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 6تعداد واحد رساله:  –ب 

 پيش زمينه علمي موضوع:-پ

 در بین همه عوامل بیماریزای گیاهی، قارچها بیشترین تعداد را اشغال کرده و با تولید سموم، سلامت انسان

کنترل قارچ های بیماریزای گیاهی از نظر اقتصادی، از اهمیت بالایی برخوردار  کنند.و حیوانات را تهدید می

است. تاثیر منفی شناخته شده قارچ کش های مصنوعی بر محیط زیست و زنجیره غذایی دانشمندان را به 

ها برای کشاورزی، بلکه همچنین یافتن گیاه بیولوژیک سوق داده است. فعالیت بیوکنترل تریکودرما نه تن

برای محیط زیست از اهمیت بالایی برخوردار است، زیرا سموم در زنجیره غذایی، انباشته نمی شود و هیچ 

آسیبی برای گیاهان، حیوانات و انسانها ندارد. ترکیب محیط کشت برای کشت میکروارگانیسم ها نقش 

 زیستی دارند. تولید بسزایی در فرآیند 

های مجهول و )شامل تشریح مسأله و معرفی آن، بیان جنبه مسأله اساسي تحقيق به طور کلي بيان -ج

 رهای مربوطه و منظور از تحقیق( :مبهم، بیان متغی

تولیدکنندگان مایکوتوکسین مهمترین سیلیوم های آسپرژیلوس، فوزاریوم و پنیجنس از ییها قارچ

آفلاتوکسین ها را در میان سمی ترین  بهداشت جهانیسازمان  (.García-Díaz et al., 2020)هستند

تولید می شوند، ذکر کرده اند و خواص   A. flavusکپک های خاصی مانند مایکوتوکسین هایی که توسط

انسان و حیوان سلامت ، بنابراین این سموم برای دارندسیتوتوکسیک بالا و سرکوب کننده سیستم ایمنی 

تا  2010درصد از سال  21کشاورزی ارگانیک  تولید محصولات (.Beisl et al., 2020)خطرآفرین است

  (.Babec et al., 2019)افزایش یافت در اروپا، 2015
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از  یکیمختلف وجود دارند. آن ها  یزیستگاه ها یردر همه خاک ها و سا یباتقر تریکودرماکپک  یگونه ها

جمیعت آن بسیار افزایش می یابد. برخی از  قابل کشت می باشند. در ریشه گیاهان یفرآوان ترین قارچ ها

آن ها استفاده  ییدیگر حمله کرده آنها را پارازیت می کنند و از مواد غذا یبه قارچ ها تریکودرما یگونه ها

 بیولوژیکی کنترل عوامل میان در این کپک همچنان(. Kumar et al., 2023کرده و آنها را ازبین می برند)

(Biological control agents, BCAs )چه بیماری، و محصول مدیریت از وسیعی طیف در تجاری 

 تریکودرما گونه 80 از بیش کنون تا. دارد توجهی قابل جایگاه مواد، سایر با ترکیب در یا ماده یک عنوان به

 زیستی کنترل عوامل اغلب T. viride و ،T. harzianum، T. virens میان، این در و است شده گزارش

، دارای خواص فوق T. harzianumگونه های تریکودرما، به ویژه  (.Mawar et al., 2021)هستند

-Bunbury)گزارش شده است العاده ای در کنترل زیستی گونه های فوزاریوم، جدا از گیاهان مختلف

Blanchette & Walker, 2019 .) ،از سوی دیگرKifle ( .نشان داد که 2016و همکاران )T. 

harzianum قارچ مهم نه تنها  . ایناست آسپرژیلوس فلاووساثر آنتاگونیستی قابل توجهی بر  رای یکدا

اهمیت اهمیت زیادی دارد، بلکه به عنوان یک محرک رشد و درزیست پالایی کنترل زیستی از نظر ابزار 

بیماریزای قارچ های  فعالیت ضد قارچی برخی از ایزوله های تریکودرما علیه همچنین دریافتند که. دارند

به کربن و نیتروژن بستگی  و آسپرژیلوس فلاووس Fusarium moniliformeگیاهی از گونه 

بر روی افزایش رشد و غلظت عناصر  Trichoderma harzianumدر اثر (.Kifle et al., 2016)دارد

خشک ریشه  غذایی در خیار نشان دادند که تأثیر این این قارچ باعث افزایش سطح و طول ریشه، وزن تر و

حسین )درصدی غلظت فسفر و آهن شد30و  90باعث افزایش و  و ساقه و افزایش سطح برگ گردید

از آنجایی که اجزای اصلی دیواره سلولی قارچ عبارتند از کیتین، کیتوزان، سایر (. 1399زینلی و همکاران، 

نازها، گلوکانازها و پروتئازها به گلوکان ها و پروتئین ها هستند، آنزیم های هیدرولیتیک مربوطه شامل کیتی

مطالعات متعددی به نقش (. Sun et al., 2017)ترشح می شوند  Trichoderma طور انبوه توسط
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گونه های تریکودرما به (. Zhang et al., 2016)کلیدی آنها در تخریب دیواره سلول میزبان گزارش شد

