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Annotatsiya Endofitlar nafagat o‘simlikning ikkilamchi metabolitlarini sintez qilishda
yoki ularni o‘zgartirishda ishtirok etadilar, balki boshqa ko‘plab biologik faol funksiyalarga ega
bo‘lgan ko‘plab metabolitlarni hosil giladilar. Ushbu tadgigot ishida Chelidonium majus L.
o‘simligining turli gismidan ajratilgan bakteriyalarni patogen mikroorganizmlar (gram-musbat
bakteriyalardan: Staphylococcus aureus va Bacillus subtilis; gram-manfiy bakteriyalardan:
Pseudomonas aeruginosa va Escherichia coli lar va achitgilardan Candida albicans) ga qgarshi
faolligi o‘rganildi va yuqori faollikka ega bo‘lgan endofit bakteriyalar MALDI-TOF mass
spektrafotometr yordamida identifikatsiya qilindi.

Kalit so‘zlar Chelidonium majus L, endofit bakteriya, antibacterial faollik, MALDI-TOF.

AHTUBAKTEPHUAJIBHBIE CBOMCTBA SHIO®UTHBIX BAKTEPUI U3
PACTEHMI CHELIDONIUM MAJUS L.

AHHOTAUUsA. DHAODUTHI HE TOJIBKO YYAaCTBYIOT B CHHTE3€¢ BTOPUYHBIX META0OIUTOB
pacTeHus WM HX MOIU(PUKAIMK, HO M 00pa3ylOT MHOXXECTBO JIPYTHX METaOOJIUTOB,
BBIMOJIHSIONIMX ~ MHOXKECTBO  JIPYT'MX OWOJOTMYECKM aKTHUBHBIX (yHKImit. B 3ToM
UCCIIeIOBATEIbCKOM paboTe ObuTa M3ydeHa aHTHOAKTepHUalibHAsl aKTUBHOCTh OAKTEPHABHBIX
U30JISITOB, BBIJCIICHHBIX W3 pa3iuuHbIXx opraHoB pactenust Chelidonium majus L. nporus
NaTOr€HHBIX MUKPOOPTaHU3MOB (M3 TPaMIOIOKHUTENBHBIX OakTepwii: Staphylococcus aureus u
Bacillus subtilis; or rpamorpuniatenbubix 0akTepuii: Pseudomonas aeruginosa u Escherichia
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coli u mpoxokert Candida albicans) u sumoduTHBIE OaKTEPUH ¢ BHICOKOH aKTHMBHOCTHIO OBLIH
UACHTU(UITUPOBAHBI ¢ TOMOIIEI0 Macc-ciekTpodoromerpa MALDI-TOF.

Kawuenbie caoBa. Chelidonium majus L, supodutHas Gaktepus, aHTHOAKTEpUAIbHAS
aktuBHOCTH, MALDI-TOF.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF BACTERIA ENDOPHYTIC ISOLATED
FROM CHELIDONIUM MAJUS L.

Abstract Endophytes not only participate in the synthesis or modification of secondary
metabolites of the plant, but also produce many other metabolites with biologically active
functions. In this research work Chelidonium majus L. the activity of bacteria isolated from
different parts of its plant against pathogenic microorganisms (from gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis; from gram-negative bacteria: Pseudomonas
aeruginosa and Escherichia coli and Candida albicans from yeast) has been studied and
endophytic bacteria with high activity were identified using the MALDI-TOF mass
spectrophotometer.

Key words. Chelidonium majus L, endophytic bacteria, antibacterial activity, MALDI-
TOF

KIRISH

So‘nggi yillarda o'simliklarning endofitik zamburug‘lari dori vositalarining asosiy
manbalari sifatida keng gabul gilinmoqda va ulardan yangi tuzilmalar va turli bioaktivliklarga
ega bo‘lgan ko'plab birikmalar doimiy ravishda ajratilmoqda[l1]. Endofitlar tabiatda inson
ekspluatatsiyasi potentsialiga ega bo'lgan xilma-xil va gimmatli manbalardir[2,3]. So‘nggi
yillarda yugori salohiyatiga ega mikroblarning manbalarini izlash tobora ortib borayotgan
yo‘nalishga aylandi, chunki tuproq mikroorganizmlaridan ma’lum metabolitlarni takroriy kashf
gilish tez-tez uchraydi. Kam o‘rganilgan muhitdagi mikroorganizmlarning, shu jumladan
endofitlar kabi o‘simlik bilan bog‘liq mikroorganizmlarning potentsialiga katta qiziqish
mavjud. Shubhasiz, o‘simlik mikro ekotizimining muhim tarkibiy qismlari sifatida endofitlar
turli xil ikkilamchi metabolitlarning sintezi va to‘planishiga katta ta‘sir ko'rsatadi. Bugungi
kunga gadar saratonga garshi dorilar, antibiotiklar, antiviral preparatlar, diabetga garshi dorilar
va immunosupressant birikmalari kabi sezilarli terapevtik ta’sirga ega faol moddalarni o‘simlik
endofitlari ishlab chigarishi o‘rganilmoqda [4,5].

