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  فصلنامه 

  دانش ميكروب شناسي
   1388، بهار2، شماره اولسال 

  
  
 
  
  

 EC50كنترل قارچ تريكودرما هارزيانوم ترانسفورمنت مقاوم به بنزيميدازول و محاسبه  بيو
 
  

  2 و پروفسور يانگ كوئين*1  تربتيالهام سياسي
  مركز قارچ شناسي دانشگاه پكن-2 مربي گروه ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال -1

 

  چكيده
ييرژنتيكي داده شده تريكودرما هارزيانوم كه داراي ژن مقاوم به بنزيميدازول            بررسي گونه هاي تغ    "اخيرا

ايـن امـر از     . بوده و براي تعدادي از قارچ هاي بيماري زاي گياهي پاتوژن هستند، مورد توجه قرارگرفته است               
ي هـاي   بي رويه قارچ كش هاي شيميايي كه براي مبارزه با بيمـار            لحاظ حفظ محيط زيست نسبت به استفاده      

گياهي به كار گرفته مي شوند و نقش بيوكنترل بودن اين سويه هـاي خـاص از تريكودرمـا هارزيـانوم حـائز                       
كـه يـك قـارچ كـش        ( در اين تحقيق سطح مقاومت و پايداري مقاومت نسبت به بنزيميدازول            . اهميت است 

هارزيانوم  مورد مطالعـه قـرار       در گونه هاي تغيير ژني داده شده تريكودرما         ) شيميايي براي افات گياهي است    
به اين ترتيب كه ابتـدا گونـه هـاي تـرانس فورمنـت شـده تريكودرمـا هارزيـانوم در محـيط                       . گرفته است 

سپس قارچ هاي   . روز اندازه گيري مي شود    5نها بعد از  آپوتيتودكستروز اگار كشت داده مي شوند و قطر كلني          
و mg/ml 1/0(شـامل   % 50ت هاي متفـاوت بنزيميـدازول     مذكور در محيط پوتيتودكستروز اگار به همراه غلظ       

  هفته قطر كلني انها انـدازه گرفتـه مـي شـود و بـا قطـر       3كشت داده مي شوند و در مدت   ) 1000و100و10و1و
مقايسه مي شـود و كـاهش       ) قارچ در محيط پوتيتو دكسروز اگار بدون بنزيميدازول         ( كلني ها در حالت اول      

اندازه رشد كلني در حالت      ( -1= ين سطح مقاومت با فرمول اندازه مهار رشد كلني          اندازه رشد كلني براي تعي    
 به اين ترتيـب مـشخص مـي شـود سـطح مقاومـت       . محاسبه ميشود) اندازه رشد كلني در حالت اول    / دوم  

 براي بررسـي  .  است mg/ml 1000 لگونه هاي تغيير ژني داده شده تريكودرما هارزيانوم نسبت به بنزيميدازو          
روزاگار همراه با بنزيميـدازول را بـر        تدكس پايداري مقاومت، گونه هايي از قارچ رشد كرده روي محيط پوتيتو          

ن قـارچ هـا     آسپس از   .  بار متوالي كشت مي دهند     10روي محيط پوتيتودكستروزاگار بدون بنزيميدازول براي       
نها را  آ كشت تهيه مي كنند و رشد        روي محيط پوتيتودكستروزاگار داراي غلظت هاي متفاوت از بنزيميدازول        

 بار كشت متـوالي بيـانگر ان اسـت كـه گونـه هـاي                10توانايي بقا و رشد كردن انها بعد از         . كنترل مي نمايند  
 بنزيميـدازول مقـاوم     mg/ml 1000ترانسفورمنت شده تريكودرما هارزيانوم نسبت به محـيط داراي بـيش از             

 ) EC50( همچنين در اين تحقيق غلظت موثر كربنـدازيم         . دار است هستند و اين مقاومت ژنتيكي در انها پاي       
به اين ترتيب كه اين غلظت، غلظت مناسبي از كربندازيم          . براي قارچ تريكودرما هارزيانوم محاسبه شده است      

اين مطالعه نشانگر آن است كه مي توان        . ازقارچ ها توانايي رشد و بقاء را دارند        % 50مي باشد كه درآن غلظت      
از قارچ تريكودرم هارزيانوم ترانسفورمنت شده بعنوان عامل بيولـوژيكي دركنتـرل  بيمـاري هـاي گيـاهي                   

  .استفاده نمود
  

EC50تريكودرما هارزيانوم، بيوكنترل، ترانسفورمنت، بنزيميدازول، غلظت موثر : كليديواژگان
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 قدمهم

بنزيميدازول از خانواده قارچ كش هايي است كه در 
 سيستميك به ميزان فراوان عليه كشاورزي بطور

