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Annotatsiya Magolada Vinca turkumidagi o'simliklardan avval ajratilgan endofit
zamburug'lardan vinka alkaloidlari ishlab chigarish dinamikasi tahlili keltirilgan. Tadgigotning
magqsadi makkajo'xori suyuq ozuga muhitida, zamburug’larning 7, 10 va 13 sutka davomida
o'sish jarayonidagi, vinkristin, vinblastin va vinkamin alkaloidlarini YSSX usuli yordamida
aniglash edi. Natijalar shuni ko'rsatdiki, makkajo'xori suyug ozuga muhitda biomassaning
maksimal to'planishi zamburug’ shtammlarni o’sishining 7-kunida kuzatildi, alkaloid ishlab
chigarish esa o'sishga aniq bog'lig emas va shtammning o'ziga Xxos Xxususiyatlari bilan
belgilanadi.

Kalit so’zlar: Vinca turkumi os‘imliklari, endofit zamburug’lar, ekstraktlar, vincristin,
vinblastin, vinkamin, YSSX.

JANHAMMKA MPOAYKINHU BUHKA-AJTKOJIONAOB B OQHAOPUTHbLIX
T'PUBAX, BBIJIEJIEHHBIX U3 PACTEHUM POJA VINCA

AHHOTauMs B crathe mpeacraBieH aHauW3 AUHAMUKU NMPOAYKIHMH aTKAJIOUIOB BUHKA,
TOJYYCHHBIX M3 3HI0(UTHBIX rpHOOB, paHee BBIICICHHBIX U3 pacTeHuil poma Vinca. Llemnbro
UCCJIeIOBaHMs ObUIO ONMpENEIeHHE COAEP>KaHUs ANKAJTIOWJA0B BUHKPUCTHHA, BUHOJIACTUHA U
BUHKaMHUHa C nomompio meroga BOXKX B mpouecce pocta MUKPOMHUIIETOB Ha KUIAKOU
KyKypy3HOil cpenie B TeueHue 7, 10 u 13 nueil. Pe3ynbTaThl OKa3aau, 4TO Ha MUTATEIbHON
Cpelle Ha OCHOBE KYKYPY3HOM MyKH MaKCHMaJbHOE HaKOIIEHUE OMoMacchl Habro1aeTcs Ha 7-
U JeHb KyJbTHMBHPOBAaHMs IITAMMOB, B TO BpEMsS KakK INPOAYKLHs QJIKAJOUIOB HE HMEET
BBIPKEHHON 3aBUCUMOCTH OT POCTa U ONPEAENSIETCS] 0COOEHHOCTSIMU CaMOTO IITAMMA.
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KiroueBble cjioBa: pacteHus poaa Vinca, sHnopuTHbIE TprObI, SKCTPAKThl, BAHKPUCTHH,
BUHOIAcTUH, BUHKaMuH, BOJKXX.

DYNAMICS OF VINCA ALKALOID PRODUCTION IN ENDOPHYTIC FUNGI
ISOLATED FROM PLANTS OF THE GENUS VINCA

Annotation The article presents an analysis of the dynamics of the production of vinca
alkaloids obtained from endophytic fungi previously isolated from plants of the genus Vinca.
The aim of the study was to determine the content of vincristine, vinblastine and vincamine
alkaloids using the HPLC method during the growth of micromycetes on liquid corn medium
for 7, 10 and 13 days. The results showed that on a nutrient medium based on corn flour, the
maximum accumulation of biomass is observed on the 7th day of strain cultivation, while the
production of alkaloids has no pronounced dependence on growth and is determined by the
characteristics of the strain itself.

Keywords: plants of the genus Vinca, endophytic fungi, extracts, vincristine, vinblastine,
vincamine, HPLC.

