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Abstrakt. Pomidor o’simligi nafaqat iqtisodiy jihatdan muhim o’simlik,
balki u mevalarining yetilishida yuz beradigan molekulyar va biokimyoviy
jarayonlarni o’rganishda olimlar uchun model o’simlik hamdir. Genom
tahrirlashning yangi usuli hisoblangan CRISPR/CasS va RNK interferensiya
pomidor o’simligi genomini o’rganishga imkon yaratdi. Pomidor o’simligi
Agrobacterium orqali trasformatsiyasida genotip tanlamasligi, nisbatan gisqa vaqt

sarflanishi kabi afzalliklarga ega bo’lishi bilan bir gatorda ba’zi kamchililarga ham
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ega. Bu kamchiiklar transformatsiya foizining pastligi va ozuqalarning
murakkabligi hisoblanadi. Ushbu maqolada Agrobacterium orqali pomidor
o’simligi trnasformatsiyasida ishlatiladigan ozuglarni optimallashitish usullari va
ularning natijalari bayon etilgan. Tajribalarda Agrobacterium tumefaciensning
LB4404 shtaminidan va pomidor o’simligining 3 xil navi: Yusupoviskiy
(mahalliy), Cherry va Beautydan foydalanildi. Eng yuqori transormatsiya foizi
Cherry navida olindi. Selektiv antibiotik Hygromycin, o’sishni boshqgaruvchi
fitogarmon ZEATINni konsentratsiyalarini o’zgartirish va ildiz hosil qildiruvchi
ozuga RM ni tarkibini o’zgartirish orqali transgen o’simliklar olish miqdori

ortishiga erishildi.

Kalit so’zlar: Solanum lycopersicum L, genetik transformatsiya, ozuqa
mubhitlari, Agrobacterium tumefaciens.
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AnHoTanus. Tomar (pacTeHue) SBISIETCS HE TOJbKO 5JKOHOMUUYECKH BaXKHOU
KYJIbTYPOU, HO U C/IY)KUT [/I1 YYEHBbIX MO/IeJIbHbIM pacTeHWueM [Jisl W3yueHUs
MOJIEKY/ISIPHBIX ¥ OMOXMMHUECKUX TIPOL[eCCOB, MPOUCXO/SIINX TIPU CO3peBaHUHU
ero mwiogoB. HoBeii Metoys pepaktupoBaHusi reHoMa CRISPR/Cas9, a Takke
Metoabl PHK-uHTepdepeHIMM MpefoCTaBUIM BO3MOXXHOCTHA ISl U3yUeHUs!
reHoMa Tomara. TpaHcdopmaliyds TomaTa C Momoiipio Agrobacterium o6sazjaeT
TpEeUMyIeCTBaMU, TAaKMMM KakK HeCe/JIeKTUBHOCTb B OTHOLLIEHWM TeHOTHIa U
OTHOCUTE/IbHO MaJible BpeMeHHble 3aTpaThl, HO TakKXe HMeeT U HeKOTOpble
HegocTaTku. K 5TMM HeJjocTaTKaM OTHOCSITCSI HU3KUM TIPOLIEHT TpaHC(opMaLyy U
C/IO’KHOCTb TIUTaTe/IbHbIX cpeJl. B 1aHHOM cTaThbe onMcaHbl METO/bI ONTUMU3ALIUU
NUTaTebHBIX CpeJi, UCIO0J/Ib3yeMbIX TIPU TpaHCHOpPMAalMM TOMaTa C TIOMOLLbIO
Agrobacterium. B 3KcreprMeHTax MCIO/Ib30Baid ITaMM Agrobacterium
tumefaciens LB4404 v Tpu copta TomaTta: FHOcymoBckuii (MecTHbI), Ueppu u
Brtotu. HauBsicimii npoiieHT TpaHchopMalyd OblT JOCTUTHYT y copTa Ueppw.
[TyreM W3MeHeHUs KOHIIEHTPALMM CeJIeKTUBHOTO aHTHOWOTHKA TMIPOMHUIIMHA,
(bUTOropMOHa, peryJvpyrollero pocT, 3eaTUHa, U MOAU(PUKALIMKU COCTaBa CpeJbl

A5 pu3oreHe3a RM yianoch yBeJTMUUTh BbIXOJ, TPAHCT€HHBIX PACTEHUM.