رابر چندین آفات و همچنین تقویت کننده رشد طور گسترده ای به عنوان عوامل قارچی آنتاگونیست در ب

گیاهان استفاده می شود. سرعت متابولیسم سریع تر، متابولیت های ضد میکروبی و ترکیب فیزیولوژیکی 

عوامل کلیدی هستند که عمدتاً به تضاد این قارچ ها کمک می کنند. مایکوپارازیتیسم، رقابت فضایی و 

های ثانویه و القای سیستم دفاعی گیاه از اقدامات کنترل متابولیت ها وبیوز توسط آنزیمغذایی، آنتی

ها هستند. از سوی دیگر، گونه های تریکودرما همچنین در طیف وسیعی ( معمول این قارچBCAزیستی)

گلوکاناز استفاده شده -3-1از تولیدات آنزیمی تجاری، یعنی سلولازها، همی سلولازها، پروتئازها و 

( آنتی بیوتیک های پپتیدی خطی یا Peptaibioticsپپتای بیوتیک ها) (.Verma et al., 2007است)

حلقوی هستند که با اسید آمینه غیر پروتئین زا، آلفاآمینو ایزوبوتیریک اسید مشخص می شوند. آنها طیف 

ر گسترده ای از زیست فعالی را در برابر پاتوژن های مختلف نشان می دهند. پپتای بیوتیک ها جزو غی

 2200-500پپتید باقیمانده ) 20تا  4ریبوزومی ها هستند. پلی پپتیدهای موجود در تریکودرما، متشکل از 

 غیر های روش به تریکودرما (.Víglaš et al., 2021دالتون( با اسید آمینه ایزوبوتیریک و غیره هستند)

 سویه نوع به زیستی کنترل روش عوامل. شود می استفاده یگیاهبیماریهای  کنترل برای مستقیم و مستقیم

 ,.Benitez et al) دندار بستگی اکولوژیکی وضعیت آن و میزبان جمله از متضاد، پاتوژن تریکودرما،

 غیرمستقیم مکانیسم که حالی در است، خوردگی پیچ و مایکوپارازیتیسم شامل مستقیم مکانیسم(. 2004

 میان، این در. است بیوز آنتی و سیستمیک سابیاکت مقاومت فضا، و مغذی مواد برای هاییچالش شامل

 (.Kumar et al., 2023)دارند آن در مهمی نقش بیوتیک آنتی و رقابت مایکوپاازیتیسم،

افزایش استفاده از مواد شیمیایی برای حفظ نباتات در سال های اخیر به یک معضل جدی تبدیل شده است. 

گانیسم های مفید به جای قارچ کش های مصنوعی است که یکی از راه حل های ممکن استفاده از میکروار
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جنبه های مختلف  (.Mitrović et al., 2021)به حفاظت از محیط زیست و سلامت انسان کمک می کند

کنترل آفات، ارتقاء رشد، اصلاح زیستی، فرآیندهای تولید و ارزش های اقتصادی این قارچ، به عنوان عوامل 

اری از پتانسیل واقعی آنها نیاز به شناخت ترکیبات مناسب رشد می کنترل زیستی جهت بهره برد

های کاربردهای مختلف تریکودرما، به عنوان کودهای زیستی، پاک کننده (.Verma et al., 2007باشد)

های زیستی و های زیستی، محافظکنندههای زیستی گیاهی، تجزیههای خاک، محرکزیستی، افزودنی

باعث شده توجه زیادی را به خود جلب کرده است. تریکودرما به عنوان یک عامل  کننده خاک،یکپارچه

کنترل زیستی در برابر پاتوژن های گیاهی برجسته است که با تضاد مستقیم و مکانیسم های دیگر برای 

مدیریت موثر بیماری های مهم گیاهی، از طریق عملکردهای متعدد، عمل می کند. در نتیجه، جای تعجب 

در فرمولاسیون های تجاری موجود  (BCAت که تریکودرما به عنوان یک عامل کنترل زیستی فعال)نیس

 ,.Woo et alمتعددی که به طور رسمی به عنوان محصولات حفاظت از گیاه شناخته می شوند، عمل کند )

نیسم های گونه های تریکودرما به عنوان قارچ کش های زیستی و همچنین محرک رشد گیاه با مکا .(2023

مختلفی بر رشد گیاه تأثیر میگذارند مانند کاهش سمیت آلاینده ها، القای مقاومت سیستمی در گیاه میزبان، 

 Adams etحل شدن مواد معدنی کم محلول، تولید هورمون گیاهی و تنظیم میکروفورم های ریزوسفری)

al., 2007.) 

