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 چکیده
کشورهای مختلف در حال  دربرای کاهش آفلاتوکسین بیولوژیک مؤثر  وشبه عنوان یک ر Aspergillus flavusزای قارچ غیرتوکسینهای سویهاستفاده از 

و میزان  زاو این امر باعث کاهش جمعیت توکسین زا و اشغال بستر هستندهای توکسینزا قادر به رقابت با سویهغیرتوکسین هایسویهتوسعه است. 

نمونه  002تعداد بود.  ریخت شناختیاز نظر  A. flavusزای ینبررسی تنوع در جمعیت غیرتوکس ،هدف از این مطالعه شود.می بستر غذاییآفلاتوکسین در 

غربال اولیه برای . استفاده شد AFPAهای رقت و محیط کشت از روش سریآوری و برای جداسازی قارچ جمع مختلفهای از استان میوه و خاک پسته

استفاده شد.  (TLC) از روش کروماتوگرافی لایه نازک نتایج روش بخار آمونیاک در محیط کشت نارگیل آگار و برای تأیید زا ازهای غیرتوکسینجدایه

ماکرومورفولوژیکی و های ویژگی .انجام شد FLAVIQ1/FlaQ2به روش مولکولی با استفاده از آغازگرهای اختصاصی گونه  ی حاصلههاجدایهتعیین گونه 

 CYA (Czapek yeast agar ،)MEA (Malt extractمحیط کشت  چهار از ، با استفادهبه دست آمده A. flavus یزاغیرتوکسین سویه 26 میکرومورفولوژیکی

agar)،CY20S  (Czapek yeast 20% sucrose )و CZ (Czapek) زایهای غیرتوکسینجدایه ،خصوصیاتاین . بررسی مورد مقایسه قرار گرفت A. flavus 

نشان داد در میان  نتایج. ها از خود نشان داددر بین جدایه خوبیقابلیت تفکیک  CYA25کشت  محیط الگوی رشد پرگنه در .قرار دادپنج گروه را در 

های مختلف به وجود گونهتواند های جغرافیایی مختلف تنوع زیادی وجود دارد که دلیل آن میبه دست آمده از مکان A. flavusزا های غیرتوکسینجدایه

  مربوط باشد. A. flavusدر کمپلکس 
 متابولیت ثانویهمایکوتوکسین، ، زیستیکنترل پسته، ایمنی غذایی،  كلمات كلیدی:
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Abstract 

The use of nontoxigenic strains of Aspergillus flavus as an effective biological method to reduce aflatoxin is being developed 

in different countries. Nontoxigenic strains are able to compete with toxigenic strains by substrate occupation, which reduces 

the toxigenic population and the amount of aflatoxin in the substrate. The aim of study was to investigate the morphological 

diversity in the nontoxigenic population of A. flavus. To isolate nontoxigenic strains from 225 fruit and pistachio soil samples 

obtained from different provinces, AFPA culture medium and dilution series method were used. Primary nontoxigenicity 

screening was performed by ammonia vapor method in coconut agar medium and thin layer chromatography was used for 

result confirmation. Isolates were identified molecularly using FLAVIQ1/FlaQ2 species-specific primers. In order to identify 

the macromorphological and micromorphological features of 56 obtained strains, four culture media including CYA (Czapek 

yeast agar), MEA (malt extract agar), CY20S (Czapek yeast 20% sucrose) and CZ (Czapek) were used. Investigation of 

macro-micromorphological features, classified A. flavus strains into five groups. Colony growth pattern on CYA25 cultural 

media has shown good differentiation between isolates. The results showed that there is a great variety among nontoxigenic 

A. flavus isolates obtained from different agro ecological zones due to the presence of different species in the A. flavus 

complex. 
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 مقدمه
شناسایی و  0011در سال  Link  Aspergillus flavusگونه    

 30 . این قارچ به همراه(Amaike & Keller 2011) شدنامگذاری 

، Ahlb.  A. oryzae،HornB.W.  A. caelatusاز جملهگونه دیگر 
Horn &T. GotoS.W. Peterson, Yoko Ito, B.W.  A. bombycis 

،G. Sm. A. avenaceus ،A. lanosus Kamal & Bhargava ،A. 

