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Annatotsiya Mazkur tadqiqotda O‘zbekiston Respublikasi hududida o‘suvchi mahaliy
o‘simliklardan endofitik achitqilarni ajratib olish va ularning xilma-xilligini o‘rganish maqgsad
gilindi. Tadgiqotda endofitik mikroorganizmlar, xususan, achitqilar o‘simliklarning ichki
to‘qimalarida yashab, turli ekologik va biologik jarayonlarda faol ishtirok etadigan mikroblar
sifatida ko‘rib chiqildi. Ushbu mikroorganizmlar, shu jumladan, achitqilar, qishloq xo‘jaligi va
farmatsevtika sanoatida muhim ahamiyatga ega bo‘lib, ularning o‘sishi va rivojlanishi
o‘simliklarning himoya mexanizmlarini mustahkamlashi, biokontrollar vositalarini ishlab
chiqarish kabi foydali xususiyatlar bilan bog‘liqdir. Tadqiqotda o‘simliklarning gullari va
mevalaridan ajratilgan endofitik achitgilar MALDI-TOF MS va molekulyar-genetik usullar
(18S rRNA, ITS1, ITS2) yordamida identifikatsiya gilindi. Tadgiqot natijalari, shu jumladan,
endofitik achitqilarni morfologik va genetik tahlil qilish orqali o‘simliklar orasida
o‘zgaruvchanlik va xilma-xillikni aniglashda muhim rol o‘ynaydi. Tadqiqot, shuningdek,
endofitik mikroorganizmlar bilan bog‘liq yangi ilmiy ma’lumotlarga hissa qo‘shib, ularning
ekologik va igtisodiy ahamiyatini yaxshiroq tushunishga yordam beradi.

Kalit so‘zlar. Endofit mikroorganizmlar, molekulyar-genetik usullar, Heterobasidion
turlari, Capsicum annuum.

Kirish.

Endofit mikroorganizmlar o’simliklarning ichki to’qimalarida yashab, ularga turli ta’sir
ko’rsatadi. Bu borada endofit mikroorganizmlar qatoriga bakteriyalar, zamburug’lar, achitqilar
kabilarni keltirish mumkin. Jumladan, endofit achitgilar nisbatan kam o’rganilgan va ularning
farmasivtika, qishloq xo’jaligi, ozig-ovgat sanoatidagi ahamiyati toboro ortib bormoqda.
Bundan tashqari endofit achitqilarning o’simliklarning himoya mexanizmlarini
mustahkamlashi, biologik nazorat vositalari, ikkilamchi metabolitlar ishlab chigarishim kabi bir
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gancha xususiyatlari ham 0’z ahamiyati jithatdan muhim hisoblanadi (Jong et al., 2008; Waller
et al., 2012). Heterobasidion turlari, masalan, H. annosum va H. insulare, o‘rmon daraxtlarida
ildiz chirishi kasalligini keltirib chigaradi va o‘rmon xo°jaligi uchun katta iqtisodiy zararlarni
keltirib chigarishi mumkin (Garbelotto et al., 2001; Stenlid et al., 2004).Chili galampiri
(Capsicum annuum L.) endofitik mikroorganizmlar va ularning o‘simliklar bilan o‘zaro
alogalari bo‘yicha tadqgiqotlar uchun yangi maydon yaratadi. Bu o‘simlikda yangi turlarni
aniglash, shu jumladan Heterobasidion turining mavjudligi, biologik xilma-xillikni va endofitik
organizmlar bilan o‘zaro aloqgalarni yaxshiroq tushunishga yordam beradi (Vargas et al., 2007;
Martinez et al., 2011). Heterobasidion turlarining filogenetik tahlillari, masalan, H. annosum
ning Yevropa, Xitoy va Yaponiya populyatsiyalari orasidagi o‘xshashlikni o‘rganish, endofitik
mikroorganizmlarning o‘zgarishini va tarqalishini aniglashda yordam beradi (Linaldeddu et al.,
2009; Dai et al., 2010). Jumaladan, o’simliklardan endofit achitqilar ajratib olish bo’yicha yana
bir gancha ishlar amalga oshirilib borilmogda. Shu sababdan ham Respublika hududida
o’suvchi mahaliy o’simliklarda ham aniqlangan, ajratib olingan endofit achitqilarni o’rganish,
ularni identifikatsiya gilishni tadgiqotlarimiz maqgsadi etib belgilab oldik.

