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TO‘PLAMDA UZOQ MUDDATDA SAQLANAYOTGAN ACHITQI KULTURALARINING O'ZGARUVCHILIGI
VA BARQARORLIGI
Annotatsiya

Ushbu maqolada Mikrobiologiya instituti mikroorganizmlar to‘plamida turli usullar bilan saqglanayotgan Candida va
Wickerhamomyces avlodiga mansub achitqilarini hayotchanligi va barqarorligi o‘rganilgan. O‘rganilayotgan achitqi kulturalari
uzoq muddatli saglashdan keyin ham turli darajada o‘z faolligini saqlab qolgan. Barcha saqlash usullaridan Candida va
Wickerhamomyces avlodiga mansub achitgilari uchun eng yaxshisi usul davriy gayta ekish hamda liofil quritilgan usullida
kuzatilgan. Ushbu saglash usullarida yugori hayotchanlikni ko‘rsatdi hamda mineral moyi ostida saqlash achitqilar faolligi
pasayishi aniglandi. Ammo, mineral moyi ostida uzoq muddatli saglashdan so‘ng, hujayralar shaklini tiklash uchun 2-3 marta gayta
ekishni amalga oshirilishi kulturalar morfologik va kultural xususiyatlarini to'liq tiklashi aniglangan.

Kalit so‘zlar: to‘plam, saglash usullari, achitgilar faolligi, hayotchanligi.

OIEHKA YCTOMYNBOCTH U U3MEHUNBOCTH JPOKKEN KOJJIEKIIMOHHOT'O ®OHJIA B YCJOBUSX
JUINTEJIBHOI'O XPAHEHUS
AHHOTALIUSA

TIpeacraBieHsl pe3ynbTaThl OLEHKH KU3HECmocoOHocTH 1 cTabuinsHocTH aposokeit Candida u Wickerhamomyces, xpanstuuxcst
pa3IMYHBIMH METOJaMH B KOJUIeKIHOHHOM (oHme MHctuTyra MukpoOmomorun AH PVY3. Bcee mccnemoBaHHBIE IITaMMBI
COXPaHWIM aKTUBHOCTH IMOCIE JIMTeNbHOrO Xpanerus. Haubonee saddexrusapivu st kynsryp Candida u Wickerhamomyces
OKa3aJIMCh PETYJISAPHBINA TepeceB M XpaHEHHEe B JHO(DHILHO BBICYIICHHOM COCTOSHHM — HMEHHO STH METOJbI 0OeCreunBain
BBICOKYIO JKH3HECIIOCOOHOCTh M CTaOMIBHOCTH MOP(OIOro-KyIbTYpaabHBIX TMPHU3HAKOB. IIpH XpaHEHHH IMOJ MHHEPaJIbHBIM
MAaclloM OTMEYaeTCs CHIKCHHE (PU3HOJOTMYECKOW aKTHBHOCTH KJICTOK M YaCTHYHAs BapHaOeNbHOCTh MOP(OIOrHYeCKHX
npusHakoB. [IpoBeneHue 2 - 3 mocneqoBaTeIbHEIX MacCakel MOJHOCTBIO BOCCTAHABIMBAET MOP(MONIOTHIO, pa3Mephl KIETOK U
KyJbTypanbHble CBOWCTBa Aposokei. IlomydeHHble maHHBIC MOATBepXkaaoT, uyto aas mrammoB Candida u Wickerhamomyces
Haubouiee Ha&KHBIMH METO/IaMH JI0JITOBPEMEHHOI KOHCEPBALMH SBJISIOTCS PETYIISPHBIN HepeceB U TMO(GUIBHOE BBICYIINBAHKE,
obecneynBaroIye CTabUIbHOCTh KYJIbTYPaIbHBIX U MOP(OIOrHYECKHX XapaKTEPUCTHK. XPaHEeHHE MO MUHEPAJIbHBIM MacioM
MOJKET MCIIOJIb30BaThCS KaK BCIIOMOTATEIbHBIN METO/, OJJHAKO Tepe]l MPAKTHIECKUM NPHUMEHEHHEM TaKUX KYJIbTyp HEOOXOIUM
9Tall pereHepaiuH.

KiroueBbie cJI0Ba: KOJUICKIHS, METOIbI XPAHCHHS, AKTHBHOCTD JPOSKIKH, KU3HECTTOCOOHOCTD.

