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گیاهپزشکی گروه ،    دانشكده كشاورزي  

     32/21/2932اين پايان نامه كارشناسی ارشد توسط  مهدي اخلاقی     دانشجوي مقطع كارشناسی ارشد  رشته  بیماري شناسی گیاهی    در تاريخ         
                                      در حضور هیات داوران دفاع گرديد. پس از بررسی هاي لازم، هیات داوران اين پايان نامه را با نمره عدد                      

 و با درجه                                                                                 مورد تاييد قرار داد / نداد.                                                                                                     حروف 

اي در مناطق ي  قارچ خوراکی تکمهاهاي ايجاد کننده لکه قهوهوصیات سودوموناس: شناسایی و تعیین خص عنوان پايان نامه 
ایران مرگزي و شمال شرق  

 امضاء       موسسه / دانشگاه     گروه    مرتبه علمي  نام و نام خانوادگي  سمت در هيات داوران

 گیاهپزشکی     فردوسی مشهداستاد             ر     دکتر بهروز جعفرپو                          داوراستادان 

 گیاهپزشکی     فردوسی مشهد     استادیار  دکتر محسن مهرور                                                     

 گیاهپزشکی     فردوسی مشهد     استادیار فکرت              دکتر لیدا      نماینده تحصیلات تکمیلی

 گیاهپزشکی     فردوسی مشهد     استادیار           دکتر سعید طریقی                            ااستاد راهنم

 فردوسی مشهد      بیوتکنولوژی      استاد   دکتر محمد فارسی                                   مشاور تاداناس

 فردوسی مشهد   گیاهپزشکی        استادیار دکتر پریسا طاهری                                                      
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 تعهد نامه

 

ای های ایجاد کننده لکه قهوه: شناسایی و تعیین خصوصیات سودوموناسعنوان پایان نامه

 ای در مناطق مرکزی و شمال شرق ایرانقارچ خوراکی تکمه

          دانشاااه فردوسایاینجانب مهدی اخلاقی دانشجوی کارشناسی ارشد رشته بیماری شناسی گیاهی  دانشکده کشااورزی           

 مشهد تحت راهنمایی دکتر سعید طریقی متعهد می شوم:        

نتایج ارائه شده در این پایان نامه حاصل مطالعات علمی و عملی اینجانب بوده، مساوولیت صاحت و اصاالت  -

 مطالب مندرج را به طور کامل بر عهده می گیرم.

 در خصوص استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیار به مرجع مورد نظر استناد شده است. -

مطالب مندرج در این پایان نامه را اینجانب یا فرد دیاری به منظور اخذ هیچ نوع مدرک یا امتیازی تااکنون  -

 به هیچ مرجعی تسلیم نکرده است.

حقوق معنوی این اثر به دانشااه فردوسی مشهد تعلق دارد.  مقالات مستخرج از پایان ناماه، ییال ناام کلیه  -

 ( به چاپ خواهد رسید. Ferdowsi University of Mashhadدانشااه فردوسی مشهد )

 حقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایج اصلی پایاان ناماه تااثیر گاذار باوده اناد در مقاالات -

 مستخرج از رساله رعایت خواهد شد.

در خصوص استفاده از موجودات زنده یا بافتهای آنها برای انجام پایان نامه، کلیاه واوابو و اصاوخ اخلاقای  -

 مربوطه رعایت شده است.

 

 32/23/12:     تاریخ                                                  

  : مهدی اخلاقینام و امضاء دانشجو                                                                                  

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

  تجهیزات  و کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، برنامه های رایانه ای، نرم افزارها

ساخته شده( به دانشگاه فردوسی مشهد تعلق دارد و  بدون اخذ اجازه کتبی از دانشگاه قابل واگذاری به 

 شخص ثالث نیست.

 .استفاده از اطلاعات و نتایج این پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نیست 
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  چکیده

هاي اخير به ( در سالAgaricus bisporus) سفيد ايتکمه قارچ خوراكي( Brown Blotch)اي قهوهلکه بيماري       

مهمترين بيماري اين نموده است.  خسارت فراواني را وارد كشور هاي پرورش قارچعنوان يك بيماري شايع در سالن

به عنوان يکي از عوامل كاهش  ايلکه قهوه بيماري باشد.در ايران و جهان مي سفيد ايباكتريايي قارچ تکمهبيماري 

و  روشن تا تيره ايقهوه كوچك هايلکه ،علايم بيماري به صورت كيفيت و كميت در قارچ خوراكي مطرح است.

