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عامل    هایتفکیک جغرافیایی سویهدر  rep-PCR های فنوتیپی و روشسنجش کارایی آزمون 
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 چکیده 

  نقاط دنیا   است که در بسیاری از  Pseudomonas tolaasii  ،(Brown Blotchای قارچ خوراکی ) لکه قهوهی  ایجاد کنندهعامل      

سپیدان، جهرم، شیراز، لار، )  استان فارس مناطق مختلف های پرورش قارچ درسالناز  97 و  96 هایشود. طی سال مشاهده می

دست  هاز مناطق مذکور ب  جدایه  100در مجموع    .منتقل شدو به آزمایشگاه  صورت گرفت  نمونه برداری    ( ریز و آبادهکازرون، نی

با استفاده از   تولاسین  ای و نیز وجود ژنها به منظور بررسی خصوصیات فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و تغذیهجدایه  تمامی آمد.  

، گرم منفی و هوازی ای شکلهای مورد بررسی میلهسویه  مورد بررسی قرار گرفتند.   PT1D1و  PT1Aآغازگرهای اختصاصی  

های سیب ورقه  ایجاد لهیدگی درها مثبت بود. همچنین توانایی  های اکسیداز و آرژنین دی هیدرولاز آناجباری بوده و آزمون

در بررسی  ها منفی ارزیابی شد.  جدایه  تمامیبرای    3( HRهیدرولیز نشاسته و فوق حساسیت روی توتون )زمینی، تولید لوان،  

های مناطق مختلف  با استفاده از آغازگرهای مذکور، جدایه  مشخص شد که    rep-PCR، با استفاده از روشژنوتیپی باکتریتنوع  

پراکنش جغرافیایی  استان فارس به شش یا هفت گروه متمایز تقسیم می شوند. کلاسترهای ایجاد شده در بسیاری موارد، با 

آزمونجدایه داد  نشان  نتایج  نسبی داشت.  گانهبوسیله   rep-PCRها هماهنگی  سه  آغازگرهای  از    REP   ،ERICیی هر یک 

جغرافیایی از یکدیگر تفکیک های مناطق مختلف استان را بر اساس منطقه  جدایه  مشخصی  بطور  د توانبطور انفرادی می  BOXو

ای و کلاسترهای ایجاد شده در  زایی روی قارچ دکمههای ایجاد شده بر اساس آزمون بیماریهمچنین مقایسه بین گروه .  ایدنم

 باشند.  می مشابه زایی با یکدیگربر اساس بیماری rep-PCRنشان داد که کلاسترهای ایجاد شده در آزمون   rep-PCRآزمون 

 

 .ای قارچ خوراکی، لکه قهوه rep-PCR، استان فارس،  Pseudomonas tolaasii:کلیدی های واژه
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 مقدمه 

.  (Tolass, 1915)  برای آن پیشنهاد گردید   P.tolarشناسایی و نام    ،اولین بار به وسیله تولاس  قارچ خوراکی،  ایبیماری لکه قهوه 

دو  همچنین آن ها  تایید شد.    P.  tolaasiiمجدداً بیماری توصیف و نام عامل بیماری به عنوان    ،ونگ و پرس  1979در سال  

  را پیشنهاد نمودند سریع کلاهک روی بلوک و تولید خط سفید    لهیدگی   شامل  P. tolaasiiجهت شناسایی    اختصاصی  آزمون

(Wong and Preece, 1979).   های مختلفی روی آن انجام شده  سیردنیا گزارش شده و براین بیماری تاکنون از مناطق مختلف

؛ Kim et al.,2007 ؛  Wong and Preece, 1982؛   Wong and Preece, 1980 ؛Khabaz Jolfaei and Rahimian, 2003)  است

Gonzales, 2006  ؛Yangche et al., 1999  ؛Wells et al. 1996  ؛Wong and Preece, 1985  .)  2007همکاران در سال  کیم و 

 Kimراه های کنترل بیولوژیک این بیماری در کره جنوبی را بررسی کردند ) وی  فمعر  P. tolaasii  عامل بیماری در کره جنوبی را

et al., 2010)    یانگ چی و همکاران مشاهده نمودند بین  در پژوهشی در کره،    1999در سالP. tolaasii  شده از مراکز   جدا

بر اساس آزمون   اهاز نظر ژنتیکی اختلاف وجود دارد؛ اما بین جدایه  Pseudomonasهای  در کره جنوبی و دیگر گونهکشت قارچ  

rep- PCR    وجود ندارداختلاف ژنتیکی  (Yangeche et al., 1999  .)های مونش و همکاران در فنلاند نشان  از طرف دیگر یافته

ها با تنوع فنوتیپی  و این تفاوت  با یکدیگر متفاوتند  rep- PCRاز لحاظ ژنوتیپی و براساس آزمون    P. tolaasii  های سویه  ،داد

بیماری لکه  راه  رحیمیان،و    جلفایی   خباز (.  Munsch et al. 2002مشاهده شده در بین آنها منطبق است ) های مقابله با 

 Khabaz Jolfaei andیابد )و به این نتیجه رسیدند که این بیماری در شرایط یخچال گسترش نمی ای را بررسی کردند  قهوه

Rahimian, 2003.)   این، آنها ارزیابی    علاوه بر  و عامل    نمودهطی تحقیقات خود در مازندران این بیماری را به طور گسترده 

به چهارگروه    ،اساس شدت علایم بر  ، تنها  رابیماری  عامل  و    معرفی  Pseudomonas tolaasiiرا  ای در شمال کشور  بیماری لکه قهوه

پور و همکاران  ،ای دیگردر مطالعه(.  Khabaz Jolfaei and Rahimian, 2003دسته بندی کردند ) از استان   55  ،تجلی  سویه 

ب را  نیز،  تهران  آنها  و  نموده  بیماریررسی  شدت  علائمبراساس  نوع  و  سویهزایی  را،  مذکور  دادند  های  قرار  دسته  چهار   در 

(Tajalipour et al., 2015) . 

های مولد  گروه بندی احتمالی سویهدستیابی به  در جهت    که تاکنون  هاییگردد که تلاش مشخص میبا توجه به نکات فوق      

نمونه در مطالعه حاضر تلاش شده  است.    بودهعمدتا بر شدت بیماریزایی متمرکز  ،  ای قارچ خوراکی انجام شده بیماری لکه قهوه

با استفاده از آزمون های فنوتیپی و روشن گردد که آیا می توان  ههایی از مناطق مختلف جغرافیایی در استان فارس بررسی شد

هر  ناشی از    ها ارائه نمود یا خیر و آیا دسته بندی احتمالیخاصی برای این سویه  دسته بندی   rep-PCRی  و آغازگرهای سه گانه

 منطبق است یا خیر.  مذکورهای  جغرافیایی سویهبا یکدیگر و نیز با پراکنش   ،یک از این دو روش

 

 ها  مواد و روش

جهرم، لار،  شیراز،  ای واقع در شهرهای مختلف استان فارس شامل  های پرورش قارچ دکمهاز سالن  97و  96های  طی سال   

نیسپیدان کازرون،  بازدید  ،  آباده  و  قارچریز  از  قهوهو  لکه  علائم  با  پایه  هایی  و  روی کلاهک  بر  برداری شدای  جهت .  نمونه 

  ضدعفونی و بلافاصله %70آب ژاول  درثانیه  5مدت ه ب ه، و شدشبه مدت پنج دقیقه شست روانبا جریان آب  هانمونه، جداسازی

، از بین بافت آلوده و سالم قطعه کوچکی انتخاب و به قطعاتی با  ها خشک شدهسپس نمونهشسته شدند.  سترون  با آب مقطر  

دقیقه  10-15آب مقطر سترون منتقل و به مدت    ml4ها در لوله آزمایش حاوی  ابعاد تقریبی دو میلیمترمربع تقسیم شد. نمونه

  در دمای اتاق روی دستگاه تکان دهنده قرار داده شد. سپس یک یا دو لوپ از هر سوسپانسیون، روی محیط کشت آگار مغذی 