Chelidonium majus L. (odatda "katta celandine" nomi bilan tanilgan) Yevropa, G*arbiy
Osiyo va Amerikaga keng tarqalgan ko'p yillik o'simlik. Ushbu botanika oilasining o‘ziga X0s
xususiyati asrlar davomida ishlatilgan ildizlarda ham, havo gismlarida ham mavjud bo'lgan
sarig-to‘q sariq rangli lateks ishlab chigarishdir. G‘arbiy Yevropa, Xitoy fitoterapiya va
an’anaviy tibbiyotida asosan antimikrobiyal va yallig‘lanishga garshi xususiyatlari va terining
ta’siriga qarshi davolovchi faoliyati tufayli yuqori baholanadi [8,9]. Ikkilamchi metabolitlar -

bu o‘simliklarning o‘sishi va rivojlanishi davomida atrof-muhit bilan o‘zaro ta’sir natijasida
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hosil bo'lgan mahsulotlar, asosan alkaloidlar, flavonoidlar, terpenoidlar, peptidlar, fenollar,
sterollar va qo‘shimcha kichik molekulyar organik birikmalarni oz ichiga oladi [6,7]. Ushbu
tadqiqot Chelidonium majus L. o‘simligidan endofitik bakteriyalarni o‘rganib, ularning
antibakterial salohiyatini baholash uchun o‘tkazildi.

MATERIAL VA METODLAR.

Chelidonium majus L. o‘simlik endofitlarini ajratish.To‘plangan o‘simliklar qisqa vaqt
ichida steril suvida yuvildi va poyalari, barg, ildiz va gul gismlari 2-3 mm uzunlikdagi
bo‘laklarga kesildi. Endofitlarni ajratib olishda Chelidonium majus o‘simlik qismlarini va
NaOCI ning 10% eritmasi bilan 60soniya davomida samarali ishlov berilgach, 70% etil spirti
bilan 45soniya va 30% etil spirti bilan 30soniya davomida ushlab turildi. Keyin
dezinfektsiyalangan o‘simlik qismlari steril suvda Smarta chayqaldi va drenajlandi. Keyin ular
steril skalpel bilan uzunasiga kesib olindi va ochiq ichki yuzasi pastga, plitalarga garagan holda
yotqizib qo'yildi. Oldindan tayyorlab olingan petri chashkasidagi go‘sht pepton agar ozuga
mubhitiga ekildi.

Ajratilgan o‘simlik endofitlaridan biomassa olish. Chelidonium majus L. o‘simligi ildiz,
poya, barg qismidan ajratilgan 19 ta bakteriya izolyatlarini 50ml go‘sht-pepton suyuqg ozuga
muhitiga ekib, tebratgichda (sheyker) 180ay/min da 28°C haroratda, 3 kun davomida biomassa
olish uchun ko’paytirildi. Keyin biomassa va kultural suyuqlikni birgalikda liofilkada quritildi.

Ikkilamchi metabolitlarning umumiy ekstraktlarini ajratib olish. Chelidonium majus
L.dan ajratib olingan endofit izolyatlarining fermentatsion suyugqligi va unda xosil bo‘lgan
biomassadan ikkilamchi faol metabolitlarni keng spektrini ajratib olishda Hazalin uslubidan
foydalanildi. Tadgigot davomida usul bir oz modifikatsiya gilindi. Bunda 0.5 gr izolyatning
liofikkada quritilgan massasi Potter gomogenizatorida maydalandi, xosil bo‘lgan gomogenatni
100 ml li kolbaga solib, 70% etanoldan 20 ml solindi va xona haroratida tebratgichda 160
ayl/min tezlikka qo‘yildi. Bir sutkadan so‘ng aralashma Whatman filetr qog‘ozi orqali filtrlandi.
Olingan etanolli ekstrakt rotorli bug‘latgichda quritildi va hosil bo’Igan quruq ekstrakt DMSOda
eritildi. Olingan ushbu umumiy ekstrakt boshlang‘ich eritma sifatida ishlatildi.