leporis States & M. Chr. ،A nomius Kurtzman, B. W. Horn 

& Hesselt. ،A. alliaceus Thom &Church ،A. pseudotamarii 

Yoko Ito, S.W. Peterson, Wicklow & T. Goto  ،A. sojae 

Sakag. & K. Yamada ،A. parasiticus Speare  وA. tamari 

Kita  بخشFlavi دهندرا تشکیل می (. 2019et alFrisvad .) بر 

 از های دیگربین گروه در Flavi بخش ،شده انجام مطالعات اساس

 زیکشاور محصولات اقتصاد و سلامت روی بر که منفی ثیرأت نظر

 ;Chang et al. 1995; Ehrlich et al. 2003) تر استمهم گذارد،می

Moradi et al. 2014.) هایگونه oryza A. و A. sojae گذشته از-

 مورد آسیا شرقی تخمیری در جنوب غذاهای تولید در دور های

 .A و A. flavus هایگونه مقابل در و اندگرفته قرار استفاده

parasiticus کنند می آلوده را غذایی مواد زاسرطان ترکیبات با

(Ehrlich et al. 2003.) گونه A. nomius ریخت شناختی نظر از 

و  B آفلاتوکسین ، A. parasiticusمانند است ولی A. flavus شبیه

G  مورد در هاگزارش تعداد حاضر حال درلیکن  کندمیتولید 

 Chang et)است  محدود بسیار قارچ این با غذایی منابع آلودگی

al. 1995).  تولیدمثل غیرجنسی درA. flavus  با رشد میسلیومی و

تها غیرمنشعب و در ان گیرد. کنیدیوفورتولید کنیدیوفور انجام می

لف های مختبه شکل داده و کمی متورم است که وزیکول را تشکیل

ه زایی این قارچ بساختار کنیدیشود. کروی تا نیمه کروی دیده می

( و یک (Phialid) و فیالید (Metula) دو ردیفی )دارای متولاصورت 

ن های بلاستیک فیالیدیک ایکنیدیوم است.ردیفی )دارای فیالید( 

های اسپورزا قارچ گرد، تک سلولی و به شکل زنجیری روی سلول

های اسپوری ممکن است به شکل گیرند. زنجیره)فیالیدها( قرار می

( Columnar( و یا ستونی )Globose، کروی )Radiate)شعاعی )

شکل، رنگ و تزئینات این اسپورها بسته به گسترش یابد. اندازه، 

های زیادی دارد و یکی از معیارهای اصلی در گونه قارچ تفاوت

 Thomآید )به حساب می ریخت شناختیبندی و شناسایی طبقه

& Raper 1945 در محیط کشت مصنوعی و یا اندام آلوده مجموعه .)

این  های مختلفهای این قارچ بسته به گونهکنیدیوفورها و کنیدیوم

 Klich & Pittشوند )جنس به رنگ سیاه، زرد و غیره ظاهر می

 رویک نیمه تا کروی اشکال به و بوده سلولی تک ها(. کنیدی1988

 هستند صاف ندرتا یا و خشن نسبتا هاکنیدی دیواره. هستند

(Klich 2007.) 
و استان  ایران است باغی محصولات ترینمهم از یکی پسته    

 Salehi et)را داراست  آن تولید و کشت زیر سطح بیشترین کرمان

al. 2018). غیرنفتی ایران به پسته تعلق  صادرات از ایعمده بخش

 کشور نصیب را قابل توجهی ارزی درآمد که دارد

این در حالی است که  . (Mahmoudi & Jalali 2016)کندمی

های مایکوتوکسین و Aspergillus قارچ هایآلودگی پسته به گونه

تولید شده از آنان، صادرات پسته را با مشکل روبرو ساخته است 

(Fani et al. 2014a; Salehi et al. 2018; Moghadam et al. 

های متعلق به جدایه ها،ترین عامل تولید آفلاتوکسینمهم .(2020

 جنس .هستندA. flavus  به ویژه Aspergillusچندین گونه قارچ 

Aspergillus  های مختلف گونه .رددگمی را شامل گونه 011بیش از

 نواحی تا قطبی نواحی از و بوده وسیع انتشار دامنه دارای قارچ این

 به قادر Aspergillus جنس هایگونه .دنشومی یافت ایحاره گرم

 انواع روی توانندمی ،و بنابراین هستند های متعددیآنزیم ترشح

 توانمی سختی به تقیقح در .کنند رشد غذایی مواد از شماریبی

 را رطوبت مختصری و آلی ماده مقداری حاوی غذایی محیط یک

. کنند رشد آن روی نتوانندAspergillus  هایگونه که نمود پیدا

 زندگیی بر مختلف طرق به Aspergillus هایگونه ترتیب بدین

 01 سالانه .(Amaike & Keller 2011)گذارند می تأثیر انسان

 ارچیاز محصولات غذایی تولید شده در دنیا توسط سموم ق درصد

ها در شوند که آلودگی به آفلاتوکسینها آلوده مییا مایکوتوکسین

خسارت ناشی از تخریب مواد غذایی  .این بین سهم بیشتری دارند

ش بی در ایالات متحده و محصولات کشاورزی توسط این توکسین

 .Ehrlich et al) میلیون دلار در سال برآورد شده است 011از 

 آلودگی سالانه هزینه دلار میلیون 221 از بیش آفریقا، در .(2003

 هایروش (.Gbashi et al. 2018محصولات به آفلاتوکسین است )

 آسپرژیلوس به مختلف محصولات آلودگی مدیریت جهت مختلفی

 و فیزیکی مکانیکی، زراعی، راهکارهای مانند آفلاتوکسین یا و

 نوع زمان، مکان، به بسته هرکدام که است، شده توصیه بیولوژیک

 خاص محاسن و معایب کارایی، و بودن کاربردی قابلیت محصول،

 Moradi &  ;11Golan & Paster 20-Barkai) دارند را خود

Moradi  2011; .et alJafari Nodoushan  ;Hokmabadi 2011

. 2020et alMoradi ; 8201 et al. Rouhani; ni 2018and Fa). 
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در سطح  A. flavusزای قارچ های غیرتوکسیناستفاده از استرین

روی تعدادی از محصولات همچون ثر ؤبه عنوان یک روش مگسترده 

، پسته، بادام زمینی، بادام و انجیر در حال استفاده یا دانهپنبهذرت، 

های جمعیت استرین یدرصد 11تا  21و باعث کاهش  است توسعه

 ;Cotty 1994; Dorner 2004) زا در مزرعه و باغ شده استتوکسین

2020 et al.Savić ; Pitt & Hocking 2006) . ژن به  31بیش از

باز روی کروموزوم شماره  کیلو 22ای با اندازه تقریبی صورت خوشه

نزیمی و در آقارچ، با دخالت تعداد قابل توجهی از مسیرهای  هفت

عهده دارند  رشدن آفلاتوکسین را ب پیچیده ساختهیک فرآیند بسیار 

(Chang et al. 2005) .های زایی جدایهغیرتوکسینA. flavus می-

خوشه ای یا حذف یک یا چند ژن از نقطههای تواند نتیجه جهش

 ;Fani et al. 2011)ژنی مسئول تولید آفلاتوکسین باشد  (کلاستر)

