
Agrobacterium tumefaciens yordamida pomidor o’simligi (Solanum
lycopersicum L) transformatsiyasida qo’llaniladigan ozuqa muhitlarini

optimallashtirish

Murodov Anvarjon Adxamjon o’g’li1,2., Ayubov Mirzakamol Sobitjonovich3.,

Mamajonov Bexzod O’rijfon o’gli4., Yusupov Abdurahmon Nodirjon o’g’li5.,

Obidov Nurdinjon Shuhratjon o’g’li6., Bashirxonov Ziyodulloxon Hakimullo

o’g’li1., Buriev Zabardast Tojiboyevich8.

1.O’zbekiston  Respublikasi  Fanlar  Akademiyasi  Genomika  va  Bioinformatika
markazi tayanch doktorant. 

 2.O’zbekiston  Respublikasi  Sog’liqni  Saqlash  vazirligi.  Toshkent  Tibbiyot
Akademiyasi. Gistologiya va tibbiy biologiya kafedrasi assistent.

3.  O’zbekiston  Respublikasi  Fanlar  Akademiyasi  Genomika  va  Bioinformatika
markazi katta ilmiy hodim.

4.  O’zbekiston  Respublikasi  Fanlar  Akademiyasi  Genomika  va  Bioinformatika
markazi tayanch kichik ilmiy hodim.

5.  O’zbekiston  Respublikasi  Fanlar  Akademiyasi  Genomika  va  Bioinformatika
markazi tayanch tkichik ilmiy hodim.

6.  O’zbekiston  Respublikasi  Fanlar  Akademiyasi  Genomika  va  Bioinformatika
markazi tayanch doktorant.

7.  O’zbekiston  Respublikasi  Fanlar  Akademiyasi  Genomika  va  Bioinformatika
markazi tayanch doktorant.

8.  O’zbekiston  Respublikasi  Fanlar  Akademiyasi  Genomika  va  Bioinformatika
markazi professor.

Tel: +998 99 365-94-40, Gmail: murodov95anvar@gmail.com.

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/Cas9   va  RNK  interferensiya

pomidor  o’simligi  genomini  o’rganishga  imkon  yaratdi.  Pomidor  o’simligi

Agrobacterium orqali trasformatsiyasida genotip tanlamasligi, nisbatan qisqa vaqt

sarflanishi kabi afzalliklarga ega bo’lishi bilan bir qatorda 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 ozuqlarni 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  boshqaruvchi

fitogarmon ZEATINni konsentratsiyalarini  o’zgartirish va ildiz hosil  qildiruvchi

ozuqa  RM  ni  tarkibini  o’zgartirish  orqali  transgen  o’simliklar  olish  miqdori

ortishiga erishildi.

Kalit  so’zlar:  Solanum  lycopersicum  L,  genetik  transformatsiya,  ozuqa

muhitlari, Agrobacterium tumefaciens.

Питательные среды, используемые при генной трансформации растений
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Аннотация. Томат (растение) является не только экономически важной

культурой,  но  и  служит  для  ученых  модельным  растением  для  изучения

молекулярных и биохимических процессов,  происходящих при созревании

его  плодов.  Новый  метод  редактирования  генома  CRISPR/Cas9,  а  также

методы  РНК-интерференции  предоставили  возможности  для  изучения

генома томата.  Трансформация томата  с  помощью Agrobacterium обладает

преимуществами,  такими  как  неселективность  в  отношении  генотипа  и

относительно  малые  временные  затраты,  но  также  имеет  и  некоторые

недостатки. К этим недостаткам относятся низкий процент трансформации и

сложность питательных сред. В данной статье описаны методы оптимизации

питательных  сред,  используемых  при  трансформации  томата  с  помощью

Agrobacterium.  В  экспериментах  использовали  штамм  Agrobacterium

tumefaciens LB4404  и  три  сорта  томата:  Юсуповский  (местный),  Черри  и

Бьюти. Наивысший процент трансформации был достигнут у сорта Черри.

Путем  изменения  концентраций  селективного  антибиотика  гигромицина,

фитогормона, регулирующего рост, зеатина, и модификации состава среды

для ризогенеза RM удалось увеличить выход трансгенных растений.

Ключ  слова:  Solanum lycopersicum L,  генетический  трансформация,

питание среды, Агробактерии 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

chiqish  markazi  Janubiy  Amerika  va  u  yevropaga  16-asrda  olib  kelingan  [1].

Pomidor mevasi 2024 - yilda 67.6 mln tonnadan ortiq yetishtirilgan va Xitoy eng

ko’p  yetishtiruvchi  davlat   hisoblanadi,  O’zbekiston  esa  2.2  mln  tonna  ishlab

chiqarib  15-o’rinni  egalladi  [2].  Shuningdek,  pomidor  birinchi  CRISPR/Cas9

orqali genomi  tahrirlangan ikki urug’palli o’simlikhamdir [3]. Pomidor o’simligi

yilning istalgan vaqtida issiqxonada oson yetishtirish, hosil olish muddati nibatan

kamligi  va ko’plab  urug’lar  hosil  qilishi  bilan bir  qancha biologik jarayonlarni

jumladan: transkriptoma,  metabolomika va proteomika sohasida model o’simlik

sifatida ham keng ishlatiladi [4,5,6]. Pomidor mevasi inson immunitet sistemasini

kuchaytirishda  ayniqsa,  qonni  aylanishini  yaxshilashda,  ko’rish  qobiliyatini

kuchaytishda  muhim  ahamiyatga  ega  va  u  tabiiy  antiseptik  hamdir.  Pomidor,

shuningdek,  ovqat  hazm  qilish  o’rganlari  kasalliklarida,  hujayra  bo’linishini

boshqarishda va qonda qand 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

qo’llanilmoqda [9].  Agrobacterium tumefaciens  orqali transformatsiya qilinganda

kiritilgan genetik konstruksiya 1 yoki 2 nusxada o’simlik genomiga kiradi bu esa

o’simlik genomidagi boshqa qismlarni faoliyatini o’zgartirmaydi [10]. 

