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  چکیده 

در سالهاي اخیر عارضه پوسیدگی مغز میوه سیب بصورت شایع بر روي این محصول باغی در استان هـاي آذربایجـان                    

ایت به اینکه محصول سیب سهم عمده اي در صـنایع تبـدیلی  ایـن منطقـه را بـه خـود                     با عن . غربی و شرقی مشاهده است    

اختصاص می دهند، در این تحقیق گونه هاي قارچی همراه با ایـن عارضـه بـا اسـتفاده از رهیافـت هـاي مورفولوژیـک و                 

فیان، تـالش، جلفـا و    براي این منظـور میـوه هـاي سـیب از بـازار تبریـز، خـوي، صـو                  . مولکولی مورد ارزیابی واقع شدند    

میاندوآب خریداري و قطعات کوچکی از بافت هاي پوسیده ناحیه مغز میوه پس از ضد عفـونی سـطحی، بـر روي محـیط                        

کلنـی هـاي قـارچی خـالص سـازي و گروههـاي قـارچی            . کشت عصاره مالت آگار تحت شرایط استریل کشت داده شدند         

  تعـدادي از  DNAجهـت مطالعـات مولکـولی    . شخص شـدند براساس خصوصیات مورفولوژیک و داده هاي مولکـولی م ـ       

 ریبـوزومی بـا اسـتفاده از واکـنش زنجیـره اي پلـی مـراز        RNA کد کننده  ITS DNAجدایه ها استخراج گردید و ناحیه 

تکثیر و  قطعات تکثیر یافته تعیین توالی شدند و توالی هاي حاصل با تـوالی هـاي دیگـر گونـه هـاي قـارچی در بانـک ژن                   

  بیـشترین  Penicillium و    Alternaria جدایه خـالص سـازي شـده، گونـه هـاي جـنس       30از مجموع . ه شدندمقایس

 ایـن دو جـنس، گونـه هـاي      بـر گونـه هـاي   هعـلاو .  جدایه به خود اختـصاص دادنـد  9 جدایه و 13فراوانی را به ترتیب با 

Cladosporium spp. ،Tricothecium sp.، Acremonium sp.و  Stemphylium sp. اغلب  گونـه  .  شناسایی شدند

تاکنون اکثر مطالعات انجـام شـده بـر روي توکـسین            . هاي جداسازي شده از پتانسیل توکسین زایی برخوردار می باشند         

 Aspergillus و Penicilliumهاي تبدیلی سیب بر روي پـاتولین  کـه توسـط گونـه هـاي جـنس              هاي قارچی در فراورده   

نتایج تحقیق حاضر لزوم بررسی آلودگی هاي احتمالی فراورده هاي تبدیلی سـیب بـا           . تمرکز بوده است  تولید می شوند، م   

  .   را آشکار می سازدAlternariaتوکسین هاي تولید شده توسط گونه هاي جنس 

  

  ، توکسین، قارچAlternariaپوسیدگی مغز سیب،  :يدی کليها  واژه
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Abstract

In recent years, apple core rot have frequently been observed in East and West Azarbaijan 

provinces, Iran. As apple plays a major role in food industry, in present study fungal groups 

involved in apple core rot disease were elucidated by means of morphology and DNA sequence 

data. Apple fruits were purchased from local market in Tabriz, Khoy, Shabestar, Sofiyan, Talesh, 

Miyandoab and Jolfa cities. Small pieces from core tissues of apple fruits were surface-sterilized 

and plated on malt extract agar medium. Isolated fungi were purified and then identified using 

morphological and DNA sequence data. For molecular evaluation, DNA extraction carried out on 

pure cultures of selected fungal isolates and ITS region of ribosomal DNA (ITS-rDNA) was 

amplified and sequenced. In total, from the 30 isolates evaluated in this study, Alternaria and 

Penicillium species with 13 and 9 isolates were the most prevalent fungal groups. The other fungal 

groups were identified as Cladosporium spp., Tricothecium sp.,  Acremonium sp.  and Stemphylium

sp. Most of the fungal groups isolated in this study are toxicogenic; however, the main focus has 

been on the mycotoxin produced by Penicillium and Aspergillus in apple products, so far. The 

results of this study urge awareness on the possible contamination of apple fruit and its products by 

Alternaria toxins.
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  مقدمه

قارچ ها به صورت مستقیم از طریق کاهش میزان تولیـد           

ــر   و کــاهش ارزش غــذایی محــصولات کــشاورزي و غی

مستقیم از طریق تولید متابولیـت هـاي ثانویـه سـمی یـا              

توکـسین هـا کـه اثـرات سـوء بـر روي موجـودات          مایکو

دریافت کننده این ترکیبات بـر جـاي مـی گذارنـد، ایجـاد              

، والویک و   2001اکی و همکاران    تینا و (خسارت می کنند    

، 1388و همکــارانآچــاچلویی ، فتحــی 2003همکــاران 

میــزان ). 2007 و تراناســا و همکــاران  2005آگریــوس 

خسارت ناشی از عوامل بیماري زا بر روي فراورده هـاي   

 درصــد میــزان محــصول تولیــدي 12کــشاورزي حــدود 

حدس زده می شود که در این بین  قارچ هـا سـهم عمـده                 

سیب   ).2005آگریوس  (را به خود اختصاص می دهند       اي  

و فراورده هاي تبدیلی آن نقش عمده اي در تغذیه  انـسان    

بیمــاري هــاي بعــد از .  و  اقتــصاد ملــی بــازي مــی کننــد

برداشت سیب که عمدتا توسط قارچ ها ایجـاد مـی شـوند          
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  115                                                 استان هاي آذربایجان غربی و شرقی و شناسایی قارچ هاي همراه با این عارضهپوسیدگی مغز سیب در