از اصلي ترين . بيماريهاي قارچي به كار گرفته مي شود
. قارچ كش هاي اين خانواده كربندازيم را مي توان نام برد

كربندازيم نقش مهمي در كنترل بيماري هاي قارچي 
اخيرا در برنامه هاي مديريتي براي كنترل . گياهان دارد

 و رفع مشكلات مقاوم شدن بيماريهاي قارچي در گياهان
. فات گياهي به قارچ كش ها مورد توجه قرار گرفته استآ

امروزه اين قارچ كش بعنوان عامل بيو كنترل در غلبه بر 
بيماريهاي گياهي در كشاورزي به كار گرفته مي شود زيرا 
كاربرد عوامل شيميايي به تنهايي در بيماري هاي گياهي 

 كه عوامل بيو كنترل هنگامي. بسيار مشكل ساز است
همراه عوامل شيميايي در مبارزه با آفات گياهي استفاده 
مي شوند بسياري از عوامل بيماري زا را كه براي مدت 
طولاني در كشاورزي مشكل ساز بودند مهار مي كنند يا 

قارچ تريكودرما هارزيانوم ). 1( بطور كامل از بين مي برند
اين قارچ به عنوان . تنسبت به كربندازيم بسيار حساس اس

كنترل بيولوژيكي در بيماري هاي گياهي حائز اهميت 
است چرا كه مي تواند گياهان را در برابر بيماري ها با 

همچنين ). 2( توليد انواع آنتي بيوتيك ها محافظت نمايد
توانايي كنترل بسياري از بيماري هاي گياهي را خصوصا 

 اين كه تريكودرما با وجود. در سبزيجات و ميوه ها دارد
هاي  بيماري بيوكنترل در موثر ميكروارگانيسم بعنوان هارزيانوم

گياهي مطرح است ولي بسيار به قارچ كش هاي خانواده 
ها  كش و در مواردي كه اين قارچ بنزيميدازول حساس است

در مبارزه با بيماري هاي گياهي به كار گرفته مي شوند به 
همين دليل بعد از اين كه به . سختي توانايي بقا دارد

عوامل پاتوژن گياهي به قارچ كش هاي شيميايي مقاوم 
نها از بين مي رود زيان هاي آمي شوند و مهار كنترل 

بنابراين در اين گونه ). 3( يدآاقتصادي فراواني به بار مي 
موارد كنترل بيماري هاي گياهي با عوامل بيولوژيكي كه 

 د مورد توجه قرار تحت عنوان بيوكنترل مطرح هستن
در اين مطالعه عامل بيوكنترل قارچ ). 4( مي گيرد

تريكودرما هارزيانوم است كه بايد نسبت به تركيبات 
بنزيميدازولي مقاوم باشد تا بتواند همراه با اين قارچ كش 

 در. در برنامه هاي مبارزه با آفات گياهي به كار گرفته شود
از قارچ تريكودرما  گونه ترانسفورمنت شده 9اين راستا 

ميز كاربردشان نشان داده آهارزيانوم به صورت موفقيت 
 ,T1, T2, T3, T6a, T8شده است كه شامل گونه هاي
T8801, T8802, T8803.مي باشند . 

  

  مواد و روش ها
 يقارچنمونه هاي جداسازي 

 گونه ترانسفورمنت شده تريكودرما هارزيانوم كه از نه 
 ,T1, T2, T3 اند و شامل نظر ژنتيكي دستكاري شده

T6a, T8, T8801, T8802, T8803 هستند توسط  
پروفسور يانگ چي ان از دپارتمان بيوتكنولوژي انستيتو 

 .تكنولوژي هاربين تهيه گرديد
 

 محيط كشت و عوامل شيميايي
محيط كشت براي رشد اين قارچ ها پوتيتو دكستروز 

 مقاومت براي بررسي% 50همچنين كربندازيم . اگار بود
قارچ به قارچ كش به غلظت هاي متفاوت به محيط كشت 

 .اضافه گرديد
 

 زمان مناسب براي رشد قارچ ها
بار اول گونه هاي ترانسفورمنت شده از قارچ تريكودرما 

 روز روي محيط كشت پوتيتو 21هارزيانوم در مدت 
روز 5دكستروز اگار بررسي شدند و قطر كلني ان ها بعد از 

 .گيري شداول اندازه 
 

 بررسي كاهش رشد قارچ هاي ترانسفورمنت شده 
هاي  اگار غلظت دكستروز بار دوم به محيط كشت پوتيتو

 ،10 ،1  ،1/0 ،0 متفاوت از كربندازيم به نسبت هاي
پس از . افزوده شدميلي گرم بر ميلي ليتر  1000و 100

رشد، قطر كلني قارچ ها اندازه گرفته شد و با اندازه حالت 
 ). بار تكرار گرديد3اين مراحل . ( مقايسه شداول 

