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 چکيده
 .دارداي در سبد غذایي مردم جهان ارزش غذایي بالا و خـواص دارویـي جایگاه ویژها ب( Agaricus bisporus)اي سفید قارچ خوراکي دکمه

باکتریایي  جداسازي عوامل بیماري و براي علائم داراي هايقارچ از البرز خوراکي در استان قارچ ايقهوهلکه بیماري باکتریایي عوامل بررسي  براي
 زابیمــاري جدایــه ۱9 آمد که دستبه باکتریایي جدایه 6۱آلوده هاي نمونه از. شد  بردارينمونه  سالمهاي  قارچ  از  ايقهوهبیماري لکه  علیه  بیوکنترل
جدایــه  9 ســالم يهــااز قــارچ خــوراکي شــدند.  قــارچ  پایــه  وکلاهــ     ســ    در  ايقهوه  هايلکه  و  فرورفته  و  بزرگ  هايلکه  ایجاد  سببو    بود

هــاي فیتــاز، پروت ــاز، لیپــاز، لســیتیناز، هورمون اکسین، سیدروفور و آنــزیم تولیدها، بازدارندگي جدایه توان  جدا شد و جهت ارزیابي  زاغیربیماري
بــر . شــدانجــام مولکــولي و بیوشیمیایيهاي آزمون زي بازا و درونهاي بیماريجدایه شناسایي. بررسي شد زيدرونچهار جدایه  سلولاز و کیتیناز

و   Klebsiellaو Pseudomonas،Chryseobacterium ،Ewingella، Brucellaهــاي هــاي بیمــارگر در جــن باکتري  16S rDNAاساس تــرادت تــوالي
 .بودند Bacillus velezensis ،Kocuria rhizophila ،Bacillus altitudinis,Bacillus wiedmanniiهاي زي گونههاي درونباکتري

 Pseudomonas tolaasiiاي، لکه قهوه قارچ خوراکي، کليدي: هايواژه
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Abstract 

White button mushroom (Agaricus bisporus) has a special place in the food basket worldwide because of its high nutritional value and 

medicinal properties. To identify bacterial species associated with brown spot disease of edible mushrooms symptomatic samples were 

collected from Alborz province farms. Moreover, healthy mushrooms were sampled to isolate biocontrol bacterial agents. Sixty-one bacterial 

isolates were isolated from symptomatic samples among which 19 isolates induced wide, watery and sunken spots on the surface of the cap 

and necrosis of the middle part and the base of edible mushroom. Nine non-pathogenic isolates were isolated from healthy mushrooms 

among which four isolated were selected for auxin hormone, siderophore and production of phytase, protease, lipase, lecithinase, cellulase 

and chitinase enzymes production assays. Biochemical and molecular tests were performed to identify pathogenic and endofungal bacteria. 

Based on the 16S rDNA sequence analysis isolates were classified into the pathogenic genera including Pseudomonas, Chryseobacterium, 

Ewingella, Brucella and Klebsiella and endofungal species including Bacillus velezensis, Kocuria rhizophila, Bacillus wiedmannii. 
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 مقدمه 

مهم قارچ پروت یني  محصولات  از  یکي  خوراکي  هاي 

براي قرن که  بودههستند  بشر  از رژیم غذایي    و   اندها قسمتي 

ویتامین آمینه،  اسیدهاي  از  بعضي  براي  عالي  مواد  منبع  و  ها 

هستند تغییرات  باکتري  (Tao et al., 2006).   معدني  و  ها 

توانند در طول ها ميهاي تولیدي آنبیوشیمیایي ناشي از آنزیم

قارچ   .(Jiang et al., 2012)نگهداري موجب فساد قارچ شوند  

بیشترین س   زیرکشت قارچ خوراکي در ایران  اي سفیددکمه

دادهبهرا   اختصاص  (. Farsi & Pourianfar, 2011)   است خود 

تولید حدود   با  هفتم    ۱۸۰ایران  رتبه  قارچ  تن محصول  هزار 

داراست  را  جهان  قارچ  (FAO, 2021)  تولید  حاضر  حال  در   .

شود و استان البرز  هاي کشور تولید ميخوراکي در اکثر استان

هاي بزرگ تولید قارچ در کشور است. با وجود  یکي از ق ب 

این   تولید  ارزشمند  محصول  این  غذایي  و  اقتصادي  ارزش 

  هایي میزان تولید آن دچار مخاطراتي از جمله بیماري محصول و  

قهوه لکه  است  مانند  باکتریایي  این (Gea et al., 2005)اي   .

مراحل  بیماري   ذخیرهدر  بحث  در  هم  و  باعث  تولید  سازي 

کاهد و آن را براي  پسندي آن مي تخریب بافت قارچ شده، از بازار 

. بیماري لکه (Cole & Skelrop 1986)  سازد مصرت نام لوب مي 

زخمقهوه ایجاد  باعث  قهوهاي  و  هاي  تیره  در  اي  فرورفته 

بازاریابي    شود که محصول را غیرقابل کلاه  یا ساقه قارچ مي 

شکل اپیدمي  ها به  نماید. گاهي بیماري ناشي از این باکتريمي

مي  و  آمده  و  در  گسترش  دیگر  کشت  به  کشت  ی   از  توانند 

کنند   پیدا  در (Navarro et al., 2018 & Sivanesan, 2003)انتشار   .

عامل   باکتري  اصلي  ابتدا  بیماري    Pseudomonas tolaasiiاین 
اما با    (Palleroni, 1993& Tolass, 1915& Pain,1919) معرفي شد

گونه بیشتر،  جن   م العات  از  دیگري  یا   Pseudomonasهاي 

ها عامل این بیماري معرفي شدند. هاي دیگري از باکتريجن 

باکتري این  جمله  مياز  بهها   ، P. agarici  ،P. costantini  توان 
P. reactans  ،Pontoea    وSerratia  ( کرد    .Munsch et alاشاره 

.2002; Godfrey et al. 2001; Iacobellis and Lo Cantore 2003; 

Abuzaid et al., 2012; Osdaghi et al., 2020 .) 

بیماري   ایجادکننده  این تحقیق شناسایي عوامل  از  هدت 

دلیل  بهاي باکتریایي در قارچ خوراکي بود. از سویي  لکه قهوه

زا در بستر قارچ خوراکي مستلزم این که کنترل عوامل بیماري

این   سلامت  کار  این  و  است  زیادي  بسیار  سموم  مصرت 

را   مهم  م العه شناسایي  مخاطره ميبهمحصول  این  در  اندازد. 