هایی  پرگنهساعت، تک    24-48درون انکوباتور قرار داده شدند.  پس از گذشت    C027در دمای    وکشت شده  مخطط    صورتهب
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های خالص به لولة حاوی محیط آگار غذایی منتقل  د. پرگنهسازی و خالص شدنبی رنگ جدا  یا  های کرم، شفاف، زرد و به رنگ

روی سطح محیط   میلی لیتر 1-2ارافین مایع سترون با حجم تقریبی ساعت در دمای اتاق نگهداری شد. سپس پ 24و به مدت 

  از نظرهای استاندارد باکتری شناسی  با استفاده از روش  ص،ل های خاسویهها در یخچال نگهداری شد.  و لوله  شده  کشت ریخته

 ر مورد برسی قرا ی معمول باکتری شناسیهاسایر آزمونها، اسیدهای آلی و  ستفاده از قندها، الکل، اخصوصیات فیزیولوژیکی

   .(Fahy & Persly, 1983؛ Schaad et al., 2001)گرفتند

با آب معمولی و سپس با آب مقطر سترون شستشو شد. های قاقد علامت،  ابتدا قارچ  ،زاییاثبات بیماری  آزمونجهت انجام      

نگهداری    مرطوبدر محیط  و    تلقیح  ul30-20به میزان  CFU ml  410-1با سوسپانسیون باکتری به غلظت  مرکزکلاهک سپس  

های  عنوان جدایههبه همراه فرورفتگی  بودند، ب  ،هایی که قادر به تغییر رنگ کلاهک قارچجدایه   ،ساعت  48ازگذشت  د. پس  ش

 . (Cantore and Lacobellis, 2004؛Wong and Preece, 1979) زا تلقی شدندبیماری

 

 هابررسی خصوصیات ژنوتیپی جدایه  

  سوسپانسیون باکتریاییسازی آماده

و بلافاصوله به مدت یک شوده تهیه و به مدت ده دقیقه جوشوانده    cfu810 (=1600OD)سووسوپانسویونی از باکتری با غلظت      

اسوتفاده   PCRشوده و از فاز رویی به طور مسوتقیم درg11000دوربا  سوانتریفیوژ  دقیقه روی یخ قرارگرفت. سوپس پنج دقیقه در 

   (.Yaish, 2006شد )

 ردیابی بیمارگر با آغازگرهای اختصاصی 

ژن تولاسووین را تکثیر    شوود. این آغازگرهاا پروژه، ایران( تهیه  ز)ف PT1A  ،PT1D1آغازگرهای P. tolaasii  جهت شووناسووایی      

میلی    2/0هوای سوووترون  در تیوبul25( برای هر واکنش در حجم نهوایی  Master mixمخلوط واکنش )  (.1د )جودول  نوکنمی

ده از  ااز سووسوپانسویون جوشوانده باکتری اضوافه و با اسوتف ul 1)سویناژن، ایران( تهیه شود. به هر تیوپ   2-3لیتری به شور  جدول 

   (.3و   2ای پلی مراز انجام شد )جداول ، واکنش زنجیرهPT1D1و PT1A آغازگر اختصاصی

 

 PT1A ،PT1D1 مشخصات آغازگر اختصاصی  -1جدول 

 آغازگرها  توالی  منبع

Lee et al., 2002 . ATCCCTTCGGCGTTTACCTG PT-1A 

Lee et al., 2002 . CAAAGTAACCCTGCTTCTGC PT-1D1 

 

 میکرولیتری   25در یک مخلوط واکنش  PCRاجزای واکنش  -2جدول

 ul) )مقدار بر حسب نوع ماده

O2ddH 9 /17 

10X PCR Buffer 5 /2 

(50mM)2MgCl 7 /0 

dNTPs(25mM) 5 /0 

Primer 1(10 pmol) 6 /0 

Primer2(10 pmol) 6 /0 

Taq DNA polymerase(5U/ml) 2 /0 
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 P. tolaasiiتشخیصی   PCRی دمایی استفاده شده در واکنشچرخه   -3جدول 

 تعداد سیکل زمان  دما)سانتیگراد(  مرحله 

 واسرشت سازی اولیه 

 (Initial denaturation ) 
 سیکل 1 دقیقه4 95

 سیکل  35 دقیقه94 1 ( Denaturationواسرشت سازی)

 سیکل  35 دقیقه60 1 ( Annealingاتصال آغازگر)

 سیکل  35 دقیقه72 2 ( Extentionبسط)

 سیکل  35 دقیقه 72 10 ( Final extentionبسط نهایی)

 

 

 rep-PCRآزمون 

 براین اساس آغازگرهای .(Versalovic et al., 1991)استفاده شد    rep-PCRاز روش  P. tolaasii برای بررسی تنوع ژنتیکی       

REP1R  ،REP2I  ،ERIC1R  ،ERIC2   وBOXA1R    قرارگرفتند استفاده  مورد  شده  حفاظت  نواحی  بین  قطعات،  تکثیر  برای 

(Versalovic et al., 1994).   ترادف آغازگرهای مورد استفاده در واکنشrep-PCR  چرخه دمایی و میزان مواد مورد استفاده به ،

باشد؛ به همین دلیل و به  تنها دارای یک آغازگر میBOX که ترادف    استاست. لازم به ذکر    آمده  6و  5،  4  ترتیب در جداول

 منظور ثابت ماندن حجم نهایی واکنش، به جای حجم آغازگر دوم از آب مقطر سترون استفاده شد.   

 

 

 rep-PCRترادف آغازگرهای مورد استفاده در    -4جدول

 منبع ترادف  آغازگر 

BOX A1R 5'-CTACggCAAggCgACgCTgACg-3' Versalovic et al. 1994 
ERIC 1R 5'-ATgTAAgCTCCTggggATTCAC-3' Versalovic et al. 1991 
ERIC 2 5'-AAgTAAgTgACTggggTgAgCg-3' Versalovic et al. 1991 
REP 1R 5'-IIIICgICgICATCIggC-3' Versalovic et al. 1991 
REP 2I 5'-ICgICTTATCIggCCTAC-3' Vesalovic et al. 1991 

 

 

 rep-PCR ی دمایی استفاده شده در واکنشچرخه   -5جدول 

 چرخه)سیکل(  زمان ( Cº)دما  مرحله 

 ١ min 2 ٩٥ واسرشته شدن اولیه 

 

 واسرشته شدن 

٩4 

٩2 

sec3 

sec 30 

 

 

 جفت شدن آغازگر

 

(REP)44 

(ERIC)٥2 

(Box) ٥3 

 

١ 

 

3٥ 

  ٨ ٦٥ امتداد 

 ١ ٨ ٦٥ امتداد نهایی
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 تنها یک آغازگر استفاده شد(   BOX)در موردآغازگر rep-PCRمواد استفاده شده در هر واکنش - 6جدول 

 2٥مصرف شده در هر واكنشي مقدار ماده 

 میکرولیتري 
 ي مصرفینوع ماده

μL 5 /2 10× بافر PCR 

μL75 /0 2MgCl 

pmol 100 آغازگرForward 

pmol 100  آغازگرReverse 

μL 5 /0 sdNTP 

μL 2  سوسپانسیون جوشانده باکتری 

μL 25 /0 آنزیمTaq پلی مراز DNA 

 

    

تشخیصی، ژل    PCRدرآزمون    قطعات تکثیر شده، محصولات آزمون، الکتروفورز شدند.  شاهدۀ و به منظور م  PCRپس از پایان       

میکرولیتر از محصول   5-8مقدار و مورد استفاده قرار گرفت. درصد تهیه  5/1ژل آگاروز  ،rep-PCR  درصد و در آزمون1آگاروز 

PCR    بارگذاری )بروموفنول بلو    2-3با های ژل ریخته درصد( مخلوط و در چاهک  30درصد،گلیسرول    25/0میکرولیتر بافر 

الکتروفورز  rep-PCRساعت برای  1تشخیصی و  PCRدقیقه برای  45ولت تنظیم و به مدت   75شدند. سپس ولتاژ دستگاه در 

