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 چکیده

از عوامل قارچی دخیل در پوسیدگی های مرتبط با آن و گونه Aspergillus nigerاز جمله  آسپرژیلوسجنس  چندین گونه از

ضمن کاستن از کیفیت و کمیت انگور و  هااین قارچ روند.شمار میهای آن بهوردهآو آلوده کننده فر خوشه انگور

های این تحقیق در سالگردند. ها، باعث تولید و تجمع اکراتوکسین آ میها و تخریب آنههای آن با صدمه به حبفرآورده

و  شرقیآذربایجانهای استاندر نواحی جنوبی و کشمش همراه انگور  آسپرژیلوسهای برای شناسایی گونه 0930و  0931

سازی خالصجداسازی و  .انجام گرفتشیر، مراغه، ملکان و میاندوآب های آذرشهر، بناب، عجبشامل شهرستانغربی 

جدایه  061تعداد نمونه،  190از مجموع  شناسی گیاهی انجام گرفت.های رایج در بیماری تفاده از روشقارچی با اسهای گونه

ای در گروه گونه آسپرژیلوسهای جدایه کلیه شناختیریختهای بر اساس ویژگی گردید. جداسازی آسپرژیلوسهای گونه از

A. niger  توالی  اساس گردید. برانجام هر ناحیه جغرافیایی  ازهای منتخب برای جدایه توبولینبتاژن  یابیتوالیفتند. رگقرار

 درصد A. uvarum ،1/0 به گونهها جدایه درصد 1/0بوده و  A. tubingensis گونه به متعلقها جدایه درصد 39 ژن بتاتوبولین

 A. uvarum. این اولین گزارش گونه تعلق داشتند A. niger ونهگبه  هاهجدای درصد 6/9و  A. welwitschiae گونهها به جدایه
 هایگونه با شناسایی باشد.میدر دنیا از روی انگور  A. welwitschiaeو اولین گزارش گونه از روی انگور در ایران 

بعدی در جهت ردیابی تولید و تجمع اکراتوکسین آ در  های آن در این ناحیه، اقداماتانگور و فرآورده درشایع  آسپرژیلوس

 محصولات انگور میسر خواهد شد.

 مولکولیشناسایی شناختی، مایکوتوکسین، ، ریختتوبولینبتا، ایران :کلیدی هایواژه

 

 مقدمه

اهلی که های مهم و قدیمی دنیا است انگور یکی از میوه     

ه امروزه در جنوب ک ایمنطقهبرای اولین بار در  آنکردن 

جملهه   از . ایهران ، انجام گرفتهه اسهت  ترکیه واقع شده است

آیهد.  شمار مهی های اولیه کشت انگور در جهان بهسرزمین

کههه مبههدا کشههت انگههور در  نههدشناسههان معتقدبیشههتر گیههاه

فاصل دریای سهیاه و دریهای خهزر     حددر آسیای صغیر، 

. اسهت  یافتدنیا گسترش  کلیهطقه به و از این من قرار دارد

mailto:khd_l@yahoo.com
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های آسیا، اروپا، امریکا و اراضی وسیعی از قاره اکنونهم

شت انگهور اختصهاد دارد   هایی از افریقا به کحتی قسمت

 ،غربهههی ایهههراندر منطقهههه شهههمال (.0939 )امیرقاسهههمی

شیر و ملکان از موقعیت های مراغه، بناب، عجبشهرستان

 .ندهست وایی برای تولید انگور برخورداره و مناسب آب

در  انگورکشت  ( سطح زیر1109مطابق گزارش فائو )     

بوده و ایران  هکتار هفت میلیونحدود  1101دنیا در سال 

، بعد از هزار هکتار 102کشت  با دارا بودن سطح زیر

ایالات  ،ایتالیا، چین، ترکیهفرانسه، کشورهای اسپانیا، 

م دنیا را به خود شترتبه هو آرژانتین متحده امریکا 

تولید، با تولید حدود  و از نظر میزان استاختصاد داده 

دنیا  نهمدر مقام تن در هکتار(  01)ن انگور ت هزار 1021

 .ردقرار دا

ر خاک در های سیاه گندروهای حاضر دآسپرژیلوس     

 سیری و نیمهمدر نواحی گر بویژهتمامی نقاط دنیا، 

 یت و هوکینگپ ،0333کلیچ و پیت گرمسیری هستند )

ها عمومیت در تاکستان گروه(. چندین گونه از این 0331

 )آمرین و همکاراندارند و اغلب با پوسیدگی خوشه انگور 

 باشند.مرتبط می (0331

ههم از نظهر    ،های سیاه شایع روی انگهور آسپرژیلوس     

 0هها و ههم از نظهر پروفیهل اگزترولیهت     کیمیکرومورفولژی

هههها ونههههبهههرای برخهههی از گ  ولهههید، متفهههاوت هسهههتن 

 Aspergillus niger Tiegh. ،A. tubingensisمثهههل

(Schöber) Mosseray،A. foetidus Thom & Raper  وA. 

brasiliensis Varga, Kocsubé, Tóth, Frisvad, 

Perrone, Susca, Meijer, Samson  شناسههایی صههحیح

تهرین  باشهد. شهایع  ههای مولکهولی مهی   نیازمنهد داده  ،هاآن

زای های کنیدیهای با سلولاز گونه ندهست ها عبارتگونه

 و A. carbonarius (Bainier) Thom، A. nigerردیفهی  دو
A. tubingensis زای ههای کنیهدی  های با سهلول و نیز گونه

