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 دهیچک
به محصولات  یاخسارت عمدههر ساله  و است هانیسیفومون دکنندهیتول یهاقارچ نیو مستعدتر نیترمهماز  یکی Fusarium verticillioidesقارچ 

 ریپژوهش تأث نی. در اباشدمی یطیمح عوامل ریتحت تأث یادیز زانیبه م هانیتوکس نیا دی. تولکندیها وارد مکنندگان آنمصرف و یکشاورز

 ی( روهفتو  شش، پنج، چهار) pHدرصد( و  ۲1و  21، 21، 2۲، 21، 11، 11ساعت نور(، رطوبت بذر ) 24و  12، 1نور ) شامل یطیحم عوامل

 یهانشانه علایم و یمزارع ذرت دارا ازقارچ مورد نظر  یهاهیجدامنظور ابتدا  نی. بدشد یبررس F. verticillioidesقارچ  1B نیسیفومون دیتول

متانول و  ل،یتریاستون یهاحلالها توسط نمونه 1B نیسیشدند. سپس فومون ییشناسا یشناختختیر یهایژگیو بر اساس و یجداساز یآلودگ

ذکر شده  یطیمح عوامل ریتاث تیشد. در نها ییو شناسا یابیرد HPLCو  TLCو با روش  استخراجکربن اینیو آلوم یونیکات نیرز لیاز قب یمواد

 دیتول 1B نیسینشان داد که مقدار فومون HPLCآزمون  جینتا. شد دهیسنج ،داشترا  1B نیسیفومون توکسین یکاف دیتول ییتوانا که یاهیجدا یرو

 نیشتریب. است تریلیلیمنانوگرم بر  121 یال 211 محدوده در مختلف یمارهایت در F. verticillioidesقارچ  از یمورد بررس هیجداتوسط  شده

 زانیم به بیبه ترت ساعته 24 ییروشناو  pH =4 ،درصد بذر ذرت 21با رطوبت  طیشرا در یمورد بررس هیشده در جدا دیتول 1B نیسیفومون زانیم

را به ها سینفومونی یدتول، لویس و انبار درمحیطی  یطشرا کنترلبا  توانیمبر این اساس . آمد دست به تریلیلیدر م نانوگرم 121و 422، 424

 .حداقل رساند
 Fusarium verticillioides ن،یکوتوکسیم ه،یثانو تیمتابول، هانیسیفومون: یدیکل کلمات
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Abstract 
Fusarium verticillioides is one of the most important and potent fungi producing fumonisins and causes major damage 

to agricultural products and adverse health effects on comcumers. The production of these toxins is greatly influenced 

by environmental factors. In this study, the effect of environmental factors, including light duration (0, 12 and 24 h), 

seed moisture content (15, 18, 25, 23, 25, 28 and 30%) and pH (4, 5, 6 and 7) were evaluated on fumonisin B1 

production. Towards this aim, fungal isolates were recovered from corn fields showing signs and symptoms of infection 

and were subjected to morphological identifiction. Fumonisin B1 was extracted using acetonitrile, methanol, cationic 

resin, alumina carbon, and then detected by TLC and HPLC methodes.The identity of the isolates was determined as F. 

verticillioides. The results of HPLC analysis showed that the amount of fumonisin B1 produced by F. verticillioides in 

different treatments ranged from 200 ng/ml to 520 ng/ml. The highests amount of fumonisin B1 including 424 ng/ml, 

422 ng/ml and 520 ng/ml were produced in 28% corn seed moister pH: 4 and 24 hours-light treatment, respectively. 

Therefore, by controlling the environmental conditions in seed storage and silo, the production of fumonisins can be 

minimized.  
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 مقدمه

شده  یدتول یهثانوو  یسم هایمتابولیت هاایکوتوکسینم

 مواداز  یها روی انواع مختلفاز قارچ یعیوس یفتوسط ط

 یبراروی انسان و حیوانات  یباتترک ینا یسماثرات  وهستند 

 Atkins & Norman 1998; Singh) ها شناخته شده استقرن

میلادی  1۶22واژه مایکوتوکسین اولین بار در سال  .(2019

از اینکه حدود صد هزار بوقلمون در انگلیس در اثر یك پس 

بیماری ناشناخته مردند، رواج یافت. این بیماری ناشی از 

روی  Aspergillus flavus Linkچ تولیدشده از قار توکسین

زمینی موجود در خوراک پرندگان بود. به دنبال این کنجاله بادام

ها نیز های قارچتبحران دانشمندان احتمال دادند سایر متابولی

دوره  1۶71تا  1۶21بین های ممکن است کشنده باشند. سال

بود، چرا که  یقارچ هایتوکسینمطالعات پیرامون  طلایی

عوامل مولد  ینرا درباره ا یعیوس هایپژوهشدانشمندان 

 سایر ادامه در(. Bhat et al. 2010)انجام دادند  توکسین

 ها،یسینها، فومونینآفلاتوکس یرنظ هامایکوتوکسین

ها در محصولات ایکوتوکسینم یگرو د ینها، پاتولینسوتکیتر

مشخص  و ندشد یافت اندر همه نقاط جه یو خوراک ییغذا

 ایجاددر  ید نقش مهمتواننیم یهثانو یهایتمتابول ینشد که ا

 & Groopman) دنها داشته باشناو انس یواناتح یهایماریب

Pestka 2014, Liu et al. 2020 .) 

 جنس یهاگونه ینتوکس یدبارز در تول یهااز قارچ یکی

Fusarium جمله از زیادی هایمایکوتوکسینکه  باشدیم 

 مونیلیفرمین، ها،یسینفومون ،هایرالنونها، زیکوتسینتر

 اگر(. Jestoi 2008) کندمی تولید فوزاپرولیفرینو  بئووریسین

به عنوان تولید کننده  Fusariumجنس  ازگونه  1۲کنون تا چه

 F. verticillioidesاما  ،اندشناخته شده هایسینفومون

Nirenbeg  وF. proliferatum (Martin) Nirenberg ینترمهم 

اند شده ذکر هایسینفومون به یمرتبط با آلودگ یهاگونه

(Marín et al. 2010 )پوسیدگی بیماری اصلی عامل که 

 .Picot et al) باشندمی جهان سراسر رد ذرت بلال فوزاریومی

بیماری پوسیدگی بلال ذرت یکی از مهم ترین بیماری  (.2010

 های این محصول به شمار می رود.