ژل  شدند.   الکتروفورز،  زمان  پایان  از  ازپس  استفاده  دستگاه    UV transilluminatorصفحه    با  از  استفاده  با  و   Gelبررسی 

Documentation  عکسبرداری شد. سپس با کمک مارکر مولکولیDNA molecular weight 100bp Ladder   ها  که همراه نمونه

  گیری شد.  لکولی قطعات تکثیر شده اندازهودر ژل بارگذاری شده بود، وزن م

  

 های فنوتیپی و ژنوتیپیداده آنالیز 

اد براساس  ها ترسیم گردید. فاصله یا شباهت ژنتیکی بین افرفاصله ژنتیکی جدایه  NTsys-pc Version2. 02با استفاده از نرم افزار

  Hierachical Technique)ای براساس روش مراتبی )و یا عدم نوار در ژل تعیین شد. تجزیه خوشه مارکرهای مولکولی وجود  

 Unweighted Pair-group method using Arithemtic Averageانجام و برای بررسی فاصله واقعی میان کلاسترها از روش  

(UPGMA)    و ضریب تشابهSimple Matching (SM)  استفاده گردید ).(Rohlf,2000)    خصوصیات فنوتیپی به صورت کدهای

به صورت کدهای صفر    rep-PCRاساس   صفر )برای خصوصیات منفی( و یک )برای خصوصیات مثبت( و مشخصات ژنوتیپی بر

ها و رسم دندروگرام افزار توانایی تحلیل دادهافزار تعریف گردید. این نرم)برای عدم باند( و یک )برای وجود باند( در این نرم

براساس کلیه خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی   ها،های موجود درگروه)نمودار شاخه درختی( را داراست. درصد تشابه بین جدایه 

 .  (Rohlf, 2000)انجام گرفته در این تحقیق، محاسبه گردید 
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  نتایج

)جهرم، شیراز، لار،  های استان فارس  از مراکز کشت شهرستان  97و    96های  ای طی سال نمونه برداری از قارچ خوراکی دکمه    

ها  (. کلیه جدایه7  )جدول شناسایی شدند  P. tolaasii جدایه بعنوان   56  در مجموع.  انجام شد  ریز و آباده(سپیدان، کازرون، نی

آزمون  هوازیو    گرم منفی  و در  قندهای    هایبوده  از  اسید  تولید  آسکولین،  لسیتیناز،  لیپاز،  آرژنین دی هیدرولیز،  اکسیداز، 

های سیب زمینی،  . همچنین توانایی لهانیدن ورقهواکنش مثبت نشان دادند مانیتول، سوربیتول، فروکتوز، آرابینوز و گالاکتوز  

(، احیای نیترات RSSاز سیستئین، احیای ساکارز)  S2H(، تولیدHRتولید لوان، هیدرولیز نشاسته و فوق حساسیت روی توتون )

 P.tolaasii  عنوانهها باین اساس تمامی ایزوله  و تولید اسید از قندهای تری هالوز، مانوز، لاکتوزو آرابیتول منفی ارزیابی شد. بر

  آورده شده است.  8ول نتایج در جد   سایر شناسایی شدند.

    

 اثبات بیماریزایی 

( Agaricus bisporusای )های قارچ دکمهجهت اثبات بیماریزایی باکتری بر روی برش P. tolaasiiی جدایه پنجاه و شووش     

زایی و علائم با یکدیگر  ها از لحاظ شوودت بیماریمشووخص نمود که این سووویه،  دسووت آمدههنتایج ب. ندمورد بررسووی قرارگرفت

زایی )بیماری گروه اول؛ علائم در (.1و شوکل   9)جدول  مشواهده نمود راسوه گروه متمایز  توان متفاوت بوده و بر این اسواس می

. ب( در گروه دوم  1صووورت سوووختگی ملایم و رنگ پریدگی مختصوور مشوواهده شوود ) شووکل  هجدایه ب  شووامل شووش  اندک(

. ج( و در 1جدایه، تغییر رنگ قابل ملاحظه در محل تلقیح، بدون فرورفتگی ظاهر شود ) شوکل  19شوامل    زایی متوسوط()بیماری

   . د( .1جدایه، علائم شدید شامل تغییر رنگ و فرورفتگی در محل تلقیح نمایان شد )شکل  31گروه سوم شامل  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

زایی که با توجه به شدت علائم از یکدیگر تفکیک شده  نتایج حاصل از آزمون بیماری -1شکل 

علائم بیماریرایی در گروه اول شامل سوختگی ملایم و  اند: الف، آب مقطر سترون ) شاهد(؛ ب. 

رنگ پریدگی مختصر )علائم کم(؛ ج. علایم گروه دوم با تغییر رنگ قابل ملاحظه و بدون 

فرورفتگی )علائم متوسط(؛ د. در گروه سوم )علائم شدید( شامل تغییر رنگ و فرورفتگی در  

 محل تلقیح 



و همکاران رمضانی  

 دو فصلنامه تحقیقات بیماری های گیاهی.  1403؛ 7 )1(: 17-41 23

 Pseudomonas tolaasiiهای فنوتیپی آنالیزعددی ویژگی 

افزار    ، از مناطق مختلف استان فارس دست آمدهبه  P. tolaasii   یجدایه  56آنالیز عددی  در       از نرم  ،  Ntsys-pcبا استفاده 

یکدیگر  گیری با  (. جدایه ها از نظر خصوصیات فنوتیپی شباهت چشم2  شکل)  % درصد ایجاد شد   90هایی با شباهت بیش از  گروه

 های اندک در برخی خصوصیات بیوشیمیایی بود.  داشتند. اختلاف ایجاد شده در دندروگرام، تنها بخاطر تفاوت

 

 

 های مورد استفاده در پژوهش حاضر مشخصات جدایه  -7جدول

 كد جدایه  میزبان  محل نمونه برداري  ردیف شماره

 J1 قارچ دکمه ای  جهرم 1

 J2 قارچ دکمه ای  جهرم 2

 J3 قارچ دکمه ای  جهرم 3

 J4 قارچ دکمه ای  جهرم 4

 J5 قارچ دکمه ای  جهرم 5

 J6 قارچ دکمه ای  جهرم 6

 J7 قارچ دکمه ای  جهرم 7

 J8 قارچ دکمه ای  جهرم 8

 J9 قارچ دکمه ای  جهرم 9

 SH1 قارچ دکمه ای  شیراز 10

 SH2 قارچ دکمه ای  شیراز 11

 SH3 قارچ دکمه ای  شیراز 12

 SH4 قارچ دکمه ای  شیراز 13

 SH5 قارچ دکمه ای  شیراز 14

 K1 قارچ دکمه ای  کازرون  15

 K2 قارچ دکمه ای  کازرون  16

 K3 قارچ دکمه ای  کازرون  17

 K4 قارچ دکمه ای  کازرون  18

 K5 قارچ دکمه ای  کازرون  19

 K6 قارچ دکمه ای  کازرون  20

 K7 قارچ دکمه ای  کازرون  21

 K8 قارچ دکمه ای  کازرون  22

 K9 قارچ دکمه ای  کازرون  23

 L1 قارچ دکمه ای  لار 24

 L2 قارچ دکمه ای  لار 25

 L3 قارچ دکمه ای  لار 26

 L4 قارچ دکمه ای  لار 27

 L5 قارچ دکمه ای  لار 28

 L6 قارچ دکمه ای  لار 29

 L7 قارچ دکمه ای  لار 30

 N1 قارچ دکمه ای  ریزنی 31

 N2 قارچ دکمه ای  ریزنی 32

 N3 قارچ دکمه ای  ریزنی 33

 N4 قارچ دکمه ای  ریزنی 34

 N5 قارچ دکمه ای  ریزنی 35
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   (7)جدول  ادامه ی  