دار موثر و ایمن برای کاهش اثرات مضر قارچ عوامل کنترل بیولوژیکی می توانند یک روش جایگزین پای

در نوع میکروب، میزان ضد میکروبی میزان اثرات  (.Adams et al., 2007)کش های سنتتیک باشند

 & Anwar)غلظت بکاررفته، نوع محیط کشت مایع جهت تهیه متابولیت و میزان دما و تکانش می باشد

Iqbal, 2017.) Ramos and Said توانند  یم ند کهکرد یفرا توص محیط براث یمواد مغذ یبترک

 Bhattacharyya and (.Ramos and Said, 2011)بهبود بخشند یا یشرا افزا یاییضد باکتر یتفعال
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Jha قابل  تأثیر که کشت فلاسک تکان دهنده یدندرس یجهنت ینو به ا کردند ینهمختلف را به شرایط کشت

 . (Bhattacharyya and Jha, 2011)دارد یرتخم یفعال در ط یستز یباتترک یدبر تول یتوجه

فرمولاسیون محیط کشت با ارزش، در تولید این قارچ بیوکنترل، باعث کاهش قیمت تولید فرآیند و همچنین 

عمدتا در  و چاپکس پتیتو دکستروز، زسابرودکسترواختلاف در محیط کشت های  محصول نهایی می شود.

تغییرات شیمیایی بانوع بنابراین در این مطالعه می باشند.  pHی و منابع کربن، نیتروژن، عناصر معدن

(در افزایش آنتاگونیسمی ث و چاپکس براثبرا پتیتو دکستروز، براث زساختمان محیط کشت )سابرودکسترو

 د.نبررسی می شو در شرایط تخمیری و غیر تخمیریآسپرژیلوس فلاووس تریکودرما بر علیه 

)شامل اختلاف نظرها و خلاءهای تحقیقاتی موجود، میزان نیاز به  تحقيقاهميت و ضرورت انجام  -د 

موضوع، فواید احتمالی نظری و عملی آن و همچنین مواد، روش و یا فرآیند تحقیقی احتمالاً جدیدی که در 

امروز تولید و دستیابی برای دسترسی به ضد قارچ های جدید از  گیرد:این تحقیق مورد استفاده قرار می

 لش های امروزه جهان است چا

مرور ادبيات و سوابق مربوطه )بيان مختصر پيشينه تحقيقات انجام شده در داخل و خارج کشور  -ه

 پيرامون موضوع تحقيق و نتایج آنها و مرور ادبيات و چارچوب نظری تحقيق(:

بیماریزاشناخته  یرهاها و مخمها، قارچیرما به عنوان مهارکننده باکتریکودتر یها گونه یهامتابولیت

درما منبع غنی یکوتر یگونه هابودند. همچنین  بالینی مورد استفاده قرار نگرفته یاند، اما در کاربردهاشده

 (. Saravanakumar et al., 2018)ها هستندمتابولیت

Mitrović  و همکاران اثر ترکیبات مختلف کربن و نیتروژن در محیط کشت برای تولیدT. harzianum 

 Fusarium و Aspergillus flavusو برای کنترل بیولوژیکی و بازدارندگی دو فیتوپاتوژن قارچ های 
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graminearum  مورد آزمایش قرار دادند. نتایج نشان داد که ترکیب منابع مختلف کربن و نیتروژن در

 Trichodermaاز نظر آماری به طور معنی داری بر تولید براث کشت  T. harzianumمحیط کشت 

موثر بر روی دو پاتوژن گیاهی آزمایش شده تأثیر می گذارد. دکستروز به عنوان منبع کربن و آرد سویا به 

 A. flavusموثر بر  T. harzianumعنوان منبع نیتروژن بهترین ترکیب در محیط برای تولید براث کشت 

میلی متر در آن محیط  33/56میلی متر و  31بودند. حداکثر قطر ناحیه بازداری  F. graminearumو 

و همکاران یک میکروقارچ موجود در هوا بنام  Adamsدر بررسی  .(Mitrović et al., 2021)ثبت شد

Trichoderma yunnanense ( در برابر ٪66-50بالاتر پتانسیل آنتاگونیستی ) ،آلترناریا براسیکولا

 پنسیلیوم اکسالیکومکمتر پتانسیل در برابر را نشان داد اما  آلترناریا سولانی، آسپرژیلوس اوخراسئوس

 (.Adams et al., 2007را نشان داد)  (21.42%)

Jantarac, & Thanaboripat   متابولیت های ضد قارچ اتیل استاتی از گونه هایTrichoderma   با

 A. flavus IMIاستفاده از روش انتشار دیسک کاغذی روی دکستروز آگار سیب زمینی در برابر 

میلی گرم در میلی لیتر بهینه فعال بود. هنگامی که عصاره اتیل  50آزمایش کردند که در غلظت  242684

و  B1میلی گرم در میلی لیتر به دانه بادام زمینی اعمال شد رشد و تولید آفلاتوکسین ) 50استات با غلظت 

B2 توسط)A. flavus IMI 242684  روز نگهداری در دمای اتاق مهار شد) 21طیJantarach & 

Thanaboripat, 2010.) Ren  جدایه آنتاگونیست  20اثر مهاریTrichoderma  در برابر ایزوله

( و کارایی آنها در کاهش تشکیل آفلاتوکسین و تولید متابولیت هایی با Af-9) A. flavusآفلاتوکسیژنیک 

 Trichoderma. اثر آنتاگونیستی اثر بازدارندگی توسط جدایه های تریکودرما نیز مورد بررسی قرار گرفتند

های مقابله دوگانه ارزیابی شد. های قارچی در آزمونها و برهمکنشبا مهار رشد شعاعی کلنی Af-9علیه 

تا  ٪13، از Af-9روزه  3دار باعث مهار رشد کشت های جدایه بطور معنی 20جدایه از  8در مجموع 



 8 

شد. کاهش محتوای  B1ر محتوای آفلاتوکسین ایزوله باعث کاهش معنی دا 14و  در مجموع  65٪

AfB1  15و  7در کشت های  ٪71.1و  ٪84.9به ترتیب تا (روزه بودRen et al., 2022 .) 