                                                             
Extrolites - 1

 

و گونه  A. japonicas Saito ،A. aculeatus Iizuka ردیفی تک

A. uvarum Perrone    کههه فقههط روی انگورهههای اروپههایی

 (.1116)پرون و همکاران مشاهده شده است 

 .A. niger، Aاز جملهه   آسهپرژیلوس های مختله   گونه     

aculeatus    ( و 0339)جهارویس و ترکهوئیرA. carbonarius 

در پوسیدگی خوشهه انگهور   ( از عوامل دخیل 0326)گوپتا 

انگور گردیده و موجب های حبهباعث تخریب باشند که می

د. بعهد از تخریهب   نه گردهها مهی  از آن نامطبوعانتشار بوی 

روی  بهر ای رنگهی از اسهپورها   قههوه  / سهیاه  تهوده  ،کامل

ماند )اِمِت و باقی می آن هاها ایجاد شده و فقط پوست حبه

عامهل پوسهیدگی نهانوی غه ا و      گروهاین  (.0331همکاران 

د. نباشه مینیز ها گیاهان مختل  و نیز عامل تجمع توکسین

، A.nigerین ماننههد هههای تولیههد کننههده اکراتوکسهه   گونههه

A.ochraceus K.Wilh. و A.carbonarious  در اغلههههب

تواننهد  هها مهی  شهوند. آن محصولات کشاورزی یافهت مهی  

محصولات کشاورزی را در مراحل پیش از برداشت، پهس  

 رآوری و حمهل و نقهل آلهوده نماینهد    از برداشت، موقهع فه  

 (.0333)کوزاکیویک 

سکشهن   ههای ونهه ( شهیوع گ 0930رحمانی و همکاران )     

انگههور و کشههمش در  در ایههن جههنس را روی آسههپرژیلوس

ایهن  شرقی بررسی کردند، نواحی مختل  استان آذربایجان

، چههار  دادند که از هشت جدایه بدست آمهده نشان  محققان

، Eurotium amestelodami L. Manginجدایهه متعلهق بهه    

 & A. chevalieri (L. Mangin) Thomسه جدایه متعلق به 

Church.  و یک جدایه متعلق بهE. rubrum (König et al.) 

Thom & Church    بودنههد. میرابههوالفتحی و کرمههی اسههبو

( نههههواحی مختلهههه  کشههههت انگههههور در اسههههتان  0930)

 ههای مراغهه، بنهاب و   شرقی از جمله شهرسهتان آذربایجان

سهطح  و نشهان دادنهد کهه     ملکان را مورد مطالعه قرار داده

از جملهه   Nigriهای گهروه  ا به گونههآلودگی انواع کشمش

A. niger  وA. carbonarius     .صهداقتی و  بهالا بهوده اسهت
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شناسههههایی  ای بههههرایمطالعههههه ( در1101همکههههاران )

