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Annotatsiya. G‘o‘zada kallusogenez va somatik embriogenez jarayonlari o‘simlik
to‘qimalarini laboratoriya sharoitida o‘stirish va ulardan yangi o‘simliklar olishda muhim
ahamiyatga ega. Ushbu jarayonlarning samaradorligi eksplant turi, ozuga muhitining tarkibi
va o‘stiruvchi moddalar konsentratsiyasiga bog‘liq. Shu sababli, kallus va somatik
embrionlar hosil bo‘lishi uchun magbul sharoitlarni aniqlash g‘o‘za to‘qimalarini o‘stirish
usullarini  takomillashtirishga yordam beradi. Mazkur tadgigotda Coker-312 g‘o‘za
genotipining gipokotil eksplantlarida kinetinning turli konsentratsiyalari kallusogenez va
somatik embriogenez jarayonlariga qanday ta’sir ko‘rsatishi o‘rganildi. Tajriba davomida
2,4-D konsentratsiyasi va MS ozuqa muhitini miqdori o‘zgarmas holda saqlanib, kinetinning
0 dan 1,0 mg/L gacha bo‘lgan turli konsentratsiyalarini o‘z ichiga olgan olti xil ozuga
mubhitlaridan foydalanildi. Kallus hosil bo‘lishining eng yuqori ko‘rsatkichi MS3 ozuqa
muhitida gayd etildi. Ushbu natija ozuga muhitidagi 2,4-D va kinetin konsentratsiyalari
o‘rtasidagi nisbat kallusogenez va somatik embriogenez jarayonlariga ta’sir etish
mumkinligini ko‘rsatdi.

Kalit so‘zlar:; kallus induksiyasi; somatik embriogenez, Coker-312; Kinetin;
Gossypium hirsutum , in vitro.

AnHotamusi. [Ipomecchl KamimycoreHesa W COMaTHYECKOro JIMOpHOreHe3a Yy
XJIOITYaTHUKA WMEIOT Ba)XKHOE 3HAYEHWE NPH KYJbTUBHPOBAHWHM PACTHUTCIBHBIX TKaHEH B
7a00paTOPHBIX YCIOBUSX M TOJYYEHWHW W3 HUX HOBBIX pacTeHUi. DP(HEKTUBHOCTH I3THUX
MPOIIECCOB 3aBHUCUT OT THIA JKCIJIaHTa, COCTaBa IMHUTATEIBLHON CpeIbl M KOHICHTPAIHH
perynsTopoB pocta. [loaToMy ompeneneHue ONTUMAIBHBIX YCIOBUH [T 0Opa3oBaHUS
KaJuTyca ¥ COMATHYECKUX HMOPHOHOB CIIOCOOCTBYET COBEPIICHCTBOBAHUIO METOOB
KyJIbTUBUPOBAHUSI TKAHEW XJOMYaTHWKA. B JaHHOM WCCIIEIOBAaHUM W3YYaJId BIIUSTHUE
Pa3IMYHBIX KOHIICHTpAIlM KWHETHHAa Ha KaJUTyCOT€HE3 M COMATHYECKH SMOpHOTeHe3 B
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TUTIOKOTHJIBHBIX JKCIIaHTax reHotuna xnomyatHuka Coker-312. B xome skcmepumeHTa

KOHLCHTpAaN 2,4-I[ H COCTaB CpCabl MS ocraBamuch HCU3MCHHBIMHU, a4 KHHCTHH
WCIIOJIB30BAIM B PA3IMYHBIX KOHLEHTpanusax B auamnazoHe ot 0 go 1,0 mr/im. Beero ObLio
HCIIOJIB30BAHO HMCCTh BAapHUAHTOB MUTATEILHON CpCIbl. HauOonpmmii mokasareinb
oOpa3oBaHMs Kajuryca ObLJI OTMEUEH Ha nmuTaTenbHol cpene MS3. [lomyueHHble pe3yabTaThl
YKa3bIBalOT Ha TO, YTO COOTHOIIEHUE KOHLEHTpauuii 2,4-J] U KMHETHMHA B MUTATEIbHOU
CpCac MOKCT BJIMATH Ha IMMPOLCCCHI KAJINIYCOTCHE3a U COMATHYCCKOTO 3M6pI/IOFeH63a.

