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  چکيده
هـاي   در ايـران و جهـان اسـت. جدايـه     پسـته در مصـرف و تجـارت    هـا  تيمحدودترين  ين از مهمآفلاتوکس يقارچآلودگي پسته به زهرابه 

و برنامـه مطالعـاتي    دنشـو  ياسـتفاده م ـ براي کاهش آفلاتوکسين پنبه دانه، بادام زميني و ذرت در جهان   Aspergillus flavusزاي قارچ غيرتوکسين
در باغات پسته دنيا در حال انجام است. به منظور پايش و بررسي چگونگي پـراکنش   A. flavus زاي هاي غيرتوکسين وسيعي براي جايگزيني سويه

خراسان رضوي، قم، اصفهان، يـزد، سـمنان و    هاي كرمان، از خاك باغات و ميوه پسته استاندر باغات پسته،  A. flavusزاي  هاي غيرتوکسين جدايه
 section Flavi  Aspergillus هـاي مختلـف متعلـق بـه     ، جدايـه AFPAرقت و محيط كشت هاي  نمونه برداري شد. با استفاده از روش سري مركزي

هاي مرفولوژيكي و آغازگرهاي اختصاصي در حد گونه شناسايي گرديدند. براي بررسي  گي ها بر اساس ويژ سازي شدند. جدايه جداسازي و خالص
اصـلاح شـده بـا     YESهـاي نارگيـل آگـار و     در محـيط  پرگنـه لورسـنت اطـراف   ها بر اسـاس توليـد نـور ف    توانايي توليد آفلاتوکسين ابتدا جدايه

سـپس  و  ندشـد  و نارگيل آگار غربـال  PDA ،YESهاي کشت  بتاسيكلودكسترين و تغيير رنگ ميسليوم در تماس با بخار آمونياک روي محيط متيل
 ٥٢٤بـه دسـت آمـده،     section Flavi  Aspergillusجدايه  ٦٨١ز بين شد. اگيري  اندازهروش کروماتوگرافي لايه نازک  باتوانايي توليد آفلاتوکسين 

قادر به  جدايه خاك ١٠جدايه ميوه و  ٥٣مذکور يه هايجداتشخيص داده شدند، از بين  A. flavus مورفولوژيک گونه  يها يژگيو بر اساسجدايه 
درصـد متغيـر بـود. نتـايج      ٢٥تـا   ٢/٦از مناطق مختلـف کشـور از   شده  آوري جمع يزا هاي غير توکسين جدايه درصد. ،آفلاتوکسين نبودند توليد

زا را  هاي غيرتوکسين جدايه درصد هاي كشت،   محيط کشت نارگيل آگار در تركيب با بخار آمونياک ساير روشكه به جز  حاکي از آن بودهمچنين 
تواند به عنوان روشي كـاربردي،   استفاده از بخار آمونياك مي ات محدود،با امكان يها در آزمايشگاه نرويداد، از ا ميبيشتر از تعداد واقعي آنها نشان 
  مورد استفاده قرارگيرد.ن زا يتوکس يه هايجهت غربال جداارزان و سريع با دقت قابل قبول 

  . A. flavus آفلاتوکسين، بيوکنترل، کروماتوگرافي لايه نازک،  هاي كليدي: واژه
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Abstract 

Aflatoxins are highly toxic secondary metabolites produced by various Aspergillus species in food and feed. Nontoxigenic strains of 
A. flavus have been used for reducing aflatoxin of several crops. To determine the frequency of atoxigenic A. flavus population, samples 
were collected from different pistachio producing areas. A serial dilution method and AFPA medium was used to isolate Aspergillus section 
Flavi isolates. The ability of the isolates to produce aflatoxins was assayed using fluorescence detection (FD) around fungal colonies under 
UV 366 nm and color changing of colony after ammonia vapor (AV) exposure in the primary screening. First screening stage was validated 
by thin layer chromatography (TLC) after rice flour inoculation. The species of A. flavus were identified morphologically and molecularly 
based on species-specific primers. Overall, 524 isolates out of 681 isolates were identified as A. flavus. 53A. flavus isolates from nut and 10 
isolates  from soil did not produce any aflatoxins based on the methods used. Comparison of cultural and analytical methods showed FD 
methods overestimated the frequency of nontoxigenic strains while AV in combination with coconut agar medium produced similar results 
compare to TLC assays. The AV method can be used in the most laboratories as a practical, cheap, and rapid tool. Further efforts for 
assessment of competition potential of nontoxigenic strains versus toxigenic strains will be useful. 
Key words: Aflatoxin, Biocontrol, Food safety, Thin layer chromatography. 
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  مقدمه
تـن بـا ارزش بــالاي    ۲۰۰۰۰۰پسـته بـا توليـدي معــادل    

ترين منبع درآمد ارزي کشور است  صادراتي، پس از نفت مهم
)Iran Pistachio Association, 2013  ــه ــودگي آن بـ ) و آلـ

چـالش اصـلي صـادرات آن بـوده      ۱۳۵۰آفلاتوکسين از سال 
و  B1 ،B2 ،G1 يهـا  . آفلاتوکسـين (Danesh et al. 1979)است 

G2 ًبوسيله دو گونـه قـارچي   عمدتا Link. Aspergillus flavus   
ــد مـــي  .Aspergillus parasiticus Speare و   شـــوند توليـ

(Ito et al. 2001) .  
و  بـرد  هاي مختلف آسپرژيلوس بـه صـورت خـاك    گونه

انـد و   در بيشتر مناطق پسته كاري كشور سـازگار شـده  برد هوا
هاي ترك خورده در طي  هاي پسته مغز ميوهسازي  قادر به آلوده

ــاغ و پــس از  هســتندآن  تابســتان و توليــد آفلاتوكســين در ب
(Moradi and Hokmabadi, 2011)هـاي مختلفـي جهـت     . روش