و  جدا شده از انگهور  آسپرژیلوسهای گونه شناختیریخت

عفونی سطحی و کشهت   کشمش در بازار رفسنجان با ضد

 tion NigriAspergillus sec هههایهگونهه فقههط 0PDA روی

را  A. citricus و A. niger, A. tubingensis شهههامل

شههیوع ( 1101رحمههانی و همکههاران ) نمودنههد.  جداسههازی

غربههی انجههدر اسههتان آذربایرا  آسههپرژیلوسهههای گونههه

پایههه معیههار   د کههه بههر نههنشههان داد  بررسههی نمههوده و 

 .A. niger، A. flavus Link ،A ایگروه گونه ،شناختیریخت

ochraseus، Erotium repens de Bary و A. carbonarius 

. غربههی جداسههازی شههدند  هههای آذربایجههان از تاکسههتان

( در مطالعه شناسهایی بعیهی   1101سفلو و همکاران )قزل

های مختله  در  های سیاه در روی کشمشآسپرژیلوساز 

 .A. tubingensis ،A. foetidus ،A ،ضویر استان خراسان

awamori ،A. niger ،A. carbonarius  وA. aculeatus  را

( در 1110آبرانوسههها و همکهههاران )  .شناسهههایی کردنهههد 

یافتههه در کشههور پرتغههال قههارچ   هههای انگههور رشههدنمونههه

 (1116) را پیهدا نکردنهد. بهاتی نی و همکهاران     آسپرژیلوس

 در( را Nigri گهروه  اغلهب ) آسهپرژیلوس های مختله   گونه

 .دندنمو گزارشکشت شده در ایتالیا  هایانگور

از کشهمش   بهویژه های انگهور  وردهبا توجه به اینکه فرآ     

 از اهمیهت برخهوردار  نظر صادرات برای کشهور و منطقهه   

 بهویژه ههای قهارچی )  باشند و بحث آلودگی به توکسهین می

کتور مهم در صادرات ایهن محصهول   ( یک فاآ اکراتوکسین

ههای سهیاه   آسهپرژیلوس باشد، ل ا شناسایی و معرفهی  می

برخهوردار  بهالایی   رزشطقهه از ا ین محصهول در من روی ا

هها بهر اسهاس    گونهه باشد. در تحقیقات قبلی شناسهایی  می

ی هادادهانجام شده است و اتکا به  شناختیریختهای داده

 هههایبههرای شناسههایی گونههه  بههه تنهههایی ناختیشههریخههت

کمهههپلکس نهههایجر   ههههایگونهههه بهههویژهو  آسهههپرژیلوس

                                                             
1- Potato dextrose agar  

(Aspergillus niger complex)  منجهههر بههههممکهههن اسهههت 

ل ا تحقیق حاضهر بها ههد      .شودهای نادرست گیرینتیجه

کشهمش در   روی انگور و آسپرژیلوسهای شناسایی گونه

های مولکولی و هذربایجان با استفاده از دادنواحی جنوب آ

 انجام گردید.شناختی ریخت

 

 هامواد و روش

رآوری ههای فه  از باغات انگور و کارخانهبرداری نمونه     

از های مورد مطالعهه در سهه نوبهت    کشمش در شهرستان

تها  مهاه  و از شههریور   0931سال ماه تا آبان ماه شهریور 

هههای آذرشهههر، بنههاب،   در شهرسههتان 0930 مههاه مهههر

 گرفت. ب انجامملکان و میاندوآشیر، مراغه، عجب

اتاقک  از روشبا استفاده قارچی های جدایه جداسازی     

از  های قارچیسازی جدایه خالصبرای . اجرا شد مرطوب

 .استفاده گردید 1ریسهروش کشت نوک

 آسپرژیلوس های قارچجدایه شناختیریخت اییشناس     

( 1111)کلیچ  ( و0333)از روش کلیچ و پیت با استفاده 

های تشتکسه نقطه از در های قارچی جدایه .انجام گرفت

، 9مر آگارزاپک عصاره مخ کشت هایمحیطپتری حاوی 

عصاره مالت  ،9ساکارز %11زاپک عصاره مخمر آگار با 

 تلقیح گردیده و 6آگاردوکس ، زاپک 2آگار )مرک، آلمان(

در دو دمای  عصاره مخمر آگار حاوی پتری هایتشتک

در  پتریهای تشتکسایر  و گرادسانتیدرجه  91و  12

های نایلونی در داخل کیسه و گرادسانتیدرجه  12دمای 

داری مدت یک هفته نگهبهتاریکی شرایط و در بسته  سر

شامل های قارچی شدند. خصوصیات ماکروسکوپی جدایه

اسپور، رنگ میسلیوم، رنگ پشت  قطر کلنی، رنگ توده

                                                             
2 - Hyphal tip culture 

3 - Czapek yeast extract agar (CYA) 

4 - Czapek extract yeast agar with 20% Succrose 

(CYA20S) 

5 - Malt extract agar (MEA) 

6- Czapek dox agar (CZ) 
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یا فقدان و یا فقدان ترشحات، وجود و کلنی، وجود 

یا فقدان اسکلروت و های قابل حل در آب و وجود دانهرنگ

( 1111کلیچ ) توصیه شده توسط ر جدولدیا کلیستوتیس 

 بت گردیدند.ن

از هها،  خصوصیات میکروسکوپی جدایهه برای ارزیابی      

 عصاره مالت آگهار  محیط کشت های رشد یافته رویکلنی

 وپی بها اسهتفاده از  اسه یدهای میکروسهک  استفاده گردید. 

تصهههاویر سهههاختارهای  تهیهههه شهههده و لاکتیهههک اسهههید

دوربههین عکاسههی دیجیتههال    میکروسههکوپی بهها اسههتفاده  

نصب شده روی میکروسکوپ نوری  DP-25المپیوس مدل 

خصوصهههیات  تهیهههه گردیهههد.  BX-41المپیهههوس مهههدل  

 کلهیچ توصیه شده توسط  جدولها در میکروسکوپی جدایه

 ( یادداشت شدند.1111)

 

  DNAاستخراج

ها بر روی محیط جدایه کلیه، DNAاستخراج برای      

 12دمای  درو روز  هشت مدتبه عصاره مالت آگارکشت 

در تاریکی رشد داده شدند و پس از  گرادسانتیدرجه 

مورد استفاده قرار  DNAرشد کافی جهت استخراج 

از بافت قارچ، از روش مولر  DNA گرفتند. برای استخراج

استفاده شد. پس از اتمام عملیات  (0331) و همکاران

روش استحصالی به  DNA استخراج، کمیت و کیفیت

 اسپکتروفتومتری مورد بررسی قرار گرفت.