KioueBble cjioBa: WHAYKIMS Kajuryca; coMmarmueckuii smoOpuorenes; Coker-312;
kuHetuH; Gossypium hirsutum; in vitro.

Annotation. Callus formation and somatic embryogenesis in cotton are important
processes for the in vitro cultivation of plant tissues and the regeneration of new plants. The
efficiency of these processes depends on the type of explant, the composition of the culture
medium, and the concentrations of plant growth regulators. Therefore, identifying suitable
conditions for callus and somatic embryo formation can help improve cotton tissue culture
methods. This study investigated the effects of different kinetin concentrations on callus
formation and somatic embryogenesis in hypocotyl explants of the Coker-312 cotton
genotype. During the experiment, the concentration of 2,4-D and the composition of the MS
medium were kept constant, while Kkinetin concentrations ranged from 0 to 1.0 mg/L. Six
different culture media were used. The highest callus formation rate was recorded on MS3
medium. These results indicate that the balance between 2,4-D and kinetin concentrations in
the culture medium may influence callus formation and somatic embryogenesis.

Keywords: callus induction; somatic embryogenesis; Coker-312; kinetin; Gossypium
hirsutum; in vitro.

Kirish. Qishloq xo‘jaligida g‘o‘za, bug‘doy va makkajo‘xori kabi iqtisodiy jihatdan
yuqori giymatga ega o‘simliklar o‘sib borayotgan aholini ozigq-ovgat maxsulotlari bilan
taminlovchi asosiy ekinlardan hisoblanadi [1]. Aynigsa, g‘o‘za o‘simligining maxsuloti
bo‘lgan paxta to‘qimachilik sanoatini tabiiy xom-ashyo maxsuloti bilan taminlash bo‘yicha
tolali ekinlar orasida birinchi o‘rinda bo‘lib, jahon miqyosida uning ikkilamchi
maxsulotlaridan olinadigan yillik daromad taxminan 500 milliard US$ tashkil giladi [2]. Bu
paxta ekinining iqgtisodiy giymatini va unga bo‘lgan talabni yanada oshishiga sabab bo‘ladi.
Ammo, paxta etishtirishda tashqi biotik omillarning ta’siri uning hosildorligi va tola sifatini
keskin tushishiga sabab bo‘lmoqda [3]. Natijada, paxta ishlab chigaruvchi mamlakatlarda
xosilning zararlanish ko‘rsatkichi o‘rtacha 10-30% gacha yetishi mumkinligi ma’lum
gilingan [4].

O‘simlik to‘qimalari kulturasi o‘simlik hujayralari, to‘qimalari va organlarini aseptik
in vitro sharoitida nazorat ostida o‘stirish hamda ulardan biotexnologik maqgsadlarda
foydalanish imkonini beruvchi muhim usullardan biridir. Ushbu texnologiyaning rivojlanishi
kallusogenez va somatik embriogenez jarayonlarini chuqur o‘rganish uchun ilmiy asos
yaratdi. Kallusogenez o‘simlik to‘qimalari kulturasining muhim bosqichlaridan biri bo‘lib,
somatik embriogenez va genetik transformatsiya jarayonlarida foydalaniladigan boshlang‘ich
biologik materialni olish imkonini beradi.
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O‘simlik to‘qimalari kulturasining dastlabki nazariy asoslari Haberlandt tomonidan
ishlab chigilgan [5]. Keyinchalik Gautheret va White tomonidan olib borilgan tadgiqotlar
o‘simlik to‘qimalaridan kallus kulturasini olish usullarining rivojlanishiga katta hissa qo‘shdi
[6,7]. Somatik embriogenez sohasida Steward va Reinert tomonidan olib borilgan tadgiqgotlar
somatik hujayralardan embrionga o‘xshash tuzilmalarning rivojlanishini o‘rganishda muhim
ahamiyat kasb etdi [8,9]. Keyingi tadqgiqotlarda ushbu yondashuvlar g‘o‘zaning Gossypium
klotzschianum va Gossypium hirsutum turlarida kallus hujayralaridan somatik embrionlar
hosil bo‘lishi va o‘simliklarning regeneratsiya jarayonlarini o‘rganishda qo‘llanildi [10,11].

