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   دهیچک

هاي پخت وردهادهنده مواد غذایی در محصولاتی نظیر فرشده انگور است که به صورت خام یا به عنوان یکی از اجزاي تشکیلکشمش میوه خشک
گردد؛ صادر میشود و کشمش ایران به کشورهاي مختلفی هاي اخیر محسوب میایران یکی از صادر کنندگان اصلی کشمش در سال. شوداستفاده می

هدف از تحقیق حاضر بررسـی فلـور قـارچی ارقـام عمـده      . ازاین رو اطمینان از کیفیت میکروبی و ایمنی این محصول از اهمیت زیادي برخوردار است
 و YGC ،PDA ،CAبه منظور جداسازي و شمارش فلور قارچی از چهـار محـیط کشـت    . است) پلویی، پیکامی و تیفی(کشمش در خراسان رضوي 

DG18 همچنین روش خشک کردن تأثیر . ها بودهاي کشمش تیفی بیش از دیگر نمونهنتایج آماري نشان داد که آلودگی قارچی نمونه. استفاده گردید
هـاي حاصـل بـه روش ماکروسـکوپی و      هاي جدا شده، شناسـایی اولیـه جدایـه    سازي ایزوله پس از خالص. داري در میزان آلودگی قارچی نداشتمعنی

هاي کشـمش   هاي جدا شده از نمونه ترین قارچ سیلیوم به ترتیب فراوان پنی  هاي آسپرژیلوس، بر اساس نتایج بدست آمده جنس. کروسکوپی انجام شدمی
هـا بـه روش واکـنش    کپـک  Internal transcribed spacer 5.8SrRNAاز ناحیه  bp 600ها در حد گونه، قطعه به منظور شناسایی جدایه. بودند
هاي آمده نمونهبراساس نتایج بدست. مورد مقایسه و شناسایی قرار گرفت NCBIمراز تکثیر شده و پس از تعیین توالی در بانک اطلاعاتی اي پلییرهزنج

آسـپرژیلوس   سیلیوم، رایزوموکور، موکور، آلترناریا و کلادوسپوریوم بود که در این میانهاي آسپرژیلوس، پنیهاي مختلفی از جنسکشمش حاوي گونه
  . نیز بیشترین درصد فراوانی را به خود اختصاص داد نیجر
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8- Vitis vinifera 
9- Vitaceae 

شده از انواع خشکبار اسـت و مصـرف آن بـه     گور خشککشمش یا ان
دهنده مواد غذایی براي صورت خام یا به عنوان یکی از اجزاي تشکیل

-کشمش یکی از مغـذي . ودرکار میافزایش شیرینی و بهبود طعم به
فاقد چربی و کلسترول بوده و میزان . باشدهاي خشک میترین میوه

ها و مقدار زیادي از ویتامین کشمش. سدیم آن در سطح پایینی است
، آهن، پتاسـیم  Bگروه  ايهمواد معدنی مورد نیاز بدن شامل ویتامین

همچنین منبع خـوبی از فیبـر و سرشـار از     کند؛وکلسیم را فراهم می
 ,Amirghasemi, 2002; Maghsoudi(هـا اسـت   اکسـیدان آنتـی 

2008; Tafazoli, et al., 1991.(  
-هاي مختلف انگور با روشان از گونهتولید کشمش در سراسر ایر

سابقه صادرات کشمش به یک قرن . پذیردهاي گوناگون صورت می
شد و میزان باایران سومین صادر کننده کشمش در جهان می. رسدمی

استان خراسان با سـطح  . تن گزارش شده است 113632صادرات آن 
از  هکتـار انگـور دیـم    6360هکتـار انگـور آبـی و     21200زیر کشت 
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کشـمش بـا توجـه بـه      .هاي مهم تولید کشمش در ایران استاستان
ها در مرحله قبل از برداشـت، برداشـت و   امکان آلودگی به انواع قارچ

هـا از جملـه   فرآوري پس از آن و شـرایط مسـاعد بـراي رشـد قـارچ     
هـاي قـارچی نظیـر    باشد که مسـتعد تولیـد توکسـین    محصولاتی می

 ;Amirghasemi, 2002(ســت  آفلاتوکســین و اکراتوکســین ا 
Maghsoudi, 2008.(  

 کـه  هستند قارچی خطرناك سموم از اکراتوکسین و  آفلاتوکسین
-هاي جنس آسپرژیلوس تولید میها نظیر گونهکپکگروهی از  توسط