 چندين گونه اي ناشي از. بيماري لکه قهوهشودمشاهده مي حالت لزج و چسبناكي دارندكه پوسيده  ايهكلاهك

مل عوايکي از به عنوان  Pseudomonas tolaasii يباكتر. باشنديم سودوموناس جنس كه متعلق به است يباكتر

به عنوان  نيز P. fluorescens و P. reactans مثل هاي ديگريگونهاما  شناخته شده است.اي اصلي ايجاد لکه قهوه

 هاي خراسان رضوي،از استان 0931سال در. اندشده معرفياي سفيد ايجاد كننده بيماري فوق در قارچ تکمهعوامل 

ها به آزمايشگاه و خالص ي صورت گرفت. پس از انتقال نمونهتهران، سمنان، قزوين و گلستان نمونه بردارالبرز، 

شدند.  ها جدااز ساير باكتري Pseudomonasمتعلق به جنس هاي باكتري B s,King كشتسازي بر روي محيط 

 مختلف بيوشيميايي، فيزيولوژيکي، قارچ خوراكي مثبت بود. آزمونهاي هايكلاهكآزمون اثبات بيماريزايي بر روي 

مشخص نمود كه  Psبا استفاده از آغازگرهاي رفت و برگشت  S rDNA01يك كيلو بازي از ناحيه  تکثيرو  ايتغذيه

بر اساس اين  .شدند نيز مشخصها هستند و گونه باكتري سودوموناسهاي جدا سازي شده متعلق به جنس استرين

بيشترين فراواني را در بين  P. reactansو  P. tolaasiiگونه  (White line)زمونها و همچنين توليد رسوب سفيد آ

ما هيچ ا مشخص نمود هاجدايهرا در  PQSهاي آزمايش كروماتوگرافي لايه نازک وجود سيگنالها داشتند. جدايه

، تحرک 2O2Hگونه ارتباط مستقيمي بين توليد اين سيگنال و فاكتورهاي بيماريزايي از قبيل توليد بيوفيلم، مقاومت به 

از لحاظ بيماريزايي مشاهده شد و بر اين اساس  هاجدايهو توليد سيدروفور مشاهده نشد. تنوع زيادي در بين 

و  Rep-PCRها از روش منظور تعيين ارتباط ژنتيکي ميان جدايهبه  شدند.هاي مختلفي تقسيم ها به پاتوتيپاسترين

طعات همسان بر اساس وجود ق PCRآناليز نقوش الکتروفورزي محصولات . استفاده شد  BOXو ERICپرايمرهاي 

در  Rep-PCRآزمون نتايج نشان داد صورت گرفت.  ها با استفاده از ضريب تشابه جاكاردو غير همسان در جدايه

هاي جداسازي شده از قارچ خوراكي داراي كارايي بوده و تنوع بالاي درون گروه بندي و تعيين تنوع سودوموناس

 .مشاهده شدمناطق مركزي و شمال شرقي ايران مربوط به هاي اي در بين جدايهگونه

 Pseudomonas ،Agaricus bisporus  ،Rep–PCR:  کلمات کلیدی
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 اریزسپاسگ

ام وظيفه خود اكنون كه به فضل و عنايت خداوند متعال موفق به اتمام پايان نامه تحصيلي خود گرديده        

بر خود داني بنمايم. اند تشکر و قدرر نحو در اين امر مرا ياري نمودهدانم كه از فرد فرد كساني كه به همي

كه در طول اجراي پايان نامه از  طريقيسعيد اد راهنماي ارجمندم جناب آقاي دكتر تدانم از اسلازم مي

از نمايم. در طول اين دوره بداني درمند بودم تشکر و قدريغ ايشان بهرههاي بيو كمك ي ارزندهراهنمايي ها

 هاي بجا و شايستهمشاوره بخاطربه  ،محمد فارسيدكتر و  پريسا طاهريدكتر اساتيد ارجمندي همچون 

محسن  دكترجناب آقاي و  بهروز جعفرپوردكتر اتيد دارو جناب آقاي از اس تشکر و قدرداني را دارم. كمال

از خداوند متعال توفيق هرچه براي تمامي اين عزيزان بسيار سپاسگزارم و نامه بخاطر داوري اين پايان مهرور

كارشناسان از نمايم. از نماينده تحصيلات تکميلي سركار خانم دكتر فکرت تشکر مينمايم. بيشتر مسئلت مي

بنده را كه در اجراي اين پايان نامه و جهان بخش سبك خيز  انآقاي ،بيماري شناسي هايمحترم آزمايشگاه

كليه دانشجويان دكتري و ارشد بيماري شناسي دانشگاه هم چنين از  .نمايمقدرداني مي، نمودند همراهي

خصوصا  اماز خانواده دانملازم مي بر خود .اند كمال تشکر را دارمياري نمودهرا  اينجانبفردوسي مشهد كه 

از پدر و مادر خويش، آنانکه وجودم برايشان همه رنج بود و وجودشان برايم همه مهر و آنانکه راستي قامتم 

در انتها اميدوارم همه ما انگيزه و  در شکستگي قامتشان تجلي يافت، نهايت سپاس و قدرداني را داشته باشم.