اسایی شده بر اساس های شنجهت تایید هویت گونه     

برای  از ژن بتاتوبولینبخشی  شناختی،ریختهای داده

)معیار انتخاب  شناختیریختهای نماینده هر گروه جدایه

های منتخب شامل شهرستان و باغ مورد مطالعه و جدایه

با استفاده از دو آغازگر بوده است(،  گروه مورفولوژیکی

دونل )اُ  T1 (5΄AACATGCGTGAGATTGTAAGT3΄)رفت و برگشت 

 Bt2b (5΄ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC3΄) و( 0331و سیگلینک 

 یابی گردید. تکثیر و توالی( 0332)گ س و دونالدسون 

 یک میکرولیتر شامل مرازپلی ایزنجیره واکنش مخلوط

 12/0الگو،  DNA بر میکرولیتر( نانوگرم 02-01)

 dNTPsمخلوط  میکرولیتر PCR 10X ،6/1بافر میکرولیتر 

 (مولمیلی 2/0میکرولیتر ) 912/1مول، به غلظت یک میلی

از هرکدام از  (پیکومول 1/1میکرولیتر ) 1/1 ،0کلرید منیزیم

متیل دی میکرولیتر 2/1آغازگرهای رفت و برگشت، 

بود که  Taq Polymeraseزیم نیم واحد آن و 1سولفوکسید

میکرولیتر  2/01حجم نهایی با آب مقطر دوبار استریل به 

 GeneAmpترموسیکلر  با استفاده از. واکنش رسانده شد

PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, 

CA) اعمال شده شامل  یهای حرارتانجام گرفته و چرخه

 درجه 36دمای سازی اولیه در یک واکنش واسرشت 

 شامل تکثیر چرخه 91دقیقه،  پنجمدت به گرادسانتی

 مدتبه گرادسانتی درجه 39 دمای در سازی واسرشت

-سانتی درجه 26 یهادما در آغازگرها اتصال نانیه، 91

 به گرادسانتی درجه 11 در بسط نانیه و 91 مدتبه گراد

 مدتبه نهایی بسط چرخه یک بالاخره و نانیه 61 مدت

بود.  گرادسانتی درجه 11 دمای در دقیقه هفت

 حاوی درصد یک آگارز ژل روی واکنش هایوردهآفر

 9TAE بافر در بروماید اتیدیوم گرممیلی بر میکروگرم 0/1

 یماورا نور تحت ژل از برداریسعک دستگاه توسط

 .شدند بررسی( نانومتر 901 موجطول) بنفش

 یابی و تبارزاییتوالی

 کیت از استفاده با مرازپلی ایزنجیره واکنش محصول     

و در  سازنده کارخانه دستورالعمل مطابق دایبیگ تجاری

 (CBS)شناسی فرهنگستان علوم کشور هلند موسسه قارچ

 منراز  استفاده با توالی خام هایداده و شد یابیتوالی

 مورد SeqMan (Lasergene Package , DNA Star) افزار

 توالی هایداده ویرایش از پس. رفتقرار گ بررسی

ذخیره  9فاستا فایل فرمت در برآیند هایتوالی نوکلئوتیدی،

                                                             

2MgCl - 1 

2 - Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

3 - Tris acetate-EDTA 
4- FASTA  
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 این در شده ایجاد توالی هایداده چینیهم زیر. شدند

 از استفاده با ژن بانک توالی هایداده با تحقیق

 و ( انجام1100 )تامورا و همکاران Mega V. 5رافزانرم

 تبارزایی درخت. گردید تعیین نهگا چند ترازیهم الگوی

 MrBayes افزاربا استفاده از نرم 1برمبنای استنتاج بیژین

v. 3.2.1. ( ترسیم و1119 کوئیست و هولسنبک)ران 

 حصول جهت. شد بررسی هاجدایه خویشاوندی روابط

در نهایت پس از تکمیل شده،  ایجاد بندیگروه از اطمینان

درصد  21 2برآیندخت های مربوطه، درتجزیه و تحلیل

( PP) 9همراه با مقادیر مربوطه به توزیع احتمال پسین

 ترسیم گردید.

 

 نتایج
نمونه  39نمونه انگور و  093در این بررسی مجموعا      

که جزییات مربوط به  کشمش مورد مطالعه قرار گرفتند
 .قید شده است 0ها در جدول نمونهاین منشاء جغرافیایی 

 031ونه انگور و کشمش بررسی شده، نم 190از مجموع 
از  نمونه بدون آلودگی بودند. 93نمونه دارای آلودگی و 

نمونه کشمش،  39جدایه و از تعداد  013، نمونه انگور 093
 91در  (.1)جدول  گردید جداسازی ،جدایه قارچی 23

ها آلودگی به نمونه از کشمش 19نمونه از انگور و در 
با توجه به جداول  شت.وجود ندا آسپرژیلوسقارچ 

و در  %16های انگور م کور میانگین آلودگی در نمونه
لازم به ذکر است که . بوده است %39های کشمش نمونه
شیر های آذرشهر، عجبهای کشمش در شهرستاننمونه

تغییر در میزان آلودگی و میاندوآب بررسی نگردیدند. 
د، در مورد باشمده تواند ناشی از دو دلیل عها مینمونه

باغات که منجر به خاک ها از سطح خوشه انگور فاصله
توان شود. در مورد کشمش هم میها میعدم آلودگی آن

به تیمار یا عدم تیمار کشمش با تیزاب و دود ناشی از 
تواند در جلوگیری از سوزاندن گوگرد اشاره کرد که می

                                                             
1 - Bayesian 

2 - Consensus tree 

3- Posterior probabilities 

 9(. مطابق جدول 9)جدول  های قارچی مفید باشدآلودگی
 ( %21) هنمون 01تنها  ،آفتابیکشمش  نمونه 99از مجموع 

نمونه  93که از ارچی بود، در حالیدارای آلودگی ق
ها ( آلوده به قارچ%39نمونه ) 96 تعداد کشمش تیزابی،
ها تانیر روش فرآوری کشمش را در ح   بود و این داده

