini ragʻbatlantrish uchun yetuk embrionlar muhit bilan toʻyingan steril vermikulitga joylashtirildi va oʻsimlikda ildiz va ikkita chin barg paydo boʻlgandan soʻng oʻsimliklar tashqi muhit sharoitiga moslashtriladi. Torf,qum va tuproq (1:1:1) aralashmasi bilan to’ldirilgan tuvaklarga koʻchirlib parvarishlanadi. Ushbu jaryon yordamida yetuk oʻsimliklar olinadi [10].

