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Annotatsiya. Ushbu tadqiqot Orol dengizining qurigan tubidagi ekstremal
ekologik sharoitlarda — yuqori sho'rlanish, kuchli ultrabinafsha nurlanish va ozuqa
moddalari tanqisligi muhitida yashovchi mikroorganizmlar xilma-xilligini
o'rganishga qaratilgan. Tadqiqot obyekti sifatida Orol dengizi havzasida o'suvchi
o'simliklarning rizosferasidan olingan namunalar xizmat qildi. Ajratib olingan
izolyatlarni identifikatsiya qilish uchun zamonaviy MALDI-TOF mass-
spektrometriya usulidan foydalanildi. Tahlil natijalariga ko'ra, jami 30 ta
mikroorganizm shtammlari aniqlandi, ularning 80 foizini (24 ta shtamm)
bakteriyalar tashkil etishi ma'lum bo'ldi. Shuningdek, aktinomitsetlar va
zamburug'lar ham aniqlanib, mikroorganizmlarning 90 foizi tur darajasida yuqori
ishonchlilik bilan tasdiglandi. Olingan natijalar ekstremal sharoitga moslashgan
noyob mikrob resurslarini o'rganish va kelajakda qurg'oqchil hududlar
melioratsiyasida qo'llanilishi mumkin bo'lgan istigbolli biopreparatlar yaratishda
muhim ilmiy asos bo'lib xizmat qiladi.

Kalit so‘zlar: MALDI-TOF MS, rizosfera, Enterobacter asburiae,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas chlororaphis, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Bacillus pumilus

AHHoOTanusi. JlaHHOe  wuCclenOBaHME  HAMpaBIEHO HA  HM3y4YCHUE
pa3zHoo0pasusi MUKPOOPTaHU3MOB, OOUTAIONINX B AKCTPEMATBHBIX SKOJOTUYECKUX

YCHOBUSIX BBICOXIIETO JHAa ApalnbCKOro MOps — B CpeAe C BBICOKOH
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3aCyIUIMBOCTBIO, CHJIBHBIM YJIbTPA()HOIETOBBIM H3IydeHUEM U ACHUIIUTOM
MUTATENBHBIX BEIIECTB. B kadecTBe 00bEKTa MCCIIENOBAHUS BBICTYNAIN O0Opa3Iibl,
oToOpaHHbIE U3 pU3ocPepsl pacTEHUM, MPOU3pacTarOUX B Oacceline ApaabCKoro
Mopst. st mneHTH(UKAIMK BBIICICHHBIX W30JSTOB MPUMEHSIICS COBPEMEHHBIN
Metoa macc-ciektpomerpun MALDI-TOF. CornacHo pe3ynbTaTam aHajin3a, BCEro
ObLI0 BBISIBICHO 30 ITAMMOB MUKPOOPTraHU3MOB, U3 KOTOpbIX 80% (24 mramma)
coctaBmin Oaktepun. Takxe ObUTM OOHAPYXKEHBI aKTUHOMUIIETHI U TPUOBI, TIPH
stoM 90% MUKpOOpPraHM3MOB ObUIM HIACHTU(UIHUPOBAHBI JO YPOBHS BHAA C
BBICOKOM CTENEHBID JTOCTOBEPHOCTHU. I[loydeHHBIE pe3ynpTaThl CIIyXKAaT BaKHOU
HAy4YHOW OCHOBOM IS W3YYCHHUS YHUKAJIBHBIX MHUKPOOHBIX PECYpCOB,
aIaNTHPOBAHHBIX K JKCTPEMATbHBIM YCIOBHSAM, M CO3JaHHS TICPCIICKTUBHBIX
OmorpenapaTroB, KOTOPHIE MOTYT OBITh HCTIOJIB30BAHBI B MEJTHOPAIIUN 3aCyIIITUBIX
PETMOHOB B Oy IyIIEM.

KiaiueBsbie cioBa: MALDI-TOF MS, pusocdepa, Enterobacter asburiae,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas chlororaphis, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Bacillus pumilus.

