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  چکیده

هـاي  بـاکتري  در حضـور  اکسـیدکربن دي غلظـت  و دما اهشک با خاص، به طور Agaricus bisporusدر قارچ  سنجاقیالقاي تشکیل ساختار ته

به عنوان محرك رشد بر روي عملکـرد قـارچ   تواند میاین باکتري . شودمی انجامPseudomonas putida موجود در خاك پوششی از جمله باکتري 

شد و در  جداسازي 1394 در سال خوراکی قارچ پرورش مزرعه 6هاي خاك پوششی جدایه باکتري از نمونه 81پژوهش  این در .اي نیز تأثیر بگذارددکمه

داد  نشـان  ايمزرعه هايآزمون نتایج. اي تلقیح گردیدندشناسایی شدند، به خاك پوششی قارچ دکمه P. putidaجدایه که به عنوان باکتري  33نهایت 

؛ بـه طـوري کـه    )p≤0.05(ري بر روي وزن تر و تعداد قارچ دارنـد  داتأثیر معنی) بدون اعمال باکتري(هاي مورد بررسی نسبت به تیمار شاهد که جدایه

و بیشترین تعداد قارچ ) گرم 39/146تیمار شاهد (گرم  8/342، 63/361به ترتیب به میزان  P13و P27هاي بیشترین وزن تر قارچ مربوط به تیمار جدایه

 تولیـد  در مرحلـه بعـد تـوان   . بر کیلوگرم کمپوست بـود ) عدد 50/8یمار شاهد ت(عدد  83/20و  21به ترتیب با  P24و  P18هاي مربوط به تیمار جدایه

ها با تعداد ارزیابی و رابطه هرکدام از آن هاجدایه در فسفات نامحلول توانایی انحلال و دآمیناز ACC، فعالیت آنزیم IAAسیدروفور، توان تولید هورمون 

و همچنـین بـین تولیـد هورمـون     ) r=58/0(و وزن تر قـارچ   IAAداد که بین میزان تولید هورمون نتایج نشان . و وزن تر قارچ مورد بررسی قرار گرفت

IAA  50/0(و تعداد قارچ=r (توان نتیجه گرفت که تولیـد  پس می. دار و مثبتی وجود داردهمبستگی معنیIAA       توسـط بـاکتري ممکـن اسـت عامـل

 .باشداي گذاري بر روي عملکرد قارچ دکمهتأثیر

  

  IAAهورمون  عملکرد، ،خاك پوششی ،باکتري محرك رشد :کلیدي يها واژه

  

  4 23  1 مقدمه

 Agaricus bisporusاي سفید با نام علمـی  قارچ خوراکی دکمه

، )52 و 5(متعـدد   و خـواص دارویـی  به دلیل داشتن ارزش غذایی بالا 

اي را در سبد غذایی مردم جهان بـه خـود اختصـاص داده    جایگاه ویژه

تر از ما متأسفانه متوسط عملکرد تولید این قارچ در کشور پاییناست، ا

هاي گذشته علاوه بر اصلاح در سال). 14(متوسط عملکرد در دنیاست 

هاي پرمحصول در هایی در جهت تولید نژاد، تلاش)6(هاي دیگر قارچ

در کشور انجام گرفته اسـت؛ از جملـه اسـتفاده از     A. bisporusقارچ 

هـاي  آوري و شناسـایی گونـه  ، جمـع )31 و 22(ولکـولی  هاي منشانگر
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که تـا بـه امـروز    ) 28(هاي مولکولی سازي روشو بهینه) 49(وحشی 

) 14(اي منجر به تولید سه نژاد هیبرید تجاري پرمحصول قارچ دکمـه 

  . شده است

اي، در کنـار کارهـاي   براي افزایش عملکرد قارچ خـوراکی دکمـه  

تواند تأثیر زیـادي  ا و کودهاي زیستی میهاصلاحی، استفاده از مکمل

مهمتـرین  ). 47(بر روي سودآوري پرورش قارچ خوارکی داشته باشـد  

هاي محرك ریزجاندارانی که در تولیدکود زیستی کاربرد دارند، باکتري

کـه در  ) 46(باشـند  هـا مـی  از جمله سودوموناس) PGPR( 5رشد گیاه

وجـود   A. bisporusخاك پوششی مـورد اسـتفاده در پـرورش قـارچ     

و ) 61 و 44(هـایی بـا میسـیلیوم ایـن قـارچ دارنـد       داشته و میانکنش

دهی به خـود  جمعیت غالب را در خاك پوششی خصوصاً در مرحله پین

  . )50 و 10(دهند اختصاص می

 ـ  از بین گونه  .P، گونـه  Pseudomonasاکتري هـاي مختلـف ب

putida روي رشد میسلیوم هاي دیگر تأثیر بیشتري بر بت به گونهنس
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این بـاکتري در بقیـه مراحـل رشـد     ). 38(اي دارد قارچ خوراکی دکمه