Trolinder va Goodin tomonidan olib borilgan tadqgiqotlar g‘o‘zada somatik embriogenez va
o‘simlik regeneratsiyasi usullarini takomillashtirishda muhim o‘rin tutdi [12]. Ushbu ishlar
g‘o‘zani in vitro sharoitida regeneratsiya qilish bo‘yicha keyingi tadqiqotlar uchun ilmiy asos
bo‘lib xizmat qildi. Shu sababli, kallus induksiyasi uchun maqgbul va samarali sharoitlarni
aniqlash o‘simliklarni in vitro ko‘paytirish hamda genetik transformatsiya usullarini
takomillashtirishning muhim shartlaridan biri hisoblanadi [13,14].

G‘o‘za (Gossypium hirsutum L.)da regeneratsiya va genetik transformatsiya
samaradorligi genotip, eksplant turi va ozuqa muhitiga bog‘liq ravishda turlicha ekanligi
aniqlangan. Xususan, gipokotil va kotiledonlar bir xil ozuga muhitida o‘stirilganda
kallusogenez jarayonining samaradorligi xar xil ekanligi tadqiqotlarda ko‘rsatib berilgan
[15,16]. Bundan tashqari, 2,4-D (2,4-dicholorophenoxy acetic acid) , BAP (6 benzyl
aminopurine), ZT (Zeatin) (NAA naphthalene acetic acid) va IAA (indole-3-acetic acid) kabi
o‘simlik o‘stiruvchi regulyator gormonlarini ozuga mubhitiga turli xil nisbatda qo‘shilishi
kallusogenez va somatik embriogenez jarayonlariga sezilarli darajada ta’sir etgan [17-21].

Kallusogenez jarayonini baholashda kallus hosil bo‘lish chastotasi bilan bir qatorda,
uning yangi massa to‘plash ko‘rsatkichini ham hisobga olish muhimdir. Shuningdek,
o‘simlik to‘qimalari kulturasida qo‘llaniladigan fitogormonlarning turli konsentratsiyalari
eksplantlarning kallusogenez va somatik embriogenez jarayonlariga ta’sirini o‘rganish
alohida ahamiyatga ega. Ushbu tadgigotda in vitro sharoitida Coker-312 g‘o‘za genotipining
gipokotil eksplantlarida kinetinning turli konsentratsiyalari kallusogenez hamda somatik
embriogenez jarayonlariga ta’siri o‘rganildi. Olingan natijalar Coker-312 genotipi uchun
kallus hosil bo‘lishi va somatik embrionlar shakllanishiga maqbul sharoitlarni aniqglash,
shuningdek, keyingi bosqichlarda o‘simlik regeneratsiyasi va genetik transformatsiya
usullarini takomillashtirish uchun ilmiy asos yaratishi mumkin.

Material va metod. Ushbu tadgiqotda, somatik embriogenez jarayonida embrion hosil
giluvchi Coker-312 liniyasi O‘zbekiston Respublikasi fanlar akademiyasi genomika va
bioinformatika markazining germaplazmasidan olindi va tadgigot materiali sifatida
foydalanildi.

