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Annotatsiya. Prunus turlarida in vitro sharoitida bir nechta biotexnologik usullar ishlab
chiqgilgan bo‘lib, ularning barchasi moslashuvchan kallus massasini hosil qilish uchun ishonchli
protokolni talab giladi. Xususan, Prunus cerasiferaning Myrobalan 29C namunalari ustida hali
kallus to‘qimalar hosil qilinmagan edi. Biz bu natijaga asosida bir necha ozuga muhitlar va
fitogarmonlar ta’sirida optimal kallus hosil qilish pratokolini ishlab chiqdik. Ushbu natijalar bir
necha takrorda olib borilib statistik (two-way ANOVA va Tukey test) tahlil gilindi. Eng yaxshi
ozuga muhiti WPM va eng yaxshi auksin 2.4-D sifatida baholandi.

Kalit so‘zlar: eksplantlar, o‘sish mubhiti, in vitro, prunus cerasifera.l, ho‘l va quruq massa,
nisbiy o‘sish.

Abstract. Several biotechnological methods have been developed for Prunus species
under in vitro conditions, all of which require a reliable protocol for the production of
proliferative callus mass. In particular, callus tissues had not previously been induced from
Myrobalan 29C (Prunus cerasifera L.) samples. Based on this objective, we developed an
optimal protocol for callus induction using different culture media and plant growth regulators.
The experiments were conducted with several replications, and the results were statistically
analyzed using two-way ANOVA and Tukey’s test. Among the tested media, WPM was
identified as the most suitable culture medium, while 2,4-D was evaluated as the most effective
auxin for callus induction.

Keywords: explants, culture medium, in vitro, Prunus cerasifera L., fresh and dry weight,
relative growth.
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AuHotamms./lns  BugoB poma Prunus B ycmoBusx In Vitro  paspaboTaH psn
OMOTEXHOJIOTUYECKUX METOJOB, BCE M3 KOTOPBIX TPeOYIOT HAAEKHOIO MPOTOKOJA JUIs
MOJyYeHHUs] aKTUBHO NpoiuQepupyromeil KauryCHOW Maccel. B uacTHocTH, ans 00pasioB
Myrobalan 29C (Prunus cerasifera L.) kautycHbIC TKaHU paHee He ObUIH MOJTydeHbl. Mcxoms u3
TOM 3afaud, HaMHu ObUT pa3paboTaH ONTUMANBHBIM TPOTOKON WHIYKIUU Kajioyca C
UCTIOb30BAHUEM  PA3JIMYHBIX TMUTATENbHBIX Cped U (PUTOrOPMOHOB. DKCIIEPUMEHTHI
IPOBOJWINCH B HECKOJIBKUX MOBTOPHOCTAX, a MOJIyYE€HHBIE PE3yIbTaThl OBLIM CTATUCTHUECKU
NPOaHaJN3UPOBAHbl C MPUMEHEHHEM IBYX(aKTOPHOTO AHUCHEPCHOHHOro aHamm3a (two-way
ANOVA) u tecra Twioku (Tukey test). Hammyumieir nuraTellbHON cpefol Oblia TpHU3HAHA
WPM, a nanbonee 3¢ HeKTUBHBIM ayKCHHOM IS MHAYKIIMH KaJuTyca oka3zaics 2,4-D.

KiroueBble c10Ba: SKCIUIAHTHI, TUTATEIbHAS cpefa, in Vitro, Prunus cerasifera L., ceipas
Y CyXasi Macca, OTHOCUTEIIbHBIN POCT.

Kirish. In vitro kallus kulturalaridan o‘simliklarni regeneratsiya qilish gishloq xo‘jaligi
ekinlarini ko‘paytirish va takomillashtirishda muhim ahamiyat kasb etishi mumkin. Hujayra va
kallus kulturalari genetik muhandislik hamda gen ko‘chirish usullari orgali ekinlarni yaxshilash
uchun zarur shart hisoblanadi va bu usullar genetik jihatdan takomillashtirilgan o‘simliklar
yaratishda kuchli vosita bo‘lib xizmat giladi.

