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KIRISH

Qadim davrdanoq biotexnologiya, undagi jarayonlar kishilarning
kundalik ehtivojlarini qondirish maqsadida foydalanib kelingan bo‘lsada,
amaliy fan sifatida XX asrda shakllandi. U hozirgi vaqtda insoniyatning
eng asosiy dolzarb muammolaridan biri hisoblanmish - ozig-ovqat,
energetik resurs, atrof-muhit ifloslanisliining oldini olish bilan bog‘liq
muammolari echimini topish zaruriyati tufayli yunzaga keldi.

Biotexnologik jarayonlar mikroorganizmlar, o*simlik va hayvon
hujayralari, sun’iy oziga muhitlarida o‘stirilayotgan hujayra, to‘qima va
organlarni biosintetik potensialidan amaliy foydalanishga asoslanadi.
Hozirgi vagtda dunyoning ko*plab mamlakatlariaa biotexnologiyaning
taragqgiyotiga asosiy e’tibor garatilmogda, chunki boshga texnologiva-larga
qaraganda, biotexnologik jarayonlar energiya sarfming kamligi, deyarli
chiqgindisizligi, ekologik sofligi jihatidan bir qator afzalliklarga ega.
Bundan tashqari bu texnologiyalar muayyan asbob-uskuna, texnik qurilma
va preparatlardan foydalanishni talab qiladi, Shuningdek, iqlim
sharoitlariga qaramasdan kichik hajmnii egallaydigan maydonlarda ham
tadqgiqotlar o‘tkazish mumkinligi bilan ajralib turadi.

Mamlakatimizda biotexnologiyani q‘rganish va uning yutuglaridan
ilmiy - tadqiqot ishlarida foydalanish, sohada olib borilayotgan
izlanishlarni shakllantirish 70-80-yillardan boshlangan.

Bugungi kunga kelib qishloq ho‘jalik biotexnologiyasi sohasidagi
ko'plab ishlar, tadqiqotlar bir qator oliml; ar, mutaxassislarning izlanishlari

bilan izchil davom etmoqda.



1 - ish. Qishloq xofjalik biotexnologiyasi laboratoriyasining tuzilishi, asbob-
uskunalari va Iaboratoriyada ishlash qoidalari bilan tanishish

Asbob-uskunalar va  materiallar. Biotexnologiya laboratoriya-sida
foydalaniladigan asosiy asbob-uskunalar: laminar boks, avtoklav, termostat,
quritish shkafi, sovutgichlar, sentrifugalar, avtomatik mikropipetkalar, elektroforez,
Petri likobchasi, probirka hamda boshqa asboblar va idishlar.

Mavzuni tushuntirish. Bu darsda talabalar biotexnologik laboratoriyasini
tashkil etish wva wunda ishlash qoidalari bilan tanishadilar. Biotexnologik
laboratoriyasining asosiy asboblari wva jihozlaridan foydalanish usullarini
o‘rgariadilar.

Biotexnologiva laboratoriyasi uchun ajratilgan xona vorug‘, keng, uning tabiiy
yoritilganligi 110 1k dan kam bo‘lmasligi kerak. Laboratoriva Xonasining tagiga
oson yuviladigan linoleum to‘shalgan, stollaming sirti plastik materiallar bilan
qoplangan bo'lishi kerak. Xona devorlarini erdan 170 sm balandlikgacha kafel bilan
goplash voki moy bo‘yoq bilan bo‘yash zarur. Biotexnologiva xonasidagi stollar
laboratoriya tipida va u erda reaktiv hamda idishlarni qO®yish uchun shkaf va
peshtaxtalar bo‘lishi kerak. Stollar elektr va gaz tarmog‘iga ulangan manbaga ega
bo‘lishi talab etiladi.

