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Annotatsiya. Ushbu maqolada Juglans regia L o'simliklarini in vitro sharoitida eksplantlarmni sterilizatsiya gilishga
garatilgan bo'lib, bunda eksplantlarni dastlab suv va idish sovuni bilan yuvish orgali sterilizatsiya gilgan. Keyinchalik
protokolda eksplantlar 0,1% HgCl, eritmasi va Twin-20 go'shilgan eritmada 3 dagiga davomida dezinfeksiya gilingan.
|deal shtammi — 58,6%, Form PDM23 shtammi — 52,7% va Form 202YaKT shtammi — 45,4% natija bergan.

Kalit so‘zlar: eksplant, sterilizatsiya, apikal, meristema, yuvish, Ideal, Juglans regia L, HyCl,, Twin.

ONTUMU3ALINA METOA0B CTEPUNN3ALIMM SKCM/TAHTATOB

AHHOTaUmA. B flaHHOW cTaTbe paccMaTpuBaeTcs CTepuinsauus akennaHtos Juglans regia L. in vitro. CHavana
9KCM/MaHTbl CTEPUNN30BANN NMPOMbIBAHMEM BOZOW 1 MOIOLMM CPEACTBOM. 3aTem MPOTOKON BKAOYaT Ae3MH(IEKLMO
akcnnaHtoB B 0,1% pactBope HYCl. 1 Twin-20 B TeveHue 3 MuHyT. [nd wramMma ldeal nokasarens ctepunusalmm
coctasun 58,6%, ans wramma Form PDM23 — 52,7%, a ana wramma Form 202YAKT — 45,4%.

KnioueBble cnoBa: akCnnaHTar, cTepunnsalys, anvkanbHblid, Mepuctema, NpoMbieka, Vigean, Juglans regia L,
HQClz, TBUH.

OPTIMIZATION OF EXPLANT STERILIZATION METHODS

Abstract. This article examines the in vitro sterilization of Juglans regia L. explants. The explants were first
sterilized by rinsing with water and detergent. The protocol then included disinfection of the explants in a 0.1% HgCl,
solution and Twin-20 for 3 minutes. The sterilization rate was 58.6% for the Ideal strain, 52.7% for the Form PDM23
strain, and 45.4% for the Form 202YAKT strain.

Key words: explant, sterilization, apical, meristema, washing, Ideal, Juglans regia L, HyCl,, Tween.

KIRISH

Aholi sonining bargaror o'sishi va ozig-ovgat mahsulotlariga bo‘lgan ehtiyojning ortib borishi sharoitida gishlog
xo'jaligi yerlaridan samarali foydalanish, shuningdek, innovatsion agrotexnologiyalami ishlab chigish va joriy etish
masalalari alohida dolzarblik kasb etmogda. Shu nuqtai nazardan, yugori ozigaviy va igtisodiy ahamiyatga ega bo‘lgan
yong‘oq (Juglans regia L.) istigbolli mevali ekinlardan biri hisoblanadi. Jahon migyosida yong‘oq ishlab chigarish hajmi
taxminan 3874 min tonnani tashkil etadi.

O'simlik katta to‘gima yoki organdan, tartibsiz kallus massasidan yoki hatto yakka hujayradan ham hosil bo'lishi
regeneratsiya deb ataladigan jarayon orgali gayta tiklanadi. O'simliklar regeneratsiyasi o‘simliklarda to‘gimalarning
fiziologik yangilanishi, tiklanishi yoki almashinuvini anglatadi (Ikeuchi et al., 2016; Long et al., 2022). O'simlik
hujayralarining totipotentligi yoki pluripotentligi ularning regeneratsiya gobiliyatining asosini tashkil etadi va hujayra
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taqdirining yuqori darajadagi plastiklik xususiyatini aks ettiradi. Totipotentlik — hujayraning to'liq shakllangan
organizmga differensiallanish gobiliyatini anglatadi, pluripotentlik esa bir hujayradan muayyan to‘gimalar yoki organlar
guruhining differensiallanishini nazarda tutadi (Long et al., 2022; Verdeil et al., 2007).

