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التحري عن قدرة بع�ض المبيدات الفطرية على �إحداث طفرات مقاومة في الفطر
 Aspergillus amstelodami 

فادية موفق الحيالي و هدى وليد هادي
قسم علوم الحياة، كلية العلوم، جامعة الموصل، العراق

استلام 29 نوفمبر 2017م - قبول 02 أغسطس 2018م

الملخص
ــة إلى تنامــي صفــة المقاومــة لــدى العديــد مــن الفطريــات تجــاه بعــض تلــك المبيــدات، ممــا  أدت إســاءة الاســتخدام للمبيــدات الفطري
ــة فعاليتهــا. شــملت  ــدات الفطري ــة مقاومــة أفقــدت المبي ــاج الزراعــي جــراء ظهــور ســالات وراثي ــرًا عــى الإنت ــدًا خطيـ شــكل تهدي
 Prochloraz(و )Hexaconazol %10( الدراســة التحــري عــن قــدرة التركيــز المثبــط الأدنــى لــكل مــن المبيديــن الفطريــن الجهازيــن
ــة، بمتوســط تكــرار  ــة مقاومــة في الفطــر )Aspergillus amstelodami(، 17 طفــرة مقاومــة تلقائي 25%( عــى إحــداث طفــرات جيني
)3.95x10-5( عنــد تركيــز مثبــط أدنــى )300( مايكروغرام/مــل مــن المبيــد )Hexaconazol( و)20( طفــرة مقاومــة تلقائيــة، بمتوســط 
تكــرار )4.26x10-5( عنــد تركيــز مثبــط أدنــى )1.25( مايكروغرام/مــل مــن المبيــد )Prochloraz(. ســجلت الدراســة عــزل )94( طفــرة 
ــض  ــتحثة بحام ــرة مس ــرار )39.388x10-5( و)100( طف ــط تك ــد )Hexaconazol( بمتوس ــة للمبي ــروز مقاوم ــض الن ــتحثة بحام مس
ــة و)7(  ــرات التلقائي ــن الطف ــة أن )2( م ــرت الدراس ــد )Prochloraz(. أظه ــة للمبي ــرار )41.171x10-5( مقاوم ــط تك ــروز بمتوس الن
مــن الطافــرات المســتحثة بحامــض النــروز مقاومــة للمبيــد )Hexaconazol( ومقاومــة عرضيــة تجــاه المبيــد )Prochloraz(، في حــن 
ــة تجــاه  ــة عرضي ــد )Prochloraz( ومقاوم ــة تجــاه المبي ــروز مقاوم ــرة مســتحثة بحامــض الن ــة و)15( طاف ــرات تلقائي أظهــرت )8( طف
ــة إلى  ــة، بالإضاف ــد الدراس ــن قي ــة المبيدي ــى مقاوم ــادر ع ــر )A. amstelodami( ق ــبق أن الفط ــا س ــتنتج مم ــد )Hexaconazol(. نس المبي
وجــود مقاومــة عرضيــة بــن الســالات المقاومــة للمبيديــن ســاهمت بالحــد مــن أهميتهــا في مكافحــة الفطريــات؛ لــذا يجــب أن تؤخــذ 

هــذه النتيجــة بالحســبان عنــد اســتخدام هذيــن المبيديــن في مكافحــة الإصابــات الفطريــة للنبــات.
الكلمات المفتاحية: حامض النتروز، سلالة، المبيد )Hexaconazol(، المبيد )Prochloraz(، مقاومة عرضية.

المقدمة
شــهدت الســنوات الأخــرة مــن القــرن المنــرم تزايــدًا 
ملحوظًــا في الإنتــاج العالمــي للمبيــدات الكيميائيــة، 
وأصبحــت المبيــدات بصــورة عامــة والفطريــة منهــا 
بشــكل خــاص إحــدى المدخــات التكنولوجيــة لزيادة 

ــرون، 2011(. ــدي وآخ ــي )البري ــاج الزراع الإنت
أدت إســاءة اســتخدام المبيــدات الفطريــة إلى تنامــي 
صفــة المقاومــة للعديــد مــن الفطريــات تجــاه بعــض 
المبيــدات الفطريــة، ممــا شــكل تهديــدًا خطــرًا عــى 
مقاومــة  فطــر  لظهــور ســالات  الزراعــي  الإنتــاج 
وراثيــاً لديهــا جينــات جديــدة تمنــح  الفطــر بعــض 
التأثــر  عــى  بالتغلــب  ســاهمت  التــي  الآليــات 
المبيــدات  مــن  العديــد  أفقــد  ممــا  للمبيــد،  الســام 
Hof, 2001;  الفطريــة لفعاليتهــا وفـقـــا لمـــا ذكـــره 
Fisher et al. (2012); Klaassen et al. (2012(. 
 resistant( المقاومــة  الســالات  بعــض  أبــدت 
مبيــد  تجــاه  مقاومــة  الفطريــة  للمبيــدات   )strains
المجموعــة  نفــس  إلى  ينتميــان  أكثــر  أو  واحــد  فطــري 
العرضيــة بالمقاومــة  يعــرف  مــا  وهــذا   الكيميائيــة، 
 Cunha and Rizzo, 2003(  )Cross-resistance(