O’simlikning ozuqa muhitidagi moddalar ayniqsa rivojlanishni boshqaruvchi

fitogarmonlar miqdori muhim ahamiyatga ega. Zeatin ushbu garmonlar qatoriga

kirib,  pomidor transformatsiyasida asosiy rivojlanishni  boshqaruvchi garmondir.

Kokultivatsiya va novda hosil qiluvchi ozuqalarda turli miqdorlarda ishlatiladi [11-

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



transgen  o’simlik  foizi  nisbatan  kam  bo’lgan  [14].  Ushbu  tadqiqotda

Agrobakteriya orqali gen transformatsiyasida ishlatishi mumkin bo’lgan ozuqalar,

ularning tarkibi va tayyorlash ketma-ketligi ko’rsatilgan.  

2. Materiallar.

1. Cherry pomidor o’simlik urug’lari. 

2. Agrobacterium tumefaciens ning LB4404 shtami.

3. Maqsadga  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 ozuqalar.  

1. Urug’ o’stirish ozuqasi (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 ozuqasi (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 ozuqa: 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).

Yuqoridagi  barcha  reagenlar  miqdori  1  litr  ozuqa  uchun  keltirilgan  va

barchasi  avtoklav  qilinadi.  Antibiotiklar  va  fitogarmonlar  ozuqa  avtoklav

qilingandan  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. 

1. 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 ozuqa muhiiga ekildi. 

2. 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.

1. Tarkibida maqsadli  vektor konstruksiya tutgan Agrobakteriyani transformatisiya

qilish kunida 2 kun oldin qattiq YEP ozuqasida o’stirildi. Transformatsiya kunidan

1  kun  oldin  qattiq  ozuqadan   tarkibida  selektiv  antibiotik  bo’lgan  suyuq  YEP

ozuqasida  ko’chirildi.  Bakteriyaning  OD  ko’rsatkichi  transformatsiyada  0.6  ga

teng bo’lishi taminlandi. 



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

transformatsiya uchun tayyorlangan suyuq transformatsiya ozuqasida suyultiriladi.

3.3. Transformatsiya jarayoni.   

1. 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) ozuqasida 5-8 minut vaqti- vaqti bilan chayqatlib ushlab turildi. 

2. Kotoledonlari steril filtr qog’ozda ortiqcha suyuqlik shimib olinguncha saqlanadi,

so’ngra Qattiq transformatsiya ozuqasiga bargning yuqori qismi pastga qaratilgan

holda ko’chirildi. Paraflmlandi. 

3. Qorong’uda 20 C da 2 kun saqlandi.

4. Kotoledonlar  birlamchi  novda  shakllantiruvchi  ozuqaga  bargning  yuqori  qismi

yuqoriga qaratilgan holda ko’chiriladi. Ozuqa parafilm qilinib 24 C harorat va 16

fotoperiod sharoitda 2 hafta saqlandi.

5. Yangi  tayyorangan  ikkilamchi  novda  shakllantiruvchi  ozuqaga  kotoledonlar

bargning yuqori qismi 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 ozuqa yangisiga almashtirb borildi.

6. 4-6 hafta ichida dastlabki novdalar ko’rina boshlaydi. Ushu novdalar 1.5-2 sm ga

yetganda novdaalar kesib olinadi va ildiz hozil qiluvchi ozuqaga bo’lgan yirik petri

idishlarga yoki bankalaga ko’chirib o’tkaziladi.  Ildizlar 5-10 kun ichida ko’rina

boshladi. 

4. Tuproqqa moslashtirish. 

1. Ildizlovchi ozuqada o’sgan novdalar banka yuqorisiga yutganda taxminan 7-10 sm

yetganda steril  tuproqqa ko’chirib o’tkaziladi  va tuvak usti  shaffof  plastic yoki

shisha idish bilan yopiladi.   Dastlab 3-7 kun klima kamerada harorat  24 C da

saqlanib  tuproqqa  moslashtirib  boriladi.   Tuproqqa  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 saqlanishi

aniqlandi.  

T0  Transgen  o’simliklar  molekular  metodlar  yordamida  PZR  va  Senger

sequenlash yordamida vektor konstruksiya tutgani tekshirildi. Transgen stabilligi

T1 va T2 avlodlarda tekshirib aniqlandi.

6. Xulosalar.

Pomidor  o’simligi  tranasformatiyaga  samaradorligiga  foydalanilayotgan

ozuqa  moddalar  sifati  va  konsentratsiyasi  ta’siri  katta.  Fitogarmonlar  va

antibiotiklar ozuqaga harorat 50-55C da qo’shilsa ularningyuqori faolligi saqlanib



qolinishi kuzatildi. Selektiv antibiotikning miqdori aniqlab olish juda muhim. Bu

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