Prunus jinsiga mansub turlarning aksariyati in vitro sharoitida adventiv novdalar
regeneratsiyasiga nisbatan rekaltsitrant hisoblanadi va yetilgan eksplantlardan organogenez
hagida fagat kam sonli ma’lumotlar mavjud. Ba’zi bir tadgiqotchilar ma’lumotiga ko‘ra, in vitro
ko‘paytirilgan o‘simliklardan olingan kallusda adventiv novda induksiyasini rag‘batlantirish
ehtimoli yugoriroqdir [1].

Daraxtlarning aksariyati payvandlash orgali ko‘paytiriladi va donor o‘simlik bir yoki
ikkita madaniy daraxt klonidir. Gullash vagtini sinxronlashtirish uchun klondan foydalanishning
afzalligi bor.

Biroq, deyarli ekilgan daraxtlar, gari yoki yosh bo‘lishidan gat’i nazar, daraxtlarning sekin
o‘sishi va sifatli mevalar bermaslikka olib kelishi mumkin bo‘lgan viruslar bilan kasallangan.
Yaqin kelajakda bu daraxtlar virussiz daraxtlar bilan almashtirilishi kerak [2]. Turlarga bo‘lgan
talab ortib borishi bilan an’anaviy usullardan tashqgari samarali ommaviy ko‘paytirish usullari
ishlab chigilishi kerak [3].

Prunus spp. kallusi somatik organogenez va embriogenez, protoplast fuzion hamda
gibridizatsiya uchun go‘llanilgan. Shuningdek, u gishlog xo‘jaligi, bog‘dorchilik, o‘rmonchilik
va sanoatda virusdan xoli o‘simliklarni ommaviy ko‘paytirish magsadida ham go‘llanilgan [4].

Ushbu yo‘nalishlarning ko‘pchiligi kallusning in vitro kulturasi bilan bog‘liq bo‘lib, in
vitro kulturani rivojlantirish yo‘nalishlaridan biri - payvandtag va payvandust o‘rtasidagi
moslikni aniglashdir [5]. Moslik va nomoslikni nisbatan ishonchli erta aniglash kallus
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to‘gqimalarini in vitro sharoitda fuzion qilish va birikish nuqgtasida hujayralarning yopishishi
hamda rivojlanishini kuzatish orgali ta’minlanishi mumkin [6].

Kallus kulturalari ekinlarni takomillashtirishning noan’anaviy wusullari, masalan,
protoplastlar fuzioni va genetik transformatsiya uchun foydali ekanligi aniglangan. Kallus
organogenezi orgali somaklonal variatsiyani induksiya gilish ham turli bog‘dorchilik ekinlarini
yaxshilashda qo‘llanilgan. Kallusni nurlantirish va undan keyingi organogenez natijasida yangi
variantlarni yaratish ekinlarni takomillashtirishda juda samarali usul ekanligi aniglangan [7].

Kallus - bu hasharotlar yoki mikroorganizmlar hujumi yoxud stressli sharoitlarga javoban
o‘simlik tomonidan hosil qilinadigan amorf, dedifferensiyalashgan, tartibsiz va notekis
to‘qimadir. Kallus hosil bo‘lishi endogen gormonlar o‘rtasidagi ichki nisbat va signal
uzatilishidagi o‘zgarishlar bilan qo‘zg‘atiladi; atrof-muhit signallari esa kallus hujayralarining
differensiyalanishi yoki dedifferensiyalanishini induksiya giladi yoki saglab turadi [8].

Kallus organogenezining ahamiyatini inobatga olib, mazkur tadgiqotlar Myrobaland
29Cning (Prunus cerasifera.l) in vitro novda va barg segmentlaridan foydalanib, kallusdan hosil
bo‘lgan adventiv novdalarni proliferatsiya qilish protokolini ishlab chiqish maqsadida olib
borildi.

