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  چکیده

هاي  در معرض آلودگی بالابت نسبی و رطو مغذيلحاظ مواد ه ب و استمنابع اصلی انرژي مردم جهان یکی از غلات مهم و برنج 
هاي  اي از قارچدسته ؛باشدزا می سرطانترین سموم  ناكخطر جزء و بودهارچی قثانویه  هاي متابولیت از یک توکسینآفلا. باشدقارچی می

، هاي تولید کننده آفلاتوکسین قارچ مهمترین  از .ت و خشکبار به شدت خطرناك باشنددر غلا توانندمی بالقوه طور هب آفلاتوکسین سم مولد
  از برنج آفلاتوکسین هاي مولد سمگونه جداسازي و شناساییقیق در این تح .می باشد آسپرژیلوس پارازیتیکوس آسپرژیلوس فلاووس و

که در بیوسنتز آفلاتوکسین  ver1و aflRهاي  ژن سپس  قارچی صورت پذیرفت ايه مورفولوژي پروپاگولکشت و هاي بر اساس روش
در نهایت جهت تایید روش  و جام شدها ان روي آن الکتروفورزعملیات  شده و تکثیر دارند با پرایمر مخصوص ساختمانی و تنظیمینقش 

 .انجام شدهاي خالص جداسازي شده،  کشت بر روي  HPLCهاي ایمونو افینیتی و دستگاه تونگیري آفلاتوکسین با س اندازه ،مولکولی
یات مورفولوژیک نوع قارچ با خصوص 2. باشندآفلاتوکسین میهاي مولد  ي قارچدارا نمونه 20،آوري شده جمع نمونه 60 از داد نشان نتایج

مورد تایید  AFAPتوسط کشت روي محیط اختصاصی  کهآسپرژیلوس فلاووس و آسپرژیلوس پارازیتیکوس شناسایی شدند مشابه 
آلودگی مواد هاي اولیه حضور وجهت سنجش ver1و aflRبر این اساس بررسی ژنهاي ساختاري و تنظیمی مهم مانند  .قرار گرفت

Accession No فلاووس آسپرژیلوس گونه نشان داد دو ITS تعیین توالی .گرددمی  پیشنهاد  و  ودهب  کارآمد و  مناسب غذایی

MG430332.1   و آسپرژیلووس پارازیتیکوسMH937579.1 Accession No  در برنج غالب هستند.  
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  مقدمه-1
 هاي آسپرژیلوس از اي دسته با آلودگی مستعد برنج که این به توجه با

جایی که  و از آن باشد می آفلاتوکسین بیوسنتز چرخه داراي
 غذایی مردم آسیا از جمله ابران است مهمترین مواد در رژیم جز
 به و  کند ایجاد جامعه سلامت براي فراوانی خطرات تواند می
 بقیه در مقایسه با شالیزار در کشت شرایط و بالا رطوبت دلیل
 .باشد می سم مولد هاي قارچ رشد مستعد ،گندم مثل خشک غلات
 صورت به آفلاتوکسین تولید به مقالات از بسیاري در اساس این بر

 نظر از برنج دهد می نشان که است شده اشاره راکتور در انبوه
 آفلاتوکسین تولید ساز بستر کاملاً، ها مغذي ریز و غذایی مواد
 هاي یکوتوکسینما ترین خطرناك عنوان به ها آفلاتوکسین. است
 بین در .باشند می زا سرطان  مواد  یک  رده  جز شده،  شناخته

 و پارازیتیکوس آسپرژیلوس فلاووس، آسپرژیلوس ها، آسپرژیلوس
 روش).7(هستند آفلاتوکسین تولید به قادر نومیوس آسپرژیلوس