Zhang ترکیب، از قارچ  13 و همکارانTrichoderma   بر علیه  شماره یک، ترکیبکردند که جدا

و  Baazeem (.Zhang et al., 2017)موثر بودندباسیلوس سوبتیلیس و استافیلوکوکوس اورئوس 

 .A. avenae  ،Eدر برابر  Trichoderma hamatum FB10 ی متابولیت ها ازهمکاران 

carafavora قابل توجهی را نشان دادند یاییفعالیت ضد باکتر(Baazeem et al., 2021.) 

Anwar & Iqbal از Trichoderma harzianum و  هییابیماریزای گ یاییباکتر یهایهسو یبر رو

و  Xanthomonas campestrisعامل پژمردگی گوجه فرنگی ) یها یدر برابر باکتر، انسانی

Clavibacter michiganensis )اشریشیا کلی، سودوموناس بیماریزای انسانی ) یاییباکتر یهایهسو و

 یرااست، زخواص آنتی بیوتیکی  یدارا کهمشخص شد اثر دادند و ( زا و استافیلوکوکوس اورئوسینوآئروژ

و  Hassan (.Anwar & Iqbal, 2017)کردو انسانی( را مهار  هی)بیماریزای گیا یهر دو باکتر

قارچ ها بر علیه  ABSA-18و  ABSA-16 ،TSA-17تریکودرما برای سویه های اثر همکاران راندمان 

 .F و P. implicatum ،A. alternata ،A. niger ،Fusarium oxysporumبیماریزا در  انار 

chlamydosporum.   72.50-44.54درصد و  70.21-42.30درصد،  72.50-42.22به ترتیب را 

 (. Hassan et al., 2022)درصد را گزارش کرد

 :جنبه جدید بودن و نوآوری در تحقيق –و 

در تنوع به وسیله تریکودرما  آسپرژیلوس فلاووس افزایش حذفتاکنون هیچ پژوهش و تحقیقی درمورد 

 انجام نشده است.ت محیط کش
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 اهداف مشخص تحقيق )شامل اهداف آرماني، کلي، اهداف ویژه و کاربردی(:  -ز

 هدف اصلي:   

در (ث و چاپکس براثبرا پتیتو دکستروز، براث ز)سابرودکستروتغییرات شیمیایی ساختمان محیط کشت 

 ی و غیر تخمیریدر شرایط تخمیر آسپرژیلوس فلاووسافزایش آنتاگونیسمی تریکودرما بر علیه 

 اهداف جزیي:

و  به روش دیسک آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی تخمیری و غیر تخمیری بررسی اثر متابولیت ثانویه  -1

 چاهک برحسب نوع محیط کشت

تخمیری و غیر تخمیری متابولیت ثانویه (MFCو دز کشندگی)( MICبررسی میزان دز ممانعت کنندگی) -2

 برحسب نوع محیط کشت وسآسپرژیلوس فلاوتریکودرما روی 

 به روش دیسک آسپرژیلوس فلاووسروی  فلوکونازولبررسی اثر  -3

 بر حسب نوع محیط کشت بطور مستقیم آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی  درصد بازدارندگیبررسی  -4

و مقایسه آن با  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی  تخمیری و غیر تخمیری اثر متابولیت ثانویهبررسی   -5

 .وکونازولفل

ها، صنایع و یا گروه ذینفعان( ذکر شود )به )سازمان وراندر صورت داشتن هدف کاربردی، نام بهره –ح 

آسپرژیلوس  عبارت دیگر محل اجرای مطالعه موردی(: در این پژوهش اثر متابولیت تریکودرما روی

ارویی برای تولید داروهای قابل توجه باشد، میتوان با ساخت فناوری دبر حسب نوع محیط کشت  فلاووس

 ضد قارچ جدید استفاده کرد. 
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 فرضيه های تحقيق:  -ظ

 فرضيه اصلي:

و قابل مقایسه با  داشتهاثر  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی تخمیری و غیر تخمیری متابولیت ثانویه 

ث و برا زپتیتو دکسترو، براث ز)سابرودکسترومحیط کشت نوعو وابسته به  است فلوکونازولداروی 

 .است (چاپکس براث

 فرضيه فرعي:

بر و چاهک به روش دیسک  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی تخمیری و غیر تخمیری متابولیت ثانویه  -1