Ushbu tadqiqgotning magsadi yetuk to‘qimalardan kallus induksiyasi uchun samarali
protokol ishlab chiqish bo‘lib, olingan natijalar keyinchalik kallus fuzioni orqali moslikni
sinashda qo‘llanishi mumkin. Ayrim hollarda ma’lum bir genotip to‘qimasini olish uchun faqat
yetuk to‘qima mavjud bo‘lishi mumkin [9].

Barg bandi, barg asosi, barg plastinkasining bir qismi hamda qo‘ltiq kurtakli poya
gismlaridan kallus induksiyasi kallogenez uchun eng magbul eksplant turini aniglash imkonini
berishi mumkin.

Material va Metodlar.

Tadgiqotlar 2026-yil Guliston davlat universiteti, Agrobiotexnologiyalar va biokimyo
ilmiy tadgigot instituti in vitro labaratoriyasida olib borildi. Payvandtag sifatida tanlangan
Myrobalan 29C ning sog‘lom meristema to‘qimalari Butenko usuli asosida sterilizatsiya
gilinganda yaxshi natijalar olingan [10]. Kallus induksiyasi va novda regeneratsiyasi uchun
Myrobalan 29C (Prunus cerasifera.l) ni laterial yon kurtaklari, novda va barg plastinkasidan
olingan namunalarni o‘stish uchun uch xil MS (Murashige va Skooge, 1962), WPM (Lloyd va
McCown, 1980), DKW (Driver va Kuniyuki, 1984) ozugaviy muhitlarini makro,
mikroelementlar, vitamin (micro and macro elements including-vitamins) komplekslari tanlab
olindi va o‘sish regulyatorlari bilan boyitildi [11]. Kallus induksiyasi uchun o‘stirish
regulyatorlari sifatida sitokinen (6-BAP) va auksin (2.4-D, NSK va IMK) turli xil
konsentratsiyada qo‘llanildi. Kallus hosil bo‘lish jarayonini kuzatish va massasini baholashda
(har biri 35 kunlik) natijalarni o‘lchash 3 gaytariqda amalga oshirildi. Har bir kallus ho‘l va
quruq og‘irligi, uzunligi, sifati, nisbiy o‘sish sur’ati va suv migdori o‘Ichandi (1-jadval).
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Ushbu bosqich Myrobalan 29C ni kallus induksiya orqali ko‘paytirish (proliferation)
tizimi uchun eng samarali ozigaviy muhit va o‘sish regulyatorlarini aniqlash uchun muhim
bo‘ldi. Bazal muhit pH 5,8 ga sozlandi va 121 °C harorat hamda 1,5 atm bosimda 20 daqgiqa
davomida avtoklavda sterilizatsiya qilindi. Oq rangli, tez o‘suvchi, mo‘rt (friable) kallus
to‘qimasini induksiya qilish maqsadida barcha eksplantlar 430 sm® o‘lchamdagi shisha idishlarga
(50 ml mubhit) joylashtirilib, 23 & 2 °C haroratda qorong‘u sharoitda saglandi.

1-jadval.

Myrobalan 29C ni kallus ko‘paytirish uchun ozuqa muhitlari va
o‘stiruvchi regulyatorlarni tanlash.

Konsentratsiya migdori mg/I

Mubhitlarning tartib ragami BAP 24-D | NSK | IMK
MS 1.1 DKW 1.1 WPM 1.1 0.5mg/l | 1 mg/l
MS 1.2 DKW 1.2 WPM 1.2 0.5mg/l | 2mgl/l
MS 1.3 DKW 1.3 WPM 1.3 0.5mg/l | 3 mg/l
MS 2.1 DKW 2.1 WPM 2.1 0.5 mg/I 1 mg/l
MS 2.2 DKW 2.2 WPM 2.2 0.5 mg/l 2 mg/l
MS 2.3 DKW 2.3 WPM 2.3 0.5 mg/I 3 mg/l
MS 3.1 DKW 3.1 WPM 3.1 0.5 mg/l 1 mg/l
MS 3.2 DKW 3.2 WPM 3.2 0.5 mg/Il 2 mg/l
MS 3.3 DKW 3.3 WPM 3.3 0.5 mg/Il 3 mg/l

