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  قدير و تشكرت
 

بر ، را به اتمام برسانم نامهپايانهم اكنون كه در سايه ي لطف و عنايت پروردگار متعال توانستم مراحل اين 
جناب آقاي دكتر ايرج رسولي وجناب آقاي دكتر ي اساتيد گرانقدرم، دانم از زحمات خالصانهخود لازم مي

از سركار خانم حورا احمدي دانش و جناب آقاي حسن حبيب قمي كارشناسان  .باقر يخچالي قدرداني نمايم
نمايم از سركار خانم عليپور آزمايشگاه پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري قدرداني مي

و مريم  وجيهه اسكندري هااز سركار خانم. نمايمشگاه شاهد تشكر ميكارشناس آزمايشگاه ميكروبيولوژي دان
دكتري پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري  اندانشجويو آقايان فرازمند و دلدار  عليشاه

اند، قدرداني به نمايم و از تمامي دوستانم كه اينجانب را در انجام اين پژوهش ياري نمودهصميمانه تشكر مي
از شركت زيست فناوران نجم مركز رشد زيست فناوري واقع در پژوهشگاه ملي مهندسي  .آورممي عمل

هاي رشد و و همچنين تمامي شركتهاي مالي ژنتيك براي فراهم نمودن تجهيزات آزمايشگاهي و حمايت
از جناب آقاي . كنمتشكر و قدرداني ميپرورش قارچ خوراكي كه در فراهم نمودن نمونه ما را ياري دادند، 

از  نمايم و در نهايتشان در شركت قارچ پارس شهريار سپاسگذاري ميمهندس خوش خبر  و ديگر دوستان
هايشان در طي انجام اين پژوهش ها و خوبيخانواده عزيزم به خصوص پدر و مادرم به خاطر همه محبت

  .كمال تشكر و قدرداني را دارم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 به تقديم
 

 

 

 

 پدر و مادر

 عزيزم



  أ
 

  چكيده

هاي جهان رژيم غذايي در بسياري از كشور بخش مهمي از آگاريكوس بيسپاروس جملهازهاي خوراكي قارچ
آگاريكوس قارچ . تشكيل اندام باردهي در اين قارچ مستلزم تغيير فاز رويشي به زايشي است. باشندمي

، براي هاي فيزيكي، شيميايي و ميكروبيولوژيكي خاصيپوششي با ويژگيخاك لايه يك  به بيسپاروس
كربن و همچنين اكسيدتغيير فاز به طور خاص با كاهش دما و غلظت دي. مورديا نياز داردتحريك و آغاز پري

ك رشد و توسعه قارچ توسط هاي تحريمكانيسم. شودمي نجاما سودوموناس پوتيداهاي حضور باكتري
از طريق ترشح تركيبات  پوتيدا موناسدوسوكه  شوداما تصور مي. يق شناخته نشده استها به طور دقباكتري

هاي حل كردن فسفاتشبه هورموني، مصرف تركيبات توليد شده توسط ميسليوم قارچ، توليد سيدروفور و 
به عنوان محصولي كه   آگاريكوس بيسپاروساي سفيد قارچ دكمه. مسئول اين فرآيند است آلي و معدني

، بازده اقتصادي مناسبو از سوي ديگر به علت  هتواند در تمام طول سال پرورش داده شود، شناخته شدمي
هرگونه پيشنهاد عملي و قابل اجرا براي افزايش رشد و بنابراين ارائه . است هبه عنوان يك صنعت موفق درآمد

در اين پژوهش، وضعيت فلور ميكروبي لايه . لازم و ضروري استآگاريكوس بيسپاروس بازدهي قارچ خوراكي 
سويه  274. بررسي ميكروبيولوژيكي قرار گرفتمورد  1388مزرعه پرورش قارچ خوراكي در سال  14پوششي 

، به S1 و اختصاصي Luria-Bertani  (LB)هاي عموميمحيطها با كشت بر روي باكتريايي از اين نمونه
رشد در حضور تركيب فرار . انجام شد هابراي تمامي سويههاي بيوشيميايي، آزمون. جداسازي شدندترتيب 

1-octen-3-ol ،نتايج . ها بررسي شدهاي آلي و معدني، در سويهكنندگي فسفاتتوان توليد سيدروفور و حل
. را دارند octen-3-ol-1تركيب فرار   رشد در حضور مقادير بالايها توانايي از سويه% 97نشان داد كه 