اي  عوامل بیوکنترلي باکتریایي نیز براي کنترل بیماري لکه قهوه

 باکتریایي بررسي شده است.  

 

 ها مواد و روش

 برداري و جداسازي نمونه 

هاي داراي علائم از قارچ  ۱۳99در پاییز و زمستان سال  

قهوه تا  کرم  از  بافت  رنگ  تولید  تغییر  خط  از  سیاه،  و  اي 

مهرشهر  سالن راژفدک  قارچ خوراکي شرکت  تولیدکننده  هاي 

نمونه البرز  استان  نمونهدر  شـد.  آلودهبرداري  در    هاي 

دانشگاه  پاکت  بیولوژی   کنترل  آزمایشگاه  بـه  کاغذي  هاي 

از  جداسازي  شدند.  منتقل  کرج  طبیعي  منابع  پردی   تهران 

لکهقارچ با  قهوه  هايهاي  تا  س    کرم  روي  سـیاه  و  اي 

انجـام   سـاقه  و  )کلاه   . (Hamidizadeh et al., 2020شد 

محلـول   در  و  جـداسازي  آلـوده  و  سـالم  مرز  از  ق عاتي 

سدیم   شـدند.    ۰/ ۵هیپوکلریت  سـ حي  ضـدعفوني  درصـد 

آب   در  سترون،  مق ر  آب  با  وشو  شست  از  پ   ق عات 

دقیقه، ی  ق ره از سوسپانسیون   ۳۰سترون خرد شدند. بعد از 

بي بهحاصل   کینگز  کشت   محیط  در  سترون  لوپ    کم  

(King’s B)   ۲6هاي پتري سه روز در دماي  کشت شد. تشت  

پرگنه ت   سپ   شدند.  نگهداري  سلسیوس  روي    هادرجه 

 سازي و تکثیر شد. محیط آگار غذایي خالص

عدد قارچ که    ۵۰هاي اندوفیت  جهت جداسازي باکتري

  از نظر ظاهري سالم و داراي کیفیت بالایي بودند، از خط تولید 

شد. سپ  کلاه     آوري جمع فلش ی  شرکت راژفدک مهر شهر  

هاي قارچ به ق عات کوچ  و مساوي تقسیم شده و  ساقه  و 

دقیقه ضدعفوني شده   ۳در هیپوکلریت سدیم ی  درصد براي  

مرحله با آب مق ر سترون شستشو و بعد از خش  شدن    ۳و  
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قرار داده  (  Nutrient agar) (NAمغذي )  ر آگا روي محیط کشت 

لیتر آب  میلي  ۵۰شدند. در روشي دیگر ی  گرم از قارچ در  

دقیقه قرار   ۳۰مدت  بهریخته شد و روي شیکر  سترون  مق ر  

هاي مختلف  (. سپ  غلظت Hamidizadeh et al., 2020گرفت )

تا  به و  تهیه شد  آوردن رقت  بهروش سري رقت   ۱۰-۵دست 

از  ق ره  ی   پاستور  پیپت  از  استفاده  با  سپ   یافت.  ادامه 

  NAروي محیط کشت    ۱۰-۵و    ۱۰-6هاي  سوسپانسیون با رقت 

صورت مخ ط بهطور جداگانه ریخته شد و با لوپ سترون  به

درجه سلسیوس براي مدت    ۲6کشت و به انکوباتور با دماي  

ویژگي بررسي  از  پ   شد.  نگهداري  روز  فنوتیپي  پنج  هاي 

پرگنهجدایهمتفاوت،   بین  از  نظر  مورد  و  هاي  انتخاب  ها 

خالص سازي شدند و براي انجام مراحل بعدي در آب مق ر 

شدند  نگهداري  سلسیوس  درجه  پنج  دماي  در  و  سترون 

(Schaad et al., 2001.) نمونه نگهداري همچنین  براي  ها 

گلیسرول   در  مدت  فریزر    ۱۵طولاني  در  درجه    -۷۰درصد 

 سلسیوس نگهداري شدند.

  هاهاي محلول سلولي باکتري الکتروفورز پروتئين 

پلي اکریل  هاي استخراج شده در ژل  الکتروفورز پروت ین

و   لاملي  شده  اصلاح  روش  مبناي  بر  عمودي  تخت  آمید 

انجام شد. در این روش، ژل جدا کننده پاییني  (  ۱9۷۰استنلي )

با    ۱۲با غلظت   بالایي  کننده  متراکم  آمید و ژل  اکریل  درصد 

اندازه   غلظت پنج درصد اکریل آمید تهیه شد. داخل تان  به 

نحوي که ژل کاملاً با بافر تماس داشته  بهکافي بافر ریخته شد. 

  ۴۰باشد. پ  از تهیه ژل، توسط سرنگ انسولین از هر نمونه  

کم   بههاي ژل ریخته شد و الکتروفورز  میکرولیتر در چاه 

انجام شد۱۰۰ جریان تان   بافر  ثابت در  پ     .ولتي و جریان 

ساعت هنگامي که رنگ برم فنل بلو به دو  ۱۲از گذشت حدود 

ها متري انتهاي ژل رسید، از منبع تغذیه جدا شد. شیشهسانتي

رنگ  محلول  در  و  شده  جدا  دستگاه  شد.  از  داده  قرار  آمیزي 

رنگ  ۲۴مدت  بهسپ    محلول  در  درصد   ۱/ ۰آمیزي  ساعت 

سرعت   با  شیکر  روي  بلو  برلیانت  در    ۳۰-۴۰کوماسي  دور 

از محلول رنگ خارج و در دقیقه رنگ آمیزي شد. سپ  ژل 

بري روي شیکر براي ی  ساعت قرار داده شد.  محلول رنگ

از رنگ استی   ژل پ   اسید  به محلول  نگهداري  بري جهت 

شد    ۱۰ نگهداري  یخچال  در  و  منتقل   Rodrigues)درصد 

Navvaro et al., 2000 .) 