 نام به هایسینمختلف از فومون همولوگ 11 تاکنون

 است شدهو مشخص  جداسازی P و A، B، C هایفومونیسین

(Braun & Wink 2018.) فومونیسین میان در B، 

 و دارند را فراوانی بیشترین 3B و 1B، 2B هاییسینفومون

 سایر با تواندمی که است شکلی ترینسمی 1B یسینفومون

 باشد داشته وجود 3B و 2B یعنی فومونیسین، اشکال

(. 2019et alDamiani  .)1 فومونیسینB دی یك از متشکل 

 -2 و( TCA) کربوکسیلیك تری-1،2،۲-پروپان اسید با استر

 پنتاهیدروکسی-۲،1،11،14،11-متیلدی-12،12-آمینو

 در( -OH) هیدروکسیل گروه آن در که است لیکوزان

-) کربوکسیل هایگروه با درگیر C-15 و C-14 هایموقعیت

COOH) TCA دیگر طرف از. است استر یك تشکیل برای 

 C-5 دهیدروکسی هایآنالوگ واقع در 3B و 2B هاییسینفومون

 (.Shephard 1998) هستند 1B فومونیسین C- 10 و

ی آلودگ یشافزا نشان داده است که شده، انجام هایپژوهش

ارتباط  ییآب و هوا ییراتتغ اب یکوتوکسینما مواد غذایی به

 . در(Marroquín-Cardona et al. 2014) داری داردمعنی

 در بالا دمای و کم بارندگی کهشده است  مشخص ایمطالعه

 قبل درست بالا حرارت درجه یا و زیاد بارندگی و دهیگل زمان

 شودمی بیشتر فومونیسین تولید به منجر ذرت، برداشت از

(Santiago et al. 2015 .)که  شد مشخص یگریمطالعه د در

 .F هایرشد پرگنه قارچ یشافزا باعث رطوبت افزایش

verticillioides و F. proliferatum یدتول یشافزا ینو همچن 

علاوه بر (. Samapundo et al. 2005)است  شده فومونیسین

 تولید در مؤثر به عنوان عامل نیز محیط حرارت درجهرطوبت، 

(. Sanchis et al. 2006) شناخته شده است فومونیسین

 .Fو  F. proliferatum هایقارچمشخص شده است  همچنین

verticillioides و در طول  نوری شرایط ذرت، کشت بستر در

 فومونیسین تاریکی، شرایطمختلف نور نسبت به  یهاموج

  (.Fanelli et al. 2012) کنندمی تولید یشتریب

از جمله  Fusariumجنس  یهااز گونه برخیکه  ییآنجا از

F. verticillioides و F. proliferatum محیطی شرایط در 

 محصولات روی 1B فومونیسین یکوتوکسینم تولید با مختلف

 روی ناپذیری جبران خسارت باعث غذایی مواد و کشاورزی

 ابتداپژوهش  یندر ا شود، لذامی آن کنندگان مصرف

از گیاهان آلوده ذرت  F. verticillioidesهای گونه جدایه

 ینتوکسجداسازی و شناسایی شدند، سپس توانایی تولید 

فت و ها مورد بررسی قرار گردر این جدایه 1Bفومونیسین 

ای که توانایی بالایی در تولید این توکسین داشت انتخاب جدایه

 رطوبت و pHاز جمله نور،  یطیمح عوامل تأثیرو سپس  گردید

 .شد سنجیده یدیتول میکوتوکسین یزانبذر ذرت بر م
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 هامواد و روش

 هاسازی و شناسایی نمونهجداسازی، خالص

برداری از گیاهان ذرت مشکوک به آلودگی به قارچ نمونه

Fusarium و وجود لکه  چروکیدگیو  یزرد یدگی،پوس شامل

آباد، بخش سراب از مزارع شهرستان خرم بذر ذرت یرو

 جغرافیایی طول و ۲۲842۶1۶1: جغرافیایی)عرض  چنگایی

جهت جداسازی و  هانمونه. انجام شد( 418227۲22

 یخچال درو  انتقال یشگاهآزما قارچی بهسازی عوامل خالص

بدین منظور بافت تارهای ابریشمی، ساقه و  .شدند ینگهدار

و  مقطر پس از شستشو با آببذرها قطعه قطعه شدند و 

 به محیط کشت درصد 71 یلیكالکل ات باضدعفونی سطحی 

 و انتقال (PDA; Merck, Germany) آگار دکستروز زمینیسیب

 ینگهدار گرادیدرجه سانت 21 یباتور با دماودر انک سپس

جنس  یژگیو یدارا قارچی هایساعت پرگنه 41بعد از  .شدند

Fusarium یطمح یحاو یو به تشتك پتر یجداساز PDA 

 و کردن اسپور تك روش از استفاده با و ندانتقال داده شد

های گردیدند. جدایه سازیجدا شده خالص یهاقارچ ریسه،نوک

 یحاو آزمایش هایلوله در بعدی مطالعات شده برایخالص 

 ینگهدار سلسیوس درجه چهار دمای در SNAکشت  یطمح

ها بر اساس ویژگی ظاهری ساختارهای شناسایی جدایه شدند.

ی محیط روجنسی و کشت از جمله الگوی رشد پرگنه غیر

PDA ،رنگ میسلیوم هوایی، رنگ پرگنه از پشت تشتك پتری ،

ماکروکنیدیوم، وجود یا عدم وجود میکروکنیدیوم، شکل شکل 

زا )زنجیری یا و چگونگی تشکیل آن روی سلول کنیدیوم

های اسپوری(، وجود یا عدم وجود کلامیدوسپور، نوع توپ

های فیالید( روی محیطزا )مونوفیالید یا پلیهای کنیدیومسلول

 KClو  SNA، (CLAبرک میخك آگار ) ،PDA)کشت مختلف 

Agar و در شرایط نوری و دمایی توصیه شده در منابع معتبر )

 Nelson et al. 1983; Gerlach & Nirenberg) انجام گرفت

1982; Leslie & Summerell 2006). 