می باشد  HPLC١ میزان آفلاتوکسین گیرياندازه و معتبر اصلی
 ردیابی دارد؛ بالایی بسیار هزینه روش این هک دلیل این به ولی
 هاي آسپرژیلوس جداسازي براي آفلاتوکسین بیوسنتز در مهم هاي ژن
 آفلاتوکسین. باشد کارآمد و صرفه به مقرون بسیار تواند می سم مولد
 نزدیک شود می تولید اي مرحله چند و پیچیده بیوسنتز فرایند طی
 ها ژن این از بعضی دارند شنق آفلاتوکسین تولید در ژن 200 به

 ).11(دارند بیشتري اهمیت عملکرد لحاظ به  afl R و  ver1 مانند
 3استریگماتوسیستین به 2ورسیکولین تبدیل موجب ver1 ژنی محصول

 تولید چرخه انتهایی هاي ساز پیش از یکی که این ماده شود می
 چرخه در تنظیمی نقش afl R ژن همچنین. است آفلاتوکسین

 انگشت پروتئین یک آن محصول و دارد آفلاتوکسین نتزبیوس
 DNA به اتصال با که باشد؛ می DNA به شونده متصل 4روي

 دو بررسی ).5(گرددمی آفلاتوکسین تولید فرایند کنترل باعث
 بصورت آفلاتوکسین تولید تا کند می کمک نظیمی و ساختاري ژن
 همکاران،  و  دير  تحقیقات  در  ).9،5( شود  ارزیابی  تريدقیق

                                                           
1-High Performance Liquid Chromatography 
2- Versicolin 
3- Sterigmatocystin 
4- Zinc Finger Protein 

 گرفت قرار مطالعه مورد هند مصرفی برنج زاي توکسین هاي قارچ
 حضور برنج در توانند می زیادي آسپرژیلوس هاي گونه داد نشان که

 زا توکسین غیر و زا توکسین هاي گونه بین ارتباط و باشند داشته
 هاي آسپرژیلوس مولکولی جداسازي). 3(داد قرار بررسی مورد را

 يها گونه داد نشان که گرفت صورت 2005 سال در قهوه در مس مولد
 5ئوسساکرا آسپرژیلوس و فلاووس آسپرژیلوس قهوه، در غالب
 اکراتوکسین و Bو G آفلاتوکسین تولیدکننده ترتیب به که باشند می
A تولید در کننده مشارکت هاي ژن انواع مطالعه). 9(هستند 

 هاي مانند ژن تاريساخ و تنظیمی هاي ژن شامل آفلاتوکسین
ver 1 ،omt1 ،nor1  وaflR  زیادي محققین توسطکه 
 براي هایی روش تحقیقات این در اینکه ضمن ؛است شده انجام

 گردیده ارائهزا توکسینهاي گونهتوسطسمتولیدتأییدو شناسایی
 آفلاتوکسین مولد هاي قارچ مولکولی جداسازي روش ).9(است
 مورد غلات دیگر و برنجآلودگی  یعسر ارزیابی جهت تواند می

 روي بر بار اولین براي مطالعه این. گیرد قرار گسترده استفاده
 نظر از برنج ارزیابی ضمن بتوان تاگرفت  صورت ایرانی برنج
 را مولکولی روش ،ها آن در توکسین تولید و موجود هاي قارچ
 شناسایی تحقیق این انجام از هدف .نمود مقایسه HPLC روش با

 جداسازي هاي قارچ در آفلاتوکسین تولید در مهم ژن 2 مولکولی
 دقیق روش یک به بتوان تا باشد می مشهد مصرفی برنج از شده
 به توجه با و برد پی غلات هاي نمونه غربالگري جهت سریع و

 روي بر توان می PCR مولکولی روش زیاد دقت و بالا سرعت
 هاي نمونه روي فقط و داد انجام مولکولی آزمون ها نمونه کل

  .داد انجام را HPLC قیمت گران و دقیق آزمون مثبت،
  
  ها مواد و روش-2
 تهیه و نمونه برداري برنج - 2-1

 بصورت و شهر سطح فروش مراکز از برنج نمونه 60 مجموعا
  سازي همگن  6872  شماره  ملی  استاندارد  هاي روش  با  و  تهیه  تصادفی