.)Chowdhary et al., 2012a

يعــد المبيــد الفطــري )®Gona( )الشــكل 1 أ( الحــاوي 
مبيــدًا   )Hexaconazol %10( الفعالــة  المــادة  عــى 
الطيــف  واســع  وعلاجيًّــا  وقائيًّــا  ــا  جهازيًّ ــا  فطريًّ
ينتمــي إلى مجموعــة مبيــدات Triazole وفقـ�ا لنظـ�ام 
ــرون، 2011،  ــدي وآخ FRAC Code (2010) )البري

.)Ramesh and Kumaran, 2013
عــى  الســيطرة  في  كبــرة  كفــاءة  المبيــد  هــذا  أظهــر 
تصيــب  التــي  الفطريــة  الأمــراض  مــن  العديــد 
والفواكــه  الخــروات  مثــل  الزراعيــة،  المحاصيــل 
ونباتــات الزينــة؛ كالبيــاض الدقيقــي، الصــدأ، العفــن 
ــرز  ــات ال البنــي، العفــن الأســود ولفحــة الغمــد في نب
 Idris et al., 2004; Thind, 2007; David( وغــره
et al., 2008; Chowdhary et al., 2012a(، كــا 
تمتلــك التراكيــز الواطئــة منــه القــدرة عــى التثبيــط 
الكامــل للفطــر )Alternaria   alternata(، وكذلــك 
 (Fusarium spp., Tricoderma spp.) الفطريــات
 (Bajwa et al., 2010; Dinakaran et al., 2012
Panwar et al., 2013; Johnson et al., 2013).
على  الحاوي  ب(   1 )الشكل   )Vector®( المبيد  يعد 
ا  فطريًّ مبيدًا   )Prochloraz  %25( الفعالة  المادة 
إلى  ينتمي  الطيف  واسع  وعلاجيًّا  وقائيًّا  ا  جهازيًّ
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ذكره لما  وفقًا   Imidazole الكيميائية   المجموعة 
 Skolness et al. و)2011(   Vinggaard et al. (2006(

والبريدي وآخرون )2011(.
يظهر المبيد )Vector( فعالية كبيرة تجاه مسببات أمراض 
 (Fusarium) للجنس  تعود  التي  للنبات  الفطرية 
 ،(Alternaria alternata)و (Colletotrichium)و
 Menniti et al., 2003; Serfling et al., 2007;
 Amini and Sidovich, 2010; Mateo et al., 2011
كــا يســتخدم في الحــد مــن الأمــراض الفطريــة الناجمــة 
تصيــب  التــي   )Ascomycetes( مجموعــة  عــن 
ــدي  ــا )البري ــد حصاده ــعير بع ــح والش ــل القم محاصي
وآخــرون، 2011(، بالإضافــة إلى ذلــك فقــد أظهــرت 
 )Aspergillus fumigatus( العــزلات الطبيــة للفطــر
 Meneau and( ا تجــاه هــذا المبيــد حساســية عاليــة جــدًّ

.)sanglard, 2005

 Hexaconazole )أ(

Prochloraz )ب(
 الشكل)1(: التراكيب الكيميائية للمبيدين المستعملين قيد 

الدراسة

آليــة عمــل المبيديــن تعتمــد عــى تثبيــط البنــاء الحيــوي 
للـــ)ergesterol( الــذي يعد المكون الأســاسي للغشــاء 
ــا الفطريــة؛ ممــا يــؤدي إلى منــع نمــو  الخلــوي في الخلاي
المايســليوم، وذلــك مــن خــال تأثــره عــى إنزيــم 
لعمــل  المثبــط   )lanosterol 14α-demethylase(
ــذا  ــايتوكروم )Cytochrome P450( )P450(؛ ل الس
ــة  ــة لعملي ــدات المثبط ــن المبي ــدات م ــذه المبي ــدت ه ع
 (DMI) De Methylation Inhibition ــل ــة المثي إزال
 (Ramesh and Kumarh, 2013; FRAC Code,

.2010; Skolness et al., 2011)
يهــدف البحــث الحــالي إلى التحــري عــن مــدى إمكانيــة 

 Aspergillus( فطــر  في  مقاومــة  طفــرات  حصــول 
amstelodami( تجــاه المبيديــن الفطريــن، مــع اختبــار 
وجــود مقاومــة عرضيــة بينهــا، كونهــا يعــودان لنفــس 

المجموعــة الكيميائيــة.