 
 هادر جدایه B1بررسی توانایی تولید توکسین فومونیسین 

 یبه منظور بررس F. verticiloides یقارچ هایجدایه

بستره بذر ذرت  یابتدا رو 1B یکوتوکسینما یدتول ییتوانا

 111های ارلن در ابتدا .شدند داده کشت یرروش ز مطابق

 به سپس. شد ریخته ذرت بذر گرم 111 یزانم به لیتریمیلی

 درب و شد اضافه سترون مقطر آب لیترمیلی ۲2 مقدار ارلنهر 

از آن  پس آلومینیومی مسدود گردید و فویل و پنبه با هاارلن

 در دقیقه 11 مدت ساعت به 24با فاصله ظروف ارلن دو بار 

 اینچ بر پوند 11 فشار و سلسیوس درجه 121 دمایبا  اتوکلاو

و در  یشگاهیهود آزما یردر ز پس از آن. شدند سترون مربع

 مترسانتی میسلیومی به قطر یك قرص سترون پنج عدد یطشرا

های جدایه روزه( چهار تا سهکشت تازه و در حال رشد فعال ) از

 هاارلن. ها اضافه شدارلن از کدام هر به F. verticillioidesقارچ 

 دو روزی بعد، به سوم روز از نگهداری شدند و تاریکی شرایط در

 استخراج عمل هفتم، روز از بعد و داده شدند تکان به آرامی بار

سنجی کمیتاز آنها انجام گرفت. توانایی تولید و نیز  توکسین

کروماتوگرافی با لایه  هایبا استفاده از روش توکسین تولید شده

 کروماتوگرافی و (TLC; Thin Layer Chromatography) نازک

 HPLC; High Performance Liquid)  بالا کارایی با مایع

Chromatography) شد یدهسنج (Moosavian et al. 2018). 

 اولیه یابیارز TLCتر بودن روش و ارزان تریعتوجه به سر با

 سپسو  انجام شد روش ینا با هایههمه جدا برای زاییتوکسین

 نشان را ینتوکس یدتول ییروش توانا یندر ا که هاییجدایه از

 نداد نشان ینتوکس یدتول ییکه توانا یهجدا یكو  دادند

انتخاب  HPLCبا روش  ینتوکس یکم یابیارز یبرا، )شاهد(

 شدند.

 
 یسینفومون ینتوکس استخراج
منظور استخراج عصاره حاوی توکسین، ابتدا بذرهای به 

 71آون با دمای  ساعت در 24ذرت داخل هر ارلن به مدت 

درجه سلسیوس نگهداری و سپس آسیاب شدند. به یك نمونه 

لیتر استونیتریل، میلی 41آسیاب شده،  گرمی از هر نمونه 11

لیتر آب مقطر اضافه شد و سپس میلی ۶متانول و لیتر میلی سه

دور در دقیقه به مدت سه ساعت  171روی شیکر با سرعت 

 41تکان داده شد. مخلوط حاصل با کاغذ صافی واتمن شماره 

 لیتریمیلی 11 هایفالکون صاف گردید و عصاره حاصله در

. پس از آن، عصاره حاصله از ستون ی شدآورسترون جمع

کربن عبور داده -وی رزین کاتیونی و مخلوط آلومیناتصفیه حا

شیشه مسدود و  شد. بدین منظور ابتدای ستون با یك لایه پشم

کربن اضافه شد و مجددا یك -روی آن یك گرم مخلوط آلومینا

کربن اضافه و انتهای آن -شیشه روی مخلوط آلومینا لایه پشم

ز قبل به مدت نیز مسدود شد. در مرحله بعد رزین کاتیونی که ا

یك ساعت در آب مقطر قرار گرفته بود، روی پشم شیشه 

سازی توکسین، عصاره ریخته شد و در نهایت به منظور خالص

شده عصاره عبور داده  ها از ستون عبور داده شد.قارچی نمونه

ستون اول با استفاده از ستون تصفیه دوم به ترتیب شامل 
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شه مجدداً خالص و سپس شیکربن و پشم-شیشه و آلومیناپشم

عصاره حاصل از ستون تصفیه دوم برای تبخیر حلال به آون با 

(. پس از 1سلسیوس منتقل گردید )شکل  درجه 71دمای 

-لیتر محلول متانولشده، دو میلیخشك شدن عصاره استخراج

( به آن اضافه شد و به مدت یك ساعت در دمای ۶1به  11)آب 

به  1)آب -لیتر محلول متانولیلیاتاق قرار گرفت. سپس دو م

( نیز به 1به  ۲)متانول -متر محلول استونیتریل( و دو میلی۶1

منظور تبخیر مجدد حلال، عصاره در آون با آن اضافه شد. به

داده شد و در نهایت به عصاره درجه سلسیوس قرار  71دمای 

( اضافه ۶1به  1)آب -متر محلول متانولشده، دو میلیخشك

درجه سلسیوس  -21شده نهایی در دمایاستخراج د و عصارهش

 .(Davari et al. 2014)نگهداری گردید 

  

 

 .Fusarium verticiloidesقارچ  یدیتول ینتوکس یسازجهت خالص ینکر آلومیناو  یونیکات ینرز یهستون تصف .1 شکل

Figure 1. Cationic resin and Alumina-Carbon refining column for purification of the toxin produced by Fusarium 

verticiloides. 
 

نازک  یهلا یکروماتوگراف از استفاده با زاییتوکسین اولیه بررسی
TLC (Thin Layer Chromatography ) 

تناب از خطا در دستگاه جو ا HPLCقبل از انجام آزمایش 

HPLC ، برای  کروماتوگرافی لایه نازکاز روش آسان و سریع

های از نمونه 1Bتفکیك، جداسازی و شناسایی اولیه فومونیسین 

( pHآوری شده و تیمارهای مورد آزمایش )نور، رطوبت و جمع

میکرولیتر از عصاره استونیتریلی  21استفاده شد. بدین منظور 

 میکرولیتر از استاندارد پنجها و تیمارها به همراه جدایه

دانشگاه  یدانشکده کشاورز یشگاهشده از آزما یه)ته فومونیسین

شد  یگذار لکه( TLC) هاصفحه روی ایلرستان( بصورت نقطه

قرار ( 1:1)حجم/حجم آب -یتریلحلال استون یو در تانك حاو

 مترییسانت یكجبهه حلال به  یوقت (.F -1)شکل داده شد 

ها از تانك حلال خارج و خشك صفحه ید،صفحه رس یانتها

از معرف نینهیدرین  1B ینشدند. برای ظهور فومونیـس

(Ninhydrin) 2/1 صفحه  یدرصد در اتانول رو TLC یاسپر 

شده بودند در دمای  یاسپر ینهیدرینکه با ن ییهاصفحه .شد

 ندگراد تا ظهور رنگ انکوبه شددرجه سانتی 121

(Mohammadi Gholami 2014; Trucksess, 2001). 
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 یزنهیما یذرت اتوکلاو شده و آماده برا یهابذر .Fusarium verticillioides :A قارچ از فومونیسین مایکوتوکسین استخراجو  یدمراحل تول .2 شکل