 كد جدایه  میزبان  محل نمونه برداري  شماره

 N6 قارچ دکمه ای  ریزنی 36

 N7 قارچ دکمه ای  ریزنی 37

 N8 قارچ دکمه ای  ریزنی 38

 N9 دکمه ای قارچ  ریزنی 39

 A1 قارچ دکمه ای  آباده  40

 A2 قارچ دکمه ای  آباده  41

 A3 قارچ دکمه ای  آباده  42

 A4 قارچ دکمه ای  آباده  43

 A5 قارچ دکمه ای  آباده  44

 A6 قارچ دکمه ای  آباده  45

 A7 قارچ دکمه ای  آباده  46

 A8 قارچ دکمه ای  آباده  47

 A9 قارچ دکمه ای  آباده  48

 S1 قارچ دکمه ای  سپیدان 49

 S2 قارچدکمه ای سپیدان 50

 S3 قارچ دکمه ای  سپیدان 51

 S4 قارچ دکمه ای  سپیدان 52

 S5 قارچ دکمه ای  سپیدان 53

 S6 قارچ دکمه ای  سپیدان 54

 S7 قارچ دکمه ای  سپیدان 55

 S8 قارچ دکمه ای  سپیدان 56

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



و همکاران رمضانی  

 دو فصلنامه تحقیقات بیماری های گیاهی.  1403؛ 7 )1(: 17-41 25

 جدا شده از مناطق مختلف استان فارس  P. tolaasiiهای زایی جدایه خصوصیات فنوتیپی و بیوشیمیایی و بیماری  -8جدول 

SH4 SH3 SH2 SH1 G9 G8 G7 G6 G5 G4 G3 G2 G1 
 كد جدایه 

 نام آزمون

 KBتولید رنگدانه فلورسنت روی  + + + + + + + + + + + + +

 ایبیماریزایی قارچ تکمه  + + + + + + + + + + + + +

 ایجاد حفره روی قارچ  + + - - + - - - - - - + -

 ای تغییررنگ قارچ به قهوه  + + - - + - - - - - - + -

 رنگ آمیزی گرم - - - - - - - - - - - - -

 ( OFهوازی/بی هوازی) + + + + + + + + + + + + +

 تولید لوان - - - - - - - - - - - - -

 اکسیداز + + + + + + + + + + + + +

 آرژنین دی هیدرولیز + + + + + + + + + + + + +

 نشاسته - - - - - - - - - - - - -

 لیپاز  + + + + + + + + + + + + +

 لهانیدن ورقه های سیب زمینی - - - - - - - - - - - - -

 (HR)توتون فوق حساسیت - - - - - - - - - - - - -

 ژلاتین دی هیدرولیز  + + + + + + + + + + + + +

 تولید نیترات - - - - - - - - - - - - -

 کیتوگلوکونات -2 + + + + + + + - + - + + +

 لسیتیناز + + + + + + + - - - - - +

 S2Hتولید - - - - - - - - - - - - -

 آسکولین - - - - - - - - - - - - -

 سیترات + + + + + + + + + + + + +

 80هیدرولیز توئین + + + + + + + + + + + + +

 ( RSSاحیای ساکارز) - - - - - - - - - - - - -

 تولید اسید از:             

 مانیتول  + + + + + + + + + + + + +

 سوکروز - - - - - - + - - + + + +

 سلوبیوز  - - - - + + + + + + + + +

 سوربیتول  + + + + + + + + + + + + +

 فروکتوز + + + + + + - + + + + + +

 آرابینوز  - - + + - + + + + + + + +

 آرابیتول + + + + + + + + + + + + +

 تری هالوز  - - + + - + + + + + + + +

 گالاکتوز + + + + + + + + + - - + -

 مانوز - - + + - + + + + - - + -

 لاکتوز - - - - - - - - - - - - -

 رامنوز - - + + - + - - - + + + +

 

 

 

 

 

 

 



 ... یقارچ خوراک ای عامل لکه قهوه  های هیسو ییایجغراف کیدر تفک rep-PCRو روش  یپیفنوت های آزمون ییسنجش کارا 

 

 17-14(: 1) 7؛ 3140های گیاهی.  بیماری دو فصلنامه تحقیقات  26

   (8)جدول ادامه 

L3 L2 L1 K9 K8 K7 K6 K5 K4 K3 K2 K1 SH5 
 كد جدایه 

 نام آزمون

 KBتولید رنگدانه فلورسنت روی  + + + + + + + + + + + + +

 ایبیماریزایی قارچ تکمه  + + + + + + + + + + + + +

 ایجاد حفره روی قارچ  + + - - + - - - - - - + -

 ای تغییررنگ قارچ به قهوه  + + - - + - - - - - - + -

 رنگ آمیزی گرم - - - - - - - - - - - - -

 ( OFهوازی/بی هوازی) + + + + + + + + + + + + +

 تولید لوان - - - - - - - - - - - - -

 اکسیداز + + + + + + + + + + + + +

 آرژنین دی هیدرولیز + + + + + + + + + + + + +

 نشاسته - - - - - - - - - - - - -

 لیپاز  + + + + + + + + + + + + +

 لهانیدن ورقه های سیب زمینی - - - - - - - - - - - - -

 (HR)توتون  فوق حساسیت - - - - - - - - - - - - -

 ژلاتین دی هیدرولیز  + + + + + + + + + + + + +

 تولید نیترات - - - - - - - - - - - - -

 کیتوگلوکونات -2 + + + + + + + - + - + + +

 لسیتیناز + + + + + + + - - - - - +

 S2Hتولید - - - - - - - - - - - - -

 آسکولین - - - - - - - - - - - - -

 سیترات + + + + + + + + + + + + +

 80توئینهیدرولیز  + + + + + + + + + + + + +

 ( RSSاحیای ساکارز) - - - - - - - - - - - - -

 تولید اسید از:             

 مانیتول  + + + + + + + + + + + + +

 سوکروز - - - - - - + - - + + + +

 سلوبیوز  - - - - + + + + + + + + +

 سوربیتول  + + + + + + + + + + + + +

 فروکتوز + + + + + + - + + + + + +

 آرابینوز  - - + + - + + + + + + + +

 آرابیتول + + + + + + + + + + + + +

 تری هالوز  - - + + - + + + + + + + +

 گالاکتوز + + + + + + + + + - - + -

 مانوز - - + + - + + + + - - + -

 لاکتوز - - - - - - - - - - - - -

 رامنوز - - + + - + - - - + + + +

 

 

 

 

 

 

 



و همکاران رمضانی  

 دو فصلنامه تحقیقات بیماری های گیاهی.  1403؛ 7 )1(: 17-41 27

   (8)ادامه جدول 

L7 L6 L5 L4 N9 N8 N7 N6 N5 N4 N3 N2 N1 
 كد جدایه 

 نام آزمون

 KBتولید رنگدانه فلورسنت روی  + + + + + + + + + + + + +

 بیماریزایی قارچ تکمه ای  + + + + + + + + + + + + +

 ایجاد حفره روی قارچ  + + - - + - - - - - - + -

 ای تغییررنگ قارچ به قهوه  + + - - + - - - - - - + -

 رنگ آمیزی گرم - - - - - - - - - - - - -

 ( OFهوازی/بی هوازی) + + + + + + + + + + + + +

 تولید لوان - - - - - - - - - - - - -

 اکسیداز + + + + + + + + + + + + +

 آرژنین دی هیدرولیز + + + + + + + + + + + + +

 نشاسته - - - - - - - - - - - - -

 لیپاز  + + + + + + + + + + + + +

 لهانیدن ورقه های سیب زمینی - - - - - - - - - - - - -

 (HR)توتون فوق حساسیت - - - - - - - - - - - - -

 ژلاتین دی هیدرولیز  + + + + + + + + + + + + +

 تولید نیترات - - - - - - - - - - - - -

 توگلوکونات ک-2 + + + + + + + - + - + + +

 لسیتیناز + + + + + + + - - - - - +

 S2Hتولید - - - - - - - - - - - - -

 آسکولین - - - - - - - - - - - - -

 سیترات + + + + + + + + + + + + +

 80هیدرولیز توئین + + + + + + + + + + + + +

 ( RSSساکارز)احیای  - - - - - - - - - - - - -

 تولید اسید از:             

