
 

הגורם למחלת  כנגד אפקטיביהדברה תכשיר ויישום איתור 
  Harpophora maydis ,הנבילה המאוחרת בתירס

  
  

, ורן דרורי ר אופיר דגני"ד נחייתבה, ל"פיטופתולוגיה מולקולרית במיגל ההעבודה בוצעה במעבד
  חי-סטודנטים לתואר ראשון ממכללת תל, בלטמןואסף י ענבל מזל "ע

  
  

  :מטרות המחקר

על ו המוצק קרקע מזוןב H. maydis התפתחותעל  פיטריות בחינת ההשפעה של נוגדי .1

  .ההפטריייצירת נבגים של 

 הפתוגן   ותפתחעל הת חותלפקטיבים בצאשנמצאו  הפטריות נוגדיבחינת ההשפעה של  .2

H. maydis בשורשים מנותקים. 

קיץ (רדכי בנאות מ שדה הניסויהשונים ב םצמחי הטיפוליאחר התפתחות הפתוגן במעקב  .3

2009(.  
  

  :שיטות וחומרים

  

  :וניסויי הדברה בצלחות תרביתידול ג

 מעלות 28 בתנאים אופטימליים של, אינקובטורב H. maydisיה יפטרלפני כל ניסוי גודלה ה

נוגדי  ). 1ראה טבלה (פונגיצידים  9 -עשה שימוש בנבעבודה  .ימים 7 במשךבחושך  ,צלסיוס

 תכשיריםו, נום וטרכלורסיג ,אמינובר ,אוקטב: אבקתייםלתכשירים מחולקים  הפטריות

והנוזליים האבקתיים  הפונגיצידיםהכנת . ורודיון עמיסטר, חוסן, סלסט ,ספורטק: נוזליים

 תכשיריםה. mg/L 100ריכוז של לקבלת , )בהתאמה(מעוקרים במים או מיהול  הי המס"ע תהנעש

הפטריות נמהלו נוגדי לאחר מכן  .)µm 0.20(פילטר על ידי סינון עיקור בעברו המוכנים 

 פטריות קוטל בכל סוג של .mg/L 10,1,0.1לקבלת ריכוזים סופיים של   PDA מצעבמהסטוקים 

. חזרות 6 עשונלכל ריכוז ,)לא החומר הפעיל, גצידריכוז הפונ( mg/L 10,1,0.1 :ריכוזים 3נבחנו 

 mg/L 100של קוטל מוכן בריכוז של  µl 2000/200/20י ערבוב "נעשתה ע וזיםהכנת הריכ

של ) מ"מ 6( דסקית .פטריות הביקורת הכילה רק מצע ללא קוטל .ל מצע"מ 20 -ב, בהתאמה

 .בתנאים סטריליים, מכילה פונגיציד )מ"מ 90(פטרי  נזרעה באמצע צלחת, םימי 7פטרייה בת ה

ל כ נמדד התפשטות המושבה קוטר. צלסיוס בחושך מעלות 28-הצלחות הונחו באינקובציה ב

 התכשיריםמתוך כל  ).100%( התרבית את צלחת מלאהביקורת צלחת העד שהפטרייה ב, יומיים

  .הפונגיצידים האפקטיבים לבחינה בשורשים מנותקים תחמשנבחרו , שנבחנו

  

  

  

  



 

  .sH. maydi הפתוגן נגדכ לאיתור השפעה מעכבת ושנבחר הפונגצידים :1טבלה 

  

  :מבחן שורשים

, חות אורהחדר בנוכ 'פוגודלו בטמ ובילי בעציצים'רעים של תירס מזן גנשתלו ז, לצורך מבחן זה

ספורטק , עמיסטר, חוסן, סיגנום ,שלילית וחיובית ביקורת :טיפולים 7הוכנו . ימים 10עד גיל 

הגבוה ביותר של הפונגיציד  בכל טיפול נעשה שימוש בריכוז. חזרות 3לכל טיפול נעשו . אוקטבו

 שימוש במיםבביקורת החיובית נעשה . של הקוטל )mg/L 10( במבחן הצלחות שנמצא אפקטיבי

אגר על דיסקית  על השורש ובביקורת השלילית נעשה שימוש במים והנחת דיסקית תפטירוהנחת 

שורש מרכזי ועל גביו הונח  ,פטריבצלחת טמן וונייר  תמיסות התכשירים שימשו להרטבת. השורש

ה והופעת חוט הדבק) מ"מ 6(במרכז השורש הונחה דיסקית תפטיר . של נבט תירס בן עשרה ימים