 م.كنيم را در خود بوجود آورياي كه در آن زندگي ميبر جامعهتوان تاثير گذاري 
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 فهرصت علامت ها و اختصار ها

فارسیمعادخ  علامت  معادخ انالیسی 

g/µl           µ microgram/microliter میکروگرم بر میکرولیتر 

µl microliter میکرولیتر 

bp Base pair جفت باز 

DNA deoxyribo nucleic acid اسید دزوکسی ریبونوکلویک 

dNTP deoxyribo nucleotide tri phosphate دزوکسی نوکلووتید تری فسفات 

FAO food and agriculture organization سازمان خوار و بار جهانی 

g gram گرم 

g/l liter/gram گرم بر لیتر 

ml mililiter میلی لیتر 

mM milimolar میلی مولار 

µl     ng/ nanogram/microliter میکرولیتر نانوگرم بر  

OD optical density چاالی نوری 

ORF open reading frame قاب خواندنی 

PCR polymeras chain reaction ای پلیمرازواکنش زنجیره  

pmol picomol پیکوموخ 
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 مقدمه

 بیان اهداف تحقیق -1-1

( بيشترين سطح زير كشت قارچ خوراكي در Agaricus bisporus) اي سفيدقارچ خوراكي تکمه        

ها به علت شرايط مناسب باكتري ،هاي قارچ خوراكيدر بين بيماري. است ايران را به خود اختصاص داده

( براي تکثير و گسترش از جايگاه 52℃تا  01℃درصد و دماي  01هاي پرورش قارچ )رطوبت سالن

يکي از مهمترين آنهاست  A. bisporus در( Brown Blotch) ايبيماري لکه قهوهويژهاي برخوردار هستند. 

نيز مهم ارزيابي دهد بلکه از لحاظ ايجاد خسارت اقتصادي ها بازار پسندي محصول را كاهش مينه تنكه 

اما در منابع  استاي مطرح به عنوان عامل اصلي ايجاد لکه قهوه Pseudomonas tolaasiiباكتري شود. مي

هاي ساير گونه د.شواي در نظر گرفته ميلکه قهوهبيماري هميشه بيش از يك ميکروارگانيسم به عنوان عامل 

تخريب در نهايت نيز سبب تغيير رنگ كلاهك و   P. fluorescens و  P. reactansاز جمله سودوموناس

از گستردگي و توان بيماريزايي بيشتري برخوردار است به همين  P. tolaasiiشوند. از آنجايي كه بافت مي

 است اي سفيد بيشتر مورد مطالعه قرار گرفتههاي قارچ تکمهدليل در دنيا نسبت به سايرسودوموناس

 .(5119سيوانسن، )
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اما شناسايي  توصيف گرديد تولاستوسط  0302براي اولين بار در سال  اي قارچ خوراكيلکه قهوه بيماري

)سيوانسن،  انجام شد پينيك بيماري شناس به نام به وسيله  0303سال عامل آن در  بررسي خصوصياتو 

و يك باكتري  شدعامل اين بيماري توسط ونگ و پريس به صورت مشروح توصيف  0393در سال . (5119

در ارش از وجود اين بيماري اولين گز(. 0305، ونگ و همکاران( معرفي گرديد )P. tolaasiiفلورسنت )

 مورد تاييد قرار گرفتعامل بيماري  وجودكه هاي استانهاي تهران و همدان بوده مربوط به قارچ كاري ايران

ده ي اين بيماري در ايران انجام نشاز لحاظ پراكندگ دقيقيتاكنون بررسي . (0900 ،و رحيميان خبازجلفايي )

ارزيابي هاي مناطق مختلف در دست نيست. بررسي حاضر به منظور و اطلاع دقيقي از تنوع ژنتيکي جدايه

خراسان رضوي، هاي هاي پرورش قارچ در استانهاي به دست آمده از سالنهمساني يا تنوع ژنتيکي جدايه

 .انجام شد سمنان، قزوين و گلستانالبرز، تهران، 

 