 اثر دارد.حسب نوع محیط کشت 

تریکودرما تخمیری و غیر تخمیری متابولیت ثانویه (MFCو دز کشندگی)( MICمیزان دز ممانعت کنندگی) -2

 .و وابسته به نوع محیط کشت است پایین است س فلاووسآسپرژیلوروی 

 به روش دیسک هاله تشکیل می دهد. آسپرژیلوس فلاووسروی  فلوکونازول -3

 دارد. بر حسب نوع محیط کشت بازدارندگی رشدبطور مستقیم  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی   -4

قابل مقایسه است با  فلاووس آسپرژیلوستریکودرما روی تخمیری و غیر تخمیری  متابولیت ثانویه -5

 و وابسته به نوع محیط کشت است. فلوکونازول

 سؤالات تحقيق:  -ط

و به روش دیسک  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی تخمیری و غیر تخمیری آیا متابولیت ثانویه -1

 اثر دارد؟بر حسب نوع محیط کشت چاهک 
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تخمیری و غیر تخمیری یت ثانویه متابول(MFCو دز کشندگی)( MICمیزان دز ممانعت کنندگی)-2

 چقدر است؟بر حسب نوع محیط کشت  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی 

 به روش دیسک چقدر است؟ آسپرژیلوس فلاووسروی  فلوکونازولقطر هاله  -3

بر حسب نوع محیط کشت بازدارندگی رشد  بطور مستقیم آسپرژیلوس فلاووسآیا تریکودرما روی  -4

 دارد؟

قابل مقایسه است با  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی تخمیری و غیر تخمیری  ابولیت ثانویهمتآیا -5

 ؟ و وابسته به نوع محیط کشت است فلوکونازول

 ها و اصطلاحات فني و تخصصي )به صورت مفهومي و عملياتي(:تعریف واژه -ک

SC :محیط کشت سابورودکستروز آگار حاوی کلرامفنیکل 

 : طراحي مطالعه-گ

 تهیه قارچ-1

 کشت قارچ-2

 آسپرژیلوس فلاووس کپکتهیه سوسپانسیون -3

، براث ز)سابرودکسترودر محیط کشت مختلفتخمیری و غیر تخمیری  تهیه متابولیت کپک تریکودرما-4

  (ث و چاپکس براثبرا پتیتو دکستروز
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و غیر  متابولیت تخمیری ( MFCو حداقل غلظت کشندکی ) (MIC)حداقل غلظت مهارکنندگی  تعیین-5

 تخمیری

 و چاهک انتشار دیسکبه روش تخمیری و غیر تخمیری مطالعه اثرات ضد میکروبی متابولیت -6

در محیط کشت مختلف بطور مستقیم  آسپرژیلوس فلاووس و تریکودرما( Dual)متقابلکشت -7

 (و چاپکس آگار پتیتو دکستروز آگار، آگار ز)سابرودکسترو

 اهدادهتحلیل  -8

 روش تحقيق:-5

 شرح روش کار:  

برداری ای( و ابزار )مشاهده و آزمون، پرسشنامه،  مصاحبه،  فيششرح کامل روش )ميداني، کتابخانه 

 ها :و غيره( گردآوری داده

باشد به این صورت که در ابتدا با استفاده از روش روش گردآوری اطلاعات میدانی و کتابخانه ای می

 پیشینه تحقیق پرداخته شده و در ادامه در آزمایشگاه متابولیت ثانویهکتابخانه ای به گردآوری ادبیات و 

اثر در محیط کشت های مختلف  آسپرژیلوس فلاووستریکودرما روی  متابولیت تخمیری و غیر تخمیری

 داده خواهد شد.

دآوری گر )هغيرداری و بر، مصاحبه، پرسشنامهن، موه و آزمشاهد(ار بزو ا ) نياميد(روش کامل ح شر

 هاادهد
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 تهيه قارچ 

 شد. مرکز کلکسیون میکروبی ایران)شهریار( تهیه خواهداز  آسپرژیلوس فلاووس و  تریکودرما گونه

 تهيه محيط کشت 

 10برای تهیه محیط کشت مقدار مورد نیاز از پودر را با مقدار معینی از آب مقطر مخلوط کرده به مدت 

حاوی محیط کشت داخل اتوکلاو  د از انجام این کار ارلنبعتا شفاف گردد. دقیقه روی شعله تکان داده، 

 .)برابر دستوالعمل شرکت سازنده(شداستریل شد بعد اتوکلاو، محیط کشت داخل پلیت ریخته  وقرار داده 

 (Fungal culture)کشت قارچ

در  و کشت داده (SDA)گارآ زمحیط کشت سابرودکستروخریداری شده در  قارچآمپول زمایشگاه ابتدا آدر 

. در مرحله بعد کلنی گیرندروز قرار می  ۵تا  ۳درجه سانتی گراد به مدت  28-25داخل انکوباتور در دمای

 . (1396)شهیری طبرستانی و همکاران، می گیرندوسکوپی مورد بررسی قرار میکروهای قارچ از نظر 