 استفاده تصادفی کاملاً برداري نمونه روش از تحقیق این در. شد
آلودگی اولیه ارزیابی یا جداسازي براي آزمونی گونه هیچ و شد

                                                           
5-Aspergillus ochraceus 
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 60 شامل تحقیق این آماري جامعه. نپذیرفت صورت قارچ به 
 برنج ها نمونه سوم دو که باشد می وارداتی و ایرانی برنج نمونه
  .بودند پاکستانی برنج انواع بقیه و ایرانی

  
 کشت قارچ- 2-2

هاي لازم، کشت روي  رقت اولیه و  سوسپانسیون  پس از تهیه
 حاوي آنتی بیوتیک کلرامفنیکل DG18١ عمومی کشت محیط
 درجه   25     دماي   در   روز  5  گذشت   از   بعد  ،پذیرفت  صورت
سازي  جهت خالص ،در پلیت ها  شده کشت هاي کلنی ،سلسیوس

براساس  ).9(استفاده قرار گرفتند ها مورد وسآسپرژیل شناسایی و
، رنگ، شکل کلنی و اسپرانژیوم، کونیدي خصوصیات ظاهري

 ظاهري، شکل براساس. شد انجام اولیه شناسایی میسیلیوم ساختار و
 2لبوله فلاووس درآسپرژیلوس که ها اسپور آرایش شکل و نوع از
 و باشد می منظم تقریباً و هم از جدا صورت به انتهایی کاملاً و
 سطح داراي و نامنظم صورته ب پارازیتیکوس آسپرژیلوس در

 رنگ همچنین. گردید استفاده شود می دیده دار کنگره و مشجر
 ابریشمی ظاهر با اي قهوه تا زرد فلاووس آسپرژیلوس در کلونی
 کروي ناصاف، تقریباً ضخیم دیواره با کونیدي هاي رشته داراي

 رنگ پارازیتیکوس پرژیلوسدرآس که حالی در باشد می بیضوي یا
 کونیدي و ابریشمی غیر ظاهرکاملاً با لجنی سبز تا سبز کلونی
 صورت  جداسازي  باشد می  خاردار  یا  دار تزئین  حاشیه  داراي
هاي تایید شده کشت خالص روي  سپس از کلنی ).7(پذیرفت
تا براساس تغییر رنگ محیط  گردید تهیه AFPA٣ کشت محیط

  .تري صورت پذیردکشت شناسایی به

                                                           
1-Dichloran 18% Glycerol Agar 
2- Lobulated Spore 
3-Asprgillus Flavous &Aspergillus Parasiticus Media 

 هاي جداسازي شده از قارچ DNAاستخراج - 2-3

  ،سازي شده هاي خالص اسپور قارچاز  DNA استخراجبراي 
به  25در دماي  وشد کشت داده  BHI 4بر روي محیط کشت 

  دقیقه،  در  دور  200  در  دادن  تکان  با  همراه  ساعت  48   مدت
میکرولیتر از سوسپانسیون  500 بعد مرحله در .شد گذاري گرمخانه

ها با  وش مبتنی بر تخریب دیوارهطبق ر DNAجهت استخراج 
C-TABها بوسیله کلروفرم  ترسیب پروتئین و حرارتی  شوك و ٥

 استخراجی DNA شستشوي). 10(گرفت  مورد استفاده قرار
  به تا پذیرفت صورت ایزوپروپانول و اتانول با  مرحله چند طی

 DNAکرد پیدا دست خالص و تکیفی با ایی. DNA  استخراجی
حل شد و یک شبانه روز در    TE 6بافردرصد 1/0 در محلول

دماي یخچال نگهداري شد تا از انحلال کامل آن اطمینان 
در  7PCR استخراج شده تا زمان انجام DNA .حاصل شود