Knrwou cnoBa: Solanum lycopersicum L, reHeTMueckuili TpaHcdhopmaliys,
nUTaHue cpefibl, Aepobakmepuu tumefaciens.
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Abstract. Tomato plant not only economic in terms of important plant, like
this  fruit especially berry of fruits in maturity face giving molecular and
biochemical processes in learning scientists model plant for Genome genome
editing new method CRISPR/Cas9 also known as RNA interference methods using
tomato plant genome to study opportunity created by Tomato plant
Agrobacterium through in transformation genotype indiscriminate , relatively
short time consumption such as to the advantage has to be with one in the queue
some It also has disadvantages . These disadvantages transformation percentage
low and of food This is the complexity. in our article Agrobacterium through
tomato plant in the transformation used food This is optimization. in experience
Agrobacterium tumefaciens from strain LB4404 and tomato 3 varieties of the
plant: Yusupovysky (local), cherry and beauty from used. Most high
transformation percent cherry variety was taken. Selective antibiotic Hygromycin,
growth manager phytohormon ZEATIN concentrations change and root harvest
doer feed RM the composition changes through transgender plants to take amount

to increase achieved.
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1. Kirish. Pomidor o’simligi Solanaceae oilasiga mansub bo’lib, kelib
chigish markazi Janubiy Amerika va u yevropaga 16-asrda olib kelingan [1].
Pomidor mevasi 2024 - yilda 67.6 mIn tonnadan ortiq yetishtirilgan va Xitoy eng
ko’p yetishtiruvchi davlat hisoblanadi, O’zbekiston esa 2.2 miln tonna ishlab
chigarib 15-o0’rinni egalladi [2]. Shuningdek, pomidor birinchi CRISPR/Cas9
orqgali genomi tahrirlangan ikki urug’palli o’simlikhamdir [3]. Pomidor o’simligi
yilning istalgan vaqtida issigxonada oson yetishtirish, hosil olish muddati nibatan
kamligi va ko’plab urug’lar hosil gilishi bilan bir gancha biologik jarayonlarni
jumladan: transkriptoma, metabolomika va proteomika sohasida model o’simlik
sifatida ham keng ishlatiladi [4,5,6]. Pomidor mevasi inson immunitet sistemasini
kuchaytirishda aynigsa, qonni aylanishini yaxshilashda, ko’rish qobiliyatini
kuchaytishda muhim ahamiyatga ega va u tabiiy antiseptik hamdir. Pomidor,
shuningdek, ovgat hazm qilish o’rganlari kasalliklarida, hujayra bo’linishini
boshgarishda va gqonda gand miqdorini meyorlashtirishda muhim ahamiyatga ega

[7,8].

Hozirda  o’simliklarga  gen  transformatsiyasining  Agrobakteriya,
mikrozarracha bombardment, mikroinyeksiya va elektroporatsiya xillaridan
foydalaniladi. Bu usullar orasida Agrobakteriya orqali gen transformatsiyasi
qulayli, kam mablag’ talab qilganligi va tabiiy jarayoniga asoslangani uchun keng
go’llanilmoqda [9]. Agrobacterium tumefaciens orqali transformatsiya gilinganda
kiritilgan genetik konstruksiya 1 yoki 2 nusxada o’simlik genomiga kiradi bu esa

o’simlik genomidagi boshqga gismlarni faoliyatini o’zgartirmaydi [10].

O’simlikning ozuga muhitidagi moddalar aynigsa rivojlanishni boshqaruvchi
fitogarmonlar migdori muhim ahamiyatga ega. Zeatin ushbu garmonlar qatoriga
kirib, pomidor transformatsiyasida asosiy rivojlanishni boshgaruvchi garmondir.
Kokultivatsiya va novda hosil giluvchi ozugalarda turli migdorlarda ishlatiladi [11-

13]. Ba’zi tajribalarda ushbu garmonsiz ham transgen o’simlik olishgan, lekin



1.

transgen o’simlik foizi nisbatan kam bo’lgan [14]. Ushbu tadgiqotda
Agrobakteriya orqali gen transformatsiyasida ishlatishi mumkin bo’lgan ozugalar,

ularning tarkibi va tayyorlash ketma-ketligi ko’rsatilgan.
2. Materiallar.