Abstract. This study focuses on investigating the diversity of
microorganisms thriving under the extreme environmental conditions of the dried
Aral Sea bed—characterized by high salinity, intense ultraviolet radiation, and
nutrient deficiency. Samples collected from the rhizosphere of plants growing in
the Aral Sea basin served as the research object. The modern MALDI-TOF mass
spectrometry method was utilized to identify the isolated cultures. According to the
analysis results, a total of 30 microbial strains were identified, with bacteria
accounting for 80% (24 strains) of the total population. Actinomycetes and fungi
were also detected, and 90% of the microorganisms were confirmed at the species
level with high reliability. The obtained results provide a significant scientific

foundation for exploring unique microbial resources adapted to extreme conditions
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and for developing promising biopreparations that could be applied in the
reclamation of arid regions in the future.

Keywords: MALDI-TOF MS, rhizosphere, Enterobacter asburiae,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas chlororaphis, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, Bacillus pumilus.

O‘zbekiston va Qozog‘istonda joylashgan Orol dengizi havzasining
cho‘llanishi 20-asrning eng jiddiy antropogen ekologik fojialaridan birini tashkil
etadi. 1960-yillardan beri dunyoda to‘rtinchi eng katta bo‘lgan bu ulkan ichki suv
havzasi keskin qisqarishga uchradi. 1960 va 2018-yillar oralig‘ida Markaziy
Osiyodagi Orol dengizi yuzasi taxminan 88% ga sezilarli darajada kamaydi va
1000 km dan ortiq suvini yo‘qotdi. Atrof-muhitning bu pasayishi asosan inson
faoliyati, jumladan, keng ko'lamli sug'orish va daryolarning suv o'tkazmasligi [1].
Bu sho'rlanish darajasining keskin oshishiga va ochiq va qurigan havzada
kanserogenlar va og'ir metallar kabi xavfli moddalarning to'planishiga olib keldi
[2,3].

Orol dengizining davom etayotgan qurishi, toksinlarning to'planishi va
yuqori sho'rlanish kabi ekstremal ekologik sharoitlari tufayli noyob tabiiy
laboratoriyani taqdim etadi, bu esa mikrobial jamoalar dinamikasini va atrof-mubhit
o'zgarishiga funksional moslashuvini o'rganish imkonini beradi. Biroq, Orol
dengizining mikrobial tadqiqotlari yaqinda amalga oshirila boshlandi. Orol dengizi
havzasida bakteriyalar jamoalari yuqori sho'rlanish, og'ir metallar bilan ifloslanish
va progressiv cho'llanish kabi ekstremal stress omillariga javob beradi [4].
Mintaqadagi keskin ekologik o'zgarishlar gipersho'r va oligotrofik sharoitlarda
omon qolishga qodir ekstremofil va halofil mikrobial taksonlarni tanlagani
ajablanarli emas [5,6]. Xronosekvensiya yondashuvidan foydalangan holda, so'nggi
topilmalar shuni ko'rsatadiki, o'ziga xos funktsional xususiyatlarga ega mikrobial

taksonlarni selektiv filtrlash orqali rizosferaning yig'ilishi Orol dengizidagi
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ekstremal sharoitlarda o'simliklarning omon qolishini osonlashtiradigan asosiy
mexanizm bo'lib xizmat qiladi [7]. Shunday ekan, Orol dengizi qurigan tubidagi
mikrobial xilma-xillikni tadqiq etish hamon dolzarb ahamiyat kasb etadi.