المواد وطرق العمل
الكائــن الاختبــاري وتاريــخ إجــراء التجــارب ومــكان 

إجرائهــا:
القياســية    الســالة  باســتعمال  الدراســة  أجريــت 
المبــن   )A.amstelodami( الفطــر  مــن   A1(WA1)
أصلهــا في Caten (1979)، والتــي زودنــا بهــا مشــكورًا 
جامعــة  مــن  الوراثــة  قســم  مــن   Dr.C.E.Caten
برمنكهام/إنكلــرا، وقــد تــم إجــراء التجــارب في مختبر 
البحــوث في قســم علــوم الحياة/كليــة العلوم/جامعــة 
الموصــل، في الأشــهر تشريــن الثــاني وكانــون الأول 
للعــام 2013 وكانــون الثــاني وشــباط للعــام 2014.

الأوساط الزراعية المستخدمة 
اعتمــد الوســطان الزراعيــان؛ الوســط الأدنــى غــر 
المعضــد (Minimal medium (M)) المضــاف إليــه 
ــح  ــعير– مل ــتخلص الش ــط مس ــار، ووس ــواد الاختب م
 (Malt extract salt medium (MTS)) الطعــام 
للحصــول عــى أكبر عدد مــن الكونيــدات، وللحصول 
عــى مســتعمرات منفــردة أضيــف إلى الوســط الغذائــي 
)M( مــادة )Sodium deoxycholate( )D( بتركيــز 
ــى  ــل ع ــل لنحص ــدره )400( مايكروغرام/م ــي ق نهائ

الوســط )MD( )الطائــي، 2006(. 

المحلول الخزين للمبيدات الفطرية
 )Gona®( الفطريــن  المبيديــن  عــى  الحصــول  تــم 
ــز  ــة )Hexaconazol بتركي ــادة الفعال ــى الم ــاوي ع الح
 Shenzhen sunrising المنتجــة:  الشركــة   )%  10(
الحــاوي   )Vector®( والمبيــد   )industry co., ltd
 )% 25( بتركيــز   Prochloraz( الفعالــة  المــادة  عــى 
 Anhui sinotech industrial co., :ــة ــة المنتج الشرك
ltd( مــن الأســواق المحليــة. حــر محلــول خزيــن 
مــن  25( مايكروغــرام  و  للمبيديــن بتركيــز )1000 

المــادة الفعالة/مــل عــى التــوالي.

تحديد التركيز المثبط الأدنى
Minimum Inhibitory Concentration (MIC): 
 )MIC( ــو ــط للنم ــى المثب ــز الأدن ــد التركي ــرى تحدي ج
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 )M) الوســط  باســتخدام  حــدة  عــى  مبيــد  لــكل 
 0.2  -  0.1  -  0( تصاعديــة  تراكيــز  عــى  الحــاوي 
 )1 -  0.9  -  0.8  -  0.7  -  0.6  -  0.5  -  0.4  -  0.3  -
مايكروغرام/مــل مــن المبيــد )Prochloraz(، في حــن 
اســتخدمت التراكيــز )0 - 1 - 20 - 50 - 75 - 100 - 
125 - 150 - 175 - 200 - 225 - 250 - 275( مــن 
المبيــد )Hexaconazol(. حُســبت هــذه التراكيــز عــى 
أســاس المــادة الفعالــة لــكل مبيــد، واتبعــت طريقــة 
الوخــز )Point Inoculation( بتلقيــح عــدة وخــزات 
ــط  ــى الوس ــاوي ع ــق ح ــى طب ــالة )A1( ع ــن الس م
قيــد  المبيــد  مــن  معــن  تركيــز  إليــه  المضــاف   )M(
 )R4 ،R3 ،R2 ،R1( الدراســة، بواقــع أربعــة أطبــاق
لــكل تركيــز. حســبت النســبة المئويــة للتثبيــط بعــد 
ــدل  ــاب مع ــك بحس ــن، وذل ــن التحض ــام م ــة أي أربع
أقطــار المســتعمرات الناميــة حــول نقطــة الوخــز في 
ــة عــى  ــت بقطــر المســتعمرات النامي ــق، وقورن كل طب
ــل  ــي تمث ــد، الت ــن المبي ــالي م ــى (M( الخ ــط الأدن الوس
 ،)Panwar et al., 2013( )Control( قــراءة المقارنــة

ــط: ــة للتثبي ــبة المئوي ــاب النس ــم حس ــا ت ك
				   النسبة المئوية للتثبيط= 

		

تحضير العالق الكونيدي 
 )A.amstelodami( حــر العالــق الكونيــدي للفطــر
ــة عمرهــا  ــز 107 كونيدة/مــل مــن مزرعــة حديث بتركي
ــتخدام  ــط )MTS( وباس ــى الوس ــاة ع ــام من ــة أي أربع