و باعث افزایش ) 10(کند نقشی اساسی ایفا میدهی قارچ از جمله میوه

قـارچ  عملکرد، وزن خشـک و محتـواي نیتـروژن و پـروتئین در ایـن      

به عنـوان یـک بـاکتري     P. putidaباکتري . )67 و 50، 33( شود می

، انحلال فسفات )IAA(ك رشد، به واسطه تولید هورمون اکسین محر

کننده رشد از جمله هورمون اتیلن نامحلول، کاهش سطح مواد ممانعت

هــاي و همچنــین تولیــد ســیدروفور بــراي مقابلــه بــا میکروارگانیســم

هـا در  این مکانیسـم ). 51(هایی با میزبان خود دارد زا میانکنش بیماري

نیـز قابـل    P. putidaاي بـا بـاکتري   ارچ دکمـه میانکنش میسلیوم ق ـ

  .اي باشدتواند عامل افزایش عملکرد قارچ دکمهبررسی است و می

هاي تولید کننده دهد که باکتريهاي انجام شده نشان میپژوهش

IAA     باعث افزایش وزن تر، وزن خشک، میـزان پـروتئین و افـزایش

شـوند  لاهک آن میدر واحد سطح و قطر ک A. bisporusتعداد قارچ 

 IAAاز طریـق تولیـد هورمـون     P. putidaبـاکتري  از طرفی، ). 12(

، )43(، شـلغم  )23(باعث القاي رشد در گیاهانی ماننـد گوجـه فرنگـی    

هـاي گیـاهی   دیگـر هورمـون  . نیز شده است) 42(و نخود ) 37(ماش 

شامل ایندول استیک اسید و نفتالن استیک اسـید نیـز رشـد میسـلیوم     

) 24( Pellinus linteusو ) Pleurotus sajor-caju )53 هـاي قارچ

  .اندرا افزایش داده

هاي محـرك رشـد بـراي    انحلال فسفات نامحلول توسط باکتري

هاي احتمالی افـزایش  تواند یکی از راهدسترسی قارچ به فسفات نیزمی

با برسی تأثیر ) 16(گیتاي و وانگ ). 67(رشد قارچ توسط باکتري باشد 

 Azotobacterکنندگی فسفات، شـامل  ري داراي قابلیت حلسه باکت

chroococcum  ،Bacillus megaterium  وP. striata   بـر روي

 .Pگزارش کردند که تـأثیر گونـه   ، A. bisporusرشد میسلیوم قارچ 

striata تر بـوده و بیشـترین وزن   نسبت به دو باکتري دیگر چشمگیر

از تیمار همزمان سه باکتري  A. bisporusخشک و تر میسلیوم قارچ 

  .بدست آمده است

توانـد  از طریـق آن مـی   P.putidaمکانیسم دیگري که بـاکتري  

باعث افزایش رشد و عملکرد میزبان خود شود، کـاهش سـطح اتـیلن    

 DNAاتیلن به عنوان یک مهار کننده تقسیم سلولی و سنتز . باشدمی

شـود  ایشی تولید مـی در دو فاز رویشی و ز A. bisporus، در قارچ )8(

بـه  ، )19(مسیر بیوسنتز آن در این قارچ همانند گیاهـان عـالی   و ) 64(

باشـد  مـی ) ACC(کربوکسیلیک اسید -1-آمینوسیکلوپروپن-1واسطه 

)9 .(  

اتیلن را یکی از کاندیداهاي مهار رشـد قـارچ   ) 9(چن و همکاران 

A. bisporus  هـاي  دانسته و نشان دادند که بـاکتريP. putida   بـه

و در نتیجـه   ACCدآمینـاز، بـا کـاهش میـزان      ACCواسطه آنـزیم  

شـوند؛  باعث رشد هیف می A. bisporusکاهش سطح اتیلن در قارچ 

دآمیناز را بـه میـزان    ACCهاي موتانتی که در حالی که تیمار باکتري

نتـایج  . کردند، مهار رشد هیف را به دنبال داشـت خیلی کمی تولید می

 .Aاز آن است که اتیلن مهار کننـده رشـد قـارچ    به دست آمده حاکی

bisporus باشد و باکتري میP. putida سـاز  با جذب و مصرف پیش

  .شودافزایش رشد میسلیوم قارچ خوراکی می باعثاتیلن 

ــاکتري  ــرل     P. putidaب ــا کنت ــیدروفور ب ــد س ــق تولی از طری

ت زا و تسهیل جذب آهن باعث حفظ کیفی ـهاي بیماريمیکروارگانیسم

افـزودن آهـن بـه    ). 4(شود محصول و افزایش عملکرد در میزبان می

هــاي باعــث القــاي تشــکیل ســاختار A. bisporusمحــیط کشــت 

تولیـد   سـیدروفورهاي همچنین ). 24(شود سنجاقی در این قارچ می ته

هاي فلورسنس باعث کنترل باکتري بیمـارگر  شده توسط سودوموناس

P. tolaasii هاي پارازیتو قارچ Sepedonium sp. ،Verticillium 

sp. ،Cladobotryum sp. ،Fusarium sp.  وNeurospora sp. 

را افـزایش   A. bisporusشـوند و از ایـن طریـق عملکـرد قـارچ      می

  ).63 و 27(دهند  می

هـاي مـؤثر در افـزایش رشـد و عملکـرد قـارچ       بررسی مکانیسـم 

همکـاران   عبـادي و هاي محرك رشد توسط اي از طرف باکتري دکمه

ایزوله بـاکتري محـرك رشـد     90ایشان تأثیر . انجام گرفته است) 12(

بر ) P. florescenseایزوله باکتري  30ایزوله رایزوبیوم و  60(گیاهی 

مورد بررسی قـرار   A. bisporusهاي مورفولوژیکی قارچ روي ویژگی

هـاي تولیـد   بـاکتري (ها به پـنج دسـته    دادند و پس از تقسیم باکتري

هـاي  دآمینـاز، بـاکتري   ACCهاي تولیـد کننـده   ، باکتريIAAنده کن

هاي تولید کننده سـیدروفور  کنندگی فسفات، باکتريداراي قابلیت حل

، )هـاي فـوق را بـا هـم داشـتند     هایی که داراي تمام ویژگیو باکتري

ایزولـه، بیشـترین عملکـرد مربـوط بـه       90گزارش کردند که از بـین  

درصـدي در وزن تـازه    7/12با افزایش  IAAه هاي تولید کنندباکتري

قارچ در مقایسه با شاهد و بیشترین مقدار ماده خشک، بیشترین تعـداد  

هـاي داراي تمـام   قارچ و بیشترین میزان پروتئین مربوط بـه بـاکتري  

  .ها بودویژگی

هـاي تولیـد قـارچ    ودآوري واحـد با توجه به ضـرورت افـزایش س ـ  

رد و همچنین تولیـد غـذاي سـالم و    اي به واسطه افزایش عملک دکمه

تواند به عنوان راهکاري مهـم  هاي زیستی میارگانیک، استفاده از کود

بنـابراین  . و کارآمد جهت رسیدن به اهداف فوق مورد توجه قرار گیـرد 

بـر   P. putida هاي تأثیر بـاکتري افزایش مطالعات در زمینه مکانیسم

هـاي  به شناسایی جدایـه  اي که منجرروي رشد و عملکرد قارچ دکمه

شود، ضروري برتر باکتري با پتانسیل استفاده به عنوان کود زیستی می

  .تواند در آینده جنبه تجاري نیز به خود بگیردرسد و میبه نظر می

  