 در. شوند و قادرند سبب آلودگی مواد غذایی از جمله کشـمش گردنـد  
 اصـلی  عامـل  1اریوسآسپرژیلوس کربون گونه آن ايههوردافر و انگور
عامل اصلی تولید  2آسپرژیلوس فلاووس  اکراتوکسین و گونه سم تولید

 بـر  سـمی  اثرات داراي این سموم کلی طور به. باشندآفلاتوکسین می
 و ، نقص در جنینژنتیکی جهش ایجاد ایمنی، سیستم عصبی، سیستم

بـا   ).Selma et al., 2008; Niessen, 2007( شندبایم یزاینسرطا
توجه به مطالب فوق بررسی فلور کپکی کشمش به منظور شناسـایی  

  .اي برخوردار استهاي مولد توکسین از اهمیت ویژهقارچ
هدف از تحقیق حاضر، مقایسه چهار محیط کشت پوتیتو دکستروز 

، چـاپکس داکـس    4، ییست اکسترکت گلوکز کلرامفنیکل آگـار  3آگار
اسازي و شمارش انـواع قـارچ  در جد 6کلران گلیسرول آگار و دي 5آگار

هاي موجود در سه رقم عمده کشـمش تولیـدي در اسـتان خراسـان     
هاي مذکور به روش و شناسایی جدایه) پلویی، پیکامی و تیفی(رضوي 

-هاي مورفولوژیکی مـی ماکروسکوپی و میکروسکوپی بر پایه ویژگی
ها در حد گونـه بـر اسـاس    همچنین از آنجا که شناسایی کپک. باشد

 Internalهاي ژنهاي فنوتیپیک مشکل است، مقایسه سکانسژگیوی
transcribed spacer 5.8SrRNA   جهت مقایسه فیلوژنتیکی انجام

 .شودمی
  

   هامواد و روش
 نمونه برداري

بـرداري از سـه نـوع کشـمش پلـویی، پیکـامی و تیفـی از         نمونه
در اسـتان خراسـان رضـوي      شهرهاي عمـده تولیـد کننـده کشـمش    

. انجام گردید) هاي قوچان، کاشمر، بردسکن، خلیل آباد و مشهدشهر(
. ها به سه روش آفتابی، تیزابی و گوگردي خشک شده بودنـد  کشمش

هاي خریـداري شـده    نمونه. از هر نوع کشمش پنج نمونه انتخاب شد
بندي در شرایط استریل تا زمان انجام آزمایش در یخچال  پس از بسته

                                                        
1- Aspergillus carbonarius 
2- Aspergillus flavus 
3- Potato Dextrose Agar (PDA) 
4- Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (YGC Agar) 
5- Czapek Dox Agar (CA) 
6- Dichloran Glycerol Agar (DG18) 

 . نگهداري شدند
  ها در محیط کشت  شد کپکبررسی ر

و تهیــه   DG18و PDA ،YGC ،CAپــس از تهیــه محــیط   
یک میلی لیتـر از نمونـه مـورد آزمـون     )10-3تا  10-1(هاي لازم  رقت

میلـی   15سپس . توسط سمپلر استریل درون پلیت استریل ریخته شد
گراد به آن اضافه  درجه سانتی 45لیتر از محیط کشت مذکور با دماي 

و نمونه به خوبی مخلوط شده و تا جامد شدن روي  محیط کشت. شد
ها به  پس از جامد شدن محیط، پلیت. سطح صاف و خنک قرار گرفت

درجه سانتی گـراد گرمخانـه   25روز در دماي  7طور وارونه به مدت 
هـا   گذاري پلیت و پایان دوره گرمخانه 5، 3در روزهاي . گذاري گردید

 Iranian National(شمارش شدند با استفاده از دستگاه پرگنه شمار 
Standard Organization, 1995.(  

  
  ها  خالص سازي قارچ
 7هاي قارچی از روش سینگل اسـپور  سازي ایزوله به منظور خالص

بدین صورت که توسط آنـس سـوزنی ظریـف میـزان     . استفاده گردید
کمی از اسپور قارچی به لوله محتوي آب مقطر استریل منتقل شـد و  