Tadqiqot materiallari va uslublari. Ajratib olingan mikroorganizmlar
izolyatlari MALDI-TOF Mass Spectrometry EXS 2600 (Zybio) uskunasi yordamida
identifikatsiya qilindi. Tadqiqot jarayonida sentrifuga, vortex aralashtirgich,
tomizgichlar, shuningdek reagentlar to’plami (Matrix solution, Microorganism
lysate I, Microorganism lysate II), distirlangan suv va 96 % li etanol ishlatildi.
Identifikatsiya jarayonini amalga oshirish uchun oziga muhitda o’stirilgan toza va
alohida koloniyalar tanlab olindi. 1,5 ml hajmli sentrifuga probirkalariga 300 mkl
ultrasof suv solinib, 1-5 mg miqdordagi alohida koloniya qo’shildi. Hosil bo’lgan
suspenziya to’liq bir jinsli holatga kelguniga qadar vortex qurilmasida
aralashtirildi. Shundan so’ng probirkalarga 900 mkl suvsiz etanol qo’shilib, yana
aralashtirildi va 12 000 ayl/min tezlikda 2-3 daqiqa davomida sentrifugalandi.
Sentrifugadan so’ng supernatant qismi ehtiyotkorlik bilan olib tashlanib, qolgan
cho’kma (intakt qism) ustiga 20 mkl Microorganism lysate I reagenti qo’shildi va
yaxshilab aralashtirildi. Keyingi bosqichda 20 mkl Microorganism lysate II
reagenti qo’shilib, pipetka yordamida bir jinsli aralashma hosil qilindi. Olingan
aralashma 2 daqiqa davomida sentrifuga qilindi. MALDI-TOF plastinkasi 96 % etil
spirti bilan dezinfeksiya qilindi. Har bir namuna uchun 1 mkl miqdordagi
supernatant plastinkaning mos katakchalariga tomizildi va xona haroratida quritildi.
Namuna to’liq qurigach, uning ustiga Matrix solution reagenti tomizildi va yana
quritildi. Tayyorlangan plastinka MALDI-TOF qurilmasiga joylashtirilib,
mikroorganizmlar identifikatsiyasi amalga oshirildi [8].

Tadqiqot natijalari va muhokamasi. Orol dengizi falokati natijasida
yuzaga kelgan yangi Orolqum cho'li tuproqglari o'ta yuqori sho'rlanish, kuchli

ultrabinafsha nurlanish, namlikning keskin taqchilligi hamda organik ozuqa
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moddalarining kamligi kabi keskin ekstremal omillar bilan xarakterlanadi. Bunday
og'ir ekologik sharoitda shakllangan va rivojlanayotgan mikrobiotsenozni o'rganish,
xususan, hududdagi mikroorganizmlar xilma-xilligini baholash mikrobiologiya va
ekologiya fanlari uchun muhim ahamiyat kasb etadi. Ushbu ma'lumotlar mintaqa
ekotizimining hozirgi holatini diagnostika qilishga, shuningdek, ekstremal muhitga
moslashgan noyob mikrob resurslarini kashf etishga yordam beradi.

Tadqgiqot davomida Orol dengizi qurigan tubida uchrovchi o’simliklar
rizosferasi asosida olingan namunalar asosida mikrobiologik tahlillar amalga
oshirildi. An'anaviy mikrobiologik ekish usullari hamda zamonaviy identifikatsiya
usullari yordamida tuproq namunalaridan ko'plab sof mikrob kulturalari ajratib
olindi. Har bir izolyat o'zining morfologik, kultural va biokimyoviy xususiyatlariga
ko'ra  tasniflandi.  Izolyatlarning  identifikatsiyasi MALDI-TOF  Mass-
spektrometriya usuli yordamida amalga oshirildi. Dastlabki tahlil natijalari shuni
ko'rsatdiki, ajratib olingan mikroorganizmlar 30 xil mikroorganizm shtammlari
ekanligi aniglandi (1-jadval).

