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 Pseudomonas tolaasii يها هیجدا ییزایماریب يفاکتورها یبرخ یو بررس ییشناسا
  رانید در ایسف يا تکمه یجدا شده از قارچ خوراک

  2يطاهر سایپرو  3یفارس محمد ،2*یقیطر دیسع ،1یاخلاق يمهد

  )10/8/1394 :؛ تاریخ پذیرش4/11/1391: تاریخ دریافت(

  دهیچک
پرورش  يها هاي اخیر به عنوان یک بیماري شایع در سالن در سال) Agaricus bisporus(د یسف يا اي قارچ خوراکی تکمه بیماري لکه قهوه

پوسـیده کـه    يهـا  و کلاهک يا قهوه یاي، سوختگ هاي کوچک قهوه علائم بیماري به صورت، لکه. قارچ ایران، ایجاد مشکل نموده است
اما . باشد یمطرح م يا جاد لکه قهوهیا یبه عنوان عامل اصل Pseudomonas tolaasii يباکتر. شود یحالت لزج و چسبناکی دارند مشاهده م

 يدارا يهـا  رچاز کلاهک قا ينمونه بردار. شود یدر نظر گرفته م يا سم به عنوان عامل لکه قهوهیکروارگانیک میش از یشه بیدر منابع هم
، ییایمیوشیمختلف ب يآزمونها. رفتیصورت پذ 1390ن در سال ی، تهران، سمنان و قزويالبرز، خراسان رضو يها علائم مشکوك از استان

مشخص نمود  )Ps-F, Ps-R(رفت و برگشت  يبا استفاده از آغازگرها rDNA S16از  يلو بازیک کیه یر ناحیو تکث يا هی، تغذیکیولوژیزیف
قارچ  کلاهک يها بر رو هیجدا ییزایماریآزمون اثبات ب. هستند Pseudomonas tolaasii و گونه Pseudomonasمتعلق به جنس   هیکه جدا

 ـمشـخص گرد  ییزایمـار یب ياز فاکتورها یبرخ یبا بررس. نشان داد ها هین جدایدر ب را ییزایماریب شدت از یدرجات مختلف يا تکمه د، ی
 ـ  ين بـالاتر یووردیدروفور پاید سیرا دارند از قدرت تول ییزایمارین توان بیشتریکه ب ییاه هیجدا  ـ. باشـند  یبرخـوردار م  ـچ یدر ه ک از ی
 ـیتحرك و تولن، ید تولاسیتوللم، یوفید بیها از جمله تول يباکتر ییزایماریب ير فاکتورهاید ساین تولیب یمیارتباط مستق ،ها هیجدا  گنالید س

(PQS) Pseudomonas quinolone signal يق نشان داد که در باکترین تحقیج اینتا. مشاهده نشد Pseudomonas tolaasii  همانند اغلـب ،
  .ستیآن مشخص ن یوجود دارد اما نقش واقع PQS ،ها سودوموناس

  رانی، اPQS، یسودوموناس، قارچ خوراک: کلیدواژه

  starighi@um.ac.ir :یکیمسئول مکاتبات، پست الکترون* 
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Abstract 
In recent years brown blotch of cultivated mushroom (Agaricus bisporus) has been observed as a prevalent 
disease in Iran. The disease symptoms of the cultivated agaric include brown blotch, brown pit spots, 
rotting, weeping and drippy gill. Pseudomonas tolaasii has been cited as the causal agent of bacterial 
blotch, but much controversy exists regarding the involvement of this bacterium alone or blotch may be 
caused by more than one organism. In 2011, the diseased samples of mushroom were collected from 
Khorasan Razavi, Alborz, Tehran, Semnan, Ghazvin and Golestan provinces. Strains which were 
pathogenic on the cap of mushroom (pileus) were selected for further analysis. Biochemical, physiological 
and nutritional tests together with amplification of 1Kb region of 16S rDNA using Ps forward and reverse 
primers showed that all strains belong to Pseudomonas tolaasii. The isolated strains displayed different 
degrees of pathogenicity on mushroom. The presence of different virulence factors were evaluated among 
the strains. The results indicated that those strains which showed enhanced pyoverdin production had 
higher pathogenicity on agaric caps. There was no correlation between the existence of other virulence 
factors such as biofilm formation, motility, or PQS production and pathogenicity. Our results indicated that 
in P. tolaasii similar to other Pseudomonads, PQS exists but the actual role of this signal is not so clear. 
PQS dependent quorum sensing in P. tolaasii could not affect pathogenicity of this bacterium, thus most of 
the virulence determinants in this bacterium should be PQS independent. 
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  مقدمه

غذا بـوده اسـت و    يش در جستجویدایانسان از بدو پ
انـد کـه بـه     بوده ین محصولاتیاز اول یکیها  احتمالا قارچ

زا نقـش  یمـار یعوامـل ب . انـد  عنوان غذا جلب توجه کـرده 
 يباز ییت محصولات غذایفیت و کیدر کاهش کم یمهم
 Agaricus(د یســف يا تکمــه یقــارچ خــوراک. کننــد یمــ

bisporus (در  یر کشت قـارچ خـوراک  ین سطح زیشتریب
ــا ــت  ی ــود اختصــاص داده اس ــه خ  & Farsi(ران را ب

