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 Aspergillus flavusو Aspergillus nigerز در قارچهاي زايموگرافي پكتيناتنوع 

  2شريف نبيبهرام و  1مينايي فرامير عباس ،  *1بلاليغلامرضا 
  شناسي دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيستاصفهان، 1 

 دانشگاه صنعتي اصفهان، دانشكده كشاورزي اصفهان، 2

 15/5/85:تاريخ پذيرش  10/7/84 :تاريخ دريافت

  چكيده

در  هاي اين قارچ باعث آلودگي برخي از گونه. اي فراوان است از دسته قارچهاي ناقص و با تنوع گونه Aspergillusجنس 
به واسطه توليد آنزيم پكتيناز توانايي تجزيه مواد گياهي را  Aspergillusهاي  اكثر گونه. گردند ميانسان، حيوان، گياه و خشكبار 

هرچند با استفاده از  .اشاره نمود A. nigerو  Aspergillus flavusتوان به دو گونه  هاي مهم اين جنس مي از گونه .ارندد
 تواند اين روشها نمي ولي ،توان تعيين نمود را مي Aspergillus  بين اين دو گونهتفاوتهاي  ريخت شناسيهاي معمول روش

 روشاز باشند، لذا در اين مطالعه  پكتيناز مي  از آنجا كه اين دوگونه قادر به ترشح آنزيم. باشداي  درون گونه نمايانگر تنوعهاي
هاي غذايي،  ابتدا نمونه در اين بررسي .شدمد براي آشكار ساختن اين تفاوتها استفاده آپكتيك زايموگرام بعنوان روشي ساده و كار

بدست  Aspergillusسپس قارچهاي . انتقال داده شد شتك هايبه محيط جهت جداسازي قارچ غيرهمحصولات كشاورزي و 
 .A جدايه 30و  A. nigerجدايه  40 در اين راستا. ندمورد شناسايي قرار گرفت و بر اساس صفات ظاهري سازي خالص آمده

falvus تينسيتروس پك وتحت شرايط استريل به محيط كشت مايع انتقال داده را هاي خالص  نمونه سپس .شناسايي گرديد 
پس از انكوباسيون . گرديدبعنوان تنها منبع كربن در اين محيط باعث القاي ترشح آنزيم خارج سلولي پكتيناز توسط قارچ 

حاصل . گرديدالكتروفورز  افقي اكريل آميد شد و در ژل پلي تغليظپكتيناز ترشح شده از آنها استخراج و  ،هاي ياد شده نمونه
بررسي الگوهاي آنزيمي حاصله با . بود A. flavusالگو براي  8و  A. nigerوي زايموگرام براي الگ 18الكتروفورز به دست آمدن 

درون  تفاوتهاي ،اي علاوه بر مشاهده اختلافات بين گونهمذكور   گونهدواز روش الكتروفورزي پكتيك زايموگرام مربوط به 
ن و بين گونه اي مي توان ه بر شناسايي گونه ها و تنوع دروبا استفاده از اين روش علاو .وضوح قابل تشخيص بوداي نيز ب گونه

  .لوژي اين قارچها را نيز مورد مطا لعه قرار داداپيدميو

  زايموگرام پكتيك ، Aspergillus flavus  ،Aspergillus niger :هاي كليدي واژه
 rbalali@sci.ui.ac.ir: كي، پست الكتروني31150943091: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
هاي ناقص و با تنوع از دسته قارچ Aspergillusجنس 
اي اين قارچ از ه شناسايي گونه .)13( اي فراوان است گونه

هايي همراه بوده است، از جمله عواملي كه ابتدا با پيچيدگي
د اتوان بتعد در ايجاد اين پيچيدگي دخالت دارند مي

بطوريكه براي  .هاي موجود در اين جنس اشاره كرد  گونه
 .گونه شناسايي شده است 150اين جنس تا كنون بيش از 

هاي اين قارچ بويژه  مهمترين عاملي كه شناسايي گونه

براساس (سازد  را مشكل مي هاي مربوط به يك بخش گونه
زير جنس تقسيم  6اين جنس به  Pittو  Kilchنظر 
ر كدام از اين زير جنسها شامل يك يا چند شوند كه ه مي

صفات و همچنين همپوشاني  ، تشابه زياد)بخش است
هاي مختلف  گونه). 13(ها با يكديگر است شديد آن

هاي متعدد و متفاوت از آسپرژيلوس با دارا بودن ميزبان
عنوان بعضي جهات بعنوان قارچي مفيد و از جهات ديگر ب
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از موارد مفيد ). 13( شوند يك قارچ مخرب شناخته مي
هاي مختلف  توان به استفاده از گونه بودن آسپرژيلوس مي