در نهايت . هاي معدني و آلي، را داشتندتوانايي حل كردن فسفاتبه ترتيب، ها از سويه% 52و % 36همچنين، 
، توان توليد سيدروفور و توانايي octen-3-ol-1بيوشيميايي، رشد در حضور (اي مذكور هبا توجه به ويژگي
مزرعه  هايآزموننتايج . سويه براي ادامه تحقيقات انتخاب شدند 27) هاي آلي و معدنيحل كردن فسفات

، بيشترين افزايش در توليد و به ترتيب ،%43/11و % 12، %14 ، باPd8 و Bt4 ،Ps7نشان داد كه سه سويه 
قارچ  افزايش در بازده كيفيبه ترتيب، بيشترين % 11و % 23با  Ps7و  Pd12دو سويه كمي و  بازدهي

 مولكولي شناسايي )Pd8 و Bt4 ،Ps7( هااين سويه .نسبت به شاهد نشان دادند را آگاريكوس بيسپاروس
هاي و با استفاده از پرايمر PCRتوسط  16S rRNAهاي ها استخراج و ژنكروموزومي سويه DNA. شدند

  E.coli DH5αكلون و به باكتري pTZ57R/Tتكثير و سپس در وكتور پلاسميدي   rD1و  fD1عمومي 
شده در پلاسميد مذكور غربال و در  وارد DNAو تكثير قطعه  PCRهاي حاصل توسط كلون. ندمنتقل شد



  ب
 

-و با استفاده از پرايمر PCRتوسط  16S rRNAهايي كه قطعه را دريافت كرده بود، وجود ژن يكي از كلون

  16S rRNAتوالي ژن. تأييد نهايي كلونينگ ژن، توسط تعيين توالي انجام شد. تأييد شد  rD1و  fD1هاي 
ها در اين سايت كد دسترسي به اين ژن. ثبت شد )NCBI(در بانك ژن مركز اطلاعات بيوتكنولوژي آمريكا 

  .باشدمي Ps7 (HQ613736)و  Bt4 (HQ613735)عبارتند از 

به عنوان مايه تلقيح براي افزايش توليد و  Pd12 و Bt4، Ps7 ،Pd8 سودوموناس پوتيداهاي در نهايت سويه
معرفي شدند كه از ) Agaricus bisporus(اي سفيد محصول قارچ خوراكي دكمه )كمي و كيفي( بازدهي

  .اهداف پژوهش حاضر بود

  سودوموناس پوتيداو  هاي محرك رشد قارچباكتري، قارچ، آگاريكوس بيسپاروس :كلمات كليدي
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 مقدمه

هاي كردن نيازافزون جمعيت، برآوردهبا افزايش روز. مهم هر كشوري استهاي غذايي، يك ضرورت تأمين نياز

، پيشرفت قابل توجه در فنĤوري توليد هاي غذاييبا توجه به بحران. غذايي با كشاورزي سنتي ميسر نيست

  .بهبود وضعيت حاد غذا، بسيار مهم استغذا، براي 

تواند نشان دهنده تغذيه مناسب و استاندارد باشد، چرا كه ماده داشتن مقدار زياد كالري به تنهايي نمي

كمبود . ها را داشته باشد تا انرژي كافي را تأمين نمايدها و انواع پروتئينغذايي بايد مواد معدني، ويتامين

اگر چه . ساز خواهد بود، بلكه به عنوان نياز كنوني بشر شايان توجه استنده مشكلپروتئين نه تنها در آي

شود، اما مقدار آن در گياهان، به استثناي چند مورد، قسمت اعظم پروتئين توسط گياهان سبز توليد مي

با ارزش و  ي غني از پروتئين، كربوهيدرات، املاحاتتركيبداراي ها قارچ. نسبت به وزن كل گياه پايين است

  .گيرندها قرار ميها هستند و از نظر ارزش غذايي، بعد از گوشت و قبل از سبزيويتامين

، روزانه  ين مقدارا. كردتوليد ميليون تن قارچ تازه  300توان حدود مي ،كاه و كلش ساليانه جهان 4/1تنها با 

به آگاريكوس بيسپاروس اي سفيد دكمه قارچ. كندميميليون نفر را تأمين  4100گرم قارچ تازه براي  250