Pourianfar 2011.( يا لکه قهـوه  يماریب )Brown spot( 
محصـول را کـاهش    ينه تنها بازار پسند A. bisporusدر 
مهـم   يجـاد خسـارت اقتصـاد   یدهد بلکـه از لحـاظ ا   یم
 يبـرا  یقارچ خوراک يا لکه قهوه يماریب. شود یم یابیارز
 ـو سـپس  ) Tolaas 1915(تـولاس ن بـار توسـط   یاول  نیپ
)Paine 1919 (بعد عامل  يسال هاد اما در یف گردیتوص
 Pseudomonasف ویبه صورت مشروح توص يمارین بیا

tolaasii ــ ــگرد یمعرف ــا ).Wong et al. 1982(د ی ن ی
و  يمرکـز  يهـا  اسـتان از  1374ن بار در سال یاول يماریب

 Mohammadi & Pourjam(گـزارش شـد   ران یا یشمال

1995, Rahimian & Zarei 1995(.  يبـاکتر P. tolaasii 
قـارچ   يا لکـه قهـوه   يمـار یعامـل ب ن یمهمتـر به عنـوان  
و  خبــاز. باشــد یمــمطــرح  رانیــو ا جهــان در یخــوراک
 ـجدا) Khabaz & Rahimian 2002( انی ـمیرح  يه هـا ی
 ـو شدت علا ییزایماریرا از لحاظ ب P. tolaasii یرانیا م ی

و همکـاران   خبـاز ن یهمچن ـ. در چهار گروه قـرار دادنـد  
)Khabaz et al. 2005 (ـن جدایچند   ياز بـاکتر  یبـوم  هی

P. fluoresence ه ی ـبر عل یستیت آنتاگونیخاص يکه دارا
P. tolaasii ـولوژیبودند را به عنوان عوامل ب  ک کاهنـده  ی
. نمودنـد  یمعرف یقارچ خوراک يا لکه قهوه يماریشدت ب

ــا ــاکتری ــد د ين ب ــودوموناگــر یمانن ــاریب يدهاس زا از یم

زبـان خـود   یدر م يمـار یجـاد ب یا يبـرا  يادیز يفاکتورها
ــ ــتفاده مـ ــتول. کنـــد یاسـ ــیـ ــدروفورها، بید سـ لم، یوفیـ

 ییهـا و توانـا   نیتوکس ـو  یخارج سـلول  يها دیساکار یپل
 مهـم در  يهـا  یژگ ـیواز  ییهـا  ها نمونه يتحرك در باکتر

 ين فاکتورهـا ید ایدر اکثر موارد تول. باشند یم ییزایماریب
 تی ـسـنجش جمع  به نـام  يا دهیپد ریتاث تحت ییزایماریب
اتفـاق   Quorum sensing  (QS)ای )احساس حد نصاب(
ــ ــد یم ــروه از ). Tarighi & Taheri 2011( افت دو گ
گـروه  . کننـد  یفا میا یده نقش اساسین پدیها در ا گنالیس

) Homoserine lactone )HSLهـا  لاکتـون   نیاول هموسر
ــ ــاکتر  یم ــه در ب ــند ک ــا يباش ــ يه ــرم منف ــه  یگ از جمل

 ـن گـروه تعـداد ز  یا. ها وجود دارند سودوموناس از  يادی
هــا از جملــه  را در ســودوموناس ییزایمــاریب يفاکتورهــا

، یخـارج سـلول   يدهایسـاکار  ید پل ـی ـلم، تولیوفی ـد بیتول
 ـن پدیوجود ا. کنند یکنترل مت انید آلجیتحرك و تول ده ی

ده یبــه اثبــات رســ P. syringaeو   P. aeruginosaدر 
 Eberal 1999, Fuqua et al. 2001, Quiňones et( است

al. 2005 .(ــودوموناس ــوص   ،هــا در س ــه خص  .Pب

aeruginosa، بـه نـام    يگـر یگنال دیس ـPseudomonas 

quinolone signal ا یPQS ـا. وجود دارد  گنال بـا  ین س ـی
هـا و   لاکتـون   نیل در سنتز هموسریدخ يان ژنهایکنترل ب
 Diggle(کند  یفا میا يدیکل ی، نقشییزایماریب يفاکتورها

et al. 2006, Mc Grath et al. 2004.( ن یــوجــود ا
 .Pلی ـسـودوموناس از قب  يهـا  از گونه یگنال در برخیس

putida  و P. flourescens   در . ده اسـت یبـه اثبـات رس ـ
وسـنتز  یب يز وجـود ژنهـا  ی ـگر از سودومونادها نید یبرخ

افـت  ی PQSگنال یده است اما سیگرد یابیرد PQSکننده 
 Reen et al. 2011, Tarighi & Taheri(نشـده اسـت   

د ی ـم تولیدر تنظ ـ PQSت نقـش  ی ـاهمبا توجه به  .)2011
ن ید هموسـر یو تول ییزایماریب ياز فاکتورها يادیتعداد ز
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ا عدم وجـود  یدر مورد وجود  یلاکتونها و نبودن اطلاعات
 ـد تـا وجـود ا  یگرد ی، سعP. tolaasiiگنال در ین سیا ن ی
 ـرد ين بـاکتر یگنال در ایس  ـ ی ـو ن یابی  ـن ایز ارتبـاط ب ن ی
 .P ییزایمــاریمــوثر در ب يد فاکتورهــایــگنال و تولیســ

tolaasii ن گرددییتع .  