 زایي آزمون بيماري 

بیماري آزمون  کلاه جهت  از  ی   زایي  و  سالم  هاي 

دکمه خوراکي  قارچ  سالمدست  سفید  شد.    اي  استفاده 

تأمین کلاه  براي  شدند.  داده  قرار  سترون  ظرت  در  ها 

میکرولیتر آب مق ر سترون روي کاغذ صافي   ۱۰۰رطوبت مقدار 

کشت تازه   CFU mL    ۸۱۰-1شد. سپ  از سوسپانسیون    ریخته 

از جدایه مقدار  هر ی   قارچ    ۳۰ها،  کلاه   روي  میکرولیتر 

به  ظرت  درب  و  شد  داده  در قرار  و  مسدود  پارافیلم  وسیله 

مدت چهار تا پنج روز نگهداري بهدرجه سلسیوس    ۲۸دماي  

با شاهد  آلودگي در مقایسه  تغییر رنگ و ظهور علائم  شدند. 

( شد  سترون Akhlaghi et al., 2016بررسي  مق ر  آب  از   .)

 .(Khabaz Jolfaei et al., 2002عنوان شاهد استفاده شد )به

 هاي فنوتيپي و بيوشيميایي بررسي ویژگي 

بیوشیمیایي  ویژگي و  فیزیولوژیکي  مورفولوژیکي،  هاي 

بیماريتمامي جدایه رنگدانه  هاي  تولید  آزمون  بررسي شد.  زا 

و همکاران   Schaad ، به روش  King’s Bفلورسنت روي محیط  

( سه درصد به  KOH(، آزمون گرم با حلالیت در پتاس )۲۰۰۱)

(، آزمون رشد هوازي و بي ۱9۸۲و همکاران )  Suslowروش  

( و آزمون سیترات بر  ۱9۵۳) Leifsonو    Hughهوازي به روش  

( انجام پذیرفت. آزمون اکسیداز با  ۲۰۰۵)  Harlyاساس روش  

گستره دادن  به  قرار  آغشته  صافي  کاغذ  روي  باکتري  از  اي 

دي  آمین  دي  پارافنیل  تترامتیل  درصد  ی   محلول 

(. آزمون خط سفید بر  Kovacs, 1956هیدروکلراید انجام شد ) 

 ( انجام شد.۱99۲و همکاران ) Rainey اساس روش 

 ها و فراوانيشناسایي مولکولي جدایه 

شد. DNA استخراج   انجام  قلیایي  لیز  روش  به  ژنومي 

ژن   و  جدایه   16S rRNAسپ   تکثیر  شده  انتخاب  هاي 

کننده  توالي رمز  ژن  تکثیر  براي  شد.  از    16S rRNAیابي 
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-10F  (5′-TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGآغازگرهاي  

1507R   (5′-TACCTTGTTACGACTTCACCCCAG-3′  )و  (  ʹ3

(O'Neillet al., 1992  )  .اي پلیمراز  واکنش زنجیره اسـتفاده شـد

(PCR  در حجم )پیکومول از   ۱۰میکرولیتر و غلظت نهایي    ۲۰

آغازگرها،   از  کدام  واکنش  میکرولیتر    ۱۰هر  مخلوط 

(Ampliqon, Denmark  )2x Master mix RED       و دو میکرولیتر

ترموسایکلر    DNAاز   دستگاه  در  واکنش  شد.  انجام  ژنومي 

( واسرشتهEppendorf, Germanyاپندورت  شد.  انجام  سازي  ( 

مدت پنج دقیقه صورت  بهسلسیوس    درجه  9۵اولیه در دماي  

ژنومي در  DNAسازي چرخه شامل واسرشته ۳۰گرفت. سپ  

مدت ی  دقیقه؛ اتصال آغازگرها  بهسلسیوس،    درجه  9۵دماي  

مدت ی  دقیقه؛ بهسلسیوس،   درجه  ۵9به رشته الگو در دماي  

مدت دو  بهدرجه سلسیوس    ۷۲گسترش رشته جدید در دماي  

نهایي در دماي   پایان گسترش  انجام شده و در    درجه   ۷۲دقیقه 

 (.  Rademaker et al., 1997) مدت پنج دقیقه انجام شد  به سلسیوس  

بافر بارگذاري مخلوط و    PCRمحصول   با دو میکرولیتر 

ها در ، نمونـهTBEی  درصد در بافر     پ  از تهیة ژل آگارز

دستگاه  چاه  شدند.  بارگذاري  تأمین  ها  منبع  به  الکتروفورز 

ثابت   با ولتاژ  با  ولت متصل شـد. رنگ  ۸۰نیروي برق  آمیزي 

استفاده از محلول اتیدیوم بروماید با غلظت ی  میلي گرم در  

برداري در (. عک  Sigmon & Larcom, 1996لیتر قرار گرفت )

 انجام شد.   Gel document (Uvitec/DM 500)دستگاه  

انجام توالي ایران(  )تهران،  پیشگام  شرکت  توسط  یابي 

ق عات فایل  دریافت  از  بعد  شده،   تعیین DNA شد.  توالي 

توالي به  مربوط  افزار  کروماتوگرام  نرم  از  استفاده  با   Proها 

Chromas    افزار  ۱.۷.6نسخه نرم   ۵.۰۱نسخه     Editseq و 

ویرایش   Bioedit v7.0.5.3 مشاهده و با اسـتفاده از نـرم افــزار

بان  ژن   در  )   BLASTو  توالي  Altschul et al., 1997شدند   .)

برنامه  با  پایگاه   BLAST حاصل   Basic Local Alignmentدر 

Search Tool)    اطلاعاتي NCBI  جدایه سایر  شده  با  ثبت  هاي 

توالي ارزیابي  براي  شد.  بررسي  و  نوکل وتیدي  مقایسه  هاي 

تبارزایي متعلق به جدایه تبارنماي  هاي مورد بررسي و ترسیم 

(.  Kumar et al., 2018استفاده شد )  MEGAXافزار  ها، از نرمآن 

  ها و ارزیابي توالي نوکلوتیدي در نهایت براي تجزیه و تحلیل داده 

جدایه ژني  تبارنواحي  ترسیم  و  مختلف  آن هاي  از نماي  ها 

 (.Saito and nie, 1987استفاده شد ) Neighbor-Joiningروش 

 