مديريت آلودگي محصـولات مختلـف بـه آسـپرژيلوس و يـا      
آفلاتوكسين همچون راهکارهاي فيزيكي، زراعي، بيولـوژيكي  

است، كه هركدام بسته به مكان، زمان، و شيميايي توصيه شده 
نوع محصـول، قابليـت كـاربردي بـودن و كـارايي، معايـب و       

 ;Barkai-Golan and Paster, 2008( محاسن خاص خود را دارند

Moradi and Hokmabadi, 2011(هـاي بهداشـتي و    . محدوديت
هاي متداول در  قوانين و مقرارت بين المللي مانع کاربرد روش

 ;Seeram et al. 2006; Brans, 2011( شـده اسـت   مـورد پسـته  

Racicot et al. 2012 .( 

ــا ميکروارگانيســم ــاکتري ييه ــه ب ــا،  از جمل ــا، مخمره ه
    A. flavusزاي  هـاي غيـر توکسـين    هـا و اسـترين   اکتينوميسـت 

زا هسـتند   هـاي توکسـين   بـه کنتـرل بيولـوژيکي اسـترين     قادر
)Dorner, 2004(ي قـارچ  زا هاي غيرتوکسين . استرينA. flavus 

 در سطح گسترده روي تعدادي از محصـولات همچـون پنبـه،   
پسته، بـادام و انجيـر در حـال اسـتفاده يـا       ،ينيذرت، بادام زم

تا  ۷۰ثر باعث کاهش ؤباشد و به عنوان يک روش م توسعه مي
هاي توکسين زا در مزرعه و بـاغ   جمعيت استرين يدرصد ۹۰

   ;Brown et al. 1991; Cotty, 1994; Dorner 2004( شـده اسـت  

Pitt and Hocking 2006; Michailides et al. 2007(  تحقيقـات .
زا قادر  هاي غير توکسين انجام شده نشان داده است که استرين

  و  زا و اشـغال بسـتر هسـتند    هاي توکسـين  به رقابت با استرين
  زا و  هـاي توکسـين   اين امـر باعـث کـاهش جمعيـت اسـترين     

  ن در محــيط غــذايي و خــاک شــده اســت ميــزان آفلاتوکســي
)Cotty and Bayman, 1993( .هـاي بـومي    غربال گري جمعيت

قارچ آسپرژيلوس از نظر توليد و يا عدم توليـد آفلاتوكسـين،   
ــت   ــا جمعي ــت ب ــيط و رقاب ــا مح ــازگاري ب ــايي س ــاي  توان ه

هـا جهـت بدسـت     زاي غالب و ساير ميكروارگانيسـم  توكسين
  ن زا بايد مد نظر قرار گيرد.هاي غير توكسي آوردن جدايه

 ـو براي بررسي توانايي توليد  يهاي مختلف روش ا عـدم  ي
گري مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه     آفلاتوکسين و يا غربالد يتول

هـاي كشـت اختصاصـي، آنـاليز      است، که شامل کاربرد محيط
اسـتفاده از   .(Abbas et al. 2004)باشند  دستگاهي و ملكولي مي

تـوان بـه عنـوان     يکشـت را م ـ  يها طيمح بر يمبتن يها روش
 ـغربـال تعـداد ز   يع، ارزان و قابل کاربرد برايسر يروش  يادي

ا در دسترس نباشند ي لازم تجهيزاتکه  يزمان نمونه، مخصوصاً
 نهياد نمونه با توجه به هزيتعداد ز يا امکان کاربرد آنها برايو 

 ـانـد. اسـاس   ا دهنباشد، به کـار گرفتـه ش ـ  عملي  بالاي آنها ن ي
 حضـور صورتي يا قرمز در  رنگ بهپرگنه  رنگر ييها تغ روش

 ـو  (Saito and Machida, 1999) بخـار آمونيـاک    ـا تولي د نـور  ي
  ;Davis et al. 1987(رنــگ اطــراف پرگنــه  يفلورســنت آبــ

Fente et al. 2001 (ـتول ييها با توانـا  هيدر جدا  ن يد آفلاتوکس ـي
 ـتول ييا عدم تواناها ب هياست که جدا ين در حاليباشد. ا يم د ي

از  يا نـور فلورسـنت  يمانده   ير رنگ باقيين بدون تغيآفلاتوکس
ن در يد آفلاتوکس ـيتول ييد عدم تواناأييدهند. ت يخود نشان نم

همچـون   يز دستگاهيآنال يها از به استفاده از روشيها ن هيجدا
TLC  وHPLC ) داردAbbas et al. 2004 .(  

رل بيولوژيکي، بومي بـودن  مهم در امر کنتعوامل يکي از 
آنتاگونيست است که تا حدود زيادي کارايي عامل بيوکنترل را 

). لذا در اين تحقيـق  (Yin et al. 2008دهد  ثير قرار ميأتحت ت
در  A. flavus يهاي غير توکسين زا پراکندگي و فراواني جدايه
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مناطق مختلف پسته کاري با توجه بـه شـرايط آب و هـوايي،    
هـاي مختلـف    وابق کشت پسته با استفاده از روشاقليمي و س
 .بررسي شد

  
  روش بررسي 

 هاي كرمـان،  كاري استان مناطق پسته از :برداري نمونه -۱
خراسان رضوي، قم، اصفهان، يزد، سمنان و مركزي در طـول  

هاي مورد  در باغ برداري صورت گرفت. هاي تابستان نمونه ماه
خـاك، ابتـدا هـر بـاغ در      از A. flavusمطالعه براي جداسازي 

بندي شد  هاي شمال، جنوب، شرق، غرب و مركز تقسيم جهت
متـر   ۱۰-۱۵نمونه به فواصل  زير ۶و از هر جهت جغرافيايي 