Biotexnologiya laboratoriyasi asosiy xonadan tashqari avtoklav va quritish
shkafi qo‘yiladigan xona, sterilizatsiya xonasi, boks, idish yuvadigan xona,
sovutkich va termostat go‘viladigan, kulturalarni saqlaydigan xonalardan iborat
bo‘lishi kerak. Boks-kulturalar ekiladigan unchalik katta boimagan xona bo‘lib, u
ikkiga ajratilgan bo‘lishi zarur. Boksdagi asosiy ishlash xonasiga kichik xona, ya’'ni
tamburdan eshik orqali kiriladi. Bu holat eshik ochilganda tashqaridagi havo orqali
mikroorganizmlarni to*g‘ridan-to*g‘ri kirib kelishini ma’lum darajada oldini oladi.
Boks ichida Dbakteritsid lampa bo‘lishi kerak. Hozirgi vaqtda stolga
joylashtiriladigan turli kattalikdagi, ichida steril havosi almashib turadigan laminar
bokslar ham keng ishlatilmoqda.

Biotexnologiva laboratorivalarida o‘simlik kulturalari va mikroorganizmlar
bilan ish olib boriladi. Qishlog xo‘jalik oliy o‘quv yurtlarining agronomiva
vo‘nalishlarida biotexnologik tadgiqotlar asosan o‘simliklar va mikroorganizmlar
ustida olib boriladi, lekin mikroorganizmlar, orasida insonlarda kasallik
go‘zg‘atuvchi turlari ham bo‘lishi mumkin. Shuning uchun Iaboratoriyada xodim va
talabalar



o‘zlariga ayrim kasalliklarni yuqtirmasliklari uchun ichki tartib qoidalariga gat’iy
rioya qilishSari zarur. Ular quyidagilardir:
a) dastalab birkitilgan jovda ishlash, fagat shu stoldagi asbob va reaktiviardan ishda
Jfovdalanish lozim.
b) spirt lampalarni bir-biridan yondirmasdan, fagat gugurt orgali yondirish kerak.
v) rozetkalarga metal va boshga buywnlar bilan tegish tagiglanadi. g) o'gituvchidan
voki laborantdan ruxsatsiz elekir asboblari, uskunalar va boshga jixozlarni ishga
tushirmaslik kerak. d) kimyoviy va boshga reaktiviar bilan ishlaganda ehtiyvol
choralarni ko ‘rish kerak.

Biotexnologiya iaboratorivasida qo*‘lianiladigan asboblar: Laminar-boks.
Laminar-boks ajratilgan to‘qma, hujayraiarni o‘stirisn va boshqa sterii sharoitni
talab etuvchi ishlarni bajarish uchun moMjallangan. Bu erdagi sterii sharoit
laminar-boksga o'matilgan havo o‘tkazadigan bakterial filtrlar yordamsida amalga
oshiriladi (1-rasm).

1 -rasm. Laminar boks

Termostat. Bu jihozda issiq harorat bir xil darajada saqlanib turiiadi. Ko‘p
mikroorganizmlarning ko‘payishi uchun qulay harorat 25-27°S liisoblanadi.
Termostatlar quruqg, havoli va suvli boiadi. Bulardan mikroorganizmlarni o‘stirish
uchun foydalaniladi (2-rasm).



2-rasm. Termostat

Quritish shkafi (Paster pechi). SHisha, cbinni wva metaldan yasalgan
laboratoriya idishlari sterillash uchun mo*!jallangan (3-rasm).

3-rasm. Quritish shkafi

Avtoklav. Mazkur jihoz bug! va bosim bilan sterillashga mo*ljallangan.
Biotexnologik laboratoriyalarda avtoldavlarning turli xillari (gorizontal, vertikal
shakldagi, ko*chirib boMmaydigan va ko‘chirish mumkin bo'lgan turlari) ishlatiladi
(4-rasm).

4-rasm. Avtoklav



Sovutkichlar. Oziga muhitlarini, zardob va boshqa biologik jihatdan faol
preparatlarni 4 C atrofida saglash uchun foydalaniladi. Biopreparatlami O C dan
past haroratda saqlash uchun past haroratli
sovutkichlardan foydalaniladi. Bularda harorat -20 C va undan ham past
bo‘lishi mumkin.