Kirish

So‘nggi o’n yilliklarda tabiiy terapevtik mahsulotlardan foydalanish, sintetik dorilarga
garaganda kamroq nojo‘ya ta’sir qilishi aytilmoqda. O‘simliklar asosidagi bioaktiv birikmalar
jahon bozorida mavjud bo‘lgan tabiiy dorilarning tahminan 80 % ini, so‘nggi yillarda dunyo
bo‘yicha ishlab chiqgarilayotgan dori preparatlarining 24,6 % tabiiy manbaalar hissasiga to‘g‘ri
keladi
[1,2]. Aksincha, ushbu biofaol birikmalarning sintezi, sifati va biologik faolligi asosan
o‘simlikning rivojlanish bosgichi, oziglanishi, atrof-muhit va stress omillarga bog’liq [3.4,5].
Biroq in-vitro sharoitda o‘simlik ko‘rsatkichlarini aniglash va saqlash ba’zan qiyin. Bundan
tashqari, bunday o‘simlikka asoslangan tabiiy birikmalarning keng ko‘lamli sanoat talablari,
kam migdorda sintez, murakkab aralashmalardan ekstraksiya, atrof-muhitning buzilishiga
sezgirlik (yorug‘lik yoki harorat tufayli) va faollikni yo‘qotish kabi cheklovlarga sabab bo’ladi
[6,7]. Hozirgi kunda, o‘simliklar asosidagi mikroorganizmlar va ularning tabiiy birikmalarini
ishlab chiqarish arzon va yuqori yuqori samaradorlikka ega ekanligi adabiyotlardan ma’lum.

Dolzarbligi

Endofitlar - bu o‘simliklarning turli gismlarida yashaydigan mikroorganizmlar, odatda
kasallik belgilarini keltirib chigarmaydi. Endofitlar mezbon o’simlik bilan simbioz, patogenez,
antagonistik munosabatlar kabi turli xil assotsiatsiyalarni ko‘rsatadilar va o‘simliklarning
o°sishini rag‘batlantirib, stress sharoitlariga garshi turishi va hatto har ganday patogen hujumiga
garshi o‘simliklarni himoya qilishi mumkin [8]. Ular o’simlikka o‘xshash ikkilamchi
metabolitlarni ishlab chigarish orgali o‘zlarining mezbon o‘simlikning himoya mexanizmini
oshiradilar va shuning uchun ham endofitlar ushbu birikmalarning o‘simlikdan tashgarida ham

sintezlay olishi muhimdir [9]. Ushbu mikroblar tabiatda juda katta ahamiyatga ega, chunki ular
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biologik faol ikkilamchi metabolitlarni ishlab chigarishi ma’lum, ularning ko‘pchiligi diabetga
garshi, antibakterial, antifungal va saratonga qarshi birikmalar sifatida ishlatilishi mumkin
[ 10,11]. Qizig‘i shundaki, bu birikmalar dastlab mezbon o‘simliklar ichida ishlab chigarilgan
vatibbiyot sanoatida katta ahamiyatga ega bo‘lgan kimyoviy birikmalar bilan bir xil. Ko‘pincha,
bu endofitlar o‘zlarining xos o‘simliklari tomonidan ishlab chigarilgan biofaol ikkilamchi
metabolitlarni in vivo jonli kuchaytirish uchun elisitorlar sifatida ishlaydi va shu bilan bunday
birikmalarning ishlab chigarish tezligini oshiradi [12].

Catharanthus roseus (L.) G. Don Apocynaceae oilasiga mansub manzarali va dorivor
ahamiyatga ega o‘simlik bo‘lib, tarkibida ko‘p miqdorda farmatsevtik faol birikmalar mavjud.
Hindiston va Xitoy tabobatida eng ko‘p o‘rganilgan dorivor o‘simliklardan biri bo'lib,
eksperimental dalillar uning tarkibida ko‘plab uglevodlar, flavonoidlar, saponinlar va
alkaloidlar mavjudligini ko‘rsatadi. Alkaloidlar C. roseusning eng potentsiali faol kimyoviy
tarkibiy qismi bo’lib, saratonga qarshi, diabetga qarshi, mikroblarga garshi, yaraga qarshi,
antigelmintik, diareyaga qgarshi xususiyatlarga egaligi bilan mashhur [13,14]. C.
roseusning vinkristin (VCR) va vinblastin (VLB) kabi ikkita muhim terpen indol alkaloidining
farmatsevtik ahamiyati va o0‘simlik qismlaridan kam miqdorda hosil bo’lishi, C.
roseus o‘simligining endofitlarini ham o‘rganishni talab etadi. Vinka alkaloidlariga bo‘lgan
talabning ortib borishi tadgigotchilarni mugobil ishlab chigarish usullarini o‘rganishga undadi.
Adabiyotlarda Vinca turkumiga mansub o’simliklar endofitlarida ham vinca alkoloidlari borligi
aniglangan [15,16]. Tadgigotlari shuni ko'rsatdiki, C.roseusdan ajratib olingan Fusarium
oxysporum endofiti kulturalari 1litrda tahminan vinblastin 76 mkg va vinkristin 67 mkg
sintezlagan [17]. C.roseus barglaridan ajratilgan Curvularia verruculosa endofit zamburug’i
kulturalaridan 182 mkg/l vinblastin alkoloidi ajratib olingan. Bu o’simlikdagi vinblastin
migdoriga garaganda ancha yuqgori. [18].