In vitro tadqiqoti uchun urug‘larni sterilizatsiya qilish ishlari ma’lum bir o‘zgartirishlar
bilan [15] tomonidan tasvirlanganidek olib borildi. Bunga ko‘ra, H,SO, eritmasi yordamida
tuksizlantirilgan Coker 312 liniyasining uurg‘lari dastlab 70% etanol (10 sec) va keyinchalik
3% vodorod peroksid (5 min) ishlov berildi va keyin urug‘lar ogar suvda 10 min davomida
3-4 marta yuvildi. Shundan so‘ng, sterilizatsiya qilingan urug‘lar maxsus Climate
Incubatorda (Made in China, Model:BJPX-A400E) undirildi va g‘o‘za nihollarini o‘sishi
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uchun ozuga (MS salts, B5 vitamins, 100 mg/l myo-inositol, and 15 g/l sucrose (pH 5.6))ni
0‘z ichiga olgan 700 ml hajymli test botllari (75 x 110 mm)ga ko‘chirildi. Urug‘larni normal
holatda o‘sishi uchun, Climate Incubatorda harorat (25-28 °C) va yorug‘likni davomiyligi
hamda intensivligi (yorug‘lik 16/ qorong‘ulik 8 va yorug‘lik intensivligi 60 pumol/m?/s.)
optimal holatda saglandi.

Nihollar unib chigganidan 8-10 kun o‘tgach, kallus induksiyasi uchun 5-6 mm
uzunlikdagi gipokotil bo‘laklari ajratib olindi. Tayyorlangan eksplantlar tarkibida 4,31 g/l
MS (Murashige va Skoog) mineral tuzlari, 30 g/l saxaroza va 10 g/l fito-agar mavjud bo‘lgan
kallus hosil giluvchi yangi ozuga muhitlariga joylashtirildi [22]. Kallus induksiyasi
jarayonida o‘simlik o‘sish regulyatorlari sifatida 2,4-dixlorfenoksisirka kislota (2,4-D) va
kinetindan foydalanildi. Eksplantlarda kallus hosil bo‘lishini baholash uchun barcha tajriba
variantlarida 2,4-D konsentratsiyasi 0,1 mg/L darajasida o‘zgarmas saqlandi, kinetin
konsentratsiyasi esa 0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 va 1,0 mg/L miqgdorlarida belgilandi. Kinetin
konsentratsiyasining kallusogenez jarayoniga ta’sirini baholash uchun ozuqa muhitlari oltita
tajriba variantiga ajratildi: MSO - kinetin qo‘shilmagan nazorat muhiti; MS1 - 0,1 mg/L
Kinetin; MS2 - 0,25 mg/L kinetin; MS3 - 0,5 mg/L kinetin; MS4 - 0,75 mg/L kinetin;
MS5 - 1,0 mg/L Kinetin. Barcha variantlarda 2,4-D konsentratsiyasi 0,1 mg/L darajasida
saglandi. Kinetinning turli konsentratsiyalarida hosil bo‘lgan kalluslarda somatik
embriogenez jarayonini kuzatish maqsadida kalluslar RS ozuga muhitiga ko‘chirildi. RS
muhiti quyidagi tarkibga ega edi: MS tuzlari - 4,31 g/L, Gamborg vitaminlari eritmasi - 1
mL/L, KNOs - 1,9 g/, MgCl. - 0,75 mg/L, maltoza - 3% va Phytagel - 0,2%. Somatik
embriogenez jarayonini baholashda RS muhitiga qo‘shimcha ofstiruvchi moddalar
kiritilmadi. Tadgiqotda foydalanilgan har bir ozuga muhitlarining pH qiymati
avtoklavlashdan oldin 5,5-5,8 oralig‘ida sozlandi. Ozuqa mubhitlari Avtoclavda (BIOBASE
BKQ-B50V, Made in China) 121 °C haroratda 15 min sterilizatsiya qilindi. Shuningdek,
o‘simlik o‘sish regulyatorlari ozuqa muhitiga avtoklavlashdan oldin qo‘shildi.

Statistik tahlillar ANOVA dasturida t-test mezonidan foydalanilgan holda amalga
oshirildi. Tahlillar uchta biologik takrorda o‘tkazildi, bunda har bir biologik takror 10 ta
texnik takrorni o‘z ichiga oladi.