2.Tadqgigot metodlari

2.1. Endofit achitqgilarni ajratib olish, aniqglash.

Endofit achitqilarni ajratib olish uchun o’simliklarning gullari 2024-yil bahor oylarida
Toshkentning Yunusobod tumanidan, mevalari esa respublikaning turli hududlaridan may va
iyun, sentabr oylarida keltirilgan va ulardan olingan endofit achitgilar asosida keyingi ishlar
davom ettirilgan. O‘simliklar morfologik belgilariga ko‘ra identifikatsiya qilingan.

Ozuga muhit sifatida Saburo mubhiti tarkibi (g/l): glyukoza - 40.0, pepton — 10.0, pH-6.5£1
ishlatilgan. Endofit achitqilar o’simliklarning yangi mevalari va generativ gismlaridan Abdel-
Hafez va boshqalar usul bilan ajratildi [7].

Ishda bevosita ajratish va suyuq ozuga muhitga chuqur ekish usuli go'llanilgan.
O'rganilgan namunalar aseptik sharoitda, turli xil kombinatsiyalangan sterilizatsiya
vositalaridan (etanol 70%, NaOCI 3%) va sirt sterilizatsiyasi uchun ta'sir gilish muddatidan
foydalangan holda maydalangan. Mevalar 3-5 dagiga davomida strelizatsiya gilindi, namunalari
5 mmgacha kichik bo’laklarga bo’lindi va maydalangan namunalar kolbalarga olindi. Ozuqa
muhitga bakteriya rivojlanishga to’sqinlik qilishi uchun 200 mkg/l migdorda sefotaksim
qo’shildi. Ekishda bakteriyalarga qarshi antibiotik sifatida sefatksim (200mkg/ml)dan
foydalandik.

Inkubatsiya 5-14 kun davomida, 28-30C haroratda, kolbalarda termostatik sharoitda va 180
aylanish tezligidagi tebratgichda o'tkazildi. Shundan so’ng visual o’zgarishlar (loyqalik, gaz
hosil bo’lishi) paydo bo’lgandan so’ng, shtrix usuli bilan petrilarga olindi. Petrilardagi achitqiga
o’xshash koloniyalar mikroskopik tekshiruvlardan o’tkazildi va bir xil mubhitli, antibiotiksiz
kasaklarga olindi

Olingan izolyatlar dastlab Kurtzman va boshgalar (2000) ma’lumotlariga ko’ra tasniflandi.
So’ng MALDI-TOF va DNK amplifikatsiyasi va sekvenlash usuli orgali identifikatsiya gilindi.
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Dastlabki a’nanaviy klassifikatsiya uchun achitqi koloniyasi shakli, rangi, katta-kichikligi,
hujayrasining morfologik tuzulishi o’rganildi. Bunda petri likopchachasida o’stirilgan 3-5
kunlik achitqi koloniyalaridan foydalanildi. MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorbtion/lonization  Time-of-Flight Mass  Spectrometery)  mikrobiologik  klinik
laboratoriyada patogen bakteriyalarni, aynigsa mikroaeroblar, anaeroblar, mikobakteriyalar va
zamburug'larni aniglash uchun qo’llanilayotgan va keng tarqalgan metod hisoblanadi. Namuna
olish uchun (inkubatsiya 25°C, 3-5 kun), ajratilgan koloniyalar muhitdan olinib, 300 uL steril
distillangan suvga solib, aralashtiriladi. Keyin, 900 uL etanol qo'shilib, aralashma 13 000 x g
tezlikda 2 dagiga davomida sentrifugalanadi. Pellet olinib, xona haroratida qurutiladi. Quritilgan
pelletga 10 uL formik kislota qo'shilib, aralashtiriladi va 10 pL asetonitril go'shilib, aralashma
yaxshilab gamrab olinadi. MALDI-TOF Mass Spectrometry usulida formik kislota namunalarni
tayyorlanishida ishlatiladi, chunki u mikrobial hujayralar yoki ularning komponentlarini
optimal holatda fragmentatsiya gilishga yordam beradi. Bu kislota tarkibidagi protonlar orgali
proteinlarning ionizatsiyasini yaxshilanadi, bu esa spektrni anigrog olish imkonini beradi.
Ushbu aralashma yana maksimal tezlikda 2 dagiga sentrifugalanadi va supernatantning 1 pL si
silliq, maxsus MALDI plastinkasiga tomiziladi. So'ng, har bir joyga 1 puL matrisa eritmasi
go'shilib, havoda quritiladi. Namuna MALDI-TOF MSda flex Control dasturi v3.4 yordamida
ishlanadi va natijalar Realtime Classification dasturi (RTC) v3.1 yordamida tahlil gilinadi [8].
MALDI-TOFF MS da identifikatsiya qilinmagan ba’zi shtammlar zamonaviy genetika usullari
yordamida aniglandi. Bunda 18S rRNA, ITS1 va ITS2 genlarining sekvensiyalarini o'rganish
orgali amalga oshirildi. Dastlab achitgi namunalari 48-72 soat suyuq ozuga muhitda o’stirilib,
DNK ajratib olish uchun namunalar to’plandi, ular DNK ekstraksiyalash orqali olindi. 18S
rRNA, ITS1 va ITS2 regionlarining gisman va to'liq ketma-ketliklarini olish uchun polimeraza
zanjiri reaktsiyasi (PCR) usuli go'llaniladi. Buning uchun yugorida keltirilgan genlar va ITS
(Internal Transcribed Spacer) hududlarining maxsus primerlari tanlanadi.