.)2006 )Haemocytometer( )الطائــي، 

عزل الطافرات المقاومة 
جرى عزل نوعين من الطافرات المقاومة؛ هما التلقائية 
 )MD( أطباق حاوية على الوسط )وذلك بتلقيح )10
لكل  السام  التركيز  من  أعلى  بتركيز  المبيد  إليه  مضافًا 
Hexaconazol مبيد على حدة )300 مايكروغرام/مل 
و1.25 مايكروغرام/مل Prochloraz(، بواقع )0.1( 
مل/طبق من العالق الكونيدي المحضر سابقًا، كما تم 
تلقيح )3( أطباق حاوية على الوسط )MD( بـ)0.1( 
مل/طبق من التخفيف )10-4( من العالق الكونيدي 
فقد  المستحثة  الطافرات  أما  الحي.  العدد  لحساب 
عزلت من خلال تعرض العالق الكونيدي إلى حامض 
بحامض  مطفر  كونيدي  عالق  على  للحصول  النتروز 
النتروز )مطفر معلوم( )Justin, 2010(. لقحت )10( 

التركيز  إليه  )MD( مضافًا  الوسط  أطباق حاوية على 
السام من كل مبيد على حدة بواقع )0.1( مل/طبق من 
العالق الكونيدي المطفر، كما لقحت )3( أطباق حاوية 
التخفيف  بـ )0.1( مل/طبق من   )MD( الوسط على 
الحي.  العدد  لتحديد  الكونيدي  العالق  من   )4-10(
لـ)4-5(  )28م°(  عند درجة حرارة  الأطباق  حضنت 
عن  للتحري  أيام  و)6-8(  الحي،  العدد  لحساب  أيام 
قدر   .)2011 )الراوي،  المقاومة  الطافرة  المستعمرات 

تكرار الطافرات المستحثة والتلقائية من خلال:

100×    		 تكرار الطافرات =                 

ــة المتوقعــة مــن العالــق  قــدر حجــم العشــرة الكونيدي
غــر المخفــف لــكلا المعاملتــن مــن خــال:        

حجــم العشــرة المتوقعــة = معــدل عــدد المســتعمرات عــى 
أطبــاق MD × مقلــوب التخفيــف × عــدد الأطبــاق الملقحــة 

مــن العالــق 100

اختبار المقاومة العرضية 
المقاومــة  الطافــرات  قــدرة  عــن  التحــري  جــرى 
)التلقائيــة والمســتحثة( المعزولــة لــكل مــن المبيديــن 
عــى مقاومــة تراكيــز أعــى بقليــل مــن التركيــز الأدنــى 
الأبويــة  للســالة  والقاتلــة  الآخــر  للمبيــد  المثبــط 
بطريقــة )replicator(، وذلــك بتلقيــح الطافــرات عــى 
ــا إليــه تراكيــز  أطبــاق حاويــة عــى الوســط )M( مضافً
ــة  ــرات المقاوم ــو الطاف ــمح بنم ــي تس ــدات الت ــن المبي م
مايكروغــرام/  300( كانــت  والتــي  غيرهــا  دون 
مايكروغرام/مــل   1.25 و   Hexaconazol مــل 
حــرارة  بدرجــة  الأطبــاق  حضنــت   .Prochloraz(
)28(م°  ولمــدة )6( أيــام. ســجلت النتائــج مــن خــال 
 Meneau and ملاحظ��ة نم��و العـز�لات وفقًــا لمــا ذكــره

.Snelders et al. (2012(و  Sanglard (2005)

التحليل الإحصائي
تــم إجــراء التحليــل الإحصائــي للنتائــج باســتعمال 
 Cochran(  )P>0.05( مســتوى  عنــد   )T( اختبــار 
بــن  الفــروق  لتوضيــح  وذلــك   )and Cox, 1957

المقارنــة. المعامــات وعينــة 

النتائج والمناقشة
 )MIC( الأدنــى  التركيــز  تحديــد  نتائــج  أظهــرت 
 Aspergillus( ــر ــط الفط ــة تثبي ــد الدراس ــن قي للمبيدي
amstelodami( بنســبة )100 %( عنــد التركيــز )275( 

عدد الأفراد الطافرة عند أي معاملة
حجم العشيرة المتوقعة لتلك المعاملة 

متوسط المعاملة التلقائية )المقارنة( - متوسط المعاملة بالمبيد
100×

           متوسط المعاملة التلقائية )المقارنة(
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مايكروغــرام مــن المبيــد Hexaconazole/مــل مــن 
الوســط الزرعــي، الجــدول )1(.