  ها مواد و روش

هـاي بـاکتري    گیـري از خـاك و جداسـازي پرگنـه     نمونه

Pseudomonas هاي خاك از نمونه  

هاي پـرورش قـارچ خـوراکی    از مزرعه شش نمونه خاك پوششی
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آوري و پس از انتقال به آزمایشگاه، بـه مـدت   اي در مشهد جمعدکمه

بـه منظـور جداسـازي    . ساعت در دماي اتاق با هواخشـک گردیـد   72

. اسـتفاده شـد  ) 10-3تا رقـت  (هاي متوالی  باکتري از روش سري رقت

کشت از محیط  Pseudomonasهاي جنس گري باکتريجهت غربال

LB  حاويN-متـوپریم اسـتفاده   لوریل سارکوزین سدیم سالت و تري

  ).67(گردید 

  

آغــازگر بــا اسـتفاده   P. putidaهــاي  شناسـایی بـاکتري  

 اختصاصی

ــاکتري   ــایی ب ــت شناس ــاکتري  P. putidaجه ــین ب ــاي از ب ه

Pseudomonas    غربال شـده، از روش کلـونیPCR    اسـتفاده شـد و

جیـراز   DNAآنـزیم   Bده زیرواحـد  آغازگرهاي اختصاصی ژن کد کنن

)gyrB (  ــت ــازگر رفــ ــامل آغــ ــوالی ) gyrB_F(شــ ــا تــ -3´بــ

TCACCTCCGAGGAAACCAGCTTG-´5  و آغـــــــــازگر

ــت  ــوالی ) gyrB_R(برگشــــــــــ ــا تــــــــــ -3´بــــــــــ

TCTGTTGTGAACGCCCTGTC-´5  مورد استفاده قرار گرفت

)26 .(  

شـامل چهـار    PCRچرخه حرارتی و مواد مورد نیاز جهـت انجـام   

چرخـه   34گـراد،  درجه سانتی 94زي اولیه در دماي سادقیقه واسرشت

گراد، اتصـال  درجه سانتی 94سازي در دماي ثانیه واسرشت 30شامل 

ثانیـه   120گـراد و  درجه سـانتی  57ثانیه در دماي  30آغازگر به مدت 

 10گراد و گسترش نهایی به مـدت  درجه سانتی 72گسترش در دماي 

براي بررسـی نیـز ژل آگـارز    . بود گراددرجه سانتی 72دقیقه در دماي 

هاي شناسـایی شـده بـه    در مجموع از بین ایزوله. یک درصد تهیه شد

ایزولـه   PCR ،33، بر اساس نتایج آزمـون  P. putidaعنوان باکتري 

  .براي انجام بقیه مراحل آزمایش انتخاب گردید

  

  P. putidaارزیابی عوامل محرك رشد باکتري 

ها، بر اسـاس روش  اسید توسط جدایه میزان تولید ایندول استیک

منحنی استاندارد نیز به وسیله . تعیین گردید) 20(من و دساکس  گلیک

 ـیم 30و  20، 15، 10، 5هاي صفر،  در غلظت IAAهورمون  گـرم   یل

بـه منظـور ارزیـابی کیفـی تولیـد سـیدروفور توسـط        . تهیه شد تریبر ل

) CAS(نات ســولفو-هــاي باکتریــایی از آزمــون کــروم آزورول ســویه

 630و ضریب جذب هر نمونه کشت در طـول مـوج   ) 59(استفاده شد 

تخمـین کمـی توانـایی انحـلال فسـفات      جهت . نانومتر تعیین گردید

سوسپانسیون هر جدایه تهیه و به محیط کشت اسپربر ها، توسط جدایه

پس از پنج روز شدت جذب نوري با استفاده از دستگاه . مایع اضافه شد

و مقـدار  ) 62(نـانومتر قرائـت شـد     430تر در طول مـوج  اسپکتروفتوم

فسفر محلول در محیط کشت در مقایسه با منحنـی اسـتاندارد کـه بـا     

 تـر یگـرم بـر ل   یلیم 25و  20، 15، 10، 5صفر،  هاياستفاده از غلظت

KH2PO4  جهـت ارزیـابی میـزان فعالیـت     . تهیه شد، محاسبه گردیـد

استفاده شـد و بـراي   ) 45(لیک دآمیناز از روش پنروز و گ ACCآنزیم 

جهـت  . کتوبوتیرات اسـتفاده گردیـد  -هاي استاندارد از آلفاتهیه محلول

هـاي مـورد آزمـایش از روش    گیري مقدار پروتئین عصاره جدایهاندازه

هـاي  منحنی استاندارد نیز به کمک محلـول . استفاده شد) 7(برادفورد 

، 3/0، 2/0، 1/0هاي تاستاندارد پروتئین آلبومین سرم گاوي و در غلظ

  .لیتر تهیه گردیدگرم در میلیمیلی 8/0و  7/0، 6/0، 5/0، 4/0

  

  اي ها و پرورش قارچ دکمهتیمار جدایه

اي، بـه  پس از تهیه کمپوست آماده و تلقیح شده با بذر قارچ دکمه

 25تـا   24روز در دمـاي   16میسلیوم قارچ اجازه داده شد تا به مـدت  

. درصد به طور کامل کمپوست را پر کند 67طوبت درجه سانتیگراد و ر

هـاي  سپس مقدار سه کیلوگرم از کمپوست وزن شد و به داخل کیسـه 

روز بعــد سوسپانســیون بــاکتري در محلــول . پــرورش منتقــل گردیــد

لیتر از میلی 10تهیه و مقدار  CFU/mL106با غلظت ) 12(نگهدارنده 

پوششی اضـافه و بـه    سوسپانسیون هر جدایه به یک کیلوگرم از خاك

درایـن آزمـایش   . طور کامل مخلوط و به روي کمپوست منتقل گردید

هاي باکتري در قالب طرح کاملا تصـلادفی در دو تکـرار تیمـار    جدایه

بـه   کامل یـا  بلوغ از قبل هادهی، قارچروز پس از خاك 18. داده شدند

 دن،نمـو  تمیـز  پس از و برداشت شدند شدن باز از قبل رایج، اصطلاح

 تعیـین  01/0تـرازوي دیجیتـال بـا دقـت      از استفاده با ها آن تر وزن

  . گردید

هـا بـا   و رسـم نمـودار   JMP 8افـزار  ها با استفاده از نرمآنالیز داده

براي آزمون مقایسـات  . انجام گرفت Excel 2010افزار استفاده از نرم

 .درصد استفاده گردید 5میانگین از آزمون توکی در سطح احتمال 

  