To‘gima kulturasi konsepsiyasi bir asr avval taklif gilingan bo‘lib, u somatik hujayralardan in vitro sharoitida butun
o'simliklarni regeneratsiya gilishni nazarda tutgan (Ikeuchi et al., 2016; Long et al., 2022). To‘gimalarni kultivatsiya gilish
tizimi auksin va sitokinin (CK) konsentratsiyalarining turli nishatlari qo‘'shimcha ildizlar va novdalarning
regeneratsiyasida hal giluvchi ahamiyatga ega ekanligi aniglangandan so‘ng rivojlanib, mukammallashdi (Ikeuchi et al.,
2016; Long et al., 2022). Steward va hammualliflar (1958) sabzi ildizlaridan olingan floema hujayralaridan foydalanib,
yangi somatik embrionlarni muvaffaqiyatli regeneratsiya gilgan hamda keyinchalik ildiz va novdalamni rivojlantirgan, bu
esa o'simlik hujayralarining totipotentligini tasdiglagan (Long et al., 2022; Verdeil et al., 2007). Shu vagtdan boshlab,
regeneratsiya gobiliyatiga asoslangan to‘gima kulturasi texnologiyasi fundamental tadgiqotlar, mikroko'paytirish va
transgen seleksiya kabi turli sohalarda keng qo‘llanilib kelinmogda.

Eksplantlarning tashqi ifloslanishini epifit mikroblar orgali oldini olish uchun ularning yuzasini ogim suv bilan
yuvish (yuvish vositasi hilan yoki undan foydalanmasdan), kimyoviy moddalar (etanol, rux xlorid [HgCl,], natriy
gipoxlorit [NaOCI]) va o'simliklar uchun konservantlar aralashmalari yordamida sterilizatsiya gilish mumkin (Abdalla et
al., 2022; Singh, 2018). Bundan tashqari, tashqi ifloslanishni oldini olish magsadida ozuga muhitiga mikroorganizmlar
o'sishini oldini oluvchi ba’zi moddalarni, masalan, o'simlik konservantlari aralashmasi (Abdalla et al., 2022; Singh, 2018)
yoki fungitsid benomilni go‘shish mumkin (Ahmadpoor et al., 2022). Shuningdek, in vitro sharoitda o‘simliklarda mavjud
endofit bakteriyalarini bartaraf etish uchun antibiotiklardan antimikrob vosita sifatida foydalanish mumkin (Jugreet &
Mahomoodally, 2020).

Somatik embrionlar bevosita alohida somatik hujayralardan induksiya gilinishi yoki embriogen kallusdan hosil
bo'lishi mumkin (Horstman, Bemer va boshg., 2017; Long et al., 2022).

MATERIALLAR VA USULLAR

Dezinfeksiya va sterilizatsiya uchun galamchalar avval 1 soat davomida ogova suvda yaxshilab yuvildi, so‘ng
xo'jalik sovuni bilan yuvilib, sovun goldiglarini ketkazish uchun gayta chayildi. Keyin namunalar ketma-ket ravishda:

— karbendazim fungitsidi eritmasida (kod 378674, 10 dagiga,

— streptomitsin eritmasida (1 g/l) bakteritsid sifatida 12 daqiga,

— etanol (C.HsOH) da 2 dagiga,

— AgNO3 (0,2%) eritmasida 1 dagiga davomida ishlov berildi.

Har bir bosgichdan so'ng namunalar 3 marta distillangan suvda chayildi. Barcha jarayonlar steril laminar shkafda
bajarildi.

[I-protokol. Bir bo‘g‘imli novdalar triklozan eritmasida (OOO “Billio Ximiya”, Rossiya) 1 soat davomida 200 ayl/min
tezlikda orbital sheykerda ishlov berildi. Shuningdek, eksplantlar HgCl. (0,1%) va Tween-20 qo‘shilgan eritmada 3
dagiga davomida dezinfeksiya gilindi, so'ng distillangan suvda 5, 10 va 15 dagiga davomida orbital sheykerda yuvildi.
Barcha jarayonlar steril laminar shkafda olib borildi.