Fani et al. 2012) . زا غیرتوکسینهای در بین جدایهتنوع ژنتیکی

 رزیابیاهدف از این مطالعه  تواند موجب تنوع فنوتیپی نیز باشد.می

ی زاغیرتوکسینهای استرین هایسویه ریخت شناختی خصوصیات

A. flavus های کشت مختلف و و بررسی اولیه تنوع آنها در محیط

ی زیادبندی اولیه تعداد معرفی بهترین محیط کشت برای گروه

 از یک گونه قارچی بود.  سویه

 

 هامواد و روش

 و جداسازی بردارینمونه 
خراسان رضوی، قم،  های کرمان،کاری استانپسته مناطقاز      

نمونه  012 های تابستاناصفهان، یزد، سمنان و مرکزی در طول ماه

ها به برداشته شد و برای جداسازی قارچنمونه خاک  01میوه و 

 21جداسازی از خاک سه نمونه جهت آزمایشگاه منتقل گردید.

عدد  011از هر نمونه مخلوط خاک و برای جداسازی از میوه  یگرم

لیتر آب میلی 021های حاوی تکرار به فلاسک سهمیوه پسته در 

 011در شیکر با سرعت  دقیقه 31مقطر سترون اضافه و به مدت 

از  شده و قیرق سوسپانسیون حاصل. دور در دقیقه قرار گرفت

 011تکرار و هر تکرار حاوی  چهاردر   01-0 و 01-0های رقت

 Aspergillusمحیط کشت های پتری حاوییکرولیتر روی تشتکم

Flavus and Parasiticus Agar (AFPA)  و دیخش گردپ 

روز در تاریکی  هفتبه مدت  C 31°در دمای های پتری تشتک

انتخاب   Aspergillus section Flaviهای جدایهنگهداری و کلنی 

 .(Gourama & Bullerman 1995) و خالص شدند

 

 کشت در محیط زاهای غیرتوکسینجدایه گری اولیهغربال
 زا از روشزا و غیرتوکسینهای توکسینجدایهجهت تشخیص      

 Coconut Agar) آگار نارگیل کشت محیط وبخار آمونیاک 

Medium; CAM)  روزه  3-2کلنی استفاده گردید. در این روش

در معرض بخار آمونیاک قرار گرفته و  C 31°رشد یافته در دمای 

سویه  به عنوان صورتی یا قرمزدر صورت تغییر رنگ پشت کلنی به 

زا در زا و در صورت عدم تغییر رنگ به عنوان غیرتوکسینتوکسین

 .(Saito & Machida 1999) شودنظر گرفته می

 

یه لا استفاده از کروماتوگرفیها با زایی جدایهتأیید غیرتوکسین
 نازک
که در غربال اولیه شناسایی شده  ییزاهای غیرتوکسینجدایه     

 -دکستروز -سیب زمینی  های آزمایش حاوی محیطبودند در لوله

 روز در دمای 01دار کشت و به مدت به صورت شیب (PDA) آگار

°C 02 هایارلن تا کاملا اسپورزایی صورت گیرد. نگهداری شدند 

درصد با  02گرم آرد برنج استریل با رطوبت  01حاوی 

 & Wei)نی شد زمورد نظر مایه هایسوسپانسیون اسپور جدایه

Jong 1986) .ها، به محتوای هر برای استخراج آفلاتوکسین از نمونه

اضافه  % 22لیتر متانول میلی 002گرم کلرید سدیم و  سهارلن 

دور در  021در شیکر با سرعت  ها به مدت نیم ساعتگردید. ارلن

ها از کاغذ صافی عبور و پس از آن محتوای ارلنقرار گرفته دقیقه 

لیتر از عصاره متانولی صاف شده میلی 02داده شد. در مرحله بعد، 

لیتر کلروفرم نیز به آن اضافه میلی 02به قیف دکانتور منتقل و 

دقیقه به طور دستی و به  سهگردید. محتوای هر دکانتور حداقل 

شدت هم زده شد تا انتقال آفلاتوکسین به فاز کلروفرم به طور کامل 

های دکانتور تا زمان جداسازی کامل بطور ساکن انجام پذیرد. قیف

رم تبخیر کلروفنگهداری و لایه مربوط به فاز کلروفرم جدا و پس از 

توسط سیستم روتاری و در زیر هود، مقدار  C 01°در دمای 

مانده کلروفرم به یک لوله کوچک منتقل گردید و تبخیر کامل باقی

به وسیله عبور گاز نیتروژن از روی محلول تغلیظ شده انجام شد. 