18S rRNA, ITS1 va ITS2 regionlarining gisman va to'lig ketma-ketliklarini olish uchun
polimeraza zanjiri reaktsiyasi (PCR) usuli qo'llaniladi. Buning uchun yugorida keltirilgan genlar
va ITS (Internal Transcribed Spacer) hududlarining maxsus primerlari tanlanadi. Amplifikatsiya
natijalarini agaroza gel elektroforezida tekshirildi. Amplifikatsiya gilingan mahsulotlar Sanger
sekvenslash usuli yordamida to'lig ketma-ketlikka aylantiriladi. Bu usul yordamida molekulyar
ma'lumotlar aniglanadi va natijalar sekvensiyaning uzunligi va sifatini baholash uchun ogimlar
ko'rsatiladi. Boshga sekvencing tizimlari (masalan, Illumina yoki PacBio) ham ishlatilishi
mumkin, ammo Sanger usuli oddiy va an‘anaviy usul sifatida keng go'llaniladi. Sekvenlangan
ketma-ketliklar gen banklari, masalan, NCBI (National Center for Biotechnology Information)
yoki GenBank ma'lumotlar bazasi yordamida tagqoslanadi. Ragamli taxminiy tahlil va
filogenetik daraxtlar qurish uchun ma'lumotlar asosida phylogenetik tahlil, BLAST qidiruvi va
boshqga bioinformatik vositalar ishlatiladi.

Natija va muhokama
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MALDI-TOF MS usuli orgali endofitik achitgalarning ba'zi guruhlarini aniglash mumkin
bo‘lsa ham, ba’zi shtammlarni aniglash qiyin bo‘lganligi sababli molekulyar-genetik usullar,
masalan, 18S rRNA geni, ITS1 va ITS2 ketma-ketliklari orgali aniglash amalga oshirildi. Ushbu
usullar mikrobial genetik tahlil va taksonomik tasniflashda muhim rol o‘ynaydi.

18S rRNA geni: 18S rRNA geni, eukaryotik hujayralarda ribosomada joylashgan va
protein sinteziga yordam beradigan zaruriy molekula hisoblanadi. U yugori darajada saglangan
va ko‘plab eukaryotik organizmlarda o‘xshash tuzilishga ega. Shu sababli, 18S rRNA genini
tizimli tasniflash va identifikatsiya qilishda keng qo‘llaniladi. Bu gen sekanslanib, polimeraza
zanjiri reaksiyasi (PCR) yordamida amplifikatsiyalanadi, keyin esa sekanslangan DNA ketma-
ketliklari bioinformatik tahlil yordamida turli organizmlar bilan taggoslanadi.