 نتایج

 شناختي  برداري و علائمنمونه 

نمونه با علائم تغییر رنگ   ۷۵،  ۱۳99در پاییز و زمستان  

قهوه و علائم  )به روي کلاه   که  اي شدن  درصد    ۲۰طوري 

سفید  کلاه  یا اندام کلي قارچ را فرا گرفته باشد( روي قارچ  

از خط تولید شرکت راژفدک مهرشهر واقع در استان    ايدکمه

لکه زرد و  البرز )مهرشهر کرج( جمع آوري شد. علائم شامل 

هاي وسیع  لکه  هاي جانبي و س   کلاه ،فرورفته در حاشیه

لکهقهوه کلاه ،  س    در  فرورفته  و  آبکي  و  ریز  اي  هاي 

اي روي کلاه ، نکروزه بخش میاني و  سوزني شکل و قهوه

لکه ت   قارچ،  کلاه   روي  پایه  بزرگ  و  رنگ  سیاه  هاي 

لکه  و  خوراکي  قارچ  کلاه   قهوهس    ریز  رنگ هاي  اي 

 (.۱روي کلاه  قارچ بودند )شکل  
 

 

 
آوري شده هاي جمععلائم مختلف لکه باکتریایي روي نمونه -1 شکل

فرورفته  اي و آبکي و  هاي وسیع قهوه( لکهGو  A ،B ،Dقارچ خوراکي )
  ( نکروزه بخش میاني و پایه کلاه  قارچ،Cدر س   یا حاشیه کلاه ، )

(E  وFلکه )اي رنگ روي کلاه  قارچ هاي ریز قهوه 
Fig. 1. Different symptoms of bacterial spot on collected edible 

mushroom samples (A, B, D, G) wide brown and watery and sunken 
spots on the surface or margin of the cap, (C) necrosis of the middle 

part and the base of the mushroom cap, (F, E) small brown spots on 

the mushroom cap 



 95  1403شهریور ، 1، شماره 92هاي گياهي: جلد آفات و بيماري 

 جداسازي 

باکتري اولیه  سوسپانسیون  کشت  از  پ   روز  و  سه  ها 

پرگنه در  ها، کشت مجدد و خالصظهور  انجام شد. و  سازي 

تعداد   نمونه  6۱نهایت  از  به جدایه  آلودگي  داراي علائم  هاي 

قهوه لکه  خوراکي  بیماري  قارچ  روي  آمد.  بهاي  دست 

باکتريپرگنه این  رنگهاي  داراي  سفید  ها  کدر،  سفید  هاي 

رنگ روغني، زرد براق، زرد روشن، نارنجي براق، شیري تا بي

بودند شفات  بافت   9علاوه  به  .و  از  قارچ  جدایه  سالم  هاي 

به باکتريخوراکي  این  آمد.  پرگنهدست  داراي  به  ها  هایي 

 هاي شیري، سفید شفات، نارنجي و کرم بودند. رنگ

 زایي  بيماري  آزمون 

به  6۱از   نمونهجدایه  از  آمده  خوراکي  دست  قارچ  هاي 

قهوه لکه  علائم  خوراکي    ۱9اي،  داراي  قارچ  روي  جدایه 

براي  بیماري که  بودند  آزمونزا  و  انجام  بیوشیمیایي  هاي 

روي  علائم  گرفتند.  قرار  بررسي  مورد  مولکولي  شناسایي 

باکتريقارچ با  شده  تلقی   بیماريهاي  صورت  بهزا  هاي 

رفته  و  صورت فربهاي تا سیاه و در برخي موارد  هاي قهوهلکه

بیماري بروز  علائم  شدت  شد.  مشاهده  چروکیده  در و  زایي 

زمان    ۱9این   قارچ خوراکي و همین طور مدت  جدایه روي 

ساعت متفاوت    ۴۸تا    ۲۴لازم براي بروز علائم روي قارچ از  

 (. ۲بود )شکل  

 

 
زا روي قارچ  هاي باکتري بیماريزایي جدایه بیماريآزمون   -2شکل 

هاي بدون علائم و  ( باکتريB( شاهد )آب مق ر سترون(، )A،)خوراکي

(C باکتري )زنيداراي علائم بیماري در محل مایهزا مثبت هاي بیماري 

Fig. 2. Pathogenicity test of pathogenic bacteria isolates on edible 

mushrooms, (A) control (sterile distilled water), (B) bacteria without 

symptoms and (C) positive pathogenic bacteria with disease 

symptoms at the inoculation site 

 هاي محلول سلولي الگوي پروتئين 

هاي  از کلاه  و ساقه قارچ  جدایه باکتري جدا شده   9از  

شد.   مقایسه  و  استخراج  محلول سلولي  پروت ین  سالم،  خوراکي 

هاي محلول در  ها از نظر الگوي پروت ین که جدایه  نتایج نشان داد 

گرفتند.  قرار  بین   چهار گروه  از  بر اساس    9چهار جدایه  جدایه 

پروت ین   استخراج  آزمون  در  پروت یني  باندي  الگوي  تفاوت 

باند انتخاب شدند. گروه  قرارگیري  بر اساس  پروت یني  بندي  هاي 

  A  هاي هم گروه شامل ترتیب گروه و جدایه به در ژل اکریلامید  

(EMJ45    وEMJ2،)B   (EMJ43،)C   (EMJ40    وEMJ50و )D  

(EMJ52  ،EMJ48  ،EMJ1    وEMJ47  از بودند.  ی   (  گروه  هر 

هاي بیوشیمیایي مربوط به توانایي تولید  نماینده براي انجام آزمون 

مکانیسم متابولیت  به  مربوط  شناسایي  هاي  و  بازدارندگي  هاي 

هاي محلول سلولي  نتایج الگوي پروت ین  مولکولي انتخاب شدند. 

قارچ جدایه  ساقه  و  کلاه   از  شده  جدا  باکتریایي  هاي  هاي 

اي از  و نمونه   ۱خوراکي آلوده در ژل پلي اکریل آمید در جدول  

 نمایش داده شده است.   ۳ژل اکریل آمید این آزمون در شکل  

متابولیت  تولید  بعدي  گام  مکانیسمدر  در  مؤثر  هاي  هاي 

مورد   آزمایشگاه  شرایط  در  جدایه  چهار  این  بازدارندگي 

 بررسي قرار گرفت. 