یال ها، ابتدا به هر وبه منظور آنالیز سم آفلاتوکسین موجود در نمونه

گذاری )شامل مخلوطی از هگزان، یکرولیتر حلال نقطهم 011

( اضافه و محتوای 2:  2:  11حجمی  کلروفرم و استون با نسبت

هم زده شدند. سپس به کمک  به اای شدیدآنها به کمک شیکر لوله

، مرحله (Capillary dispenser) گذاریسرنگ مخصوص نقطه

انجام  254TLC (F(ها بر روی صفحه سیلیکاژل گذاری نمونهنقطه

 ها، در هر پلیت مخلوطی ازگردید. جهت شناسایی آفلاتوکسین



 000های...                                                                                                ورحسینی و همکاران / غربال و ارزیابی تنوع فنوتیپیکی جدایهپ

J Appl Res Plant Prot 

  

گذاری گردید. به نقطه Gو  Bهای گروه استانداردهای آفلاتوکسین

های حاوی ها در تانکها، پلیتمنظور جداسازی آفلاتوکسین

های جداسازی و ظهور شامل مخلوطی از کلروفرم و استون با حلال

درتاریکی قرار داده شدند. پس از  و 01:  11نسبت حجمی 

 0 -0که سطح فاز متحرک به حدود  جداسازی اجزاء نمونه )زمانی

رای ها مدت کوتاهی بمتری انتهای فوقانی پلیت رسید، پلیتسانتی

تبحیر فاز متحرک در تاریکی نگهداری شدند و سپس برای بررسی 

 UV)اه نانومتر اشعه فرابنفش در دستگ 366تحت طول موج 

Cabinet, CAMAG, Switzerland)   .هایی که در نمونهقرار گرفت

زا تشخیص داده شده بودند، برای محیط کشت غیرتوکسین

مورد بررسی  TLCبار به روش  ، دوزاییاطمینان جهت غیرتوکسین

 .(Moradi et al. 2011) قرار گرفتند

 
 گونهمولکولی شناسایی  
گری زای حاصل از غربالغیرتوکسینی هاجدایه :DNAستخراج ا

 -دکستروز -زمینیسیب ساعت در محیط 00ها، به مدت جدایه

 دمای دور در دقیقه در 021روی شیکر با سرعت  (PDB) براث

°C02  ء با استفاده از پمپ خلا تولید شده کشت شدند. میسیلیوم

از ( Aldrich, Germany-, No. 4, Sigma®Watman)و کاغذ صافی 

های چینی سترون در ها در هاون. میسیلیومشد کشت جدا محیط

از روش اصلاح  DNAجهت استخراج  و پودر ،ازت مایع ساییده

خالص شده  DNAاستفاده گردید. CTAB   (Moradi 2011)شده

 برای آزمایشات بعدی نگهداری شد. -C 01° دمای و TEدر بافر 

به این منظور از  : A. flavusاستفاده از آغازگرهای اختصاصی گونه

 FLAVIQ1/FlaQ2 (FLAVIQ1: 5′آغازگرهای 

GTCGTCCCCTCTCCGG 3′ / FLAQ2: 5′ 

CTGGAAAAAGATTGATTTGCG 3′)  استفاده گردید 

(Sardinas et al. 2011)های . واکنشPCR  میکرولیتر  02در حجم

نانوگرم(  2) میکرولیتر 0، همیکرولیتر آب دیونیز 02/00شامل 

DNA  ،میکرومولار( از هر یک از  01میکرولیتر ) 0ژنومی الگو

 MgCl2میکرولیتر  10X PCR buffer ،0میکرولیتر  2/0آغازگرها، 

 02/1مولار( و میلی 011) dNTPمیکرولیتر  0/1مولار(، میلی 21)

 μL) Taq DNA polymerase (5 U/ (Sinaclon, Iran)میکرولیتر 

طبق  (Primus, MWG Biotech, UK)در دستگاه ترموسایکلر 

 2به مدت  C 10°سازی اولیه در برنامه حرارتی شامل واسرشت

سازی در ثانیه، دورگه 31به مدت  C 10° سازی دردقیقه، واسرشت

°C 22  ثانیه، بسط در  31به مدت°C20  دقیقه در  2/0به مدت

دقیقه انجام شد. بعد  2به مدت  C 20°چرخه و بسط نهایی در  31

میکروگرم در  DNA ،0آمیزی ، برای رنگ% 0از تهیه ژل آگارز 

ماید به ژل اضافه گردید. برای مشاهده ولیتر اتیدیوم برمیلی

 یکولت به مدت  02الکتروفورز با شدت ولتاژ ثابت PCR  محصول

م، گرمیلی 000)هیدروکسی متیل  TAEساعت در ژل آگارز و بافر 

لیتر، آب تا حجم میلی EDTA011  لیتر،میلی 22اسید استیک 

 Gelلیتر( انجام گردید. با استفاده از دستگاه میلی 0111نهایی

Documentation (UVtec, Cambridge, UK) تحت طول موج ،

 برداری شد. از آن عکس UVنور  366

های مورد جدایهنگهداری کوتاه مدت، برای  ها:نگهداری جدایه

برای  و C 0° دار کشت و در دمایشیب PDA روی محیطبررسی 

گلیسرول و سوسپانسیون  حاوی آگار، هایطولانی مدت در لوله

 .نگهداری شدند -C 01°اسپور در دمای 

 
 A. flavus قارچ هایجدایه ریخت شناختیبندی گروه 

-جدایه های ریخت شناختیبر اساس ویژگی بندیگروه جهت

محیط  چهار از تحقیق این در استفاده مورد زایغیرتوکسین های

 CYA (Czapek Yeast Agar ،)MEA (Malt Extractکشت 

Agar) وCY20S  (Czapek Yeast 20% Sucrose و )CZ  

(Czapek Dox Agar)شد استفاده (Raper & Fennell 1965; 

Klich 2002.)  

