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  دهيچك

ده موجـود در كـاه و كلـش را بـه            هاي شـيميايي تركيبـات پيچي ـ     اي سفيد علاوه بر اينكه واكنش      براي قارچ خوراكي دكمه    سازي  فرايند كمپوست  در
هـاي گرمادوسـت معينـي شـامل      ميكروارگانيـسم كننـد،   هـاي گرمادوسـت تبـديل مـي     تركيبات ساده و قابل جذب براي قارچ خوراكي و ميكروارگانيـسم       

هـاي   ميكروارگانيـسم . دين ـنما  براي رشـد ميـسليوم قـارچ توليـد مـي           انتخابيهاي گرمادوست يك محيط      هاي گرمادوست و باكتري    ها، قارچ  آكتينوميست
سازي در خود انباشته كرده و در نهايت بيوماس ميكروبي آنها به عنوان منبع غذايي بـه مـصرف    گرمادوست، ازت و مواد معدني را در طي فرآيند كمپوست  

ر بهبود رشد ميـسليوم ايـن قـارچ    ثر دؤهاي گرمادوست م اين پژوهش به منظور شناسايي قارچ. رسد مي) Agaricus bisporus(اي خوراكي  قارچ دكمه
 سـپس اثـر   .شناسايي شدندS rDNA 8/5و  ITS1 ،ITS4  كمپوست جداسازي و توسط ماركرهايهاي گرمادوست از براي اين منظور قارچ. انجام شد

 2هـاي تيـپ    يزولـه قـارچ هـاي گرمادوسـت شناسـايي شـده، ا     .  مورد بررسـي قـرار گرفـت   A. bisporusآنها بر تسريع و تحريك رشد ميسليوم قارچ 
Scytalidium thermophilumحضور اين قارچها در محيط كشت باعـث چنـد برابـر شـدن رشـد ميـسليوم       .  بودندA. bisporus مـشاهدات  .  شـد

يطـي  فراهم نمودن تركيبات و شرايط مح. كند   تغذيه ميS. thermophilum.ميكروسكوپي نشان داد كه ميسليوم قارچ خوراكي از ميسليوم هاي قارچ 
  . اي خواهد شدثري باعث افزايش عملكرد قارچ خوراكي دكمهؤكمپوست براي رشد بهينه اين قارچ، به طور م

  
  Agaricus bisporus ، ITS1 ،ITS4، Scytalidium thermophilum سازي، بيوماس ميكروبي كمپوست: واژه هاي كليدي

  
   1  مقدمه

فيد شـامل دو     در قارچ خوراكي دكمه اي س      سازي  فرايند كمپوست 
دهنـد و     در مرحله اول واكنش هـاي شـيميايي رخ مـي          . مرحله ميباشد 

تركيبات پيچيده موجود در كاه و كلش به تركيبات ساده و قابل جـذب            
. شـود   هاي گرمادوست تبديل مـي      براي قارچ خوراكي و ميكروارگنيسم    

هاي ميكروبي     سنتز پروتئين   و تجزيه ميكروبي مواد آلي   در مرحله دوم    
هـاي گرمادوسـت معينـي     ميكروارگانيـسم ،  اين مرحله در  . مي دهد رخ  

هاي گرمادوست   هاي گرمادوست و باكتري    ها، قارچ  شامل آكتينوميست 
 و در عـين  دكنن ـ يك محيط مطلوب براي رشد ميسليوم قارچ توليد مي   

مـي  كننده بوجـود     هاي رقابت  سوبستراي نامناسبي براي ارگانيسم    حال
سازي آمـاده كـردن يـك محـيط           صلي كمپوست هدف ا در واقع   . آورند 

رشد ميسليوم قارچ را تقويـت نمـوده و از رشـد سـاير               كه    است غذايي
                                                            

وي كارشناسي ارشد گـروه بيوتكنولـوژي، دانـشكده         و دانشج  به ترتيب استاد   -3و  1
  كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد

  Email:mohfarsi@yahoo.com)             : نويسنده مسئول-(*
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  ).26و2(نمايد ها ممانعت  ارگانيسم
 درصد از   40ها حدود    سازي كمپوست، ميكروارگانيسم   در طي آماده  