Statistik tahlil. Parametrik ma’lumotlar ikki tomonlama dispersiya tahlili (Two-way
ANOVA) yordamida statistik tahlil gilindi, Ikki faktorli dispersiya tahlili (Two-way ANOVA)
natijalari ozuga muhiti, auksin ishlovi va ularning o‘zaro ta’siri kallusning ho‘l massasiga (FW)
statistik jihatdan sezilarli ta’sir ko‘rsatganligi anigqlandi. Ozuqa muhiti uchun F = 1320.29 va p <
0.0001, auksin uchun F = 127.91 va p < 0.0001, ozuga muhiti va auksining o‘zaro ta’siri uchun
esa F =30.29 vap <0.0001 gayd etildi. Ushbu natijalar barcha omillar kallusning ho‘l massasiga
juda yugqori darajada ishonchli ta’sir ko‘rsatganligini tasdiglaydi. So‘ngra Windows uchun Prism
GraphPad Prism versiyasi 4.0 yordamida Tukeyning (HSD) ko‘p martalik taqqoslash testi
natijalariga ko‘ra, kallusning ho‘l massasi bo‘yicha 27 ta variant o‘rtasida statistik jihatdan
sezilarli farglar aniglandi (p < 0.05), p < 0.01 da esa ular juda ahamiyatli edi.

Natijalar.

Steril laminar bokslarda kallus induksiyasi uchun ishlatiladigan to‘qima qismlarini ajratish
uchun skalpel ishlatilgan: yon kurtakli novdalar va barg asosi poyaning bir gismi bilan; barg
plastinka (yuza)si o‘rta tomirlari bilan 0,5 x 0,5 smda ishlatildi(1-rasm).
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1-rasm. Kallus bilan qoplangan eksplant turi va eksplant maydoni darajasi(DCC). A- yon kurtakli
novdalar. B- barg plastinka (yuza)si barg bandi bilan.

35 kun davomida hosil bo‘lgan kalluslar o‘simlik qismlaridan steril sharoitda skalpel
yordamida ajratib olindi va bir ikki daqiqa sterilangan filt qog‘oz ustida to‘qima ustki
gismlaridagi suv miqdori quritib daslab ho‘l massa keyinchalik 36 soat 60°C termostatda quritildi
va qurug massasi tortib olindi. Namunalar 3 xil ozuga mubhitida 3 xil auksin 2.4-D, NSK va IMK
1, 2, va 3 mg/l tasirida qo‘llanildi. Natijada 27 xil variantda har bir muhitga 3 tadan eksplantlar
ekildi. Eksplantlar 14, 21 va 28 kunlarda kuzatib borildi. Turli muhitlarda hosil bo‘lgan
namunalar qaytariglar o‘rtacha miqdorlari statistik tahlil qilindi. Quyida har bir variantning
natijalari va 2-jadvaldagi raqamli ma’lumotlar asosida chuqur tahlil gilindi(2-jadval).

2-jadval.
Turli xil muhitlarining kallusning yangi vaznga (FW), quruq vaznga (DW),
suv miqdorining foiziga (PCWC) va nisbiy o‘sish sur’atiga ta’siri.