 مانیتول  + + + + + + + + + + + + +

 سوکروز - - - - - - + - - + + + +

 سلوبیوز  - - - - + + + + + + + + +

 سوربیتول  + + + + + + + + + + + + +

 فروکتوز + + + + + + - + + + + + +

 آرابینوز  - - + + - + + + + + + + +

 آرابیتول + + + + + + + + + + + + +

 تری هالوز  - - + + - + + + + + + + +

 گالاکتوز + + + + + + + + + - - + -

 مانوز - - + + - + + + + - - + -

 لاکتوز - - - - - - - - - - - - -

 رامنوز - - + + - + - - - + + + +
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   (8)ادامه جدول 

S4 S3 S2 S1 A9 A8 A7 A6 A5 A4 A3 A2 A1 
 کد جدایه 

 نام آزمون

 KBتولید رنگدانه فلورسنت روی  + + + + + + + + + + + + +

 بیماریزایی قارچ تکمه ای  + + + + + + + + + + + + +

 ایجاد حفره روی قارچ  + + - - + - - - - - - + -

 ای قهوه تغییررنگ قارچ به  + + - - + - - - - - - + -

 رنگ آمیزی گرم - - - - - - - - - - - - -

 ( OFهوازی/بی هوازی) + + + + + + + + + + + + +

 تولید لوان - - - - - - - - - - - - -

 اکسیداز + + + + + + + + + + + + +

 آرژنین دی هیدرولیز + + + + + + + + + + + + +

 نشاسته - - - - - - - - - - - - -

 لیپاز  + + + + + + + + + + + + +

 لهانیدن ورقه های سیب زمینی - - - - - - - - - - - - -

 (HR)توتون فوق حساسیت - - - - - - - - - - - - -

 ژلاتین دی هیدرولیز  + + + + + + + + + + + + +

 تولید نیترات - - - - - - - - - - - - -

 کیتوگلوکونات -2 + + + + + + + - + - + + +

 لسیتیناز + + + + + + + - - - - - +

 S2Hتولید - - - - - - - - - - - - -

 آسکولین - - - - - - - - - - - - -

 سیترات + + + + + + + + + + + + +

 80هیدرولیز توئین + + + + + + + + + + + + +

 ( RSSاحیای ساکارز) - - - - - - - - - - - - -
    

 تولید اسید از:         

 مانیتول  + + + + + + + + + + + + +

 سوکروز - - - - - - + - - + + + +

 سلوبیوز  - - - - + + + + + + + + +

 سوربیتول  + + + + + + + + + + + + +

 فروکتوز + + + + + + - + + + + + +

 آرابینوز  - - + + - + + + + + + + +

 آرابیتول + + + + + + + + + + + + +

 تری هالوز  - - + + - + + + + + + + +

 گالاکتوز + + + + + + + + + - - + -

 مانوز - - + + - + + + + - - + -

 لاکتوز - - - - - - - - - - - - -

 رامنوز - - + + - + - - - + + + +

 

 

 

 

 



و همکاران رمضانی  

 دو فصلنامه تحقیقات بیماری های گیاهی.  1403؛ 7 )1(: 17-41 29

 ( A. bisporus)ای  بر اساس علائم ایجاد شده روی کلاهک قارچ دکمه P. tolaasiiجدایه ی  56دسته بندی    -9جدول 

 شدت علایم كم شدت علایم متوسط  شدت علایم زیاد 

G1 L1 G2 A2 S4 
G4 L2 G3 A3 S5 
G5 S1 S7      A4 L6 
G6 S2 S8  L7 

G7 S3 SH1  N5 

G8 S6 SH2  A6 

G9 N1 SH3   

K1 N2 SH4   

K2 N3 L3   

K3 N4 L4   

K4 A5 L5   

K5 A7 N6   

K6 A8 N7   

K7 A9 N8   

K8 SH5 N9   

K9  A1   

 

 

 

 
های  جدا شده از قارچ  Pseudomonas tolaasii جدایه 56های فنوتیپیدندروگرام رسم شده بر اساس ویژگی -2شکل 

 آمده است 7 خوراکی در استان فارس. مشخصات جدایه ها در جدول 
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 بیمارگر با استفاده از آغازگر اختصاصی ردیابی 

تشخیص داده شده   P. tolaasiiای به عنوان  های مختلف فنوتیپی، بیوشیمیایی و تغذیهجدایه که بر اساس آزمونپنجاه و شش    

جفت باز را    499با اندازه تقریبی    DNAای  قطعه  PCRدر آزمون    PT1D1 و   PT1Aبودند با استفاده ازجفت آغازگراختصاصی

 (. 3سنتز کردند )شکل 

 

 

 

 

 

 

جفت    100)مارکر Pseudomonas tolaasiiهای مختلف تشخیصی در جدایه   PCRنقوش الکتروفورزی محصول -3شکل 

؛ لاین  L2، 5لاین  ؛(J7، 4؛ لاین J5،3؛ لاین J2، 2؛ لاین J1،  1لاینهای مناطق مختلف استان فارس: جدایه  1-14بازی( ؛ 

6 ،L6 7؛ لاین ،SH18؛؛ لاین ( کنترل منفی ،P. syringae  ؛ لاین)9 ،SH2   10لاین ؛ ،N5  11؛ لاین ،N6 12؛ لاین ،N8 ؛

 S8، 13و لاین  S7، 12لاین 

 rep-PCRآزمون 

با استفاده    rep-PCRدر آزمون    .(Versalovic et al., 1994)   استفاده شد  BOXو     REP، ERICدر این آزمون از سه آغازگر     

های  ، جدایهNtsys-pcها با استفاده از نرم افزار  (. آنالیز داده3های مولکولی مختلف سنتز شد )شکل، قطعاتی با وزن  REPاز آغازگر  

های  شامل تمامی جدایهد. گروه اول  نموهفت گروه تقسیم    به از یکدیگر جدا و    % 97در سطح  را  مناطق مختلف استان فارس  

از سپیدان ) بود.  S5جهرم و کازرون و یک جدایه  اول    ، شددو زیر گروه مشاهده  این گروه،  در  (  از جهرم   نهزیرگروه  جدایه 

(G4,G3,G2,G1،G9,G8,G7,G6,G5,( و نه جدایه از کازرون )K9,K8,K7,K6,K5,K4,K3,K2,K1  و زیر گروه دوم تنها شامل )

( و زیر گروه دوم  L2و L1ی لار) دو زیر گروه بود، زیر گروه اول شامل دو جدایهامل  ( بود. گروه دوم ش S5یک جدایه از سپیدان )

های لار  گروه چهارم شامل اغلب جدایه   ،های شیراز(. گروه سوم شامل  جدایهS6,S4,S3,S2,S1شامل پنج جدایه از سپیدان )

(L3,L4,L5,L6,L7)،    شامل پنجم  نیریزجدایهگروه  جدایه  ،های  دو  شامل  شش  )گروه  سپیدان  هفت   S2و  S1ی  گروه  و   )

 (. 5و 4های آباده  بود ) شکل هایدربرگیرنده جدایه

  

 

 

 

 

 

 

 . REPبا استفاده از آغازگر Pseudomonas tolaasiiهای مختلف  در جدایه PCRنقوش الکتروفورزی محصول -4شکل 

 ؛های لارجدایه 5-6 ؛های جهرم، جدایه4تا  1های مناطق مختلف استان فارس: جدایه  1-14جفت بازی ؛   100، مارکر M؛

 ، کنترل منفی 15؛ های سپیدانجدایه 13-14؛های نیریز جدایه  10-12؛های شیراز جدایه 7تا9



و همکاران رمضانی  

 دو فصلنامه تحقیقات بیماری های گیاهی.  1403؛ 7 )1(: 17-41 31

 
 Pseudomonasهای مختلف متعلق به جدایه  PCRدندروگرام رسم شده براساس نقوش الکتروفورزمحصول   -5شکل 

tolaasii با استفاده از آغازگر REP . آمده است 7ها در جدول مشخصات جدایه 

 