 .نموده و صرف تكثير خود مي نماينـد       ماده خشك كمپوست را تجزيه      
سازي   ها مواد معدني را در حين كمپوست        ميكروارگانيسماز آنجايي كه    

كنند، بيوماس ميكروبي يك منبع خوب از نيتـروژن و            در خود جمع مي   
يكي از خـصوصيات   ).6 (شود مواد معدني براي رشد قارچ محسوب مي    

، بـه   اي، انتخـابي بـودن آن اسـت        مهم كمپوست قارچ خوراكي دكمـه     
. هاي رقيب مـضر باشـد   براي قارچاي مفيد و      طوريكه براي قارچ دكمه   

هاي ميكروبي و بخش ديگر      بخشي از انتخابي بودن كمپوست به جنبه      
هاي گرمادوست نقـش     قارچ .شود هاي شيميايي آن مربوط مي     به جنبه 

حياتي در انتخابي كردن كمپوست توليد شده براي رشد قارچ خـوراكي            
   ). 10(كنند  اي ايفاء مي دكمه

اي روي محيط    كه رشد قارچ خوراكي دكمه    دريافت  ) 19(استانك  
 به صـورت  .Streptomyces sp و .Pseudomonas spبا كشتي كه 

كه با يك گونه     در حالي .  تلقيح شده باشند، رضايت بخش است      مخلوط
گزارش ) 13(رنارد و كايلوكس    . آيد به تنهايي، اين نتيجه به دست نمي      

 و Scytalidium thermophilumكمپوسـتي كـه بـا    كردند كه روي 
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Humicola grisea     اي رشـد    تيمار شده بـود قـارچ خـوراكي دكمـه
سـازي   گزارش كردنـد كـه آمـاده      ) 14(رز و هاريس    . بهتري نشان داد  

هـاي   كمپوست با مخلوطي از نيتـروژن آلـي و تلقـيح بـا اسـپور قـارچ            
، فرآينــــد  S. thermophilum   وH. griseaگرمادوســــت 

ــت ــي  كمپوسـ ــسريع مـ ــازي را تـ ــ سـ ــارچ گرمادوســـت .دكنـ    قـ
 S. thermophilum   به طور شديد باعث تحريك رشد ميسليوم قـارچ

استراتـسما و   ). 23و21(شود  اي در محيط اين ويترو مي خوراكي دكمه
 گونه قارچ گرمادوست را از كمپوست قارچ خـوراكي     22) 25(همكاران  

 جنس مختلف باعث بهبود رشـد       9جداسازي كردند وگزارش دادند كه      
 فقط دو جنس يعني     ، بيشتر ياه با ادامه آزمايش   . شود  رچ خوراكي مي  قا

S. thermophilum  وMyriococcom thermophilum باعـــث 
شـدند، محـصول قـارچ خـوراكي      Agaricus bisporusبهبود رشـد  

ها تلقيح شده بودند تقريباً دو برابر        اي از كمپوستي كه با اين قارچ       دكمه
  ، S. thermophilumديگـر ماننـد   هـاي   قـارچ . شاهد پاسـتوريزه بـود  

 H. grisea و H. insolensجمعيت غالـب كمپوسـت بـه     عنوان   به
) 1( و همكـاران     پاكـدين  ).18( انـد    دفعات از كمپوست جداسازي شده    

هاي بخصوصي از آكتينومايستها باعث ترغيب رشد         نشان دادند كه نژاد   
  . قارچ خوراكي مي شود

بـا حـضور    ) كمپوسـت ( بستر كشت     آمونيوم و انتخابي شدن    حذف
) H. griseaتـرولا ترمـوفيلا،   ( S. thermophilumقارچ گرمادوست 

 تراكم اين قارچ گرمادوسـت      يك رابطه مثبت ميان   ). 14(مرتبط است   
در كمپوست و عملكرد قارچ خوراكي يافت شده است كه تعيين كننـده   

باشـد   اي مـي   بهبود راندمان كمپوست و عملكرد قارچ خـوراكي دكمـه         
  ميـسليوم قـارچ  رشـد ميزان  S. thermophilum ،علاوه بر اين). 22(

بهبود ). 23و21(كند     به شدت تقويت مي    ويترو   اين  در محيط  خوراكي را 
براي پرورش قارچ خوراكي دكمه اي سفيد      سازي فرايند تهية كمپوست  