پـس از تهیـه رقتـی    . لام توما رقت آن محاسبه گردیـد  سپس توسط
 8مناسب، قطره اي از سوسپانسیون حاصل به محیط کشت واتر آگـار 

ساعت، از کلنی رشد یافته بر  24الی  12پس از گذشت . انتقال یافت
که قبلا در پلیت استریل  PDAروي محیط واترآگار، به محیط کشت 

 7تـا   5تقال داده شد و به مدت نقطه ان 3ریخته و سرد شده بوده در 
  )Choi et al., 1999(گذاري گردید  گرمخانه C 25°روز در دماي 

  
  ها مشاهده ماکروسکوپی و میکروسکوپی جدایه

ــارچی  هــاي مورفولــوژیکی کلنــی بــا توجــه بــه ویژگــی هــاي ق
ها صـورت   سازي شده، ابتدا تشخیص اولیه احتمالی بر روي آن خالص
ها  از روش میکروسکوپی جزئیات ریزبینی آنسپس با استفاده . گرفت

بدین صـورت کـه ابتـدا بـه روش اسـلاید      . تحت مطالعه قرار گرفت
هاي  با استفاده از محلول لاکتو فنل کاتن بلو از میسلیوم قارچ 9کالچر
شده لام تهیه گردید و سپس با استفاده از میکروسـکوپ نـوري    ایزوله

اختصاصـات مورفولـوژیکی    ها ثبت گردید و با توجه به مشخصات آن
 ,Harris(ویژه دستگاه زایشی، مورد شناسایی قرار گرفـت   ریزبینی به

1986.(  
 

 DNAاستخراج 
هــاي ایزولـه شـده، بـه کمــک    از کپـک  DNAبـراي اسـتخراج   

 PDAشده از محیط کشت اي از ایزوله خالصبیستوري استریل قطعه
هـا  ارلن. فتانتقال یا PDBجدا گردید و به ارلن حاوي محیط کشت 

                                                        
7- Single Spore 
8- Water Agar 
9- Slide Culture 
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 25روز در دمـاي   7به انکوباتور شیکردار منتقل گردیده و بـه مـدت   
در این مدت عمـل همـزدن بـا سـرعت     . گراد قرار گرفتدرجه سانتی

ها جلوگیري جدایه دور در دقیقه انجام شد تا از تولید اسپور توسط 100
لیوم در پایان هفتمین روز، میس. ها تکثیر گرددشده و تنها میسلیوم آن

ها با کمک کاغذ صافی در شرایط کاملاً استریل جدا شده و بـه  کپک
-شبانهها به مدت یکپس از نگهداري آن. پلیت استریل انتقال یافت

کـن  گـراد، توسـط دسـتگاه خشـک    درجـه سـانتی   -18روز در دماي 
  . انجمادي خشک گردید

در مرحله بعد، با کمک نیتروژن مایع نمونه خشک شـده خـرد و   
سپس به میسلیوم قارچی پودر شده در . یکنواختی از آن تهیه شد پودر

 Mm100Tris ،M 05/0 EDTA ،W/V(ازت مایع، بافر لیز کننـده  
%1 SDS ،M 9/0 NaCl  وM 1/0Na2So3 ( و پروتئینازk   افـزوده

به منظور ایجاد شوك حرارتی نمونه به مدت یک ساعت در دماي . شد
دقیقـه یکبـار    10در این مـدت هـر   . گراد قرار گرفتدرجه سانتی 65

. ها ورتکس شد تا لیز شدن دیواره سلولی به خوبی انجـام شـود  نمونه
. سانتریفوژ شـد  g 2000دقیقه با دور  5سوسپانسیون حاصل به مدت 

ــا     ــد و ب ــل گردی ــد منتق ــوب جدی ــه میکروتی ــل ب ــوپرناتانت حاص س
س ازآن پ. استخراج گردید) 1به  24به نسبت (الکل ایزوآمیل/کلروفرم

دقیقه در یخ قرار گرفت و به دنبال آن به مـدت   30محلول به مدت 
سوپرناتانت حاصل به میکروتیوب . سانتریفوژ شد g 2000دقیقه با  15

. با حجم مساوي از ایزوپروپانول رسوب داده شد DNAجدید منتقل و 
سـاعت در   24، به مـدت  DNAبه منظور رسوب بهتر و ظهور کلاف 