  .]2000 ،نيتا بهل[ ه استتواند در تمام طول سال پرورش داده شود، شناخته شدعنوان محصولي كه مي

تغيير از . باشداش ميداراي دو فاز رويشي و زايشي در چرخه زندگيآگاريكوس بيسپاروس اي قارچ دكمه  

، پوشيده شده با خاك پوششي، در كمپوست كلونيزه شده )تشكيل اندام باردهي(زايشي  رويشي به فاز فاز

هاي فيزيكي، شيميايي و ميكروبيولوژيكي خاصي است كه آغاز و لايه پوششي داراي ويژگي. افتداتفاق مي

  .[Wright et al. 1975; Noble et al. 2003] كندتوسعه اندام زايشي را تحريك مي
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آيد و مي، ميسليوم به حالت انقباض دردر طي اين مرحله . كشدروز طول مي 5الي  4 مرحله تشكيل پين

به طور دقيق شناخته  هاي دخيل در آغاز و توسعه قارچاگر چه فاكتور. كندمي تدريجاً شروع به تشكيل پين

در توان را مي .....ها، خاك پوششي و مشخصه نژاد، باكتري نشده، با اين حال عواملي چون آب و هوا، صفات

  .خيل دانستاين فرآيند د

فرآيند كربن اكسيدهاي پايين ديغلظتكه بطوريكربن و دما به خوبي اثبات شده اكسيداهميت غلظت دي

كنترل درجه . باشد گراددرجه سانتي 18بايد درجه حرارت هوا  همچنين .و بالعكس كندآغاز را تسريع مي

 Tschierpe]. برخوردار استدر فرآيند آغاز و توسعه قارچ كربن از اهميت زيادي اكسيدحرارت و غلظت دي

et al. 1964]  

اين تحقيقات نشان . ها در تشكيل قارچ انجام گرفته استدر گذشته مطالعات زيادي در رابطه با تأثير باكتري

يكي از . باشدتشكيل قارچ ضروري ميبراي  كه حضور ميكروفلوراي مناسب در خاك پوششي ه استداد

 Hayes et al. 1969; Rainey] استتشخيص داده شده سودوموناس پوتيداهاي ساپروفيتي مهمترين باكتري

et al. 1990 ] .تعداد شودرايط كاملاً استريل براي كشت استفاده اگر خاك پوششي استريليزه شده تحت ش ،

  گردد و يا ممكن است اصلاً قارچي توليد نشودكم قارچ ظاهر مي [Park et al.  ليكن چنانچه  .[1969

-ضد. سوسپانسيون باكتري بر روي خاك پوششي پاشيده شود، تشكيل قارچ حالت طبيعي خواهد داشت

پس از خاكدهي، تركيبات  .باشدعفوني خيلي شديد خاك پوششي داراي تأثير بازدارنده در تشكيل قارچ مي

حجم خيلي . آيدها به حساب ميمختلف متابوليكي ميسليوم در حال رشد، عاملي براي رشد و تكامل باكتري

مانع تشكيل ....) ، استالدئيد، اتيل الكل و octen-3-ol-1تركيبات هشت كربنه (هاي متابوليكي زياد فرآورده

كه براي تشكيل قارچ مانعي طورينمايد، به مازاد اين مواد را جذب مي پوتيدا سودوموناس. گرددقارچ مي

هاي تحريكي آغاز و توسعه قارچ متابوليزه كردن اين تركيبات بنابراين يكي از مكانيسم .وجود نداشته باشد

  [Noble et al. 2009]. كنندميمحدودگر عمل - باشد كه به عنوان خودهشت كربنه مي
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. توان اشاره كردها مياحتمالي تحريكي رشد و توسعه قارچ به توليد سيدروفور توسط باكتريهاي از مكانيسم

ها، در رقابت اين باكتري. باشندبالا مي تمايل داراي سيستم جذب آهن با سودوموناس پوتيداهاي باكتري

از آن را ، +Fe 3-با تشكيل كمپلكس سيدروفورتر عمل كرده و موفق يت آن،محدود براي آهن در شرايط

  . [Marugg et al. 1989; Paulitz 1991] كنندزا خارج ميهاي بيماريدسترس ساير رقبا و باكتري

كمي و  و به دنبال آن افزايش بازدهي سودوموناس پوتيداهاي هاي تحريكي باكتريلذا شناسايي مكانيسم