خسارت قابل توجهی را به این محـصول از نظـر کمـی و     

آلـودگی میـوه سـیب از دو طریـق           . کیفی وارد مـی کننـد     

از طریق زخم هـاي مکـانیکی ایجـاد         ) 1:صورت می گیرد  

از طریق آلـودگی    ) 2شده بر روي میوه موقع برداشت و        

 طول دوره رشد و اواخر فـصل  میوه بر روي درخت در

که از طریق منافذ طبیعی موجود بر روي میوه اتفاق مـی            

رچی  از میـوه  تاکنون دامنه وسیعی از گروههاي قـا   . افتد

ونـدر  (ب با علایم پوسـیدگی گـزارش شـده انـد            یهاي س 

بیمـاري   ).2007، نـیم و همکـارن       2010والت و همکـارن     

پنـی  کپک آبی  بر روي سیب توسـط گونـه هـاي جـنس               

 اکـس  پنـی سـیلیوم  ایجـاد مـی شـود کـه گونـه       سیلیوم

ونـدر  (ز پراکنش بالاتري برخـوردار مـی باشـد          اپنسوم  

پوســیدگی خاکــستري ســیب ).2010والــت و همکــاران 

گونــه . توســط گونــه بــوتریتس ســینرا ایجــاد مــی شــود

موکور پیري فرمیس بـه عنـوان عامـل پوسـیدگی میـوه              

بیمـاري  ). 2007نـیم و همکـاران      (سیب مطرح می باشـد      

پوسیدگی مغز سیب یکی از مهمترین بیماري هاي بعد از          

برداشت سیب به حساب می آید، این بیمـاري در مراحـل    

دایی شیوع بیماري به خاطر غیر قابـل مـشاهده بـودن        ابت

علایم پوسیدگی و ظاهر سالم میوه غیـر قابـل تـشخیص            

بیمــاري پوســیدگی مغــز ســیب بــه دو فــرم  . مــی باشــد

پوسیدگی نرم مغز سیب و پوسیدگی خـشک مغـز سـیب         

و  پلئوسپورا هربـاروم بطور رایج گونه .  دیده می شوند

 ،اولوکلادیـوم  ، وریوم، کلادوسـپ اسـتمفیلیوم  گونه هاي

، موکـور ، پنـی سـیلیوم   ، پزیکولا،   کونیوتریوم،  ماپی کوکو 

ــاو فوزاریــوم ز میــوه هــاي ســیب بــا علایــم  ا آلترناری

الـیس و بـارات     (پوسیدگی مغز میـوه گـزارش شـده انـد           

، نیم و   2007، کیم و شاو     1991، دکوك و همکاران     1983

قهوه علایم بیماري به صورت بافت هاي       ). 2007همکاران

اي تیره خشک در محفظه تخمدان میوه دیده می شود که           

در مراحل پیشرفته بـه داخـل بافـت هـاي مزوفیـل میـوه         

اکثـر گروههـاي قـارچی جداسـازي        . پیشروري می کنـد   

در . شده از پتانسیل تولید توکسین برخوردار می باشـند        

  و توکـسین زایـی       پنی سـیلیوم  این بین گونه هاي جنس      

ده هـاي تبـدیلی سـیب بیـشتر از بقیـه            آنها بر روي فراور   

 در .گروههـاي قـارچی مـورد مطالعـه واقـع شـده اسـت       

تحقیقی که اخیرا  بر روي قارچ هاي همـراه بـا پوسـیدگی              

 نرم مغز سیب در آفریقاي جنوبی انجام شده اسـت گونـه           

گونه غالب  شناسـایی     به عنوانلوسومو رامپنی سیلیوم

  بـه عنـوان دومـین    م اکس پنسوپنی سیلیومو گونه  شده  

ونـــدر والـــت و  (گونـــه غالـــب معرفـــی شـــده اســـت

ــاران ــودگی   ). 2010همک ــه آل ــیعی در زمین ــات وس تحقیق

فراورده هاي سیب با توکسین تولیـد شـده توسـط گونـه             

استوکنــستروم و (انجــام شــده اســت  پنــی ســیلیومهــاي 

) 1388( و همکــاران  آچــاچلوییفتحــی).  2007همکــاران 

 چندین نمونـه آب سـیب و آب انگـور           میزان پاتولین را در   

کریمــی و . در اســتان آذربایجــان شــرقی بررســی کردنــد

میزان آلودگی آب سیب موجود در بازار       ) 2008(همکاران  

. شهر مشهد را با مایکوتوسـین پـاتولین  بررسـی کردنـد            

آلودگی میوه سیب با گونه هـاي فوزاریـوم چنـدان رایـج             