  ).6(شدسلسیوس نگهداري  درجه 20منفی دماي 
  
  PCRازيواکنشهاي زنجیره اي پلیمر- 2-4
 براي دمایی شیب قابلیت با Bio Rad T-100 سایکلرترمال از

PCR فرایند تکرار با واسرشتگی دماي سازي بهینه شد استفاده 
PCRشدانجام. PCRهاي ژن aflR،ver 1   وITS هاي پرایمر با 

 هاي باز تعداد ها، پرایمر توالی 1 جدول در گردید انجام اختصاصی
 مورد مقادیر. است شده آورده سیتوزین گوانین درصد و آلی
 و ها پرایمر ذوب دماي اندازه، به توجه با ها محلول و مواد نیاز
 2 جدول در و شده سازي بهینه نهایی محصول اندازه بینی پیش
  زمان و چرخه مشخصات دستگاه، . است شده ارائه جزییات با

  .با جزییات ارائه شده است  3 جدول درلازم براي فرایند 

                                                           
4-Brain Heart Infusion Broth 
5-Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
6-Tris EDTA Buffer 
7-Polymerase Chain Reaction 
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 ITSو ver 1 و afl Rتوالی پرایمر ژن هاي   -1جدول 

GC percent Base number Sequence Primer 
50 24 5 GCCGCAGGCCGCGGAGAAAGTGGT 3 Ver1(forward primer) 
40 23 5 GGGGATATACTCCCGCGACACAGCC 3 Ver 1(reverse primer) 
60 24 5 TATCTCCCCCCGGGCATCTCCCGG 3 afl R  (forward primer) 
50 25 5 CCGTCAGACAGCCACTGGACACGG 3 afl R (reverse primer) 
60 20 5 TCCGTAGGTGAACCTTGCGG 3 ITS1 (forward primer) 
47 19 5 TCCTCCGCTTATGATATGC 3 ITS4 (reverse primer) 

  

 ITSو ver 1 و afl Rهاي  ژن PCRها براي  غلظت و مقادیر مواد و واکنشگر - 2 جدول

Reagent Final concentration Volume (ul) 
ver 1 aflR ITS 

DNA 10-50 ng 3 4 5 
Water -- 13.9 12.8 11.9 

PCR Buffer(10x) 1x 2.5 2.5 2.5 
MgCl2 (25 mmol/lit) 1.5 mmol/lit 1.5 1.5 1.5 
dNTP (10 mmol/lit) 0.8mmol/lit 2 2 2 

Forward Primer 0.8mmol/lit 1 1 1 
Reverse Primer 0.8mmol/lit 1 1 1 

Taq DNA polymerase (5U/ul) 0.5 unit 0.1 0.2 0.1 
 

 ITSو ver 1 و afl Rژن هاي   PCRو زمان هاي مورد نیاز  براي چرخه هامشخصات  - 3جدول

Steps ver1 aflR ITS 

Annealing 10 min in 95 °C 10 min in 95 °C 5 min in 95 °C 

Extension 30 sec in 95 °C 

30 sec in 59 °C 

60 sec in 72 °C 

30 sec in 95 °C 

30 sec in 60 °C 

60 sec in 72 °C 

45 sec in 94 °C 

45 sec in 61 °C 

60 sec in 72 °C 

Number of cycle 30 35 38 

Final elongation 3 min in 72 °C 3 min in 72 °C 3 min in 72 °C 
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  Bioافقی، برند  با استفاده از الکتروفورز PCR  تمحصولا
Rad مدل EH-1013 الکتروفورزژل  مشخصات .ندشد جداسازي 

با ولتاژ ثابت دستگاه و  TBE١در بافر  آگار یک درصدشامل 
محصول  ).8(ساعت راه اندازي شد ولت و زمان یک 100

PCR 500 ژن براي   نوکلوتیدي    600   تا afl R1  نوکلوتیدي  200و
وسیله ه تعیین توالی ب .باشدانتظار میمورد   ver 1براي ژن 
توسط دستگاه  ITS توالی  PCR محصولات روي سیناژن شرکت