 5رسوب حاصل به مـدت  . گراد نگهداري شدسانتیدرجه  -20دماي 
 70پس از آن شستشـو بـا الکـل    . سانتریفوژ گردید g 2000دقیقه با 

سپس سوپرناتانت حذف . انجام شد  DNAدرصد براي خشک کردن 
میکرولیتر آب مقطر دیونیزه مجـدداً   100مانده در شده و رسوب باقی

گراد نگهداري جه سانتیدر -20سوسپانس شد و تا انجام آزمایشات در 
 ژل توسط کیفیت استخراجی). Noorbakhsh et al., 2009(گردید 

  .گرفت قرار ارزیابی مورد دستگاه نانو دراپ و درصد 1 الکترفورز
  

  هاو شناسایی کپک ITS 5.8SrRNAتکثیر قطعه 
از ناحیـه   bp 600هاي جدا شده با تکثیر قطعه تعیین توالی کپک

Internal transcribed spacer 5.8SrRNA     بـا اسـتفاده از جفـت
پیشرو و پسنورد به ترتیب ذیل  آغازگر .انجام شد ITS1/ITS4پرایمر 
 .)White et al., 1990(بودند 

ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC 

انجام  با استفاده از ترموسایکلر) PCR(مراز اي پلیواکنش زنجیره
مخلـوط  . ء واکنش از شرکت فرمنتاز خریداري گردیـد شد و تمام اجزا

 X10( ،2/1( PCRمیکرولیتـر بـافر    2حاوي ) میکرولیتر 20(واکنش 
-میلـی  10(ریبونوکلئوتید تري فسـفات   میکرولیتر از مخلوط داکسی

میکرولیتر از  1، )مولارمیلی 50( میکرولیتر کلرید منیزیوم  4/1، )مولار
ــر   ــر پرایم ــول 10(ه ــر از  3، )پیکوم ــو و  DNAمیکرولیت  25/0الگ

اي واکـنش زنجیـره  . بود  Taq DNA polymeraseمیکرولیتر آنزیم 
 درجه 94 دردماي دقیقه 4مدت به سیکل 1 دمایی شرایط مراز درپلی

-سـانتی  درجه 94 در دقیقه1 دمایی برنامه با سیکل 35 و گرادسانتی
 72 دمـاي  در هدقیق 1 و گراددرجه سانتی 59 دماي در دقیقه 1 گراد،
 72 دماي در دقیقه 10 مدت به سیکل 1 نهایت و در گرادسانتی درجه

 1 ژل الکتروفـورز  روي PCR محصولات. شد انجام گراددرجه سانتی
 بـه  و شده بریده ژل از روي نظر مورد باندهاي و شده تفکیک درصد

 از DNAاستحصال مجدد . سی انتقال گردیدسی 2هاي میکروتیوپ
 USA(کره جنـوبی   Bioneerاستخراج از ژل  کیت از فادهاست با ژل

Bioneer, Inc. 1000 atlantic Avenue, Alameda, CA 
94501  USA (تعیین تـوالی قطعـه تکثیـر شـده توسـط      . انجام شد
تـرادف قطعـات تـوالی شـده در بانـک      . انجام شـد  Bioneerشرکت 

ا در حد هو مورد مقایسه قرار گرفت و کپک NCBI ،Blastاطلاعاتی 
  .گونه شناسایی شدند

 
  طرح آماري 

ها، از طرح پایه کاملا تصـادفی در   به منظور تجزیه و تحلیل داده
 SPSSافـزار   ها با اسـتفاده از نـرم   داده. قالب فاکتوریل استفاده گردید

هاي  پس از آنالیز واریانس، میانگین. مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت
 p > 05/0دانکـن در سـطح اطمینـان    مربوطه با اسـتفاده از آزمـون   

رسـم   Excelافـزار   مقایسه شد و بر اساس آن، نمودارها بوسـیله نـرم  
  .گردید

  

   ج و بحثینتا
  بررسی نتایج شمارش کپک و مخمر

شود، در هر چهار نوع محیط ، مشاهده می1همانطور که در جدول 
هاي میزان آلودگی قارچی نمونه DG18و PDA ،YGC ،CAکشت 

در . هاي کشمش پلـویی و پیکـامی بـود   فی بیش از نمونهکشمش تی
هـاي گـوگردي   کردن، میزان آلودگی در نمونهمیان سه روش خشک