ونی بـر روي   نیست ولی در تحقیقـی کـه در کـشور اسـلو           

قارچ هاي همراه با پوسیدگی مغز سیب انجام شـده اسـت       

بـه عنـوان گونـه غالـب عامـل      فوزاریـوم اوناسـئوم  گونه 

بیماري شناخته شده است که این گونه دامنـه وسـیعی از            

سورنــسن و (توکــسین هــاي قــارچی را تولیــد مــی کنــد  

 متابولیت ثانویـه  13در تحقیق انجام شده    ). 2009همکاران

ــد  ــه   تولی ــوده توســط گون ــاي آل ــر روي ســیب ه شــده ب

گونـه هـاي جـنس      .  شاسـایی شـدند    فوزاریوم اوناسـئوم  

 از رایج ترین گـروه قـارچی همـراه بـا بیمـاري               آلترناریا

، 1983الـیس و بـارات      (پوسیدگی  مغز سـیب مـی باشـند          

 و نـیم    2002، سردانی و همکـاران      2002کانگ و همکاران    

ــاران  ــی). 2007و همک ــرر س ــاي  در ب ــده در ه ــام ش انج

 به عنوان گونه غالب همراه      آلترناریاآفریقاي جنوبی قارچ    

کانـگ  (با بیماري پوسیدگی مغز سیب گزارش شده اسـت          

ــاران  ــاران  2002و همک ــردانی و همک ــدر 2002، س  و وان

پوسیدگی ) 2007(نیم و همکاران    ). 2010والت و همکاران    

مغز سیب در ارقـام حـساس و مقـاوم سـیب را بررسـی                

سـیاه میـوه   بیماري بعد از برداشـت پوسـیدگی  . ه اندکرد
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 ایجـاد مـی شـود       آلترناریامرکبات نیز توسط گونه هاي      

 آلترناریـا  گونه هاي جـنس .)2002سردانی و همکاران (

یکی از رایج ترین  قارچ  هاي همراه با فساد مواد غـذایی             

می باشند و اغلب گونه هاي این جـنس از توانـایی تولیـد        

، 2001یکلر و همکـاران     (ن برخوردار هستند    مایکوتوکسی

ــاران   ــارلووا  و همکــ ــریع   ).2006کــ ــایی ســ شناســ

میکروارگانزیم ها بر اساس روش هـاي کلاسـیک زمـان           

بوده و در بیشتر موارد از دقت کـافی برخـودار نیـستند             

).  2007 و ارزنلـو و همکـاران        2003والویک و همکـاران     (

ولی و تکنیـک    پیشرفت هاي اخیر در زیست شناسی مولک      

ــات     ــر اطلاع ــی ب ــاي مبتن ــی و  DNAه ــان  بررس  امک

شناسایی سریع قـارچ هـا را امکـان پـذیر سـاخته اسـت               

با تـوالی  ) 2002(کانگ و همکاران ). 2005لیونز و توما (

ــده     ــد کنن ــاي ک ــستون و  ژنه ــاي هی ــابی ژن ه  RNAی

  همراه با بیماري پوسیدگی      آلترناریاریبوزمی گونه هاي    

امــروزه تکنیــک هــاي . اســایی کردنــدمغــز ســیب را شن

مولکولی به صورت رایج در شناسایی گونه هاي قارچی         

حاضر همراه با محصولات کـشاورزي و آلـودگی هـاي           

مواد غذایی و شناسایی گونه هاي تو لید کننده توکـسین           

والویـک و همکـاران بـا       .  مورد استفاده قرار مـی گیرنـد      

 تولید کننده   استفاده از آغازگرهاي اختصاصی گونه هاي     

ــد    ــلات شناســایی کردن ــر روي غ ــوم ب توکــسین فوزاری

در بررسـی دیگـر فلـورز و        ). 2003والویک و همکـاران     (

بـا اسـتفاده از تکنیـک هـاي مولکــولی،     ) 2006(همکـاران  

گونه هـاي قـارچی همـراه بـا نـوعی پنیـر را در اسـپانیا                 

در بررسی حاضر با عنایت بـه جایگـاه         . شناسایی کردند 

ذربایجــان غربــی و شــرقی در تولیــد ســیب اســتانهاي آ

ده محـصول سـیب در صـنایع تبـدیلی          مکشور و سهم ع   

منطقه، گونه هاي قارچی همراه با عارضه پوسیدگی مغز         

ــک و      ــاي مورفولوژی ــت ه ــتفاده از رهیاف ــا اس ــیب ب س

  .مولکولی مورد ارزیابی واقع شدند

  