 

 
 

هاي جداسازي شده از قارچ هاي محلول باکتريپروت ین الگوي -3شکل

( پ  از الکتروفورز در ژل اکریل آمید و  Agaricus bisporus) خوراکي

 آمیزي با استفاده از کوماسي بلو رنگ 

Fig. 3. Protein pattern of soluble proteins of bacterial strains isolated 

from Agaricus bisporus after polyacrylamide gel electrophoresis 

separation and staining Coomassie Brilliant Blue 
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 هاي جدا شده از قارچ خوراکي باکتري بنديگروه -1جدول 

 (Agaricus bisporus بر اساس الگوي باندهاي پروت ین ) هاي محلول سلولي 
Table 1. Grouping of bacteria isolated from Agaricus bisporus based 

on the pattern of cellular soluble protein bands 

Isolates with similar pattern of 

cellular soluble protein bands 

Grouping based on the pattern 

of cellular soluble protein bands 

EMJ2, EMJ45 A 

EMJ43 B 

EMJ40, EMJ50 C 

EMJ1, EMJ47, EMJ48, EMJ52 D 

 

 هاي فنوتيپي و بيوشيميایي ویژگي

روي   فنوتیپي  بیماري  ۱9م العات  چهار  جدایه  و  زا 

 ( منتخب  از  EMJ52و    EMJ40  ،EMJ43  ،EMJ45جدایه   )

پروت ین  اندوفیت هاي  باکتري باندي  الگوي  اساس  هاي  )بر 

آزمون در  شد.  بررسي  مکانیسممحلول(  به  مربوط  هاي  هاي 

هاي اندوفیت جداسازي شده، نمونه بیوکنترلي در مورد جدایه

EMJ45    ،طوري که در  بهبهترین فعالیت و عملکرد را نشان داد

بالایي در مکانیسمهمه آزمون گواه  ها فعالیت  که  ها نشان داد 

جدایه  قابلیت  این  بالقوه  است.  بههاي  اندوفیت  عنوان 

جدایهآزمون به  مربوط  شناسایي  بیماريهاي  این  هاي  زا 

فلورسنت  باکتري رنگدانه  تولید  قابلیت  و  بودند  منفي  گرم  ها 

خط سفید   EMJ69را داشتند. تنها جدایه    B, Kingsروي محیط  

در کشت مقابل این باکتري در     P. tolaasiiرا در مقابل باکتري

 (.۳و  ۲جدول ، ۴)شکل نشان داد White lineآزمون 

 شناسایي مولکولي و فراواني 

بیماريجدایه  S rRNA۱6ژن   قارچ  هاي  اندوفیت  و  زا 

توالي و  تکثیر  تواليخوراکي  شد.  حدود  یابي    ۱۳۰۰هاي 

(.  ۵ثبت شد )جدول    NCBIدر بان  داده    نوکل وتیدي حاصل

جدایه  توالي  بیماريآنالیز  ژن هاي  توالي  که  داد  نشان   زا 

S rRNA۱6   هاي  جدایهEMJ5  ،EMJ9  ،EMJ17  ،EMJ20  ،

EM20  ،EMJ58    وEMJ64    جدایه در  متناظر  توالي  با 
TDSM 19342Pseudomonas tolaasii   ،۷۰-۱۰۰ /99   درصد

دارد.   ژن  بههمساني  توالي  هاي جدایه  S rRNA۱6علاوه 

EMJ39    وEMJ22    همساني با    درصدي  99/ ۸۵تا    99/ ۷۷با 

جدایه   در  ژن  همین   Pseudomonas paracarnisتوالي 

TV5/DAB/2/5 ،   قرار جدایه  این  کنار  فیلوژني  درخت  در 

درصد   EMJ19  ،۷۷ /99در جدایه    S rRNA۱6گرفت. توالي ژن  

 Pseudomonas koreensisهمساني با توالي ژن متناظر در جدایه  

TDSM 16610   درخت فیلوژني با این جدایه در ی   نشان داد و در

 (. A۵گروه قرار گرفتند )شکل  

ژن   ،  EMJ13  ،EMJ16هاي  جدایه S rRNA۱6توالي 

EMJ26  ،EMJ27    وEMJ29     جن از  جدیدي  گونه  به 

Chryseobacterium    شکل( دارند  توصیف  B۵تعلق  براي   .)

یابي شود یا آزمون هیبریداسیون گونه باید ژنوم کامل آن توالي

DNA-DNA   .انجام شود 

ژن   با    EMJ56و    EMJ30هاي  جدایه  S rRNA۱6توالي 

جدایه   در  متناظر  ،   TCIP 81.94Ewingella americanaتوالي 

جدایه  99/ ۷9 این  و  داشت  همساني  درخت  درصد  در  ها 

تیپ   جدایه  کنار  در  قرارگرفتند.   E. americanaفیلوژني 

جدایه  به در  ژن  این  توالي  درصد    99/ ۷9با    EMJ3علاوه، 

جدایه   در  متناظر  توالي  با   Klebsiella pneumoniaeهمساني 

TDSMZ 30104    قرار جدایه  این  کنار  در  فیلوژني  درخت  در 

)شکل   ژن  به(.  C۵گرفت  توالي   جدایه S rRNA۱6علاوه، 

EMJ52   با جدایه(Y16264) TTA68 Kocuria rhizophila  ،۷9 /99 

  .درصد شباهت دارد

هاي اندوفیت نشان داد  جدایه  16S rRNAآنالیز توالي ژن  

درصد همساني با توالي ژن متناظر    99/ ۸6با    EMJ40که جدایه  

در درخت فیلوژني    T41580-NRRL BBacillus velezensis در  

)شکل   گرفت  قرار  گونه  این  کنار  جدایه  به(.  D۵در  علاوه، 

EMJ43    درصدي در توالي همین ژن با جدایه    ۱۰۰با همساني
T41KF2bBacillus altitudinis   در ی  گروه قرار گرفتند. جدایه

EMJ45    همساني ژن    99/ ۷9با  در  با   16S rRNAدرصدي 

در ی  گروه قرار     T0169-FSL W8Bacillus wiedmanniiجدایه  

 (. D۵شکل گرفتند )
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 هاي اندوفیت در شرایط آزمایشگاهمکانیسم هاي بازدارندگي جدایهتولید متابولیت هاي مؤثر در  -2جدول 

Table 2. Production of effective metabolites in the inhibition mechanisms of endophyte isolates in laboratory conditions 