انداز درختان  متري در محل سايه سانتي ۱۰از خاك باغ تا عمق 
ها با هم مخلوط  زير نمونه صورت گرفت. پسته نمونه برداري

بـراي  آزمايشـگاه منتقـل گرديـد.     شـده و نمونـه مخلـوط بـه    
هـاي تـرك    ميـوه پسـته در هـر بـاغ، از پسـته     برداري از  نمونه

هاي سالم روي درخت  خورده، روي زمين ريخته شده و پسته
درخــت و  ۱۰عــدد ميــوه پســته از  ۱۰۰۰بــه طــور جداگانــه 

قبـل و  مرحله همچنين از مراحل مختلف فرآوري پسته شامل 
، روي يگيـر  و نـم  سـت و شـو  شگيري، بعد از  بعد از پوست

برداري گرديد. جهت  عدد ميوه) نمونه ۱۰۰۰ميدان (هر مرحله 
برداري از انبارها، در طول فصول پاييز و زمسـتان از هـر    نمونه

عدد پسته به وزن تقريبـي يـک کيلـوگرم از     ۱۰۰۰انبار تعداد 
ها بعد  . کليه نمونهشدنقاط مختلف انبار در سه تکرار برداشت 

  ند. شدمشخصات در صندوق يخ به آزمايشگاه منتقل از ثبت 
جهت جداسازي از خاک سه نمونه  :جداسازي قارچ -۲

گرمي از هر نمونه مخلوط خاک و براي جداسازي از ميوه  ۵۰
 ۴۵۰هـاي حـاوي    تکرار به فلاسک ۳عدد ميوه پسته در  ۱۰۰
 ۲۰۰دقيقه بـا   ۳۰ليتر آب مقطر سترون اضافه و به مدت  ميلي
دهنـده قــرار داده    روي دسـتگاه تكــان   دور در دقيقــه ۲۵۰تـا  

هـاي   سوسپانسيون حاصل، از رقـت  يساز قيقشدند. پس از ر
ميكروليتر  ۱۰۰تكرار و هر تكرار حاوي  ۴در  ۱۰-۲و  ۱-۱۰

پخـش   (AFPA)کشـت   هاي پتري حـاوي محـيط   روي تشتك

هاي پتري در  تشتك .(Gourama and Bullerman, 1995) گرديد
روز در تـاريکي نگهـداري و    ۷تـا   ۳بـه مـدت    C ۳۰°دماي 
جداسازي   Aspergillus section Flaviهاي گروه  هاي قارچ کلني

 شدند.

ها، پس از خـالص سـازي    جدايه :ها نگهداري جدايه -۳
كشـت   محيطهاي آزمايش حاوي  به روش تك اسپور، در لوله

potato dextrose agar (PDA; Merck, Germany)   و نيـز در آب
 مقطر سترون براي نگهـداري و کـار روزانـه اسـتفاده گرديـد     

(Dhingra and Sinclair, 1995).  
 ـا عدم تولي و بررسي توانايي توليد -۴ آفلاتوکسـين   دي

  : Aspergillus flavusهاي قارچ  جدايهدر 
جهـت   :كشـت   گري اوليه توسـط محـيط   غربال -الف

 :و روشزا از د زا و غير توكسـين  هاي توكسين تشخيص جدايه
 ـا عدم توليد و يتول يبررس -۱  بـي رنـگ  آنـور فلورسـنت   د ي

نـانومتر در   ۳۶۶روزه تحت طول موج  ۳-۵ هاي اطراف کلني
  غنـي   yeast extract sucrose agar (YES) هـاي كشـت   محـيط 
ــده  ــا متش ــب ــترين لي ــار  بتاسيکلودکس ــل آگ    (CAM)و نارگي

(Davis et al. 1987; Fente et al. 2001)  و يـا عـدم   ر تغيي -۲و
 صـورتي يـا قرمـز در معـرض     رنگ رنگ پشت کلني بهتغيير 

، PDAهـاي كشـت    در محيطروز  ۵تا  ۳بعد از بخار آمونياک 
YES  وCAM  استفاده گرديد(Saito and Machida, 1999).  براي
گرم پودر نارگيـل در   ۲۰۰كشت نارگيل آگار مقدار  محيطتهيه 

قيقه و بهـم زدن در  د ۵يک ليتر آب جوش ريخته شد، پس از 
چند نوبت و زماني که عصاره نارگيل کاملاً خارج شـد، مـايع   

گـرم پـودر    ۲۰شد و  هلايه پارچه ململ عبور داد ۴حاصل از 
 ۵/۱دقيقـه در فشـار    ۲۰آگار به آن اضافه گرديد و بـه مـدت   

گراد در اتوکلاو سترون و به  درجه سانتي ۱۲۱اتمسفر و دماي 
لازم بـه ذکـر    متـري منتقـل گرديـد.    سانتي ۹هاي پتري  تشتک

 ـا عـدم تغ يد نور فلورسنت و يها با عدم تول هياست که جدا ر يي
زا در نظـر   نير توکسيا قرمز غيو  يبه صورت يرنگ پشت کلن

   .شدند يگرفته م
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هـاي   جدايـه  :استفاده از كروماتوگرفي لايه نـازك  -ب
ر گري اوليه شناسايي شده بودنـد د  زا كه در غربال غيرتوكسين

بـه صـورت شـيب دار     PDAهاي آزمايش حـاوي محـيط    لوله
گـراد   درجـه سـانتي   ۲۵روز در دمـاي   ۱۰كشت و بـه مـدت   

اسپورزايي صورت گيرد. براي بررسي  نگهداري شدند تا كاملاً
ها از بستره بـرنج اسـتفاده    توانايي توليد آفلاتوکسين در جدايه