    یبررس  يها مواد و روش
از بافت آلـوده   P. tolaasii يو جداساز ينمونه بردار

  يا کلاهک قارچ تکمه

کشت و  يها از سالن 1390ور ماه ین تا شهریفرورد از
، تهران، يسان رضوخرا يها استان یپرورش قارچ خوراک
 يکـه دارا  ییها د و از کلاهکین بازدیالبرز، سمنان و قزو
 ينرم بودند نمونـه بـردار   یدگیو پوس يا علائم لکه قهوه
شـگاه  یبه آزما يکاغذ يها ها در پاکت نمونه. به عمل آمد

از قسـمت کلاهـک و    يباکتر يجداساز. نددیگرد منتقل
 ـباکتر یبـه آلـودگ   مشـکوك  يهـا  قـارچ  يها هیپا بـا   ییای

 .King’s B )KB( )King et alکشـت   طیاستفاده از مح ـ

از قـرار   ون حاصـل یسوسپانس ـ. رفتیصورت پـذ  )1954
آب مقطـر   آلـوده در  يهـا  قـارچ  قطعات خورد شدهدادن 
ــتر ــر لیاس ــ يرو ب ــتیمح ــد و   KBط کش ــط ش مخط
 24بـه مـدت    ºC28 يدمـا  شـده در  کشـت  يهـا  تشتک

هـا، بـا توجـه     پرگنه پس از رشد .نگه داشته شدندساعت 
هـا انتخـاب و بـه     به رنگ و شکل هر پرگنه، تـک پرگنـه  

 يتا زمـان اسـتفاده، نگهـدار    C4°و در  منتقلKB  طیمح
  .)Godfrey et al. 2001(شدند 

  )White line test(د یسف یجاد خط رسوبیآزمون ا

 انجـام شـد   همکـاران کـانتور و   روشبـه  ن آزمـون  یا
)Cantore et al. 2006 .(ـکـه بـا جدا   ییهـا  هیجدا   .P  هی

reactans ل دادند بـه عنـوان   ید تشکیسف یخط رسوبP. 

tolaasii  و جدا شدندانتخاب.  

  ها  هیجدا یپیات فنوتیخصوص یبررس

بـا اسـتفاده از    د رنگدانـه فلورسـنت  ی ـتول يهـا  آزمون
 Kovacs(کـواکز بـه روش   دازی، اکس ـKB ط کشـت یمح

 & Lelliott( وت و اسـتد ی ـلل، کاتـالاز بـه روش   )1956

Stead 1987(ـ   یتـورنل درولاز بـه روش  ی ـه ين دی، آرژن
)Thornly 1960( ،ت در توتـون بـه   یفـوق حساس ـ جاد یا

ــت و روش  ــاران کلمن  ،)Klement et al. 1964(همک
 ـتارتار-تول و امی، بنـزوات، مـان  تولیسـورب استفاده از  ک ی

آزمـون گـرم بـا    . رفتیصورت پذ ها هیجدا يبر رو دیاس
ساسـلو و  سه درصد به روش ) KOH(س ت در پتایحلال

ــاران  ــا .انجــام شــد )Suslow et al. 1982(همک ر یس
 یشناس ياستاندارد باکتر يها ها با استفاده از روش آزمون
  ).Schaad et al. 2005( دیگردانجام 

  ها هیجدا یملکول ییشناسا

-Psو  Ps-for ياز آغازگرهـا  ها هیص جدایتشخ يبرا

rev  )ه ی ـشده بـر اسـاس ناح   یطراح) گمایس شرکتS 

rRNA16 آغـازگر  . هـا اسـتفاده شـد    سودوموناسPs-for 
 GGTCTGAGAGGA -'5یتــــــــوال يدارا

TGATGATCAGT - 3' ــوال و ــازگر یت ــه  Ps-revآغ ب
ــو 'TTAGCTCCACCTCGCGGC- 3 -'5صــورت د ب

)Widmer et al. 1996( .ــرا ، هــر DNAاســتخراج  يب
عصـاره مخمـر    يحـاو  ییط آگـار غـذا  یمح يه رویجدا

از  یونیسـاعت سوسپانس ـ  48تـا   24کشت شد و پس از 
بـا   يجذب نـور ( CFU/ml 108 یبیتقر با غلظت يباکتر

 ـنـانومتر معـادل    600اسپکتروفتومتر در طول مـوج   ) کی
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قـه در آب  یدق 20بـه مـدت    يبـاکتر  يها سلول. ه شدیته
ــوش  ــلج ــپسی ــدت   ز، و س ــه م ــه در یدق 3ب  g7000ق
ن یمحلـول رونش ـ  DNA یبیتقر غلظت. شدندوژ یفیسانتر
در  يبـه روش اسـپکتروفوتومتر  مختلـف   يهـا  هیدر جدا

 & Green(ن زده شــد ینــانومتر تخم ـ 260طـول مـوج   

Sambrook 2012 .( غلظتDNA ـهر جدا  ه بـه حـدود   ی
ng/µl 100 شات مورد استفاده قـرار  یم شد و در آزمایتنظ
   .گرفت

انجـام   lµ 25ییمراز در حجم نهایپل يا رهیواکنش زنج
ــگرد ــامل ی ــه ش ــر  mM MgCl2 5/1 ،Mµ 5/0د ک از ه

مــراز  یم پلــیآنــز mM dNTPs 5/0 ، U25/1آغــازگر، 
)Taq DNA Polymerase GENETBIO, Daejeon, 