Endofit bakteriyalarining ekstraktlarining antibakterial faolligini aniglash. Umumiy
ekstraktlarning antibakterial faolligi agarga diffuziyalanishi usuli bilan aniglandi. Bunda Gram-
musbat bakteriyalardan: Staphylococcus aureus va Bacillus subtilis; Gram-manfiy
bakteriyalardan: Pseudomonas aeruginosa va Escherichia coli lar va achitgilardan Candida
albicans dan foydalanildi. Gram-musbat bakteriyalardan: Staphylococcus aureus va Bacillus
subtilis; Gram-manfiy bakteriyalardan: Pseudomonas aeruginosa va Escherichia coli lar va
achitgilardan Candida albicans go‘sht pepton ozuqa muhitiga ekildi, 18-20soat davomida 37°C
haroratda termostatda o°stirildi.

Barcha bakteriya suspenziyalari MakFarland Standart bo’yicha 0,5 (1x 10" KOE/ml) gilib
olindi. Bakterial suspenziyalar 0,1ml migdorida likobchadagi go‘sht-peptonli agar ozuga muhiti
yuzasiga ekib chiqildi va 30minut inkubatsiya gilindi. Diametri 10 mm li chuqurchalar hosil
qgilinib, ekstraktlarning DMSO dagi 1mg/ml li eritmalaridan 100 mkl dan quyildi. Musbat
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nazorat sifatida Seftriakson—(3- avlod sefalosporinlar guruhi) 1mg/ml, flukonazol 1mg/mi
antibiotiklari olingan. Manfiy nazorat sifatida esa DMSO olindi. Petri likobchalari termostatda
37°C haroratda 24 soat davomida inkubatsiya qilinganidan so‘ng test mikroorganizmlar
o‘sishini ingibirlash maydoni o’Ichandi. Har bir tajriba uch martadan qaytarildi.

Chelidonium majus L. o‘simligidan ajratilgan bakteriyalarni identifikatsiya qilish.
Petri chashkasida go‘sht pepton agar ozuqa muhitida o‘simlikdan ajratilgan endofit bakteriyalar
24soat davomida termostatda 28°Cda o‘stirildi. Chelidonium majus L. o’simlik tarkibidan
ajratilgan endofit bakteriyalarini MALDI-TOF mass spektrafotometr yordamida identifikatsiya
qilindi.

NATIJALAR VA ULARNING MUHOKAMASI.

O‘tkazilgan tadqgiqotlar natijalari shuni ko'rsatdiki, Chelidonium majus L. o‘simlikining
ildizi, poyasi va barglaridan ajratilgan 19 ta bakterial izolatdan to‘rtta izolyatsiya - BK14, BCS,
BL2, BK17 antibakterial faollikni ko'rsatdi (1-jadval) .

BK14 izolati eng faol bo‘lgan, ushbu izolatning ekstraktlari tekshirilgan barcha
mikroorganizmlarga, shu jumladan gram-musbat va gram-manfiy bakteriyalarga, shuningdek
achitqi zamburug‘lariga garshi antibakterial faollikni ko‘rsatdi. Shu bilan birga, izolyat ekstrakti
boshga izolatlarga nisbatan Staphylococcus aureus (ingibirlash zonasi 30 mm) va Bacillus
subtilis (ingibirlash zonasi 24 mm) ga garshi eng yuqori faollikni namoyon etdi.

BC8 izolati tekshirilgan barcha mikroorganizmlarga qarshi yuqori faollikni ko‘rsatdi,
Pseudomonas aeruginosa bundan mustasno. U aynigsa, Escherichia coli (ingibirlash zonasi 25
mm bo‘lgan)ga garshi aniq faollikni ko'rsatdi.

BL2 va BK17 izolatlari P. aeruginosa va E. coli o‘sishini bostirmadi. Bundan tashqari,
BL2 izolati C. albicansga ingibir ta’sir ko'rsatmadi. Ikkala izolyat S. aureus va B. subtilisga
ham nisbatan past antagonistik faollikni ko'rsatdi.

ljobiy nazorat sifatida antibiotik seftriakson ishlatilgan, u patogen mikroorganizmlarga
23+0,03 mm dan 404+0,01 mm gacha bo‘lgan ingibirlash zonalarini ko'rsatdi. Musbat nazorat
sifatida ishlatilgan DMSO erituvchisi antibakterial faollikni ko‘rsatmadi va ingibirlash
zonalarini hosil gilmadi (1-rasm).