Eksplantlar alohida holda 150x20 mm o‘lchamdagi shisha probirkalarga inokulyatsiya gilindi. Har bir probirkada
10 ml MS muhiti, 2 mg/l izopenteniladenin (2iP) bilan boyitilgan holda ishlatildi va standart fotoperiod sharoitida
saglandi. Ifloslangan, nobud bo‘lgan yoki fenolni ko‘p ajratgan eksplantlar hisobga olinib, chigarib tashlandi.
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[I-protokol. Eksplantlar alohida holda 150x20 mm shisha probirkalarga, 10 ml DKWC muhiti (tarkibida 4,4 yM 6-
benzilaminopurin (BAP) va 0,05 uM indol-3-moy kislota (IBA)) solingan holda ekildi va standart fotoperiod sharoitida
saglandi. Ifloslangan, nobud bo‘lgan yoki fenolni ko'p ajratgan eksplantlar hisobga olinib, chigarib tashlandi (Licea-
Moreno et al., 2015).

NATIJALAR VA MUHOKAMA

O'simliklarni mikroklonal ko'paytirishda asosiy muammolardan biri eksplantlarning turli mikroorganizmlar bilan
ifloslanishi bo'lib, bu kallus va olingan klonlarning nobud bo'lishiga olib kelishi mumkin (Abdalla et al., 2022). Shu
sababli, in vitro muhitga kiritish jarayonining muhim bosgichi eksplantlami sterilizatsiya gilishdir.

Yugoridagilardan kelib chiggan holda, birinchi bosgichda eksplantlarmni sterilizatsiya qilish usullarini tanlash va
optimizatsiya gilish bo'yicha tadgigotlar o‘tkazilgan. Adabiyot tahlili shuni ko'rsatdiki, sterilizatsiya giluvchi birikmalar
uch asosiy guruhga bo'linadi:

1. Zaif dezinfektsiyalovchi birikmalar — masalan, Twin-20;

2. O'rta darajadagi dezinfektsiyalovchi birikmalar — masalan, natriy gipoxlorit [NaOCI];

3. Kuchli dezinfektsiyalovchi birikmalar — masalan, rux xlorid [HgCl] (Kutas & Ogorodnik, 2011; Sharma, Sharma,
Kumar va boshg., 2025).

Ushbu tasnifga muvofig, turli protokollarda yong'oq eksplantlarini sterilizatsiya gilish uchun ushbu birikmalar
kombinatsiyalari go‘llaniladi.

Shu asosda, adabiyotlamni tahlil gilgandan so‘ng, | protokol uchun eksplantlarni sterilizatsiya gilish quyidagi
tartibda tanlandi:

Eksplantlarni sterilizatsiya qilish uchun gipoxlorit (1,5 g/l faol xlor) ishlatishni tavsiya gilgan. Birog, bu birikma
kuchli oksidlovchi xususiyatga ega bo'lib, eksplantlarning gorayishiga olib kelishi mumkinligi sababli, biz ishimizda
gipoxloritni sterilizatsiya vositasi sifatida ishlatmaslikka garor gildik.

Yong'oq eksplantlarini dastlabki yuvish uchun Twin-20 ishlatilgan, keyingi dezinfeksiya uchun esa gipoxlorit,
karbendazim va kaptam eritmalari ishlatilgan. Kimyoviy sterilizatsiya uchun HgCl. eritmasi qo‘llanilgan. Birogq HgCl.
eritmasi nafagat o'simliklar uchun, balki inson sog'ligi uchun ham toksik bo‘lgani sababli, biz ushbu metodikadan voz
kechdik.

Ishida eksplantlarni dastlab suv va idish sovuni bilan yuvish orgali sterilizatsiya gilgan. Keyinchalik protokolda
eksplantlar 0,1% HgCl. eritmasi va Twin-20 go'shilgan eritmada 3 dagiga davomida dezinfeksiya qilindi.