Code Species 
Chitinase 

production 

Cellulase 

production 

Lecitinase 

production 

Lipase 

production 

Protease 

production 

Phytase 

production 

Auxin 

production 

Siderophore 

production 

EMJ45 
Bacillus 

wiedmannii 
+ + + + + + + + 

EMJ52 Kokuria rhizophila - - + + + + + + 

EMJ40 Bacillus velezensis - - - + _ + - - 

EMJ43 Bacillus altitudinis - - + + + ND + + 

 

 

 زا و اندوفیت هاي منتخب بیماريزایي جدایههاي بیوشیمیایي و بیماريآزمون  -3جدول 
Table 3. Biochemical and pathogenicity tests of all selected pathogenic and endophyte strains 

White line 

reaction 

Fluorescent 

pigmentation 
Catalase Oxidase Citrate 

Gram 

reaction 

Pathogenicity 

test 
Isolate code 

- - ND - + - + EMJ3 

- + + ND + - + EMJ5 

- + + ND + - + EMJ9 

- + + ND + - + EMJ14 

- - + - ND - + EMJ16 

- + + ND + - + EMJ17 

- + + + + - + EMJ19 

- + + ND + - + EMJ20 

- + + + + - + EMJ22 

- - + - ND - + EMJ26 

- - + - ND - + EMJ27 

- - + - ND - + EMJ29 

- - + - ND - + EMJ30 

- + + + + - + EMJ39 

- - + + - + - EMJ40 

- - + + - + - EMJ43 

- - + + - + - EMJ45 

- - + - ND + - EMJ52 

- - + - ND - + EMJ56 

- + + ND + - + EMJ58 

- + + ND + - + EMJ64 

+ + + ND + - + EMJ69 
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  ( در مقابل باکتري Pseudomonas reactans)   EMJ69جدایه    متقابل کشت    -4شکل  

Pseudomonas tolaasii    روي محیط کشتKing’s B   در آزمون   white line 

Fig. 4. Cultivation against isolate EMJ69 (Pseudomonas reactans) 

against Pseudomonas tolaasii bacteria on King’s B culture medium 

in test white line 
 

 يقارچ خوراک دی و مف مارگریب يها يباکتر   جن   -4 جدول

(Agaricus bisporus) 

Table 4. Pathogenic and beneficial bacteria genera in edible 

mushroom (Agaricus bisporus) 

Pseudomonas tolaasii 
Pseudomonas paracarnis 
Pseudomonas koreensis 

Chryseobacterium sp. 
Klebsiella pneumoniae 

Ewingella americana 

Pathogenic bacteria 

Bacillus velezensis 

Bacillus altitudinis 

Bacillus wiedmannii 

Kocuria rhizophila 

Endofungal bacteria 

 

 NCBIدر پایگاه داده  شدهثبت 16S rRNAهاي ژن شماره دسترسي توالي -5جدول 

Table 5. Accession number related to 16S rRNA gene sequence registered in NCBI database 
Species Isolate Accession number 

Pseudomonas tolaasii 

EMJ5 OP104195 

EMJ9 OP104196 

EMJ14 OP104200 

EMJ17 OP104202 

EMJ20 OP104204 

EMJ64 OP104208 

EM20 OP104185 

EMJ58 OP104186 

Pseudomonas paracarnis 
EMJ22 OP104205 

EMJ39 OP104209 

Pseudomonas koreensis EMJ19 OP104203 

Chryseobacterium sp. 

EMJ13 OP104199 

EMJ16 OP104201 

EMJ26 OP104206 

EMJ29 OP104207 

EMJ27 OP104189 

Bacillus velezensis EMJ40 OP104187 

Bacillus altitudinis EMJ43 OP104190 

Bacillus wiedmannii EMJ45 OP104192 

Ewingella americana 
EMJ30 OP104191 

EMJ56 OP104188 

Klebsiella pneumoniae EMJ3 OP104193 

Kocuria rhizophila EMJ52 OP104184 
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  تی اندوف يهاهیو جدا (Cو  A، B) (Agaricus bisporus) يخوراک قارچ يزايماریب   يهاهیجداS rRNA۱6 نژ يتوال سهی مربوط به مقا يلوژنیف درخت -5شکل 

(D) روش بهMaximum Likelihood  با استفاده از مدلHasegawa-Kishino-Yano، gamma distribution   و invariant siteمقدار  نیاساس کمتر برBayesian 

information criterion (BIC .)است آمده درخت در تکرار ۱۰۰۰ با استرپ بوت ریمقاد . 
Fig. 5. Maximum likelihood phylogenetic tree based on partial sequence of 16S rRNA gene showing the taxonomic position of isolates pathogenic on 

Agaricus bisporus (A, B and C) and endophytes (D). The tree was constructed using the HasegawaKishino-Yano (HKY+ G+ I) based on the lowest 

Bayesian information criterion (BIC) score. Bootstrap values calculated for 1,000 replications are indicated. 
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 بحث

بیماري این پژوهش شناسایي عوامل  انجام  از  زاي  هدت 

قهوه لکه  بیماري  قارچ  باکتریایي  این   خوراکياي  در  بود. 