های کشمش نشان یا عدم ح   آلودگی قارچی نمونهو 
 .دهدمی
های جدایه بتاتوبولیننتایج حاصل از مقایسه توالی ژن      

های موجود در بانک ژن، هویت جدایه( با توالی 91منتخب )
جداسازی شده از انگور و کشمش  آسپرژیلوسهای جدایه

 .A. tubingensis ،A. welwitschiae ،A را تحت عنوان

niger  وA. uvarum  ز بر این اساس ا(. 0تایید کرد )شکل
( متعلق %39جدایه ) 021، آسپرژیلوسجدایه  061مجموع 
( متعلق به گونه %6/9، شش جدایه )A. tubingensisبه گونه 
A. niger( متعلق به گونه %1/0، دو جدایه )A. uvarum  و دو
بودند )شکل  A. welwitschiae( متعلق به گونه %1/0جدایه )

1.) 
 هامشخصات گونه

     Aspergillus niger Tiegh. 

درجه  91و  12قطر کلنی بعد از هفت روز: در دماهای      
در روی زاپک عصاره مخمر آگار، هر دو  گرادسانتی

گراد در درجه سانتی 12متر؛ در دمای میلی 31بیشتر از 
ترتیب روی عصاره مالت آگار و زاپک دوکس آگار، به

 متر.میلی 91-96و  99-90
کشت بعد از هفت  CYAاسپورزایی شدید در روی      

 ای،های کنیدیومی سیاه متمایل به قهوهروز؛ رنگ توده
، خاکستری متمایل به شیری؛ CYAرنگ پشت کلنی: روی 

، CZ، خاکستری متمایل به زرد و روی MEAروی 
خاکستری متمایل به شیری. متولا بلند و فیالید نسبتاً 

-11 قطرکوتاه؛ کنیدیفور دو ردیفی با دیواره صا  و به
های کروی متمایل به بییوی میکرومتر و با وزیکول 09
 9-2قطر ها کروی و بهمیکرومتر؛ کنیدی 60-63قطر به

 (.9ای، کام  خاردار )شکل میکرومتر، قهوه
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 های مورد مطالعهشهرستان به تفکیک آلوده و غیرآلودهانگور و کشمش  هاینمونهو درصد تعداد  -1جدول 

 شهرستان

 جمع شکشم انگور

 بدون آلودگی دارای آلودگی بدون آلودگی دارای آلودگی بدون آلودگی دارای آلودگی

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 28 6 08 24 8 8 8 8 28 6 08 24 آذرشهر

 11 15 01 60 23 15 30 00 8 8 188 08 بناب

 8 8 188 24 8 8 8 8 8 8 188 24 شیرعجب

 0 1 13 04 5 1 15 11 8 8 188 15 مراغه

 1 4 11 01 23 4 30 11 8 8 188 20 ملکان

 62 10 00 0 8 8 8 8 62 10 00 0 میاندوآب

 13 01 00 112 24 28 36 60 10 11 03 121 جمع

 

 .های مورد مطالعهاز انگور و کشمش به تفکیک شهرستان جداسازی شده Aspergillusهای تعداد جدایه –2جدول 

 جمع کشمش انگور شهرستان

 24 8 24 *آذرشهر

 55 08 25 بناب

 21 8 21 *شیرعجب

 20 10 18 مراغه

 05 11 24 *ملکان

 4 8 4 میاندوآب

 163 51 180 هاتعداد کل ایزوله

 های کشمش این نواحی مورد بررسی قرار نگرفته است.نمونه -*

 

ای خیلی تیره تا سیاه قهوه هایبا کلنی این گونه عموماً
های ردیفی با وزیکول مشخص، سرهای کنیدیومی دو

های خاردار نامنظم بزرگ، متولای نسبتا بزرگ و کنیدی
 & A. ficuum (Reich.) Thomخود مشخص گردیده است. 

Church  وA. tubingenssis ( 0331موسالام )توسط ال
های مولکولی هقرار گرفته بودند. داد A. nigerمتراد  با 
ای است تاکسون جداگانه A. tubingensisدهد که نشان می
 (.0339)سامسون 

     Aspergillus tubingensis (Schöber) Mosseray 
درجه  91و  12قطر کلنی بعد از هفت روز: در دماهای      

ترتیب ، بهزاپک عصاره مخمر آگاردر روی  گرادسانتی
درجه  12متر؛ در دمای میلی 21و بیشتر از  03-02

 آگار دوکسزاپک ، اره مالت آگارعصدر روی  گرادسانتی

-10ترتیب ، بهساکارز %11زاپک عصاره مخمر آگار با و 
 متر.میلی 06-16و  02-00،  01

های کشت؛ رنگ اسپورزایی شدید روی تمامی محیط     
ها، سفید؛ رنگ پشت کلنی: روی کلنی روی تمامی محیط
، عصاره مالت آگار، سفید؛ روی زاپک عصاره مخمر آگار

ای تا ، قهوهکس آگاروزاپک دای روشن و روی وهقه
 خاکستری.