 3NaNO  31: (Czapekهای چاپک )عصاره غلیظ پایه برای محیط

گرم،  O2.7H4FeSO 0/1گرم،  O2.7H4MgSO 2گرم،  KCl 2گرم، 

O2.7H4ZnSO 0/1  ،گرمO2.5H4CuSO 12/1  0گرم، آب مقطر 

 .لیتر

گرم، عصاره زاپک  4HPO2K 0گرم،  2عصاره مخمر  :CYAمحیط 

 .لیتر 0گرم، آب مقطر  02گرم، آگار  31گرم، ساکارز  01

گرم، عصاره  4HPO2K 0گرم،  2: عصاره مخمر CYA20sمحیط 

 0گرم، آب مقطر  02گرم، آگار  011لیتر، ساکارز میلی 01زاپک 

 .لیتر

لیتر، میلی 01گرم، عصاره زاپک  CZ :4HPO2K 0محیط زاپک 

 .لیتر 0گرم، آب مقطر  02گرم، آگار  31ساکارز 

گرم، عصاره  01گرم، گلوکز  0: پپتون MEAمحیط عصاره مخمر 

 .لیتر 0گرم، آب مقطر  02گرم، آگار  01مخمر 

به روش تک  هاپس از جداسازی و تهیه پرگنه خالص جدایه

، از های بعدیبررسی، به منظور (WAاسپور روی محیط آب آگار )
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سه  و CYAحاوی محیط کشت  تشتک پتری شامل دو عدد پنج

استفاده شد.  CZو  MEA، CY20Sکشت  هایحاوی محیط عدد

جدایه، در هر  متر از هرمیسلیومی به قطر پنج میلی هایقرص

تشتک پتری در سه نقطه با فاصله مساوی از هم کشت گردیدند. 

قارچ در  حاوی CYAیکی از دو تشتک پتری حاوی محیط کشت 

قرار و تاریکی مداوم  C 02° در دمایها تشتکو بقیه  C 32°دمای 

از یک هفته بررسی  های پتری بعد. رشد قارچ در همه تشتکگرفتند

رفولوژیکی شامل رنگ وهای ماکرومبرای شناسایی، ابتدا ویژگی شد.

و قطر پرگنه بعد از هفت روز، رنگ سرهای کنیدیایی، رنگ 

میسلیوم، وجود و یا عدم وجود ترشحات روی پرگنه، رنگ پشت 

پرگنه در زیر تشتک پتری، بررسی توانایی تولید سختینه و سپس 

 uniseriateرفولوژیکی شامل تشکیل حالت ومیکرومهای ویژگی

ردیفی، دارای فیالید  )دو biseriate)تک ردیفی، دارای فیالید( و یا 

وضعیت سطح کنیدیوم از ،  (vesicle)لوو متولا(، شکل و قطر وزیک

 عرض و طول آن، بودن خاردار و نظر صافی و زبری و نیز شیاردار

 نگر طول، نظر از کنیدیوفور وضعیت و فیالید عرض و طول متولا،

لازم به ذکر است که جهت  .شدند بررسی آن سطحی تزئینات و

 MEAهای های میکروسکوپی قارچ از محیط کشتگیری انداماندازه

نمونه اندازه 22استفاده شد و در هریک از موارد مذکور  CYA25و 

 شد. ها به عنوان اندازه نهایی در نظر گرفتهگیری شد و میانگین آن

 Raynerمنظور تعیین رنگ پرگنه از جدول رنگ قارچ شناسی )به

ه قابل پرگناستفاده شد. توصیف پرگنه بر اساس خصوصیات  (1970

استریومیکروسکوپ به کمک مشاهده با چشم غیر مسلح و 

(Olympus BH2, Japan) .انجام شد 

 

  نتایج

 زاتوکسینهای غیرجدایه
بیش  AFPAآوری شده، با استفاده از محیط های جمعاز نمونه     

به دست آمد.  Aspergillus section Flaviجدایه متعلق به  201از 

ان در تولید آفلاتوکسین نش هانتایج حاصل از بررسی توانایی جدایه

داد براساس عدم تغییر رنگ پشت کلنی به رنگ صورتی یا قرمز در 

ر بخا معرض قرار گرفتنزا پس از در های غیرتوکسینبین جدایه

زا بودند. غیرتوکسین CAMجدایه روی محیط کشت  00، آمونیاک

به اثبات   TLCاستفاده از روش  ها بااین جدایه زاییغیرتوکسین

جدایه  00آغازگرهای اختصاصی نشان داد از بین استفاده از  رسید.

بودند.  A. flavusعدد از آنها متعلق به گونه  63زا تنها غیرتوکسین

  DNAها با آغازگرهای اختصاصی گونه، فقط یک قطعه این جدایه

جدایه دیگرقطعه  01که در  تولید نمودند، در حالی bp 011به اندازه

های به دست آمده جدایه از بین جدایه 26مورد نظر تولید نگردید. 

)جدول  برای انجام مراحل بعدی مطالعه مورد استفاده قرار گرفت

 .(0، شکل 0

 

 

در  rDNA  ITS2تکثیر ناحیه PCRالکتروفورز محصول . 1کل ش

 .با استفاده از آغازگر اختصاصی گونه  A. flavusهای جدایه

Figure 1. Electrophoresis of PCR product amplification of 

ITS2 rDNA region in A. flavus isolates using species 

specific primer. 
 

 A. flavusهای جدایه بندیگروه

به لحاظ خصوصیات  A. flavus های: جدایهبندی مرفولوژیکیگروه

-ماکرومورفولوژیکی، میکرومورفولوژیکی و رنگ روی محیط کشت

ارزیابی و در نهایت  CYA37و  MEA ،CZ ،CY20S ،CYA25های 

در بررسی حاضر خصوصیات مختلف در پنج گروه قرار گرفتند. 