  نتایج و بحث

  هاي مورد بررسیدر نمونه P. putidaفراوانی باکتري 

هاي جدا شده از شش نمونه خـاك  نتایج شناسایی مولکولی جدایه

جدایـه مـورد بررسـی، در مجمـوع      81پوششی نشان داد کـه از بـین   

معرفی کرد که این  P. putidaجدایه را به عنوان باکتري  52توان  می

بیشـترین  . دهنـد ها را تشکیل میجمعیت جدایه درصد 64تعداد حدود 

هـاي شـماره دو و   مربوط بـه نمونـه خـاك    P. putidaایزوله باکتري 

دهـی  بـود کـه در مرحلـه پـین    ) درصـد  100و  86به ترتیب با (شش 

دهـی  ها قبل از مرحله پینبقیه نمونه). 1جدول (آوري شده بودند  جمع

بر اساس . آوري شده بودندها  بر روي کمپوست جمعیا حین اعمال آن

توان نتیجه گرفت که بهتـرین مرحلـه جهـت جداسـازي     می 1جدول 

بـه  . باشـد دهـی مـی  از خاك پوششی، مرحله پین P. putidaباکتري 

ــا  دلیــل اینکــه در ایــن مرحلــه جمعیــت  ــاکتري در مقایســه ب ایــن ب

هـاي جداشـده بـه احتمـال     یابد و جدایههاي دیگر افزایش می باکتري
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) 50(ریـاحی و همکـاران   . خواهنـد بـود   P. putidaبـاکتري   بیشتري

دهـی ثبـت   را در مرحله پـین  Pseudomonasبیشترین تعداد باکتري 

جهـت   P. putidaبا توجه به اینکـه ضـرورت وجـود بـاکتري     . کردند

نتـایج فـوق   ) 10(به اثبات رسیده اسـت   A. bisporusدهی قارچ پین

  . رسدمنطقی به نظر می

  

موجود در  P. putidaاز نظر جمعیت باکتري  A. bisporusهاي خاك پوششی مورد استفاده در پرورش قارچ وضعیت فلور میکروبی نمونه. 1جدول 

 هاآن

Table 1- The frequency of P. putida isolates in casing soil samples used for A. bisporus cultivation  

 نمونه خاك*

Soil 
sample 

تعداد جدایه جدا 

 شده

Number of 
isolates 

  تعداد جدایه

P. putida 
Number of 

 P. putida isolates 
(%) 

 تعداد جدایه انتخاب شده براي مرحله بعد

Number of selected isolates for next 
steps 

ها انتخاب شده براي اسم جدایه

 مرحله بعد

Name of isolates in next steps 

Sample 1 12 5 (42) 5 P1-P5 
Sample 2 21 18 (86) 7 P6-P12  
Sample 3 12 6 (50) 5 P13-P17  
Sample 4 12 4 (33) 4 P18-P21  
Sample 5 11 6 (55) 5 P22-P26  
Sample 6 13 13 (100) 7 P27-P33  

Total  81 52 (64) 33  

  .آوري شده بودندها بر روي کمپوست جمعدهی یا حین اعمال آنها قبل از مرحله پیننمونهدهی و بقیه هاي شماره دو و شش در مرحله پیننمونه *

*Samples 6 and 2 were collected at pinning and other samples were collected befor pinning or time of application on the compost. 

 
  ايارزیابی عوامل مؤثر بر رشد قارچ دکمه

  IAAسی توان تولید هورمون برر

 P. putidaهـایی کـه بـه عنـوان     در این آزمون تمـامی بـاکتري  

نتایج نشان داد که بـین  . را داشتند IAAشناسایی شدند، توانایی تولید 

) p≤0.05(داري ، تفاوت معنیIAAهاي مختلف در میزان تولید جدایه

بـه   P27و  P3 ،P24هـاي  در این بین، جدایـه ). 2جدول (وجود دارد 

گــرم بــر لیتــر میلــی 26/7و  35/7، 37/7ترتیــب بــا مقــدار میــانگین 

به ترتیب با مقدار میـانگین   P30و  P33 ،P14هاي بیشترین و جدایه

را تولیـد   IAAگرم بر لیتر کمتـرین میـزان   میلی 54/1و  19/1، 89/0

هاي مورد بررسـی  توسط جدایه IAAمیانگین تولید ). 1شکل (کردند 

  .گرم بر لیتر بودمیلی 27/4

 

 
 )p≤0.05(بر اساس آزمون مقایسه میانگین توکی   P. putidaهاي مختلفدر جدایه IAAمقایسه میانگین تولید هورمون  - 1شکل 

Figure 1- Mean comparison of means of IAA production of P. putida isolates based on Tukey’s test (p≤0.05) 

 
. توسط دیگر محققان نیز گزارش شده است IAAتفاوت در تولید 

 314در  IAAگیري توان تولیـد  نیز با اندازه) 5(خانی و همکاران علی

هاي مختلف رایزوبیومی ایران، گـزارش کردنـد   جدایه متعلق به جنس

 IAAجدایه توان تولید این هورمون را داشته و از نظر تولیـد   220که 
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نیز ) 32(پور و همکاران خاکی. داري وجود داردتفاوت معنیها  بین آن

 .Pهاي درصد از سویه 72نشان دادند که  HPLCبا استفاده از آنالیز 

putida  وP. fluorescens  ،حـداقل یکـی از ترکیبـات    مورد بررسی

ایشان بیان کردند کـه  . کنندرا تولید می IAAایندولی اکسین از جمله 

ترین دلایل افزایش عملکرد ناشی ن یکی از اصلیتولید هورمون اکسی

  .باشدها میاز تلقیح این باکتري

  