 آسپرژیلوس فلاووستهيه سوسپانسيون 

سی سی( آب مطر استریل یا سرم فیزیولوژی در  5ا با مقداری)ابتدا از یک کلونی مقداری کونیدی کپک ر

 تهیه برایشوند.  دست یک و مخلوط کاملاً تا داده تکان را لوله آنقدر ویک لوله ای اضافه کرده 

 610)کپک سلول ۱×۶۱۰که بایستی هر سی سی آن تعداد  شود می استفادهلام نئوبار  ازکپک  سوسپانسیون

cfu/mlتهیه شده را در وسط)+( لام نئوبار  کپک سوسپانسیوناز  لاندا 10دین طریق ( شمارش شوند. ب

 4مربع وسط لام شمارش می شوند)حدود  16های موجود در  کپکریخته و در زیر میکروسکوپ تعداد 

در هر مربع بدست می  کپک، میانگین تعداد 16شمارش شده به  کپکعدد(. با تقسیم مجموع تعداد 
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سی سی می باشد، با تقسیم عدد این میانگین  25×۱۰-8جایی که حجم هر مربع لام نئوبار (. از آن25/0آید)

با کم  برسد. ۱×۶۱۰، تعداد کونیدی کپک در یک سی سی بدست می آید که بایستی 25×۱۰-8در ( 25/0)

 سوسپانسیونیا زیاد کردن حجم آب مقطر استریل و یا کم و زیاد کردن تعداد کونیدی اولیه کپک در لوله، 

 درکپکی  سوسپانسیون چنین از. تهیه می شود( ml/cfu 610)کپک سلول ۱×۶۱۰ سی سی هر در ،کپکی

 ,.Khoshzaban et al., 2019: Strober, 1997: Bilal et al)می شود استفاده بعدی آزمایشات

2012  ). 

 پتيتو دکستروز، براث زدر سابرودکسترو کپک تریکودرماهای غير تخميری و تخميری تهيه متابوليت 

 (Extraction of Metabolites from Liquid Culture) ث و چاپکس براثبرا

از کلنی تریکودرما در مرحله بعد به منظور تهیه متابولیت ثانویه کپک با فیلدوپلاتین استریل نمونه گیری 

ل موجود در لوله آزمایش شده و برای جداسازی کونیدی و میسلیوم، هر نمونه را با مقداری آب مقطر استری

با سمپلر به نمونه  ۸۰لاندا محلول پلی اکسی اتیلن سوربیتان با نام تجاری توییین  ۵۰۰و سپس همخلوط شد

لاندا از  ۱۰۰۰سپس با سمپلر،  .می شوددقیقه انجام  ۱۵نوبت با فاصله زمانی ۳اضافه شده و سانتریفیوژ در 

منتقل (PDB) ثبرا پتیتو دکستروزمی شود و به محیط کشت کونیدی باقی مانده در پایین محلول گرفته 

می درجه متابولیت تهیه  30روز در دمای  14تا 10هنده به مدتشده و با انکوبه کردن در انکوباتور تکان د

روز  7و برای  )برای متابولیت غیر تخمیری(هفت روز اول این فرایند بصورت هوازی انجام می شود .شود

بی هوازی گردد. سپس ارلن ها از جهت تخمیر رلن ها پارافیلم زده شده تا شرایط بعدی بر روی درب ا

انکوباتور خارج می شوند و برای جداسازی مایع بدست آمده از کپک موجود در محیط برای انجام 

 لیتر محیط میلی ۱۰۰ معادل که هر ارلن محتویات فوژ به لوله های مخصوص منتقل می شوند.یسانتر

ای با دقیقه  ۱۰ نوبت ۳می شود و در  مقادیر مساوی ریخته به آزمایش لوله ۱۰می باشد، در  PDB کشت
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 میلی ۱غیر از  ، بهلوله لاندا، محتویات ۱۰۰۰با سمپلر  ، سانتریفیوژ می گردد. سپسدور در دقیقه ۳۰۰۰دور 

ر و د می شود ریخته های جداگانهو در ارلن راجاستخآرامی  می باشد، به دارای خود قارچ که لیتر پایینی

فیلتراسیون محلول حاوی هر نمونه با  دقیقه 3و بعد  %به آن اضافه کرده96مرحله بعد یک لیتر اتیل استات 

استفاده از فیلتر های سر سرنگی انجام شده و جهت استخراج محیط کشت با یک روتاری تبخیری، تبخیر 

و  به همین روش متابولیت تریکودرما در محیط کشت سابورودکستروز براث .شودمی شده و سپس خشک 

 ، هم تهیه می گردد.آسپرژیلوس فلاووس، جهت مقایسه تغییر محیط کشت در آنتاگونیسمی بر علیه چاپکس براث

(Stracquadanio et al., 2020: Darshit & Pandya, 2018: Alhasan et al., 2019.)  