مختلف سنتز شد مولکولی  های  با وزن  DNA، قطعاتی از    ERIC2   وERIC1R ، با استفاده از آغازگرهای    rep-PCRدر آزمون  

   (. 6)شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   آغازگرهای با استفاده از  Pseudomonas tolaasiiهای مختلف  در جدایه PCRنقوش الکتروفورزی محصول -6شکل 

ERIC1R  و ERIC2 ؛M، ؛، جدایه های لار 2تا  1های مناطق مختلف استان فارس:  جدایه  1-14جفت بازی ؛  100مارکر  

 های نیریز جدایه  13تا14؛ ، جدایه های آباده 9تا12؛های شیراز جدایه 7و 8 ؛های جهرم جدایه 6-3
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یکدیگر  از    %96های مناطق مختلف استان فارس، در سطح  ، جدایهERIC-PCRی حاصل از آزمون  هادر آنالیز نرم افزاری داده    

های جهرم  تقسیم بندی شدند. گروه اول شامل سه زیر گروه بود، زیرگروه اول شامل اغلب جدایه  مجزا  جدا شده و به شش گروه 

(G1,G4,G5,G6,G7,G8,G9و تمامی جدایه )های کازرون  (K9,K8,K7,K6,K5,K4,K3,K2,K1،)     زیر گروه دوم شامل دو جدایه

های سپیدان و دو جدایه ( بود.گروه دوم شامل کلیه جدایهSH5) زیر گروه سوم شامل یک جدایه از شیراز ( وG3و G2از جهرم )

های سپیدان و لار در دو زیر گروه متمایز از یکدیگر قرار داشتند. گروه سوم شامل  ( بود. لازم به ذکر است جدایهL1,L2)  از لار

های  های لار، گروه پنج شامل کلیه جدایهچهارم شامل کلیه جدایه( بود. گروه   (SH1,SH2,SH3,SH4های شیراز  اغلب جدایه

 (.7)شکل   های آباده  بود نیریز  و گروه شش دربرگیرنده تمامی جدایه

 
 

 Pseudomonasهای مختلف متعلق به جدایه PCRدندروگرام رسم شده براساس نقوش الکتروفورزمحصول   -7شکل 

tolaasii با استفاده ازآغازگر ERIC 

 

از یکدیگر جدا شده   %95های مناطق مختلف استان فارس در سطح جدایه BOXو با استفاده از آغازگر   rep-PCRدر آزمون     

( بود. این  S5های جهرم و کازرون و یک جدایه ازسپیدان )در شش گروه تقسیم بندی شدند. گروه اول شامل تمامی جدایه   و

بودگروه   زیر گروه  اول شامل  که  شامل دو  و کازرون ,G4,G3,G2,G1G9,G8,G7,G6,G5های جهرم )جدایه  کلیه  زیرگروه   )

(K9,K8,K7,K6,K5,K4,K3,K2,K1( از سپیدان  تنها شامل یک جدایه  زیر گروه دوم  بود.   )S5 بود. گروه دوم شامل کلیه  )

بود. گروه سوم  جدایه ) نیز  های شیراز   از لار  اول شامل دو جدایه  بود، زیرگروه  (  و زیرگروه دوم  L1,L2شامل دو زیر گروه 

 L3,L4,L5,L6,L7)های لار )بود. گروه چهارم شامل اغلب جدایه  S1,S2,S3,S4,S6,S7,S8)های سپیدان )دربرگیرنده اغلب جدایه

 (. 9و  8)شکل های   گرفتمی های آباده را دربرجدایه  م های نیریز، و گروه ششمی بود. گروه پنجم شامل تمامی جدایه
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و همکاران رمضانی  
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  BOXبا استفاده از آغازگر Pseudomonas tolaasiiهای مختلف  در جدایه PCRنقوش الکتروفورزی محصول -8شکل 

- 8 ؛های لار جدایه 5-3؛های جهرم، جدایه2و  1های مناطق مختلف استان فارس: جدایه 1- 14جفت بازی؛   100، مارکر M؛

 های نیریز  جدایه  9-14؛های شیراز جدایه 6

     

 
 Pseudomonasهای مختلف متعلق به جدایه PCRدندروگرام رسم شده براساس نقوش الکتروفورزی محصول -9شکل 

tolaasii با استفاده ازآغازگر  BOX آمده است 7ها در جدول . مشخصات جدایه 

 

به  ،    %95های مناطق مختلف استان فارس در سطح تشابه  جدایه  ، نشان داد  rep-PCRآغازگرهای سه گانه در  آنالیز ترکیبی      

تقسیمهفت   میگروه  جدایهبندی  اغلب  شامل  اول  زیرگروه  بود،  گروه  زیر  سه  دربرگیرنده  اول  گروه  جهرم  شوند.  های 

(G1,G4,G5,G6,G7,G8,G9و تمامی جدایه )های کازرون،   ( زیر گروه دوم شامل دو جدایه  از جهرمG2  وG3و )   زیر گروه سوم

های سپیدان ( بود گروه سوم شامل: اغلب جدایهL2و    L1گروه دوم شامل دو جدایه  از لار )  ( بود.SH5) شامل یک جدایه از شیراز
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(S1,S2,S3,S6,S7,S8بود. گروه چهارم شامل اغلب جدایه )  های شیرازSH1,SH2,SH3,SH4)   بود. گروه پنجم شامل اغلب )

  های آباده  بود های نیریز، و گروه هفتم دربرگیرنده کلیه جدایهبود. گروه شش شامل جدایه  L3,L4,L5,L6,L7 )های لار)جدایه

 . (10) شکل 

 
 Pseudomonasهای مختلف متعلق به جدایه PCRدندروگرام رسم شده براساس نقوش الکتروفورزمحصول -10شکل 

tolaasii  با استفاده ازآغازگرهای BOX ، ERIC، REآمده است 7ها در جدول . مشخصات جدایه 

 

 بحث 

ای  به عمل آمد، قارچ های مختلف  دکمههای مختلف پرورش قارچ   در بازدیدهایی که از سالن، 1396  - 1397های  طی سال    

منتقل شدند.    دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم  ، جمع آوری و به آزمایشگاه P. tolaasiiبا علایم ظاهری مشکوک به آلودگی به  

های  عمل آمد. از بافتلار و نیریز( به  ، کازرون، سپیدان ،آباده،  )شیراز، جهرماستان فارس  های مختلف  نمونه برداری از شهرستان

های اکسیداز، آرژنین دی هیدرولیز، لیپاز،  ها در آزمونی جدایهجدایه گرم منفی و هوازی اجباری جدا شد. کلیه  56مورد بررسی  

لسیتیناز، آسکولین، تولید اسید از قندهای مانیتول، سوربیتول، فروکتوز، آرابینوز وگالاکتوز واکنش مثبت نشان دادند. همچنین 

از    S2H(، تولید  HR)  ایجاد فوق حساسیت روی توتوننی، تولید لوان، هیدرولیز نشاسته،  های سیب زمیتوانایی لهانیدن ورقه

.  هالوز، مانوز، لاکتوز و آرابیتول منفی ارزیابی شد (، احیای نیترات و تولید اسید از قندهای تریRSS)  سیستئین، احیای ساکارز

ها با نتایج بدست آمده توسط سایر پژوهندگان تطابق  شناسایی شدند. این یافته  P.tolaasiiعنوان  هها ببراین اساس تمامی ایزوله

آزمون  پژوهندگان مختلف،(.   Goor et al.,1986؛  Khabaz Jolfaei and Rahimian, 2003دارد ) باکتری در  این   هایواکنش 

 41های سیب زمینی، احیای نیترات، رشد در  های لهانیدن ورقهآزموناکسیداز، آرجی نین دی هیدرولاز و ژلاتین را مثبت و  

؛  Najafi Pour et al., 2014؛  Khabaz Jolfaei and Rahimian, 2003) ولید لوان را منفی ارزیابی کردندی سانتیگراد و تدرجه 

Goltepe and Porjam, 2011 ؛ Hassanzadeh, N. 1996  ؛Kashi, 2012 .) 
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از لحاظ خصوصیات فنوتیپی نسبتا یکنواخت بوده و تنها های فنوتیپی نشان داد که کلیه جدایهآزمون نتایج       اختلافات    ها 

های حاصل از یک  های مذکور در میان جدایهکه تفاوتجاییآنداشتند. از    ای یا بیوشیمیاییاندکی در برخی خصوصیات تغذیه

های مختلف استفاده  ها به گروهنمی توان از آنها به عنوان ملاکی جهت تمایز جدایه  به همین دلیلی خاص مشابه نبودند،  منطقه

 کرد.  