  بررسی توان تولید سیدروفور 

هاي مـورد بررسـی از   در این آزمایش توان تولید سیدروفور جدایه

). 2جـدول  ) (p≤0.05(دار بـود  درصد متغیر و معنی 98درصد تا  78/0

یزان تولید سیدروفور مربوط بـه  هاي مختلف، بیشترین مدر بین جدایه

درصد و کمتـرین   10/98و  44/98به ترتیب با  P16و  P2هاي جدایه

 78/0و  59/0به ترتیب  P14و  P30میزان تولید آن مربوط به جدایه 

هـاي مـورد بررسـی داراي    همه جدایه). 2شکل (درصد سیدروفور بود 

 هـاي سویه توسط سیدروفور تولید توانایی. توان تولید سیدروفور بودند

تـوان تولیـد   . )48 و 1( اسـت  شـده  گزارشها از سودوموناس یمختلف

هـاي  هایی است که بـر اسـاس آن بـاکتري   سیدروفور از جمله ویژگی

هاي محرك رشد گیـاه قـرار   داراي این خصوصیت را در گروه باکتري

 سـیدروفور  کنندهیدتولهاي فلورسنس سودوموناس). 55 و 16(اند داده

 هـاي میکروارگانیسـم  توسط آهن جذب مانع در خاك پوششی موجود

). 60( بخشندمید بهبوا راي قارچ خوراکی دکمه رشد و شده بیمارگرها

ها باعث افزایش جـذب آهـن در گیاهـانی ماننـد     همچنین این باکتري

ــاش )57(ذرت  ــه)58(، م و  )65( سیدوپســیو آراب) 40( فرنگــی، گوج

  .اندها شدهبهبود صفات کمی و کیفی در آن

  

 
 )p≤0.05(بر اساس آزمون مقایسه میانگین توکی   P. putidaهاي مختلف مقایسه میانگین تولید سیدروفور در جدایه - 2شکل 

Figure 2- Mean comparison of siderophore production of P. putida isolates based on Tukey’s test (p≤0.05) 
 

  سی توان حل کنندگی فسفات معدنی در محیط اسپربربرر

 باشـد یم ـ يو انتقـال انـرژ   دیتولفسفر در گیاهان نقش  نیمهمتر

 P. striataگونـه   فسـفات  کننـدگی حـل  به همین دلیل قابلیت). 13(

دهـد  را افـزایش مـی   A. bisporusوزن خشک و تر میسـلیوم قـارچ   

 ،ايچ دکمـه کاهش سطح فسفات قابـل دسـترس قـار    نیهمچن. )18(

بـا ریشـه    P. putidaتلقیح بـاکتري ). 66( ابدییکاهش م آنعملکرد 

جذب فسفات و در  داريطور معنی )41(فرنگی و گوجه) 35(گیاه کلزا 

  .دهدنتیجه آن طول ریشه را در گیاه میزبان را افزایش می

هاي مـورد بررسـی،   تفاوت در میزان انحلال فسفات توسط جدایه

جدایـه   28جدایه مورد بررسـی،   33از ). 2جدول (ر بود دامتغیر و معنی

هـا  درصـد جدایـه   85توانایی انحلال فسفات نامحلول را داشـتند کـه   

هاي داراي نیز جدایه) 17(قدس علوي و همکاران . دادندراتشکیل می

هــاي موجــود در درصــد کــل جدایــه 5/77تــوان انحــلال فســفات را 

ها ، دو جدایـه  دند که در بین آنالطیب گزارش کررایزوسفر گیاه سنبل

ــوان انحــلال فســفات   Pseudomonasاز جــنس  داراي بیشــترین ت

توسـط   توانایی انحلال فسـفات . نامحلول در محیط مایع اسپربر بودند

نیـز   )36( همکـاران  وی مقـام توسـط   P. fluorescens هـاي جدایـه 

هـاي داراي تـوان انحـلال فسـفات،     از بین جدایه. شده است گزارش

بـه ترتیـب    P30و  P22هاي یشترین میزان انحلال مربوط به جدایهب

گرم بر لیتر و کمترین توان انحـلال فسـفات   میلی 45/10و  59/10با 

در ضمن ). 3شکل (گرم بر لیتر بود میلی 58/0با  P5مربوط به جدایه 

توانایی انحلال فسـفات را از خـود    P28و  P3،P20 ،P23هاي جدایه

هـاي مـورد   وسط میزان انحلال فسفات در بین جدایـه مت. نشان ندادند

 )11( همکـاران  و فرتـاس ي د .گرم بر لیتر بودمیلی 76/4بررسی نیز 

 روز 15ی ط .Bacillus sppتوسط باکتري  را سنگ فسفات حلالیت

 مـورد  هـاي باکتري که رسیدند نتیجه این به و دادند قرار بررسی دمور
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 ار فسـفر  لیتـر میکروگرم بر میلـی  5/22تا  5/7 آزادسازي توان استفاده

 در روز 14 طـی  در شـده  آزاد محلـول  فسـفر  مقـدار  )63( تومار .دارند

 ايمیله هايباکتري با شده تلقیح فسفاتکلسیمتري حاوي مایع محیط

 کشـت  محـیط  لیتـر  میلـی  100 در گرممیلی 8/78 برابر را منفی گرم

  . نمود شگزار

 

 
  )p≤0.05(بر اساس آزمون مقایسه میانگین توکی  P. putidaهاي مختلف مقایسه میانگین توانایی انحلال فسفات نامحلول در جدایه - 3شکل 

Figure 3- Mean comparison of phosphate solubilization of P. putida isolates based on Tukey’s test (p≤0.05) 

  

  دآمیناز ACCبررسی میزان فعالیت آنزیم 

هـاي  دآمینـاز جدایـه   ACCدر این آزمایش فعالیت آنزیمی آنزیم 

 دهنـد، مـی  گیري شد و همانطورکـه نتـایج نشـان   مورد بررسی اندازه

 آزمـایش  مـورد  هـاي جدایـه  توسـط  شده تولید دآمیناز  ACCفعالیت 

-آلفـا  میکرومـول  27/10تـا   52/0از  ايدامنـه  در باشـد و می متفاوت

تفاوت فعالیـت آنزیمـی   . متغیر است ساعت در گرمیمیل بر کتوبوتیرات

دار بـود  هاي مورد بررسی، در سـطح پـنج درصـد معنـی    در بین جدایه

جدایه فعالیـت   27جدایه، در  33در این آزمایش از مجموع ). 2جدول (

ها را جدایه 8/81دآمیناز مشاهده شد که این تعداد جدایه،  ACCآنزیم 

  ).4شکل (دادند تشکیل می

 محـرك  هايباکتري از زیادي تعداد در دآمیناز ACCآنزیم  ودوج

اسـت   شـده  گزارش هاقارچ و مخمرها از تعدادي همچنین و گیاه رشد

بـه   اتـیلن  سازبا جذب و مصرف پیش P. putidaباکتري ). 56 و 29(

بـر روي تشـکیل    اتـیلن ، اثر مهارکننـدگی  دآمیناز ACCوسیله آنزیم 

تعدیل کرده و از این طریـق باعـث افـزایش    پریموردیا و رشد قارچ را 

  .)9(شود می A. bisporusرشد قارچ 

  