Sentrifuga. Markazdan qochuvchi aylanma kuchdan foydalanib suyuqlikdagi
turli solishtirma og'irlikka ega moddalarni va qattiq moddalardan suyuq moddalarni
ajratishda ishlatiladi (5-rasm). Sentrifugadagi aylanma harakat tufayli solishtirma
og‘irligi nisbatan wyuqori bo‘lakchalar chetga va aksincha kichik solishtirma
ogfirlikdagi bo'lakchalar o‘rtadagi o‘q atrofida yig‘iladi.

Ultratsentrifuga biotexnologiya laboratoriva amaliyotida keyingi tadqiqotlar
uchun hujayra fraksiyalari, membrana, oqsil,’ nukiein kislotaiar va boshqga
makromolekuialarni ajratishda ishlatiladi. Ul tratsentrifuganing rotorani aylanishi
bir dagigada 80 ming va tezligi 106 q ga teng. Ultratsentrifugani bimchi bo‘lib
1923 yili T.Svedberg kashf qilgan.

5-rasm. Sentrifuga

Avtomatik mikropipetkalar. Kichik hajmdagi [1-1000 mkl (jil)] .nyuqliklarni
aniq va sifatli o‘lchash uchun ishlatiladigan asboblar. Ular nologik va kimyoviy
tadgiqotlarda keng qo‘llaniladi (6-rasm).

Mikropipetkalar konsentrlangan kislotaiar yoki emiruvchi eritmaiami * li lin'ili
uchun ishlatilgandan so‘ng ularning boiaklari distillangan suv hImii yaxshilab
vuvilishi va quritilishi kerak. To‘lig quritilgan nil topipetka boiaklari yana o‘z
xolidek qilib yig‘ib go‘yiladi. Emiruvchi 11111utl'triiing parlnrini uzoq ta’sirida
mikropipetka boMaklari ishdan liiijr.lii mumkin. Hu fisn ulaida suyuqliklarni
hajmini noto‘g‘ri o*lchashga nimbi hi ho'liuli,



6-rasm. Avtomatik mikropipetkalar

Elektroforez (yunoncha so‘z bo‘lib, “ko‘chirib o‘tkazaman™ degan ma’noni
biidiradigan elektrokinetik xodisa bo‘lib, elektro-maydonning tashqi ta’sirida suyuq
voki gazli muhitda dispers faza (kolloid yoki ogsii eritmaiarining) bo‘laklarini
ko*chishidir (7-rasm). Uni birinchi boiib Moskva universitetining professorlari
P.I.Straxov va F.F.Reyslar 1809 yilda kashf qilishgan.

Eletroforez yordamida sirtning chuqur qismigacha kirib boradigan may da
bo*lakchalar vordamida yuzani qoplash mumkin.

Eletroforez fizioterapiyada, kimyo sanoatida tutun va tumanlami tarqatishda
hamda eritmalar tarkibini o‘rganishda tatbiq etiladi. Kimyo, biokimyo wva
molekulyar biologivada elektroforez moddalami ajratishda wva ularning
komponentlarini taxlil qilishda eng muhim usuilardan biri hisoblanadi.

7-rasm. Elektroforez



8- rasm. Biotexnologiya laboratoriyasining asosiy uskunalari

Petri likobchasi. Ikkita bir-biriga qopgoq bo‘lib vopiladigan yassi, cliarnetri 8-
10 sm bo‘lgan yumaloq idish (9-rasm). Petri likobchasi shisha yoki tiniq
plastmassadan tayyorlanadi va unda agarli oziqa muhitida mikroorganizmlar yoki
o‘simlik to‘qimasi o‘stiriladi. Petri likobchasi in-mis olimi R..Koxning shogirdi
Yu.R.Petri tomonidan birinchi bor 1887 vili mikroorganizmlami o‘stirish uchun

ishlatilgan.
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Nazorat savollari:
1.Qishloq xo‘jalik biotexnalogiyasi laboratorivasi qanday talablarga javob berish
kerak?
2. Asbob uskunalar bilan ishiashda nimalarga e’tibor beriladi?
3.Steriilash jixozlariga ta’rif berib o‘ting.