DNA Analysis AB Science و مقایسه در  انجام شد
ي تایید روش برا .صورت پذیرفت NCBI2بانک ژنی مرکز 
از   ver 1و  aflRبر حضور دو ژن گذاري مولکولی و صحه

عنوان محصول اصلی این ه ب گیري آفلاتوکسینروش اندازه
 گیري اندازه .شد تفادهاس HPLC و ایمونوافینیتی ستون وسیله هب ها، ژن

آفلاتوکسین در کشت خالص قارچهاي جداسازي شده پس از 
درجه سلسیوس طبق استاندارد  25 دماي در گذاري گرمخانه روز 7

بعد از  :گردیدبه شرح زیر انجام   6872ملی ایران به شماره 
با منافذ عبور از الک ،  کامل سازيها و همگنآسیاب نمونه

صورت  هامینان از خرد شدن کامل دانههت اطج میکرون 850
مقدار مشخصی از نمونه توزین و بوسیله حلال  سپس. گرفت

مقدار با عبور  بعد از رقیق سازي، .مناسب استخراج انجام شد
هاي آفلاتوکسین مخصوص افینیتیستون ایمیونو ازعصارهمعینی
در پایان با ). 14(فرایند تخلیص صورت پذیرفت Gو Bگروه 
انجام نهایی  تعیین مقدار هاي کاري،ها و استانداردنمونهتزریق 
  .شد
 
  و بحث نتایج -4
 نوع 20شد، انجام ها آن روي جداسازي فرایند که اي نمونه 60از

 فلاووس آسپرژیلوس مشابه مورفولوژیک خصوصیات با قارچ
 تأیید، فرایند که بودند شناسایی قابل پارازیتیکوس آسپرژیلوس و
 حضور. گرفت صورت AFAP اختصاصی یطمح روي کشت با
 دیده هم محققین سایر هاي جداسازي بیشتر در غالب گونه دو

                                                           
1- Tris-borate-EDTA 
2 -National Center for Biotechnology Information 

 دهنده نشان ،سم مولد هاي قارچ نوع این گسترش و است شده
 بخش در. باشد می محیطی شرایط با هاگونه این تطبیق اییتوان
 متوجه  ver1 و aflR هاي ژن PCR انجام با مولکولی تأیید
 مورد هاي ژن فاقد شده جداسازي هاي سویه از مورد سه شدیم
 حذف مطالعه بعدي هاي فرایند از اساس این بر و بودند نظر
 اصلی خصوصیات تقریباً شده حذف هاي جدایه از یکی. شدند

 امر این بود دارا را فلاووس آسپرژیلوس گونه مورفولوژیک
 اساس بر شناسایی و جداسازي که است موضوع این مبین
 و کامل ولی باشد هزینه کم و راهگشا شاید مورفولوژي شرو
 و دقت با تواند می ژنی ارزیابی مولکولی روش و نیست دقیق

قرار  استفاده مورد زا توکسین هاي گونه تأیید در بالا حساسیت
 و رشد حال در سرعت به مولکولی هاي روش اکنون هم .گیرد
 تجهیزات و کیت تولید هاي شرکت و دانشمندان توسط توسعه
 در همکاران و مباشر توسط قبلی تحقیقات به توجه با .دنباش می
  غلات بیشتر در آفلاتوکسین سم مولد غالب گونه دو 2013 سال
 کمتر فراوانی با و فلاووس آسپرژیلوس  جو  و گندم جمله از

 نتایج هم تحقیق حاضر در باشد،می پارازیتیکوس آسپرژیلوس
 در همکاران و تاتانا تحقیقات در ).11(آمد دسته ب مشابهی
جداسازي و  از آسپرژیلوس جدیدي کاملا گونه ، 2017 سال

 باشد؛می غلات در آفلاتوکسین تولید قادر به شد که شناسایی
ها آفلاتوکسیناست   قادر   و    بوده   3کوروجنسیس  آسپرژیلوس  گونه  این