 
 )p≤0.05(بر اساس آزمون مقایسه میانگین توکی  P. putida هاي مختلفدآمیناز در جدایه ACCمیانگین میزان فعالیت آنزیم  - 4شکل 

Figure 4- Mean comparison of ACC deaminase activity of P. putida isolates based on Tukey’s test (p≤0.05) 
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 P. putida  مختلف يهاتجزیه واریانس چهار عامل محرك رشد در جدایه -2جدول 

Table 2- ANOVA for four growth promoting factor in different isolates of P. putida 

 منبع تغییرات

Source of 
variation 

df 

 میانگین مربعات

Mean square 
df 

 میانگین مربعات

Mean square 

 IAAتولید 

IAA 
production 

 تولید سیدروفور

Siderophore 
production 

 انحلال فسفات

Phosphate 
solubilization 

 دآمیناز ACCفعالیت 

ACC deaminase 
activity 

 جدایه

Isolates 
32 11.578

*
 3444.05

*
 32.241

*
 32 12.248

*
 

 خطا

Eror 
66 0.131 4.91 0.61 33 0.976 

Total 98    65  

 دار در سطح احتمال پنج درصدعنیاختلاف م نشان دهنده*. 

The means are significantly different at the 0.5% level * 

 
تـوان   بـومی  رایزوبیـومی  هايجدایه که داده است ها نشانبررسی

) 54(سـقفی و همکـاران   ). 39، 54، 2(دارنـد  را دآمینـاز   ACC تولیـد 

 78(جدایـه   25بـه شـوري،    متحمـل  جدایـه  30از  گزارش کردند که

. اسـتفاده کننـد   نیتـروژن  منبع تنها عنوان به  ACCاز توانستند) درصد

متشـرعی و  . یکسـان نبـود   هـا جدایـه  بـین  در توانـایی  ایـن  همچنین

جدایه انتخاب شـده و خـالص شـده از     445نیز از بین ) 39(همکاران 

  ACCجدایه را انتخـاب و میـزان فعالیـت     9هاي شمال کشور، خاك

هـا داراي تـوان   گیري کردنـد کـه همـه جدایـه    ها  را اندازهآن دآمیناز

  .دآمیناز بودند  ACCتولید

  

  ايها بر روي عملکرد قارچ دکمهبررسی اثر جدایه

در دو تکرار به خـاك پوششـی   ایزوله باکتري  33در این آزمایش 

ها  بر روي افزایش عملکرد نسبت بـه نمونـه   اعمال گردید و تأثیر آن

نتایج تجزیـه واریـانس نشـان داد کـه     . شاهد مورد بررسی قرار گرفت

درصد به طور  5هاي مورد بررسی وزن و تعداد قارچ را در سطح جدایه

افـزایش دادنـد    )بدون تیمار باکتري(داري نسبت به نمونه شاهد معنی

وزن و تعـداد قـارچ، در بـین     بـا ایـن حـال ایـن افـزایش     ). 3جدول (

هاي بیشترین وزن قارچ مربوط به جدایه. هاي مختلف متغیر بود جدایه

P27 ،P13 ،P25  وP8      8/342، 63/361بــه ترتیــب بــه میــزان ،

هاي گرم و کمترین وزن قارچ نیز مربوط به جدایه 46/301و  43/312

P32 ،P12  وP30  گرم بـر  55/140و  71/133، 61/119به ترتیب با

بیشترین تعداد قارچ نیـز مربـوط بـه    ). 6شکل (کیلوگرم کمپوست بود 

عدد و کمترین تعداد  88/20و  21به ترتیب با  P24و  P18هاي جدایه

عـدد بـر    33/8و  5/5به ترتیب بـا   P30و  P32هاي مربوط به جدایه

  ).5شکل (کیلوگرم کمپوست بود 

ها نسبت به نمونـه شـاهد تـأثیر    در این آزمایش تعدادي از جدایه 

داري بـر روي  منفی بر روي وزن و تعداد قارچ داشته و یا تـأثیر معنـی  

توانـد بـه دلیـل    نداشتند که مـی  A. bisporusاین دو صفت در قارچ 

هاي تیمار داده شده و یا شرایط اي و باکتريمیانکنش بین قارچ دکمه

و  P27هـاي  از طرفـی جدایـه  . میایی خاك پوششی باشدفیزیکی و ش

P13  اي داشـتند کـه   ملکـرد قـارچ دکمـه   بیشترین تأثیر را بـر روي ع

اي مورد آزمـایش قـرار   دکمهتوانند در جهت افزایش عملکرد قارچ  می

اي هاي مختلف بر روي عملکرد قارچ دکمهتفاوت در اثر جدایه. گیرند

. هـا  باشـد  صـیات محـرك رشـدي آن   تواند نتیجه تفاوت در خصومی

اي افزایش وزن و تعداد قارچ و در نتیجه افزایش عملکرد قـارچ دکمـه  

A. bisporus هاي محرك رشد، خصوصاً بـاکتري  در اثر تیمار باکتري

P. putida  67(نژاد و همکاران زارع، )50(توسط ریاحی و همکاران( ،

نیـز گـزارش شـده     )33(خلیلی و همکاران و ) 12(عبادي و همکاران 

جدایه به خـاك پوششـی،    23با تیمار ) 67(نژاد و همکاران زارع. است

 5/13، 14به ترتیب با  Ps7و  Bt4 ،Fd8گزارش کردند که سه جدایه 

 .Aاي درصد، بیشترین تأثیر را در افزایش عملکرد قـارچ دکمـه   12و 

bisporus    نسبت به نمونه شاهد داشتند که این دو نـژاد از گونـهP. 

putida بودند.  