2-ish: 0*simlik xisjayrasidan DNK ajratish

Asbob-uskunalar va materiallar. 4 g 14 kunlik gfo‘za barglari, havoncha,
sentrifuga, sentrifuga stakanlari, 2 ta kolba, 2 ta stakan, shisha tayoqcha,
refraktometr, dializ qog‘ozi, magnitli aralashtirgich, spektrofotometr va
muzlatgich.

Mavzuni tushimtirish. Transgen hujayradan sun’iy ravishda etuk organizm
o‘stiriladi. Ushbu usuidan foydalanib o'simlik, hayvon wva mikroorganizmlar
hujayralaridan transgen shakllar oiish rnumkin. Biotexnologiyaning bu sohasiga
dastlabki qadamlar 1973 vil birinchi gen klonlangan vaqtdan boshlab go‘yilgan edi
(1-jadval).

Tirik organizmda oldindan mavjud qolip asosida yangi DNK molekuiasining
yaratilishi nuklein kisiotalarining sintezi anish vyo‘lidir. Mavjud DNK
molekulasidan nusxa olish replikatsiya deb ataladi.

Repiikatsiya jarayoni DNK-polimeraza 1. II, III, DNK-ligaza va revertaza
fermenllari yordamida amalga oshadi. rep-oqgsil yordamida DNK qo‘sh zanjiri -
ajraladi va DNKga bog‘lanadigan ogsi! molekulalari yordamida DNK ning ajralgan
zanjirlari turg‘un holatda saqlanib turiladi. DNK-polimeraza III fermenti DNK ning
3" uchidan 5' uchigacha DNK ning bitta zanjirini to‘la sintez qilish qobilivatiga e ga.
DNK sintezi faqat DNK ning 3' uchidan 5' uchiga qarab borishi tufayli DNK ning
ikkinchi zanjiri praymaza, DNK-polimeraza I wva DNK-ligaza fermentlari
yordamida amalga oshadi.

Praymaza (revertaza) fermenti yordamida DNK ning ikkinchi zanjiri sintezi
uchun praymer sintez qilinadi va DNK-polimeraza III fermenti yordamida prayrner
nukleotidlar ketma-ketligidan DNK sintezi boshlanadi va DNK-polimeraza I
fermenti yordamida bu nukleotidlar ketma-ketligi bir oz uzaytiriladi. Ko*plab hosil
bo‘lgan DNK fragmentlari DNK-ligaza fermenti yordamida uianadi. Bu jarayon
DNK ning ikkinchi zanjiri to‘la sintez bo‘lguncha davom etadi. YAngi DNK zanjiri
tayyor DNKnirig nusxasiga, matritsasiga qarab tuziladi. Bu jarayonda matritsa
vazifasini DNK qo‘sh zanjirining bir ipi bajaradi.

10



1 -jadval

Zamonaviy biotexnologiyaning dastlabki asosiy bosgichlari

Kashf etilgan vaqti Bajarilgan ishlar

1973 yil Birinchi gen klonlangan

1974 yil Birinchi bakteriya geniarini klonlash ekspressiyasi amalga
oshirildi

1975 yil Birinchi gibridoma yaratilgan

1976 yil Rekombinant DNK texnologiyasidan ishlab chiqarishda
foydalanish boshlangan

1980 yil Gen muxandisli usullari yordamida olingan mikroorganizm
shtammlarini patentlash haqidagi qaror qabul qilingan °

1981 vil Monokional antitella to‘plamiaridan foydalanish
mumkinligi to‘g‘risidagi qaror gabul qilingan. Birinchi
marta genlarni avtomatik siritezatori sotuvga chiqarildi

1982 yii Tibbiyotda rekombinant DNK - insulini va hayvonlar uchun
birinchi rekombinant DNK dan foydalanishga ruxsat berildi