نمونه )مهرشهر  تحقیق،  مهرشهر  راژفدک  شرکت  از  برداري 

خوراکي   قارچ  در  بیماري  علائم  شد.  انجام  صورت بهکرج( 

متفاوت در رنگ، شدت علائم از فرورفته تا س حي و مکان و 

لکه از وسعت  شده  گزارش  علائم  با  که  شدند  مشاهده  ها 

)پژوهش داشت  م ابقت  پیشین  (.  Navarro et al., 2018هاي 

قارچ سالم و بدون  نتایج استخراج پروت ین جدایه از  هایي که 

که   داد  نشان  آمید  اکریل  ژل  روي  بودند،  جداشده  آلودگي 

هاي جداسازي شده از قارچ خوراکي سالم در چهار  اندوفیت 

توجه   با  پروت یني  قرار بهگروه  باندي  الگوي  در  تفاوت 

هاي شناسایي  ینده براي آزمون گیرند و از هر گروه ی  نمامي

باکتري    ۲۳ها  و بیوکنترلي انتخاب شد. همچنین از بین جدایه

بیماريبیماري آزمون  اساس  بر  خوراکي  زا  قارچ  روي  زایي 

آزمون مورد  و  مولکولي  انتخاب  شناسایي  و  بیوشیمیایي  هاي 

جدایه براي  بیماريقرارگرفتند.  آزمونهاي  اندوفیت  و  هاي زا 

اکسیداز،  کاتالاز،  گرم،  تست  شامل  مولکولي  و  بیوشیمیایي 

انجام  سیترات  و  لاین  وایت  آزمون  فلورسنت،  رنگدانه  تولید 

که جدایه داد  نشان  نتایج  بیماريشد.  لکه  هاي  ایجاد  عامل  زا 

شامل جن قهوه خوراکي  قارچ  روي  ،  Pseudomonasهاي  اي 

Ewingella،Chryseobacterium  ،Klebsiella    بیشترین که  هستند 

گونه بین  در  روي  فراواني  لکه  ایجاد  براي  سودوموناس  هاي 

بود خوراکي  عنوان  به   Pseudomonas tolaasii باکتري  .  قارچ 

لکه بیماري  قارچ خوراکي شناخته ميقهوه  عامل  در  شود،  اي 

نیز هر چند    P. reactansهاي سودوموناس از جمله  سایر گونه

 Coraiola etکنند )روشي متفاوت علائم بیماري را ایجاد ميبه

al., 2006گونه این  لکه(.  ایجاد  باعث  سودوموناس  هاي هاي 

(.  Pourbagher et al., 2023شوند )اي و فساد قارچ تازه ميقهوه

تحقیق گونه این  در  شده  شناسایي  سودوموناس  دیگر  هاي 

  Pseudomonas libanensisو    Pseudomonas koreensisشامل  

سودوموناسبه رشد  عنوان  محرک  گیاهان    PGPRهاي  در 

 Ma et al., 2019; Kwon et al., 2003; Macleod) اندمعرفي شده

et al., 2015) گونه این  اولین.  براي  عامل  بهبار  ها  ی   عنوان 

اي معرفي  زا روي قارچ خوراکي براي بیماري لکه قهوهبیماري

باکتريمي این  منفرد  اثر  که  لکه ها  شوند  بیماري  ایجاد  در 

سایر  قهوه با  آن  سینرژیستي  اثر  یا  خوراکي  قارچ  روي  اي 

باکتریایي   گونهبهعوامل  ایجاد  ویژه  براي  سودوموناس  هاي 

آینده   در  بیشتر  تحقیقات  قارچ خوراکي مستلزم  بیماري روي 

عنوان عامل نکروز داخلي  به  Ewingella americanaاست. گونه  

همچنین  و  است  معرفي شده  قارچ خوراکي  در  پایه کلاه  

 Hassan et al., 2012; Inglisدر انسان توانایي ایجاد بیماري دارد  

et al., 1996) جدایه در    E. americanaهاي  (.  تهاجمي  نظر  از 

نوک کلاه  و  اند،  ها  متفاوت  قارچ  علائم به هاي  که  طوري 

اي تیره روي کلاه   مربوط به این باکتري از زرد تیره تا قهوه

و   است  متغیر  قارچ خوراکي  پایه کلاه   از  بهو  یکي  عنوان 

زا روي قارچ خوراکي از ایران نیز گزارش شده  عوامل بیماري

این اولین گزارش از آلودگي  (.Hamidizade et al., 2023است )

 .است بستر کشت قارچ خوراکي به این باکتري در استان البرز 

دوشاخه   Chryseobacterium هايگونه طبیعت  در  که 

مي یافت  آب  و  خاک  در  عمدتاً  م العات هستند،  شوند. 

دادهزیست  نشان  ميمحی ي  موجودات  این  که  در اند  توانند 

تصفیه شهري  آب  اغلب  منابع  بمانند،  زنده  کلر  با  شده 

بالقوه براي    معادنکرده و  آلوده  ها و شیرهاي آب را  حوضچه

محیطعفونت  در  ميها  ایجاد  بیمارستاني  سایر  هاي  در  کنند. 

کننده  بهها  هاي بالیني، کرایزوباکتريمحیط عنوان عوامل ایجاد 

باکتریمي، پنوموني، اندوکاردیت، عفونت  هاي پوست  مننژیت، 

عفونت  نرم،  بافت  عفونت و  سایر  و  چشمي  توصیف  هاي  ها 

عمدتاً   طلب،  فرصت  بیمارگرهاي  اول  درجه  در  اند.  شده 

میزبان و  گروهنوزادان  همه  از  را  ایمني  نقص  سني  هاي  هاي 

 . (Hoque et al., 2001)کنند آلوده مي
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گرم منفي، غیر متحرک،    Klebsiella pneumoniaeباکتري  

اي شکل است.  تخمیر کننده لاکتوز، بي هوازي اختیاري، میله

شود، اما  اگرچه در فلور طبیعي دهان، پوست و روده یافت مي

تغییرات مخربي در ریه در صورت تنف  مي  انسان تواند  هاي 

 (alveolusیي )هوا   يهاسهیک ویژه در  و حیوانات ایجاد کند، به

ژله ایجاد خلط  به  منجر  قهوهکه  رنگي،  زرد مياي  یا  شود  اي 

(Ryanetet al., 2004مهم بالیني،  محیط  در  از  (.  عضو  ترین 

و    K. oxytocaاست. گونه    Enterobacteriacaeاز  Klebsiellaجن  

K. rhinoscleromatis  نمونه در  شناسایي  نیز  انساني  بالیني  هاي 

به بیمارگرهاي   Klebsiellaهاي هاي اخیر، گونهاند. در سالشده

 هاي بیمارستاني تبدیل شده اند.مهم در عفونت 

درصد    ۳۰طور طبیعي در خاک وجود دارند و حدود  به

نیتروژن را در شرایط بيها ميسویه کنند  توانند  تثبیت  هوازي 

.(Rostgate, 1998)   عنوان ی   به( دیازوتروتDiazotroph  )  ،آزاد

سیستم تثبیت نیتروژن آن بسیار مورد م العه قرار گرفته است،  

نشان داده   K. pneumoniaeو مورد توجه کشاورزي است، زیرا  

کشاورزي  محصولات  در  عملکرد  افزایش  باعث  که  است 

 . (Riggs et al., 2001)شود مي

جدایه پژوهش  این  به  در  بیوکنترل  باکتریایي  هاي 

 Kocuria rhizophila ، Bacillus velezensis،Bacillusهاي  باکتري

wiedmannii وBacillus altitudinis    شناسایي شد. اعضاي جن

Kocuria    از طیف گسترده اي از منابع طبیعي، از جمله پوست

نمونه شده،  تخمیر  غذاهاي  ریزوسفر،  خاک،  هاي  پستانداران، 

به   با توجه  بالیني، آب شیرین و رسوبات دریایي جدا شدند. 