  

هاي موثر بر رشد در بـاکتري و عملکـرد   رابطه بین فاکتور

  ايقارچ دکمه

بـین بـین عوامـل محـرك     ) r(در این آزمایش ضریب همبستگی 

، تولیــد IAAشــامل تولیــد هورمــون ( P. putidaرشــد در بــاکتري 

و صـفات  ) دآمینـاز  ACCسیدروفور، انحلال فسفات و فعالیت آنـزیم  

) وزن و تعداد قارچ( A. bisporusاي لکرد در قارچ دکمهمربوط به عم

دهد که بین میزان تولید تفسیر نتایج نشان می). 4جدول(تعیین گردید 

بـه  (دار و مثبتـی  و وزن و تعداد قارچ همبستگی معنـی  IAAهورمون 

در بـین ایـن دو صـفت، وزن قـارچ     . وجود دارد) 50/0و  58/0ترتیب 

. دارد IAAگی بالاتري بـا تولیـد هورمـون    نسبت به تعداد قارچ هبست

، هـم  IAAاز طریق تولید  P. putidaدهد که باکتري نتایج نشان می

) وزن قارچ(و هم در مراحل پس از آن ) تعداد قارچ(دهی در مرحله پین

 محرك هايهورمون تأثیر. گذاردبر روي رشد و عملکرد قارچ تأثیر می

 و زنیجوانه ، سرعت)25(لیوم میس رشد تحریک بر IAAبه ویژه  رشد
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هـاي  در قـارچ ) 48(قارچ  و پروتئین) 3(کلاهک  ، قطر)30(هیف  رشد

 هورمون این داشتند اظهار محققین این .است شده مختلف نیز گزارش

 قارچ رشد افزایش باعث سلولی تمایز و شدگی طویل تحریک طریق از

  .گرددمی

 محمـدي . ابق داردنتایج به دست آمده با مطالعات دیگر نیـز تط ـ 

 و تأثیر آن بـر  IAAنیز بیان کردند که تولید ) 21(همکاران  و تپهگل

قـارچ   رشـد  افـزایش  در موثر هايمکانیسم جزء میسلیوم رشد تحریک

تأثیر ) 12(عبادي و همکاران  .باشدمی رشد محرك هايباکتري توسط

اي بر روي عملکرد قارچ خوراکی دکمـه  IAAهاي تولیدکننده باکتري

ها باعث افزایش وزن تر، را بررسی کرده و نشان دادند که این باکتري

فـزایش تعـداد و قطـر کلاهـک قـارچ      وزن خشک، میزان پروتئین و ا

توانـد جـزء   مـی  IAAشوند و در نهایت نتیجه گرفتنـد کـه تولیـد     می

هـاي محـرك   هاي مؤثر در افزایش رشد قارچ توسط باکتريمکانیسم

  . رشد باشد

 

 

 
  )p≤0.05(اي با استفاده از آزمون توکی بر روي تعداد و وزن قارچ دکمه P. putidaهاي مختلف باکتري مقایسات میانگین تأثیر جدایه - 5کل ش

Figure 5- mean comparison of fresh weight and number of mushroom in A. bisporus in response to P. putida isolates 
inoculation based on Tukey’s test (p≤0.05) 

 
 ايدر قارچ دکمه P. putidaهاي مختلف باکتري تحت تیمار جدایه تجزیه واریانس وزن تر و تعداد قارچ -3جدول 

Table 3- ANOVA for fresh weight and number of mushroom in A. bisporus in response to P. putida isolates inoculation 

 منبع تغییرات

Source of variation 
df 

 میانگین مربعات

Mean square 

 وزن تر قارچ

Mushroom Fresh weight 

 تعداد قارچ

Number of mushroom 

 جدایه

Isolates 
32 11.578* 3444.05* 

 خطا

Eror 
33 0.131 4.91 

Total 65   

 دار در سطح احتمال پنج درصدمعنیاختلاف  نشان دهنده* 

The means are significantly different at the 0.5% level * 
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  A. bisporusاي و صفات مربوط به عملکرد در قارچ دکمه P. putidaبین عوامل محرك رشد در باکتري ) r(ضریب همبستگی  -4جدول 

Table 4- Correlation coefficient (r) between growth promoting factors in P. putida and fresh weight and number of 
mushroom in A. bisporus 

 
 IAAتولید 

IAA production 

 تولید سیدروفور

Siderophore production 

 انحلال فسفات

Phosphate solubilization 

 دآمیناز ACCفعالیت 

ACC deaminase activity 
 وزن تر قارچ

Fresh weight 
0.58* 0.08 0.2 0.12 

قارچتعداد   

Number of mushroom 
0.50* 0.05 0.06 0.21 

 سطح احتمال پنج درصد دار درمعنیاختلاف  نشان دهنده* 

The mean difference is significant at the 0.5 level * 

 