1983 yil Birinchi marotoba gen ekspressiyasidan bir o'simlikdan
boshqga turida foydalanish mumkinligi isbotlandi

RNK sintezi jarayoni transkripsiva deb ataiadi. Har uchala tipdagi UN Is.
sintezi turli tipdagi RNK-polimraza (RNK-polimeraza 1,11,111) » iiiu ndan
vordamida amalga oshiriladi. rRNK sintezi RNK-polimeraza I It niKMiti, iRNK
RNK-polimeraza II fermenti va f{RNK hamda kichik u'lchiimli yadro RNK si
rnolekuialari RNK-polimeraza III fermenti vnidnmida amalga oshiriladi. Hamma

RNK rnolekuialari sintezi uchun I 3 IK ning bitta ipi matritsa vazifasini o‘tayai.

*>j|sil sintezi ribosomalarda o'tadi. Ribosoma hujayra metabolizmi tn Inin

/mrur boMgan ogsillar sintezini DNK dan olingan inshaklsiya i u i'ii Koillash

mexanizmiga nuivofiq amaiga oshiradi (10-rasm).
1*#111', /nnjiririan olingan iRNK nukleotidlar tartibi shaklidagi hi MaMwMyn
iihosoma yordamida ogsil molekulasidagi aminokislotalar T Ml 1111] T'll In'ellil

iliuli

II



= Trangdzipaya Tranlyaziva |

DHE FIE

I0-rasm. Biologivaning asosiy qonuniyati

Oqsil sintezi jarayoni ftranslyasiya deb ataiadi. Nuklein kislotalarda har bir
aminokislotalarni taniydigan va tanlab biriktirib olib tashishda vositachilik qiladigan
birin-ketin uclita nukleotidlar kombinatsivasi mavjudki, bu o°‘z navbatida
aminokislota kodi, ogsil kodi, kodon, keng ma’noda genetik kod deb yuritiladi.

0qsil molekulasiga kiradigan aminokislotalar 20 ta bo'lganligi uchun kodonlar
soni harn 20 dan kam bo‘lishi mumkin emas.

Bunda hosil nobud bo‘ladigan kombinatsiyalar soni 64~"", kodlanadigan
aminokislotalar sonidan ancha ko‘p. Nima uchun degan savol tug‘iladi? Ma’lum
boiishicha, 20 ta aminokislotadan 18 tasi bittadan ortiq, ya'ni 2 ta, 3 ta, 4 ta va 6 ta
kodon bilan kodlana oiar ekan. Bundan tashqari, uchta kodon UAA, UAG, UGS
aminokislotalarni kodlay olmaydigan va ularni paydo bo*3ishi polipeptid zanjirining
tugaganidan darak beradi. Shuning uchun ham ular terminatorlar “tugatuvchilar” deb
ataladi.

Poliribosomaiarda oqsil sintezi iRNKning 5' oxiridan boshlanib 3' oxirida
tugaydi. Oqsil sintezi tugagach iRNK ribospmadan ajralib chiqadi va ribosoma
ikkita subparchalarga dissotsiatsiyalanadi.

DNK molekulasi strukturasini tashqi nomugobU omillar ta’sivida o“zgqrishi muiatsiym
deyiladu

Mutatsjyvaga uchragari DNK moiekulasida irsiy axborot o‘zgaradi va
organizmning mo*“tadil holatda vyashashiga keskin ta’sir ko‘rsatadi. Tirik
organizmning mutant shakllari vujudga keladi, Boshqa organizmlardan farqli
oMaroq o‘simlik va mikroorganizmlaming xo‘jalik ahamiyati yuqori bo‘lgan mutant
shaldlaridan xalq xo‘jaligida keng ko‘lamda foydalaniladi (2-jadval).