ــذا  ــة ه ــع فعالي ــة م ــا مقارن ــد مرتفعً ــز يع ــذا التركي وه
 Bajwa et al., 2010;( ــرى ــات أخ ــاه فطري ــد تج المبي
 Dinakaran et al., 2012; Johnson et al., 2013;
نفــس  ســجلت  حــن  في   ،)Panwar et al., 2013
النســبة عنــد اســتخدام تركيــز 1 مايكروغــرام مــن المبيــد 

Prochloraz/مــل من الوســط الزرعــي، الجدول )2(. 
وهــذه النتيجــة تتفــق مــع الدراســة التــي أجريــت عــى 
(Aspergillus fumigatus) ــر ــن الفط ــة م ــزلات طبي  ع
(Snelders et al., 2009) ، في حــن ســجلت دراســة 
مــن  مايكروغــرام   )4( تركيــز  اســتخدام  حديثــة 
  A. fumigatus المبيد/مــل مــن الوســط لتثبيــط الفطــر

.)Faria_Ramos et al., 2014(

)M( المزروعة على الوسط )A.amstelodami( أقطار مستعمرات السلالة البرية للفطر :)الجدول )1
)Hexaconazol( المضاف إليه تراكيز متصاعدة من المبيد

التركيز ميكروغرام/مل
متوسط قطر تكرار أقطار المستعمرات )سم(

)M( النسبة المئوية للتثبيط %المستعمرة
R1R2R3R4

ـــــ01.53.01.72.02.050

11.51.51.41.31.42530.48

201.01.11.21.01.07547.56

500.51.01.00.80.82559.75

750.50.50.70.50.55073.17

1000.30.40.30.30.32584.14

1250.20.30.40.30.30085.36

65- 1500.20.20.20.30.22589.02

85-1750.10.10.10.10.10095.12

2000.10.00.10.00.05097.50

2750.00.00.00.00.000100
R4 ،R3 ،R2 ،R1: مكررات الأطباق المستخدمة لقياس أقطار مستعمرات الفطر )A.amstelodami( عند كل تركيز.

)M( المزروعة على الوسط )A.amstelodami( أقطار مستعمرات السلالة البرية للفطر :)الجدول )2
)Prochloraz( المضاف إليه تراكيز متصاعدة من المبيد

التركيز ميكروغرام/مل
متوسط قطر قطر المستعمرة )R( سم

)M( النسبة المئوية للتثبيط %المستعمرة
R1R2R3R4

ـــــ01.52.71.52.32.000

0.21.01.01.01.01.00050.00

0.30.90.91.01.00.95052.50

0.40.50.71.00.80.75062.50

0.50.40.40.40.30.37581.25

0.60.20.30.30.30.27586.25

0.70.10.20.10.10.12593.75

0.80.00.10.00.10.05097.50

0.90.00.00.00.00.10098.75

10.00.00.00.00.000100
R4 ،R3 ،R2 ،R1: مكررات الأطباق المستخدمة لقياس أقطار مستعمرات الفطر )A.amstelodami( عند كل تركيز.
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تظهـر النتائـج المبينـة في الجدولين )1و2( وجود علاقة 
المئويـة  والنسـبة  المبيـد  تركيـز  في  الزيـادة  بين  طرديـة 
للتثبيـط مـع وجود تباين كبير في التراكيـز المثبطة الدنيا 
لـكلا المبيديـن، بالرغـم مـن انتمائهما لنفـس المجموعـة 
تثبيـط  تسـتهدف  التـي  الأزول،  الثلاثيـة  الكيميائيـة 
المكـون  يعـد  الـذي   )ergesterol( للــ  الحيـوي  البنـاء 
ممـا  الفطريـة؛  الخلايـا  في  الخلـوي  للغشـاء  الأسـاسي 
 Zarn et al., 2003;( يـؤدي إلى منـع نمـو المايسـليوم
 Idris et al., 2004; Bajwa et al., 2010; Panwar
نتائـج  مـع  تتفـق  النتيجـة  وهـذه   .)et al., 2013
العديـد مـن الدراسـات التـي أشـارت إلى فعاليـة المبيـد 
)Prochloraz( في الحـد مـن الأمـراض الفطرية الناجمة 
 )Ascomycetes( الكيسـية  الفطريـات  عـن مجموعـة 
التـي تصيـب محاصيـل القمـح والشـعير بعـد حصادها 
وآخـرون،  ;البريـدي   Snelders et al., 2009(

.)Chowdhary et al., 2012a; 2011
ولونيـة  شـكلية  تغيرات  الحاليـة  الدراسـة  سـجلت 
بمبيـد  المعاملـة  الفطـر )A.amstelodami( عنـد  على 
 )175-150( التراكيـز  عنـد   )Hexaconazole(
مايكروغرام/مـل مـن الوسـط الزرعـي، شـملت تغير 
البرتقـالي،  إلى  الأصفـر  اللـون  مـن  الكونيـدات  لـون 