South Korea ( 10و بافرX PCR  به مقدارlµ 5/2  بـود. 
غلظـت   بـا  یژنـوم  DNA نمونهاز  lµ 1 مخلوط فوقبه 

ng/µl 100 ر ی ـتکث يبرا یچرخه حرارت .اضافه شدDNA 
قـه  یدق 4به مدت  C94° يه در دمایاول يبا واسرشت ساز

در  DNA يچرخه شامل واسرشته سـاز  30آغاز و سپس 
 يه، اتصـال آغـازگر در دمـا   یثان 30به مدت  C94° يدما
°C 58  يدر دمـا  گسترش طـول قه، یدق 1به مدت °C72 

 يدمـا در  ییبسـط انتهـا  ک ی آخرقه و در یدق 1به مدت 
°C72  ومترای ـب کلریقه در دستگاه ترموسایدق 10به مدت 

)Gottingen, Germany ،Biomtera(   ــام شـــد انجـ
)Widmer et al. 1997.(  

به همـراه   PCRه و محصولات یدرصد ته 1ژل آگارز 
) Fermentasه شـده از شـرکت   یته( يلوبازیک کیمارکر 

ساعت با ولتـاژ   1و به مدت  يآن بارگذار يها در چاهک
بـا  ژل آگـارز   يزی ـرنـگ آم . ولت الکتروفورز شدند 100

 ـوم برومایدی ـن اتیگزیرنـگ جـا    DNA green د بـا نـام  ی

viewer از ژل بــا اســتفاده از  يعکســبردار و شــد انجــام
 یابی یتوال. صورت گرفت Gel Documentationدستگاه 

 ,Bioneer, Seoul)(ر یونیتوسط شرکت ب PCRمحصول 

South Korea انجام شد .  

  شگاهیط آزمایدر شرا ییزایماریآزمون اثبات ب

 و جـوان  سـالم  يهـا  از کلاهـک  ییزایماریدر آزمون ب
ه شده از مرکـز پـرورش   یتهد یسف يا تکمه یقارچ خوراک
ابتـدا  . استفاده شدمشهد،  یدانشگاه فردوس یقارچ خوراک
ه ضـد  یثان 30به مدت  96%اتانول  ها با استفاده از کلاهک
ــون تــر یل یلــیم 10شــدند و ســپس در   یســطح یعف
×  CFU/ml108 با غلظـت   يباکتر يسلولها ونیسوسپانس

 يدنـد بـه نحـو   یه خارج گردیثان 30فرو برده و پس از  1
ده یون پوشیاز سوسپانس یه نازکیها از لا که سطح کلاهک

در نظـر   شـاهد کـه بـه عنـوان     ییها کلاهک قارچ. شدند
 يها قارچ. فرو برده شد لیاسترمقطر در آب  گرفته شدند

 ـما  ـی سـاعت   48بـه مـدت    C28°  يدمـا  درشـده   یه زن
 يهـا  مجددا از لکـه  يماریعامل ب يباکتر. شدند ينگهدار

 زانی ـم بر اساس يگروه بند. دیگرد يجداسازجاد شده یا
 نـرم و زمـان ظهـور علائـم     یدگیر رنگ، شدت پوسییتغ
  .رفتیصورت پذ ه هایجاد شده توسط جدایا

  لمیوفید بیتول سنجش

 يهـا  بشـقابک  يهـا  ل درون چاهـک یط اسـتر یدر شرا
 Microtiter plate, SPL Life( يا خانـه  96 يتریکروتیم

Sciences, Pocheonsi, South Korea(، 350 تـر  یکرولیم
 10خته شـد و بـه آن   یل ریع استریما LBط کشت یاز مح
 یبـا غلظـت سـلول    هیون هر جدایتر از سوسپانسیکرولیم

CFU/ml 108  ×1 ه سـه تکـرار  یهر جدا يبرا. اضافه شد 
بـه عنـوان    تنهـا  لیط کشـت اسـتر  یو مح به کار برده شد
بـه مـدت    C28° يدر دمـا  ها بشقابک. شاهد انتخاب شد

ات یــمحتو هی ـپــس از تخل. ندشـد  ينگهـدار سـاعت   24
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هـا بـا    ، چاهـک يبـاکتر  يط کشـت حـاو  یاز مح بشقابک
 50در اتـانول  ( درصد 10وله یستال ویاستفاده از رنگ کر

پـس از  . شـدند  يزی ـسـاعت رنـگ آم   2به مدت  )درصد
ل، یها با آب مقطـر اسـتر   چاهک يه رنگ و شستشویتخل
در  کروسـکوپ یه بـا م ید شده توسط هر جدایلم تولیوفیب

ن جهــت یهمچنــ. شــد يعکــس بــردار x40 ییبزرگنمــا
ها با اتـانول   د شده چاهکیلم تولیوفیمقدار ب یسنجش کم

جـذب   .شستشـو داده شـدند  ) تریکرولیم 350( درصد 96
نـانومتر   570هـر چاهـک در طـول مـوج      یمحلول رنگ ـ

 ـده شده توسـط هـر جدا  یلم تولیوفیانگر مقدار بیب ه بـود  ی
)Maddula et al, 2008.(  

  ها هیجدا ن دریووردید پایسنجش تول

ها از  هیجدا يدیدروفور تولیزان سیم يریاندازه گ يبرا
 ـک از جدایهر . شداستفاده  يروش اسپکتروفتومتر هـا   هی