صاف کردن عصاره قارچ با . C ،یکیتار طیشرا نیتأم یبرا ومینیآلوم لیفو باشده  پوشانده ریماارلن ظروف. F. verticillioides، Bقارچ  یهاهیبا جدا

 .نبکر-آلومینا و کاتیونی رزین تصفیه ستون .TLC، Eبا استفاده از تانك  نیسنجش توکس .D ،41واتمن شماره  یکاغذ صاف

Figure 2. Stages of production and extraction of fumonisin from F. verticillioides: A. Autoclaved corn seeds ready to 

inoculate with F. verticillioides strains; B. Erlenmeyer flasks covered with aluminium foil to provide dark conditions; 

C. Purification of  the fungal filtrate with Whatman no. 40 filter paper; D. Assessment of toxins using TLC tanks; E. 

Cationic resin and Alumina-Carbon refining column. 

 

 HPLC روش به هاتوکسین تولید شده در جدایه سنجش
 ونبد نمونه شاهد یك) نمونه 21 از نمونه 11منظور،  بدین

 TLCروش  در( که TLCصفحه  ینشان دادن لکه رو

 را گذاریلکه میزان و بیشترین ه بودآنها اثبات شد زاییینتوکس

انتخاب شدند. به  HPLCسنجی به روش داشتند برای کمیت

شکارساز و آ بالاکارایی  ی مایع باکروماتوگراف این منظور، از

اساس روش  بر KNAUERفلورسنت با استفاده از دستگاه 

. شداستفاده  (Sydenham et al. 1995)سیدنهام و همکاران 

 (IAC) ایمیونوافینیتی ستون به آمده دست به عصاره

Immunoaffinity Columns  (R-Biopharm Rhone Ltd, 

UK بدین گردید یقتزر مترمیلی 1/1 ذرات( با قطر داخلی .

میکرولیتر عصاره به ستون کروماتوگرافی فاز  21منظور 

متر و سانتی 21طول  به C18-Supelco Discoveryمعکوس 

میکرومتر متصل به  پنچمتر و قطر ذرات میلی 1/4قطر داخلی 

تزریق   Unicam-Crystal- 200(Brand Kinesis, UKدستگاه )

درصد(،  21)گردید. فاز متحرک شامل مخلوط استونیتریل 

درصد( بود که با سرعت  21)درصد( و آب دیونیزه  21)متانول 

داده شد. ردیاب از نوع لیتر بر دقیقه از ستون عبور یك میلی

نانومتر و طول موج  ۲21فلورسانس در طول موج تحریکی 

منظور تقویت فلورسانس نانومتر تنظیم گردید. به 441خروجی 

با  PB.PBبرم تولیدکننده  ازسمشتق ها از ستونفومونیسین

 ,R-Biopharm Rhone Ltd) مترمیلی 1/1قطر ذرات داخلی 

UK )1 یسین. غلظت فومونشد استفادهB تیمارهاهر کدام از  در 

بر اساس مطابقت پیك خروجی با زمان بازداری پیك  هایهجدا و

استاندارد و بر اساس غلظت نمونه استاندارد تعیین شد 

(Shephard 2009) .از  اییهجدا سپسF. verticillioides  که

مورد  هاجدایه سایر بین را توکسین تولید در آلیدها ییتوانا

و کشت  یطیمح یاثر فاکتورها یبررس برای داشت یشآزما

قارچ مورد استفاده قرار  ینا زاییتوکسین جهت بستره یرو

 .گرفت

 

 1B نیسیفومون دیبر تول کشت طیمح pH ماریت اعمال نحوه
 Fusarium verticiloidesتوسط قارچ 

 از قارچ رشدکشت روی  یطمح pHتأثیر  بررسی برای

 Potato Dexterose) دکستروز-زمینیسیب مایعکشت  محیط

Broth, PDB )ابتدا منظور بدین. شد استفاده pH  کشتمحیط 
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 شش، پنج، چهار، سه یرروی مقاد NaOHو  KCl از استفاده با

به  سلسیوس درجه 121 دمایبا  اتوکلاو در و تنظیم هفت و

 111 حاوی ارلن هر به. گردیدسترون  دقیقه 11 مدت

 11 مقدار شده، تنظیم هایpHبا  PDBکشت  یطمح لیتریلیم

در هر  اسپور 211 غلظت به اسپوری سوسپانسیون میکرولیتر

. شد اضافه لومینار هود زیر و سترون شرایط در لیتریلیم

و  سلسیوسدرجه  24 دمایبا  انکوباتور در شده تلقیح هایارلن

 .شدند نگهداری تاریکی ساعت 12 و نور ساعت 12 شرایط در

 قارچ ین تولیدیتوکس سازیخالص جهت روز 14 گذشت از بعد

 یمورد نظر از رو مایع قارچابتدا  ،PDB یطرشد کرده در مح

. در نهایت با شد عبور داده 41واتمن شماره  یکاغذ صاف

-تصفیه حاوی رزین کاتیونی و مخلوط آلومینا استفاده از ستون

سازی شدند و های تولیدی خالصتوکسین یشهکربن و پشم ش

زایی قارچ میزان اولیه توکسین  TLCسپس با استفاده از روش 

مشخص شد و در نهایت میزان کمی آن با استفاده از روش 

HPLC  (.1)شکل سنجیده شد 

 

توسط  1B نیسیفومون دیبر تول نور محیط رمایت نحوه اعمال
 Fusarium verticiloidesقارچ 