 های حاضرمیکرومورفولوژیکی بررسی و با توجه به اینکه جدایه

ی را ها نتایج مشابهمتعلق به یک گونه بودند. در بسیاری از ویژگی

گر ها از یکدینشان دادند، لذا خصوصیاتی که موجب تفکیک جدایه

 بود مورد توجه قرار گرفت. 

های یزد، کرمان، ین گروه از استانجدایه ا 00: 0مشخصات گروه 

اصفهان و خراسان رضوی و همگی از میوه پسته جداسازی شد. 

میکرون، فیالیدها دو ردیفی و قطر  01-20طول کنیدیوفورها 

-321و  0/2-6، 01-02وزیکل، کنیدیوم و اسکلروتیوم به ترتیب 

های مختلف میکرون بود. رنگ سرهای کنیدیوم در محیط 002

و  3و  0، 0ز روشن تا سبز مایل به زرد بود )جداول غالبا سب

 (.3و  0های شکل

های کرمان، جدایه این گروه از استان 00: 0مشخصات گروه 

اصفهان و خراسان رضوی و از میوه و خاک پسته جداسازی شد. 

میکرون، فیالیدها تک یا دو ردیفی و  31-20طول کنیدیوفورها 
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و  0-3، 00-30یوم به ترتیب شقطر وزیکل، کنیدیوم و اسکلرو

های میکرون بود. رنگ سرهای کنیدیوم در محیط 011-311

و  3و  0، 0مختلف عمدتا سبز تیره تا سبز لیمویی بود )جداول 

 (.3و  0های شکل

های کرمان و : شش جدایه این گروه از استان3مشخصات گروه 

ها اصفهان و از میوه و خاک پسته جداسازی شد. طول کنیدیوفور

میکرون، فیالیدها دوردیفی و قطر وزیکل، کنیدیوم و  21-02

میکرون بود.  011-321و  3-0، 00-00یوم به ترتیب شاسکلرو

های مختلف از سبز مایل به رنگ سرهای کنیدیوم در محیط

 0های و شکل 3و  0، 0خاکستری تا سبز تیره متغیر بود )جداول 

 (.3و 

  .Aspergillus flavusزای های غیرتوکسینمشخصات جدایه. 1جدول 
Table 1. Characteristics of nontoxigenic Aspergillus flavus isolates. 

No. ITEM code*  Location Source Group  No. ITEM code  Location Source Group 

1 16448 Yazd Nut 1  29 16493 Kerman Soil 3  

2 16452 Kerman Nut 1  30 16442 Khorasan R. Nut 4 

3 16454 Kerman Nut 1  31 16447 Kerman Nut 4 

4 16456 Esfahan Nut 1  32 16449 Yazd Soil 4 

5 16460 Esfahan Nut 1  33 16455 Esfahan Nut 4 

6 16476 Khorasan R.** Nut 1  34 16459 Esfahan Soil 4 

7 16480 Khorasan R. Nut 1  35 16461 Qom Nut 4 

8 16481 Khorasan R. Nut 1  36 16462 Esfahan Nut 4 

9 16482 Khorasan R. Nut 1  37 16464 Esfahan Nut 4 

10 16485 Khorasan R. Nut 1  38 16466 Khorasan R. Nut 4 

11 16491 Khorasan R. Nut 1  39 16468 Kerman Soil 4 

12 16498 Kerman Nut 1  40 16469 Esfahan Nut 4 

13 16443 Kerman Nut 2  41 16471 Khorasan R. Nut 4 

14 16453 Kerman Nut 2  42 16472 Semnan Soil 4 

15 16458 Esfahan Soil 2  43 16473 Markazi Nut 4 

16 16470 Esfahan Nut 2  44 16475 Khorasan R. Nut 4 

17 16474 Khorasan R. Nut 2  45 16477 Khorasan R. Soil 4 

18 16479 Khorasan R. Nut 2  46 16483 Khorasan R. Nut 4 

19 16484 Khorasan R. Nut 2  47 16486 Khorasan R. Nut 4 

20 16488 Khorasan R. Soil 2  48 16490 Khorasan R. Nut 4 

21 16489 Khorasan R. Nut 2  49 16496 Khorasan R. Nut 4 

22 16492 Kerman Nut 2  50 16441 Khorasan R Nut 5 

23 16495 Khorasan R. Nut 2  51 16450 Yazd Soil 5 

24 16444 Kerman Nut 3  52 16463 Esfahan Nut 5 

25 16445 Kerman Nut 3  53 16467 Qom Nut 5 

26 16446 Kerman Nut 3  54 16478 Khorasan R. Nut 5 

27 16451 Kerman Soil 3  55 16487 Khorasan R. Nut 5 

28 16457 Esfahan Nut 3  56 16497 Khorasan R. Nut 5 

*ITEM Microbial Culture Collection of ISPA (Institute of Sciences of Food Production), Bari, Italy.**Khorasan Razavi. 
 

جدایه مربوط به این  01: پرتعدادترین گروه با 0مشخصات گروه 

 .بودو از میوه و خاک پسته برداری گروه از هفت استان مورد نمونه

میکرون، فیالیدها دو ردیفی و قطر وزیکل،  32-21برمطول کنیدیو

 021-321و  0-0/2، 02-03یوم به ترتیب شکنیدیوم و اسکلرو
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ی این گروه در در اعضا یمیکرون بود. رنگ سرهای کنیدیوم

های مختلف از سبز علفی تیره تا زردمایل به سبز متغیر بود محیط

 (.3و  0های و شکل 3و  0، 0)جداول 

هفت عضو این گروه از چهار استان خراسان : 2مشخصات گروه 

رضوی، یزد، اصفهان و قم و از میوه و خاک پسته به دست آمد. 