در اين تحقيق . از مهمترين اهداف اين پژوهش بود آگاريكوس بيسپاروساي توليد قارچ دكمه كيفي 

، octen-3-ol-1هاي مصرف ماده فرار اي سفيد از نظر ويژگيمزرعه پرورش قارچ خوراكي دكمه 14ميكروفلور 

پس از . هاي آلي و معدني و توانايي توليد سيدروفور مورد بررسي قرار گرفتندكنندگي فسفاتتوانايي حل

 16sهاي برتر از نظر توالي هاي مذكور و تلقيح در مزرعه پرورش قارچ، سويهنظر ويژگيها از بندي آنگروه

rRNA  برتر براي تلقيح در مزرعه پرورش  هايسويه، به عنوان سويه در نهايت چهار. مولكولي شدندبررسي

     .انتخاب شدند )، بسته به هدفافزايش بازدهي كمي وكيفي( آگاريكوس بيسپاروسقارچ خوراكي 

هكتار و قارچ  41،  آگاريكوس بيسپاروساي در ايران، سطح زير كشت قارچ خوراكي دكمه 1389در سال 

در اين پژوهش با . ]هاي خوراكي ايرانانجمن قارچ[ است بودهتن  48000توليد شده از اين سطح معادل، 

تن تخمين زده  55000در كشور در حدود  يانه آندرصدي رشد قارچ خوراكي، ميزان توليد سال 14افزايش 

  .ه استشد

  :مهمترين اهداف اين پژوهش عبارت بودند از 

  آگاريكوس بيسپاروسپوششي چندين مزرعه پرورش قارچ خوراكي  خاكشناسايي ميكروفلور . 1

 octen-3-ol-1هاي برتر از نظر رشد در حضور ماده فرار دستيابي به سويه.2

  از نظر خصوصيات محرك رشد قارچهاي برتر شناسايي سويه.3
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  اي در شرايط مزرعههاي برتر از نظر افزايش توليد محصول قارچ دكمهدستيابي به سويه.4

   آگاريكوس بيسپاروسهاي برتر در افزايش رشد و بازدهي قارچ خوراكي در نهايت معرفي سويه.5
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  آگاريكوس بيسپاروساي قارچ خوراكي دكمه - 1- 1

ميسليوم، . باشندمي 1رومها داراي يك بخش رويشي به نام ميسليوم و يك بخش زايشي به نام ماشقارچ

بوده ودر ميان خاك، كمپوست و يا مواد  2هاي شبه طنابو تار دارهاي انشعابشامل يك سري رشته

بعد از يك دوره رشد و تحت . شودتوانند در روي آن رشد كنند، ديده ميها ميليگنوسلولزي ديگر كه قارچ

 .آوردروم را به وجود ميو ساختار زايشي  ماش بالغ شدهشرايط مطلوب، ميسليوم 

با چشم  تاممكن است به اندازه كافي بزرگ باشد  كهيك اندام زايشي مجزايي است  3قارچ يكروم ماش

هاي هوايي يا گوشتي و يا ها الزاماً بازيديوميسترومماش ،بنابراين. دمسلح ديده و با دست چيده شو غير

  .ها نيز باشندتوانند از آسكوميستخوراكي نيستند و مي

  : شوند بنديبقهگروه ط 4توانند در ها ميرومماش

آگاريكوس  مانند. گيرندهاي خوراكي قرار مياند و در گروه قارچآنهايي كه گوشتي و خوراكي - 1

  4بيسپاروس

 شوند مانندهاي دارويي در نظر گرفته ميهاي دارويي دارند و به عنوان قارچهايي كه كاربردقارچ - 2

  5گانودرما لوسيدوم

  6آمانيتا فالوئيدز شوند مانندهاي سمي در نظر گرفته مياند و به عنوان قارچهايي كه سميآن - 3

ها كمتر شناخته شده است و هاي آناند كه ويژگيهاييگروه ناشناخته كه شامل تعداد زيادي از قارچ  - 4

   .*شوندبندي ميهاي ديگر گروهبه عنوان قارچ

                                                            
1 -Mushroom 
2 - cord 
3 - Macro fungus 
4 - Agaricus.bisporus 
5 -Ganoderma lucidum 
6 -Amanita phaloiedes 
*-www.Unapcaem.org 