ها به صورت صفر )برای افزار دادهاستفاده شد. در این نرم    Ntsyspcافزار  از نرم   یهای مرتبط با خصوصیات فنوتیپدر آنالیز داده   

ی  جدایه  56های فنوتیپی  با توجه به آنالیز عددی ویژگی .  واکنش منفی( و یک ) برای واکنش مثبت( مورد ارزیابی قرار گرفتند

رصد با یکدیگر شباهت نشان  % د 90ها بیش از ای متعلق به مناطق مختلف استان فارس، جدایههای دکمهاز قارچ دست آمدهبه

و از  (Swings & Hayward, 1990)% است  80های فنوتیپی حداقل میزان شباهت بین افراد یک گونه بالاتر ازدر بررسی . دادند

دور از انتظار  با یکدیگر    ها جدایه  %90بیش از  داشتند، شباهت    تعلقیک گونه    این پژوهش، به  های مورد بررسی در آنجا که جدایه

 . نبود

ها واکنش  ظاهر شد. در قارچ ای مورد آزمونهای دکمه، علایم در قارچتلقیحروز پس از 2-3بین زایی در آزمون اثبات بیماری   

عمیق و نیمه عمیق و یا بدون    ایهای شکلاتی همراه با فرو رفتگی های زرد کم رنگ، بدون بو و قهوهمثبت به صورت بروز لکه

ها توانایی  ی جدایهشد. کلیهعمق، در محل تلقیح بود. در  بعضی موارد که علایم شدیدتر بوده و ترشح مواد لزج نیز دیده می

بیماری از لحاظ شدت  را داشتند، ولی  آلودگی روی میزبان خود  بودند. ایجاد  متفاوت  نتایج سایر    زایی و علایم  با  نتیجه  این 

 ,.Goor and Preece, 1979  ،Goor et al؛ Mottaghi, H. 2005؛ Khabaz Jolfaei and Rahimian, 2003)محققین تطابق دارد 

 (.  Mosivand et al., 2009؛ Najafi Pour and Taghavi, 2011؛ 1986

ها به سه های مورد بررسی جدایهزایی و شدت علایم ایجاد شده روی کلاهکدر مطالعه حاضر با استفاده از آزمون بیماری   

علیرغم تشابه زیاد جدایهگروه مجزا تقسیم شدند. خباز و رحیمیان نیز مشاهده   درخصوصیات فنوتیپی، شدت   هانمودند که 

ها بر همین (. آنKhabaz Jolfaei and Rahimian, 2003ای با یکدیگر متفاوت است )زایی آنها روی کلاهک قارچ دکمهبیماری

 ها را به چهار گروه متمایز تقسیم بندی کردند. اساس جدایه

تشخیص داده   P.tolaasiiشناسی، به عنوان های باکتریپنجاه و شش جدایه که بر اساس مجموعه خصوصیات افتراقی آزمون    

 bpی با اندازه تقریبی  ، قطعه ا  PT1D1و    PT1A، با استفاده از جفت آغازگر اختصاصی   PCRبودند، در آزمون تشخیصی   شده

( در pheNای نبودند. این نتیجه تاییدی بر وجود ژن تولاسین )ها قادر به تکثیر چنین قطعهرا تولید کردند، اما سایر جدایه  499

وچود   P.tolaasiiهای مختلف  ژن تولاسین در سویه. مطالعات  مختلف نشان داده  مورد مطالعه می باشد P.tolaasiiهای  جدایه

 ,.Raala, et al؛  Nair & Fahy, 1973؛   Rainey et al., 1991, Baral et al., 1995 ؛Malcolm ,1981  ؛Lee et al., 2002)  دارد

  کند تغییر می های دو ظرفیتی، دمای محیط و وجود یوناسیدیته مانند مختلف ن توسط عوامل محیطیآ  بیان اما میزان (2010

(Grewal et al., 1995, Rainey et al.,1991؛)  های مورد مطالعه،  تفاوت در شدت علائم ایجاد شده در جدایه  بنابراین ممکن است

 زایی و بویژه سطح تولید تولاسین می باشد. های مرتبط با بیماریمربوط به ساختار ژنتیکی آنها در ژن

ابزار ارزشمندی جهت   rep-PCRاستفاده شد.     rep-PCRدر مطالعه حاضر جهت بررسی خصوصیات ژنوتیپی باکتری، از روش     

های مختلف مشخص نموده که روش فوق می تواند به عنوان یک تکنیک مطلوب و بررسیست.  هامطالعه تنوع در میان باکتری

است که پس از شکلی    چنداین کار با تکیه بر    .قابل اعتماد در بررسی تنوع درون جمعیت پاتووارها مورد استفاده قرار گیرد

روش آن است   این  (. یکی از مهمترین مزایایRademaker and De Bruijn, 1998شود )ها مشاهده میالکتروفورز در سطح سویه

که اطلاعاتی از ژنوم باکتری در  بدون آنهای گرم مثبت قابل اجراست،  های گرم منفی و برخی باکتریکه برای اغلب باکتری

. یانگ چی و همکاران  (Fermor and Lynch, 1986؛  Rademaker and De Bruijn, 1998؛Beelman et al., 2003) دسترس باشد  
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ها از یکدیگر،  و دیگر سودوموناس P.tolaasii  ، P. syringae های مختلف از جمله   سودوموناس  در کره جنوبی به منظور جداسازی

جنس را از یکدیگر توان به خوبی افراد این  ها نشان دادند که با بکارگیری از این روش میاستفاده کردند. آن  rep-PCRاز روش 

تواند به عنوان یک روش سریع و قابل اعتماد برای بررسی  ها نتیجه گیری کردند که این روش میتفکیک کرد. علاوه بر این آن

 .(Yangche et al., 1999) ها تلقی گردد سودموناد با دیگر  P.tolaasiiهای   تنوع ژنتیکی در میان جدایه

های مناطق  ، جدایه  BOXو  REP ،ERIC یسه گانهنشان داد با استفاده از آغازگرهای در پژوهش حاضر دست آمده هنتایج ب    

کلاسترهای ایجادشده در بسیاری موارد، با پراکنش جغرافیایی  هفت گروه متمایز تقسیم می شوند.    مختلف استان فارس به شش یا 

ی  گانهی هر یک از آغازگرهای سهبوسیله  ،rep-PCRنشان داد در آزمون  های این تحقیقیافتهها هماهنگی نسبی داشت. جدایه

REP    ،ERIC   وBOX   انفرادی می مختلف استان را بر اساس منطقه  های مناطق  توان تا حد زیاد و قابل قبولی جدایهبطور 

های نی ریز و لار  عنوان مثال با استفاده از هر یک از سه آغازگر مذکور به تنهایی، جدایههجغرافیایی از یکدیگر تفکیک نمود. ب

 گرفتند.  های سایر مناطق استان در کلاسترهای جداگانه قرار میبطور کامل و اغلب جدایه

مشاهده شد. در کلاستر    %95ای که هفت گروه مجزا با تشابه  نتایج مشابهی به دست آمد؛ به گونه  نیز  ها داده در آنالیز ترکیبی     

های های سوم تا پنجم به ترتیب اغلب جدایههای جهرم و کازرون، در کلاستر دوم تنها دو جدایه از لار، در گروهاول کلیه جدایه