Inson organizmidagi mutatsion o‘zgarishlar og‘ir kasalliklarni kelib chiqishiga
sabab nobud bo‘ladi (oq gon kasalligi).
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2-jadvai
Auksotrof mutantlar yordamida L-aminokislotalarining birlamchi
metabolitlarini olinishi

Amino- Produtsent Tansiq rnodda Substrat Kultural
kislota suyuqlikda
aminokislotalar
miqdori, g/1
L-lizin Breviabacterium Treonin, Glyukoza. 60-100
Aavurn metionin saxaroza
yoki
L- Escherichia coli Lizin, Glyukoza 20
trionin metionin,
izoleysin
I- Coryvneobacterium Arginin Glyukoza 26
ornitin glutamicum
L-fenil- Arthrobacter Tirozin n-alkaniar 15
alanin parqfineus
L-tirozin | Coiyn eobacterium sp.| Fenilalanin n-alkanla.r 19
IL-valin Coryvneobacterium Izoleysin Glyukoza 11
glutamicum

Mutatsiyaga uchragan DNK molekulasini as! holatiga qaytish jarayoni ‘ I > N
K repara tsiyasi deyiladi.

Rcparatsiva jarayoni DNKaza, DNIC-poiimeraza II va DNK-ligaza li i
nicnllari ishtirokida amalga oshiriladi. Bu fermentlar tizimi yordamida I >111.
slruktiirasi dastlabki mo*“tadil holatiga qaytadi.

Muling boristii.
iIr Iwg havonchada suyuq azot yordamida kukun holiga kelguncha iitnydalnnadi.

I . "I mini 50 ml bufer B bilan birga kolbaga solinadi va 20 dagiqa >Tt*\.
‘inulii aralashtirib turiladi.

!'ml iniol go'shiladi va yana aralashtiriladi (30 daq.).
1§ 1 .miliilugasida 10°C da 5000 ayl/dagq. teziikda 1 soat aylantiriladi.

Uhi UI > | ii in loza kolbaga olinib teng miqdorda fenol-xloroform mhilh
111115mni "olinib, Mdnqiqa aralalashtiriladi.

"'I-mull jo" s da 5000 ayl/daq. teziikda sentrifugalanadi.



7. Ustki qisrnini olib teng miqdorda xloroform qo‘shib, 10 dagiqa aralashtiriladi
va yana sentrifugalash yoii bilan fazalarga bo'linadi (11- rasm).

8. Suyuq gismi 2 miqdor etil spirti solingan stakanga asta sekinlik bilan
aralashtiriiib rnuzlatgichga qo'viladi. “Meduza™ hosil bo‘lgandan so‘ng tayoqchaga
o‘rab olinib 10 ml DNK erituvchi (TE) buferida stakanda eritiladi.

9. DNK eritmasiga etidiy brcrnid 0,2 mg/ml va 1,55 g/mi seziy xlor solinadi
(sinish ko‘rsatkichi 1,3860).

10. Suyuqlik sentrifuga probirkaiariga solinadi wva tenglashtirib og‘zi
mahkamlangandan so‘rig 20 soat 50000 ayl/daq. tezlikda (15°C) sentrifugalanadi.
11.UF nurlari ostida DNK shprits yordamida tortib olinadi.

12. DNK ni etidiy bromididdan izoamii spirtida 5 marta ekstraksiya qiiib
tozalanadi.

13. DNK ni seziy xlordan TE buferida 10° C da 24 scat magnitii aralashtirgichda
buferni bir riecha marta almashtirib dializ qilish yo‘li bilan tozalanadi.

14. DNK miqdorini spektrofotometrda 260 nm to‘lgin uzunligida kvarsli
kyuvetada o*lchanadi.

B buferi:

0, 2 MNaCI

0. 05MHCI pH 8,0

0, 0iMEDTA

0. 01 MDDT

0, 2%SDS

Fenol, 0,1 M NaCl; 0,1 M tris HC1; pH 8,0; 0,01 M EDTA bilan to‘yintirilgan.
Xloroform: izoamii spirti (24:1)

TE buferi 10 mM tris HC1, pH 8,0.

1 mM EDTA

4.5 seziy xloridning TE buferda eritmasi

Etidiy bromid eritmasi 10 mg/ml

Dializ uchun bufer: 10 mM tris pH 8,0; 1 mM EDTA.
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