كسـين از  . براي اسـتخراج آفلاتو (Wei and Jong, 1986)گرديد 
گـرم كلريـد    ۳ها، به محتواي هر ارلن  هاي برنج در ارلن نمونه

هـا بـه    % اضافه گرديد. ارلـن ۵۵ليتر متانول  ميلي ۱۲۵سديم و 
هـا از كاغـذ    مدت نيم ساعت شيكر و پس از آن محتواي ارلن

ليتـر از عصـاره    ميلـي  ۲۵صافي عبور داده شد. در مرحله بعد، 
 ۲۵منتقـل گرديـد و   ننـده  جـدا ك متانولي صاف شده به قيف 

قيـف  ليتر كلروفرم نيز به آن اضافه گرديد. محتـواي هـر    ميلي
دقيقه به شـدت هـم زده شـد تـا انتقـال       ۳حداقل كننده  جدا

آفلاتوكسين به فاز كلروفرم به طور كامل انجام پذيرد. پـس از  
، لايه مربوط کننده ف جدايق فاز موجود در جدا شدن کامل دو
خارج و اقـدام بـه تبخيـر حـلال آن توسـط      به فاز کلروفرمي 

گراد گرديد  درجه سانتي ۴۰سيستم تبخير کننده دوار در دماي 
ليتر برسد. در ادامـه   ميلي ۱که حجم محلول به حدود  تا زماني

کار، مقدار باقيمانده به يك لوله کوچک منتقل گرديد و تبخير 
ليظ كامل حلال به وسيله عبور گاز نيتروژن از روي محلول تغ

شده انجام شد. به منظور آنـاليز سـم آفلاتوكسـين موجـود در     
گذاري (شامل  ميكروليتر حلال نقطه ۴۰۰ها، به هر ويال  نمونه

هـاي حجمـي    مخلوطي از هگزان، كلروفرم و استون با نسبت
اي شـديداً   ) اضافه و محتواي آن به كمك شيكر لوله۵: ۵: ۹۰

 گـذاري  هم زده شد. سپس به كمك سرنگ مخصـوص نقطـه  
(Capillary dispenser)هـا بـر روي    ، مرحله نقطه گذاري نمونه

انجام گرديد. جهـت شناسـايي    TLC (F254)صفحه سيليكاژل 
اسـتانداردهاي   آفلاتوكسين، بر روي هر پليـت از مخلـوطي از  

نيز جهت نقطه گذاري اسـتفاده   Gو  Bهاي گروه  آفلاتوكسين
هــا در  آن پليــت پـس از  ).Sigma-Aldrich, Germany( گرديـد 
حاوي حلال جداسـازي و ظهـور شـامل مخلـوطي از     مخزن 

تاريکي قـرار   در و ۱۰: ۹۰كلروفرم و استون با نسبت حجمي 
فاز  كه سطح داده شدند. پس از جداسازي اجزاء نمونه (زماني

متري انتهاي فوقاني پليت رسيد،  سانتي ۱ -۲متحرك به حدود 
متحـرک در تـاريکي    يـر فـاز  خها مدت کوتاهي بـراي تب  پليت

 ۳۶۶نگهداري شدند و سپس براي بررسي تحت طـول مـوج   
   (UV Cabinet, Camag, Switzerland) نـانومتر اشـعه فـرابنفش   

 ,Scanner3, Camag( سـنج  . از دسـتگاه چگـالي  نـد قـرار گرفت 

Switzerland ( و نرم افزارCATS3  ا ي ـد و يتول يبررس يبرانيز
اسـتفاده گرديـد و نتـايج     هـا  هين در جدايد آفلاتوکسيعدم تول

ها با نتـايج مربـوط بـه جداسـازي      حاصل از جداسازي نمونه
اجزاء مخلوط استاندارد آفلاتوكسين در خصوص توليـد و يـا   

  مقايســـه  Gو  Bعـــدم توليـــد آفلاتوكســـين هـــاي گـــروه 
هـايي كـه در محـيط كشـت      هن. نمو(Trucksess, 2000) گرديد

، براي اطمينـان جهـت   زا تشخيص داده شده بودند غيرتوكسين
  .شدبررسي  TLCبار به روش  ۲-۳زايي  غيرتوكسين

  شناسايي گونه -۵
هـا در   براي شناسايي مرفولوژيك جدايه :مرفولوژيكي -

شـكل، رنـگ، و انـدازه:     همچـون  يهاي گي ويژاز ، سطح گونه
ــين     ــه و همچن ــلول پاي ــول و س ــدي، وزيك ــديوفور، كني كني

هاي كشـت و دماهـاي    رشد در محيط ،مشخصات استريگماتا
  . (Klich, 2002) دياستفاده گرد مختلف
زاي حاصل  ي غير توكسين جدايه ٦٣: مولكوليبررسي  -

ذکـر شـده در    يهـا  با استفاده از روش ها گري جدايه از غربال
 كشـت داده شـدند.   PDBسـاعت در محـيط    ٤٨، به مدت بالا

از  ٤ميسيليوم با استفاده از پمپ خلاء و كاغذ صـافي شـماره   
هـاي   در هاون ميميسيليوتوده محيط كشت جداسازي گرديد. 