اين قارچ در صنايع غذايي، چوب، كاغذ و نساجي اشاره 
هاي اين جنس باعث آلودگي  تعدادي از گونه). 26(كرد 

محصولات كشاورزي مانند پسته، ذرت و ديگر توليدات 
ت زراعي شده و علاوه بر تخريب كيفيت محصولا

كشاورزي باعث مسموميت و سرطانزايي در ساير 
بدليل اهميت اين ). 17(گردد موجودات از جمله انسان مي

هاي مثبت و چه از  قارچ در زندگي انسان چه از جنبه
هاي مختلف اين قارچ  هاي منفي آن شناسايي گونه جنبه

هاي آسپرژيلوس  براي تشخيص گونه. حائز اهميت است
ات ظاهري شامل صفات بطور معمول از مشخص

ماكروسكوپي نظير رنگ و ميزان رشد كلني و صفات 
ميكروسكوپي مانند مورفولوژي و اندازه گيري وزيكول 

)Vesicle(  كنيدي ،)Conidia( كونيديوفور ،
)Conidiophor(فـياليد ، )Phialide(  و متولا)Metula( 

نكته مهمي كه در اينجا وجود دارد ). 20( شود استفاده مي
هاي آسپرژيلوس داراي تغيير پذيري  ين است كه گونها

ظاهري وابسته به شرايط محيط رشد هستند بعلاوه صفات 
هاي مختلف از لحاظ  ريخت شناسي معرفي شده براي گونه

هاي بسيار زيادي بهم شباهت ،همپوشاني  اندازه و حالت
نياز به  هاي اين قارچ همچنين براي تمايز گونه). 13(دارند 
هاي كشت استاندارد مختلفي كنترل شده و محيط شرايط

باشد و در نهايت از دقت  است كه هزينه بر و وقت گير مي
بالايي نيز برخوردار نيست بهمين دليل از ابتداي شناسايي 
اين قارچ كليدهاي شناسايي متعددي ارائه گرديده كه هر 

  ).20(باشد  يك داراي ابهاماتي مي

هاي كشت تهيه محيطز به صرف وقت زياد جهت نيا
ثير عوامل أاستاندارد براي داشتن كليه ويژگيها و كاهش ت

صفات و همپوشاني بسياري از محيطي، ناپايداري برخي از 
هاي مختلف اين قارچ سبب شده است  هاي بين گونهويژگي

هاي  ر گونهت تر و دقيق كه كوششهايي جهت شناسايي سريع
اما . ت گيردهاي مولكولي صورآسپرژيلوس با كمك روش

ها الگوهاي آنزيمي پكتيناز اين قارچاي روي  تا كنون مطالعه
هاي  نظر به اينكه اكثر گونه. صورت نگرفته است

 ، در)26(آسپرژيلوس توانايي توليد اين نوع آنزيم را دارند 
هاي مرفولوژي براي اين بررسي علاوه بر بررسي ويژگي

استفاده  )Zymogram(ها از روش زايموگرم  تفكيك گونه
هاي پكتيك الگوي الكتروفورزي حاصل از آنزيمكه گرديد 

  .دهد خارج سلولي را مورد مقايسه قرار مي

 Aspergillus niger دو گونه هاي آسپرژيلوس، در بين گونه
كه به فراواني  هستندهايي  از گونه Aspergillus flavusو 

هاي اصلي گونه از قارچ دو اين. دنشو در طبيعت يافت مي
 هستند كهآلوده كننده مواد غذايي و محصولات كشاورزي 

ترشح آنزيم در  A. flavusو  A. nigerتوانايي از دلايل آن 
با با توجه به اينكه ). 26و 24، 21، 12، 5(باشد مي پكتيناز

شناسي و  هاي شناسايي معمول ريختاستفاده از روش
 اي موجود در توان تفاوتهاي درون گونه ميكروسكپي نمي

جدا شده از مواد و  A. flavusو  A. niger جدايه هاي 
سعي شد با  بررسيمنابع مختلف را مشخص نمود در اين 

روش الكتروفورز مشخصات مورفولوزيكي و استفاده از 
اي موجود در  درون گونه  زايموگرام تنوع آنزيمي پكتيك

 منابعشده از  جدا A. flavus و  A. niger جدايه هاي
له خاك، خشكبار، غذاي طيور و محصولات از جم مختلف

براي  در ايران اين روش پيشتر .گردد تعين كشاورزي
و  Rhizoctonia  Fusariumمختلف از جمله  قارچهاي

Penicillium در اين  ).7 و 2( بكارگرفته شده است.و
مطالعه تنوع درون گونه اي وبين گونه اي موجود در جدايه 