  مواد و روش ها

  جداسازي و خالص سازي جدایه ها

ــا   ــصل ه ــول ف ــال   در ط ــستان س ــاییز و زم  -1388ي پ

گلـدن  (ی  زرد لبنـان  دو رقم سـیب درختـی  میوه هاي 1387

 به صورت تـصادفی     )رد دلیسش (ی   و قرمز لبنان   )دلیشس

از بازار شهرستان هاي خوي، میانـدوآب و تبریـز، جلفـا،            

. تالش، صوفیان تهیه شدند و به آزمایـشگاه منتقـل شـدند       

تریل بـا   میوه ها پس از شـست و شـو تحـت شـرایط اس ـ             

استفاده از اسکالپل استریل نصف شده و ناحیـه تخمـدان            

میوه مورد بررسی قرار گرفتـه و قطعـاتی از بافـت هـاي              

 70ناحیــه تخمــدان پــس از ضــدعفونی ســطحی در الکــل  

 ثانیه و سـه بـار شـست و شـو بـا آب             30درصد به مدت    

 خشک گردیده   بر روي کاغذ صافی استریل    ،  مقطر استریل 

حـیط کـشت عـصاره مخمـر آگـار دو          بـر روي م    و سپس 

اسـیدي شـده    ) ساخت کارخانه مرك کشور آلمان    (درصد  

بـه منظـور    )  درصد به میزان دو درصـد      20اسید لاکتیک   (

کشت ها در   . ممانعت از آلودگیهاي باکتریایی، کشت شدند     

 درجـه سـانتیگراد در شـرایط تـاریکی          25درجه حـرارت    

رچی، پـس از ظـاهر شـدن کلنـی هـاي قـا            . نگهداري شدند 

ک تک اسپور و یا نـوك ریـسه         نیکشت ها با استفاده از تک     

جهت تک اسپور کـردن سـري هـاي         . خالص سازي شدند  

رقت از سوسپانسیون اسپور هر جدایـه تهیـه و بـر روي             

 ساعت اسپور   24 پس از    .محیط کشت اسیدي پخش شدند    

ــا اســتفاده  ــه زده ب ــاي  جوان ــکوپ  اســترئو ازه میکروس

ز اسکالپل استریل همـراه بـا بلـوك         مشاهده و با استفاده ا    

وچکی از محیط کشت برش داده شده و  بر روي محـیط      ک

ــد منتقــل شــدند  ــه هــایی کــه  . کــشت جدی در مــورد جدای

اسپورزایی نکرده بودنـد از تکنیـک نـوك ریـسه اسـتفاده             

براي این منظور  قسمت انتهایی ریسه منفرد در زیـر           . شد

 اسـکالپل   استرئو میکروسکوپ مشخص و بـا اسـتفاده از        

استریل همراه با بلوك آگار جداسازي و به محـیط کـشت            

  .جدید منتقل شد

!!
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  مطالعات مولکولی 

   DNAاستخراج 

براي این منظور جدایه هاي قارچی بر روي محیط کشت          

. عصاره مالت آگار به صورت مخطط کـشت داده شـدند          

  DNAپس از رشد کلنی قارچ به اندازه کافی، اسـتخراج  

 MoBio ( کیـــت تجـــارتی موبیـــو بـــا اســـتفاده از

laboratories, USA (  ــه ــتورالعمل کارخان ــابق دس مط

 20 ي استخراج شده در دماي منفی  DNA. انجام گردید

جهـت  : واکنش زنجیره اي پلی مـراز     .درجه نگهداري شد  

 آغـــــاز گـــــر هـــــاي ITS-rDNAتکثیـــــر ناحیـــــه 

)TCCGTAGGTGAACCTGCGG(ITS1          و 

)TCCTCCGCTTATTGATATGC (ITS4   ــورد م

 3استفاده واقع شدند که این آغازگر ها بخشی از ناحیـه َ           

، )SSU-rDNA(ي ریبـوزومی     DNAزیر واحد کوچک    

 از زیــر 5َ و بخــشی ناحیــه 5.8S ،ITS2 و ITS1ناحیــه 

را بـا  ) LSU-rDNA(ي ریبـوزومی  DNAواحد بزرگ 

استفاده از واکنش زنجیره اي پلی مـزار تکثیـر مـی کننـد       

مخلوط واکنش زنجیره اي پلی     ).  1990وایت و همکاران    (

Taq DNA(زار واحـد آنـزیم پلـی م ـ   0,5 شـامل  رازم ـ

polymerase( ،   بـافر واکـنش)1X PCR buffer( ،0,5 

 میلـی  mM  Mgcl2( ،0,2 0.5(میلی مول کلرید منیـزیم  

 پیکـو مـول از هـر یـک از     dNTP  ،5مـول از هـر یـک از   

که حجم    بود    DNA نانو گرم از     15 الی   10اغازگر ها و    

نهایی مخلوط واکنش با استفاده از آب دیـونیزه اسـتریل           

تکثیـر نـواحی ژنـومی      .  تنظیم شد  لیتر میکرو 25به مقدار   

مــورد نظــر بــا اســتفاده از دســتگاه ترموســایکلر     

)GenAmp PCR System 9700  (  و با اعمال حـرارت

 دقیقـه جهـت واسرشـت       5 درجه سانتیگراد بـه مـدت        95

 درجـه بـه مـدت    94 چرخه شامل 36اولیه و به دنبال آن  

 درجه به مـدت  72 ثانیه و 30 درجه به مدت    52 ثانیه،   30

 دقیقه  7 درجه به مدت     72 دقیقه و در نهایت یک چرخه        1

درجـه حـرارت دسـتگاه      . جهت گسترش نهایی انجام شد    

 درجـه   10پس از انجام واکنش بـر روي درجـه حـرارت            

 تخریـب   براي مدت نامعلوم، جهت جلوگیري از تجزیـه و        

  PCRمحـصولات واکـنش   .  تنظیم گردیـد PCRمحصول 

 درصد حاوي اتیـدیوم برومایـد زیـر         1بر روي ژل آگارز     

       .    دستگاه ژل داك بررسی شدند

  