 

محاسبه مهار رشد قارچ روي محيط كشت داراي 
 كربندازيم

براي محاسبه مهار رشد گونه هاي ترانسفورمنت شده 
 :از فرمول زير استفاده گرديد
اندازه قطر كلني در محيط = ( اندازه مهار رشد كلني 

ط پوتيتو اندازه قطر كلني در محي/ داراي كربندازيم
  )دكستروز آگار فاقد كربندازيم 
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  كربندازيم برايEC50محاسبه غلظت موثر 

  گونه هاي قارچي مورد مطالعه
 براي اين منظور گونه هاي ترانسفورمنت شده روي 
محيط پتيتو دكستروز آگار داراي غلظت هاي متفاوت از 

 1000و 100و 10و 1و 1/0و 0كربندازيم به نسبت هاي 
mg/ml  ماي   در دc 25-22 كشت داده مي شوند 

سپس با استفاده از روش محاسباتي زير مقدار غلظت موثر 
EC50  كربندازيم براي هر يك از گونه ها محاسبه  
  .مي شود

   :EC50روش محاسبه غلظت موثر 
x = Log concentration 
y = Inhibition growth rate 
N= concentration number 
B= (sp / ssx),   A= (Y-B / X) 
X = (Y-B / A) 
Log X = EC50 

 
   و بحثنتايج

بررسي كاهش اندازه رشد كلني تريكودرما هاي 
 ترانسفورمنت شده

مهار اندازه رشد گونه هاي ترانسفورمنت شده با 
بررسي ها نشان . استفاده از روش ذكر شده محاسبه گرديد

داد كه كربندازيم رشد گونه هاي ترانسفورمنت شده 
رما هارزيانوم راهنگامي كه غلظت كربندازيم بيش از تريكود
1000  mg/ml  1جدول ( باشد، مهار مي كند.(  

 
 تعيين سطح مقاومت گونه هاي ترانسفورمنت شده 

گونه هاي ترانسفورمنت شده روي محيط پوتيتو 
و 10و 1و 1/0و 0دكستروز اگار به اضافه غلظت هاي 

شدند و  كربندازيم كشت داده mg/ml  1000و 100
بررسي ها نشان داد كه توانايي رشد در محيط كشت 

 . كربندازيم را دارندmg/ml 1000داراي بيش از 
 
 
  

 تعيين پايداري مقاومت
گونه هاي ترانسفورمنت شده اي كه روي محيط 
پوتيتو دكستروز اگار به همراه غلظت هاي متفاوت از 
كربندازيم رشد كرده بودند را روي محيط كشت پوتيتو 

 بار متوالي كشت 10دكستروز اگار بدون كربندازيم براي 
 بار دوباره روي محيط كشت 10دادند و سپس بعد از 

داراي غلظت هاي متفاوت از كربندازيم كشت دادند و با 
مشاهده رشد قارچ ها مشخص گرديد كه تغيير ژنتيكي در 
گونه هاي ترانسفورمنت شده تريكودرما هارزيانوم پايدار 

 .است
 

   براي گونه هاي ترانسفورمنت شده EC50يين تع
گونه هاي ترانسفورمنت شده ايي كه روي غلظت  راي 
 كربندازيم 1000و mg/ml 0، 1/0 ، 1، 10، 100 هاي

كشت داده شدند مقدار غلظت موثري از كربندازيم را كه 
از قارچ ها توانايي رشد و بقا را دارند با % 50در آن غلظت 

 محاسبه گرديد و مشخص گرديد كه استفاده از روش ذكر
اين گونه هاي ترانسفورمنت شده در روي محيط 

 mg/ml 1000پتيتودكستروزآگار داراي بيش از 
  ).2جدول (كربندازيم توانايي رشد و بقا را دارند 

نتايج بيانگر اين مسئله مي باشند كه از گونه هاي 
ي رشد ترانسفورمنت شده قارچ تريكودرما هارزيانوم با تواناي

و بقاء در غلظت هاي بالا از قارچ كش كربندازيم  مي توان 
بعنوان عوامل بيولوژيكي مقاوم به قارچ كش هاي شيميايي 

  .در كشاورزي استفاده نمود) عوامل بيوكنترل ( 
در اين مطالعه گونه هاي ترانسفورمنت شده توانايي 

 mg/ml 1000رشد و بقا در محيط داراي بيش از 
اين سطح مقاومت خيلي بيشتر است . ا دارندكربندازيم ر

نسبت به مقداري كه قارچ كش براي مهار پاتوژن هاي 
اين امر بيانگر آن است كه . گياهي به كار گرفته مي شود