تواند عملكـرد قـارچ    با بهينه كردن تركيب فلور ميكروبي كمپوست مي     
  ).5 (ش دهدرا افزاي

.  بهترين رشد را دارند    C 52° تا   48در دماي   هاي گرمادوست    قارچ
هـاي گرمادوسـت كـاهش        رشد ميسليوم قارچ   C 60° در دماي بالاي  

هـا بـه عنـوان اسـپورهاي مقـاوم بـه گرمـا بقـاء                 يافته و اين ميسليوم   
هاي حاوي منـابع     هاي گرمادوست در محيط    رشد بيشتر قارچ  . يابند مي

هاي معدني اتفـاق    كربن و نيتروژن و تعداد كمي از نمك        الوصول سهل
 بطوريكه بعـضي از     ،اي دارند  ها نيازهاي غذايي ساده     اين قارچ  .افتد مي

بـه  (هاي كشت سنتزي كه تركيب آن شامل گلوكز          ها در محيط   جنس
به عنوان منبـع    (، فسفات آمونيوم، اوره يا آسپاراژين       )عنوان منبع كربن  

به عنـوان   (، فسفات   )به عنوان منبع سولفور   (منيزيم  ، سولفات   )نيتروژن
   .)7(كنند  باشد رشد مي مصرف مي و عناصر كم) منبع فسفر و بافر

هاي گرمادوست ترغيب كننده رشد ميـسليوم قـارچ           شناسايي قارچ 
هـاي    عمومي و ويژگي   كي مورفولوژي خوراكي با استفاده از خصوصيات    

يـابي اسـيد     تكنولوژي توالي .  )4(باشد    نمي امكان پذير فوق ساختاري،   

 مهيا  ها   اين قارچ  انداز جالبي براي مطالعات تاكسونومي       چشم كنوكلوئي
 به منظور بررسي    rDNAهاي   توالياي از    مطالعات مقايسه . كرده است 

روابط فيلوژني در محدوده وسيعي از سطوح تاكسونومي مورد اسـتفاده           
  ITS پرايمرهـاي عمـومي      اين ارزيابي بـا توسـعه     ). 10(گيرند   قرار مي 
 DNA و فواصل داخل ژنـي       ITSنواحي  ). 18(پذير شد ه است      امكان

باشـند و    اي، واحدهاي تكراري تكامل يافته ثابت مـي         ريبوزومي هسته 
هاي داخل يك جنس يا در بـين افـراد يـك             ممكن است در بين گونه    

 بـه طـور وسـيعي در    ITSمقايسه تـوالي نـواحي      . جمعيت متغير باشند  
شـود، بـه دليـل اينكـه      كسونومي و فيلوژني مولكولي به كار برده مي      تا

حتي با مقدار كـم     (باشد    مي rRNAهاي    هاي زيادي از ژن    داراي كپي 
DNA       و داراي درجـه بـالايي از       )  تكثير آن به آساني قابل انجام است

. باشـد   هـاي نزديـك وابـسته بـه هـم مـي             تغيير حتي در بـين جـنس      
 براي تكثير نواحي فواصل ترجمـه       ITS4  و ITS1پرايمرهاي عمومي   

 را از دو انتها در برگرفته به S8/5 ريبوزومي كه ژن     DNAشده دروني   
بـا اسـتفاده از نـواحي محافظـت شـده      (، ITSپرايمرهاي  .روند كار مي

S18  ،S8/5   و S28   ژن RNA تكثير نواحي غير كدكننـده      ) ريبوزومي ،
، DNAهـاي     ز تـوالي  بـا اسـتفاده ا    . بين آنها را ممكـن سـاخته اسـت        

هـاي يـك جـنس        حتي اخـتلاف بـين ايزولـه       ها و   اختلاف بين جنس  
  ). 11(شوند  خاص، مشخص مي

هـاي گرمادوسـت در    در صورتي كه نژاد هاي قارچ هـا و بـاكتري        
كمپوست كه نقش موثرتري در تغذيه و رشد ميسليوم قـارچ خـوراكي              

 اين ايزولـه    دارند شناسايي شوند و كمپوست پس از تجزيه شيميايي با         
هاي خاص تلقيح گردد، عملكـرد قـارچ خـوراكي بـه ازائ هـر واحـد                 

