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EFFECTS OF AN EPIGENETIC MODIFIER AND ELICITOR ON THE ENDOPHYTIC FUNGUS PENICILLIUM
ROQUEFORTI 12PH
Annotation

This article sheds light on changes in biomass formation and antimicrobial activity against test pathogenic strains under the
influence of epigenetic modifiers and elicitors of the endophytic fungus Penicillium roqueforti 12Ph isolated from the medicinal
plant Peganum harmala. The results of the experiments showed that the maximum amount of secondary metabolites with
antibacterial properties was reached on the 13th day, and at the same time, it was found that their antibacterial activity increased
by 30-40%. Using these results, in the future, epigenetic modifiers and elicitors can be used to restore and enhance various
activities of endophytic fungi.
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BJIMSIHUE STIMT'EHETUYECKOI'O MOJUGUKATOPA U SJIMCUTOPA HA DHJIO®PUTHBIN I'PUB
PENICILLIUM ROQUEFORTI 12PH
AnHOTanuUst

B crarbe OCBeIICHBI H3MEHEHHs OHOMAaccoOOpa3oBaHWS W AHTHMHUKPOOHON aKTHBHOCTH B OTHOLICHHH TECT-MAaTOTCHHBIX
IITAMMOB TIOJ| BJIUSIHUEM SIUTCHETHYECKUX MOJHU(DUKATOPOB M 3IUCHTOPOB sHI0(uTHOTO Tpuba Penicillium roqueforti 12Ph,
BBIJICJICHHOTO M3 JICKapCTBEHHOro pacteHust Peganum harmala. PesymbraTel 3KCIHEPUMEHTOB IMOKAa3ajld, YTO MaKCHMAJIbHOE
KOJINYECTBO BTOPHYHBIX META0OIUTOB C aHTHOAKTEPHAIBHBIMU CBOMCTBAMHU JJOCTHTAeTCsl Ha 13-€ CyTKH, IPH 3TOM YCTaHOBIICHO,
YTO WX aHTHOAKTepHalbHas aKTUBHOCTh yBenuumuBaetcs Ha 30-40%. Vcnonb3ys 3TH pe3yabTarhl, B OyIyLIeM SMHICHETHUCCKIE
MOAM(DHUKATOPHI M DIUCHTOPBI MOTYT OBITh HCIIONB30BAHBI Ul BOCCTAHOBJICHHS W YCHJCHHS Da3IMYHBIX aKTHBHOCTEH
SHAO(PHUTHBIX TPHOOB.

Kunrouesbie ciioBa: Penicillium roqueforti, sugodutHstit rpub, smureneTndecknii MOIUGHUKATOP, ITUCUTOP, ITAHOI, KBEPIETHH.

PENICILLIUM ROQUEFORTI 12PH ENDOFIT ZAMBURUG'IGA EPIGENETIK MODIFIKATOR VA
ELISITORNING TA'SIRI
Annotatsiya

Ushbu magola dorivor o’simlik Peganum harmala o’simligidan ajratilgan Penicillium roqueforti 12Ph endofit zamburug’ining
epigenetik modifikator va elisitor ta’sirida biomassa hosil qilishi va test patogen shtammlarga nisbatan antimikrob faolligining
o’zgarishini yoritadi. Tajribalar natijalari shuni ko’rsatdiki, 13-kunda antibakterial xususiyatga ega ikkilamchi metabolitlarning
maksimal miqdoriga yetishi va shu bilan birga ularning antibakterial faollikni 30-40% ga oshirganligi aniglandi. Ushbu
natijalardan foydalangan holatda kelgusida endofit zamburug’larning turli faolliklarini qayta tiklash va kuchaytirish magsadida
epigenetik modifikator va elisitorlardan foydalanish mumkin.

Kalit so‘zlar: Penicillium roqueforti, endofit zamburug', epigenetik modifikator, elisitor, etanol, kversitin.

Kirish. Dunyoda insonlar tomonidan antibiotik preparatlarining noto'g'ri va noo'rin foydalanishi sababli kasallik
qo'zg'atuvchi mikroorganizmlarning bargarorlik xususiyatining rivojlanishiga olib kelmoqgda. Shu sababli, dorivor o'simliklar
bilan simbioz holatda yashovchi endofit zamburug'lar asosida davolash xususiyatiga ega bo'lgan yangi antibiotik dori vositalarini
yaratish ilmiy amaliy ahamiyatga ega.