1-qaytariq 2- 3-gaytariq
gaytariq
& < - - O‘rtach | O‘rtacha Suv Nisbiy
2 2] a g 2 ] 3 ; g ] a g1 aholl qurug | miqgdori | o‘sish
S Sl eS| s& g8 & & o
E § °'§ E § gf E § 8'§ (FW) (DW) (PC(:NC sur’ati -
vé o g 2 vmo ol 2 E E g 23 massa - | massa - ) % mg (1
o & & mg mg kun)
MS11 | 155 | 18 178 |21 | 161 | 1.9 16.4 1.9 88.4 0.46
MS12 | 267 | 31 28133293 ]| 34 28.0 3.2 88.5 0.8
MS13 | 279 | 33 | 253 |28 | 242 | 27 25.8 2.9 88.7 0.73
MS21 | 121 | 14 | 136 |16 | 147 | 1.7 13.4 1.5 88.8 0.38
MS22 | 184 | 2 224 | 251|238 | 27 21.5 2.4 88.8 0.61
MS23 | 226 | 25 | 231 |25 |185| 2 21.4 2.3 89.2 0.61
MS3.1 | 9.1 1 75 109 | 83 | 09 8.3 0.9 89.1 0.23
MS32 | 128 | 14 | 97 | 11| 111 | 1.3 11.2 1.2 89.2 0.32
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MS33 [ 133 | 15 | 118 |13 | 142 | 16 13.1 14 89.3 0.37
DKW 16 | 0.2 0 0 0 0 1.6 0.2 87.5 0.04
11
DKW 28 | 0.3 23 (02| 1.9 0.2 2.3 0.2 91.3 0.06
1.2
DKW 4.2 04 31 | 03] 37 04 3.6 0.3 91.6 0.1
1.3
DKW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2.1
DKW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2.2
DKW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2.3
DKW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.1
DKW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.2
DKW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.3
WPM 223 | 25 [ 312 |35| 264 | 29 26.6 2.9 89.1 0.76
11
WPM 424 | 45 | 437 | 48| 403 | 4.2 42.1 4.5 89.3 1.20
1.2
WPM 379 | 41 | 411 144|359 | 3.9 38.3 4.1 89.2 1.09
13
WPM 176 | 19 | 149 |17 | 132 | 15 15.2 1.7 88.8 0.43
2.1
WPM 211 | 23 | 208 | 22| 19.7 | 2.2 20.5 2.2 89.2 0.58
2.2
WPM 203 | 22 | 224 |24 | 254 | 28 22.7 2.4 89.4 0.64
2.3
WPM 107 | 12 | 11312102 | 11 10.7 1.1 89.7 0.30
3.1
WPM 141 | 15 | 139 |15 151 | 17 14.3 1.5 89.5 0.408
3.2
WPM 125 | 14 | 157 |17 | 143 | 16 14.1 15 89.3 0.402
3.3

Natijalar shuni ko‘rsatdiki WPM ozuga muhitida 2mg/l 2.4-D qo‘lanilganda eng katta
massa, MS muhitida nisbatan kichikroq massa hosil bo‘ldi. DKW muhit esa faqat 2.4 -D ta’sirida
juda kichik kalluslar hosil bo‘ldi. NSK tasirida ham kalluslar hosil bo‘lgan ammo 2.4 -D ta’siri
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sezilarli ortgan. IMK da esa juda kichik kalluslar bor. NSK va IMK tasirida DKW muhitida
umuman kalluslar hosil bo‘lmadi(2-rasm).
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35
g 28,033
< 30 258 26,63
(7)) -
2 25 21,533 21,4 20558
= 2016467
; : 5,233
_8 15 3,467 13,1 14’36714,167
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O 8,3
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0,533 I 00000 O
0 |
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v O N v v N v N v
2222222223222z z2z2z2z2z2¢
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2-rasm. Turli ozuqa mubhitlar, auksinlar va konsentratsiyalarda yangi kallusning o‘rtacha

massasi.

Kallusning o‘sish ko‘rsatkichlari va suv miqdori. Barcha tajribalarda kallusning ikkita
o‘sish ko‘rsatkichi va suv miqdori quyidagicha o‘rganildi:

Kallus suv migdorining foizi (PCWC). Kallusning barcha namunalari pechda 36 soat
davomida 60 °C da doimiy og‘irlikgacha quritildi. Bu xususiyat tenglamaga muvofiq hisoblab
chiqildi. (1).

PCWC=——">100 (D).

Nisbiy o‘sish sur’ati (I1-kun) (RGR). Kallus ishlab chigarish muhitida kultivatsiya
qilishdan oldin kalluslar yuq edi va kultivatsiyadan 35 kun o‘tgach (W1) kalluslar tortildi.
Nisbiy o°sish sur’ati (RGR) (2) tenglamaga muvofiq yangi vazn asosida hisoblab chiqildi.

RGR (day™) = [In(W,) — In(W¢)] / growth period (2).