ITS1 va ITS2: Internal Transcribed Spacer (ITS) mintagalari — ribosomal genlar (18S,
5.8S, va 28S) orasida joylashgan va transkripsiya qilinmaydigan qismlar bo‘lib, ularning
o‘zgaruvchanligi ularni taksonomik tasniflashda samarali qilishga imkon beradi. ITS1 va ITS2
bu mintagalarning birinchi va ikkinchi qismlari bo‘lib, ular o‘zgarmas, lekin turli organizmlar
orasida taxonomik farglarni aniqlashda muhim rol o‘ynaydi. Bu gismlar yuqori darajada
o‘zgaruvchan, shuning uchun tahlil gilishda ishonchli identifikatsiya ta’minlanadi, lekin ba’zan
yuqori darajadagi o‘zgarishlar bo‘lishi mumkin, bu esa tahlilni murakkablashtiradi. Bu metodlar
o‘zgaruvchan qismlarni tahlil qilish orqgali yuqori darajada aniglik bilan organizmlarni
identifikatsiya gilishni ta'minlaydi.

Endofit mikroorganizmlarning morfologik xarakteristikasi

Izolyat Izolyatsiya Koloniya shakli Koloniya Hujayrasining
manbai rangi morfologiyasi
1 |[CVP Cerasus Chetlari notekis | Och Ellipssimon, cho‘ziq
vulgaris to‘lginsimon, ustki | qo‘ng‘ir 6-7 mkm
gismida  bo‘rtmasi
bor
2. | FCP Ficus carica Yumalog, Sarg‘ish-oq | Yumalog-
chegaralangan, ustki tuxumsimon, 5-6
gismi burmali mkm
3. |AlL Ficus carica Chetlari burmali, | Och malla | Yumalog, yassi, 5-6
yumaloq, ustki mkm
gismida izlari bor
4. | A3 Ficus carica Ochmalla | 3-5 mkm,
tuxumsimon,
cho‘zilgan
5 | D1 Crateagus Chetki gismi | Malla Yumalog, yassi, 5-6
pontica L to‘Iginsimon, mkm
yumalogq, usti
donador
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6. | D2 Crateagus Donador, Och sariq 3-5 mkm,
pontica L chegaralangan, tuxumsimon,
dumaloq cho‘zilgan
7. | D3 Crateagus Ustki gismi | Sarg‘ish Ellipssimon, cho‘ziq
pontica L nagshsimon,  cheti 6-7 mkm
burmali, yumaloq
8. | PCP Prunus Yumaloq, Oq ovalsimon, yirik, 4-5
domestica chegaralangan, mkm
donador
9. | M1 Rubus idaeus Donador, yumalog, | Och Uzun yumaloq, 5-6
chegaralangan qo‘ng‘ir mkm
10. | M2 Rubus idaeus Yumalog, chetlari | Sarg‘ish-oq | Ellipsimon, cho‘ziq,
patsimon, 4-5 mkm
chegaralangan
11. | PAP Pyrus Yumaloqg, Oq Limonsimon,cho‘ziq
armeniacifolia | chegaralangan, ustki 3-4 mkm
gismida izlari bor

Ushbu jadvaldan k’orinib turibdiki, endofit mikroorganizmlarning dastlab morfologik
jihatdan tahlil qgilib, keyin ularni zamonaviy usullarda identifikatsiyasi amalga oshirilishi
magsadga muoviq ekanini ko’rishimiz mumkin.

Xulosa

Mazkur tadqiqotning natijalari O‘zbekiston hududidagi turli mahaliy o‘simliklardan
ajratilgan endofitik achitgilarni anigqlashda MALDI-TOF MS va molekulyar-genetik usullarni
qo‘llash samaradorligini ko‘rsatdi. Endofitik achitqilar o‘simliklar bilan o‘zaro alogada bo‘lib,
o‘zgaruvchan genetik belgilar va morfologik xususiyatlarga ega. Ushbu tadqiqot endofitik
mikroorganizmlarning turli o‘simliklarda ganday xilma-xillikka ega ekanligini va ular
o‘simliklarning ekologik va biotik jarayonlaridagi rolini tushunishda katta ahamiyat kasb etadi.
Endofitik achitqilarni o‘rganish qishloq xo‘jaligi va farmatsevtika sohalarida ularni qo‘llashning
yangi imkoniyatlarini ochib beradi. Tadgigotda keltirilgan metodlar yordamida endofitik
mikroorganizmlarning keng spektrli o‘rganilishi, ularning xilma-xilligini va potentsialini
aniglashda muhim gadamdir.
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