به . مورد بررسي قرار گرفت A. flavus و  A. nigerهاي 
نظر مي رسد از طريق بررسي تنوع ايزوزايمي علاوه بر 

   .شناسايي گونه بتوان اپيدميولوژي قارچ را تعين نمود

  هامواد و روش
با توجه به طيف وسيع پراكنش  :برداري و جداسازي نمونه

هايي شامل مواد  ، نمونهAspergillusاين دوگونه از قارچ 
اهان بيمار و محصولات زراعي مشكوك غذايي، خاك، گي
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آوري و به آزمايشگاه منتقل  به آلودگي با آسپرژيلوس جمع
سپس بخشهاي آلوده به كپك تحت شرايط استريل . گرديد

 PDAحاوي محيط كشت   و در كنار شعله به پتري هاي

((Potato Dextrose Agar خريداري شده از شركت 
Oxiod ي مذكور در دماي هامنتقل شد و بعد از آن تشتك

  . گراد و در تاريكي نگهداري شدند درجه سانتي 25

ساعت  48تا  24پس از  :تهيه كشت خالص آسپرژيلوس
هاي رشد يافته زير ميكروسكوپ مورد بررسي قرار قارچ

را نشان  Aspergillusهايي كه ويژگيهاي  گرفت و پركنه 
 Hyphal tip(دادند با استفاده از روش كشت نوك ريسه  

culture(  به محيط كشت جديدPDA  منتقل و خالص
  .سازي شد

از نظر ويژگيهاي  جدايه ها :هاي ريخت شناسي بررسي
ماكروسكوپي و ميكروسكپي مورد بررسي قرار گرفتند، 

هاي كشت اختصاصي ويژه از محيط  شناسايي گونه براي
، CYA (Czapek Yeast Extract Agar)آسپرژيلوس شامل 

CYA20s (Czapek Yeast Extract Agar with 20% 
sucrose ( وMEA(Malt Yeast Extract ( تهيه شده از

پس از كشت خالص . استفاده شد) Merk(كمپاني مرك
 35در دماي  CYAشده در محيط هاي مذكور يك محيط 

و  MEAبهمراه  CYAگراد و محيط ديگر  درجه سانتي
CYA20s  گراد بمدت يك هفته  درجه سانتي 25در دماي

 .در تاريكي و درون انكوباتور نگهداري شدند

پي جدايه هاي وپي و صفات ميكــروسكوصفات ماكروسك
مورد ) 19و13(شناسايي  هايحاصل با استفاده از كلــيـد

كه ويژگـيهاي  ين ترتيبدب. بررسي قرار گرفت
 3ميانگين قطر (پي شامل ميزان رشد و قطر كلنيوماكروسك

كلني از دو سطح زيرين و رنگ ) كلني در هر ظرف كشت
د، براي بررسي ويژگــيهاي شو زبرين يادداشت 
روز روي محيط  3ها را بمدت ميكروسكوپي ابتدا قارچ

قرارداده سپس از آن لام ) Water Agar(كشت آب آگار 
تهيه گرديد و با استفاده از لنز چشمي مدرج و 

ل، اندازه و شك 1000و  400ميكروسكوپ با بزرگ نمايي 
، طول و عرض )كنيدي 15بطور ميانگين (ها ت كنيديتزئينا
بطور ميانگين (، اندازه وزيكول )پايه 10بطور ميانگين (پايه 
و دو رديفي و يا يك رديفي بودن آنها، طول ) وزيكول 10

بطور ()Metulae( و متولا  )Phialide(و عرض فياليد 
  . مورد بررسي قرار گرفت) عدد از هركدام 10ميانگين 

به  :)Pectinase(شرايط القايي ترشح آنزيم پكتيناز ايجاد 
 2يا  3حاوي  )Bijoax Bottle(اي كوچكي ظروف شيشه

ميلي ليتر محيط كشت مايع محتوي سيتروس پكتين 
)Citrus Pectin(عنوان تنها منبع كربن با بpH   5/5برابر 

ميليمتر محتوي ريسه قارچ  10تا  5يك بلوك آگار به قطر 
هاي مختلف اي و در حال رشد كلني هناطق حاشياز م

Aspergillus 17تا  11هاي كشت بمدت محيط. منتقل شد 
و در حالت گراد در تاريكي  درجه سانتي 25روز در دماي 

قرار داده شد سپس به آرامي و بدون آسيب رساندن  سكون
به ميسليومها بمنظور جلوگيري از مخلوط شدن آنزيمهاي 

هاي پكتيناز برون سلولي به يميناز درون سلولي با آنزپكت
ميكروليتر مايع زير ريسه از هر يك از  100كمك سمپلر 

گرم  01/0هاي كشت مورد نظر برداشت و با  محيط
دقيقه  30مدت مخلوط و ب )Sephadex G-200(سفادكس