 Varanasi( إليـه  أشـار  مـا  مـع  تتفـق  النتيجـة  وهـذه 
et al., 2004( أن الأزول في بعـض الأحيـان يرتبـط 
 ،)Phytochrom( تدعـى  معينـة  صبغيـة  بجسـيمات 
تكـون بمنزلـة المنظـم لابتـداء عمليـة النمـو والتطـور 
التسلسلي للكونيـدات، وهـذا الارتبـاط بـدوره يعيـق 
 Varanasi et al.,( واصطباغهـا  الكونيـدات  نمـو 
2004(، في حين لم تسـجل الدراسـة مثل هذه التغيرات 
 .)Prochloraz( الشـكلية عنـد معاملـة الفطـر بالمبيـد
و)94(  تلقائيـة  طفـرة   )17( عـزل  الدراسـة  سـجلت 
للمبيـد  مقاومـة  النرتوز  بحامـض  مسـتحثة  طفـرة 
كونيـدات  بمعاملـة  عزلـت  وقـد   )Hexaconazol(
المبيـد  مـن  مايكروغرام/مـل   )300( بتركيـز  الفطـر 
)Hexaconazol(، الجـدول )1(. ومن حسـاب حجم 
العشيرة لكل معاملة تبين أن متوسـط تكرار الطافرات 
التلقائية )3.95x10-5(، في حين سـجل متوسـط تكرار 
 .)3( الجـدول   ،)39.39x10-5( المسـتحثة  الطافـرات 
ومـن خلال التحليـل الإحصائي تبين وجـود فروقات 
معنويـة عنـد مسـتوى احتماليـة )0.05≥( بين متوسـط 
تكـرار الطافـرات التلقائية والمسـتحثة بحامض النتروز 

الجـدول )4(.  ،)Hexaconazol( للمبيـد المقاومـة 

5( وعدد الطافرات المقاومة للمبيد )Hexaconazole( وتكرارها )×5-10( 
الجدول )3(: حجم العشيرة المتوقعة )×10 

المشاهدة بين كونيدات الفطر )A.amstelodami( التلقائي والمعاملة بحامض النتروز

المعاملة

R1R2R3

حجم 
العشيرة 
المتوقعة

عدد 
الطافرات 

المقاومة

تكرار 
الطافرات 

المقاومة

حجم 
العشيرة 
المتوقعة

عدد 
الطافرات 

المقاومة

تكرار 
الطافرات 

المقاومة

حجم 
العشيرة 
المتوقعة

عدد 
الطافرات 

المقاومة

تكرار 
الطافرات 

المقاومة
0112.854.4318073.8814153.54

HNO3783848.7382.333137.6578.672531.78

0: بدون معاملة وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات التلقائية. 
HNO3: المعاملة بحامض النتروز وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات المستحثة.

الجدول )4(: متوسط تكرار الطافرات )×10-5( المقاومة للمبيد )Hexaconazole( بين كونيدات الفطر
)A. amstelodami( التلقائية والمعاملة بحامض النتروز

المعاملة
المكررات

قيمة t(4) * المحسوبةالمتوسط ± الخطأ القياسي
R1R2R3

04.433.883.540.132±3.95_

HNO348.7337.6531.784.97±39.397.1983

0: بدون معاملة وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات التلقائية.
HNO3: المعاملة بحامض النتروز وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات المستحثة. 

*: معنوية عند مستوى احتمالية )0.05(.
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بينــت نتائــج معاملة كونيــدات الفطر بالتركيــز )1.25( 
مايكروغرام/مــل مــن المبيــد )Prochloraz(، عــزل 
ــة و)100( طفــرة مســتحثة  )20( طفــرة مقاومــة تلقائي
 )4.26x10-5( تكــرار  بمتوســط  النــروز  بحامــض 
الجــدول )5(. وقــد  التــوالي،  و)41.17x10-5( عــى 

ــة  أظهــر التحليــل الإحصائــي وجــود فروقــات معنوي
عنــد مســتوى احتماليــة )0.05≥( بــن متوســط تكــرار 
النــروز  بحامــض  والمســتحثة  التلقائيــة  الطافــرات 

المقاومــة للمبيــد )Prochloraz(، الجــدول )6(.

5( وعدد الطافرات المقاومة للمبيد )Prochloraz( وتكرارها )×10-5( المشاهدة 
الجدول )5(: حجم العشيرة المتوقعة )×10 

بين كونيدات الفطر )A.amstelodami( التلقائي والمعاملة بحامض النتروز

المعاملة

R1R2R3

حجم 
العشيرة 
المتوقعة

عدد 
الطافرات 

المقاومة

تكرار 
الطافرات 

المقاومة

حجم 
العشيرة 
المتوقعة

عدد 
الطافرات 

المقاومة

تكرار 
الطافرات 

المقاومة

حجم 
العشيرة 
المتوقعة

عدد 
الطافرات 

المقاومة

تكرار 
الطافرات 

المقاومة

016784.79161.563.72140.364.28

HNO384.73440.16783544.8877.33140.09

0: بدون معاملة وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات التلقائية. 
HNO3: المعاملة بحامض النتروز وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات المستحثة. 