1-jadval.
Orol dengiz qurigan tubida mikroorganizmlar xilma-xilligi (MALDI-TOF

Mass-spektrometriya usuli bo’yicha)

T/ | Mikroorganizm nomi Sistematik tip | Identifikatsiya
r ballari

1 | Enterobacter asburiae Bakteriya

2 | Bacillus vallismortis Bakteriya

3 | Enterobacter cloacae Bakteriya

4 | Bacillus subtilis Bakteriya

5 | Escherichia vulneris Bakteriya

6 | Leucobacter alluvii Aktinomitset

7 | Penicillium chrysogenum Zamburug*
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8 | Aspergillus niger Zamburug*

9 | Providencia rettgeri Bakteriya

10 | Rhodococcus ruber Aktinomitset
11 | Bacillus firmus Bakteriya

12 | Bacillus endophyticus Bakteriya 1.75
13 | Metabacillus halosaccharovorans Bakteriya 1.81
14 | Pseudomonas azotoformans Bakteriya

15 | Bacillus simplex Bakteriya

16 | Enterobacter cancerogenus Bakteriya

17 | Kocuria rosea Aktinomitset
18 | Bacillus atrophaeus Bakteriya

19 | Pseudomonas koreensis Bakteriya

20 | Bacillus infantis Bakteriya

21 | Bacillus cereus Bakteriya

22 | Acinetobacter Iwolffii Bakteriya

23 | Pseudarthrobacter oxydans Aktinomitset
24 | Staphylococcus succinus Bakteriya

25 | Bacillus pumilus Bakteriya

26 | Pseudomonas chlororaphis Bakteriya

27 | Aerococcus viridans Bakteriya

28 | Acinetobacter johnsonii Bakteriya

29 | Bacillus megaterium Bakteriya

30 | Serratia rubidaea Bakteriya

Tadqiqot doirasida ajratib olingan izolyatlarning taksonomik mansubligini
hamda filogenetik holatini aniqlash maqgsadida zamonaviy proteomik tahlil usuli —
MALDI-TOF mass-spektrometriyasidan foydalanildi. Olingan natijalar (3.2. 2-
jadval) shuni ko‘rsatdiki, jami 30 ta mikroorganizm shtammlari o‘zining

morfologik va biokimyoviy xususiyatlaridan tashqari, ogsil profillari asosida uchta
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yirik sistematik guruhga: bakteriyalar, aktinomitsetlar va zamburug‘lar ajratildi.
Tahlil qilingan mikrobiotsenoz tarkibida bakteriyalar mutlaq dominantlik qilib,
jami izolyatlarning 80% ini (24 ta shtamm) tashkil etdi. Ushbu guruh ichida qishloq
xo‘jaligi biotexnologiyasida istigbolli hisoblangan va o‘simliklar o°‘sishini
rag‘batlantiruvchi (PGPR) xususiyat namoyon qilishi bilan tavsiflanuvchi Bacillus,
Pseudomonas hamda Enterobacter avlodlariga mansub turlar salmog‘i yuqori
ekanligi gayd etildi. Xususan, spora hosil qiluvchi Bacillus avlodi vakillari (B.
subtilis, B. megaterium, B. pumilus va boshqalar) yuqori ishonchlilik darajasi bilan
identifikatsiya qilindi. Shuningdek, grammanfiy bakteriyalardan Enterobacter
asburiae (2.22), Enterobacter cloacae (2.25) va Pseudomonas chlororaphis (2.13)
kabi shtammlarning yuqori identifikatsiya ballari ularning taksonomik pozitsiyasini
qat’iy tasdiglaydi.

Tadqgiqot obyektlarimiz orasida ekstremal sharoitlarga moslasha oluvchi
Acinetobacter (A. Iwoffii, A. johnsonii) hamda Providencia rettgeri kabi turlarning
uchrashi mazkur ajratib olingan mikrobiofondning ekologik moslashuvchanligi
yuqori ekanligidan isbotlaydi.

Mikrobiota tarkibida murakkab organik birikmalarni parchalash xususiyatiga
ega bo‘lgan aktinomitsetlar 4 ta shtamm (Leucobacter alluvii, Rhodococcus ruber,
Kocuria rosea, Pseudarthrobacter oxydans) bilan namoyon bo‘ldi. Ularning
barchasi tur darajasida yuqori aniqlik bilan tasdiglandi.