Cherry pomidor o’simlik urug’lari.

2. Agrobacterium tumefaciens ning LB4404 shtami.

3.

Magsadga muofiq vektor konstruksiya. Bizning tajribada CRISPR/Cas9 vektor

konstruksiya.

2.1. Agrobacterium tumefaciens o’stirish uchun foydalaniladigan

ozuqalar.

1.YEP suyuq ozuqasi: 10 gr yeast extrakti, 10 gr pepton, 5 gr NaCl va vektorga
mos antibiotik.
2. YEP qattiq ozuqasi: 15 gr agar, 15 gr pepton (soya), 5 gr NaCl va 10 gr yeast

extrakti.
2.2. Urug’ o’stirish va transformatsiya uchun ozugqalar.

1. Urug’ o’stirish ozugasi (MSO) 1 Litr uchun: 3 gr Murashige and Skoog (MS)
tuzi, 2 ml tiamin xlorid (1mg/ml), 100 mg myoinositol, 10 gr saxaroza, 1ml nikotin

kislota eritmasi(0.5mg/ml), pH=5.8, 3 gr gelzan.
2.3. Transformatsiya ozugqasi (1 Litr uchun):

1. Suyuq (MSO) 1 Litr uchun: 4.3 gr MS tuzi, 0.4ml tiamin xlorid (1mg/ml), 20 gr

saxaroza, pH=>5.8.

2. Qattiq: 4.3 gr MS tuzi 100 mg myoinositol 1 ml nitch vitaminlari 20 gr

saxaroza pH=6, 3 gr gelzan, trans-zeatin (1mg/ml).

2.4. O’simlik regeneratsiyasi va ildizlatuvchi ozuqalar:



1. Birlamchi novda shakllantiruvchi ozuga: 4.3 gr MS tuzi 100 mg myoinositol
1 ml nitch vitaminlari 20 gr saxaroza pH=6 8 gr agar, 3 gr gelzan, 2ml trans-zeatin

(1mg/ml), 4 ml timetin(100mg/ml) va vektorga mos antibiotik (Hygromycin).

2. Ikkilamchi novda shakllantiruvchi ozuqa: 4.3 gr MS tuzi 100 mg myoinositol
1 ml nitch vitaminlari 20 gr saxaroza pH=6 8 gr agar, 3 gr gelzan, 1 ml trans-zeatin

(1mg/ml), 4 ml timetin(100mg/ml) va vektorga mos antibiotik (Hygromycin).

3. Ildiz shakllantiruvchi ozuqa: 4.3 gr MS tuzi 100 mg myoinositol 1 ml
nitch vitaminlari 30 gr saxaroza pH=6 8 gr agar, 3 gr gelzan, 4 ml

timetin(100mg/ml) va vektorga mos antibiotik (Hygromycin).

Yugqoridagi barcha reagenlar miqdori 1 litr ozuga uchun Kkeltirilgan va
barchasi avtoklav qilinadi. Antibiotiklar va fitogarmonlar ozuga avtoklav
gilingandan so’ng harorat 50-55 C bo’lgandan so’ng steril laminar ichida

qo’shiladi. Qattiq ozuqalar steril petri idishlarga quyiladi.
3. Metodlar.
3.1. O’simlik namunalarini transformatsiyaga tayyorlash.

. Tanlangan nav urug’lar avval 10 minut gipoxloridda, keyin yana 10 minut 96% etil
spirtida yaxshilab sterillandi, so’ngra distirlangan suvda 3 marta 5 minutdan
yuvilib agar ozuga muhiiga ekildi.

. 7-9 kundan so’ng o’simliklarning koteledonlaridan foydalanildi. Haqqiqiy barglar

shakllanmagan bo’lishiga e’tibor berish kerak.
3.2. Agrobakteriyani transformatsiyaga tayyorlash.
Tajribada Agrobakteriyaning LB4404 shtamidan foydalanildi.

. Tarkibida maqgsadli vektor konstruksiya tutgan Agrobakteriyani transformatisiya
qilish kunida 2 kun oldin qattiq YEP ozugasida o’stirildi. Transformatsiya kunidan
1 kun oldin qattig ozugadan tarkibida selektiv antibiotik bo’lgan suyug YEP
ozuqgasida ko’chirildi. Bakteriyaning OD ko’rsatkichi transformatsiyada 0.6 ga

teng bo’lishi taminlandi.