  ).16(قبل از الكتروفورز در دماي اتاق نگهداري شد

دست براي ب :بهينه سازي شرايط القاء ترشح پكتيناز
هاي  ترين الگو، شرايط بهينه براي گونه آوردن مناسب

ها  مختلف بدست آمد به اين منظور براي برخي از گونه
شرايط متفاوتي فراهم شد بطور مثال ميزان محيط كشت 

 1(ليتر سه ميلي A. niger  مايع در نظر گرفته شده براي
ها از  و براي برخي نمونه) A. flavusميلي ليتر بيشتر از 

تري  كه رشد كندتري داشتند زمان طولاني A. flavusگونه 
جهت رشد در محيط مايع در نظر گرفته شد، همچنين 

به محيط كشت مايع  PDAميزان قارچ انتقال يافته از محيط 
دو برابر حد  A. flavusنيز براي برخي نمونه هاي گونه 

 ).1 جدول. (بود) ميلي متر 10بلوك به قطر (معمول
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  دست آوردن الگوي مناسب زايموگرميط القا ترشح آنزيم پكتينازجهت ببهينه سازي شراي -1 جدول

   PDAمنتقل شده از هايكلني قطر
 )ميليمتر(كشت مايع به

 كشت مايعحجم

 )ليترميلي (

رشد در  مدت
 )روز(مايع كشت

 گونه

10- 5 2 17-13 A. flavus 

5 3 11 A. niger. var.awamori 

5 3 11 A. niger. var. niger 

  

 Cruickshankبراي انجام الكتروفورز روش  :الكترفورز

and Wade )10( هر يك از چاهكهاي . بكار گرفته شد
افقي  )Pectin-acrylamide gels(ژلهاي پكتين آكريل آميد

مخلوط مايع زير ( ميكروليتر از محلول تهيه شده 10با 
 5( وبل ميكرو ليتر برموفنل 3پر شد،) ريسه با سفادكس

بعنوان نشانگر به چاهك اول و آخر ژل اضافه  )درصد
ليتر بافر  1ژل به تانك الكتروفورز افقي حاوي . گرديد

اي جهت  ههايي پارچ تانك منتقل شد، در اين تانك از فتيله
هاي مثبت و منفي دستگاه استفاده برقراري ارتباط بين قطب

ا ميلي آمپر تنظيم گرديد و ت 16شدت جريان روي . شد
پايان الكتروفورز ثابت نگهداشته شد در طي مدت انجام 
الكتروفـــوز دماي صفحه فلزي زير ژل با عبور آب سرد 

 Thermostatic Circulator(LKBدرجه توسط دستگاه 6

هنگامي كه نشانگر بروموفنل بل . سرد نگهداشته شد (221
سانتيمتري انتهاي ژل رسيد كه برابر گذشت زماني  5به 

ساعت بود جريان الكتروفورز قطع گرديده و ژل  3حدود 
 -DL( ماليك اسيد - DLساعت در محلول  5/1بمدت 

Malic Acid)  1/0  درجه  25مولار در تاريكي و دماي
متغيري را براي  pHاسيد ماليك . گراد قرار گرفت سانتي

كند سپس  فعال شدن ايزوزيمهاي موجود در ژل ايجاد مي
ساعت در محلول  18و بمدت ژل با آب مقطر شسته شده 

Ruthenium red )2/0( درجه سانتي 5گرم در ليتر در دماي 
رد روتينيوم . گراد روي همزن درون يخچال قرار گرفت

شود در نتيجه در  باعث قرمز شدن پكتين موجود در ژل مي
نواحي كه ايزوزيمهاي پكتيناز روي پكتين اثر كرده باشند 

آورند كه در  بوجود ميرنگي متفاوت با رنگ زمينه ژل 
نتيجه باعث مشخص شدن الگوهاي باندهاي آنزيمي 

گردد، پس از شست و شوي ژل با آب مقطر استريل،  مي
 05/0دقيقه ژل در محلول آمونيوم پر سولفات  20بمدت 
گراد قرار گرفت اين عمل  درجه سانتي 25در دماي درصد 

سبب افزايش وضوح باندهاي ايجاد شده روي ژل در 
پس از شستشوي ژل با آب . شود گام تهيه عكس ميهن

  .از ژل عكس تهيه گرديد مقطر

  نتايج
تعداد زيادي جدايه از مواد غذايي، خاك، گياهان دارويي 

شد، در نهايت  تهيه گياهان بيمار و خشك و هرباريومي
را   A. nigerو  A. flavusهاي  جدايه كه ويژگي 70تعداد

تعداد  و بقيه حذف گرديد دادند نگهداشته شده نشان مي
و ) جدايهawamori  )17واريته با دو  A.niger هاي جدايه
niger  )23 هاي جدايه بيش از) جدايه A. flavus  بود.  