های برخی  این نتیجه با یافته های نیریز و آباده قرار گرفتند.های ششم و هفتم تمام جدایه سپیدان، شیراز و لار و نهایتا در گروه

نشان دادند بین    rep- PCR ای  با استفاده از  محققین مغایرت و با برخی دیگر تطابق دارد. یانگ چی و همکاران در مطالعه

مختلف  جدایه جدایه  P.tolaasiiهای  تعداد  در  تفاوت  مغایرت،  این  علت  است  ممکن  دارد  وجود  ژنوتیپی کمی  و  اختلاف  ها 

های مختلف استان فارس با تنوع آب  نمونه از اقلیم  اشد. در مطالعه حاضر ششی مذکور ب های مورد بررسی در دو مطالعهمکان

  ی مختلفچهار منطقه  که از  نمونه    چهارو هوایی موردبررسی قرار گرفت؛ در صورتی که در مطالعه یانگ چی و همکاران، تنها  

ای دیگر با استفاده از روش  در مطالعه(.  Yangche et al., 1999عنوان نماینده، مورد استفاده قرار گرفته بود )ه، بدست آمده بودهب

rep- PCR  مشخص شد که این شناساگر مولکولی قادر استP.tolaasii  را ازP.reactans   و اختلافات ژنوتیپی  جداسازی کرده

 . (Tajalipour et al., 2015) را به خوبی نشان دهد

-repای و کلاسترهای ایجاد شده در آزمون  زایی روی قارچ دکمههای  ایجاد شده بر اساس آزمون بیماریمقایسه بین گروه    

PCR    نشان داد که کلاسترهای ایجاد شده در آزمونrep-PCR  عنوان هبباشند.  زایی با یکدیگر هماهنگ می بر اساس بیماری

  گروه متمایز ه اول با سه زیر  گرو  به هفت گروه مجزا تقسیم شدند.   %95ها در سطح تشابه  ، جدایهERICبا استفاده از آغازگر  مثال  

که زیر زایی شدید قرار گرفتند؛ درحالیدر گروه بندی براساس شدت علائم، در گروهی با بیماری که دو زیرگروه اول و دوم  بود،

 زایی متوسط قرار گرفت.گروه سوم در گروهی با شدت بیماری

بیماری با  گروهی  در  علایم،  اساس شدت  بر  بندی  گروه  در  دوم،  گرفت.همچنین کلاستر  قرار  شامل   زایی شدید  گروه سوم 

( علایم را با شدت زیاد و یا  ,S1,S2,S3,S6شد. در زیر گروه اول )آن مشاهده می های سپیدان بود که  سه زیر گروه درجدایه

علایم  ( علایم را باشدت کم نشان دادند. کلاستر چهارم  S4, S5) سوم  ( نشان دادند. جدایه ی زیر گروه دوم و S8و   S7متوسط )

(  علایم را با شدت متوسط و زیر   L3,L4,L5را باشدت متوسط نشان دادند. کلاستر پنجم شامل سه زیر گروه بود. گروه اول  )

های نیریز با سه زیر گروه بود. ( علایم را با شدت کم نشان دادند. گروه شش شامل کلیه جدایهL7( و سوم )L6های دوم )گروه

( اول  گروه  می N1,N2,N3,N4زیر  نشان  زیاد،  شدت  با  را  علایم   )( دوم  گروه  زیر  سوم N5دادند.  گروه  زیر  و  کم  با شدت   )

N6,N7,N8,N9)های آباده با سه زیر گروه متمایز بود،  (  علایم را با شدت متوسط نشان دادند. گروه هفتم شامل تمامی جدایه

علایم را با شدت زیاد و زیر گروه    (A5,A7,A8,A9)ه دوم  (  علایم را با شدت متوسط،. زیر گروA1,A2,A3,A4زیر گروه اول  )

توجه به این نکته ضروری است که با استفاده از    ERIC( علایم را با شدت  کم نشان دادند. البته در مورد دندروگرام  A6 سوم )
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خفیفی نشان    علایم، هردو  متعلق به لار  L7 و  L6های  ی بعضی استثنائات است. برای مثال جدایهاین مارکر هم نشان دهنده

با گزارش خباز جلفایی و    این گروه بندی،  .قرار گرفتنددرصد  97  تشابه  سطحبا  در دو زیر گروه متفاوت  اما با این روش،    دادند

سال   در  است  1381رحیمیان  آنها   ؛متفاوت  براساسدسته  زیرا  را  خود  به  بیماری  بندی  تقسیمچهارزایی  بندی  گروه 

پژوهش    (Khabaz Jolfaei and Rahimian, 2003)کردند این  و     rep- PCRبندی شناساگر مولکولی  ملاک دستهکه  ولی در 

 د. شباکتری به سه گروه دسته بندی  این  ،بودزایی بیماری

سازگاری نسبی  های مناطق مختلف استان، با مناطق تحت پرورش خود  رسد جدایهبنظر میهای این تحقیق،  یافتهبا توجه به      

اینوکولوم اولیه این باکتری بیشتر در کمپوست مورد   ی کمپوست باشد. از آنجا که ی تهیهممکن است علت این امر نحوه  اند. یافته

های هر منطقه با  شود، لذا سویهطور محلی در همان منطقه تهیه میهب نیز کمپوستیابد و توسعه میاستفاده جهت تولید قارچ 

ی آماده سازی کمپوست و اسپان قارچ در مراکز مختلف، اند. علاوه بر این نحوهشرایط خاص آن منطقه سازگاری نسبی یافته

شباهت    های توسعه یافته در هر منطقه را توضیح دهد. از طرف دیگر،  تواند تفاوت در جدایهمتفاوت می باشد، که این امر نیز می

انتظار نیست و گسترش باکتری ممکن است از طریق کمپوست آلوده یا اسپان آلوده از مناطق  ها دور از ژنوتیپی برخی از جدایه

هایی باشد  های یک منطقه ممکن است ناشی از وجود جمعیتهای ژنتیکی در جدایهمجاور رخ داده باشد. همچنین وقوع تفاوت

 زایی متفاوتند.  بیماری (،  سطح تولید تولاسین و نهایتاpheNً) ها ازجمله وجود ژن ای از ویژگیواسطه وقوع جهش، در پارههکه ب
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Efficiency of phenotypic tests and the rep-PCR method in geographically separating the 

causal agent of mushroom brown spot, Pseudomonas tolaasii, in Fars Province 

M.A Ramazani1, G. Najafi Pour2*, K. Ayazpour2 
 

 
Abstract 

Brown Blotch, caused by Pseudomonas tolaasii, is a common disease in mushroom farms. It leads to 

the formation of dark brown or chocolate spots on the cap and base of mushrooms, ultimately reducing 

both their quality and quantity. In 2017-2018, samples were collected and transported to the laboratory 

in plastic bags. Initially, 100 gram-negative isolates were identified as Pseudomonas tolaasii. These 

isolates underwent physiological, biochemical, and nutritional characterization, as well as testing for 

the presence of the tolaasin gene using specific primers (PT1D1 and PT1A). All strains were rod-

shaped, gram-negative, obligate aerobic, and tested positive for oxidase and arginine dehydrolase. 

Additionally, they produced fluorescent pigment on KB medium. Levan production and starch 

hydrolysis were positive in all isolates, while the tobacco hypersensitive reaction (HR) was negative. 

In this study, the geographical diversity of P. tolaasii was evaluated using the rep-PCR method. Three 

primers (BOX, ERIC, and REP) were employed. The results indicated that these primers allowed for 

the division of isolates from different regions of the Fars province into six or seven distinct groups. 

Clusters based on geographical distribution exhibited relative similarity among the isolates. The rep-

PCR results demonstrated that REP, ERIC, and BOX primers individually produced satisfactory 

outcomes, separating isolates based on their geographical origins. Furthermore, comparisons between 

groups were made using a pathogenicity test on mushroom caps, revealing synchronization among 

clusters created by rep-PCR in terms of pathogenicity. 

Keywords: Pseudomonas tolaasii, Fars province, phenotypic and genotypic characteristics, rep-PCR, 

Brown Blotch . 
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