 ای سفیدتاریخچه پرورش قارچ دکمه -1-2

-يکي از اولين محصولاتي بودهچ ها انسان از بدو پيدايش در جستجوي غذا بوده است و احتمالا قار         

ذرت  ،برنج ،امروزه نيز با وجود محصولات زراعي مهم مثل گندم .اندد كه به عنوان غذا جلب توجه كردهان

براي تأمين غذا استفاده از محصولات غير مرسوم در سيستم كشاورزي مي تواند كمك  ،و سيب زميني

اولين  ها كه احتمالا. قارچزان بنمايدكشاور ويژه بهاجتماعي مردم كشور  -اقتصادي شاياني به وضعيت 

ها براي اين منظور باشند. زيرا با توانند يکي از بهترين انتخابباشند، ميه ميمحصولات زراعي اهلي شد

رفه ترين و اقتصادي ترين نمايند و بنابراين يکي از با صمياستفاده از ضايعات كشاورزي مواد غذايي توليد 
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نمايد. در اين بين شور توليد غذاي بيشتري را طلب مي. افزايش روز افزون جمعيت در كدهستن محصولات

پروتئين زياد و ضريب هضم  اهميت دارد. قارچ ها داراي درصد يتوليد پروتئين بيش از هر چيز ديگر

 فناوري پرورش قارچ خوراكي باشند كه مورد نياز مُبرم كشورهاي در حال توسعه است. بنابراينمي بالايي

ها نه تنها از نظر آمينواسيدها در كشور كمك بسزايي بنمايد. قارچتواند در تامين تقاضاي روز افزون غذا مي

باشند بسيار مناسب ن مبتلا ميهاي قلبي ديابت و يا فشار خوهستند بلکه براي كساني كه به بيماريغني 

كيلوگرم است در حالي كه در دنيا  2/1حال حاضر در ايران حدود د. ميانگين مصرف سرانه قارچ در هستن

، پاكستان. بعضي از كشورهاي از جمله استكيلوگرم  2ورهاي اروپايي حدود كيلوگرم و در كش 2/5 حدود

كنند و صادرات قارچ ولات را به كشورهاي ديگر صادر ميهندوستان، تايوان، تايلند و چين اين محص

ترين قارچي است كه در سراسر اي سفيد رايجکمهقارچ خوراكي ت ي اين كشورها دارد.ارزآوري بالايي برا

شده است. به تدريج ميلادي در حومه پاريس كشت مي 0121شود. اين قارچ در حدود سال دنيا كشت مي

 اي سفيد در اواخر قرنکمها گسترش يافت. گسترش توليد قارچ تكشت اين قارچ در تمام اروپ 00در قرن 

هاي كنترل شده رواج پيدا كرد. از كشت و توليد آن در خانه و محيط 0301، به آمريکا رسيد و از سال 03

اي سفيد به شيوه مدرن هاي خوراكي و به ويژه قارچ دكمه، توسعه صنعت توليد و پرورش قارچ0311دهه 

توليد و پرورش قارچ خوراكي اوري هاي تحقيقاتي در اروپا و آمريکا، فنآغاز شد و با تاسيس آزمايشگاه

هاي پيشرفته، پرورش اين نوع قارچ اي سفيد پا به عرصه جديدي گذاشت. اكنون در بسياري از كشورکمهت

 (.0931 ،پوريان فرفارسي و شود )آور شناخته ميبه عنوان يك صنعت سود
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 ای کمهتبندی علمي و اندام شناسي قارچ هرد -1-3

بندي  جز سلسله گياهان طبقه 0ها به علت داشتن ديواره سلولي و اسپوري دور، قارچدر گذشته        

ها فاقد كلروفيل بوده و متکي به وجود مواد آلي هستند، شدند، اما بعدها مشخص شد از آنجايي كه قارچمي

باشد، متعلق به اين سلسله مي حقيقياي يك قارچ کمهتعلق دارند. قارچ ت Fungiاي به نام به سلسله جداگانه

 : (5119، هيبت و همکاران) باشدبندي به شرح زير ميبندي اين قارچ بر اساس آخرين طبقه لذا رده

  Eukaryotaسلسله : فوق

 Fungiسلسله : 

 Dikarya:  زير سلسله

   Basidiomycotaشاخه : 

 Agaricomycotinaزير شاخه : 

 Agaricomycetes:  رده

 Agaricomycetidaeزير رده : 

 Agaricalesراسته : 

 Agaricaceaeخانواده : 

 Agaricusجنس : 