به طوري که در محیط کشت . کمتر از نمونه هاي آفتابی و تیزابی بود
CA داري هاي گوگردي به طـور معنـی  شمارش کپک و مخمر نمونه

دست آمد؛ بی و تیزابی بهکمتر از نمونه هاي خشک شده به روش آفتا
دار اما در سایر محیط هاي کشت این اختلاف به لحاظ آمـاري معنـی  

  .نبود
ها در چهار محیط کشت مختلـف  تصاویري از رشد قارچ 1شکل 

PDA ،YGC ،CA وDG18 هاي در ارتباط با یک نمونه از کشمش
با توجه به آنکه هر چهار محیط کشت . دهدمورد آزمایش را نشان می

هـاي قـارچ از   ذکور تقریباً به طورمشابهی قادر به ایزولاسیون کلنیم
ي هـا هاي کشمش بودند، استفاده از هر یـک از محـیط کشـت   نمونه
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    .شودبه منظور شمارش کپک و مخمر توصیه میمذکور 
  .بررسی اثر نوع کشمش و روش خشک کردن بر شمارش کپک و مخمر - 1جدول 

  روش خشک کردن  نوع کشمش
  یط کشتنوع مح

YGC (cfu/gr)  PDA  
cfu/gr)  

CA  
(cfu/gr)  

DG18  
(cfu/gr)  

  
  پلویی

  1954  2441  2787  2295  آفتابی
  2/202  8/118  3/243  7/167  تیزابی

  80/19  760/7  66/44  20/28  گوگردي

  
  پیکامی

  5/257  4/322  2/368  6/330  آفتابی
  1911  1552 1648  1987  تیزابی

  2/220  1/147  84/56  96/21  گوگردي

  
  تیفی

  13190  16240  18820  16000  آفتابی
  6571  6575  6852  7144  تیزابی

  1387  3/518  410  9/686  گوگردي
  

 بررسی ماکروسکوپی و میکروسکوپی قارچ هاي جدا شده
هـاي قـارچی   نتایج بررسی ماکروسکوپی و میکروسکوپی جدایـه 

گی نشان داد کـه بیشـترین آلـود    PDAخالص شده در محیط کشت 
عمدتاً گونـه هـاي آسـپرژیلوس    (قارچی مربوط به جنس آسپرژیلوس 

سـیلیوم، آلترناریـا و   هـاي پنـی  پس از آن جـنس . بود) بخش نیگري
این در حالی اسـت کـه   . رایزوپوس از اهمیت بیشتري برخوردار بودند

  . میزان آلودگی به مخمر بسیار محدود بود

 
کشمش درچهار کپک هاي جداسازي شده از یک نمونه - 1شکل 

  .محیط کشت مختلف
 

نشـان دادنـد کـه بیشـترین آلـودگی      ) 2011(پالومبو و همکاران 
ها  آن. هاي کشمش کالیفرنیایی متعلق به جنس آسپرژیلوس بودنمونه

هاي چاپکس ییست آگار، چاپکس  همچنین با استفاده از محیط کشت
آگار  درصد ساکاروز، مالت اکسترکت آگار و چاپکس 20+ ییست آگار 

هـاي   هـاي ماکروسـکوپی و میکروسـکوپی، گونـه     و با بررسی ویژگی
هـاي کشـمش کالیفرنیـا را شناسـایی      آسپرژیلوس جدا شده از نمونـه 

با استفاده ) 2004(القلیبی و شاطر  .)Palumbo et al., 2011(نمودند 
درصد گلـوکز و چـاپکس    1+ از دو محیط کشت چاپکس داکس آگار

هـاي   کاروز، آلودگی قارچی برخـی از میـوه  درصد سا 40+ داکس آگار
در یمـن را مـورد بررسـی قـرار     ) کشمش، خرما و انجیر(خشک شده 

ــد ــر. دادن ــپرژیلوس نیج ــلاووس، 1آس ــپرژیلوس ف ــپرژیلوس ، آس آس
و  4سـیلیوم چریسـوژنوم   پنـی  ،3آسپرژیلوس اکراسـئوس ، 2فومیگاتوس

کشـت   هاي جدا شده در محیط ترین گونه عمده 5رایزوپوس استولونیفر
ــار  ــوکز و  1+ چــاپکس آگ  ،6زیگوساکارومایســز روکســیدرصــد گل