ــ ــت یدر محـ ــیکازآمط کشـ ــاو(د ینواسـ ــرم 5 يحـ  گـ
ــودر  Casamino (Merck, Dremstadt, Germany)پ

acid ،9/0 گرم K2HPO4  گـرم  25/0و MgSO4  ـدر  ک ی
 ـیما (Cornelis et al. 1992) )ترآب مقطریل . شـدند  یه زن

) Shaker- incubator(انکوبـاتور  -کریدرون ش ـ کشت ها
 24تـا   18بـه مـدت    C28° يقه و دمـا یدور در دق 50در

وژ کـــردن یفیپـــس از ســـانتر. ســـاعت قـــرار گرفتنـــد
دور در  5000درقـه  یدق 3بـه مـدت    يون باکتریسوسپانس

ــاکتر يهــا ســلول قــهیدق  یــیفــاز روحــذف شــده و  يب
)Supernatant (بـا انـدازه    پـور  یلیم يلترهایحاصل از ف

ــه جــذب  مقــدار. کرومتــر عبــور داده شــدیم 22/0 روزن
ن یووردیانگر مقدار پاینانومتر ب 405در طول موج محلول 
  ).Dao et al. 1999(د شده بود یتول

توسط ) ها اریتروسیت(قرمز  يآزمون همولیز گلبول ها
  ها هیتولاسین جدا

بـراي  ) Rainey et al. 1993(همکـاران   ورینی روش 
 ییط کشـت آگـار غـذا   یمح. انجام این آزمون استفاده شد

)NA (ه شـد و سـپس از   ی ـرصد خون گـاو، ته د 5 يحاو
. ها روي این محیط قرار داده شـد  هیساعته جدا 48کشت 
نگهـداري   C28°سـاعت در   24-48هـا بـه مـدت     تشتک
ها، نشانگر  يشفاف در اطراف کلنی باکتر  قطر هاله. شدند

  . ه بودید شده توسط هر جدایمقدار تولاسین تول

 ها هیآزمون سنجش میزان تحرك جدا

 Kinscherf( نشرفیکبراي انجام این آزمون از روش 

et al. 1999 (هاي  دیسک. رات استفاده گردیدییتغ یبا کم
هـا آغشـته و    کاغذي به سوسپانسیون کشت تـازه بـاکتري  

) درصـد آگـار   KB )0.7مه جامد یسپس بر روي محیط ن
ــدت   ــه م ــد و ب ــرار گرفتن ــاي  24ق  C28°ســاعت در دم

 ـداقطـر حرکـت ج  . نگهداري شدند هـا بیـانگر قـدرت     هی
  .تحرك آنها بود

 PQS (Pseudomonas quinolone(مقـدار   یابیرد

signal ها هیدر جدا  

 (Diggle et al. 2006) گلیدبه روش  PQSاستخراج 
 ـلور عیکشت مـا ط یها در مح يباکتر. انجام شد  یا برتـان ی

LB) (Luria Bertani,  ســاعت رشــد داده  24بــه مــدت
 5بـه مـدت    هـا  يکتربا يط کشت حاویسپس مح. شدند
 یـی فـاز رو . وژ شدیفیسانترقه یدور در دق 7000قه در یدق

. کرومتر عبـور داده شـد  یم 22/0پور  یلیلتر میاز ف ،حاصل
محلـول  با هم حجم خود ) تریل یلیم 3(لتر شده یمحلول ف

  کیل استات یتر اتیل یلیم 100به هر ( ل استاتیات يدیاس
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بـا علایـم   ) Agaricus bisporus(هاي خوراکی  ، جدا شده از قارچPseudomonas tolaasii هاي جدایه فنوتیپی خصوصیات. 1 جدول
   .هاي قزوین، سمنان، تهران و خراسان رضوي اي در استان لکه قهوه

Table 1. Phenotypic characters of Pseudomonas tolaasii strains, isolated from brown blotch-affected 
mushrooms in Ghazvin, Semnan, Tehran and Khorasan Razavi provinces   
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Gh3 + + + + - - - + - + + Ghazvin 
Se5 + + + + - - - + - + + Semnan 

Ga6A + + + + - - - + - + + Garmsar 
Pa17 + + + + - - - + - + + Pakdasht 
Sa10 + + + + - - - + - + + Safadasht 
Sa11 + + + + - - - + - + + Safadasht 
Ma13 + + + + - - - V - + + Mashhad 
Ni16B + + + + - - - + - + + Nishabour 
Te17A + + + + - - - + - V + Tehran 
Te17B + + + + - - - + - V + Tehran 
Da18 + + + + - - - + - + + Damghan 
Se20 + + + + - - - + - + + Semnan 

     More than 80percent of the isolates showed positive reaction :+ جدایه ها واکنش مثبت نشان دادند درصد 80از  بیش+: 
   More than 80 percent of the isolates showed negative reaction :-  جدایه ها واکنش منفی نشان دادند درصد 80بیش از :  -

V : واکنش مثبت نشان دادندجدایه ها درصد  79تا  21بین  V: Between 21 to 79 percent of isolates showed positive reaction 

  
  
مخلـوط  ) نرمال اضافه شد 1/0ک یدرید کلریتر اسیل یلیم

قه به شدت بـا دسـت تکـان داده    یدق 1د و به مدت یگرد
ط یاز مح ـل دو فاز جداگانه، فاز حـلال  یپس از تشک. شد

 يط خـلاء بـه روش روتـور   یکشت جـدا، و تحـت شـرا   
ســاعت  6بــه مــدت  (Rotory evaporator)تــور یاواپور