  چينــي ســـترون در ازت مــايع ســـاييده و پــودر گرديـــد.    
ــتخراج  ــت اسـ ــده از DNAجهـ ــلاح شـ    CTABروش اصـ
(Moradi et al. 2011)  .ـفيکاستفاده گرديد   DNAت ي ـت و کمي

ــا اســتفاده از ســنجش و  يالکتروفــورز يهــا خــالص شــده ب
 -C٢٠° و TE بافر در شده خالص DNA د.يگرد نييتع ياسپکتوفتومتر

اختصاصي  ياز آغازگرها براي آزمايشات بعدي نگهداري شد.
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  A. flavus )FLAVIQ1: 5′ GTCGTCCCCTCTCCGG 3′ گونـه 
FLAQ2: 5′ CTGGAAAAAGATTGATTTGCG 3′ (يطراحــ 

 گونــه  ييشناســا يبــرا Sardinas et al. (2011) توســط شـده 

 ـاستفاده گرد  در دسـتگاه ترموسـايكلر    PCRي هـا   واكـنش د. ي

(Primus, MWG Biotech, UK) ج بــه صــورت يو نتــا انجــام  
  ژل آگـاروز در   ير شـده رو يا عدم وجود قطعه تکثيوجود و 

   A. flavusه اسـتاندارد  ين جدايو همچن DNAسه با نشانگر يمقا
  د.ش يبررس

  
  يجه و بحثنت

در ايـن تحقيـق فراوانـي     :به دست آمـده  يه هايجدا -
هـاي كرمـان    زا در اسـتان  زا و توكسين هاي غير توكسين دايهج

(كرمان، رفسنجان، زرند، سيرجان، شهربابك)، خراسان رضوي 
(بردسكن، خليل آباد، فيض آبـاد)، اصـفهان (اصـفهان، آران و    

(دامغان)، قـم (قمـرود) و    (بفروييه ميبد)، سمنان بيدگل)، يزد
لف مـورد بررسـي   هاي مخت مركزي (ساوه) با استفاده از روش

 ۲۰نمونـه ميـوه پسـته و     ۲۰۵قرار گرفت. در مجموع تعـداد  
کـاري کرمـان، خراسـان     استان عمـده پسـته   ۵نمونه خاک از 

آوري و  رضوي، اصفهان، يـزد، قـم، سـمنان و مرکـزي جمـع     
  د. شهاي مورد نظر بررسي  جهت جداسازي قارچ

 AFPAهاي جمع آوري شده، با استفاده از محيط  از نمونه
به دست  Aspergillus section Flaviجدايه متعلق به  ۶۸۱عداد ت

هـاي   عـدد براسـاس ويژگـي    ۵۲۴آمد. از اين تعـداد جدايـه،   
شناســايي گرديدنــد  A. flavusريخـت شناســي تحــت گونــه  

 يب بـرا يترتبه  زا هاي غير توکسين ). فراواني جدايه۱(جدول 
سمنان و زد، ي، يکرمان، اصفهان، قم، خراسان رضو يها استان
ر يمتغدرصد  ۱/۱۱و  ۱/۹، ۲۵، ۶/۱۷، ۱۳، ۴/۱۵، ۲/۶ يمرکز
  بود.

نتايج حاصـل از   :زا نيرتوکسيغ يها هيجدا يگر غربال -
توليد آفلاتوکسين نشان داد از نظر توانايي جدايه  ۵۲۴بررسي 

هاي سه  که بر اساس عدم توليد تابش فلورسنت اطراف پرگنه
ــه ترتيــب  روزه جدايــه ــا اســتفاده  ۱۸۸و  ۱۷۵هــا ب ــه ب   جداي

ــار و    ــل آگ ــت نارگي ــيط کش ــا   YESاز مح ــده ب ــلاح ش اص
زا تشخيص داده شدند. در  بتاسيكلودكسترين غير توکسين متيل

حالي كه بر اساس عـدم تغييـر رنـگ پشـت کلنـي بـه رنـگ        
هـاي   به ترتيب روي محيط آمونياكصورتي يا قرمز در روش 

غيــر  جدايــه   ۸۲و  CAM ،۱۳۲ ،۱۰۱و  YES ،PDAکشــت 
ــد. توكســين ــاربرد روش  زا بودن ــل از ك ــايج حاص ــا و  در نت ه

جدايـه   ٨٢زايـي ايـن    هاي کشت مختلف غير توكسـين  محيط
 مشترك بود. 

کـاربرد  : يگونه به روش مولکول يص اختصاصيتشخ -
ــين    ــه از ب ــان داد ک ــي نش ــاي اختصاص ــه  ۸۲آغازگره جداي

 A. flavusها متعلـق بـه گونـه     عدد از آن ۶۳زا تنها  غيرتوکسين
هـا بـا آغازگرهـاي اختصاصـي      اين جدايـه ). ۲بودند (جدول 

توليد نمودند، در  ١٠٠ bpبه اندازه  DNAگونه، فقط يک قطعه 
  قطعه مورد نظر توليد نگرديد.  ديگرجدايه  ١٩كه در  حالي

هـاي آنهـا بـه     آلودگي محصولات كشـاورزي و فـرآورده  
ي از آنهـا و  زا بودن برخ هاي قارچي با توجه به سرطان زهرابه

سميت بالا براي انسان و دام مورد توجه سازمانهاي بهداشـت  
اي  جهاني و كشورهاي مختلف بوده و مقررات و قوانين ويـژه 

اند. با توجه بـه   براي توليد، مصرف و واردات آنها تنظيم نموده
هـا در ايـن    جايگاه صادراتي پسته و تاثير گذاري آفلاتوكسـين 

مـي توانـد در    زا هاي غيرتوكسـين  خصوص، استفاده از جدايه
ها قبل و بعد از برداشت و همچنين  كاهش سطوح آفلاتوكسين

اي برخـوردار   كاربرد آن در محصولات ديگر از جايگـاه ويـژه  
  باشد.