O ‘rtacha qurug massa (DW). Hosil bo‘lgan yangi ho‘l massalarni daslab 1-2 dagiqa filtr
qog‘ozga saqlab og‘irligi o‘lchab olindi va 36 soat davomida quritish shkafida 60°Cquritildi.
Hosil bo‘lgan quruq to‘qimalar gayta og‘irligi o‘lchab olindi va tahlil qilindi.

MUHOKAMA

Olingan natijalar Myrobalan 29C eksplantlarini in vitro sharoitida sterilizatsiya qilish,
cksplantlardan kallus to‘qimalarni olish va ko‘paytirishda uchala muhitda 3 xil auksin analoglari
bilan ta’sir qilib ko‘rildi. WPM muhitida eng yaxshi sifatli massa hosil gilgan bo‘lsada MS
muhitida ham nisbatan kalluslar hosil bo‘ldi. Buning afzalliklari auksin 2.4-D ta’sir etishi boshqa
fitogarmonlarga nisbatan yaxshi natija ko‘rsatdi. DKW mubhiti esa kallus ko‘paytirish uchun
yarogsiz ekanligini ko‘rish mumkin. NSK ham IMK ga nisbatan yaxshi natijalar berdi. Xulosa
qilib shuni aytish mumkinki kallus to‘qimalar hosil qilishda nafaqat fitogarmonlar balki ozuga
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muhitlarining ham ahamiyati to‘g‘ri va mos muhitlarni tanlab olish sifatli, zich
didifferinsiyalangan to‘qimalarni ko‘proq miqdorda olishni taminlaydi. Bu natija Prunus
turkumidagi turli ildizpoyalar uchun olingan natijalarga, shuningdek, bodom bilan olingan
natijalarga mos keladi [9].

Kallus induksiyasi paytida o‘simliklar turli xil kallus turlarini ishlab chigargan, ularni
makroskopik xususiyatlariga qarab kichik guruhlarga bo‘lish mumkin [8]. Ushbu mualliflarning
fikriga ko‘ra, organ regeneratsiyasisiz kallus ko‘pincha mo‘rt yoki ixcham kallus sifatida
tavsiflanadi. Kallus qo‘shilishi orqali payvandlash mosligini o‘rganish uchun kallusdan o‘simlik
regeneratsiyasi (embrionogenez yoki organogenez) magsadga muvofiq emas edi va fagat mo‘rt
kallus turi qo‘llanilgan [12]. Pina va boshqalarning fikriga ko‘ra kallus oldindan aytib bo‘ladigan
tashkiliy shaklga ega emas, u bo‘shashgan va ingichka devorli parenxima hujayralari massasidan
iborat [6].

Differentsiatsiyalanmagan hujayralar, meristem va cho‘zilish zonasidagi hujayralar
simplazmatik jihatdan yaxshi bog‘langan, ammo ular farqlanib borgan sari asta-sekin ajralib
chigadi. Ehtimol, yangi hosil bo‘lgan kallus to‘qimalari ham simplazmatik domenlarga bo‘linadi
[7].

XULOSALAR

Tadgiqotlar davomida Myrobalan 29C payvandtagni in vitroda kallus to‘qimalar orqali
ko‘paytirishda optimal sharoiti protokoli ishlab chiqildi. Bunda kallus to‘qimalar hosil bo‘lishi
WPM muhitida 2.4-D ta’sirida nisbatan jadal suratda rivojlandi. WPM muhiti fitogormonlar
bilan birgalikda 28-35 kun ichida kallus to‘qimalar hosil qilishni ta’minlaydi. Ushbu protokol
Myrobalan 29C payvandtagni keng miqyosda ko‘paytirishda kallus to‘qimalar olish uchun
ishonchli usuldir.

Minnatdorchilik. Mualliflar Guliston davlat universiteti, Agrobiotexnologiyalar va
biokimyo ilmiy tadqiqot instituti xodimlariga laboratoriya tajribalarida ko‘rsatgan yordamlari
uchun minnatdorchilik bildiradilar.
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