Shu ma’lumotlar asosida, | protokol uchun quyidagi eksplant sterilizatsiyasi tartibi tanlandi:

1. Eksplantlar 1 soat davomida ogim suvda yaxshi yuvildi;

2. Idish sovuni bilan yuvilib, golgan sovun goldiglarini yo‘qotish uchun yana suvda yuvildi;

3. Karbendazim fungitsidi eritmasida (kod 378674, Sigma-Aldrich) 10 dagiga davomida yuvildi;
4. Bakteritsid sifatida streptomitsin eritmasida (1 g/l) 12 dagiga davomida yuvildi;

5. Etanol (C2HsOH) eritmasida 2 dagiga davomida yuvildi;

6. AgNOs eritmasida (0,2%) 1 dagiga davomida yuvildi.

Har bir bosgichdan so'ng namunalar 3 marta distillangan suvda yuvildi. Barcha jarayonlar steril laminar shkafda
amalga oshirildi. Ushbu sterilizatsiya protokoli o‘simliklar va inson uchun juda toksik bo‘lgan moddalarni o'z ichiga
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Rasm 3.1. Yong'oq eksplantlarining sterilizatsiyadan keyingi omon qolish darajasi.

Keyingi tadgiqgotlar ushbu sterilizatsiya protokolining eksplantlarning omon golishiga ta’sirini o'rganishga garatildi.
Kuzatuvlar 1 haftalik in vitro kultivatsiya jarayonidan keyin ifloslanmagan eksplantlar foizi va eksplantlarning umumiy
omon golish foizi sifatida gayd etild.

Natijalar shuni ko‘rsatdiki, ushbu sterilizatsiya protokolidan foydalanganda eksplantlarning omon qolish darajasi
nisbatan yuqori bo‘lgan. Xususan:

* Ideal shtammi uchun - 40%

* Form PDM23 shtammi uchun — 36%

* Form 202YaKT shtammi uchun — 22%

(Rasm 3.1).

X 0'gi — yong'oq shtammlari

Y o'qi — eksplantlarning omon qolish foizi, %
« p=0,005

Il protokol uchun quyidagi sterilizatsiya usuli go‘llanildi:

Bir tugunli shoxlar triklozan eritmasi (OOO «Billio Xumus», Rossiya) bilan 1 soat davomida orbital shaykerda 200
aylanma/min tezlikda ishlov berildi.
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« Shuningdek, eksplantlar 0,1% HgCl, eritmasi va Twin-20 bilan 3 dagiga davomida dezinfeksiya gilindi, so'ngra
distillangan suvda 5, 10 va 15 dagiga davomida orbital shaykerda yuvildi.

Ushbu protokolning natijasi sifatida eksplantlarning omon qolish darajasi yugori bo'ldi:

« |deal shtammi - 58,6%
o Form PDM23 shtammi — 52,7%
o Form 202YaKT shtammi - 45,4%

Eksplantlar sterilizatsiyasi natijasida omon qolish foizini 39,77 + 0,48% deb ko‘rsatgan. Onu6 6opunra
tadgigotlar bilan ham mos keladi, ularing ishlarida shox uchidagi segmentlardan foydalanilganda eng yugori omon
golish darajasi gayd etilgan.

Buning sababi shundaki, shox uchidagi segmentlar meristematik hujayralarga boy bo'lib, yugori migdorda auksin
va sitokinin saglaydi, bu esa muvaffaqgiyatli regeneratsiya va o'sishni ta'minlab, shoxlarning samarali proliferatsiyasi va
chanoq (bud) hosil bo'lishiga olib keladi.

Uzoq davom etgan karbendazim (10 dagiga) va streptomitsin (12 dagiga) bilan ishlov berish natijalari.

Shunday qilib, biz ishlab chiggan II protokol Yong'oq shoxchalarini sterilizatsiya gilishda o'sishni va
regeneratsiyani rag'batlantirish bilan birga, eksplantlarga ortigcha stress yoki zarar yetkazmasdan, yong'oq
madaniyatlarini muvaffagiyatli yaratish uchun optimal sharoitlarni ta’minladi.