الجدول )6(: تكرار الطافرات )×10-5( المقاومة للمبيد )Prochloraz( بين كونيدات الفطر
)A. amstelodami( التلقائية والمعاملة بحامض النتروز

المعاملة
المكررات

قيمة t(4) * المحسوبةالمتوسط ± الخطأ القياسي
R1R2R3

04.793.724.280.30±4.263_

HNO340.1644.8840.091.586±41.1723.273

0: بدون معاملة وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات التلقائية.
HNO3: المعاملة بحامض النتروز وتمثل تكراراتها تكرارات الطافرات المستحثة. 

*: معنوية عند مستوى احتمالية )0.05(.

ومستحثة  تلقائية  طافرات  وجود  الدراسة  سجلت 
التركيز  عند   )Prochloraz( للمبيد  مقاومة 
سجلت  مما  أكثر  مايكروغرام/مل   )1.25(
التركيز  عند   )Hexaconazole( المبيد   تجاه 
وعليه   .)2( الشكل  مايكروغرام/مل،   )300(
)التلقائية  المقاومة  الطافرات  تكرار  متوسط  فإن 
مما  أكبر  كان   )Prochloraz( للمبيد  والمستحثة( 
-3( الجداول   ،)Hexaconazole( المبيد  مع  سجل 
المستهدف،  الموقع  نفس  امتلاكهم  من  بالرغم   ،)5
للمبيد  العالي  التركيز  إلى  يعود  قد  الاختلاف  وهذا 
 ،)Prochloraz( بالمبيد  مقارنة   )Hexaconazole(

كحدوث  للمقاومة؛  أخرى  آليات  الفطر  امتلاك  أو 
يشفرها  التي  الأمينية  الأحماض  تسلسل  في  تغيرات 
الجين )Cytochrome P51A( المسؤول عن بناء إنزيم 
)14α-demethylase( الذي يعد أحد مكونات مسار 
المبيد  يستهدفه  الذي   )ergesterol(للـ الحيوي  البناء 
 Snelders et al., 2008; Howard et al., 2009;(
 Mortensen et al., 2010; Skolness et al., 2011;

 .)Chowdhary et al., 2012b;
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 الشكل )2( عدد الطافرات المعزولة التلقائية والمستحثة بحامض النتروز للمبيدين 
)Prochloraz(و )Hexaconazole(

إلى   )6  ،5  ،4  ،3( الجداول  في  الموضحة  النتائج  تشير 
مقارنةً  التلقائية  الطافرات  تكرار  أعداد  انخفاض 
بتكرارات الطافرات المستحثة والمقاومة لكلا المبيدين، 
أن  إلى  أشار  الذي    ،Justin  )2010( مع  يتفق  وهذا 
ينفي  أن هذا لا  إلا  النتروز هو عامل مطفر،  حامض 
 )A. amstelodami( ظهور طافرات تلقائية في الفطر
للحامض  التضاعف  ومع  طافر،  واحد  بسبور  تبدأ 
النووي وحدوث الانقسامات يصبح مستعمرة فطرية 
طافرة مقاومة تنشر سبوراتها في الهواء مسببة خطرًا على 
مقاومتها لمركب كيميائي  البعيد، ولا سيما عند  المدى 
مثل الأزول ذي أهمية كمضادات علاجية فطرية طبية 

 Snelders أو كمبيدات فطرية زراعية كما ذكر كلّ من
 et al. (2008); Chowdhary et al. (2012b);

Berger et al. (2017).
تظهـر نتائـج الكشـف عـن وجـود مقاومـة عرضيـة بين 
قـدرة   )Prochloraz(و  )Hexaconazole( المبيديـن 
بعـض الطافـرات المقاومـة لأحـد المبيدات على مقاومة 
لنـا وجـود عزلتين طافرتين  إذ يتضـح  المبيـد الآخـر؛ 
للمبيـد  مقاومـة  مسـتحثة  طافـرات  و)7(  تلقائيتين 
)Hexaconazole( أعطـت مقاومـة عرضيـة تجاه المبيد 
على   )% و)7.5   )%  11.8( بنسـب   )Prochloraz(

.)3( الشـكل  التـوالي، 

)Hexaconazole(النسبة المئوية لعدد الطافرات التلقائية والمستحثة المقاومة لـ :)الشكل )3
)Prochloraz( التي أبدت مقاومة عرضية تجاه

 )8( وجــود   )4( الشــكل  في  المبينــة  النتائــج  تظهــر 
عــزلات طافــرة تلقائيــة و)15( عزلــة طافــرة مســتحثة 
مقاومــة  أبــدت   ،)Prochloraz( للمبيــد  مقاومــة 

وبنســب  ،)Hexaconazole( المبيــد  تجــاه   عرضيــة 
)40 %( و)15 %( على التوالي.