هـاي جـدا شـده در     گونـه  سیلیوم چریسوژنوم پنیو  آسپرژیلوس نیجر
 Alghalibi(درصد سـاکاروز بودنـد    40+ محیط کشت چاپکس آگار

and Shater, 2004.(  
ــاران  ــاظمی و همک ــتان  ) 2009(ک ــدم مصــرفی اس ــودگی گن آل

روش کشت، تهیه اسـلاید کـالچر و مشـاهده    آذربایجان شرقی را به 
بیشترین آلودگی قارچی مربوط . میکروسکوپی مورد بررسی قرار دادند

و سـپس  ) درصـد  43( آسـپرژیلوس نیجـر  هـا بـا    بـه آلـودگی نمونـه   
سیلیوم و انواع دیگر آسپرژیلوس بـود   هایی از جنس موکور، پنی کپک

)Kazemi, et al., 2009 .(   ن همچنـین کـاظمی و همکـارا)2008 (
هاي مصـرفی در شهرسـتان تبریـز را    ترین آلودگی قارچی چايعمده

  ).Kazemi, et al., 2008( گزارش نمودند آسپرژیلوس نیجر
، کلنی خالص شده چهار جنس آسپرژیلوس، پنی سیلیوم، 2شکل 

ــی   ــان م ــوس را نش ــا و رایزوپ ــدآلترناری ــکل. ده ــاویر  3در ش ، تص
  .میکروسکوپی مربوط به چهار جنس مذکور آمده است

  
 هاي کشمششده از نمونههاي ایزولهیابی کپکتوالی

هـاي قـارچی بـه    با توجه به شباهت بیش از حد برخـی از گونـه  
ــه ــی یکــدیگر، تشــخیص گون ــا اســتفاده از ویژگ ــارچی ب ــاي ي ق ه

کان وجود دارد که نتوان تمایز مورفولوژیکی کاري دشوار بوده و این ام
                                                        
1- Aspergillus niger 
2- Aspergillus fumigatus 
3- Aspergillus ochraceus 
4- Penicillium chrysogenum 
5- Rhizopus stolonifer 
6- Zygosaccharomyces rouxii 
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  .ها را تشخیص دادمیان برخی گونه
 

 
از نمونه هاي  PDAقارچ هاي خالص شده در محیط کشت  - 2شکل 

  .کشمش
  

  
تصویر میکروسکوپی قارچ هاي ایزوله شده از نمونه هاي  - 3شکل 

  .کشمش
هاي هاي مولکولی داراي قابلیت ردیابی ژنوماز سویی دیگر روش

هاي شناسایی شابه و با تفاوت اندك بوده و در مقایسه با روشبسیار م
لـذا بـه منظـور    . باشدبر پایه کشت، داراي قدرت افتراقی بیشتري می

هـاي  هـاي کپکـی موجـود در نمونـه    تشخیص صحیح و کامل گونه
هاي جدا شده بر مبنـاي مشـاهدات   کشمش علاوه بر شناسایی کپک

یـابی  ولکولی بـر پایـه تـوالی   ماکروسکوپی و میکروسکوپی از روش م
هـاي کشـمش در   بدین منظور پـس از کشـت نمونـه   . استفاده گردید

هاي رشد یافته بـر  و شناسایی اولیه انواع مختلف کپک PDAمحیط 
هاي ماکروسکوپی و میکروسکوپی مطـابق روشـی کـه    اساس ویژگی

شـده  هـاي ایزولـه  سازي کپکقبلا شرح داده شد، جداسازي و خالص
هاي کشـمش  کپک مختلف از انواع نمونه 50بدین ترتیب . انجام شد

هاي فوق استخراج و پس از تایید بـر روي  کپک DNA. دست آمدبه
مـراز مـورد   اي پلـی ژل الکتروفورز، به عنوان الگو در واکنش زنجیـره 

 bpقطعـه  ( PCRپس از تایید محصول واکـنش  . استفاده قرار گرفت
، براي تعیـین تـوالی،   )4شکل ( ددرص 1بر روي ژل الکتروفورز  )600

هـا در بانـک اطلاعـاتی    ارسال و در نهایت با مقایسه ترادف ژنی آن
NCBI ) 2جـدول  (کپک در حد گونه شناسایی گردید  50، )5شکل .(