EVALUATION OF STABILITY AND VARIABILITY OF COLLECTION YEAST FUND UNDER LONG-TERM
STORAGE CONDITIONS
Annotation

The results of the assessment of the viability and stability of Candida and Wickerhamomyces yeasts stored by various methods in
the collection fund of the Institute of Microbiology of the Academy of Sciences of the Republic of Uzbekistan are presented. All
studied strains retained activity after long-term storage. Regular subculture and freeze-dried storage proved to be the most effective
for Candida and Wickerhamomyces cultures - these methods ensured high viability and stability of morphological and cultural
characteristics. When stored under mineral oil, a decrease in physiological cell activity and partial variability in morphological
characteristics are observed. Two to three consecutive passages completely restore the morphology, cell size, and cultural properties
of the yeast. The data obtained confirm that regular subculture and freeze-drying are the most reliable methods for long-term
preservation of Candida and Wickerhamomyces strains, ensuring the stability of their cultural and morphological characteristics.
Storage under mineral oil can be used as an auxiliary method; however, a regeneration step is necessary before practical use of
such cultures.

Keywords: collection, storage methods, yeast activity, viability.

Kirish. To‘plamlarda mikroorganizmlar kulturalarini saqlashning asosiy magqsadi hayotchanligini saqlash, taksonomik
jihatdan muhim xususiyatlarining bargarorligini va ilmiy-amaliy gizigish uyg'otadigan iqtisodiy jihatdan foydali xususiyatlarini
saglash hisoblanadi. Laboratoriya va sanoat sharoitlarida foydali xususiyatlarini saglab qolishdan tashqari, uzoq muddatli saglash
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paytida shtammlarning hayotchanligini ta'minlash ham zarur [1,2]. Achitgilar oziq-ovgat va kimyo sanoatida, tibbiyot va gishlog
x0‘jaligida keng qo‘llaniladi [3]. Shuning uchun achitqi kulturalarini to‘plamda hayotchanligini saglab golishi muhim vazifalardan
biridir. Ta’kidlash joizki, so'nggi yillarda ko'p miqdordagi mikroorganizmlarni uzoq muddatli saqlash, ularning hayotchanligini,
genetik va fenotipik bargarorligini ta'minlash uchun samarali usullar ishlab chigilgan [4,5]. So‘nggi yillarda mikroorganizmlarni
kolleksiyalarda saglash asosan liofilizatsiya, kriokonservatsiya va past haroratda muzlatish usullaridan foydalanadi [6]. Achitiqi
turlarining biologik xususiyatlarining farqi tufayli, turli xil achitqi kulturalari uchun bitta umumiy saqlash usulini qo‘llash mumkin
emas. Shu sababli, mikroorganizmlar to‘plam fondida uzoq muddatli saglash usullarida achitqi kulturalarning hayotchanligi,
biokimyoviy xususiyatlarini aniglash muhim ahamiyatga ega.

Mavzuga oid adabiyotlarning tahlili. Candida turkumiga mansub achitgilarning shartli patogen holatiga garamay,
ulardan gimmatli fermentlar, organik kislotalar (masalan, limon kislotasi), vitaminlar, 0zig-ovqat qo‘shimchalari (ksilitol, ogsillar)
ishlab chiqarilishi, shuningdek, fermentatsiya qilish va turli sharoitlarga moslashish qobiliyati tufayli neftni tozalash uchun
bioremediatsiyada hamda genetik tadgigotlarda model organizmlar sifatida ishlatilishi bilan muhim biotexnologik potenstialga ega
[7.8].

Wickerhamomyces turkumiga mansub achitqilar esa ko‘pincha hasharotlar va o‘simliklar bilan tabiiy ravishda bog'liq
bo‘lib, biotexnologiya uchun gizigarli bo‘lgan bir qator xususiyatlarga ega, masalan, uchuvchan organik kislotalar, aldegidlar va
ketonlarni ishlab chiqarishi hamda bu turkumdagi ko‘plab shtammlar yuqori fungitsid va antibakterial faollikni namoyon etishi
aniglangan. Shuningdek, ularning ba'zilari ozuga ogsili ishlab chigarishda, ba'zilari esa qishloq xo‘jaligi mahsulotlarini saqlashda
biokontrol agentlari sifatida foydalaniladi [9].