-21قطر های کروی، بهردیفی با وزیکول کنیدیفور دو     
 09-03قطر میکرومتر؛ کنیدیفور با دیواره صا  و به 91

میکرومتر،  3/1-6/9قطر ها کروی و بهمیکرومتر؛ کنیدی
 (.9ای، خاردار )شکل قهوه
-ذکردو گونه  شناختیریختبا توجه به مشخصات      

ممکن  A. nigerدر بالا، شناسایی این گونه از گونه شده 

http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000063&Rec=12099&Fields=All
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های مولکولی برای تائید نبوده و لازم است تا از داده
 ها کمک گرفته شود.هویت آن

     Aspergillus uvarum Perrone 

درجه  91و  12قطر کلنی بعد از هفت روز: در دماهای      
ترتیب زاپک عصاره مخمر آگار، بهدر روی  گرادسانتی
 گرادسانتیدرجه  12متر؛ در دمای میلی 03-11و  99-01

کس آگار و زاپک ودر روی عصاره مالت آگار، زاپک د
-06، 02-03ترتیب ساکارز، به %11عصاره مخمر آگار با 

 متر.میلی 91-91و  01
جز های کشت بهاسپورزایی شدید روی تمامی محیط     

ها، ؛ رنگ کلنی روی تمامی محیطزاپک عصاره مخمر آگار
سفید؛ رنگ پشت کلنی روی زاپک عصاره مخمر آگار، 
سفید تا قهوه ای؛ روی عصاره مالت آگار، کرمی و روی 

 آگار، سفید. دوکسزاپگ 
کروی های کروی تا نیمیفی با وزیکولرد کنیدیفور یک     
دیواره صا  و میکرومتر؛ کنیدیفور با  93-96قطر به
 2/1-9قطر ها کروی و بهمیکرومتر؛ کنیدی 01-02قطر به

 (.2ای، صا  تا کمی خاردار )شکل میکرومتر، قهوه

     Aspergillus welwitschiae (Bres.) Henn. 

درجه  91و  12قطر کلنی بعد از هفت روز: در دماهای      
ترتیب ، بهزاپک عصاره مخمر آگاردر روی  سانتیگراد

 گرادسانتیدرجه  12متر؛ در دمای میلی 00-09و  11-06
زاپک و  آگار دوکسزاپک ، عصاره مالت آگاردر روی 

،  11-19، به ترتیب ساکارز %11عصاره مخمر آگار با 
 متر.میلی 06-03و  91-09
جز های کشت بهاسپورزایی شدید روی تمامی محیط     

ها می محیط؛ رنگ کلنی روی تمازاپک عصاره مخمر آگار
، زاپک عصاره مخمر آگارسفید؛ رنگ پشت کلنی؛ روی 

ای روشن و روی ، قهوهعصاره مالت آگارسفید؛ روی 
 : سفید.آگار دوکسزاپک 
ردیفی با دیواره صا  تا کمی خاردار  کنیدیفورها دو     
های کروی تا میکرومتر و با وزیکول 00-02قطر و به

ها کروی و کنیدیمیکرومتر؛  13-93قطر بییوی، به
صا  تا کمی  ای،قهوه میکرومتر، 6/9 -9/9قطر به

 (.6خاردار)شکل 

 های مورد مطالعهبه تفکیک شهرستان Aspergillusهای کشمش به قارچ نمونهوری انگور درمیزان آلودگی نوع فرآتاثیر -3دول ج

 وریآفر نوع کشمش شهرستان
 بدون آلودگی دارای آلودگی

 درصد عدادت درصد تعداد

 بناب

 تیزابی
 6 1 14 11 قبل

 1 1 11 18 بعد

 آفتابی
 64 1 06 5 قبل

 188 4 8 8 بعد

 مراغه

 تیزابی
 8 8 8 8 قبل

 14 1 06 6 بعد

 آفتابی
 8 8 188 6 قبل

 8 8 188 6 بعد

 ملکان

 تیزابی
 8 8 188 1 قبل

 8 8 188 4 بعد

 آفتابی
 188 2 8 8 قبل

 188 2 8 8 بعد

 24 28 36 60 جمع
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 بحث

های سیاه آسپرژیلوسنتایج این بررسی نشان داد که      

های منطقه از شیوع قابل توجهی برخوردار در تاکستان

نمونه انگور و کشمش،  190که از مجموع طوریهستند، به

های این جدایه، جداسازی گردید. نتایج مشابه داده 061

یر محققان که مطالعاتی را در های ساتحقیق در گزارش

در روی انگور، در این منطقه و  آسپرژیلوسمورد شیوع 

اند، بدست آمده است، یا بخشی از این منطقه انجام داده

( در مطالعه 0930که رحمانی و همکاران )طوریبه

روی انگور و کشمش در نقاط  آسپرژیلوسهای گونه

های که گونهشرقی نشان دادند مختل  استان آذربایجان

Aspergillus section Aspergillus  .شیوع بیشتری دارند

(، نواحی مختل  استان 0930میرابوالفتحی و کرمی اسبو )

های مراغه، بناب و شرقی از جمله شهرستانآذربایجان

ملکان را مورد بررسی قرار داده و گزارش کردند که 

لا بود. با Nigriهای گروه ها به گونهآلودگی انواع کشمش

( بر پایه مطالعات 1101صداقتی و همکاران )

 Aspergillusشناختی نشان دادند که در حالت کلی ریخت

section Nigriدر روی  آسپرژیلوسهای ترین گونه، عمومی

انگور و کشمش در بازار رفسنجان بودند. در مطالعه 

( گزارش کردند که بر 1101دیگری رحمانی و همکاران )

ترین سیاه رایج هایآسپرژیلوسشناختی ریختپایه معیار 

بودند و غربی های آذربایجانهای قارچی در تاکستانگونه

های مختل  ( گونه1101سفلو و همکاران )قزلنیز 

های مختل  های سیاه را در روی کشمشآسپرژیلوس

 استان خراسان رضوی جداسازی و شناسایی نمودند.