تولید سیدروفور، انحلال فسفات نا محلـول  سه عامل دیگر شامل 

ي بـا تعـداد و وزن   داردآمیناز همبستگی معنـی  ACCو فعالیت آنزیم 

نیز گـزارش کردنـد کـه از    ) 12(عبادي و همکاران . قارچ نشان ندادند

 ACCهـاي تولیـد کننـده    ، باکتريIAAهاي تولید کننده بین باکتري

هـاي  کنندگی فسـفات، بـاکتري  هاي داراي قابلیت حلدآمیناز، باکتري

لیـد  هـاي تو تولید کننده سیدروفور بیشترین عملکرد مربوط به باکتري

درصدي در وزن تازه قارچ در مقایسه بـا   7/12با افزایش  IAAکننده 

البته ایشان نشان دادند که بیشـترین مقـدار مـاده خشـک،     . شاهد بود

هـایی  بیشترین تعداد قارچ و بیشترین میزان پروتئین مربوط به باکتري

سـینگ و  هاي فوق را در سطح متوسـطی داشـتند، امـا    ژگی بود که وی

هاي جدایه از سودوموناس 34گزارش کردند که از بین ) 60(همکاران 

داري تعداد فلورسنس موجود در خاك پوششی، دو ایزوله به طور معنی

اي را افزایش و دوره نمو سنجاقی و عملکرد قارچ دکمههاي تهساختار

هـا داراي خاصـیت   این جدایـه . اندام باردهی را هفت روز کاهش دادند

زایـی  زا بودند و با کنتـرل بیمـاري  مختلف بیماري هايبیوکنترلی قارچ

تفاوت . ، عملکرد آن را افزایش دادندA. bisporusها در بستر قارچ آن

هاي فیزیکی و تواند نتیجه تفاوت در ویژگیدر نتایج به دست آمده می

. شیمیایی خاك پوششی مورد استفاده و یا نژاد قارچ مورد بررسی باشد

هاي محرك رشد به گیاهان در مورد تلقیح باکتري این تفاوت در نتایج

هـا را  وجـود ایـن تفـاوت   ) 34(خسروي . زراعی نیز مشاهده شده است

عمدتاً ناشی از تنوع در نوع و ارقـام گیـاهی، ترکیبـات خـاك، حضـور      

ریزجانداران بومی، مقدار رطوبت خـاك و درك ناکـافی سـازوکارهایی    

ها بر رشد گیاه مؤثر واقع ه آنداند که باکتري محرك رشد به واسطمی

  .شودمی

در پــژوهش حاضــر بــه طــور کلــی نتــایج نشــان داد کــه تیمــار  

به خاك پوششی باعث افزایش  P.putidaهاي مختلف باکتري  جدایه

نسبت به نمونه شاهد  A. bisporusدار عملکرد در قارچ خوراکی معنی

سط باکتري شود و یکی از عوامل افزایش عملکرد قارچ خوراکی تومی

P. putida، هاي مولد رشد بـه ویـژه هورمـون اینـدول     تولید هورمون

داري بـا عملکـرد   باشد که همبسـتگی معنـی  می) IAA(استیک اسید 

تواند در آینده به عنوان یک فـاکتور مهـم در   اي دارد و میقارچ دکمه

. اي مورد ارزیابی قرار گیردهاي مؤثر بر رشد قارچ دکمهغربال باکتري

و  P8 ،P13 ،P18 ،P24 ،P25هـاي  مچنین در این آزمایش جدایـه ه

P27 که بیشترین تأثیر را بر روي عملکرد قارچA. bisporus   ،داشتند

شوند که پتانسـیل اسـتفاده   هاي امیدبخشی معرفی میبه عنوان جدایه

  .باشندبه عنوان کودهاي زیستی را دارا می
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Introduction: Because of their high protein and mineral contents and low fat, calories and cholesterol, edible 

mushrooms such as Agaricusbisporus are an important part of the people diet in many countries, but in Iran, the 
yield of this mushroom is less than the average of yield in the world. Phase change from the vegetative to the 
reproductive stage and fruit body initiation of this mushroom depends on special physical, chemical and 
microbial properties of casing layer. Phase change is initiated by decreasing oftemperature and CO2 
concentration and presence of some bacteria (such as Pseudomonas putida) in the casing layer. It is believed that 
P. putida may cause this process and increase the yield of A. bisporus by siderophore and hormone-like 
compounds secretion, decreasing the level of ethylene via ACC deaminase activity and dissolution of insoluble 
phosphate. The objective of this work was to identify P. putida isolates as growthpromoting bacteria isolated 
from A.bisporus casing soil and to evaluate their effect on mushroom yield. 

Materials and Methods: In this study, 81 individual bacterial isolates were collected by screening the casing 
layer of 6 edible mushroom farms. Luria Bertani (LB) medium supplemented with sodium lauroyl sarcosine 
(SLS) and trimethoprim were used for isolation of Pseudomonas bacteria by plating serial dilutions of each soil 
sample. Finally, using species-specific primers, 33 isolates that identified as P. putida were selected and were 
used toinoculate  
A. bisporuscasing layer. Inoculations were performed in a completely-randomized design with two replicates. 
The harvesting began when buttons were fully-grown (but not yet open), and the number of mushrooms and 
fresh (wet) weight of them were recorded after harvesting of each flush. In the next experiment IAA and 
siderophore production ability, ACC deaminase production capacity and ability of dissolving of insoluble 
phosphate in isolates and the correlation between these factors and number and fresh weight of mushroom were 
evaluated. Analysis of the data was carried out using JMP 8. Means were compared using Tukey’s test at p≤0.05. 

Results and Discussion: The results of this study showed that the best stage for collecting P. putida is 
pinning, because the maximum number of identifiedP. putidawas recorded at this stage.Field experiment showed 
that different isolates have a significant effect on fresh weight and the number of mushrooms per kg compost 
compared to control (p≤0.05), so that the highest fresh weight observed in treatment of P27 and P13 isolates with 
361.63 and 342.8 gr/kg compost respectively and the highest number of mushroom observed in treatment of P18 
and P24 isolates with 21 and 20.83 mushroom per kg of compost,respectively. Interestingly, in this study, some 
isolates showed negative or no effect on mushroom yield which could be due to the interaction between bacteria 
and A. bisporus strain and/or complex conditions of casing layer. Other results showed that there is a positive 
and significant correlation between IAA production ability in P. putidaand fresh weight (r=0.58) and the number 
of mushrooms (r=0.50) in A. bisporus.Whereas there was no significant correlation between other factors and 
fresh weight and the number of mushrooms. IAA through promotion of cell elongation and differentiation 
increased mushroom growth and protein.This hormone is one of the needs of A.bisporus mushroom and it is very 
effective in growth and caused an increase in mushroom yield compared to other growth promoting factors. 

Conclusions: In the present study, with the aim of investigation of the effect of P. putida on the yield of  
A. bisporus and determining the most effective factor in this process, collectedisolatesinoculated to A. 
bisporuscasing layer and growth promoting factors in these isolates were evaluated. Results showed that the best 
stage for collecting P. putida is pinning. These bacteria havesignificant effects on fresh weight and the number 
of mushrooms.There is not significant correlation between other factors and fresh weight and the number of 
mushrooms. Based on the results, it could be said that the use of growth promoting bacteria in edible mushroom 
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culturing could be resulted anincrease in mushroom yield and could be beneficial in production of healthy food. 
Finally, it could be said that P. putida isolates P27 and P13 may have the potential to act as a potential bio-
fertilizer. 
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