1-jadval

Chelidonium majus L. o‘simlik endofit bakteriyalarining patogen mikroorganizmlar
o‘sishini ingibirlash aktivligi.

Antibakterial faollik
Ne Izolyat (o‘sishini ingibirlash zonalari, mm)
S.aureus | B. Subtilis P.' E. coli C.albicans
aeruginosa

1| BK14 30+0,21 24+0,13 15+0,18 19+0,16 16+0,13
2 | BC8 22+0,19 20+0,18 - 25+0,17 13+0,13
3 | BL2 14+0,13 13+0,19 - - -

4 | BK17 20+0,11 14+0,15 - - 13+0,13

AHTHOMOTHK
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| 1] Seftriakson | 36+0,01 | 39001 | 23:0,02 | 40+0,01 29+0,03

Gram-musbat bakteriyalar
Staphylococcus aureus Bacillus subtilis

Gram-manfiy bakteriyalar
Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

lrasm. Endofit izolatlari ekstraktlari bilan bakteriyalar o‘sishini ingibirlovchi zonalar.
Antibakterial faollikni ko‘rsatgan bakterial izolatlarni aniqlash uchun biz mass-
spektrometriyaning MALDI-TOF usulidan foydalandik, bu mikroorganizmlarni ularning massa
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spektrlari bo'yicha yuqori aniglik bilan aniglash imkonini beradi. Unga ko‘ra o’simlikning ildiz
gismidan ajratilgan BK14 va BK17 izolyatlarimiz Lyisinibacillus fusiformis va Bacillus pumilis
turiga mansub ekanligi, poya va barg gismidan ajratilgan BC8 va BL2 izolyatlarimiz Bacillus
cereus turiga mansub ekanligi aniglandi (2-jadval).

2-jadval

Chelidonium majus L. o‘simlik tarkibidan ajratilgan endofit bakteriyalarini
MALDI-TOF mass spektrafotometr yordamida identifikatsiya qilish va ularning electron
lupa ostida ko’rinishi

1 BK Lyisinibacillu
14 s fusiformis.
2 BC Bacillus
8 cereus
3 BL Bacillus
2 cereus
4 BK Bacillus
17 pumilis
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Lysinibacillus endofitining antibakterial faolligi adabiy manbalarda ko'rsatilgan bir gator
tadgiqotlarda namoyish etilgan. Masalan, meva va sabzavot chigindilaridan ajratilgan
Lysinibacillus izolati Staphylococcus aureus kabi gram-musbat mikroorganizmlarga va boshga
ozig-ovgat patogenlariga garshi sezilarli faollikni ko'rsatdi. Izolyatsiya faolligi bakteriotsinni
ishlab chigarish bilan bog‘liq bo‘lib, u patogenlarning o‘sishini ingibirlaydi, bakteriyalar
membranalariga zarar yetkazadi va ularning yaxlitligini buzadi [10].

Adabiy tadgigotlarda shuningdek, faol birikma — pirol-2-karboksilik kislota (PCA)
ajratilganda Bacillus cereus (ZBE) endofitik shtammining yuqori antibakterial faolligini gayd
etilgan. PCA ta‘sir qilish mexanizmi bakterial hujayra membranalarini yo‘q qilishdan iborat

bo‘lib, uning antibakterial vosita sifatida potentsialini tasdiqlaydi [11,12].

Bundan tashqari, adabiy manbalarda dengizdan olingan Bacillus pumilus ekstraktining
gramm-musbat (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis) va gramm-
manfiy bakteriyalarga (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae)
garshi antibakterial faolligini aniglashga garatilgan tadgiqgotlar keltirilgan. Ushbu shtammning
ekstrakti diametri 19 dan 30 mm gacha bo'lgan ingibirlash zonalari bilan sinovdan o‘tgan barcha
patogenlarning keng ingibirlash spektrini namoyish etdi[13].

XULOSA.

Shunday qilib, adabiy manbalar va bizning tajribalarimiz Chelidonium majus L.
o‘simlikidan ajratib olgan Lysinibacillus fusiformis BK14, Bacillus cereus BC8, Bacillus cereus
BL2 va Bacillus pumilus BK17 shtammlari bakterial infektsiyalarni davolash va antibiotiklarga
qarshilik ko‘rsatish uchun tabiiy antibakterial vosita sifatida shuningdek, ozig-ovgat sanoatida
konservantlar sifatida foydalanish imkoniyatiga ega ekanligini tasdiglaydi.
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