  :ها  شرح گونه

   : A. flavus Linkگونه 

ز انتقال پس ازگذشت هفت روز ا: ويژگيهاي ماكروسكپي
، CY20Sو  ,CYA MEAهاي كشت جدايه به محيط

و  CY20s ن قطر كلني روي محيط كشت هايميانگي
CYA ،65  ميليمتر، رنگ سطح زبرين سبز زيتوني يا زيتوني

اي،  مايل به زرد ميسليومها سفيد، ترشحات بي رنگ تا قهوه
ميانگين قطر كلني . اي پر رنگ سطح زيرين بي رنگ تا قهوه
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ميليمتر و رنگ سطح بالايي سبز مايل به  MEA 45روي ،
زبرين بي رنگ و ميانگين رشد كلني در  خاكستري، سطح

  . ميليمتر بود 60گراد  درجه سانتي 35

وزيكولها بطور عمده دو رديفه، : هاي ميكروسكوپي ويژگي
ميكرومتر و متولاها سه  28- 25قطر وزيكولها  ميانگين

 8×5پوشانند، اندازه متولا  چهارم تا تمامي سطح آن را مي
كنيديها گرد . ميكرومتر 10×4ميكرومتر، و اندازه فياليدها 
هاي صاف رويت  با ديواره 9/3تا بيضوي به قطر ميانگين 

  .شد

زرد كلنيها، وجود كنيديهايي به -رنگ سبز: وجوه تمايز
هاي صاف يا كمي زبر كه  ميكرومتر با ديواره 6تا  3قطر 

 A. parasiticusمورد اخير از وجوه تمايز اين گونه با گونه 
ازي اين گونه مواد غذايي، گياهان منبع جداس. باشد مي

  .بود...بيمار، غذاي طيور و

  :A. niger var. awamori Al-Musallam گونه 

هفت روز از پس ازگذشت : هاي ماكروسكوپي ويژگي
، CY20Sو  ,CYA MEAهاي كشت انتقال جدايه به محيط

ميليمتر، رنگ سطح  CYA 65ميانگين قطر كلني روي 
يد تا زرد، سطح زيرين قهوه يا زرد ها سف بالايي سياه، ريسه

ميليمتر و بقيه  CY20S 70تيره، ميانگين قطر كلني روي 
ميليمتر و  MEA 60، قطر كلني روي CYAصفات مشابه 

  . CYAرنگ هر دو سطح مشابه 

ها بطور عمده دو رديفه، وزيكول: هاي ميكروسكوپي ويژگي
 10×5ميكرومتر اندازه متولاها  35ها  قطر ميانگين وزيكول

ميكرومتر، كنيديها گرد با  8×3ميكرومتر، اندازه فياليدها 
با ميانگين قطر  هاي صاف يا با زبري بسيار اندك ديواره

  . ين شديتعميكرومتر  2/4-9/3

ها و سياه كلني، دو رديفه بودن وزيكولرنگ  :وجوه تمايز
از . هاهاي كنيدي ودن يا زبري كم ديوارههمچنين صاف ب
منبع جداسازي اين . گونه محسوب مي شد وجوه تمايز اين

  .بود... .گونه خاك، هوا، مواد غذايي و خشكبار و 

  A. niger var niger Al-Musallam گونه

پس ازگذشت هفت روز از : هاي ماكروسكوپيويژگي
، CY20Sو  ,CYA MEAانتقال جدايه به محيطهاي كشت 

ميليمتر و رنگ سطح  CYA ،65ميانگين قطر كلني روي 
ها سفيد تا زرد پر رنگ، سطح  رين كلني سياه، ريسهزب

ميليمتر  CY20S 70قطر كلني روي . زيرين بي رنگ تا زرد
 MEA، ميانگين قطر كلني روي CYAو بقيه صفات مشابه 

ها سفيد، سطح  ميليمتر و رنگ سطح زيرين سياه، ريسه 60
درجه  35رنگ، قطر ميانگين كلني در دماي  زيرين كلني بي

  . متر بودميلي 60

ها غالباً دو رديفه، با  وزيكول: هاي ميكروسكوپي ويژگي
ميكرومتر متولا تمامي سطح وزيكول را  50قطر ميانگين 

و اندازه فياليدها  12×6اندازه متولا ميانگين پوشاند،  مي
ها گرد، اغلب بسيار زبر و با ميانگين  ميكرومتر كنيدي 7×3

  . ميكرومتر بود 5/3-9/3قطر ميانگين 

وجه . ها رنگ سياه كلني، بزرگي وزيكول :وجوه تمايز
زياد  يدر زبر awamoriتمايز اصلي اين واريته با واريته 