-گونه خاص، شرایط در بنابراین. کند تولید را B,G گروه ي

 غلات در آفلاتوکسین تولید در سهمی توانندمی هم دیگر هاي
ها که فقط آفلاتوکسین برخی از گونه). 13(باشند داشته

B1,B2 اند آسپرژیلوس فلاووس هستند و کرده را تولید
-کرده   تولید را آفلاتوکسین سم نوع هایی که هر چهار قارچ

). 1(هستند 4سپرژیلوس نومیوسیا آپارازیتیکوس  آسپرژیلوس اند،
هاي جدا شده از میان سویه

درصد آسپرژیلوس  7/17 تنها و فلاووس آسپرژیلوس درصد 5/70
ها توان تولید آفلاتوکسینباشند و بقیه جدایهپارازیتیکوس می

                                                           
3- Aspergillus Chorogensis  
4 -Aspergillus Nomius 
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 آسپرژیلوس گونه دو داد نشان توالی تعیین نتایج .را نداشتند 
 دارند حضور برنج در پارازیتیکوس آسپرژیلوس و فلاووس

 در ردیابی براي اختصاصی کد و تطابق میزان ها، گونه شناسه 
. است شده داده نشان 4 جدول در ژنی بانک و NCBI سایت
 ها آن شناختی ریخت و خالص هاي کشت مطالعه با ها یافته این
 ثانویه هاي متابولیت روي از همچنین. گرفت قرار تأیید مورد
ه ب که) B ،Gهاي  آفلاتوکسین( گونه دو این توسط شده تولید
 مولکولی جداسازي نتایج بودند شده گیري اندازه HPLC وسیله
 تنها فلاووس آسپرژیلوس گونه که ترتیب بدین گردید تأیید
 HPLC آنالیز در که دارد را  B گروه هاي آفلاتوکسین تولیدتوان

 زیتیکوسپارا آسپرژیلوس براي  و  شد  دیده B1، B2سم دو فقط
 B1،2 هاي آفلاتوکسین شامل B ،G سم  گروه دو پارازیتیکوس

B، G1 ،  G2  دستگاهی   تجزیه  نتایج  ).13،2(شدند  دیده
 پارازیتیکوسآسپرژیلوس  به مشکوك هاي  سویه از سویه سه داد نشان
ترتیب  و بدین باشندرا دارا می آفلاتوکسین سم نوع 4 هر تولید توان
توسط B1,B2,G1,G2  هاي آفلاتوکسین  تولید  که  جا  آن از

که  احتمال این، )12(شودپارازیتیکوس انجام می آسپرژیلوس
هاي جداسازي شده آسپرژیلوس پارازیتیکوس باشند را سویه

   .نمایدتقویت می

  
  و مقایسه با بانک ژنی ITS هاي شده بر اساس توالی هاي جداسازي مشخصات گونه - 4جدول 

 شماره اختصاصی سویه  جنس و گونه  )درصد(میزان تطابق   ه توالیشناس  ردیف

1  TS-1 13/99  آسپرژیلوس فلاووس  MG430332.1  

2  TS-5  100  آسپرژیلوس پارازیتیکوس  MH937579.1  

  

  

  B1,B2,G1,G2هاي  زمان ماند براي آفلاتوکسین:  B,G هاي کروماتوگرام آفلاتوکسین -1شکل 
  

FU
(Flourecent U

nit) 



  73  ..گونه شناسایی    و ver1و aflR هاي ژن ردیابی اساس بر آفلاتوکسین سم مولد هاي گونه جداسازي    حامد فراجی و همکاران               

  ver 1 , afl R  لکولی حضور ژنهاي اختصاصیوهاي م آزمون

آفلاتوکسین  تولید به قادر  HPLC روش توسط که هایی نمونه تمام در
در همان سه مورد که تولید سم دیده نشده بود  کرد تایید بودند
کنترل  .نشدند  دیده  هم  آفلاتوکسین  بیوسنتز  اختصاصی  هاي ژن