Tadgigot magsadi: Vinca turkumiga mansub o‘simliklar endofitlarining o’sish
dinamikasi vinka alkoloidlarini migdoriy tahlilini aniglashdan iborat.

Materiallar va usullar

Tadqiqot ob’ekti sifatida O‘zbekistonda o‘sadigan Vinca — V. minor (kichik bo‘rigul), V.
erecta (to‘g‘ri bo‘rigul) va V. rosea (256inbla bo‘rigul) o‘simliklarining turli gismlaridan avval
ajratilgan endofit zamburug‘larning sakkizta shtammi olindi: Alternaria sp. — VM85L,
Penicillium sp. - VM86S, Aspergillus terreus — VE9OR Acremonium sp. — VM96L, Aspergillus
terreus — VR176L Aspergillus amstelodami — VR177L Acremonium sp. — VR179L, Aspergillus
terreus — VE9OR.

Shtammlar vinka alkaloidlarni ishlab chigarish samaradorligiga qarab tanlanadi.
Makkajo‘xori ozuga muhiti gr/l: K;HPO4 — 2, MgSO,4 * 7 H,O — 2, makkajoxori ekstrakti — 2
, pepton — 2, achitgi ekstrakti — 0,2, glyukoza — 20. Makkajo‘xori ozuga muhiti avvalgi
tadgigotlarda tanlab olingan. Shtammlar makkajo‘xori suyug ozuga mubhitida 7,10,13 sutka
davomida Elpon 357-sheykerda (Polsha) 140 ayl/min va statsionar sharoitda 7 kun davomida

mikrobiologik BD115 (AQSh) inkubatorda 28°C haroratda o‘stirildi. Biomassa va kultural
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suyuglik  liofil quritgichda muzlatildi va quritildi. Kukun holatidagi namunalar massalari
aniglandi.

Endofit zamburug‘larning makkajo‘xori ozuga muhitida to‘plagan biomassa miqdoriTahlil
gilish uchun 500 mg qurug massa namunalari tanlab olindi, ular xloroform bilan 24 soat
davomida 1:10 nisbatda ikki marta ekstraksiyalandi. Ekstraktsiyadan so'ng eritma filtr gog'ozi
orgali filtrlanadi, so'ngra filtrat rotorli bug’latgich yordamida 5 ml hajmgacha
konsentratsiyalanadi. So’ngra 0,45 nm bo'lgan membrana filtri orqali filtrlanadi. Endofit
zamburug® ekstraktlarida Vinka alkoloidlari (vinkristin, vinblastin va vinkamin) aniglash suyuq
xromatografiya Agilent Technologies 1100 (AQSh) yordamida, Discovery hs-C18 3um
ustunida, 2,7 mkm, 150X4,6 mm, UV detektorida amalga oshirildi. YSSX tizimi LC-15C
nasoslari bilan jihozlangan. Eluentning tarkibi: asetonitril va 0,1% fosfor kislotasi (30:70 v/v).
Standartlar sifatida tegishli ravishda vinblastine, vinkristin va vinkamin faol moddalarini oz
ichiga olgan “Cytoblastin”, “Cyticristin “va” Vinebral “ (Hindiston) farmatsevtika preparatlari
qo’llanilgan.

Barcha tajribalar uch takrorlanishda o'tkazildi va giymatlarning o'rtacha va standart xatosi
(SE) Microsoft Excel-da hisoblab chigildi.