اين كار علاوه بر اينكـه از       . كمپوست افزايش چشمگيري خواهد يافت    
هدر رفتن مواد اوليـه توسـط ميكروارگانيـسم هـاي ديگـر جلـوگيري               

كمپوست انتخابيتر شده و شانس آلـودگي توسـط پـاتوژن هـا             . كند  مي
هاي گرمادوسـت    ين پژوهش به منظور شناسايي قارچ     ا. گردد  كمتر مي 

 و نحوه اثر آنها از نظر A. bisporusموثر در بهبود رشد ميسليوم قارچ 
همـانطور كـه در     .  انجام شـد   محرك بودن و يا تغذيه نمودن اين قارچ       

بررســي منــابع ذكــر شــد تــا بــه حــال چنــد گــزارش مبنــي بــر اثــر  
ئه شده است، اما تا بـه حـال         هاي گرما دوست ارا     كنندگي قارچ   تحريك

در صـورت اثبـات نقـش       . كسي به اثر تغذيـه آن اشـاره نكـرده اسـت           
ها معطـوف بـه افـزايش         اي قارچهاي گرمادوست، بايستي تلاش      تغذيه

هاي گرمادوست در كمپوست شود كـه         تراكم نژادهاي ويژه اي از قارچ     
ش در حاليـه اگـر فقـط نق ـ       . كننـد   ميسليوم قارچ خوراكي را تغذيه مـي      

كننـدگي   كنندگي داشته باشـند، فقـط آسـتانه تـراكم تحريـك        تحريك
ها بايستي صـرف تغييـرات ديگـر در           بايستي فراهم شود و بقيه تلاش     

   . كمپوست گردد
  
  



  267      ...بررسي نقش قارچهاي گرمادوست در كمپوست قارچ

  ها مواد و روش
  هاي گرمادوست جداسازي قارچ

 استفاده شـده در ايـن تحقيـق، از مركـز            )2 (هاي كمپوست   نمونه
 ـ     تحقيقات قارچ  شكده كـشاورزي دانـشگاه فردوسـي       هاي خـوراكي دان
پوياپـاژ،  ( در مـشهد      صنعتي توليد قارچ خـوراكي     ياه  همشهد و كارخان  

ها از مراحل مختلف تهيه      نمونه. تهيه شد ) خوراك طلايي و سايه رس    
هاي گرمادوست بر اسـاس      قارچ. گرفته شدند ) 2 و فاز    1فاز  (كمپوست  

  . شدندشناسي جداسازي  هاي استاندارد قارچ محيط
 2 تـا 1(كـوچكي از كمپوسـت   قطعـات   هـا    براي جداسازي ايزولـه   

ــوكز آگــار -روي محــيط كــشت مخمــر) متــري ســانتي -Yeast( گل
Glucose Agar (YGA بيوتيـك دار   آنتـي )    گـرم،  5عـصاره مخمـر 

ليتـــر،   ميلـــي1000 گـــرم، آب مقطـــر 20، آگـــار  گـــرم10گلـــوكز
كـشت   متـري   سـانتي  8ديـش     پتري در ) ميكروگرم 50استرپتومايسين  

 3 انكوبه شدند و بعد از گذشـت         C°45ها در دماي     سپس پتري . شدند
  . روز، براي وجود قارچ گرمادوست كنترل شدند

  
  هاي گرمادوست  قارچشناسايي

هـا در محـيط      همـه ايزولـه   هاي گرمادوسـت     براي شناسايي قارچ  
 100حجـم هـر محـيط كـشت         . كشت مايع متحرك رشد داده شـدند      

تركيـب محـيط    . بـود ) ليتـري   ميلـي  250هاي   رلندر داخل ا   (ليتر ميلي
 گــرم 2/0 گــرم، ســولفات منيــزيم يــكگلــوكز  كــشت مــايع شــامل

)MgSO4(    گرم، آب مقطر    1/0 گرم، عصاره مخمر     2/0، كلريد كلسيم 
شامل (مصرف   ليتر هم از استوك عناصر كم       ميلي يك. ليتر  ميلي 1000

 5لفات مـس  گرم، سو  ميليFeSO4 .7 H2O (26( آبه 7سولفات آهن 
 ZnSO4( آبـه  7گـرم، سـولفات روي     ميلي4) CuSO4 .5 H2O(آبه 