 MIC, Minimum) تخميری و غير تخميریهای متابوليت  ارکنندگيحداقل غلظت مه تعيين

Inhibitory Concentration ) 

 :می شودبه شکل زیر تهیه  تریکودرما کپکجهت این کار، ابتدا رقت های متوالی متابولیت های ثانویه از 

سابورودکستروز  سی سی از محیط ۱و به لوله های مورد نظر گرفتهزمایش استریل در نظر آ لوله ۱۱ابتدا 

 ماده شدن محیط کشت، برای تهیه رقت های یک دوم با سمپلر آسپس بعد از  شده،افزوده و اتوکلاو  براث

μl۱۰۰۰  افزوده شده و  است،سابورودکستروز براث که حاوی محیط  ۱از متابولیت تهیه شده به لوله شماره

تهیه شده و بر همین  1لیت مورد نظر در لوله ن را کاملا شیک کرده و به این طریق رقت یک دوم از متابوآ

از  μl ۱۰۰۰سپس با استفاده از سمپلر   و می آیدبدست  μl/ml  ۵۰۰اساس مقدار متابولیت در لوله اول 

تکرار شده و در  ۱۰افزوده می شود و این عمل تا لوله شماره  ۲برداشته شده و به لوله شماره  ۱لوله شماره 

به ترتیب  ۱۰تا  ۱. با این عمل در لوله می شودبرداشته و محلول اوت  μl ۱۰۰۰مقدار ۱۰لوله شماره 

میکرو لیتر بر میلی لیتر متابولیت   0.9و  1.9، 3.9، 7.8، 15.6، 31.25، 62.5، 125، 250، 500مقدار
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 لوله به آسپرژیلوس فلاووسکپکی  سوسپانسیون از میکرولیتر ۱۰ مقدار وجود خواهد داشت. سپسثانویه 

 محیط حاوی که یا شاهد کنترل لوله عنوان به نیز ۱۱ شماره لولهمی شود.  افزوده یازده تا یک شماره های

درجه  30سپس تمام لوله ها در انکوباتور می شود.  گرفته نظر در باشد میکپکی  و سوسپانسیون کشت

ند. برای تعیین می شوبررسی  MIC و پس از آن، لوله ها برای تعیین هانکوبه شدروز  4سانتیگراد به مدت

، سایر لوله ها نیز به منظور کپکابتدا لوله کنترل بررسی شده و پس از تایید کدورت حاصل از رشد آن 

 ند. لوله ای که دارای کمترین غلظت از متابولیتمی شوبررسی  کپکیافتن کدورت حاصل از رشد 

به عبارتی  .شودمی مهارکنندگی تعیین بوده و در آن کدورتی دیده نشد به عنوان حداقل غلظت  تریکودرما

 .تعیین می شود MIC( لوله فاقد کدورت، بعنوان 11به  1مقدار متابولیت موجود در اولین )از طرف لوله 

  .(Espinel-Ingroff, et al., 2010 می شود) بار تکرار ۳تمام مراحل   MICبرای تعیین

 MFC, Minimum)ر تخميری تخميری و غيهای متابوليت حداقل غلظت کشندکي  تعيين

Fungicidal Concentration ) 

و از لوله  تهیه می شودآگار  سابورودکستروزمحیط  پلیت MICبا توجه به نتایج  MFCجهت تعیین  

MIC  ها منتقل و از آن  نمونه گرفته شده و به پلیت لاندا ۱۰ن توسط سمپلر به میزان آ و لوله های قبل از

می  انکوبه روز 4درجه سانتیگراد به مدت 30ور سپس این پلیت ها در انکوبات. می شودکشت خطی تهیه 

 درصد ۹۹ برابر است با کمترین غلظتی که باعث از بین رفتنمحاسبه می شود که  MFC  و پس از آنشود 

کپک  610میزان  به پلیت روی بر شده کشت دادهکپک  های موجود می شود و بر اساس اینکه تعداد کپک

 ثانویه متابولیت غلظت کمترین همچنین عدد و 10 از کمتر کپک کلنی تعداد که مواردی از دسته آن بود،

تمام  MFCبرای تعیین  .گردد می تعیین MFC عنوان به شوند می شامل را MICاز لوله  کپک تریکودرما

 .(Stracquadanio et al., 2020)شودمی بار تکرار  3مراحل 
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 Agar Disk)انتشار دیسکبه روش های تخميری و غير تخميری  متابوليتمطالعه ضد ميکروبي 

Diffusion test) 

در نظر گرفته می شود. با  میلی متر در قطر( 6کاغذی استریل )حدود دیسک  MIC ،3با توجه به نتیجه  

تلقیح می تریکودرما  متابولیت، بعنوان دیسک اصلی  MICاستفاده از سمپلر یک دیسک با توجه به نتیجه 

در دو دیسک دیگر  MIC رقت های بالاتر و پایین تر از نتیجه μl۱۵ شود و برای کنترل، به میزان 

 به مراحل این ریخته می شود و بین هاسمپلر روی دیسک  با کمک چند مرحله طیتلقیح شده و  متابولیت

لاندا(  10میکرولیتر) 10 شود. تا خشک گراد قرار گرفته سانتی درجه ۶۰در انکوباتور  دقیقه ۲۰ مدت