از نام هاي مترادف اين . است nigerهاي واريته  كنيدي
. اشاره كرد. A. tabingensis, A. ficuumگونه مي توان به 

 منبع جداسازي اين گونه خاك، هوا، مواد غذايي، گياهان
  .است... خشك و بيمار و

جدايه آسپرژيلوس  70تعداد  :بررسي الگوهاي آيزوزايمي
روش الكتروفورز  باهاي مختلف از ميزبان بدست آمد

الگوهاي حاصل . زايموگرام مورد بررسي قرار گرفت پكتيك
جدايه مورد آزمايش براساس شباهت الگوهاي  70از اين 

آيزوزايمهاي بندي شد،  فنوتيپ گروه 45آيزوزايمي در 
 و پكتين استراز )Polygalacturonase( گالاكتوروناز پلي

)Pectin esterase( هاي  بصورت مجزا يا با هم در گونه
الگوي  26هاي مورد آزمايش  در جدايه .مختلف ديده شد

 ZP1شناسايي شده كه از  )Zymogram Pattern( زايموگرام
بطور كلي در تجزيه و تحليل . نامگذاري شد ZP26تا 
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باند شناسايي كه با حروف  20الگوي الكتروفورزي 
مربوط به  lتا  aانگليسي نامگذاري شد، حروف 

مربوط به  tتا  mگالاكتوروناز و حروف  هاي پليآيزوزيم

آيزوزايمهاي پكتين استراز،در عكس باندهاي سياه نشان 
ز و باندهاي سفيد نشان گالاكتورونا دهنده فعاليت پلي

 ). 3،2،1شكل (دهنده فعاليت پكتين استراز است 
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متعلق به   ZP8تا  ZP1هاي زايموگرمي بدست آمده از الگو
 ,ZP21, ZP19, ZP17, ZP15بوده و الگوهاي  A .flavusگونه 

ZP13, ZP12 مربوط به گونهA. niger var.awamori 
 , ZP25 , ZP24 , ZP23 , ZP22 گوهاي باشد در حالي كه ال مي

ZP20 , ZP18 ,ZP12 ,ZP9 وZP26  مربوط بهA. niger 

var.niger  است و الگوهايZP11, ZP10  وZP16   بين دو
  ).3و 2، 1شكل( استواريته مذكور مشترك 

 بحث

هاي ريخت شناسي انجام شده در اين مطالعه نشان بررسي
تشابه  )section(هاي موجود در يك بخش  داد كه گونه

زيادي از لحاظ صفات ماكروسكوپي و ميكروسكوپي 
بخش آسپرژيلوسهاي ( nigerبطور مثال در بخش . دارند
 awamoriو  nigerداراي دو واريته  A. nigerگونه ) سياه

است كه اين دو واريته از لحاظ تمامي صفات 
ماكروسكوپي كاملاً مشابهند و تمامي صفات ميكروسكوپي 

هاي بالغ با هم همپوشاني يتزئينات سطح كنيدآنها بجز 
هاي آسپرژيلوس سياه  ، در اين بخش گونه)4(شديد دارد

نيز وجود  ,A. carbonarius, A. foetidusديگري مانند 
شناسي بين آنها  دارند كه تفاوت اندكي از لحاظ ريخت

وجود دارد و تنها از روي يك يا دو صفت ميكروسكوپي 
در بخش فلاووس علاوه بر گونه ). 13(قابل تمايز هستند

A. flavus هاي بسيار نزديك به آن مثل  گونهA. tamarii, 

A. soja , A. parasiticus  وجود دارند كه تشابه آنها بهA. 

flavus حدي است كه بKurtzman 14(و همكاران (
هايي  هاي مذكور زير گونه يا واريته پيشنهاد كردند كه گونه

نظر گرفته شوند، اما مطالعات تكميلي در  A. flavusبراي 
كه است قارچهاي مذكور نشان داده   DNAآنها براساس 

 A. flavusاي مجزا از  ها گونههر كدام از اين قارچ
هاي ديگر ترتيب ديگري نيز در بخش بنابراين، )14(هستند

. شود مشاهده مي Aspergillusهاي مختلف از زير جنس
شناسي محض را با  ريخت وجود مسائل ذكر شده، مطالعات

با اينكه مطالعات مولكولي زيادي . كند مشكلاتي مواجه مي

هاي اين جنس صورت گرفته، بويژه روي  روي گونه
هايي كه از لحاظ اقتصادي و صنعتي يا بيماريزايي  گونه

اند، اما اين مطالعات سمت و  انساني اهميت بيشتري داشته
ر به مسائل سوي تاكسونوميكي كمتري داشته و بيشت