Respublikamizda bargaror antibakterial xususiyatga ega biologik faol moddalarni sintez giluvchi endofit
zamburug'larining mahalliy shtammlarini ajratib olish va amaliyotga joriy gilishga alohida e'tibor garatilmogda. O'zbekiston
Respublikasini yanada rivojlantirish bo'yicha Harakatlar strategiyasining to'rtinchi ustivor yo'nalishida [1] “...farmatsevtika
sanoatini yanada rivojlantirish, aholi va tibbiyot muassasalarining arzon, sifatli dori vositalari va tibbiyot buyumlari bilan
ta'minlanishini yaxshilash, dori-darmonlar narxlarining asossiz o'sishiga yo'l go'ymaslik bo'yicha chora-tadbirlarni amalga
oshirish, aholi o'rtasida kasallanish ko'rsatkichlari pasayishini va umr uzayishini ta'minlash” vazifalari belgilab berilgan. Mazkur
vazifalarni amalga oshirishda ayrim dorivor o'simliklarining endofit zamburug'lari tomonidan ishlab chigariladigan antibakterial
xususiyatga ega birikmalarning kimyoviy tarkibi va tabiatini aniglash, toza holdagi antibakterial dori preparatlarini olish
usullarini ishlab chigish va ushbu zamburug'lardan muqobil, tabiiy manbaalar sifatida foydalanish bo'yicha tadgiqotlarni
tadgiqotlarni olib borish muhim ahamiyat kasb etadi.

Mavzuga oid adabiyotlarning tahlili. Bugungi kunda endofit mikroorganizmlardan sanoat migyosida foydalanish
borasida ko'plab tadgiqotlar o'tkazilmogqda. Ammo sanoatlashtirishga to'sqinlik gilayotgan asosiy sabablardan biri bu —
endofitlarning sun'iy sharoitda bir gancha avlodini o'stirilganidan so'ng, ulardagi faolliklarning pasayishi yoki butkul
yo'qgolishidir. Bunday holatlarda endofit mikroorganizmlarning o'sishi va turli biologik faolliklarga ega ikkilamchi metabolitlar
sintez qilishini rag'batlantirishda epigenetik modifikatorlar va elisitorlardan foydalanish yaxshi samara berishi mumkin.
Epigenetik modifikatorlar zamburug' organizmida DNKni o'rab turgan giston ogsillariga va DNK posttranslatsiyasiga aktivator
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yoki supressor sifatida ta'sir etib, ikkilamchi metabolitlar sintezini nazorat giladi [2; 11-22 - betlar]. Gulyamovaning [3; 851-860
- betlar] zamburug'lar bilan bog'liq bir gancha tadgiqotlarida epigenetik modifikator sifatida flavonoidlarga mansub kvertsetindan
foydalanilgan. Bunda kvertsetin endofit zamburug'lar P. concavoradulozum VE89L va A. amstelodami VR177L. larda o'smaga
garshi faollikka ega vinblastin sintezini rag'batlantirishi gayd etilgan. Zhao X.M. va [4; 1 - bet] boshgalarning ishlarida
Colletotrichum gloeosporioides ES026 endofit zamburug'i uchun metanol hamda etanoldan elisitor sifatida foydalanilgan. Bunda
0,5 dan 2% gacha bo'lgan etanolning kontsentratsiyalari zamburug'ning o'sishini tezlashtirgan bo'lsa, har ikkala elisitor Huperzine
A sintezini tezlashtirgan. Shuni aytish kerakki, bunda Huperzine A ning eng yugori miqdori (51,89% o'sish) 2% etanol bo'lgan
ozuga muhitidan olingan. Tahlillar shuni ko'rsatganki, etanol ham, metanol ham Huperzine A sinteziga kuchli induktor sifatida
ta'sir giladi, etanol esa fermentatsiya paytida gisman uglerod manbai sifatida ishlatilgan.

Tadgigot metodologiyasi. Obyekt sifatida Toshkent viloyati Qibray tumani dalalarida o'suvchi dorivor o'simliklar:
dorivor tirnoqgul (Calendula officinalis), oddiy xren (Armoracia rusticana),), tarogli gultojixo'roz (Celosia cristata), dorivor
moychechak (Matricaria chamomilla) hamda Samargand viloyatidan olib kelingan oddiy isirig (Peganum harmala) o'simliklari
va ulardan ajratib olingan endofit zamburug'lardan foydalanildi.