 

 

 
 

 .شرقی و غربیهای آذربایجانهمراه انگور و کشمش در منطقه جنوبی استان Aspergillusهای هتعداد و درصد گون -2شکل 
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 Aspergillusهای براساس توالی ژن بتاتوبولین برای گونه درصد همراه با مقادیر مربوطه به توزیع احتمال پسین 05درخت برآیند  -1شکل 

 (باشندمربوط به این تحقیق می gbهای با پیشوند )جدایه بیژین برمبنای استنتاج
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کس آگار ، زاپک دو(E ،B) عصاره مالت آگار(، A ،D) در روی زاپک عصاره مخمر آگار A. nigerهای هفت روزه گونه کلنی -3شکل 

(F ،C)  وG-J- هاکنیدیفور و کنیدی 

 

کس آگار (، زاپک دوE ،B(، عصاره مالت آگار )A ،Dدر روی زاپک عصاره مخمر آگار ) A. tubingensisهفت روزه  هایکلنی -4شکل 

(F ،C ،)G-I کنیدی و کنیدیفور 
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، Fکس آگار )(، زاپک دوE ،B(، عصاره مالت آگار )A ،Dدر روی زاپک عصاره مخمر آگار ) A. uvarumکلنی های هفت روزه  -0شکل 

C ،)G-K کنیدی و کنیدیفور 

 
دوکس (، زاپک E ،B(، عصاره مالت آگار )A ،Dدر روی زاپک عصاره مخمر آگار ) A. welwitschiaeکلنی های هفت روزه  -6شکل 

 کنیدی و کنیدیفور G-I، ( F ،Cآگار )
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شیوع بالای با وجود این تحقیق های مطابق یافته     

تنوع های سیاه در روی انگور و کشمش، آسپرژیلوس

که طوریای قابل توجهی در منطقه مشاهده نگردید بهگونه

شناسایی شده در این  آسپرژیلوسهای گونهز بین ا

 A. tubingensis ( به گونه%39بیشترین فراوانی ) ،تحقیق

دیگر جداسازی شده در این  تعلق داشت و سه گونه

ترتیب با به A. welwitschiaeو  A. niger ،A. uvarumتحقیق، 

کمی برخوردار فراوانی از فراوانی  %1/0و  1/0، 6/9

رحمانی و همکاران در مطالعه ، ین وجود. با ابودند

جغرافیایی با بخشی از نواحی مکان که از نظر ( 0930)

 Eurotium سه گونه مطالعه حاضر مطابقت دارد،

amestelodami ،A. chevalieri  وE. rubrum  از این منطقه

میرابوالفتحی و کرمی اسبو  چنینهم .گزارش گردیده است

 بر A.carbonariusو  A. niger گونهکه  ند( نشان داد0930)

ها در این منطقه حیور داشته ولی در روی انواع کشمش

پایین بوده و  A. niger درصد فراوانی گونههای ما یافته

صداقتی مشاهده نگردید.  A. carbonarius ای از گونهجدایه

( در مطالعه خود نشان دادند که 1101و همکاران )

 .A. tubingensis ،A ه شاملهای سیاآسپرژیلوسهای گونه

niger و A. citricus روی انگور و کشمش رفسنجان  بر

 A. citricus گونهحیور داشتند ولی در این تحقیق 

پایه  بر( نیز 1101رحمانی و همکاران ) مشاهده نگردید.

، A. flavusو  A. niger ایگروه گونه ،شناختیریختمعیار 

A. ochraceus ،E. repens  وA. carbonarius  از را

ولی در  کردند جداسازیغربی های آذربایجانتاکستان

تحقیق حاضر که از نظر جغرافیایی با بخش کوچکی از 

 .A جز گونهها مطابقت دارد، بهآن منطقه مورد مطالعه

niger، نگردیدند. نتایج بررسی  جداسازیها بقیه گونه

ازی جداس آسپرژیلوس جدایه 23که از  نشان داد حاضر

 .A ( متعلق به گونه%31جدایه ) 29، از کشمش شده

tubingensis ( متعلق به گونه%01و شش جدایه ) A. niger 

 یهاآسپرژیلوس با این وجود تنوع قابل توجهی از. بود

آوری شده از نواحی  های جمعاز روی کشمش سیاه

سفلو و توسط قزلان شمالی سمختل  استان خرا

 هاآنکه ، به طوریگردیده استگزارش ( 1101همکاران )