  .ימים מהאילוח 6 -ו 3במרכז השורש נבדקה לאחר 

  

  )A200+AM42פריימרים ( PCRוביצוע  DNAהפקת 

DNA  באמצעות הופקExtract-N-amp plant PCR kit )(sigma, Rehovot, Israel  מפטריות

 DNAלנוכחות או מחלקי הצמח השונים שנבדקו  ,צ בחושך"מ 28 - ב באינקובאטורימים  7שגדלו 

, שורש(חלקי הצמח השונים  .גרעינים וזרעים, עלה, גבעול, שורש – H. maydisפטרייתי של 

נכתשו  לאחר מכן, ונשטפו במים 70%י אתנול "חוטאו חיצונית בנפרד ע) עלה וזרעים, גבעול

  .מכל דוגמא נלקחה פיסה קטנה בעזרת קיסם עץ. במכתש ועילי

PCR  בוצע במכשירRapidcycler (Idaho Technology, Salt Lake City, Utah 84108, USA) .

  :H. maydis - ל )Saleh and Leslie, 2004(שהגבירו את המקטע הספציפי  ,002A, הפריימרים 

 Forward: 5'-CCGACGCCTAAAATACAGGA-3' , 

Backward: 5'-GGGCTTTTTAGGGCCTTTTT-3' 

  :rDNA-שהגבירו את מקטע ה ,42AM, פריימריםה

 Forward: 5'-CAACTACGAGCTTTTTAACTGC-3'  

Backward: 5'-CAAATTACCCAATCCCGACAC-3' .   

 

 

 מרכיב פעיל חברה משווקת שם הקוטל
ריכוז אפקטיבי כנגד 

H.maydis 
 Prochloraz Manganese >10 mg/Lן'אחים מילצ אוקטב
   Dimethylamine salt of 2,4-Dאלמנדה ישראל אמינובר
 Pintachloronitrobenzene > 10 mg/Lלוכסנברג תעשיות טרכלור

 סיגנום
לים אגן יצרני כמיק

 מ"בע
26.7% Boscalid, 6.7% 
Pyraclostrobin >10 mg/L 

 Fludioxonil > 10 mg/L ן'אחים מילצ סלסט
 Prochloraz >10 mg/L ן'אחים מילצ ספורטק
   Iprodione כצט רודיון

 Azoxystrobin >10 mg/Lמכתשים עמיסטר
 Flutriafol >10 mg/Lמכתשים חוסן



 

PCR  בוצע בנפח כולל שלμl 20  לריאקציה:  μl1  20מכל פריימר בריכוז μM, μl 4  תערובת

 template  של Red Load Taq Master  (Larova, Teltow, Germany) , μl 3:ריאקצייה מוכנה

DNA ו-  μl11  תוצרי ה .באוטוקלבשעקרו מים מזוקקים פעמיים-PCR ל אגארוז'הורצו בג  

1.5%  )Lonza, Rockland, USA.(   

  

  :תוצאות

 :H. maydis על הפטרייה הפונגיצידים תהשפע

  ההשפעה של כל נבחרו להשוואת ) mg/L 10(לגדילה והריכוז הגבוה ביותר  היום החמישי

היא הגדולה  ספורטק ההשפעה של יתן לראות כינ. הפונגיצידים על התפתחות הפתוגן בקרקע מזון

. )1איור ( נצפתה גדילה כלללא  יכוז המיושם של תכשיר זהוכי בר, מבין נוגדי הפטריותביותר 

גדילת ב )p<0.05(משמעותי אוקטב הראו עיכוב סלסט ו, טרכלור, עמיסטר, חוסן, סיגנום

על אמינובר ורודיון  לא נצפתה השפעה מעכבת כלשהי של .בהשוואה לביקורת )1איור ( הפטרייה

   ).1איור (הפטרייה  התפתחות

  
10 בריכוז , במצע מוצק, .maydis Hהתפשטות  עלשנבדקו  הפונגצידיםתוצאות השפעת  :1איור 

mg/L.   