در  ذرت بذرگرم  111برای اعمال تیمار نور، ابتدا مقدار 

آن به لیتر آب مقطر میلی 21لیتری ریخته و میلی 111ارلن 

بار در افزوده شد و پس از بستن درب با فویل آلومینیومی، دو

درجه سلسیوس به  121ساعته در انکوباتور با دمای  24فاصله 

 تریکرولیم 111. سپس دیگرددقیقه سترون  11مدت 

لیتر به اسپور در هر میلی 211قارچی به غلظت  ونیسوسپانس

، در مرحله بعد سه تیمار شامل تاریکی مطلقها اضافه شد. ارلن

ساعت  12ساعت روشنایی و  12روشنایی مداوم و تناوب نوری 

 شرایط آوردن فراهم منظورها اعمال شد. بهتاریکی روی ارلن

 یلها به طور کامل با استفاده از فوبدنه ارلن تاریکی،

 شرایط ایجاد یبرا همچنینپوشش داده شد  ینیومیآلوم

 استفاده دی ای النور لامپ  و یطمح یاز نور معمول ییروشنا

 درجه 21 روز نگهداری در دمای 14(. بعد از B-1شد )شکل 

و  شد سازیخالص و استخراج یدیتول گراد، توکسینسانتی

 هاآن یدتول یزانم HPLCو  TLCسپس با استفاده از روش 

 .شد سنجیده

 

 1B نیسیفومون دیبر تولرطوبت بذر ذرت  رمایت نحوه اعمال
 Fusarium verticiloidesتوسط قارچ 

 ذرت یهابذربرای اعمال تیمار رطوبت، همانند روش قبل 

در  هاارلن سپساتوکلاو و سپس با قارچ فوزاریوم تلقیح شدند و 

، 21، 2۲، 21، 11، 11 بذر رطوبت، گراددرجه سانتی 21دمای 

(. میزان رطوبت A-1درصد قرار داده شدند )شکل  ۲1و  21

بر اساس روش استاندارد وزنی مقدار رطوبت اولیه  ذرت یبذرها

های مورد حاوی بذر بذرها محاسبه شد. در این روش ابتدا ارلن

درجه سلسیوس به  71ای نظر دو بار اتوکلاو و سپس در دم

ساعت قرار داده شدند تا رطوبت بذور تبخیر گردد.  24مدت 

 1معادله ها طبق مجدداً بذور وزن شده و درصد رطوبت آن

 (:ISTA 1999) محاسبه گردید

 

وزن تر( = درصد رطوبت بذر-)وزن تر / وزن خشك × 111 (1)  

 

 رطوبت با هاینمونه آوردن دست به برای در نهایت

 و ( محاسبه2)معادله  طبق نیاز مورد مقطر آب مقدار مشخص،

 (.Hampton & Teckrony 1995)شد  اضافه هابه نمونه

(2) W2 = W1(
M1 −M2

100 −M1

) 

جرم نمونه  :1W)گرم(، جرم آب مقطر  :2Wدر این فرمول، 

میزان رطوبت اولیه  :2Mمیزان رطوبت نهایی و  :1M)گرم(، 

روز توکسین تولیدی تیمارها با  14سپس بعد از  .باشدمی

کرین و رزین کاتیونی استخراج -استفاده از ستون تصفیه آلومنیا

میزان  TLCسازی شد و در نهایت با استفاده از روش و خالص

میزان تولید  HPLCزایی اولیه و با استفاده از روش  توکسین

 ها سنجیده شد.کمی آن

 
 هاداده تجزیه
و  یدیتهاعمال شده شامل رطوبت، اس فاکتورهای تمام بررسی

 ها،یسینفومون یدو تول F. verticillioidesرشد قارچ  روینور 

 تجزیهانجام گرفت.  یتصادف تکرار و در قالب طرح کاملاً سهدر 

 SASمختلف با نرم افزار  هاییمارحاصل از ت یهاداده واریانس

 یسهمقا یو برا گرفت انجام درصد یك آماری سطحدر   9.4

شد  استفاده دانکن ایدامنه چنداز آزمون  هایانگینم

(Yazdisamadi et al. 2014). 

 

 نتایج

 Fusarium قارچ توسط شده تولید فومونیسین کمی نتایج

verticillioides 
نمونه  ۲1 از Fusarium جنسمتعلق به  یهجدا 21 مجموع، در

شهرستان  چنگایی سراب منطقه از شده آوریجمعذرت 
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بر اساس  Fusarium هاییهبه دست آمد. جدا آبادخرم

شدند که در  ییشناسا شناختییختر هاییارمشخصات و مع

 یهجدا 11و  F. verticillioides به متعلق یهجدا 11مجموع 

 بود. F. proliferatum بهمتعلق 

جدایه توانایی اولیه آنها  ۶جدایه،  21از بین  TLCدر روش 

 Fusariumجدایه و جدایه  ۶در تولید توکسین اثبات شد و این 

proliferatum N991  بعنوان جدایه شاهد( که توانایی تولید(

را نشان نداده بود برای ارزیابی کمی  TLCتوکسین در روش 

 HPLCاستفاده شدند. نتایج  HPLCتولید توکسین در روش 

 .F  یهجدا جدایه نشان داد که به غیر از 11تولید توکسین این 

proliferatum N991 پیك خروجی مشابه با  هاسایر جدایه

مشخص شد که  و دارا بودندرا پیك شاهد استاندارد فومونیزین 

اند. بررسی تولید کردهرا  1B ینتوکس مورد بررسی یهایهجدا

تولید شده توسط هر  ینتوکس یقدق یزانم سطح زیر گراف

که جدایه  و مشخص شد (1جدایه را نمایان ساخت )جدول 

V991 ازF. verticillioides  در  نانوگرم ۲2۶مقدار  یدبا تول

 در بین را 1Bفومونیسین  ینتوکس یزانم یشترینب ،یترلیلیم

 عنوان به رو این از تولید کرده است، مورد بررسی هایجدایه

 توکسین تولیدبر  یطیعوامل مح یرتاث یبررس یبرا اصلی جدایه

 باشدیم یرها به شرح زآن یجکه نتا گرفت قرار استفاده مورد

 .(1)جدول 

 
 1B فومونیسین تولید روی کشت محیط pH تیمار تأثیر

محیط کشت  pHهای مربوط به تاثیر تجزیه واریانس داده

در  F. verticillioidesدر قارچ  1Bروی میزان تولید فومونیسین 

داری نشان داد سطح احتمال آماری یك درصد تفاوت معنی

 (.2)جدول 

 
 .HPLCبه روش  یمورد بررس هاییهدر جدا B1 یسینفومون ینتوکس یدتولارزیابی . 1 جدول

Table 1. Evalutaion of fumonisin B toxin production by Fusarium verticillioides isolates using HPLC. 