Ozuga muhitlar. Chapek-Doks ozuga muhiti tarkibi(g/l): NaNOsz - 2.0, K2HPOq - 1.0, MgSOs4 - 0.5, KCI - 0.5, FeSO4 -
0.01, saxaroza - 20.0, agar-agar — 20.0, distillangan suv - 1000 ml gacha, pH 7.3+0.2. 1 atm. (121 °C) 20 minut sterilizatsiya.
Glyukoza — 20.0, laktoza — 20.0 va maltoza — 20.0 dan uglerod manbalari sifatida, (NH4)2SO4 — 2.0, kazein — 10.0, pepton — 10.0
azot manbalari sifatida va achitgi ekstrakti — 2.0 dan foydalanildi. Mandeles ozuga muhiti tarkibi(g/l): (NH4):HPO4 - 2.3,
KH2PO4 1.0, MgSOs - 0.5, CaCl: - 0.3, saxaroza - 10.0 + melassa — 10.0, Pepton - 1.0, pH-5.8. Kartoshka dekstrozali bulyon
ozuga mubhiti tarkibi(g/l): Kartoshka — 200.0, glyukoza — 20.0, pH -3.5+1. Saburo ozuga mubhiti tarkibi(g/l): glyukoza - 40.0,
pepton — 10.0, pH-6.5+1.

Endofit zamburug'larning biomassasidan metabolitlarni ajratib olishda Hazalin [5; 2 - bet] uslubidan foydalanildi.
Tadgigot davomida usul bir oz modifikatsiya gilindi. Bunda 5 g biomaterial Potter gomogenizatorida maydalandi, uni kolbaga
solib, etilatsetatdan 1g ga 20 ml nishatda solindi, xona haroratida tebratgichda 150 ayl/min tezlikka go'yildi. Keyin aralashma
qog'oz filtri orgali filtrlandi va tarkibidagi suvni olib tashlash uchun Na2SO4 tuzi 40 mkg/ml migdorida go'shildi. Keyin olingan
etilatsetatli ekstrakt rotorli bug'latgichda quritildi va olingan qurug massani (3mg/ml) dimetil sulfoksid (DMSO) da eritildi.
Olingan ekstrakt boshlang'ich eritma sifatida ishlatildi va +40C haroratda saglandi.

Zamburug' kultural suyugligidan ikkilamchi metabolitlarni ajratib olish uchun kultural suyuglikka 1:1 nisbatda etilatsetat
qo'shilib aralashtirib, tindirib go'yildi. Ajratish voronkasi yordamida suvli gatlam etil atsetatli gatlamdan ajratib olindi. Keyin
olingan etilatsetatli ekstrakt rotorli bug'latkichda quritilib, olingan qurug massani (3mg/ml) DMSO da eritildi. Olingan ekstrakt
boshlang'ich eritma sifatida ishlatildi va +40C haroratda saglandi.

Dorivor o'simliklar quritilgan vegetativ gismlaridan 2 g dan olinib, hovonchadan maydalanib, hosil bo'lgan gomogenatga
100 ml 96%li etil spirtidan solib chiqilib, tebratgichda 24 soatga qoldirildi [6; 252-263 - betlar]. Hosil bo'lgan o'simlik
ekstraktlari filtrlanib olingan etanolli ekstrakt quritildi va qurug massaning miqgdori anigdandi. Olingan quruq ekstraktlarni
DMSO da eritilidi va undan 2% li eritmalar tayyorlandi. Umumiy ekstraktlarning antibakterial faolligi agarga diffuziyalanishi
usuli bilan aniglandi [7; 92 - bet]. Tajriba davomida biroz o'zgartirish Kkiritildi. Bunda Gram-musbat bakteriyalardan:
Staphylococcus aureus va Bacillus subtilis; Gram-manfiy bakteriyalardan: Pseudomonas aeruginosa va Escherichia coli lar va
achitgilardan Candida albicans dan foydalanildi. Barcha bakteriya suspenziyalari MacFarland Standard bo'yicha 0,5 (1,5 x 108
KOE/mI) qilib olindi. Bakterial suspenziyalar 0,5ml miqgdorida likobchadagi go'sht-peptonli agar ozuga muhiti yuzasiga ekib
chigildi va 15 minut inkubatsiya gilindi. Diametri 10 mm li chuqurchalar hosil gilinib, ekstraktlarning DMSO dagi 3 mg/ml i
eritmalaridan 100 mkl dan quyildi. Musbat nazorat sifatida 1-Netillin— 30 mkg/disk (2- avlod aminoglikozidlar guruhi), 2-
Ofloksatsin-5mgk/disk (1- avlod ftorxinolonlar guruhi), 3-Seftriakson—-30 mkg/disk (3- avlod sefalosporinlar guruhi)
antibiotiklari olingan. Manfiy nazorat sifatida esa DMSO olindi. Petri likobchalari termostatda 37°C haroratda 24 soat davomida
inkubatsiya gilinganidan so'ng test mikroorganizmlar o'sishini ingibirlash maydoni o'lchandi. Har bir tajriba uch martadan
gaytarildi. Eng faol izolyatlarga epigenetik modifikatorning ta'sirini o'rganish magsadida flavonoid tabiatli kvertsetin dan 100
uM/100ml kontsentratsiyada suyuq Chapek-Doks ozuqa muhitiga qo'shildi. Tebratgichda 180 ayl/min, 28°C haroratda 3, 5, 7, 9,
11, 13 kun davomida o'stirildi. 1zolyat biomassalari sentrifugada 6000 ayl/min da ajratib olindi va +4C da saglandi. Izolyatlarning
antibakterial faolligini oshirish magsadida ozuga muhitiga umumiy hisobda 2% etanol qo'shildi. Zamburug'lar morfologiyasi
10x100 kattalashtirib ko'rsatadigan yorug'lik mikroskopi yordamida o'rganildi [8; 46 - bet].