تعیین توالی

واکنش تعیین توالی نوکلئوتیدي قطعات تکثیر شده با  

) BigDye terminator v. 3. 1(استفاده از  کیت تجاري 

ورالعمل سازنده کیت انجام گردید و تجزیه مطابق دست

)ABI Persim 3700(تحلیل نتایج با استفاده از دستگاه 

  .انجام گردید

  فیلوژنی

 SeqManتــوالی هــاي خــام بــا اســتفاده از نــرم افــزار  

(Lasergene package, DNAstar)  ــده و ــی ش  بررس

توالی هاي ایجاد شده در ایـن بررسـی بـا           . ویرایش شدند 

) NCBI Blast Search(موجود در بانـک ژن  توالی هاي 

مقایسه شده و زیر هم چینی جدایه ها با اسـتفاده از نـرم              

 انجام گردید و الگوي هم ترازي چنـد گانـه   Mega 4افزار 

بررسی و درختچه فیلوژنتیـک بـر اسـاس روش پیوسـت            

 و روابط ترسیم گردید)Neighbor joining(همسایه ها 

  .ی شدخویشاوندي جدایه ها بررس

  نتایج و بحث

هدف اصلی تحقیق حاضر شناسایی قارچ هـاي همـراه بـا     

پوسیدگی مغز سـیب در اسـتانهاي آذربایجـان شـرقی و            

علایـم بیمـاري بـه صـورت نـواحی قهـوه اي             . غربی بـود  

متمایل به خاکستري در ناحیه مغز سیب مـشاهده گردیـد           

نـگ قهـو ه اي      رکه در سطح آن پوشش کرکی قارچی بـه          

پوسیدگی مغز سیب از حالت جزئی      . خص بود زیتونی مش 

محدود به ناحیه تخمدان تا پیشرفته که بیش از یـک سـوم       

 ناحیه داخلی سیب را شامل می شد مشاهده گردیـد           حجم

  ).1شکل (
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   علایم بیماري پوسیدگی مغز سیب  با درجات مختلف پوسیدگی ناحیه مغزي سیب.1شکل 

  

  

اهر سالم داشـته و تنهـا موقـع ایجـاد      میوه هاي آلوده ظ  

 جدایـه   30در مجمـوع    . برش آلودگی مشاهده مـی شـود      

قارچی از بافت هاي ناحیـه تخمـدان سـیب جداسـازي و             

ــد   ــازي گردیـ ــالص سـ ــصات    . خـ ــاس مشخـ ــر اسـ بـ

ــسه     ــا و مقای ــه ه ــکوپی جدای ــکوپی و میکروس ماکروس

مشخصات میکروسکوپی با منابع قـارچ شناسـی جدایـه          

 گونه هاي    شامل ده در این بررسی   هاي خالص سازي ش   

 کلادوســـپوریوم،  ،پنـــی ســـیلیوم ، آلترناریـــاجـــنس

لیــوم را شــامل   تریکوتــسیوم، اکرومونیــوم، اســتمفی   

  .شوند می

  جــنس در بــین قــارچ هــاي جداســازي شــده گونــه هــاي

 از فراوانـی بـالاتري برخـوردار        پنـی سـیلیوم    و   آلترناریا

 جداسازي شده    جدایه از قارچ هاي    13بودند و در مجموع     

پنـی   جدایـه    9 تعلق داشتند و     آلترناریابه گونه هاي جنس     

  ). 2، شکل 1جدول (شناسایی شدند سیلیوم

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  فراوانی گروههاي قارچی همراه با عارضه پوسیدگی مغز سیب. 2شکل 
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  دگی مغزنتایج شناسایی جدایه هاي قارچی خالص سازي شده از میوه هاي سیب با علایم پوسی. 1جدول 

  منطقه جغرافیایی  میزبان  گونه قارچی  کد جدایه

1  Alternariaتالش  یسیب قرمز لبنان  

2  Alternaria  تالش  یسیب قرمز لبنان  

2  Alternariaتالش  یسیب قرمز لبنان  

4  Alternariaتالش  یسیب قرمز لبنان  

5  Alternariaتالش  یسیب قرمز لبنان  

6  Alternariaويخ  یسیب زرد لبنان  

7  Alternariaمیاندوآبیسیب قرمز لبنان  

8  Alternariaمیاندوآب  یسیب قرمز لبنان  

9  Alternariaمیاندوآب  یسیب قرمز لبنان  

10  Alternariaمیاندوآب  یسیب قرمز لبنان  

11  Alternariaمیاندوآبیسیب رزد لبنان  

12  Alternariaمیاندوآب  یسیب قرمز لبنان  

13  Alternariaخوي  یب قرمز لبنانسی  

14  Penicilliumتالش  یسیب زرد لبنان  

15  Penicilliumتالش  یسیب زرد لبنان  

16  Penicilliumخوي  یسیب زرد لبنان  

17  Penicilliumخوي  یسیب زرد لبنان  

18  Penicilliumتبریز  یسیب زرد لبنان  

19  Penicilliumتبریز  یسیب زرد لبنان  

20  Penicilliumتبریز  ید لبنانسیب زر  

21  Penicilliumجلفا  یسیب زرد لبنان  

22  Penicilliumتبریز  یسیب زرد لبنان  

23  Cladosporiumتبریز  یسیب قرمز لبنان  

24  Cladosporiumخوي  یسیب زرد لبنان  

25  Cladosporiumتبریز  یسیب زرد لبنان  

26  Cladosporiumخوي  یسیب زرد لبنان  

27  Trichotheciumتبریز  ییب زرد لبنانس  

28  Acremoniumتالش  یسیب زرد لبنان  

29  Trichotheciumتبریز  یسیب زرد لبنان  

30  Stemphyliumصوفیان  یسیب زرد لبنان  

  