زا و  هـاي غيـر توكسـين    فراواني جدايـه  در مطالعه حاضر
كاري كشـور بـا اسـتفاده از     زا در مناطق مختلف پسته توكسين

هـاي گـروه    ف مورد بررسي قرار گرفت. قارچهاي مختل روش
A. flavus هاي مورد بررسـي   با فراواني متفاوت از بيشتر نمونه

شد و بيشترين جمعيت مربـوط   جداسازيشامل ميوه و خاك 
 بود. A. flavusبه گونه 
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  تلفهاي مخ زا از استان توکسين زا و غير هاي توکسين جدايه(%) تعداد، منبع و فراواني  -١جدول 
Table 1. Number, source and frequency of toxigenic and nontoxigenic isolates from different provinces 

 

  استان
Province 

Aspergillus section Flavi A. flavus 
  زا هاي غيرتوکسين درصد فراواني جدايه

Frequency of Nontoxigenic isolates 

  زا تعداد سويه هاي غيرتوکسين
Number of nontoxigenic strains 

  ميوه    
Fruit 

  خاک
Soil 

Kerman 293 225 6.2 11 3 
Isfahan 101 78 15.4 10 2 
Ghom 30 23 13 2 1 
Razavi Khorasan 221 170 17.6 28 2 
Yazd 10 8 25 1 1 
Semnan 14 11 9.1 0 1 
Markazi 12 9 11.1 1 0 
Total 681 524  53 10 

  
  

  هاي مختلف به دست آمده از استان A. flavusزاي  هاي غيرتوكسين مشخصات جدايه -٢جدول 
Table 2. Characteristics of nontoxigenic isolates obtained from different provinces 

  رديف
No. 

  جدايه
Isolate 

  محل جمع آوري
Location 

  منبع جداسازي
Source of isolation 

  كوليتشخيص مرفولوژيكي/مول
Morphological/Molecular 

detection 

و  CAMزايي در محيط كشت  توكسين
 TLCروش 

Toxigenecity in CAM and TLC 

1 KhN46 Bardaskan Fruit A. flavus Negative 
2 KhN301 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
3 KhN302 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
4 KhN64 Khalilabad Fruit A. flavus Negative 
5 KhN69 Bardaskan Fruit A. flavus Negative 
6 KhN1061 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
7 KhN1062 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
8 KhN1091 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
9 KhN1092 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
10 KhN1096 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
11 KhN10911 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
12 KhN10913 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
13 KhN1106 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
14 KhN1109 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
15 KhN11017 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
16 KhN10811 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
17 KhN1087 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
18 KhN1121 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
19 KhN1122 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
20 KhN1129 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
21 KhN11413 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
22 KhN11415 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
23 KhN11417 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
24 KhN11510 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
25 KhNF12 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
26 KhN1134 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
27 KhN1123 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
28 KhNF1 Feizabad Fruit A. flavus Negative 
29 KhS21 Feizabad Soil A. flavus Negative 
30 KhS39 Feizabad Soil A. flavus Negative 
31 Kn13 Zarand Fruit A. flavus Negative 
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  هاي مختلف به دست آمده از استان A. flavusزاي  هاي غيرتوكسين جدايه مشخصات -٢جدول ي  ادامه
Table 2 continued. Characteristics of nontoxigenic isolates obtained from different provinces 

 

  رديف
No. 

  جدايه
Isolate 

  محل جمع آوري
Location 

  منبع جداسازي
Source of isolation 

  تشخيص مرفولوژيكي/مولكولي
Morphological/Molecular 

detection 

و  CAMزايي در محيط كشت  توكسين
 TLCروش 

Toxigenecity in CAM and TLC 

32 Kn35 Kerman Fruit A. flavus Negative 
33 Kn341 Rafsanjan Fruit A. flavus Negative 
34 Kn2181 Rafsanjan Fruit A. flavus Negative 
35 Kn880 Rafsanjan Fruit A. flavus Negative 
36 Kn176 Rafsanjan Fruit A. flavus Negative 
37 Kn303 Rafsanjan Fruit A. flavus Negative 
38 Kn150 Rafsanjan Fruit A. flavus Negative 
39 Kn85 Kerman Fruit A. flavus Negative 
40 Kn22 Kerman Fruit A. flavus Negative 
41 Kn102 Kerman Fruit A. flavus Negative 
42 KS59 Rafsanjan Soil A. flavus Negative 
43 KS1761 Shahrbabak Soil A. flavus Negative 
44 KS130 Rafsanjan Soil A. flavus Negative 
45 IN221 Aranobidgol Fruit A. flavus Negative 
46 IN222 Aranobidgol Fruit A. flavus Negative 
47 IN224 Aranobidgol Fruit A. flavus Negative 
48 IN227 Aranobidgol Fruit A. flavus Negative 
49 IN1912 Isfahan Fruit A. flavus Negative 
50 IN261 Aranobidgol Fruit A. flavus Negative 
51 IN1911 Isfahan Fruit A. flavus Negative 
52 IN1921 Isfahan Fruit A. flavus Negative 
53 IN221 Aranobidgol Fruit A. flavus Negative 
54 IN642 Isfahan Fruit A. flavus Negative 
55 IS226 Aranobidgol Soil A. flavus Negative 
56 IS221 Aranobidgol Soil A. flavus Negative 
57 QN25 Ghomroud Fruit A. flavus Negative 
58 QN502 Ghomroud Fruit A. flavus Negative 
59 QS282 Ghomroud Soil A. flavus Negative 
60 YN3 Yazd. Bafruye Fruit A. flavus Negative 
61 YS14 Yazd, Bafruye Soil A. flavus Negative 
62 SS24 Damghan Soil A. flavus Negative 
63 MN282 Saveh Fruit A. flavus Negative 

 
از نظر  A. flavusنتايج همچنين نشان داد كه جمعيت هاي 

در منـاطق مختلـف مـورد    توليد آفلاتوكسـين متنـوع بـوده و    
ــ ــا  ٢/٦ يبررس ــد      ٢٥ت ــه تولي ــادر ب ــا ق ــه ه ــد جداي درص