هـایی از  هاي کشـمش کپـک  دست آمده در نمونهبا توجه به نتایج به
کــور و ســیلیوم، آلترناریــا، رایزوموکــور، موجــنس آســپرژیلوس، پنــی

هـا متعلـق بـه    درصد از کپـک  27/96. کلادوسپوریوم مشاهده گردید
نیجـر،  هاي جـنس آسـپرژیلوس شـامل    گونه. جنس آسپرژیلوس بود

بود که  2و اوریزه 1فلاووس، فومیگاتوس، کربوناریوس، توبینجنسیس
ترین فراوانی را به خود اختصاص بیش آسپرژیلوس نیجردر این میان 

سیلیوم شـامل  هاي ایزوله شده از جنس پنیونهگ). درصد 77/77(داد 
-بود که فراوان 5سولیتوم و 4، چریسوژنوم، کروستوسوم3کمپکتومبروي

، 6آلترناریـا آلترناتـا  . بدسـت آمـد   سیلیوم چریسـوژنوم پنیها ترین آن
موکـور  ، 9موکـور روکسـی  ، 8رایزوموکور وریابیلیس، 7آلترناریا تنوسیما

  .ها را تشکیل دادنددیگر گونه 11الرومکلادوسپوریوم مو  10راسموسوس
-β و calmodulin با اسـتفاده از ژن  ) 2011(پالومبو و همکاران 

tubulin هاي مختلف آسپرژیلوس متعلق بـه بخـش نیگـري را    گونه
ها را به لحاظ میزان خویشاوندي مورد بررسـی  یابی نموده و آنتوالی

با ) 2008(ا و همکاران پیتکارانت .)Palumbo et al., 2011(قرار دادند 
به  internal transcribed spacer (ITS)یابی ناحیه استفاده از توالی

هاي عمده همراه با گرد و کپک Fun18Sf/ITS4کمک جفت پرایمر 
  . غبار فضاي داخل ساختمان را مورد بررسی قرار دادند

  
  )2-4(، bp100مارکر ) PCR ،)1محصولات  - 4شکل 
  کنترل منفی )PCR )bp 600( ،)5هاي محصول نمونه

هـاي  هاي کپکی متعلق به جـنس نتایج نشان داد که بیشتر گونه
ــی  ــپرژیلوس و پن ــا، آس ــپوریوم، آلترناری ــیکلادوس ــیلیوم م ــد س باش

)Pitka r̈anta et al., 2008 .( سیلوا و همکاران)نیز بر اساس ) 2011
به شناسایی  β-tubulin یابی و با استفاده از ژن روش مولکولی توالی

 )Silva et al., 2011(هاي آسپرژیلوس بخش نیگري پرداختند گونه
 
. 

                                                        
1- Aspergillus tubingensis 
2- Aspergillus oryzae 
3- Penicillium brevicompactum 
4- Penicillium crustosum 
5- Penicillium solitum 
6- Alternaria alternata 
7- Alternaria tenuissima 
8- Rhizomucor variabilis 
9- Mucor rouxii 
10- Mucor racemosus 
11- Cladosporium malorum 
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  یابیهاي کشمش به روش توالیشده از نمونههاي ایزولهشناسایی کپک - 2جدول 

هاي کشمش آلوده درصد نمونه
  به کپک

ها در درصد ایزوله
  نام گونه  کد ژنتیکی  درصد تشابه  هاي کشمش نمونه

    Aspergillus 
7/86  03/20  95 AF108474.1 Aspergillus niger 
3/73  25/10  95 HQ014699.1 Aspergillus niger 
8/77  53/13  97 JNS65296.1 Aspergillus niger 
7/86  33/15  94 FJ537102.1 Aspergillus niger 
4/84  63/18  96 HM136829.1 Aspergillus niger 
7/6  74/0  98 HQ645940.1 Aspergillus flavus 
4/4  93/0  97 JQ070072.1 Aspergillus flavus 
4/4  39/1  100 EU315006.1 Aspergillus flavus 
1/11  02/1  97 FJ214371.1 Aspergillus fumigatus 
7/6  37/0  99 JQ356539.1 Aspergillus fumigatus 
1/11  59/5  98 GU595290.1 Aspergillus tubingensis 
3/13  79/2  96 GU595290.1 Aspergillus tubingensis 
4/4  11/1  92 FJ878681.1 Aspergillus oryzae 
7/6  37/0  97 AB470911.1 Aspergillus oryzae 
3/33  19/4  93 JF436893.1 Aspergillus carbonarius 