So‘nggi yillarda genetik muhandislik usullaridan foydalangan holda beta-glyukanaza [10], fitaza [11], ksilanaza [12] va
mannanaza [13] kabi ozuga fermentlarini ishlab chigarishi bir gator achitgilarda amalga oshirilgan.

Tadqiqot ob’ekti. O‘zZR FA Mikrobiologiya instituti “Mikroorganizmlar namunalari to‘plamida” uzoq muddatda
saglanayotgan Candida va Wickerhamomyces avlodiga mansub achitgilari hisoblanadi.

Tadgigot metodologiyasi. Tadgiqotlar davomida 10-15 yildan davomida +4°C haroratda qayta ekish, mineral moyi ostida,
liofil quritilgan usullarida saglanayotgan Candida tropicalis 81, Candida mycoderma 85, Wickerhamomyces anomalus 90,
Wickerhamomyces anomalus 93, Candida melinii 94, Candida krusei 99 shtammlarida tajribalar olib borildi.

Achitgilarni uzog muddatda mineral moyi ostida, liofil quritilgan usulda (10-15 yildan so‘ng) saqlanganda ularning
hayotchanligi, hujayra migdori va ayrim fiziologik xususiyatlari o‘rganildi. Candida va Wickerhamomyces kulturalari mineral
moyidan tozalandi va 10%-107 hujayra hisobida suyultirilib Sabura va susla-agar (7° Balling) ozuga muhitlariga ekildi.
Kulturalarning koloniyalar migdori 28°C da 48°C soat davomida o‘stirildi va hisoblandi. Achitgilarning yashovchanligini tirik va
o‘lik hujayralarning miqdori oddiy va tezkor usullardan foydalanildi [14]. Suyuq ozuqa muhitida rivojlangan achitqi
hujayralarining umumiy miqgdorini Goryaev kamerasi yordamida mikroskopda hamda parallel agarli ozuga muhitlarida ekib
aniglandi. O‘lik hujayralarning migdorini an’anaviy usulda metilen ko ‘kning maxsus tayyorlangan eritmasi yordamida o‘rganildi.

Hujayra morfologiyasi (hujayralarning shakli, kattaligi, vegetativ bo‘linishi) CX21 FS1 (Xitoy) yorug’lik mikroskopi
yordamida kuzatildi. Koloniyalarning morfotiplarini aniglashda shakli, rangi, yuzasi, profili, chekkasi, tuzilishi asosiy mezoni
hisoblandi. Turli xil uglevodlarni fermentatsiya qilish gobiliyatini aniglash uchun uglevodlar qo‘shilgan suyuq ozuqa muhitida
aniglandi.

Natijalar va uning muhokamasi. O‘zR FA Mikrobiologiya instituti mikroorganizmlar to‘plamida turli xil mevalar,
rezavorlardan hamda boshqa substratlardan ajratib olingan 200 dan ortiq achitgi shtammlari davriy gayta ekish, mineral moyi ostida
va liofil qurutilgan usulda saglanadi. Tadgiqgotlar davomida Candida va Wickerhamomyces avlodlariga mansub achitgilarni 10-15
yil davomida mineral moyi ostida va liofil qurutilgan saglash usulida ularning hayotchanligi va fiziologik xususiyatlari aniglandi
(1-jadval).

1-jadval
Saglash usullarida achitgi kulturalarining hayotchanligi
Achitqi kulturalari Saglash usullari
Davriy gayta ekish Mineral moyi ostida Liofil quritilgan usulda

Candida tropicalis 81 +++ ++ ++

Candida mycoderma 85 +4++ ++ .

Wickerhamomyces anomalus 90 +4++ ++ .

Wickerhamomyces anomalus 93 +++ + Tt

Candida melinii 94 4+ T+ oy

Candida krusei 99 4+ ++ Tt

Izoh: +++ yaxshi o ‘sish, ++ o ‘rtacha o ‘sish, + zaif o ‘sish

Olingan natijalarga ko‘ra o‘rganilayotgan achitqi shtammlariga saqlash usullari turlicha hayotchanligini saglab qolganligi,
morfologik va kultural xususiyatlari o‘zgarmaganligi aniqlandi. Mineral moyi ostida uzoq muddatli saqlashdan so‘ng, hujayralar
shaklini tiklash uchun 2-3 marta gayta ekishni amalga oshirish kerak, shundan so'ng, shtammlar morfologik va kultural
xususiyatlarini to‘liq tiklaydi.