Natijalar va ularning muhokamasi

Mavjud adabiyotlarni tahlil qilish shuni ko'rsatadiki, ozuga mubhitining tarkibi va
mikroorganizmlar o'sish dinamikasi endofit mikroorganizmlar tomonidan ikkilamchi
metabolitlar sintezini belgilovchi eng muhim omillardir. Ushbu tadgigot suyug makkajo'xori
ozuga muhitida endofit zamburug'larning turli shtammlarini biomassa to'plashi va vinka
alkaloid sintezi samaradorligi aniglandi.

Liyofilizatsiyadan so'ng, 100 ml ozuga muhitda to’plangan biomassa shtammga qarab
0,584 g dan 1,810 g gacha bo'lgan. Biomassaning eng katta to'planishi, asosan ko'pchilik
shtammlar uchun o’sishning 7-kunida gayd etilgan, 10 va 13-kunlarda esa bu ko'rsatkich
pasaygan (1-rasm).

Biomassa migdori

0

Aspergillus  Aspergillus  Acremonium Alternaria sp. Penicillium Acremonium Aspergillus
terreus- amstelodami sp.—VR179L —-VMS85L sp.- VM86S sp.— VM96L terreus -
VE9OR —-VR177L VR176L

massa gr/100 ml
[

B 7sutka MW10sutka W13 sutka

1-rasm. Endofit zamburug‘larning makkajo‘xori suyuq ozuqa muhitida to‘plagan biomassa
miqdori (n=3)
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2-rasmda keltirilgan ma'lumotlardan kelib chigadiki, o'rganilgan barcha endofitlar vinka
alkaloidlarini har xil darajada sintez gila oladi, shu bilan birga ularning ishlab chigarish
samaradorligi har bir shtamm uchun individualdir. Masalan, Aspergillus terreus — VR176L
shtammi uchun eng ko'p vinkristin ishlab chigarish 7-kuni gayd etilgan va 20,54 mg/I ni tashkil
etgan bo'lsa, 10-kuni vinkristin darajasi 16,36 mg/l ga, 13-kuni esa 10,31 mg/l ga tushgan. shu
bilan birga, vinkristin darajasi 20,54 mg / | ni tashkil etdi. Ushbu shtammda vinblastin sintezi
10-kunga kelib 11,2 mg/I ni tashkil etdi. Vinblastin sintezining yugori darajasi Penicillium sp
shtammida o’sishning 13-kunida kuzatilgan. Vinca minordan ajratilgan VMS86S, bu yerda
vinblastin konsentratsiyasi 36,57 mg/l ni tashkil etdi.shu bilan birga, 7-va 10-kunlarda mos
ravishda 18,05 mg/l va 21,16 mg/l vinblastin sintezlangan.
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2-rasm. Vinca turkumi o’simliklari endofitlarining vinca alkaloid sintezlash dinamikasi
(n=3).

Bundan tashqari, vinka alkaloid sintezi Acremonium sp - VM96L kabi boshqa tekshirilgan
endofitlarda A. terreus — VE9ORVA A. amstelodami — VR177L ham qayd etilgan, ammo
ularning mahsuldorligi asosiy shtammlarga nisbatan past edi. Masalan, Acremonium sp -
VR179L shtammida o'rganilgan barcha alkaloidlar (vinkristin, vinkamin va vinblastin) 10-kuni
eng ko'p miqdorda sintezlanib, mos ravishda 5,9 mg/l, 4,7 mg/l va 8,2 mg/l ni tashkil etdi.
Keyingi kunlarda bu alkaloidlarning sintezi sezilarli kamaydi.

Xulosa

Ushbu tadgiqot natijalari shuni ko'rsatdiki, Vinca turkumidagi o'simliklardan ajratilgan
endofit mikroorganizmlar vinka alkaloidlarini sintez qgilish gobiliyatiga ega, ammo ularning
ishlab chiqgarish samaradorligi shtamm va madaniyat sharoitlariga garab o'zgaradi. Vinka-
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alkaloidlar, xususan vinkristin va vinblastin sintezi bo'yicha eng yuqori samaradorlik
Aspergillus terreus — VR176L va Penicillium sp - VM86S shtammlarida gayd etilgan. Olingan
natijalar ozuga muhitining tarkibi va o'sish dinamikasi ikkilamchi metabolitlar sinteziga ta'sir
giluvchi muhim omillar ekanligini tasdiglaydi va vinka alkaloidlarini biotexnologik ishlab
chigarishda endofitik zamburug'lardan foydalanish istigbollarini ochadi.
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