Tahlil va natijalar. Keltirilgan ma'lumotlarni tahlil gilib, tadgiqotda P.roqueforti 12Ph shtammi o'sishi, ikkilamchi
metabolitlar hosil gilishi va antibakterial faolligiga ta'sirini o'rganish uchun epigenetik modifikator sifatida 100 uM kvertsetin va
elisitor sifatida umumiy hisobda 2%li etanol suyuq ozuga muhitlariga qo'shildi. Nazorat sifatida fagat zamburug' inokulyati
ekilgan suyuq ozuga muhiti olindi. Namunalar 3, 5, 7, 9, 11, 13 kun o'stirildi. Olingan biomassalardan ikkilamchi metabolitlar
ajratildi va 1mg/ml kontsentratsiyada DMSOda eritildi (3.12-jadvalga garang).

P.roqueforti 12Ph o'sishi, ikkilamchi metabolitlar hosil gilishiga epigenetik modifikator va elisitorning fé‘ls?rijadval
nazorat kversitin etanol
biomassa biomassa biomassa
kunlar 9/100ml ekstrakt mg/g g/100ml ekstrakt mg/g g/100ml ekstrakt mg/g
3 1.240.15 23.0+0.64 1.1+0.12 20.0+0.67 0.9+0.11 21.0+0.34
5 1.540.18 40.0+0.95 1.5+0.13 39.0+0.78 1.840.14 41.0+0.54
7 3.240.22 80.0+0.77 3.5+0.23 42.0+0.79 4.5+0.33 55.0+0.62
9 2.5+0.21 96.0+0.89 2.8+0.21 82.0+0.85 5.3+0.34 57.0£0.65
11 2.2+0.20 109.04+0.97 2.7+0.22 84.0+0.62 2.840.25 68.0£0.67
13 1.5+0.18 87.0+0.88 1.7+0.18 96.0£0.45 2.0+0.14 104.0+0.98
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Olingan biomassalar hamda ikkilamchi metabolitlar massalari ma'lumotlari tahlil gilindi. Bunda biomassalarning eng
yuqgori migdori etanolli o'stirish uchun 9-kun (5.3£0.34g/100ml) bo'lgan bo'lsa, kvertsetinli o'stirish (3.5+0.23g/100ml) hamda
nazorat (3.2+0.22g/100ml) uchun 7-kun bo'lganligi olingan natijalardan aniglangan. Birog ikkilamchi metabolitlarning eng
yugori migdorlari biomassalarnikidan bir muncha farq giladi.

Xususan, etanolli (104.0£0.98 mg/g) va kvertsetinli muhitlarda (96.0+0.45 mg/g) metabolitlarning eng ko'p miqdori 13-
kunda kuzatilgan bo'lsa, nazoratda (109.0+0.97 mg/g) eng ko'p ekstrakt 11-kunda ajratilgan. Olingan ikkilamchi metabolitlar
ekstraktidan 1mg/ml kontsentratsiyali eritmalar tayyorlanib, antibakterial faolliklari o'rganildi (3.13-jadvalga garang).