 .A. niger، A. awamori، A. carbonarius، A هایگونه

foetidus، A. tubingensis و A. aculeatus  روی را از

های مختل  استان خراسان رضوی شناسایی کشمش

 .کردند

رسهد ایهن اسهت    نظر میضروری بهای که ذکر آن نکته     

 نیهز  ههای مولکهولی  ییهد داده های ایهن تحقیهق از تا  که یافته

کهه روی شناسهایی   مطالعهاتی   اغلهب برخوردار بوده ولی 

همراه با انگور و کشهمش در ایهران    آسپرژیلوسای هگونه

شهناختی  ریخهت ، بر اسهاس اط عهات   صورت گرفته است

ههای  گونهه  بهویژه های این جنس است. در مورد گونه بوده

ا بهر اسهاس   تنهه  هها شناسایی گونهه  Nigri  گروهمتعلق به 

ممکههن اسههت منجههر بههه نتیجههه  ،شههناختیریخههتهههای داده

گونه در  02حدود  1100تا سال های نادرست شود. ییرگ

بهر  هها  گونهه شناسایی شده است که تفکیک ایهن   بخشاین 

دیگهر ممکهن نیسهت.    از ههم  شناختیریختهای اساس داده

از نظههر  بخههشاز ایههن  A. neoniger هعنههوان مثههال گونههبههه

و یها  بهوده   A. tubingensisو  A. nigerشبیه  اختیشنریخت

A. eucalypticola  بههاA. tubingensis  وA. costaricaensis 

 (.1100و همکههاران وارگها  )ناختی نهدارد  شه ریخهت وت تفها 

بهین  بهالا   شهناختی ریخهت های براین با توجه به شباهتبنا

بهرای شناسهایی   رسهد کهه   نظر مهی ، بهگروههای این گونه

 ازاسهتفاده  ، شهناختی ریخهت ها، در کنار مطالعات قیق آند

مارکرههای  های نانویهه و  پروفیل متابولیت های توالی،داده

بهه عنهوان   )مهراز  ای پلیواکنش زنجیرهمبتنی بر مولکولی 
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( نیز ضروری باشد )فرایزود و 0آرسیپلکس پیمالتیمثال 

 (.1111، گایزر و همکاران 1111همکاران 

های سیاه مطهر   آسپرژیلوسمورد  بحث دیگری که در

باشههد و ایههن امههر بههر ههها مههیآن زایههیباشههد، توکسههینمههی

در منطقهه   صادرات این محصهول اسهتراتژیک مخصوصهاً   

هههای مههورد مطالعههه تههانیر دارد، زیههرا بههر اسههاس گههزارش

صهادراتی ایهن   های غیرمکتوب ردیابی توکسین در کشمش

رهای جهانی منطقه، مشک تی را برای این محصول در بازا

ههای  زایهی گونهه  بوجود آورده است و لازم است توکسهین 

جدا شده از این محصول بررسی گردد تا مشک ت مربهوط  

بهرای ایهن محصهول مرتفهع     صدور شناسنامه سه مت  به 

 گردد.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                             
ultiplex PCRM -1 

 گزاریسپاس

نویسندگان مقاله مراتهب قهدردانی خهود را از معاونهت          

اه تبریز به خاطر تامین بودجه لازم محترم پژوهشی دانشگ

)از  ههوبراکن  دکتهر یهوس  آقای از  ،برای انجام این پژوهش

شناسی فرهنگسهتان علهوم کشهور هلنهد(، از     موسسه قارچ

دکتههری دوره خههانم مهنههدس مههونس بخشههی )دانشههجوی  

 آقهای ههات  )کارشهناس   از شناسی دانشهگاه تبریهز(،   قارچ

و  (شهگاه تبریهز  شناسهی دان ههای قهارچ  محترم آزمایشهگاه 

پههور )کارشناسههان آزمایشههگاه   آقایههان سههیفی و خلیههل  

و آقهای ابوالفیهل نرمهانی     (شناسی دانشگاه مراغهزیست

شناسهی  بیمهاری رشته  کارشناسی ارشدسابق )دانشجوی 

ههههای بهههه خهههاطر همکهههاری ، (گیهههاهی دانشهههگاه تبریهههز 

 نمایند.ابراز می ان،شانهصمیم
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Abstract 

     Several species of the genus Aspergillus including Aspergillus niger and its segregates are involved 

in bunch rots of grapevine as well as contamination of grapevine products worldwide. These fungal 

agents reduce both yield and quality of grape and its products by damaging and destroying the berries 

and the production and accumulation of ochratoxin A.  This study was carried out in 2011 and 2012 in 

order to characterize black aspergilli species on grape and raisin in southern regions of East and West 

Azerbaijan provinces including Azarshar, Bonab, Ajabshir, Maragheh, Malekan and Miyandoab 

counties. The isolation and purification of fungal isolates was performed with commonly used methods 

in plant pathology. A total number of 167 Aspergillus isolates were recovered from 231 grape and 

raisin samples. Based on morphological characteristics, all of the isolates were identified as members 

of A. niger species complex. Sequence data for the β- tubulin gene were generated for the 

representative isolates for each geographical region. Based on the sequence data from β- tubulin gene, 

the identity of the isolates was determined as A. tubingensis (94%), A. niger (3.6%), A. welwitschiae 

(1.2%) and A. uvarum (1.2%). This study provides the first report on the occurrence of A. uvarum on 

grape from Iran and first report on the occurrence A. welwitschiae on grape in the world. With the 

identification of Aspergilllus spp. occurring of grapevines and its products in this region, it will be 

possible to further actions in monitoring the production and accumulation of ochratoxin A in grape 

vines products. 
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