Tadgigot natijalari. Coker-312 g‘o‘za genotipining gipokotil gismlarida kallus
induksiyasi tekshirish uchun, olingan eksplantlar kinetinning turli konsentratsiyalarini
saglagan MO - M5 ozuga muhitlarida o‘stirildi. Ozuga mubhitlariga ekilgan explantlarning 8-
va 10-kunidan boshlab kallus to‘qimasining shakllanishi kuzatildi. Eksplantlarning kallus
hosil qilish gobiliyati va ularning massasi MO - M5 ozuga mubhitlarida turlicha ekanligi
aniglandi (Rasm-1).
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Rasm-1. G‘o°za gipokotil ekspantlarini kinetinning turli xil konsentratsiyali ozugasida

kallus xosil gilish.

MSO0-MSS5 ozuga muhitlarida o‘stirilgan Coker-312 g‘o‘za gipokotil eksplantlarining
kallus to‘qimasining massasi aniqlashga qaratilgan kuzatuv natijalariga ko‘ra, kallus
biomassasining to‘planishi ozuga muhitining gormonal tarkibiga bog‘liq ekanligini ko‘rsatdi.
Gipokotil eksplantlarida kallus massasining eng yuqori ko‘rsatkichi MS3 ozuga muhitida
qayd etildi. Ushbu muhitda hosil bo‘lgan kalluslarning yangi massasi boshqa tajriba
mubhitlaridagi  ko‘rsatkichlardan yuqori bo‘ldi. Bu holat MS3 muhitidagi kinetin
konsentratsiyasi gipokotil eksplantlarida kallus biomassasining to‘planishi uchun qulay
sharoit yaratgan bo‘lishi mumkinligini ko‘rsatadi. Boshqa ozuga muhitlarida kalluslarning
yangi massasi ko‘rsatkichlarining nisbatan past bo‘lishi esa kinetin konsentratsiyasining
miqdoriga bog‘liq bo‘lishi mumkinligi taxmin qilindi.

Kallus hosil qgilgan gipokotil eksplantlari somatik embrionlar hosil bo‘lishini kuzatish
magqsadida R5 ozuqa muhitiga ko‘chirildi. Dastlab kinetinning turli konsentratsiyalarini
saglagan ozuqa mubhitlarida o‘stirilgan kalluslar keyinchalik g‘o‘zani genetik transformatsiya
qilish jarayonida foydalaniladigan, qo‘shimcha o‘stiruvchi gormonlar kiritilmagan RS
muhitida o‘stirildi. Ushbu yondashuv Kkinetinning kallusogenez bosqichidagi turli
konsentratsiyalari keyingi somatik embriogenez jarayoniga qanday ta’sir ko‘rsatishini
kuzatish imkonini berdi. R5 ozuga muhitiga ko‘chirilgandan ma’lum vaqtdan so‘ng,
kalluslarda somatik embrionlar shakllana boshladi (Rasm-2).
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Rasm-2 G*o‘za gipokotil kalluslaridan somatik embrionlarni shakllanishi.

Olingan natijalarga ko‘ra, MS3 muhitida, ya’ni 0,1 mg/L 2,4-D va 0,5 mg/L Kinetin
saqlagan muhitda o‘stirilgan kalluslarda somatik embrionlar hosil bo‘lishi uchun eng qulay
sharoit kuzatilganini ko‘rsatdi. Ushbu natija kallusogenez bosqichida kinetinning maqbul
konsentratsiyasidan foydalanish keyingi somatik embriogenez jarayoniga ijobiy ta’sir
ko‘rsatishi mumkinligini anglatadi. Boshqa ozuga muhitlarida o‘stirilgan kalluslarda somatik
embrionlarning shakllanishi nisbatan sekin kechgan bo‘lsa, MS3 muhitida o‘stirilgan
kalluslar keyingi regeneratsiya bosgichi uchun istigbolli biologik namuna sifatida baholandi.
G‘o‘zada kallusogenez va somatik embriogenez jarayonlarining sodir bo‘lishiga ozuqaning
miqdoriy tarkibi sezilarli darajada ta’sir etadi. Kinetinni turli xil o‘simlik o‘stiruvchi
gormonlar bilan hosil gilgan kombinatsiyasi kallusogenz va somatik embriogenez
jarayonlarini turlicha kechishiga sabab bo‘lishi ma’lum gilingan [23-25].