ها، این بسیار  اندازه ژنوم نسبتاً کوچ  آن در میان اکتینومیست 

ميشگفت  نشان  که  است  با  انگیز  باکتري  این  گونه  هر  دهد 

(.  Kovács et al., 1999محیط اکولوژیکي مربوطه سازگار است )

بیماري در  طلب  فرصت  باکتري  ی   عامل  این  هاي  همچنین 

هاي  انساني است و ایجاد کننده حالت سینرژیستي در بیماري

مي ایجاد  را  انسان  )باکتریایي  هنوز Becker et al., 2008کند   .)

هاي بیوکنترلي این باکتري روي  اطلاعات کاملي درباره ویژگي

بیماريباکتري مستلزم هاي  و  ندارد  وجود  گیاهي  زاي 

هاي  تحقیقات بیشتر روي ابعاد مختلف این باکتري و مکانیسم

گونه است.  ضد  آن  فعالیت  اوقات  گاهي  باسیلوس  هاي 

هاي گرم تواند شامل باکتريمیکروبي گسترده اي دارند که مي

ها باشد، از  هاي گرم منفي، مخمرها و سایر قارچمثبت، باکتري

رو   تحقیقات بهاین  بیوکنترلي  مهم  زیستي  عوامل  عنوان 

گونهگسترده روي  مکانیسماي  و  آن  آنهاي  بیوکنترلي  ها  هاي 

گونه  (.Abriouel et al., 2011در گذشته صورت پذیرفته است ) 

B. velezensis    در سال بار  و    Ruiz-Garcíaتوسط    ۲۰۰۵اولین 

عنوان عامل آنتاگونیست  بههمکاران شناسایي شد. این باکتري  

فعال شناخته شده است که اثر ترکیبات ضدمیکروبي متنوع آن  

 .Rabbee et alهاي گیاهي به اثبات رسیده است )علیه بیمارگر

همین   (.2019 و  است  گیاه  رشد  محرک  باکتري  این  همچنین 

عنوان ی  پروبیوتی  در خوراک  بهطور بر اساس خواص آن،  

 .( Chen et al., 2018 & Chen et al., 2019شود ) دام هم استفاده مي 

یافتهبه کلي  مورد  طور  در  اخیر  تحقیقاتي    B. velezensisهاي 

اند که این باکتري قادر به تولید مواد ضد میکروبي،  نشان داده

و   بیماري  به  مقاومت  القاي  فرار،  آلي  و  ترکیبات  رشد  ارتقا 

( گیاه است  هاي اخیر،  (. در سالRabbee et al., 2023عملکرد 

B. velezensis  در  به زیستي  کنترل  بالقوه  عامل  ی   عنوان 

هاي این  بسیاري از کشورها محبوبیت پیدا کرده است. توانایي

متابولیت  تولید  در  آلي  باکتري  ترکیبات  میکروبي،  ضد  هاي 

بر رشد و   باکتري  این  تأثیر  و  بیماري  به  القاي مقاومت  فرار، 

شده   بررسي  دانشمندان  گذشته  تحقیقات  در  گیاه  عملکرد 

از   B. altitudinisگونه  .  (Rabbee et al., 2023)است   ابتدا 

جمعلوله براي  که  برودتي  نمونههاي  از  آوري  هوا  هاي 

مي استفاده  و  ارتفاعات  شد  جدا  آن  بهشد،  نام  دلیل  همین 

هاي این گونه  (. جدایه Palanichamy et al., 2012وجود آمد )به

باکتریال آنتي  خواص  و     (Galaviz-Silva et al., 2018) داراي 

عنوان عوامل  بههستند و   (Lu et al., 2017) فعالیت ضد قارچي

زیستي کننده  هاي محرک   .(Budiharjo et al., 2017)  محافظت 

گیاه در   (Kumaravel et al., 2018) رشد  براي و  نهایت 

زیستي  کنترل  استفاده   (Sunar et al., 2015) کاربردهاي  مورد 
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مي باکتري  قرار  مثبت    Bacillus wiedmanniiگیرند.  گرم 

متنوعي   کش  آفت  هاي  پروت ین  که  است  اسپور  تولیدکننده 

 (. Lazarte et al., 2018کند )تولید مي

م العه هاي مفید جداسازي شده در این  ثیر این باکتريأت

قهوه لکه  بیماري  کنترل  ناشناخته  بر  خوراکي  قارچ  در  اي 

باکتري این  اثر  آینده  تحقیقات  در  امید است  مفید  است،  هاي 

هاي مولد بیماري روي  بیوکنترل بر مهار این بیماري و باکتري

هاي اخیـر،  در دهـه.  شودقارچ خوراکي را مورد م العه قرار  

برروش تکثیري  باکتريPCR مبناي   هاي  شناسایي  ها  جهت 

است که در 16S rRNA   اند که هدت بیشتر آنها ژنمعرفي شده

هاي واقعي، این ژن با تغییرات بسیار اندکي حفظ  بیشتر باکتري

نواحي حفظ و حاوي  باکتريشدهشده است  بین  هاي ی   اي 

  16S rRNAگونه است از این رو ما در این م العه از توالي ژن  

شدگي بالا موجود است  ها و با حفظکه در ژنوم تمام باکتري

دهد، استفاده شد تا ها را نشان ميو وجود تمام انـواع باکتري

ب باکتريهبتواند  کلي  قهوهطور  لکه  عامل  قارچ  هاي  در  اي 

را   کندخوراکي  تفکی   هم  ژن  از  این  همچنین  عنوان  به. 

باکتري شناسایي  و  تاکسونومي  براي  استفاده  ها  استانداردي 

سریعمي ژنومي  قسمت  این  سادهشود.  و  تواليتر  یابي  تر 

شناسایي  مي براي  کافي  ژنتیکي  اطلاعات  حاوي  و  شود 

 (. Saravoltaz et al., 2003; Jaton, 1992باشد )ها ميپروکاریوت
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