  

در ایـن  تایید مولکولی گروههاي قارچی شناسـایی شـده        

 دي ان اي ITS تــوالی یــابی ناحیــه  بــر اســاس، تحقیــق

یه  که اغلب گونه هـاي       جداITS-rDNA (14(ریبوزومی    

، مـورد بررسـی واقـع    را شامل می شدندآلترناریاجنس 

ــد ــر   .گردی ــایج  حاصــل از تکثی ــه نت  دي ان اي ITSناحی

ــوزومی   ــاي   ) ITS-rDNA(ریب ــازگر ه ــضور آغ در ح

ITS1   و ITS4            و با استفاده از واکـنش زنجیـره اي پلـی 

 نشان داد که  در هریک از جدایـه هـا قطعـه اي بـه                مراز  

نتـایج  (تکثیـر یافتـه اسـت        جفـت بـاز        600 تقریبی  طول

 تـوالی    خـام   بررسـی داده هـاي     .)نشان داده نشده اسـت    

نـشان داد  هاي  حاصل از واکنش زنجیره اي پـاي مـراز          

 جفت باز از کیفیت خـوب برخـوردار     500-550که حدود   

  توالی هاي بد ست آمده در ایـن بررسـی           مقایسه  .بودند

انک ژن نشان داد که  همولوژي        موجود در ب    توالی هاي  با

 آلترناریـا  گونه هاي بالایی بین این توالی ها با توالی هاي       

 که با نتایج بدست آمـده          وجود دارد   موجود در بانک ژن   

بر اسـاس خـصوصیات مورفولوژیـک مطابقـت داشـت و            

تـوالی چهـار    ).  3شکل  (  تایید شدند     آلترناریاتحت عنوان   

همولوژي بـالایی بـا تـوالی هـاي گونـه هـاي             جدایه دیگر   

با در نظـر گـرفتن داده هـاي    . نشان دادندکلادوسپوریوم

 آلترناریـا  و خصوصیات مورفولوژیک قارچ      DNAتوالی  

به عنوان گونـه غالـب دخیـل در بیمـاري پوسـیدگی مغـز               

  ).3شکل (سیب  شناسایی شد 
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Alternaria sp..

 AB470849.1 Alternaria mali

 FJ196606.1 Alternaria sp.

 FJ827038.1 Alternaria tenuissima

 GQ220708.1 Alternaria alternata

Alternaria sp..

Alternaria sp..

 AY154706.1 Alternaria arborescens

Alternaria sp..

 FJ949082.1 Alternaria tenuissima

Alternaria sp..

 GQ503332.1 Alternaria tenuissima

Alternaria sp..

 FN179367.1 Alternaria alternata

Alternaria sp..

 FJ426387.1 Alternaria ochroleuca

Alternaria sp..

 FJ196610.1 Alternaria sp.

 FJ904813.1 Alternaria sp.

 FJ949086.1 Alternaria tenuissima

Alternaria sp..

 FJ467349.1 Alternaria sp.

 FJ827036.1 Alternaria alternata

 FJ196613.1 Alternaria sp.

Alternaria sp..

Cladosporium

 FJ216453.1 Cladosporium colocasiae

Cladosporium

Cladosporium

 FJ025160.1 Cladosporium uredinicola

Cladosporium

Cladosporium

Cladosporium

0.02

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

مقیاس .   جدایه هاي بررسی شده در این تحقیقITS ترسیم شده بر اساس توالی هاي نوکلئوتیدي ناحیه درختچه فیلوژنتیک. 3شکل 

توالی هاي بررسی شده در این تحقیق .  بین جدایه هاي مختلف می باشدITS تغییر در اسید هاي نوکلئو ئیک در ناحیه 0,02نشان دهنده 

.شخص شده اندمبه صورت بولد 

  

 به عنـوان گونـه قـارچی غالـب     رناریاآلتگونه هاي جنس  

همراه عارضـه پوسـیدگی مغـز سـیب در بررسـی هـاي              

کانگ و  (انجام شده توسط محققین دیگر معرفی شده اند         

ــاران  ــاو  2002همک ــیم و ش ــاران  2007،  ک ــیم و همک ، ن

ــسارت     ). 2007 ــزان خ ــوبی می ــاي جن ــشور آفریق در ک

 درصـد   10 الـی    7بیماري پوسـیدگی مغـز سـیب حـدود          

 بـا گونـه    همـراه آلترناریازده شده و گونه هاي تخمین 

از فراوانی بالاتري برخودار بوده      پنی سیلیوم جنس  هاي  

هدف اصـلی بررسـی     ).  2010وندر والت و همکاران     (اند  

حاضر شناسایی قارچ هاي همراه بـا بیمـاري پوسـیدگی      

مغز سیب بود و نتایج بررسی ما نشان می دهد که گونـه              

 پنی سیلیوم  همراه با گونه هاي جنس       آلترناریاهاي جنس   

تا به حال بیـشترین     . از فراوانی بالاتري برخوردار هستند    

تاکید در مورد  بیماري پوسیدگی مغـز سـیب مربـوط بـه              

خسارت ناشی از این عارضه در ریزش زودتـر از موعـد            

میوه قبل از برداشت، کاهش قابلیت انبارداري میـوه هـاي           

 بـازار پـسندي میـوه هـاي         آلوده و کاهش ارزش غذایی و     

آلوده بوده است و امکان آلـودگی فـراورده هـاي تبـدیلی             

 مـورد توجـه واقـع    آلترناریـا سیب با مایکوتوکسین هـاي    

نقطـه ثقـل مطالعـات در ارتبـاط بـا آلـودگی             .  نشده است 

Cladosporium spp.