Ushbu tadgigotda Coker-312 g‘o‘za genotipida kinetin Kkonsentratsiyasining
kallusogenez va somatik embriogenez jarayonlariga ta’siri gipokotil eksplantlarida hosil
bo‘lgan kalluslarning yangi massasi hamda somatik embrionlarning shakllanishi asosida
baholandi. G‘o‘za to‘qimalari kulturasi bo‘yicha olib borilgan tadqiqotlariga ko‘ra, ozuga
muhitida 2,4-D va kinetinning turli nisbatdagi konsentratsiyasi kallus induksiyasi va
proliferatsiyasiga ta’sir qilishini ko‘rsatadi. Bunga ko‘ra, Gossypium hirsutum g‘o‘zasida
o‘tkazilgan tadqiqotlarga ko‘ra, 2,4-D va kinetinning gormonlarining o‘zaro xar xil
nisbatdagi kombinatsiyasi gipokotil eksplantlarida yuqori kallus massasiga sabab bo‘lishi
aniglangan. Bunga ko‘ra, 2,4-D va kinetinning nisbati mos ravishda 0,1 mg/l va 0,5 mg/I
bo‘lgan ozuqa muhitida o‘stirilgan eksplantlar yuqori kallus induksiya ko‘rsatkichini
namoyon gilgan [26]. Yugqorida Kkeltirilgan tadgigotlar natijalariga muvofig, bizning
tadgigotimizda ham 2,4-D (0,1 mg/L) va kinetin (0,5 mg/L) gormonlari kombinatsiyasi
qgo‘llanilgan MS3 ozuqa muhitida kultivatsiya qilingan g‘o‘za gipokotil eksplantlarida
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kalluslarning sof og‘irlik massa ko‘rsatkichi boshqa ozuga mubhitlariga nisbatan yuqoriroq

bo‘lishi aniqlandi. Aksincha, kinetinning yuqori va past konsentratsiyalarini o‘z ichiga olgan
ozuga muhitlarida kultivatsiya gilingan gipokotil eksplantlarida kalluslarning massa
ko‘rsatkichi MS3 muhitiga nisbatan pastroq bo‘ldi. Shunigdek, RS ozuga muhitiga MS ozuqa
mubhitidan olingan kallus hujayralarining somatik embrionlarni hosil bo‘lishi boshga ozuqa
mubhitlariga nisbatan tezroq va ko‘proq ekanligi aniglandi.

Xulosa. Tadgiqot natijalari Coker-312 g‘o‘za genotipining gipokotil eksplantlarida
kallusogenez hamda somatik embriogenez jarayonlari ozuga muhitidagi o‘stiruvchi moddalar
konsentratsiyasiga bog‘ligligini ko‘rsatdi. 2,4-D ning 0,1 mg/L va kinetinning 0,5 mg/L
konsentratsiyalarini saqlagan MS3 ozuqa mubhiti kallus hosil bo‘lishi va keyingi somatik
embriogenez jarayoni uchun boshga tajriba variantlariga nisbatan optimal sharoitni
ta’minladi. Kinetinning past va yuqori konsentratsiyalarida esa kallusogenez
ko‘rsatkichlarining pasayishi kuzatildi. Ushbu natijalar ozuqa muhitidagi o‘stiruvchi
moddalar konsentratsiyasini to‘g‘ri tanlash kallusogenez va somatik embriogenez
samaradorligini oshirishda muhim ahamiyatga ega ekanligini ko‘rsatadi. Shunday qilib, MS3
ozuga muhiti Coker-312 genotipida g‘o‘za to‘qimalari kulturasini rivojlantirish, somatik
embrionlar hosil bo‘lishini ta’minlash hamda genetik transformatsiya va o‘simlik
regeneratsiyasi usullarini takomillashtirish uchun istigbolli metod sifatida baholanishi
mumkin.
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