میکرون، فیالیدها تک ردیفی و قطر  02-01رها بمطول کنیدیو

-311و  2/0-6، 00-30یوم به ترتیب شوزیکل، کنیدیوم و اسکلرو

میکرون بود. تنوع رنگ سرهای کنیدیومی در این گروه در  011

ها بیشتر و از زرد مایل به سبز تا ههای مختلف از بقیه گرومحیط

 (.3و  0های و شکل 3و  0، 0بود )جداول  غیرسبز زیتونی مت

 Aspergillusگانه های پنجالگوی رشد و رنگ پرگنه در گروه     

flavus های کشت مختلف هم در سطح زا در محیطغیرتوکسین

در تفکیک  CYA25رویی و هم در سطح پشتی نشان داد محیط 

کل د )شرهای کشت دانسبت به بقیه محیط یها کارایی بهترگروه

 (.3و  0

   

 .Aspergillus flavusی زاغیرتوکسین هایگروه میکرومورفولوژیکی هایویژگی .2جدول 
Table 2. Micromorphological features of nontoxigenic groups of Aspergillus flavus. 

Group Conidiophore length (µ) Phialides 

Diameter (µ) 

Vecicle 
Conidium 

Sclerotium 

1 29-74 Biseriate 20-45 5.2- 6 125-350 

2 39-58 Uniseriate and Biseriate 21-38 2-3 300-400 

3 45-70 Biseriate 22-41 3-4 200-350 

4 37-50 Uniseriate 25-43 4-5.2 250-350 

5 25-40 Uniseriate 22-34 4.5-6 200-300 

 

 .Aspergillus flavusی زاغیرتوکسین هایگروه ماکرومورفولوژیکی هایویژگی .3جدول 
Table 3. Macromorphological features of nontoxigenic groups of Aspergillus flavus. 

Group 

Spectrum color of conidia heads in different cultures media 

CZ CYA25* CYA37** CY20S MEA 

1 
Olive green Oak green Lemon green Green to light olive to 

yellow 

Green yellow 

2 
Dark green Dark green Dark herbaceous 

green 

Lemon green Dark green to lemon 

3 
Grayish green Dark gray 

green 

Dark green Pistachio green Yellowish green to 

grayish green 

4 
Dark herbaceous green Olive green Yellowish green Olive green Green yellow 

5 
Yellowish green to brownish 

olive green 

Olive green Yellowish green Olive green Green yellow 

* CYA medium at 25 °C, ** CYA medium at 37 °C.
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 .های کشت مختلف )سطح رویی(زا در محیطغیرتوکسین Aspergillus flavusهای پنجگانه الگوی رشد و رنگ پرگنه در گروه .2شکل 

Figure 2. Growth pattern and colony color color in five groups of nontoxigenic Aspergillus flavus in different culture media 

(upper side). 
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 .های کشت مختلف )سطح پایین(زا در محیطغیرتوکسین Aspergillus flavusهای پنجگانه الگوی رشد و رنگ پرگنه در گروه .3شکل 

Figure 3. Growth pattern and colony color color in five groups of nontoxigenic Aspergillus flavus in different culture media 

(down side). 

 

 بحث

برد و هوابرد در کصورت خا به Aspergillusهای مختلف گونه

سازی اند و قادر به آلودهکاری کشور سازگار شدهبیشتر مناطق پسته

 ;Fani et al. 2014b, c) اندهای ترک خوردهها و پستهمغز میوه

Moradi et al. 2015; Saghazadeh & Najmi 2018). معرفی 

 هاکشاورزی و باغ مزارع به A. flavusی زاغیرتوکسین هایجدایه

 & Changاست ) زاتوکسین هایجدایهکاهش جمعیت  برای

Ehrlich 2011; Moradi et al. 2011; Uka et al. 2017; 

Mohammadi-Moghaddam et al. 2020های(. جدایه 

غال زا و اشآفلاتوکسین هایجدایهقادر به رقابت با  زاوکسینتغیر

 هایبستر هستند، بنابراین نقش مهمی در کاهش جمعیت جدایه

زا و میزان آفلاتوکسین تولید شده از آنان در خاک و وکسینت

. Azmoun et al. 2017a, b)) کنندمحصولات غذایی ایفا می

 یلپتانس که مطلوبی هایبراساس مطالعات صورت گرفته، ویژگی

 یزیست کنترل عامل یک عنوان به استفاده برای را A. flavus جدایه

 تشکیل سریع، رشد توانایی شامل بخشد،می بهبود مزارع در
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ی در بسترها کلنیزاسیون خاک، در بیشتر بقای برای اسکلروت