آگار کشت  سابورودکستروزرا به صورت سفره ای با سوآپ استریل در محیط کشت  یکپکسوسپانسیون 

ها پلیت شود. سپسمی  فیکس پنس توسط قرار داده شده و روی سطح این محیطسپس این دیسک ها  داده

در مرحله بعد قطر هاله های ممانعت  می شوند. نکوبها روز 4 مدت گراد به سانتی درجه 30در انکوباتور 

تمام  و شودمی اندازه گیری  کپک متابولیت ثانویه (Inhibition Zone Diameret-IZD)از رشد

 سابورودکستروزدر وسط  فلوکونازول. جهت مقایسه دیسک محتوی داروی شودمیبار تکرار  ۳مراحل بالا 

 گذاشته می شود آگار

(Stracquadanio et al., 2020: Humphries et al., 2018: Darshit & Pandya, 2018 ) . 

 (Agar Well Diffusion test)به روش چاهک متابوليت های تخميری و غير تخميریاثر ضد ميکروبي 

و  چاهک ایجاد شد 4با سر سمپلر آبی در فواصل منظم از یکدیگر  SDAبرای انجام این تست در محیط  

ی را به صورت سفره ای با سوآپ استریل کشت داده و سپس کپکلاندا( سوسپانسیون  10میکرولیتر ) 10

میکرولیتر یا لاندا داخل  200و  180،  160،  140،  120به میزان  MICمتابولیت ها با توجه به نتیجه 
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اخل حرکت نگه داشته تا متابولیت ها کاملاً در دها بی . سپس پلیتمی شوند چاهک های پلیت اضافه

می انکوبه روز  4درجه سانتیگراد به مدت ۳۷و سپس در انکوباتور  کنندها نفوذ محیط و اطراف چاهک

 ۳و تمام مراحل بالا  می شود. در مرحله بعد قطر هاله های ممانعت از رشد متابولیت ها اندازه گیری شوند

 . (Stracquadanio et al., 2020) می شودبار تکرار 

، آگار ز)سابرودکستروبطور مستقيم در محيط کشت آسپرژیلوس فلاووس و رمامتقابل تریکودکشت 

 (Dual Culture Assay) (و چاپکس آگار پتيتو دکستروز آگار

( Percentage Inhibitory of Radial Growth, PIRGبرای تعیین درصد بازدارندگی رشد شعاعی)

در محیط  آسپرژیلوس فلاووس روزه تریکودرما و 7متری از کلنی میلی  5همزمان یک قطعه 

آسپرژیلوس  در دو نقطه مقابل هم کشت داده می شوند. پلیت کنترل فقط با کشت  آگار سابورودکستروز

درجه  30پلیت ها به مدت یک هفته در دمای بدست می آید.  آگار سابورودکستروزدر محیط  فلاووس

 معادله زیر بدست می آید:برابر  PIRGنگهداری می شوند. سپس با تعیین قطر کلنی ها، 

 

Dc کنترل(،  آسپرژیلوس فلاووس میزان رشد(Dt در حضور  آسپرژیلوس فلاووس میزان رشد

این روش را میتوان  (.1396: شهیری طبرستانی و همکاران، Stracquadanio et al., 2020تریکودرما)

را کشت داد  رژیلوس فلاووسآسپبا کشت دادن کلنی تریکودرما در وسط پلیت و در چهار طرف آن کلنی 

به همین  (.Fan et al., 2023تا با اندازه گیری میانگین قطر کلنی درصد بازدارندگی رشد را محاسبه کرد)

و چاپکس  آگار پتیتو دکستروز بطور مستقیم در محیط کشت آسپرژیلوس فلاووس و متقابل تریکودرماروش کشت 

 ، هم انجام می شود.آسپرژیلوس فلاووسونیسمی بر علیه جهت مقایسه تغییر محیط کشت در آنتاگ، آگار
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 اهدادهتحليل و تجزیه ار بزو اها روش

ساط نارم افازار و نمودارهاای لازم تو مای شاودانجاام  20نساخه  SPSSآنالیز آمااری باا اساتفاده از نارم افازار 

Excel یاار تخمیااری غتخمیااری و هااای  متابولیت شدر از ممانعت هاله قطرو انحااراف معیااار میانگین و  هرساام شااد

 یکتفک به متابولیتها  MFC و MIC یها میانگین و یسکد و چاهک روش ، درتریکودرمااااااا از هشد اسااااااتخراج

 دار معنااای p≤0.05مقاااادیر .مااای شاااوندمقایسه   هم  با  SPSS در نکندا نموآز  با و  تعیین ،تست  ارتکر ربا 3 در

 می شوند.گرفته  نظر در

 زمان بندی  انجام تحقيق:

 

  زمان کل مراحل اجرایي ردیف

  1 مطالاعات کتابخانه ای 1

      
 

  2 جمع اوری اطلاعات 2

      
 

  1 تجزیه تحليل داده ها 3

      
 

نتيجه گيری و نگارش  4

 پایان نامه

2  

      
 

  1 تاریخ دفاع نهایي 5

      
 

  6 طول مدت اجرایي تحقيق 6
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