گیري اندازه  و  PCR  مولکولی  هاي آزمون  نتایج  براي  مثبت
با شماره  خالص فلاووس آسپرژیلوس با سویه قارچ آفلاتوکسین
کلکسیون قارچ  مرکز شده ازتهیه PTTC No: 5018 شناسایی

 )4(.شد انجامو باکتري ایران 

  

  
 

  
 باز 500-600با اندازه  ver1ژل الکتروفورز محصول ژن  -2شکل 

  
 گیري نتیجه-4

گزارش سازمان غله ایران در  جائی که بر اساس آخرین از آن
ر کیلوگرم براي ه 40، مصرف سالانه برنج نزدیک 1400سال

بر . باشد، کنترل کیفیت در این محصول بسیار مهم استنفر می

 aflR ,ver 1 شناسایی دو ژناساس، با توجه به دقت بالاياین

هاي کشت  هزینه در مقایسه با روش کم سریع وبه عنوان روشی 
هاي گونهجداسازيجهتتواند میقارچ،مورفولوژیک شناساییو

دوگونه مولد آفلاتوکسین. باشدثرموخوبی بهآفلاتوکسین، مولد

Ladder 
100bp 

Test samples Negative 
control 

500-600bp 
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مطابقت  هاي شایع در سایر غلات جداسازي شده کاملا با گونه 
ها گسترش بسیار زیادي دارند  دهد این گونه دارند و نشان می

کنترلی  از فرایندهايمهمتربسیارابتداییمراحلاز آلودگیوکنترل
ول، باشد تا ضمن حفظ سلامت محص در انتهاي عرضه برنج می

انجام مطالعات بر . از مصرف مواد نگهدارنده جلوگیري شود
هاي  ي فراوردهروي مراحل مختلف از ابتداي تولید تا عرضه

پرمصرف مانند برنج براي ارائه محصولات سالم وطبیعی غذایی
  .گرددپیشنهاد می

 
 سپاسگزاري-5

این تحقیق با حمایت مالی موسسه علوم تحقیقاتی امین آزماي 
  .و دانشگاه آزاد اسلامی واحد شیراز انجام شده استشرق 
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Abstract 
 Rice is an important cereal and also one of the essential sources of energy in the world and 
especially in the eastern world. Because of nutritional value and relative humidity, rice is 
certainly exposed able to contamination with molds. Aflatoxin is a type of secondary metabolites 
and one of the most dangerous and important fungal toxins. Aflatoxigenic Aspergillus species 
can be very terrible in cereal and dried fruits. Aspergillus flavous and A.parasiticus are two 
famous and most known species responsible for the contamination of food and feed stuff. 
Culturing and morphological characteristics were used in identification and isolation of 
Aspergillus isolates. Then molecular evaluation of the gene involves in the aflatoxin biosynthesis 
process was done by PCR. ver 1, aflR are structural and regulatory gene that has a critical role in 
aflatoxin producing system. Toxin production of isolated species gets confirmed by HPLC and 
Immunoaffinity column method. Results showed 20 samples of 60 have aflatoxigenic fungi. 2 
types of fungi with similar morphological characteristics of Aspergillus flavous and A. 
parasiticus were identified and cultured on AFPA (specific culture media) for verification. PCR 
molecular test and cultural morphology were accepted by together in 90 percent of samples. In 3 
cases aflR, ver 1 was not detected that HPLC method was approved too. Results shows PCR of 
critical gene of aflatoxin biosynthesis like aflR, ver 1 can be recommend as a good method for 
confirm of toxigenic aspergillus species. ITS sequencing showed that Aspergillus flavus 
Accession No MG430332.1 and Aspergillus parasiticus Accession No MH937579.1 are 
predominant in rice. It is recommended to study the species that produce ochratoxin (another 
important mycotoxin) in rice and other cereals. 
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