Alternaria spp.
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فراورده هاي تبدیلی سیب با مایکوتوکسین ها مربوط به         

اتولین آلودگی فراورده هـاي سـیب بـا مایکوتوکـسین پ ـ          

 و پنـی سـیلیوم  بوده است که توسـط گونـه هـاي جـنس        

چراغعلــی و همکــاران ( ایجــاد مــی شــوند یلوسژآســپر

ــاران 2005 و آچــاچلویی ،  فتحــی 2008، کریمــی و همک

گونــه هــاي ایــن دو جــنس بــه عنــوان  ). 2007همکــاران 

 در طبیعت حـضور داشـته و موقـع        رایجساپروفیت هاي   

مه دیـده و زیـر      برداشت محصول سیب  میوه هاي صـد       

مـورد اسـتفاده     درختی را که عمومـا در صـنایع تبـدیلی         

شرایط نگهـداري میـوه     . قرار می گیرند را آلوده می کنند      

هاي صـدمه دیـده در بـاغ و محوطـه انبـار کارخانـه هـا          

شرایط مساعد بـراي رشـد ایـن قـارچ هـا را فـراهم مـی          

دیگر بررسیهاي انجام شده نیز     در   آلترناریاقارچ  .  آورد

به عنوان گونه غالب همراه بیماري پوسیدگی مغـز سـیب      

نتایج مطالعات نشان داده است کـه       . شناسایی شده است  

میوه هاي سیب رقم قرمز لبنان در برابر آلودگی با قارچ           

در این بررسی نیـز قـارچ       .  حساستر می باشند   آلترناریا

 اغلب از میوه هـاي سـیب رقـم قرمـز لبنـان بـا                آلترناریا

گونه هاي  . )1جدول   (یدگی مغز جداسازي شد   علایم پوس 

 در بیمـاري بعـد از برداشـت پوسـیدگی           آلترناریـا جنس  

در یـک بررسـی     . سیاه میوه مرکبـات دخیـل مـی باشـند         

انجام شده بر روي  قارچ هـاي آلـوده کننـده دانـه هـاي                

ــه    ــه اي و ترکی ــشورهاي مدیتران ــلات در ک ــه 30غ  گون

داسازي شـده انـد    از دانه هاي غلات مختلف جآلترناریا

 آلترناریااغلب گونه هاي جنس     ).  2001یکلر و همکاران    (

.  از توانایی تولید توکسین هاي قارچی برخوردار هـستند        

 می توان   آلترناریااز بین توکسین هاي تولید شده توسط        

، )AME(، آلترنـاریول متیـل اتـر   )AOH(به آلترناریول

. شـاره کـرد  ا)TeA(و تنوازونیک اسـید ) ALT(آلتنوئن

این ترکیبات بر روي کشت سلولهاي انـسانی، باکتریـایی         

در یــک . و حیــوانی اثــرات ســوء بــر جــاي گذاشــته انــد 

بررسی تاثیر آلترناریول متیل اتر و تنوارونیک اسـید بـر      

روي موش مورد آزمایش واقع شده و اثـرات سـوء ایـن             

 .)2001یکلـر و همکـاران      (ترکیبات به اثبات رسیده است      

بررسـی دیگـر میـزان توکـسین هـاي تولیـد شـده              در یک   

 در حبوبـات و دانـه هـاي روغنـی انـدازه             آلترناریاتوسط  

 بـا وجـود     .)2006کـارلووا و همکـاران      (گیري شده است    

ه ا یکی از گروههاي قارچی رایج همرآلترناریا اینکه قارچ

با بیماري پوسیدگی مغز سیب می باشـد، تـاکنون امکـان            

 و فراورد ه هاي تبدیلی سـیب بـا          آلودگی میوه هاي سیب   

نتــایج . توکــسین هــاي  ایــن قــارچ بررســی نــشده اســت 

 قـارچی بـا اسـتفاده از    شناسـایی مولکـولی جدایـه هـاي    

 نتـایج بررسـیهاي      ITSتعیین تـوالی نوکلئوتیـدي ناحیـه        

امـروزه تـوالی نوکلئوتیـدي      .  مورفولوژیک را تاییـد کـرد     

رایــج در بــه طــور   و دیگــر نــواحی ژنــومی ITSناحیــه 

شناســایی گروههــاي مختلــف میکروارگــانیزم هــا مــورد  

  اطلاعـات     بـر  روشـهاي مبتنـی   . استفاده قـرار مـی دهنـد      

DNA           در شناسایی میکروارگانیزم ها با توجه به دقـت و 

ســرعت عمــل بــالا در مقایــسه بــا روش هــاي ســنتی  و  

کلاسیک، از اقبـال عمـومی در بـین محققـین شـاخه هـاي               

پینـا و   (زیستی برخـوردار هـستند      مختلف کاربردي علوم    

، ارزنلـو و همکـاران      2005، لیـونز و تومـا       2005همکاران  

شناسـایی مولکـولی بـر    ). 2007، فلورز و همکـاران      2007