  نبودند.  Bو  Gهاي گروه  آفلاتوكسين
هـاي غيـر    اين اولين مطالعه در خصوص پراکنش جدايـه 

كاري كشـور اسـت    مي در مناطق مختلف پستهزاي بو توكسين
هاي مختلف  زايي با استفاده از روش که تشخيص غير توکسين

تواننـد در كـاهش جمعيـت     ها مي . اين جدايهانجام شده است
از بـه  يثر واقع شوند، که نؤزا در سطح باغ م توكسين يها هيسو

، يـي زا نير توکس ـي ـغ يداري ـشـتر در خصـوص پا  يقات بيتحق
ط يها و استقرار تحت شـرا  تير جمعيآنها با سا يابترق ييتوانا
الگـوي حـذف در    . بر اساس نتـايج اوليـه،  پسته دارد يها باغ

زاي بدست آمده از يـك ژن تـا بيشـتر     هاي غيرتوكسين جدايه
تمال برگشت پذيري حباشد كه اين امر ا ژني متفاوت مي خوشه
آب و  رساند. با توجه به شرايط ن زايي را به حداقل مييتوكس

هاي غير توكسين زا در  هوايي الگوي خاصي در فراواني جدايه
اصلي  مناطق مختلف پسته كاري كشور مشاهده نگرديد. علت

زا در  زا و غير توکسـين  هاي توکسين تفاوت بين فراواني جدايه
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رسد يکـي از   هاي پسته به خوبي مشخص نبود. به نظر مي باغ
فلاتوکسـين باشـد و   دلايل آن عدم تعيين نقـش اکولـوژيکي آ  

 هــا ميکروارگانيسـم  ســاير بـا  قـارچ  رقابــت در اسـت ممکـن  
 ,Angle and Wanger( نمايـد  ايفـا  حفـاظتي  نقش آفلاتوکسين

ــن). 1981 ــوع اي ــز موض ــد ني ــافه باي ــردد اض ــه گ ــد ک  تولي
 توانـايي  و زايـي  بيمـاري  شـدت  قارچ، رشد در ها آفلاتوکسين

زا نقشـي   وكسـين زا و غيرت هـاي توكسـين   در بين جدايه يرقابت
. اشاره به ايـن  (Donner et al. 2009; Donner et al. 2010)ندارد 

ت است كه توليـد آفلاتوكسـين توسـط قـارچ     ينكته حائز اهم
در  توانـايي اين  دادن دست از باشد و نيازمند صرف انرژي مي

ــه ــر توكســين جداي ــاي غي ــاتر باعــث اســت ممکــنزا  ه    توان
   هـاي اكولـوژيكي    تر محل اشغال سريع ودر رشد  قارچ شدن

  زا در  زا و غيرتوکسين هاي توکسين گردد. از طرف ديگر جدايه
ــل ــذف     مح ــد و ح ــود دارن ــترک وج ــوژيکي مش ــاي اکول   ه

ــم  ــابتي از مكانيس ــي    رق ــوژيكي م ــرل بيول ــاي كنت ــد ه   باش
(Cotty and Bayman, 1993; Cotty, 1994; Donner et al. 2009) .

ــده جمع  ــالات متح ــوب اي ــدر جن ــي ــهت عم ــاي ده جداي    ه
A. flavus   زا بودنــد بـه دســت آمــده از مـزارع ذرت توکســين  

Cotty 1997, Horn and Dorner, 1999)(   در آرژانتـين کمتـر از ،
قـادر بـه توليـد آفلاتوکسـين بودنـد       A. flavusهاي % جدايه٣٠

)(Vaamonde et al. 2003 ٨٦٤. مطالعــات انجــام شــده روي 
ه کاليفرنيــا نشــان داد كــه هــاي پســت از بــاغ A. flavusجدايــه 

% فراواني را به خود اختصـاص  ٨/٥زا  هاي غير توكسين جدايه
ــد ا داده ــ(Michailides et al. 2007)ن ــجدا ي. فراوان ــاي  هي ه

در اکثر مـزارع ذرت مـورد بررسـي     A. flavus زاي غيرتوکسين
  % ٥٦زا بـود بطوريکــه   هـاي توکسـين   نيجريـه بـالاتر از سـويه   

  زا تشــخيص داده شـــدند  توکســين هـــا غير از کــل جدايــه  
(Donner et al., 2009)از ٣٣که در مزراع ذرت کنيا  ، در حالي %

. Probst et al. 2011)زا بودند ( غيرتوکسين A. flavus هاي جدايه
 ـاز  ين خصوص مطالعات انجام شـده حـاک  يدر ا ک ارتبـاط  ي
ــ ــ يمنف ــرض جغراقيب ــن ع ــو تول يياي ــي ن در يد آفلاتوکس

الات متحـده  ي. در ا(Cotty, 1990) باشد  يمحصولات مختلف م

 ـيد بـادام زم يتول يجنوب يدر نواح  ـ ين  L يهـا  هي ـجدا يفراوان
. (Horn and Dorner, 1999)اســت  يشــمال يشــتر از نــواحيب

 ـه نيجريقات انجام شده در نيتحق  ـز بي  ـاانگر فراوي متفـاوت   ين
ــه شــرا هيــجدا   باشــد يم مــيو اقلــ ييايــط جغرافيهــا بســته ب

(Donner et al. 2009)يتيب جمعيگر تنوع در ترکي. از طرف د 
 ـ يا يها هيجدا ت ي ـهمچـون غالب  ير عـوامل يثأن قارچ تحـت ت
  و تنـوع   باشـد  يم ـ ييو نوع بستر غذا يطيط محي، شرايکيژنت

  ت يــو امن يت بهداشــتيــل اهميــن بــه دليد آفلاتوکســيــدر تول
ــرار گرفتــه اســت  يآن از همــه ب ييغــذا   شــتر مــورد توجــه ق