  

  :PCR-תוצאות מבחן שורשים ו

ים חוט הדבקה לאורך כל השורש המנותק בביקורת החיובית קי,ניתן לראות כי , במבחן השורשים

נצפתה השפעה מעכבת ולכן לא נראה  ועמיסטר חוסן, ספורטק: בטיפולים,לעומת זאת). 2איור (

חוט קטנה יותר וקיים נצפתה השפעה מעכבת , בטיפולים סיגנום ואוקטב. חוט הדבקה כלל

  ).2איור ( בסמוך לאזור האילוח  הדבקה

  

   

  



 

  

 . ובילי'תירס צעירים מהזן ג נבטיבשורשים מנותקים של  לפתוגניותתוצאות מבחן  :2איור 
  

  )2009קיץ ( מרדכיבנאות  שדהיסוי נאחר התפתחות הפתוגן במעקב 

 של הפתוגן DNAמח השונים נבדקו לנוכחות צוחלקי הימים  10 -מו אחת לגשדה הניסוי נדצמחי 

H. maydis ) המולקולארי זיהה לראשונה חן המב. )4איורDNA  מהזריעה יום 71 אחרלפטרייתי ,

טיפולים בשדה של הפתוגן אותר בכל ה DNA. ם השוניםבשורש ובגבעול של צמחי הטיפולי

הפטרייתי בחלקי הצמח  DNA -נמצא קשר בין הופעת הסימפטומים לבין כמות הלא  .הניסוי

   .)3איור ( השונים

  

  
  

נל פ .לגידול 85 -ו 71 ביום, בצמחי הטיפולים DNA -למעקב אחר כמות ה PCRבדיקת  :3איור 

   .ריבוזומאלי RNA -חיובית עם פריימרים למקטע המקודד לביקורת  – )Control( תוןתח
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נל פ .לגידול 85 -ו 71 ביום, בצמחי הטיפולים DNA -למעקב אחר כמות ה PCRבדיקת  :4איור 

   .ריבוזומאלי RNA -חיובית עם פריימרים למקטע המקודד לביקורת  – )Control( תוןתח

DDW –  מזוקקים פעמיםמים ביקורת שלילית עם.  Ami1A3 –  חיובית עם ביקורתDNA  של

  . ופק במעבדה מגידול בתרביתהפתוגן שה

  

  :ודיון מסקנות

 יםניתן להסיק כי הפונגציד, במבחן הצלחות ובמבחן השורשיםמהתוצאות שהתקבלו 

פונגיציד של בריכוז .  ר מבין כל נוגדי הפטריות שנבדקוביות יםהיעיל וחוסן הם עמיסטר,ספורטק

10 mg/L נמצא כי  ,במחקרים קודמים .עיכוב מוחלט בגדילת הפטרייהל גרמו תכשירים אלו

חוסן והחומר הפעיל הנמצא בפונגציד , Prochlorazהחומר הפעיל בפונגציד ספורטק הנקרא 

 דהמתילאז α-14העיכוב מתרחש על סטרול . בסטרולים דה מתילציה יםמעכב Flutriafolהנקרא 

)erg11 ( דיסטוראז  5,6ועל סטרול דלתא)erg3(,חלק מהקומפלקס האנזימתי ציטוכרום  שהם

P450 שהוא חלק מהממברנה  תפקיד חשוב במסלול הביוסינטזה של הארגוסטרוללהם  ויש

 Azoxystrobinהחומר הפעיל בפונגציד עמיסטר הנקרא  .)12) (11) (10( ושמרים בפטריותהתאית 

הוא  bציטוכרום . bהנמצא בציטוכרום  Qoי היקשרות למרכז אתר "ע,מעכב את הנשימה התאית

המקובע בתוך הממברנה המיטוכונדריאלית בפטריות או , bc1חלק מהקומפלקס ציטוכרום 

את מעבר האלקטרונים בין זה מונע , אחד מהאתרים נחסםכאשר . אאוקריוטיים אחרים



 

בפטרייה  ATP-ייצור ה תבש מעגל האנרגיה ונעצרמש, כתוצאה כך. c1ציטוכרום ו bציטוכרום 

)13.(  

, לגבי ספורטק וחוסן התרבית מבחן השורשים תומך בתוצאות השפעת הפונגיצידים בצלחות

  .גרם לעיכוב מלא במבחן השורשים, שגרם לעיכוב חלקי בצלחות התרבית, אולם עמיסטר

  

יום  71פטרייתי בשלב מאוחר יחסית של  DNAיהה זהמבחן המולקולארי שבוצע לצמחי השדה 

המבחן מראות על עליה בכמות ת תוצאו. )לאחר שכבר הופיעו סימפטומים ראשונים של המחלה(

 -קשר בין כמות הנמצא לא . עם התבגרות הצמח )עולבשורש וג( הפטרייתי בחלקי הצמח DNA -ה

DNA ה זוהלא , בניסוי זה, כבעברשלא . לבין חומרת תסמיני המחלהDNA  פטרייתי בעלים
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