Quyida keltirilgan jadvaldagi ma'lumotlaridan ko'rinib turibdiki, P.roqueforti 12Ph shtammining antibakterial
faolliklariga epigenetik modifikator va elisitorning ta'siri sezilarli darajada bo'lgan. Xususan, nazoratda yuqori antibakterial
faolliklar test-patogenlarga nisbatan asosan 9-, 11-kunlarda kuzatilgan bo'lsa (17-23 mm atrofida), kvertsetinli va etanolli
o'stirishda antibakterial faollik 13-kunda eng yuqori natija ko'rsatgan (25-30 mm atrofida). Shu bilan birga aytish mumkinki,
epigenetik modifikator va elisitor ta‘sirida P.roqueforti 12Ph shtammining antibakterial faolligi 30-40% ga oshdi.llmiy
manbaalarda epigenetik modifikatorlar hamda elisitorlarning zamburug'larda ikkilamchi metabolitlar hosil bo'lishi va
antibakterial faolliklarga ta'siri hagida bir gancha gizigarli ma'lumotlar keltirilgan. Magotra va [9; 1-10 - betlar] boshgalarning
ishlarida valproik kislotaning Grewia asiatica L. o'simligidan ajratib olingan Aspergillus fumigatus (GA-L7) endofit
zamburug'iga epigenetik modifikator sifatida ta'siri hagida ma'lumotlar beriladi. Bunda valproik kislota zamburug' genomidagi
Afua_6g 12040,-50,-60,-70,-80 genlar ekpressiyasini faollashtirgani va buning ogibatida fumiquinazolin C ning sintezi o'rtacha
10 barobarga oshgani aniglangan. Li va [10; 983-988 - betlar] boshgalarning ma'lumotlariga ko'ra, Xitoyning Xanthium
sibiricum dorivor o'simligidan ajratilgan endofit zamburug' Eupenicillium sp. LG41 ga NAD+ ga bog'liq giston diatsetilaza
(HDAC) ingibitori — nikotinamiddan epigenetik modifikator sifatida ozuga muhitiga qo'shilgan.

3.13-jadval {=
P.rogueforti-12Ph ining-antibakterial-faolligiga-epi ik-modifikator-va-elisitorning ta'sirix
kunlar= e -
nazorats kversitin= stanol=
Ecolic| Paerc| Sawc | Bsubo | Calbicanss| E.colio | Paer=| Seawc | Bsubo | Calbicanse| E.coliz | P.aerc| Sawe | Bsube | Calbicans®
3 -1 - 13=0.19= ] E-1 E- -5 - - - E-] o - E<3 <3
S 140220 142021z 1320.192 1320.19= 13+0.12= - -2 -z B B £ o o = o

1= 160232 17£0.22=f 15£0.21= 15£0.22% 1520.21= | 1420.20=| 1420.20=( 15£0.222 14£0.21=( 13+0.20= | 15+0.23=| 18+0.20= 15=0.11=| 15£0.23=  15£0.24
O 170212 20£0.18=f 23+0.252 21+0.252 20+0.24x | 1520.21=| 19£0.22=( 16+0.232( 15£0.22=( 15+0.21= | 15+0.22= 18+0.19= 15£0.21=| 15£0.22= 15£0.21=
1| 1420202 18=0.25= 18£0.23x( 17=0.23=( 1520.21= | 1520.21=f 1920.25%] 22£0.252( 20=0.24=) 26+0.23= | 162024 22+0.20=( 18+0.23=| 18028~ 18=0.27=
13z | 1420.20=( 18+0.240( 15£0.22% 14=0.21=( 15£0.20= | 26+0.23=| 28=0.20%| 25x0.262( 21=0.24=| 26+0.23= [ 20=0.26= 22+0.21= 20=0.22= 19£0.21=( 30=0.32=
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nazorat=

kversitin=

etanol

Bunda endofitda epigenetik stimulyatsiyasi ta'sirida ikkita yangi o'zida dekalin tutuvchi birikmalar, evpenitsinikollar C va
D va hamda ikkita biosintetik bog'liq bo'lgan ma'lum birikmalar, evjavanikol A va evenitinikol A kabi moddalarning ishlab
chigarilishi kuchaygan. Bundan tashqari, evpenitsinikol D ning S.aureus ga garshi antibakterial faolligi (0,1 mkg/ml MIK) hamda
odam o'tkir monotsitli leykemiya o'sma hujayralari liniyasiga (THP-1) nisbatan sezilarli sitotoksik ta'siri aniglangan.

Xulosa va takliflar. Olingan natijalar va ilmiy manbaa ma'lumotlarini tahlil gilib aytish mumkinki, epigenetik
modifikator sifatida kvertsetin hamda elisitor sifatida etanol ishlatilganligi endofit zamburug' P.roqueforti 12Ph shtammining
antibakterial faolligiga ijobiy ta'sir etib, 13-kunda antibakterial xususiyatga ega ikkilamchi metabolitlarning maksimal miqdoriga
yetishi va shu bilan birga ularning antibakterial faollikni 30-40% ga oshirganligi aniglandi. Ushbu natijalardan foydalangan
holatda kelgusida endofit zamburug’larning turli faolliklarini qayta tiklash va kuchaytirish magsadida epigenetik modifikator va
elisitorlardan foydalanish mumkin.
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