. So’ngra suyuq YEP ozuqada o’sgan bakteriya kulturasi sentrifugada cho’ktirilib,

transformatsiya uchun tayyorlangan suyuq transformatsiya ozugasida suyultiriladi.
3.3. Transformatsiya jarayoni.

. Pomidor kotoledonlari steril skalpel yordamida 1-1.5 sm kattalik kesib olindi. Har
bir bargning uchi va novda tomoni kesib tashlandi va tarkibida konstruksiya tutgan
suyuq (MSO) ozugasida 5-8 minut vaqti- vaqti bilan chayqatlib ushlab turildi.

. Kotoledonlari steril filtr qog’ozda ortiqcha suyuqlik shimib olinguncha saglanadi,
so’ngra Qattiq transformatsiya ozugasiga bargning yuqori gismi pastga qaratilgan
holda ko’chirildi. Paraflmlandi.

. Qorong’uda 20 C da 2 kun saglandi.

. Kotoledonlar birlamchi novda shakllantiruvchi ozugaga bargning yuqori gismi
yuqgoriga qgaratilgan holda ko’chiriladi. Ozuqga parafilm qilinib 24 C harorat va 16
fotoperiod sharoitda 2 hafta saglandi.

. Yangi tayyorangan ikkilamchi novda shakllantiruvchi ozuqaga kotoledonlar
bargning yuqori gismi yuqoriga qaratilgan holda ko’chiriladi va 24 C harorat va 16
fotoperiod sharoitda dastlabki novdalar shakllanib 1.5-3 sm o’sguncha saqlanadi.
Har 2 haftada ushbu ozuqga yangisiga almashtirb borildi.

. 4-6 hafta ichida dastlabki novdalar ko’rina boshlaydi. Ushu novdalar 1.5-2 sm ga
yetganda novdaalar kesib olinadi va ildiz hozil giluvchi ozugaga bo’lgan yirik petri
idishlarga yoki bankalaga ko’chirib o’tkaziladi. Ildizlar 5-10 kun ichida ko’rina
boshladi.

4. Tuprogqa moslashtirish.

. Ildizlovchi ozugada o’sgan novdalar banka yuqorisiga yutganda taxminan 7-10 sm
yetganda steril tuprogqa ko’chirib o’tkaziladi va tuvak usti shaffof plastic yoki
shisha idish bilan yopiladi. Dastlab 3-7 kun klima kamerada harorat 24 C da
saglanib tuprogga moslashtirib boriladi. Tuprogga moslashtirishda asta-sekin
shaffof yuqori qismi 1-kunda 3-4 marta 10-20 minutga ochib quyilib tashqi

muhitga moslashtira borildi.



5. Natijalar va tahlillar.

Transfomatsiya foizi 7-12% kuzatildi. Fitigarmonlar va antibiotiklarni yangi
tayyorlangan eritmalaridan foydalanish Agrobakteriyani o’sib ketishidan saglanishi
aniqglandi.

TO Transgen o’simliklar molekular metodlar yordamida PZR va Senger
sequenlash yordamida vektor konstruksiya tutgani tekshirildi. Transgen stabilligi

T1 va T2 avlodlarda tekshirib aniglandi.

C

1-rasm. Transformatsiya ketma-ketligi. a somatik embriogenezda kotoledonlarda yosh
nihollar chigishi. b yosh nihollarni ildiz hosil giluvchi ozugada o'sishi. ¢ nihollarni tuproqdagi
o’sishi. d nihollarni transgen ekanligini PZR orqali tekshirish: 1-7 o’simlik namulari, + plasmida,

- manfiy kontrol.
6. Xulosalar.

Pomidor o’simligi tranasformatiyaga samaradorligiga foydalanilayotgan
ozuga moddalar sifati va konsentratsiyasi ta’siri katta. Fitogarmonlar va

antibiotiklar ozugaga harorat 50-55C da qo’shilsa ularningyuqori faolligi saglanib



golinishi kuzatildi. Selektiv antibiotikning miqdori aniglab olish juda muhim. Bu

miqdor kanamitsin uchun 200mg/L, gigramitsin uchun 25mg/L. aniglandi.
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