 A. bisporusگونه : 

                                                           
1 - Spore 
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اي است شود. كلاهك سفيد تا قهوههاي چتري شاخص تشکيل ميبازيديوكارپ Agaricusدر جنس         

شود، در اين جنس بازيديوسپورها بر روي پايه داراي حلقه است ولي ولوا تشکيل نمي ها آزاد وو تيغه

ها گروهي از قارچ(. 0903، خداپرستشوند )گردند و با فشار آزاد ميهاي تك سلولي تشکيل ميبازيديوم

 )ساپروفيت( 0نند و لذا گندروكديگر تأمين ميرده موجودات زنده مواد آلي مورد نياز خود را از بقاياي م

كنند و مواد غذايي خود را به طور مستقيم از شوند. گروهي ديگر به صورت انگلي زندگي ميناميده مي

 مرده از بقاياي ي مواد آلي مورد نيازش را منحصرااکمهقارچ ت .آورندموجودات زنده ديگر به دست مي

 (.0901، پاكدينباشد )مي )ساپروفيت( كند و بنابراين يك قارچ گندروموجودات زنده تأمين مي

هاي متعدد ناميده شده اي سفيد در منابع مختلف و در طي تاريخچه خود به نامکمهخوراكي ت قارچ

 Psalliota شده است، از اين قارچ به نامتشر است. در اولين كتابي كه در مورد پرورش اين قارچ من

campestis در  كسونوميکي مورد پذيرش قرار نگرفت.البته اين نام به علت نداشتن اساس تا .ياد شده است

 Psalliota hortensis Lev اسپور بر روي هر بازيديوم به ناماين قارچ را بر اساس وجود دو  سالهاي بعد

اي، نام کمهشناسي پاريس، براي قارچ خوراكي ت المللي گياهكنگره بين، در 0321در سال  .نامگذاري شد

(. در هر صورت، اكنون 0309، ريساسينگر و هپذيرفته شد )Agaricus bisporus lange (Imbach) علمي 

 The است. نام انگليسي اين قارچ نيز در تمامي منابع علمي متداول شده اتقريب A. bisporusبکارگيري نام 

(White) Button Mushroom گردانباشد )اي )سفيد( ميکمهكه معادل فارسي آن قارچ خوراكي ت است ،

0902 .) 

                                                           
1 - Saprophyte 
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است.  شدهاي، اندام هوايي در هنگام بلوغ از دو قسمت عمده و اصلي تشکيل کمهدر قارچ ت

 5پهن و قسمت نگهدارنده آن به صورت يك پايه 0قسمت اصلي اندام باردهي به صورت يك كلاهك

 9، كلاهك به وسيله يك غشاء يا پردهنرسيده غهنوز جوان بوده و به بلوكه قارچ شود. هنگاميمشخص مي

. به تدريج كه قارچ به بلوغ شده استپوشيده  شود، كاملالاهك و پايه تشکيل ميكه در حد واسط ك

، تا جايي كه در مرحله بلوغ كامل فقط قسمتي از اين غشاء اطراف پايه را فرا شدهرسد، اين غشاء پاره مي

 2هايي به نام تيغهلاهك، انداممعروف است. درون ك 1گيرد. در اين حالت اين قسمت باقيمانده به نام حلقهمي

 . (0931 ،فارسي و پوريان فرباشند )قارچ مي 1قرار دارند كه جايگاه تشکيل بازيديوسپورهاي

 

 های خوراکي در دنیای امروز جایگاه قارچ -1-4

زمن ميليون نفر از گرسنگي مُ 011نزديك به  9،امروزه در جهان، بنابر آمار سازمان خوار و بار جهاني

درصد(، در كشورهاي فقير و يا در حال  32ميليون نفر از اين تعداد )يعني بيش از  011برند كه مي رنج

دولتي در اين  هاي دولتي و غيري تأمين غذا به يکي از مهمترين برنامهكنند. بنابراين مسالهتوسعه زندگي مي

يني جانوري پاسخگوي نسبي نياز ي نه چندان دور، منابع پروتئكشورها تبديل شده است. شايد در گذشته

كشورهاي فقير و يا در حال توسعه بوده است، اما امروزه عواملي همچون جمعيت فراوان با نرخ رشد بالا، 

كمياب و پر هزينه بودن منابع پروتئيني جانوري، لزوم ايجاد تنوع غذايي با تأكيد بر حفظ سلامت فردي و 

                                                           
1 - Cap or pileus 

2 - Stipe or Stalk 

3 - Veil membrane 
4 - Annulus 

5 - Gills 

6 - Basidiospore 

7 - FAO 