Isolate amount of fumonisin B1 (ngr/ml) 

P991 52 
P993 274 
P994 115 

N991 0 
P992 63 
O991 75 

V994 120 
V992 247 

V991 329 

V993 166 

 
 .Fusarium verticillioidesدر قارچ  1B یسینفومون ینتوکس یددر تول pH تاثیر واریانس تجزیه .2 جدول

Table 2. Analysis of variance of pH effect on production of Fumonisin B1 in Fusarium verticillioides. 

P-value F MS SS df Source of variation 

0.003 8.68** 9224.1 36896.4 4 Treatment 
  1063 10630 10 Error 

    14 Total 

    16.32 CV (%) 

**Significant at the 1% probability levels. 

 
 422 تولید با pH چهار در هر چند جدایه مورد مطالعه

 تولید را 1B فومونیسین مقدار بیشترین لیتر،نانوگرم در میلی

 پنجو  سههای pH کرد اما با میزان توکسین تولید شده در

 میزان کمترین همچنین داشت.ندار آماری تفاوت معنی
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مربوط به تیمار  pHتیمارهای  بین توکسین تولید شده در

 تفاوت بودکه لیتردر میلی نانوگرم 277تولید  با  pHهفت

داد  در سطح یك درصد نشان تیمارها دیگر با دار آماریمعنی

 (. 4و  A ۲)شکل 

 

 B1 فومونیسین تولید روی رطوبت تیمار تأثیر

رطوبت بذر  تأثیربه  مربوط هایداده یانسوار یهتجز نتایج

در  F. verticillioidesقارچ  در 1B فومونیسین تولید میزان روی

نشان داد  را یداریدرصد تفاوت معن یك یآمار احتمالسطح 

 یمختلف رو هایمقایسه میانگین تاثیر رطوبت (.۲ جدول)

نشان  F. verticillioidesدر قارچ  1B یسینفومون یدتول یتقابل

 درصد، 21 تا بذر رطوبتدرصد  یشبا افزا یداد که بطور کل

درصد  ۲1و در رطوبت  یابدمی افزایش 1B فومونیسین یدتول

کاهش یافته است. میزان میانگین تولید  ینتوکس یدتول یزانم

 ترتیب به درصد ۲1 و 21، 21، 2۲ هایرطوبت توکسین در

 .گردید ثبت لیترمیلی در نانوگرم ۲۶۲و  421، ۲11، ۲1۲

 11در رطوبت  1Bهمچنین کمترین مقدار تولید فومونیسین 

)شکل لیتر، ثبت گردید نانوگرم در میلی 224درصد با میانگین 

۲ B  4و شکل.) 

 

  1B فومونسین روی تولید نور تیمار تأثیر

 ینور رو تاثیرمربوط به  هایداده یانسوار یهتجز نتایج

 در F. verticillioidesدر قارچ  1B فومونیسین تولید میزان

 داد نشان داریمعنی تفاوت درصد یك یآمار احتمالسطح 

 (.4)جدول 

 .Fusarium verticillioidesدر قارچ  1B یسینفومون یدمختلف در تول یهارطوبت یرتاث یانسوار یهتجز .3جدول 
Table 3. Analysis of variance of the effect different humidity on the production of Fumonisin B1 in Fusarium 

verticillioides. 

P-value F MS SS df Source of variation 

0.0001 9.25** 9833.43 59000.57 6 Treatment 
  1063 14882 14 Error 

    20 Total 

    17.32 CV (%) 

**Significant at the 1% probability levels 

 

 .Fusarium verticillioidesدر قارچ  1B یسینفومون یدنور در تول یرتاث یانسوار یهتجز .4جدول  
Table 4. Analysis of variance of the effect of light duration on the production of Fumonisin B1 in Fusarium 

verticillioides. 

P-value F MS SS df Source of variation 

0.0001 16.75** 14600.30 87601.81 2 Treatment 
  1063 6378 6 Error 

    8 Total 

    16.04 CV (%) 

**Significant at the 1% probability levels.  

 
تولید در  نورهای مربوط به تاثیر مقایسه میانگین داده

نشان داد که  F. verticillioides قارچ 1Bتوکسین فومونیسین 

ساعت نور( نسبت به  24این قارچ در شرایط مداوم نوری )

ساعت نور( و یا شرایط تاریکی مطلق  12شرایط نور متناوب )

کند. در تیمار تناوب نوری میزان توکسین بیشتری تولید می

 121و  411ساعته و تیمار روشنایی مداوم، به ترتیب  12

با تیمار تاریکی مطلق که لیتر ثبت گردید و نانوگرم در میلی

تولید توکسین دارد، تفاوت لیتر نانوگرم در میلی 211

 داری را در سطح احتمال آماری یك درصد نشان دادمعنی

 .(4و شکل  C ۲)شکل 
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 Fusariumدر قارچ  روشنایی زمان مدت .Cرطوبت،  درصد .A. pH، B هاییمارت تاثیر تحت شده تولید 1B یسینفومون  مقدار .3 شکل

verticillioides. 
Figure 3. Production of fumonisin B1 under the influence of A. pH, B. Percentage of humidity, C.  Lighting time in 

Fusarium verticillioides. 

 

بحث

 یکشاورز یهادر فراورده شده تولید هایمایکوتوکسین

 یریباعث خسارات جبران ناپذ یاهیگ یمارگرب یهاتوسط قارچ

 یطی. عوامل محشوندیمحصولات م ینبه مصرف کنندگان ا

 یمیاییش مواد وجود نور، ،بذر ینسب رطوبت ،pHمختلف شامل 

 و دهندمی قرار تاثیر تحت را هایکوتوکسینما ینا یدو... تول

 یا و افزایش باعث خاصی هایمحدودهدر  عوامل یناز ا برخی

 مانند یمختلف یها. از روششوندمی آنها یدکاهش تول

( GC) گازیکروماتوگرافی  ،(TLC) نازککرومـاتوگرافی لایـه 

یا آشکارساز انتخاب ( ECD)همراه با آشکارساز الکترونی جذبی 

 لاکروماتوگرافی مایع با کارکرد با ین(، همچنMS) وزنی

(HPLC )اهمراه ب UV بـا  گاهی، آشکار ساز فلورسانس و

 قابل هایکوتوکسینما این یزاروش ال وسـنج وزنی طیـف

 Commissions 2001Berger et) باشندمی ارزیابی و شناسایی

al. 1999; .) 