XULOSA

Xulosa qilib aytganda laboratoriya sharoitida shox uchidagi segmentlar meristematik hujayralarga boy bo'lib,
yugori migdorda auksin va sitokinin saglaydi, bu esa muvaffaqgiyatli regeneratsiya va o‘sishni ta'minlab, shoxlarning
samarali proliferatsiyasi va chanoq hosil bo'lishiga olib keldi.

Uzoqg davom etgan karbendazim (10 dagiga) va streptomitsin (12 dagiga) bilan ishlov berish yaxshi natijalarmni
berdi.

ADABIYOTLAR

1. Abdalla, N., EI-Ramady, H., Seliem, M. K., EI-Mahrouk, M. E., Taha, N., Bayoumi, Y., Shalaby, T. A., &
Dobranszki, J. (2022). An Academic and Technical Overview on Plant Micropropagation Challenges.
Horticulturae 2022, Vol. 8, Page 677, 88), 677. https://doi.org/10.3390/HORTICULTURAE8080677

2. Ahmadpoor, F., Zare, N., Asghari, R., & Sheikhzadeh, P. (2022). Sterilization protocols and the effect of plant
growth regulators on callus induction and secondary metabolites production in in vitro cultures Melia azedarach
L. AMB Express, 121), 1-12. https://doi.org/10.1186/S13568-022-01343-8/FIGURES/6

3. Verdeil, J., Alemanno, L., Niemenak, N., & Tranbarger, T. (2007). Pluripotent versus totipotent plant stem cells:
dependence versus autonomy? Trends in Plant Science, 126), 245-252.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2007.04.002

4. Long, Y., Yang, Y., Pan, G., & Shen, Y. (2022). New Insights Into Tissue Culture Plant-Regeneration
Mechanisms. Frontiers in Plant Science, 13, 926752. https://doi.org/10.3389/FPLS.2022.926752/XML/NLM

5. Ikeuchi, M., Ogawa, Y., Iwase, A., & Sugimoto, K. (2016). Plant regeneration: Cellular origins and molecular
mechanisms. Development (Cambridge), 1439), 1442-1451. https://doi.org/10.1242/DEV.134668

https://agrokarantin.uz n7


https://doi.org/10.3390/HORTICULTURAE8080677
https://doi.org/10.1242/DEV.134668

ISSN: 2181-8150 Vol.122, Ne7 (2026)
AGRO KIMYO HIMOYA VA O‘SIMLIKLAR KARANTINI

6. Jugreet, B. S., & Mahomoodally, M. F. (2020). Essential oils from 9 exotic and endemic medicinal plants from
Mauritius shows in vitro antibacterial and antibiotic potentiating activities. South African Journal of Botany, 132,
355-362. https://doi.org/10.1016/J.SAJB.2020.05.001

7. Kutas, E., & Ogorodnik, L. (2011). The influence of sterilizing compounds on the yield of viable explants of
Rhododendron L. (Ericaceae) . International Journal of Biodiversity and Conservation, 31), 24-26.

8. Horstman, A., Bemer, M., & Boutilier, K. (2017). A transcriptional view on somatic embryogenesis. Regeneration,
4(4), 201-216. https://doi.org/10.1002/REG2.91
9. Licea-Moreno, R. J., Contreras, A., Morales, A. V., Urban, I., Daquinta, M., & Gomez, L. (2015). Improved
walnut mass micropropagation through the combined use of phloroglucinol and FeEEDDHA. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture, 123(1), 143-154. https://doi.org/10.1007/S11240-015-0822-3/FIGURES/3
10. Singh, C. R. (2018). Review on problems and its remedy in plant tissue culture. Asian J. Biol. Sci., 11, 165-172.
11. Sharma, S., Sharma, S., & Kumar, P. (2025). In vitro establishment of walnut (Juglans regia L.) from the
embryonic axis with customized nutrient media and synergy of growth regulators. South African Journal of
Botany, 177, 598-603. https://doi.org/10.1016/J.SAJB.2024.12.034

https://agrokarantin.uz 18


https://doi.org/10.1016/J.SAJB.2020.05.001