 ـاستخراج شـده در   PQS. دیخشک گرد تـر  یل یل ـیک می
ن مقـدار  یو تخم یابیبه منظور رد. متانول خالص حل شد

PQS د شده،یتول µl20  محلول ازPQS در  شده استخراج
 ـلا یکرومـاتوگراف  يهـا  صـفحه  يبـر رو  متانول ه نـازك  ی

متر و طـول صـفحه    یلیم 25/0با ضخامت  Gکاژل یلیس(
با اسـتفاده از   یکروماتوگراف. دیمنتقل گرد) متر یسانت 20

) 5:  95 ینسـبت حجم ـ (کلرومتـان و متـانول    يحلال د
 ـبـا نزد . انجام شـد  صـفحه   يک شـدن حـلال بـه انتهـا    ی

، صـفحه از تانـک   )ظرف حدود چهار سـاعت ( کاژلیلیس
 365ر نور ماوراء بنفش با طـول مـوج   ید و زیارج گردخ

ت شده به موازات نمونه یرو فلورسانت يهالکه  نانومتر،
 Pesci et( ندقلمـداد شـد   PQSبه منزله وجود  استاندارد

al. 1999.(  

  جینتا
   P. tolaasiiگونه  یی، انتخاب و شناسايجداساز

ط یمح يفلورسنت جدا شده بر رو يها يان باکتریاز م
KBد در تقابـل  یجاد رسوب سفیکه قادر به ا ییها هی، جدا

 ییبودنـد جهـت شناسـا    P. reactants KACC10099با 
دی ـگرم، تول یبر اساس واکنش منف. تر انتخاب شدند قیدق
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  قارچ يکلاهک هاجدا شده از  P. tolaasii يها نیاسترد شده توسط ین تولیووردیسه مقدار پایمقا. 1 شکل

Figure 1: Comparison of pyoverdin production by P. tolaasii isolated from mushroom caps  
  

مثبـت بـودن   کاتالاز،  و دازیاکسد یتولنت، ارنگدانه فلورس
ــنش  ــواک ــه ين دیآرژن ــدم درولاز، ی ــد در ع ، Cº37رش
واکـنش فـوق   جاد یعدم ا، ینیب زمیسدن یانلهدر  یناتوان
تول، یمـان  یاسـتفاده از منـابع کربن ـ   ،ت در توتـون یحساس
 ،بنـزوات و عدم اسـتفاده از   دیک اسیتارتار-تول، امیسورب
 )1جـدول  (گرفتنـد   يجـا  P. tolaasii گونه درها  هیجدا

)Schaad et al. 2005 .(16از ژن  یبخشS rDNA  توسط
 ـجدا یدر تمـام  PsRو  PsF یاختصاص يآغازگرها هـا   هی

 Se20ه یر شده در جدایقطعه تکث یسه توالیمقا. ر شدیتکث
 ـبا علا یجدا شده از کلاهک قارچ خوراک(  یدگیم پوس ـی

 یها، با تـوال  هینده جدایبه عنوان نما ،)از شهرستان سمنان
 يسـودوموناس موجـود در ژن بانـک همولـوژ     يها گونه
  .نشان داد P. tolaasiiگونه درصد آن را با  100

  ییزایماریات باثب

د یسـف  يا قـارچ تکمـه   يهـا  کلاهـک  يوربرها  هیجدا
 ـجدا. را نشـان دادنـد   يماریم بیاز علا یحالات مختلف ه ی

20Se  ــا بــوي  پوســیدگی قهــوهباعــث اي و نــرم تــوأم ب

 ـسه جدا. شد یبافت قارچ خوراک گندیدگی در ، Da18ه ی
Ni16B،Ga6A   يا قهـوه  کلاهـک بـه   ر رنگییتغموجب 

 کوچک در سـطح کلاهـک   يا قهوه يها لکهجاد یره و ایت
دا ی ـحالـت لـزج پ  با اتصال آنها به هم کلاهک که  دیگرد
ه ها باعث پوسیدگی سفید و نرم تـوأم بـا   یر جدایسا .کرد

  . د شدندیتصاعد بوي گندیدگی شد

  ها هین در جدایووردیپاد یتولزان یسنجش م

بـر  دروفور یس ـ یر مختلف ـیه مقـاد یجدا 12 ک ازی هر
نـانومتر   405در طـول مـوج    ين جذب نوریانگیاساس م
 20Se )25/0±35/1( ،18Da يهــا هیــجدا .د کردنــدیــتول
ن مقــدار یشــتریب )33/0±17/1( B16Ni و )43/0±27/1(
 A 17Te )22/0±41/0( ،B17Teيها هیدروفور و جدایس
ــر )23/0±47/0( 3Ghو  )25/0±45/0( ــدار ن یکمتـ مقـ
  ). 1شکل ( د کردندیتولدروفور را یس

  لمیوفیآزمون سنجش ب

 لیتشـک  یین توانـا یشـتر یب A6Gaو  3Gh يها هیجدا
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ن یکمتـر  B17Teو  B16Ni يها هیجدا. را داشتندلم یوفی
 یاخـتلاف معن ـ . لم را دارا بودنـد یوفی ـل بیر در تشکیمقاد
ــ يدار ــاکتر يهــا هیــن جدایدر ب لم یوفیــل بیدر تشــک يب

 ـاز جدا یبرخ ـ يبرا یحت. مشاهده شد  ـهـا کـه از    هی ک ی
دار بـود   یاختلاف معن ـ زین شده بودند يمنطقه جمع آور