از  ست.ا آفلاتوکسین تولید میزبان و عدم توانایی در گیاهانغذایی 

ه زا برای این که کاندید مناسبی بیک سویه غیرتوکسینطرف دیگر 

باشد از نظر زیست محیطی بایستی بی  کنترل زیستیعنوان عامل 

روه زا از نظر گ، لذا متفاوت بودن سویه غیرتوکسینخطر نیز باشد

 .زای غالب اهمیت زیادی داردهای توکسینسازگار رویشی با سویه

ین راهبرد در کوتاه و بلندمدت های متعددی در استفاده از اچالش

به دلیل تنوع این  A. flavusت شناسی جمعیت وجود دارد. زیس

گونه به خوبی درک نشده است، لذا توانایی ایجاد اشکال تولید مثلی 

بعد از کاربرد مشخص نیست  آنها هتروکاریون و بقای طولانی مدت

(Ehrlich 2014.) گذشتهاز  ریخت شناختی استفاده از خصوصیات 

مطرح بوده  Aspergillusجنس  هایگونه تاکنون برای شناسایی

 A. flavus یزاتوکسینجدایه غیر 26 نیز، در پژوهش حاضر .است

بررسی شدند که منجر به  های ریخت شناختیوِزگیبراساس 

از نظر خصوصیات ماکرومورفولوژیکی و  پنج گروهقرارگیری آنها در 

محیط های مورد استفاده از بین محیط .میکرومورفولوژیکی شد

CYA25 ها کارایی بهتر را نسبت به بقیه در تفکیک گروه

 های کشت از خود نشان داد.محیط

     Hedayati et al. (2007)  گونهA. flavus  را به عنوان یک گونه

گونه یا واریته از جمله دو گونه جنسی  03کمپلکس شامل 

Petromyces alliaceus  وP. albertensis  مورد مطالعه قرار داد. از

 دلیل به A. flavus مجموعه در هاگونه دقیق جایی که شناساییآن

 همچنان بیوشیمیایی و ریخت شناختی هایویژگی پوشانیهم

 شده است به توصیه مورفولوژیکی، هایدر شناسایی است، دشوار

اشاره شود.  Aspergillus flavus "مجموعه یا کمپلکس" عنوان

آنالیز ترادف  A. flavusبرای شناسایی مولکولی در حد کمپلکسِ 

ITS کند، اما تشخیص توصیفی کفایت میA. flavus  نیازمند آنالیز

 .Samson et alاست ) کتیناّو  کالمودولین، بتاتوبولینهای ژن

های رسد شناسایی دقیق گونه(. به هرحال به نظر نمی2007

 هایاستفاده کاربردی چندانی در انتخاب سویه A. flavusکمپلکس 

زا داشته جمعیت توکسین کنترل زیستیزایِ کارا برای غیرتوکسین

باشد. آنچه که در این مورد اهمیت زیادی دارد شناسایی دقیق 

تواند به انتخاب نژادهای بادوام های سازگار رویشی است که میگروه

 (. Probst et al. 2011در محیط زیست منجر شود )

زا مورد مطالعه عدد از جدایه غیرتوکسین 03بندی ژنتیکی گروه     

در این تحقیق با استفاده از شش جفت آغازگر ریزماهواره 

 AF66و  AF13 ،AF17 ،AF25 ،AF43 ،AF64های لوکوس

های سازگار رویشی( نشان داد این )طراحی شده برای تفکیک گروه

 Azmoun 2015; Fani etقرار دارند )گروه مجزا  هشتها در جدایه

al. 2017ریخت شناختی هایبر اساس ویژگی بندی(. مقایسه گروه 

های مشترک در هر دو ها در جدایهبندی با این ریزماهوارهو گروه

های بندی اعضای مختلف گروهدهد گروهمطالعه نشان می

یگر بیانی د ها ندارد، بهبندی ریزماهوارهمرفولوژیک ارتباطی با گروه

س اند، پدر یک گروه قرار گرفته ریخت شناختیاعضایی که از نظر 

ها، الگوهای تکثیری متفاوتی از خود با ریزماهواره PCRاز واکنش 

های مختلفی قرار گرفتند. از طرف دیگر نشان داده و در گروه

جدایه مطالعه  26زا )شامل جدایه غیرتوکسین 20سنجش کارایی 

در بستر  B2و  B1های شده در این تحقیق( در کاهش آفلاتوکسین

در تقابل با  UPLCو  HPTLCبه روش  YESآرد برنج و محیط 

 2/0-16و  0-01زا، آنها را در چهار گروه با کارایی سویه توکسین

ژن و ناحیه مجاور ژنی از خوشه  0درصد به ترتیب قرار داد. ردیابی 

، aflR ،estA ،avnA ،nor1 ،ver1ژنی تولید آفلاتوکسین شامل  33

C1 ،C3  وC4  ژن یا ناحیه مجاور  1-0نیز الگوهای متنوعی از حذف

 Fani et al. 2011; Fani et al. 2013; Faniژنی را نشان داد )

بندی کارایی جدایه و (. مقایسه نتایج به دست آمده از گروه2013

بندی مرفولوژیکی تطابق نداشتند، لذا الگوهای حذف ژن نیز با گروه

های رویشی و زایشی و توان نتیجه گرفت تنوع در شکل انداممی

توان با های مختلف کشت را نمیطالگوهای رشدی در محی

سین آفلاتوک کنترل زیستیدر  آنهاهای سازگار رویشی، کارایی گروه

 زیستیو الگوهای حذف ژن مرتبط دانست و توانایی در کنترل 

نتایج  ندارد. این ریخت شناختیهای آفلاتوکسین ارتباطی با ویژگی

است که دلیل  A. flavusزای توکسینهای غیرجدایه بیانگر تنوع در

 A. flavusهای مختلفی در کمپلکس تواند وجود گونهآن می

 زای پسته باشد. غیرتوکسین
 

 سپاسگزاری 

از پژوهشکده تحقیقات پسته کشور  و که در انجام این پژوهش ما 

 گردد.را یاری کردند، سپاسگزاری می
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