فيزيولوژي و يا مولكولي يـك يـا چنـد گـونـه مـحدود 
دراين تحقيق سعي ) 20،18،12،11،6(شـود مـربوط مــي

شناسي و شناسايي  شد علاوه بر مطالعه صفات ريخت
از بدست آمده  Aspergillusمعمول تاكسونوميكي دوگونه 

هاي مختلف، يك روش ساده و سريع بيوشيميايي نيز ميزبان
كار گرفته شود تا علاوه بر مشخص نمودن تفاوتهاي بين ب

 70در . اي را نيز به نمايش بگذارد اي، تنوع درون گونه گونه
بدست آمده در  Aspergillusجدايه خالص شده از دوگونه 

هاي پكتيناز مها توانايي ترشح آنزي اين تحقيق تمامي نمونه
  .را داشتند

داراي دو  A. nigerگونه  )Al-Musalam )4 براساس نظر 
باشد، اين دو گونه براساس  مي nigerو  awameriواريته 

صفات ماكروسكوپي كاملاً مشابه هستند و صفات 
هاي نيز در همه بجز وضعيت سطح كنيدي ميكروسكوپي آنها

بررسي الگوهاي . بالغ همپوشاني و تشابه بسيار زيادي دارد
نشانگر لعه در طي اين مطا  زايموگرمي اين دو واريته

اي ثابت از يكديگر در  وجود دو باند پكتين استراز با فاصله
احتمالاً توالي ژني مسئول توليد اين . ها بود تمامي نمونه

 A. nigerدر . آنزيم به شدت حفاظت شده اســت
براســاس الگــوهاي بـــدست آمــــده به جز سه 

 كه بين هر دو واريته مشترك )ZP14, ZP15, ZP20( مــورد
الگو، تنوع بيشتري را  9با دارا بودن  nigerبود، واريته 

همچنين . دهد الگو نشان مي 6با  awamoriنسبت به واريته 
هاي واريته  گالاكتوروناز نمونه توانايي توليد آنزيم پلي

niger هاي واريته  بيشتر از نمونهawamori قابل ذكر . بود
اريته است كه در هيچيك از جدايه هاي بررسي شده و

awamori  ديده نشد كه داراي باند پلي گالاكتوروناز زير
تنوع الگوهاي ترشح ايزوزيمهاي . پكتين استراز باشد

هاي مطالعه  بيشتر از ديگر گونه A. nigerپكتيناز در گونه 
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 .Aدر بررسي ميزبانهايي كه . شده در اين تحقيق است

niger فتهاي از آن جدا شده است، تعداد ميزبانهايي كه با
ها به چشم  پكتيني دارند بيشتر از بقيه گونه

، )گياهان بيمار، گياهان خشك و دارويي، خشكبار(خورد مي
از لحاظ  A. nigerبنابراين اين احتمال وجود دارد كه گونه 

هاي گياهي از بافتهاي پكتيناز و استفاده از ترشح ايزوزيم
ياري هاي آسپرژيلوس باشد كما ايـنكه بس ترين گونه موفق

) 25و 3(استاز گزارشات و مقالات حاكي از اين مطلب 
روي  Aspergillusبعلاوه اكثر مطالعات پكتينازي مربوط 

  ).17،12،5(صورت گرفته است A. nigerگونه 

از لحاظ تنوع گروههاي  A. flavusبر اساس اين مطالعه، 
گيرد، اين گونه از  قرار مي A. nigerزايموگرمي بعد از 

و ثبات الگوهاي زايموگرمي برخلاف گونه  لحاظ همگني
نايجر ناهماهنگي و عدم ثبات بسيار زيادي از خود نشان 

الگوهاي زايموگرم  تنهابه اين نحو كه در اين گونه . دهد مي
الگوهاي حاوي  نهشود  حاوي پلي گالاكتوروناز ديده مي

مشاهده  ZP8و  ZP7پكتين استراز، همچنين دو الگوي 
پلي گالاكتوروناز و پكتين (زيم آنهر دو اي شدند، زيرا دار

  .هستند )استراز

Lager طي مطالعاتي كه روي چند گونه از ) 15(و همكاران
Aspergillus هاي  انجام دادند بيان نمودند كه در بين گونه

ميزبان اختصاصي براي خود  A. flavusمورد بررسي، 
ي اين ها ندارد، شايد ناهمگني شديد مشاهده شده در نمونه

گونه براساس روش پكتيك زايموگرام و توليد ايزوزيمهاي 
ي بودن گونه نامبرده پكتينازي بواسطه همين عدم اختصاص

  ).15(استهاي خاص براي ميزبان

Surve-Lyer  ند تعيين نك بيان مي ،)22(و همكاران
شناسي  هاي ريختهاي قارچي عموماً براساس اختلاف گونه