 . )2شکل(

  زان تحرك ید تولاسین و میسنجش تول

ن بر اساس قطر هاله شفاف ایجاد ید تولاسیتوانایی تول
). 3شـکل  (شده در اطراف کلنـی باکتریهـا سـنجیده شـد     

توانســتند   Ga6Aو Se20 ،Da18 ،Ni16B يه هــایــجدا
سـه   Ga6Aبـه جـز   . کننـد  زیها را به شدت همـول  گلبول
. ز برخوردار بودندین ییتحرك بالا ییگر از توانایه دیجدا
 ـن در جداید تولاس ـی ـن مقدار تولیکمتر ، Te17A يهـا  هی
Pa7  وSe5 زان تحرك متعلق بـه  ین میشتریب. مشاهده شد
ــجدا ــا هی  Ni16Bو  Se20 ،Da18 ،Te17B ،Te17A يه
  ).4و  3شکل(بود 

  ها  هین جدایدر ب PQSمقدار  ین کمییو تع یابیرد

 چ گونـه یبودند امـا ه ـ  PQSد یها قادر به تول هیجدا یتمام
ها مشاهد  هین جداید شده در بیتول PQSدر مقدار  یتفاوت
بـه دسـت    P. tolaasii يبـاکتر  يها هین جدایبنابرا. نشد
 یو شـمال شـرق   يدر مناطق مرکز یاز قارچ خوراک آمده
 ـا .)5 شـکل (بودنـد   PQSد ی ـران قادر به تولیا  ـی ن ین اول

  .باشد یم P. tolaasii يدر باکتر PQS یابیگزارش از رد

  بحث 
و  ییایمیوشـ ـی، بیکیولــوژیزیمختلــف ف  يآزمونهــا

شـده   يجدا ساز يها يباکتر يانجام شده بر رو يا هیتغذ
و شـمال   يدر منـاطق مرکـز   يا تکمـه  یاز قارچ خـوراک 

بـه   P. tolaasii يحضور باکتر نشان دهندهکشور  یشرق
 یدگیو پوس ـ يا جاد کننده لکه قهـوه یا یاصل عنوان عامل

 ـکلاهک قـارچ در ا  ییایباکتر  يهـا  گونـه . باشـد  یران م ـی
 ـن جدایز در بین .reactants  Pمانند يگرید هـا وجـود    هی

کـم   ییزایمـار یب ییل توانایق به دلین تحقیداشتند که در ا
 به دست آمـده ج ینتابر اساس . قرار نگرفتند یمورد بررس

 P. tolaasii،P. reactantsاز سه گونه سودوموناس شامل 

آلـوده   يکلاهک هـا  يکه به دفعات از رو P. gingeri و 
 .Godfrey et al( انـد  ا گـزارش شـده  یقارچ در سراسر دن

بـود کـه از تمـام     يا تنها گونـه  P. tolaasii  ، گونه)2001
) رسـوب (د خطیتول .شدافت یشده  يمناطق نمونه بردار

 يبـاکتر  ها در برابـر  هیجدا یجاد شده توسط تمامید ایسف
KACC10099 P. reactants ح یص صـح یانگر تشـخ ی ـب

 یر اختصاص ـی ـتکث). Cantore et al. 2006(ها بود  هیجدا
لو باز یک کی یبا وزن ملکول 16SrDNAه یاز ناح يا قطعه
متعلق بـه  ها  هیجدا یها نشان داد که همگ هیجدا یدر تمام

 ـ یتـوال . ک گونه هستندی قطعـه  ک ی ـنوکلئ يدهایاس ـ یابی
% 100 يهمولوژ ،)20Se(ها  هیاز جدا یکیر شده در یتکث
نکـه تنـوع   یبا توجه بـه ا . نشان داد P. tolaasiiبا گونه را 
 يهــا مشــاهده شــد لــذا فاکتورهــا هیــجدا ییزایمــاریدر ب
ت ی ـها اهم سودوموناس ییزایماریکه معمولا در ب یمختلف

انجـام شـده بـر     اتمطالع. گرفتقرار  یدارند مورد بررس
 ـ است  نشان داده P.tolaasii يرو و  ییزایمـار ین بیکـه ب

 ـفـوق    يتوسط باکتر يدیدروفور تولیزان سینوع و م ک ی
 جینتا، )Munsch et al. 2000( داردم وجود یارتباط مستق

 ـکه جدا يه بود، به طورین نظرید اییانگر تایما ب هـا بـا    هی
 ییزایمـار ین توان بیبالاتر ،نیووردید پاین توان تولیشتریب

از  یک ـیق فقـط  ی ـن تحقیدر ا البته. را از خود نشان دادند
ه قرار داد یجنس سودوموناس مورد بررس يدروفورهایس
 ییزایمـار یکـه در ب  ییهـا  سـتم ین سیاز مهمتـر  یک ـی .شد
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(C)  
  

 ج، لمیوفیب ادیز دیب، تول لمیوفیب دیتول الف، عدم. يتریکروتیم يها بشقابک يها چاهک در لمیوفیب دیتول از یکروسکوپیم نقوش. 2 شکل
 ها هیجدا نیب در شده دیتول لمیوفیب مقدار یسه کمیمقا

Figure 2. Microscopic pattern of biofilm formation in microtiter plate wells. A, no biofilm formation and B, 
high biofilm formation. C, Comparison of the level of biofilm formation among isolates. 
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 P. tolaasii يها هیله جداید شده به وسیتولاسین تول توسط اریتروسیت همولیز توانایی مقایسه -3شکل 

Figure 3. Comparison of erythrocyte homolysis by tolaasin produced by P. tolaasii isolates. 
 