Zamburug‘lar esa faqat ikkita tipik namuna — Penicillium chrysogenum
(2.08) va Aspergillus niger (2.01) ko‘rinishida ajratib olingan bo‘lib, bu ularning
mazkur mikrobiofondda substrat raqobatida bakteriyalarga nisbatan kamroq
uchrayotganligini ko‘rsatadi. MALDI Biotyper tizimining ishonchlilik mezonlariga
muvofiq qaraydigan bo‘lsak, identifikatsiya qilingan 30 ta shtammdan 27 tasi
(90%) yugqori 2.0 ballga ega. Bu ushbu izolyatlar tur darajasida yuqori ishonchli

aniqlanganini anglatadi va ularni keyingi tajribalarda qo‘llash imkonini beradi.
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Faqatgina uchta shtamm — Bacillus endophyticus (1.75), Pseudomonas
koreensis (1.80) va Metabacillus halosaccharovorans (1.81) da ko‘rsatkich 1.7 -
1.99 oralig‘ida qayd etildi. Mass-spektrometriya qoidalariga ko‘ra, bu ballar
mazkur izolyatlarning avlod darajasida to‘g‘ri aniqlanganligini ko‘rsatadi, biroq
ularning turga xosligini to‘liq tasdiglash uchun qo‘shimcha ravishda 16S rRNA
genini molekulyar-genetik sekvenslash tahlilidan o‘tkazish magsadga muvofiqdir.
Ajratib olingan faol va istigbolli aktinomitset shtammlarini zamonaviy
xemotaksonomik va ekspress-identifikatsiya qilish magsadida MALDI-TOF MS
analizidan foydalanildi. Mass-spektrogrammalarda olingan ogsil profillari va mass-
spektr cho‘qqilari har bir turning o‘ziga xos taksonomik "barmoq izi" hisoblanadi.

Orol dengizining qurigan tubi o‘ta yuqori sho‘rlanish, kuchli nurlanish va
ozuga moddalari tanqisligi kabi ekstremal sharoitlarida shakllangan ushbu
mikrobiofond nafaqat cho‘llanish sharoitida omon qolish mexanizmlarini
o‘rganish, balki sho‘rlangan va qurg‘oqchil hududlar melioratsiyasida qo‘llanilishi
mumkin bo‘lgan istigbolli biopreparatlar yaratish uchun gqimmatli biotexnologik
ob’ekt bo‘lib xizmat qiladi.

Xulosa. Orol dengizining qurigan tubida o'ta qiyin ekologik stress omillariga
(yuqori sho'rlanish, namlik tanqisligi, zaharli moddalar to'planishi) moslasha olgan
o'ziga xos va noyob mikrobiotsenoz shakllanganligi tasdiglandi. Zamonaviy
MALDI-TOF mass-spektrometriya usuli yordamida o'simliklar rizosferasidan
olingan 30 ta mikroorganizm shtammi muvaffaqiyatli aniglandi va ulardan 27 tasi
(90%) 2.0 dan yuqori ball bilan tur darajasida yuqori ishonchlilikka ega ekanligi
isbotlandi.  Orolqum tuproqglaridagi mikrobiofondda bakteriyalar —mutlaq
dominantlik qiladi (jami izolyatlarning 80 foizi). Aynigsa, qishloq xo'jaligi uchun
muhim hisoblangan va o'simliklar o'sishini rag'batlantiruvchi  Bacillus,
Pseudomonas hamda Enterobacter avlodlari yuqori salmoqqa ega. Mikrobiota

tarkibida murakkab organik birikmalarni parchalovchi 4 ta aktinomitset shtammi va
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substrat raqobatida kamroq uchrovchi 2 ta zamburug' shtammi aniglandi. O'ta sho'r
va qurg'oqchil hududlardan ajratib olingan ushbu mikrobiofond, kelajakda
degradatsiyaga uchragan tuproqlarni qayta tiklash, melioratsiya qilish va qishloq
xo'jaligida qo'llash uchun samarali biopreparatlar yaratish yo'lidagi gqimmatli
biotexnologik ob'ekt hisoblanadi. Ikki asosli ballga ega bo'lmagan 3 ta shtammni
esa keyinchalik 16S rRNA sekvenslash tahlilidan o'tkazish tavsiya etiladi.
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