 به طرق مختلف انجام می گیـرد و         DNAمبناي داده هاي    

بـه طـور    . تکنیک هاي مختلفی  در این راستا ابداع شده اند         

 دو گروه رو شـهاي مبتنـی   این روشها را به      می توان  کلی

 واکنش زنجیره پلی مراز و رو شـهاي غیـر مبتنـی بـر               بر

تکنیـک  .  واکنش زنجیره اي پلی مـزار تقـسیم بنـدي کـرد           

هاي شناسایی مبتنی بر واکنش زنجیره اي پلـی مـراز بـه             

صورت رایج در کلینیـک هـاي تـشخیص عوامـل بیمـاري             

زاي انسانی، گیاهی و آزمایشگا ههاي تـشخیص سـلامت          

، 2005لیونز و تومـا     (غذایی مورد استفاده واقع می شوند       

).  2003، والویــک و همکــارن  2007ارزنلــو و همکــاران  

اساس این روشها بر تکثیر اختـصاصی بخـشی از ژنـوم            

میکرو ارگانیزم مورد نظر با اسـتفاده از واکـنش زنجیـره            

با استفاده از تکنیک هاي مولکـولی       . اي پلی مراز می باشد    

خیص ســریع آلــودگی هــاي مــواد غــذایی بــا  امکــان تــش

میکروارگانیزم مضر بدون نیاز به کشت و خالص سـازي         
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، ارزنلو و   2005لیونز و همکاران    (این عوامل وجود دارد     

توالی ایجاد شده در این تحقیـق  امکـان          ). 2007همکاران  

 را آلترناریـا حی آغازگرهاي اختصاصی براي  قـارچ      اطر

شخیص سریع این قارچ را در      فراهم می آورد که امکان ت     

مراحل اولیه آلودگی میوه سیب که معمولا علایم آلودگی         

تحقیـق حاضـر    . می باشـند را فـراهم خواهـد کـرد     پنهان

اولین بررسی بر روي عارضه پوسیدگی مغـز سـیب در           

ایران می باشد که نشان داد گروههاي مختلف قارچی در         

 آلترناریـا   و در بین این قارچ هـا         بودهاین عارضه دخیل    

در .   بودنـد  از فراوانی بالاتري برخوردارپنی سیلیومو 

این تحقیق براي اولین بـار از داده هـاي مولکـولی جهـت              

شناسایی  قارچ هاي همراه بـا عارضـه پوسـیدگی مغـز             

بررسـی حاضـر بـه عنـوان     . سیب در ایران استفاده شـد  

نقطــه شــروعی بــراي بررســی جنبــه هــاي مختلــف ایــن 

تعیین منـابع مایـه تلقـیح، زمـان آلـودگی         عارضه  شامل    

میوه ها، اکولوژي عوامل قارچی دخیل در این عارضه و          

بررسی امکان آلودگی میوه سیب و فروراده هاي تبدیلی         

    .سیب با توکسین هاي قارچ هاي فوق به شمار می رود

   

  نتیجه گیري

نتایج این بررسی نشان داد که گروههاي قارچی مختلفی  

وسیدگی مغز سیب در استانهاي آذربایجان در عارضه پ

 جدایه خالص 30از مجموع .  دخیل هستندشرقی و غربی

 و    Alternariaسازي شده، گونه هاي جنس 

Penicillium جدایه 13  بیشترین فراوانی را به ترتیب با 

  بر گونه هايهعلاو.  جدایه به خود اختصاص دادند9و 

، .Cladosporium sppاین دو جنس، گونه هاي 

Tricothecium sp.، Acremonium sp.و  

Stemphylium sp. اغلب  گونه هاي .  شناسایی شدند

جداسازي شده از پتانسیل توکسین زایی برخوردار می 

  .باشند

خیل در عارضه پوسیدگی  شناسایی گروههاي قارچی د

به عنوان اولین قدم در ارایه راهکار مناسب جهت ارتقاء 

هاي تبدیلی سیب و به حداقل رساندن وردهکیفیت فرا

 با متابولیت سمی تولید شده هااین فراوردهمیزان آلودگی 

  . توسط قارچ ها به شمار می رود

 داده هاي مولکولی مورد استفاده در این بررسی  امکان 

 دخیل در ی قارچ عمدهشناسایی سریع و دقیق گروههاي

 روشهاي مبتنی امروزه. ساختاین عارضه را امکان پذیر 

 در شناسایی میکروارگانیزم ها با DNAاطلاعات  بر

 بالا در مقایسه با روش هاي توجه به دقت و سرعت عمل

 در آزمایشگاههاي کنترل کیفی و مراکز  و کلاسیک،سنتی

توالی . بهداشتی، نظارتی مورد استفاده واقع می شوند

هاي ایجاد شده در این بررسی امکان توسعه ابزار 

 جهت شناسایی این DNAکولی و در نهایت بارکد مول

  . گروه از قارچ ها را فراهم خواهد کرد
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