ها ممكن است از نظر ا و جمعيته شود، اما گونه جام ميان
شناسي غير قابل تشخيص باشند ولي از لحاظ  ريخت

ايي و روشهاي بيوشيمي). 22(ژنتيكي از هم متمايز شوند
تواند در تعيين تنوع ژنتيكي  ها ميژنتيكي مثل آناليز ايزوزيم

ار گرفته شود، همچنين از اي قارچها بك درون و بين گونه
ي مختلف هاين ميزان تنوع جمعيتتوان در تعي ها مياين روش

. )1(هاي گوناگون استفاده نمودقارچي جدا شده از ميزبان
 )Szeczi  )23توسط  Fusariumتحقيقات مشابهي در باره 

صورت  )Cruickshank   )8توسط Sclerotiniaو درباره 
لگوهاي گرفته است كه در اين تحقيقات هم به تشابه ا

اي اشاره  نوع درون گونهوجود تمربوط به يك گونه و هم ب
وجود الگوهاي زايموگرمي مشخص براي هر . شده است

تواند  گونه نشان دهنده آن است كه پكتيك زايموگرم مي
 Aspergillusهاي قارچ  روش سريعي براي شناسايي گونه

وجود يك زوج باند پكتين استراز در گونه (به حساب آيد 
niger (زمان آماده در اين روش تعداد زيادي جدايه هم

از آنجا كه . آيد دست مي شده و الگوي الكتروفورزي آنها به
ي مورد ها ميزان همپوشاني الگوهاي زايموگرمي براي گونه

باشند  راحتي قابل تشخيص ميبررسي بسيار كم بوده و ب
توان با تعيين نوع الگو و با توجه به خصوصيات  مي

شخص ماكروسكوپي قارچ، گونه قارچ مورد بررسي را م
  .كرد

Cruickshank and Pitt  )9( اين نتايج را براي برخي گونه 
هاي  بدست آوردند، آنها جدا كردن گونه Penicillium هاي

Penicillium شناسي، مشخصات رشد و  را با روش ريخت
دانند، بهمين  كار مشكلي ميرا هاي ثانويه ليتيا توسط متابو

حل اين مشكل  اي با ارزش براي دليل زايموگرم را وسيله
نيز اين روش را ) 16(و همكاران  MacNish). 9(اند دانسته

. دانند مناسب مي Rhizoctoniaبراي تشخيص كشتهاي 
يه و تحليل الگوهاي براي دقيق تر شدن نتايج تجز

اي بايد از  تنوع درون گونهويژه در مورد زايموگرمي ب
. نيز بهره برد RFLPو   PCR هاي ديگري نظيرتكنيك
هاي ديگر  شود اين روش براي گونه نين پيشنهاد ميهمچ

Aspergillus  نيز مورد استفاده قرار گيرد تا اطلاعات
تري در خصوص تنوع بين و درون گونه اي بدست  جامع
  آيد 
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Zymography variation of pectinase in Aspergillus niger and 
Aspergillus flavus 
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Abstract 
The genus Aspergillus (Anamorph) belong to Deutromycets and have several  species.  
Some of the species infecte human, animal, plants and nuts.  Most of these species have 
ability to degrade plant components by production of pectinase enzyme. The species of 
Aspergillus flavus and Aspergillus niger are the most popular species of this genus.  
Although these species could be identified using morphological characters, the 
interspecific and intraspecific variation could not be evaluated.  Regarding pectic 
enzyme serection by the species, pectic zymogram technique was used as a simple and 
usefull method to identify the species and to detect inter and intraspecific variation.  
Initially the collected samples were transferred to the laboratory and after preparation 
were transferred on the appropriate media.  The pure cultures were obtained for the 
sample with Aspergillus characteristics.  Then Aspergillus fungi were identified 
microscopically based on morphological characters.  As a result, 40 isolates of A. niger 
and 30 isolates of A. flavus were recognized.  Then pured sampeles were transferred to 
liquid media contaning citrus pectin as a sole carbon source to induce the secretion of 
extracellular pectinase enzymes. After incubation for an optimised period the secreted 
pectinase enzymes was extracted and concentrated by Cephadex G150 and then loaded 
on the polyacrilamide horizontal gel and electerophoresed.  There were 18 zymogram 
patterns for A. niger and 8 for A. flavus.  The results based on the comparison of the 
zymogram patterns showed that there is inter and intraspecific variation for studied 
Aspergillus species.  It seems this technique could be used not only for the species 
identification, but also use to study of epidemiology of the fungs. 

Keywords: Aspergillus niger, Aspergillus falvus, Pectic Zymogram. 
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