    Penicillium 
2/2  09/0  96 HM776430.1 Penicillium brevicompactum 
8/8  37/0  96 JN851002.1 Penicillium chrysogenum 
7/6  19/0  98 HQ882177.1 Penicillium chrysogenum 
2/2  09/0  91 EF491160.1 Penicillium chrysogenum 
7/6  28/0  97 HQ654891.1 Penicillium brevicompactum 
4/4  19/0  97 HM037943.1 Penicillium crustosum 
2/2  09/0  92 JN831239.1 Penicillium crustosum 
4/4  19/0  97 JN642222.1 Penicillium solitum 
    Alternaria 
1/11  56/0  94 JQ417902.1 Alternaria tenuissima 
2/2  19/0  98 JF796072.1 Alternaria alternata 
    Rhizomucor 
7/6  46/0  96 HM623316.1 Rhizomucor variabilis 
2/2  19/0  91 HQ285715.1 Rhizomucor variabilis 
4/4  28/0  97 HM623316.1 Rhizomucor variabilis 
    Mucor 
2/2  28/0  96 AJ278363.1 Mucor rouxii 
2/2  19/0  91 JN943043.1 Mucor racemosus 
    Cladosporium 
2/2  09/0  96 AY251081.2 Cladosporium malorum 
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هاي از کپکمراحل بلاست کردن توالی یکی  -5شکل 

  هاي کشمششناسایی شده از نمونه
  

  گیري  نتیجه
شـود؛  کشمش یکی از محصولات صادراتی ایران محسوب مـی 
ایـن  . بنابراین توجه به کیفیت آن از اهمیت زیـادي برخـوردار اسـت   

هـایی کـه قابلیـت رشـد در     پژوهش به هدف شناسایی انواع کپـک 
آمـده هرچنـد در   ستبراساس نتایج بد. کشمش را دارند انجام گردید

آلودگی به کپک مشاهده شد، ) پلویی، پیکامی و تیفی(انواع کشمش 
هـا از آلـودگی   هاي کشمش تیفی در مقایسه بـا سـایر نمونـه   نمونه

بیشترین کپک مشاهده شده نیز بـه جـنس   . بیشتري برخوردار بودند
هـاي  البته در میان انواع گونه. آسپرژیلوس و گونه نیجر تعلق داشت

آسپرژیلوس (هاي تولید کننده مایکوتوکسین ی ایزوله شده، گونهقارچ
با توجه به . نیز شناسایی گردید) آسپرژیلوس کربوناریوسو  فلاووس

کننده را به خطر توانند سلامت مصرفهاي قارچی میکه توکسینآن
بیاندازند، توجه به شـرایط تولیـد و نگهـداري ایـن محصـول بـراي       

هـاي مولـد   ویـژه کپـک  ها، بـه ی به کپکجلوگیري یا کاهش آلودگ
  رسدتوکسین ضروري به نظر می
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Abstract 

Raisins are dried grapes that may be eaten raw or used in cooking, baking and brewing as an ingredient.  Iran 
is one of the major exporters of raisins in recent years and Iranian raisins are exported to many countries. It is 
important to ensure of microbiological quality and safety of raisins. The aim of this study was isolation and 
identification of mycoflora from main raisin’s varieties (Poloie, Pikami & Teiphi) produced in Khorasan Razavi 
Province. Four types of culture medium (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (YGC), Potato Dextrose 
Agar (PDA), Czapek Dox Agar (CA) and Dichloran Glycerol Agar (DG18)) were used for isolation. The highest 
contamination was found in Teiphi raisin samples. The drying method was not effect on fungi contamination.  
For Fungi Identification, Macroscopic and Microscopic features were investigated. The Result showed that 
frequently isolated fungi were Aspergillus and Penicillium species. The fragment (600 bp) of Internal 
Transcribed Spacer 5.8SrRNA of isolated colonies was amplified using polymerase chain reaction for 
identification down to the species level. According to the results, the raisins had varius species of Aspergillus, 
Penicillium, Rhizomucor, Mucor, Alternaria and Cladosporium. Aspergillus niger was the most abundant fungi. 

 
Keywords: Raisin, Fungi, Khorasan Razavi, Isolation And Identification, Morphological And Molecular 

Properties 
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