اين گونه هاي ترانسفورمنت شده در برنامه هاي كنترل 
بيماري هاي گياهي مي توانند بعنوان عامل بيوكنترل 

  كاربرد داشته باشند 
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 و100و 10و 1و 1/0و 0( متفاوت   غلظت هايبااندازه مهار رشد گونه هاي ترانسفورمنت تريكودرما هارزيانوم در محيط كشت . 1جدول 

 1000 mg/ ml (تكرار براي هر گونه قارچي3 با   از كربندازيم .  
1000  100  10  1  1/0  0      

13/30  10/25  70/18  40/12  01/8  0  1    
10/30  80/26  20/19  20/15  05/9  0  2  T1 
50/32  50/29  10/20  90/15  10/9  0  3    
70/30  20/21  10/16  75/11  40/9  0  1    
50/32  30/26  70/19  25/13  50/10  0  2  T2  
90/31  55/29  90/18  90/12  15/10  0  3    
20/32  42/25  64/18  25/15  16/10  0  1    
10/34  92/24  59/17  96/12  44/8  0  2  T3  
72/32  63/23  36/16  72/12  27/8  0  3    
90/34  10/29  10/21  20/17  07/11  0  1    
10/33  20/27  25/20  30/15  09/10  0  2  T6a  
95/32  90/26  10/20  01/15  95/9  0  3    
90/31  10/25  10/19  70/15  80/10  0  1    
85/30  95/24  90/18  01/15  95/9  0  2  T6b  
70/30  01/24  95/17  10/14  90/8  0  3    
60/32  70/24  10/20  70/16  25/11  0  1    
15/30  25/21  80/19  25/15  85/9  0  2  T8  
33/31  50/23  95/19  05/16  50/10  0  3    
75/30  30/24  80/19  95/14  54/9  0  1    
82/32  50/26  10/20  70/15  26/20  0  2  T8801  
10/30  20/27  20,95  62/16  75/11  0  3    
25/32  90/25  70/19  05/15  20/10  0  1    
20/34  81/29  15/20  95/15  35/11  0  2  T8802  
01/30  10/24  95/18  80/14  85/9  0  3    
50/32  75/25  01/19  20/14  80/9  0  1    
95/31  25/23  90/18  95/32  95/8  0  2  T8803  
70/34  70/26  70/19  70/15  15/10  0  3    

 
 نسفورمنت شده از از گونه هاي ترا% 50 براي كربندازيم كه در آن غلظت از كربندازيم،  EC50 غلظت موثر.2جدول 

  .تريكودرما هارزيانوم قادر به ادامه رشد و بقا مي باشند
  گونه ترانسفورمنت شده از قارچ mg/ml  از كربندازيم EC50غلظت موثر  

10/1354  T1  
50/1261  T2  
20/1204  T3  
93/1187  T6a  
60/1230  T6b  
90/1321  T8  
04/1316  T8801  
80/1202  T8802  
85/1152  T8803  
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و اين تغييرات ژنتيكي كه در گونه هاي قارچ 
تريكودرما هارزيانوم داده شده و آنها را بصورت مقاوم به 
كربندازيم نموده است مي تواند راهكاري جديد براي 

هاي  بيماري مهار بيولوژيكي هاي بيولوژيكي در تكنيك كاربرد
  ).6و 5( گياهي ارائه دهد

منت بيش سطح مقاومت اين گونه هاي ترانسفور
 گزارش شده است كه خيلي بيشتر از mg/ml 1000از

گونه هاي تريكودرما بعنوان . گونه هاي وحشي مي باشد
قارچ هاي با اهميت در بيوكنترل بيماري هاي گياهي 
مطرح هستند و در كنار عوامل شيميايي براي مهار 

). 8و7( بيماري هاي گياهي كاربرد وسيعي پيدا نموده اند
از بيماري هاي  عامل پاتوژن براي تعدادي عنوانتريكودرما ب

تريكودرما هارزيانوم به طور . مي باشد گياهان در قارچي
اقتصادي در برنامه هاي بيوكنترل در برابر عوامل بيماري 
 زاي قارچي در گياهان خصوصا سبزيجات مطرح است

اخيرا اين نظريه مطرح است كه در مكانيسم هاي ). 10و9(
گونه هاي قارچ تريكودرما هارزيانوم توليد انتاگونيستي، 

آنتي بيوتيك ها و انزيم هايي خاص را مي نمايند كه 
توانايي حمله به پاتوژن هاي قارچي ديگر در گياهان را 

اين پديده منجر به استفاده از گونه هاي ). 12و11( دارند
بالا در برنامه هاي  با قابليت عامل بيوكنترل تريكودرما بعنوان

ينده آاميد است در . زه با آفات گياهي گرديده استمبار
تحقيقات در اين زمينه حقايق جامع تري را مشخص 
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