Bundan tashqari, Candida tropicalis 81, Candida mycoderma 87, Candida mycoderma 89, Wickerhamomyces anomalus
93 achitqi shtammlari eng yaxshi o‘sish sur’ati va yuqori darajada biomassa to‘planishi bilan o’rganildi. Candida tropicalis 81
shtammi 4 soat ichida hujayra titri 6x108 KHQB, Wickerhamomyces anomalus 93 7x10%, o‘sish davomida Candida melinii 94
5x10°-3x107 va Candida krusei 99 mos ravishda 6x107 - 9x10” KHQB da yetganligi kuzatildi (2-jadval).

2-jadval
Mineral moyi ostida uzog muddatli saglashdan keyin achitgilarning hujayra titri
Achitqi kulturalari Vagqt, s.
4 8 24

Candida tropicalis 81 4x10* 7x10° 5x10°

Candida mycoderma 85 6x10° 5x107 9x10”

Wickerhamomyces anomalus 90 5x10° 3x107 6x107

Wickerhamomyces anomalus 93 7x10° 9x10” 11x107

Candida melinii 94 5x10° 8x10° 3x107

Candida krusei 99 6x107 8x107 9x107
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Candida mycoderma 85 shtammida koloniyalari burishgan, oq sariq rangda. Sabura ozuga muhitida Mycocandida kabi
shoxchalar shaklida psevdomitseliy hosil giladi. Wickerhamomyces anomalus 93 achitgi shtamm sabura gattiq ozuga muhitida
sillig kremsimon yoki oq rangli koloniyalarni hosil giladi, psevdomitseliy hosil gilishi kuzatildi. Candida melinii 94 agarli ozuga
muhitda koloniyalari oq rangda va bir oz burishgan shaklda, chetlari bir tekis. Mycotoruloides kabi psevdomitseliy hosil gilishi
aniglandi. Candida krusei 99 shtammi Sabura ozuqa mihitida koloniyalari bir oz burishgan, oq sariq rangda, chetlari to‘lginsimon.
Mycotoruloides kabi psevdomitseliy hosil gilishi kuzatildi (3-jadval).

3-jadval
Mineral moyi ostida uzoq muddatli saglashdan keyin o‘rganilayotgan achitqilarning ho‘jayra tuzilishi

Ozuga muhitlari Oflchami Profil shakli Yuza gismi Rangi Koloniya chetlari
Sabura agar O¢rtacha Yumalog, gavariq Yaltiroq Ogq sillig Chetlari notekis

3-4 mm
Susla agar O‘rtacha Yumalog, gavariq Yaltirog, nursiz Ogq sillig, moysimon Chetlari bir tekis

3-4 mm
YEPD Yirik Yumalog, konussimon Yaltiroq nursiz Oq sillig, moysimon Chetlari to’lqinsimon

-y - Z S |
Rasm.1. Achitqgi kulturalarining qgattiq ozuga muhitda koloniyalar hosil gilishi va hujayralar tuzilishi (kattalashtirish
ko‘rsatkichi x400)
a) Candida mycoderma 85: b) Wickerhamomyces anomalus 93; c) Candida melinii 94.

Shuningdek, o‘rganilayotgan kulturalar asosan glyukoza, saxaroza va galaktozani o’zlashtiradi va spirtlardan etil spirti,
glitserin, mannit va sorbitni assimilyatsiya qilishi kuzatildi. Tadqiqot natijalari shuni ko‘rsatadiki, foydalanilgan barcha usullar
achitqi kulturalarini bargaror, hayotchanligini saglashi aniglandi.

To‘plam fondida +4°C haroratda turli usullar, jumladan, qayta ekish, mineral moyi ostida, liofil quritilgan usullarida
saglanayotgan achitqi kulturalari biologik funktsiyalarini tiklash qobiliyatiga egaligi aniglandi. Achitgi kulturalarining morfologik-
kultural, fiziologik-biokimyoviy ko'rsatkichlarining saglanishi, hayotchanligi, bargarorligi aniglandi, bu ularning nazariy amaliy
qo'llanilishi va ilmiy tadqiqotlarda, qishloq xo'jaligi, sanoat va tibbiyotda qo'llanilishi mumkinligini ko‘rsatadi.
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