التحري عن قدرة بعض المبيدات الفطرية على إحداث طفرات مقاومة في الفطر  Aspergillus ...                   فادية موفق الحيالي و هدى وليد هادي

8

)Prochloraz( النسبة المئوية لعدد الطافرات التلقائية والمستحثة المقاومة لـ :)الشكل )4
)Hexaconazole( التي أعطت مقاومة عرضية لـ

الدراســات  مــن  العديــد  مــع  تتفــق  النتائــج  هــذه 
التــي أشــارت إلى أن التركيــب الجينــي للفطــر هــو 
ــن  ــد تتمك ــا؛ إذ ق ــة وخطره ــة المقاوم ــدد آلي ــذي يح ال
عزلــة واحــدة مقاومــة مــن إعطــاء مقاومــة متعــددة 
مــن  (Multi Drug Resistance (MDR)) لأكثــر 
مضــاد علاجــي خاصــة إذا كان مــن نفــس المجموعــة 
العرضيــة  المقاومــة  مــن  النــوع  وهــذا  الكيميائيــة، 
 FRAC Code, 2010;( DMI موجــود بــن المبيــدات

.)Fisher et al., 2012
ومستحثة  تلقائية  طافرات  عزل  تم  الدراسة  هذه  في 
بحامض النتروز مقاومة للمبيد إلا أن جميعها لم تستطع 
الشكلان  الآخر،  المبيد  تجاه  مستعرضة  مقاومة  إعطاء 
لنفس  المبيدين  كلا  امتلاك  من  الرغم  على  )2و3(، 
أن  إلى  يعود  قد  الفرق  وهذا  الكيميائية،  المجموعة 
صفة المقاومة للمبيدات لها اليلات مختلفة لنفس الجين 

.)Snelders et al., 2012; Dyer, 2000(
وعليه فإن العزلات الطافرة المقاومة لعدد من المبيدات 
الحاوية  العلاجية  المضادات  تلغي دور  أن  الممكن  من 
 )Itraconazole( المضاد  ومنها  الأزول،  مركب  على 
تصبح  وبهذا   ،)Aspergillosis( علاج  في  المستخدم 
في  ا  جدًّ مهمًّ  عاملًا  الزراعة  في  المستخدمة  المبيدات 
 )A. fumigatus( زيادة معدل الطفور لسلالات الفطر
الإنسان،  في   )Aspergillosis( للـ  لمرض  المسببة 
تعرض  )إن  القائلة  الفرضية  مع  يتفق  الطرح  وهذا 
مقاومة  أعطته  الطبيعة  في  الأزول  لمبيدات  الفطر 
التركيب(. نفس  لها  التي  الطبية  للمضادات   عرضية 
 Howard et al., 2009; Snelders et al., 2009;(
 Mortensen et al., 2010; Chowdhary et al.,

.)2012b; Snelders et al., 2012
الفطر  طافرات  في  العرضية  المقاومة  صفة  ظهور  إن 
الدراسة  قيد  المبيدين  تجاه   )A. amstelodami(
لاستخدامهم  الاقتصادية  الجدوى  من  الحد  في  يسهم 
أشارت  وقد  للنبات.  الفطرية  الإصابات  مكافحة  في 
المقاومة  هذه  من  الحد  إمكانية  إلى  الدراسات  بعض 
أقوى  فعالية  على  للحصول  أكثر  أو  مبيدين  بمزج 
 Halleenl et al., 2000;( الممرض  الفطر  ضد 
استخدام  عن  فضلًا   ،)Dinakaran et al., 2012
السيطرة البايوكيميائية في مكافحة الفطريات الممرضة 

.(Rajesh et al., 2014(
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ABSTRACT 
The erroneous and indiscriminate use of fungicides led to increasing resistance of some of these fungicides to 
many fungi, which posed serious threats to agricultural production. This study investigated the minimum inhibitory 
concentration (MIC) of both systemic fungicide (Hexaconazol 10% and Prochloraz 25%) on the occurrence of 
resistant gene mutations in Aspergillus amstelodami. Seventeen mutations of spontaneous resistance with an 
average recurrence of 3.95x10-5 at (MIC) 300 μg / ml of Hexaconazol, and 20 spontaneous resistant mutations 
with average recurrence of 4.26x10-5 at (MIC) 1.25 μg / ml of the Prochloraz were used. The study recorded the 
isolation of 94 hexaconazol induced nitrous acid -resistant strains with an average frequency of 39.388 x10-5 
and 100 mutation induced by nitrous acid with an average recurrence of 41.171x10-5 resistant to the Prochloraz. 
Two spontaneous mutants, 7 nitrous-induced mutations were resistant to Hexaconazol and cross resistance to 
Prochloraz, while 8 spontaneous mutations, 15 mutants induced with nitrous acid showed resistance to Prochloraz 
and cross resistance to Hexaconazol. We conclude from the above that, A. amstelodami is able to resist the studied 
fungicides, as well as the presence of cross-resistance between the strains' resistant to fungicides. This reduces 
these fungicides importance in the fight against fungi and should be taken into account when using these particular 
fungicides against fungal infections of the plant.

Key Word: Cross-resistance, Hexaconazol, Nitrous acid, Prochloraz, Strain. 