 HPLCو  TLCدر پژوهش حاضر با استفاده از دو روش 

ای از تولید شده توسط جدایه 1Bکیفیت و کمیت فومونیسین 

 TLCسنجیده شد. با استفاده از روش  F. verticillioidesقارچ 

ها و تیمارها بررسی اولیه وجود مایکوتوکسین در این جدایه

میزان کمیّ تولید  HPLCمشخص و اثبات شد. روش 

. در ها و تیمارها را مشخص کردفومونیسین در هر یك از جدایه

 F. verticillioidesشده توسط قارچ  یدتول هایفومونیسین اصل

و  ینمهمتر 1B نیسیها، فومونآن ینکه در ب باشندیچهار نوع م

 حاضر پژوهش در(. Bryła et al. 2017) استآنها  یشترینب

 با 1B فومونیسین ینتوکس یدتول یزانم یشترینب شد، مشخص

 یبترت به لیترمیلی در میکروگرم 274 و ۲2۶ یدتول یزانم

 Fusarium و F. verticillioides V991 قارچی جدایه به متعلق

proliferatum P993 دیتول ییتوانا یرو یپژوهش در. باشدمی 

 در .proliferatum F قارچشد که  انیب زین 1Bفومونیسین 

 تریلدر  گرمیلیم 711 دیتول ییتوانا عیکشت ما طیمح

  (. et al.Dantzer 1996)را دارد  1B فومونیسین
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 بذر درصد 21رطوبت  .HPLC: A. 5 = pH، Bبا روش  1B فومونیسین یدتول یزانم یمختلف رو یمارهایت یرکروماتوگرام مربوط به تاث .4 شکل

  .نور ساعت C. 24 ذرت،
Figure 4. Chromatogram related to the effect of different treatments on the production of fumonisin B1 by HPLC 

method: A. pH = 5, B. Relative humidity (28%), C. 24 hours of light. 

 

 یمبتن ییغذا مواد از نمونه 11 یرو که یگرید یبررس در

نشان  HPLCها با استفاده از آن ،شد انجام ایاسپاندر  ذرت بر

از  ییسطوح بالا یها حاودرصد از نمونه 12که  دادند

(. همچنین در  et al.Velluti 2001) هستند 1B نیسیفومون

 برای نشان ((Mohammadi Gholami et al. 2012 ایران نیز

جدا شده از گندم و  Fusariumهای دادن میزان آلودگی گونه

ها استفاده کردند. آن HPLCاز روش 1Bذرت به فومونیسین 

جدایه فوزاریوم قادر به تولید  11جدایه از  22نشان دادند که 

 تا 4/2۲1 از هم نیتوکس نیا مقدار کههستند  1Bفومونیسین 

 Mohammadi) شد یابیارز تریلیلیم در نانوگرم 121

Gholami et al. 2012.) مشخص شد  زین حاضرمطالعه  در

 211 نیب F. verticillioidesدر قارچ  1Bن یتوکس دیحدود تول

 .باشدیم مختلف طیشرا در تریل یلیم در نانوگرم 121 تا

در  F. verticillioides قارچحاضر مشخص شد  مطاله در

4=pH به  یول. کندیم دیتول را هانیسیمقدار فومون نیشتریب

 کاهش هانیسیفومون دیتول pH شیبا کاهش و افزا یطورکل

 مشهودتر نییپا یهاpHدر  هانیسیفومون کاهش نیا و ابدییم

 یجنتا Keller et al. (1997)شده توسط انجام هایپژوهش. است

 هاییشآزما یط ینمحقق ینا کند،یم ییدپژوهش را تأ ینا

 .F یهاگونه که دادند نشان هایسینفومون یدتول یخود رو

proliferatum و F. verticillioides  بیشترین بازده تولید

بهینه برای تولید  pHدارد و  1/4تا  pH 2 درها را نیسیفومون

فقط  1/۲بالاتر از  pHاست در حالی که  1/۲تا  ۲فومونیسین از 

دهد. همچنین در پژوهشی دیگر رشد قارچ را افزایش می

به دلیل ( 4/1 و 7)های قلیایی pHمحققین نشان دادند که در 

 PAC1 (Pituitary adenylate cyclase-activatingبیان ژن 
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polypeptide type I receptor)  درF. verticillioides  که

سرکوب کننده تولید فومونیسین است، تولید این مایکوتوکسین 

 مشابه پژوهش (. درFlaherty et al. 2003)گردد میسرکوب 

 بیشترین 1 الی 1/۲ بین pH دامنه در که شد مشخص دیگری

 داده شده است دارد. همچنین نشان را فومونیسین تولید میزان

 نیاز مورد ۲ از کمتر pH مطلوب فومونیسین تولید برای که

 درجه 221در دمای  1Bاست و هیدرولیز فومونیسین 

 1/1در  متوسط و pH = 1/7 و در بالا pH  = 1/۲در  گرادسانتی

=  pH درجه  221است و در دماهای بالاتر از تر پایدار

های ذکر شده pHدر  B1گراد هیدرولیز فومونیزین سانتی

 بیان مشابه پژوهشی (. درBryła et al. 2017)یابد کاهش می

 باشد، 4و  ۲ بین محیط pH محدوده که هنگامی است شده

 تولید pH = 1اما در  شود،می بیشتر 1B فومونیسین تولید

 یطشرا ینکه در ا یافتکاهش  یبه مقدار قابل توجه ینتوکس

مصرف گلوکز توسط قارچ  یجهکاهش و در نت یژناکس یدتول

 تولیددر  داریمعنیبه کاهش  رکه منج یافت یشافزا

 آنالیز با پژوهشی در (.1997et al Keller .شد ) 1Bفومونیسین 

 به مربوط LC-ESI-MS/MS و MALDI-TOF/TOF توالی

 تولید با مرتبط هاییمو آنز پروتئین F. proliferatum قارچ

 آدنوزیل آنزیم شد دو مشخص و شد شناسایی فومونیسین

توکسین  تولید القای به ترانسفراز متیل-O و سنتاز متیونین

 شده است که یانب ینهمچن کنند. کمك فومونیسین

 L-amino-acid مانند F. proliferatum قارچ هایپروتئین

 pH در لیاز سیترات و دهیدروژناز ایزوسیترات اکسیداز،

 جلوگیری فومونیسین کننده تولید عوامل تراکم از نامناسب

 Li et) دهند کاهش را هافومونیسین تولید نتیجه در و کنندمی

al. 2017.) 