(Bayman and Cotty, 1993).  
ــي   ــاوت در فراوان ــايد تف ــهش ــاي جداي ــين ه زا و  توکس

کشـــتي پســـته،  زا را بتـــوان در سيســـتم تـــک غيرتوکســـين
 طبيعـت،  در هـا  جدايـه  بيولوژيکيهاي اکولوژيکي و  نيازمندي

 در آفلاتوکسـين  نقـش  و ها ميکروارگانيسم ساير با برهمکنش
ــذف ــاير ح ــم س ــا ميکروارگانيس ــت ه ــرادانس ــت ش ط ي. تح

ــد يشــگاهيآزما ــه کشــت مجــدد يچن روي  A. flavusن مرتب
هاي كشت مصنوعي باعث از دست دادن توانايي توليـد   محيط

شناسـي همچـون    هـاي ريخـت   ر در ويژگيييآفلاتوکسين و تغ
گـردد. ايـن در حـالي     توليد ميسيليوم، اسپور و اسکلروت مـي 

هاي زنـده و غيـر    است که تحت شرايط طبيعي و وجود تنش
ظ توانـايي توليـد آفلاتوکسـين و خصوصـيات     زنده باعث حف

 ;Horn and Dorner, 2002گـردد (  مرفولوژيکي تيپ وحشي مي

Chang et al. 2007ـي). تحق  ثير آفلاتوكسـين در  أقات حاكي از ت
هـا در خـاك    ها و اكتينوميست ها، باكتري كاهش جمعيت قارچ

باشد، كه با افزودن مواد آلي بـه خـاك ايـن تـاثير افـزايش       مي
)، اين موضوع نشان دهنـده  Angle and Wanger, 1981يابد ( مي

هـاي   ها و يا گونه ها در توانايي رقابتي جدايه نقش آفلاتوكسين
  ها مي باشد. توليدكننده در برابرساير ميكروارگانيسم

هاي  زايي و يا عدم آن در جدايه گري توكسين براي غربال
A. flavus ن فلورسـنت  هاي مختلفي بر پايه سنجش ميزا روش

به صـورت ظـاهري و يـا در عصـاره، تغييـر رنـگ ميسـليوم        
به صورت كمي يا كيفـي بـر پايـه     UVقارچي، و جذب اشعه 
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روش هاي كشت و يا آنـاليز دسـتگاهي مـورد اسـتفاده قـرار      
هاي کشت مورد استفاده در اين تحقيق  شگيرند. مقايسه رو مي

 ـ  روش  نشان داد که به استثناي ا محـيط  آمونيـاک در ترکيـب ب
باعـث  هاي كشت مورد استفاده  ساير محيطکشت نارگيل آگار 

زا  هـاي غيـر توکسـين    واقعـي جدايـه   فراوانـي بيش از تخمين 
عـدم کـارآيي عمـوم    گردنـد. ايـن موضـوع نشـان دهنـده       مي

 يزا هـا غيرتوکسـن   تشـخيص جدايـه  بـراي   هاي کشت روش
 از هـا  ) و تفکيک آنبا توانايي توليد آفلاتوکسين پايين(کاذب 
ترکيـب آمونيـاک بـا    . ي واقعي استزا توکسين هاي غير جدايه

، هاي کشت محيط کشت نارگيل اگار در مقايسه با ساير محيط
 يزا نيهاي غيـر توکس ـ  جدايه توانستروز به خوبي  ٥بعد از 
از  رود. ، که مزيت نسبي به شمار مـي ديرا مشخص نماکاذب 

زمينه سـفيد  به توان  ياي ديگر محيط کشت نارگيل آگار ميامز
، زا هـاي توكسـين   بهتر پرگنه تمايز رنگو روشن اين محيط و 

هـا بـا امکانـات محـدود،      قابل کاربرد بودن در اکثر آزمايشگاه
ــده      ــات پيچي ــه امكان ــاز ب ــدم ني ــادگي و ع ــودن، س ارزان ب
ــت      ــالا جه ــرعت ب ــص و س ــروي متخص ــگاهي، ني آزمايش

مزيت ديگـر  . اشاره نموداي تعداد زياد جدايه  گري توده غربال
تر بودن بستر  ها طبيعي محيط نارگيل آگار نسبت به ساير محيط

هـاي مختلـف    جنبـه باشـد.   زايي مـي  رشد قارچ براي توكسين
هاي کشت مورد استفاده براي بررسي توانايي توليد و يا  روش

عدم توليد توسط محققين مختلف مورد بررسـي قـرار گرفتـه    
ال تشـخيص قطعـي   ). بـه هـر ح ـ  Abbas et al. 2004اسـت ( 

هـاي آنـاليز    زا نياز به اسـتفاده از روش  هاي غير توكسين جدايه
تکـرار دارد. در تحقيـق حاضـر     بـار دو و يا سـه   بادستگاهي 

بسترهايي همچون آرد پسته، ذرت و آرد برنج استفاده گرديد، 
که در مجموع بستره آرد برنج نسـبت بـه دو بسـتره ديگـر بـا      

برتـري داشـت. کـاربرد روش    توجه به روش مـورد اسـتفاده   
کرماتوگرافي لايه نازک در بسياري از تحقيقات در خصـوص  

گـري و يـا    زا جهـت غربـال   هاي غير توکسين تشخيص جدايه
ها بر پايه محيط کشت مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه     ييد روشأت

  .)Probst et al. 2011است (

  سپاسگزاري
ته از مسئولين و كاركنـان محتـرم مؤسسـه تحقيقـات پس ـ    

همكاري در اجراي بخشي از اين تحقيق و در  لحاظكشور به 
هاي قارچي مورد نياز تشـكر   اختيار گذاشتن تعدادي از جدايه

  گردد.  و قدرداني مي
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