  
  .یقارچ خوراک يها جدا شده از کلاهک P. tolaasii يها هیسنجش تحرك در جدا -4شکل 

Figure 4. The swarming motility assay in P. tolaasii isolated from mushroom caps. 
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 .P. aeruginosa ، 3. Gh3، 4 ياستخراج شده از بـاکتر  PQS .2، استاندارد P. tolaasii. 1. PQS يها هیجدادر  PQS یابیرد. 5 شکل
Pa7، 5. Sa10، 6. Se20، 7. Te17B. 

Figure 5. PQS detection in P. tolaasii isolates. 1. standard PQS; 2. PQS extracted from P. aeruginosa; 3. GH3; 

4. Pa7; 5. Sa10; 6. Se20; 7. Te17B. 
  

سـتم احسـاس حـد    یدارد س ییها نقـش بـه سـزا    يباکتر
. اسـت  )Quorum sensing(ت ی ـسـنجش جمع ا ینصاب 

ن لاکتونهـا و  یهموسر یعنیها  گنالیحضور دو گروه از س
PQS ت ی ـبـا توجـه بـه اهم   . دینما یرا کنترل مده ین پدیا
PQS بـر   یمبن ـ یچ گزارش ـینکه ه ـیدر سودوموناسها و ا

 ـحضور و نقـش ا   P. tolaasiiییزایمـار یگنال در بین س ـی
گنال مـورد توجـه   ین س ـیو نقش ا یابیوجود نداشت، رد

 ـکـه جدا  P. aeruginosaيدر باکتر PQS. قرار گرفت ه ی
 یگنال اصـل یس باشد به عنوان یپ جنس سودوموناس میت

ــدر کنتــرل تول . هــا اســت ن لاکتــونیان هموســریــد و بی
 PQS  )Pseudomonas quinoloneهمـانطور کـه از نـام   

signal (ـارود  یانتظار مد، یآ یبر م  تمـام  گنال در ین س ـی
قات یاما تحق ت داشته باشد،یسودوموناس عموم يها گونه
 ـا عدم حضـور آن و نقـش ا  یحضور  يبر رو یچندان ن ی
) P. aeruginosa ر از ی ـبـه غ (ها  در سودوموناسگنال یس

هـا از   از سـودوموناس  یدر برخ ـ. صورت نگرفتـه اسـت  

ن یا ساختمربوط به  ياز ژنها یبرخ P. syringaeجمله 
نشـده   يتـاکنون جداسـاز   PQSاند اما  افت شدهیگنال یس

ــت  ــدر ا). Tarighi & Taheri 2011(اس ــن تحقی ق ی
 PQSد ی ـقـادر بـه تول   P. tolaasiiمشخص شد که گونه 

 ـباشد امـا مقـدار آن در جدا   یم مختلـف، تفـاوت    يهـا  هی
ــداد یواضــح ــا توجــه بــه یاز طــرف د. را نشــان ن گــر ب

د ی ـوجـود دارد، تول  P. aeruginosa کـه در   ییهـا  افتـه ی
د شـده دارد  ی ـتول PQSبا مقـدار   یمیلم ارتباط مستقیوفیب
)Diggle et al. 2003, Kong et al. 2009( ، ـامـا در ا  ن ی
 ـها به  هیدر جدا PQSق مشخص شد که اگر چه یتحق ک ی

 ی، اما درجات مختلفد شده استیتول يبا مساویمقدار تقر
ن یهمچن ـ. وجـود دارد هـا   هیجدا انیم لم دریوفید بیاز تول
را  ییزایمـار یاز ب یدرجات مختلف P. tolaasii يها هیجدا

لم یوفید بی، تولییزایمارین بیب يا چ رابطهینشان دادند که ه
 ـبـا ا . ها مشاهده نشـد  هین جدای، بPQSو مقدار  ن حـال  ی
د کردنـد خسـارت   ی ـتول يشـتر ین بیکه تولاس ییها هیجدا
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. د نمودنـد ی ـتول یکلاهک قـارچ خـوراک   يرو يدتریشد
 ـ یمین ارتباط مستقیهمچن  ـن جدایب لم یوفی ـکـه ب  ییهـا  هی
 يبـه طـور  . کردند با تحرك مشاهده شد ید میتول يکمتر
را نشـان   يشـتر یلم کمتـر تحـرك ب  یوفیبا ب يها هیکه جدا
 ـ یز رابطـه معکوس ـ ین P. syringae يدر باکتر. دادند ن یب
ده احساس حد نصـاب و  یوابسته به پد يها گنالید سیتول

 Quinones et(وجـود دارد   ییزایمـار یت و بانید آلجیتول

al. 2005 .( رسـد کـه    ین بـه نظـر م ـ  یبنـابراPQS  درP. 

tolaasii يبـاکتر  ییزایمـار یرا در ب یمهمتواند نقش  ینم 
 ییزایمـار یکـه در ب  يگـر یمتعـدد د  يفا کند و فاکتورهایا

سـتم  یا همان سیو  PQSل هستند، مستقل از یدخ يباکتر
  .کنند یعمل م PQSاحساس حد نصاب وابسته به 
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