در پژوهش حاضر رطوبت تأثیر بسزایی در تولید فومونیسین 

1B  قارچF. verticillioides 21 رطوبت درقارچ  نیا. داشت 

 یهارطوبتو در  داد نشان را نیتوکس دیتول نیشتریب درصد،

 کاهشفومونیسین تولیددرصد  21بالاتر از  رطوبت و ترنییپا

 رطوبت این در قارچ رشد چشمی، مشاهدات به توجه با .یافت

کاهش داشت  یانب توانیکه م یافتکاهش  یمحسوس بصورت

ای بر عدم تولید دلیل قانع کننده رشد قارچ در این رطوبت

باشد. در این شرایط می F. verticillioidesدر  1Bفومونیسین 

که  نیز نشان داده بود .Bailey et al  (1998)نتایج مطالعات 

 بذر درصد ۲2 تا 11 بین رطوبت در معمولاً 1B یسینفومون

تر یینپا ودرصد  ۲2بالاتر از  یهاو رطوبت شودمی تولید ذرت

 تولید مقدار نتیجه در وقارچ  رشد کاهش باعث درصد 11از 

مونیسین در فو مقدار در پژوهش دیگر .شودمی فومونیسین

و  درصد ۶1-12 یرطوبت نسبمناطق مرتفع با  ذرتهای بذر

 یلوگرم کبر گرم یلیم ۶۲/4لسیوس درجه س 24-12دمای 

ذرت  ، در حالی که مقدار فومونیسین درگزارش شده است

درجه  ۲4-17درصد و دمای  71-21 مناطق با رطوبت نسبی

ثبت یلوگرم گرم بر کیلیم 1۲/4 تولید لسیوس با میانگینس

. بنابراین روشن است که میزان فومونیسین در مناطق شده است

تر با رطوبت بالا بیشتر از مناطق با رطوبت کمتر است مرتفع

(Atukwase et al. 2009, 2012 .)که شد مشخص ایمطاله در 

 در فومونیسین سنتز با مرتبط FUM21 و  FUM2 ژن بیان

 مثبت همبستگی ذرت بذر رطوبت با F. verticillioides قارچ

 شده بیان ایمطالعه در (.Lazzaro et al. 2012) دارد وجود

 مرطوب هوای و آب با همراه گلدهی طول در گرم دمای است

 21 حداقل وجود همچنین برداشت از قبل آخر هایماه در

 تولید کلیدی عوامل از یبریدذرت ه یبذرها در رطوبتدرصد 

 (.Herrera et al. 2010باشد ) یم فومونیسین

 یدتول یبرا ینور پژوهش حاضر نشان داد بهترین شرایط

. است( روشنایی ساعت 24) مطلق روشنایی ،1B یسینفومون

 24 در F. verticillioidesتوسط قارچ  1B فومونیسین تولید

 تاریکی در و رسدمی خود سطح بالاترین به روشنایی ساعت

. احتمالا نور کندمی تولید را توکسین مقدار ترینپایین مطلق

 یرو یو اثر گذار F. verticillioidesرشد قارچ  یرو یربا تاث

 یدتول یشها، باعث افزاآن یهثانو هاییتچرخه متابول

 ینا یدبا تول یتشده است که در نها 1B یکوتوکسینما

و  یتکم ی،و محصولات کشاورز ییمواد غذا یرو یکوتوکسینما

پژوهش مشابه  در. یابدیمحصولات کاهش م ینا یفیتک

 یدتول یاست که رو یاز عوامل یکینور مشخص شده است 

 یوسنتزب شد بیان ادامهو در  گذاردیاثر م یهثانو یهایتمتابول

و  یتحت نور آب تواندیم Alternaria قارچی هایتوکسین

(. Häggblom & Niehaus 1986) کند پیدا تغییرنور  یهاپالس

در  یسینفومون یدتول شد مشخص دیگری مشابه پژوهش در

 F. fujikuroi و F. verticillioides، F. proliferatum یهاگونه

داشته  یشافزا یکیتار یطنسبت به شرا یمختلف نور یطشرا در

که  FUM1ژن  انیب ینور طیدر شرا شد مشخص کهاست 

 et Matić) باشدیم یشتراست، ب 1B فومونیسین دیمرتبط با تول

al. 2013.) 

 دیتول یهاقارچ نیتراز مهم یکی F. verticillioides قارچ

 محصولات به نکهیا بر علاوه که باشدیم نیکوتوکسیما کننده

 نیکوتوکسیما دیبا تول کندیم وارد میمستق خسارت یکشاورز
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1B ریناپذمحصول و صدمات جبران تیفیک دیباعث کاهش شد 

قارچ در  نیاکه لذا با توجه به این. گرددیم کنندگان به مصرف

 نیشتریب pH = 4درصد بذر ذرت و  21رطوبت  ،ینور طیشرا

 باتوان یرا دارد و م 1Bفومونیسین  نیتوکس دیتول زانیم

( و ی)فنولوژ اهیدر مراحل رشد گ طیشرا نیا کنترلو  تیریمد

 یمطلوب تا حد 1Bفومونیسین  نیتوکس دیتول از یانباردار

 نیو مخرب ا سوء اثرات تیبعمل آورد و در نها یریجلوگ

 .دادکاهش  یادیرا تا حدود ز یاهیگ مارگریب

 

 سپاسگزاری

از همکاری آقای مهندس سید مسلم موسویان که در انجام 

 شود.بعضی از آزمایشات مساعدت نمودند صمیمانه قدردانی می
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