.7H2O (22آبـه  4گرم، سـولفات منگنـز    ميلي )MnSO4 .4H2O (2 
بعـد از   . نموديمليتر آب مقطر حل       ميلي 100 اين مواد را در      ).گرم ميلي

 بـا  دار، در داخل انكوبـاتور شـيكر  C°45 دماي( روز از رشد     10گذشت  
بيوماس بر روي كاغذ صافي اسـتريل منتقـل و بـا     )  دقيقه  دور در  150

سپس بيومـاس بـه روي فويـل آلومينيـومي          . گيري شد  پمپ خلاء آب  
 دقيقه در داخل تانك ازت مايع قـرار         20استريل منتقل شد و به مدت       

سپس به داخل هـاون اسـتريل منتقـل گرديـد و بـه وسـيله                . داده شد 
هاي پودر شده را به فـالكون        نمونه. نيتروژن مايع به آرامي پودر گرديد     

 سـاعت توسـط دسـتگاه خـشك         15ليتري منتقل و به مدت        ميلي 50
هـا در دمـاي    ، خـشك شـدند سـپس نمونـه    )Freeze dried(انجماد 

°C70-براي انجام آناليزهاي بعدي نگهداري شدند .  
).  27( انجـام شـد      CTAB ژنومي قارچ به روش      DNAاستخراج  

 ميكروليتر از هر نمونـه      25 مقدار   rRNA S8/5براي تعيين توالي ژن     
 هيبريـد تجـارتي قـارچ       از نـژاد  . براي آناليز تعيين توالي فرسـتاده شـد       

 هلند براي بررسي ميزان رشـد ميـسليوم         737نام    اي به    خوراكي دكمه 

 Sاسـتفاده از پرايمرهـاي مخـصوص ناحيـه     بـا  . قـارچ اسـتفاده شـد   
rRNA8/510(گرديد ستگاه ترموسايكلر تكثير  توسط د .(  
  

هاي گرمادوست و بررسي ميزان رشـد        تلقيح كمپوست با قارچ   
  اي ميسليوم قارچ خوراكي دكمه

  متوالي در دو روزC °121 دقيقه در دماي120كمپوست به مدت 
بعـد از استريليزاسـيون بـه مقـدار وزن ازدسـت رفتـه آب          . شد استريل  

 روز  5 تـا    3دت   كمپوست استريل شده به م     .استريل به مواد اضافه شد    
هـاي گرمادوسـت مـورد نظـر          با قارچ  C°52 تا   45در محدوده دمايي    

بـراي  .  كاهش داده شد   C°24 سپس دماي كمپوست به   . گرديد تلقيح
هـاي آزمـايش     تعيين ميزان رشد ميسليوم قـارچ در كمپوسـت از لولـه           

هـا   در اين لوله  . استفاده شد ) متر  سانتي 5/2متر و قطر      سانتي 20طول  (
عدد اسپاون   25و  )  گرم 86ها   ميانگين وزني لوله  (ت ريخته شد    كمپوس

 C°24 اي در ته هر لوله قرار داده شد و در دمـاي            قارچ خوراكي دكمه  
 روز ميزان رشد ميـسليوم قـارچ خـوراكي          23در مدت    .نگهداري شدند 

 هـاي گرمادوسـت    اي روي محيط كمپوست  تلقيح شده با قـارچ          دكمه
ها با استفاده از نـرم افـزار         آناليز داده . گيري شد مورد نظر روزانه اندازه     

JMP4           و   گرفـت  صـورت  و بر اساس طرح كاملاً تـصادفي نامتعـادل 
   . ميانگين ها به روش چند دامنه اي دانكن مقايسه شدند

  
  هاي جدا شده اي و قارچ اثرمتقابل بين قارچ خوراكي دكمه

هـاي   قـارچ اي و    براي بررسي اثر متقابل بين قارچ خوراكي دكمـه        
گرمادوســت جداســازي شــده از كمپوســت از محــيط كــشت عــصاره 

 گـرم   300.  استفاده گرديد  CYM گلوكز آگار غني شده با       -كمپوست  
 ساعت خـشك    48 به مدت    C°105كمپوست پاستوريزه شده در دماي    

. كمپوست خـشك شـده بـا اسـتفاده از آسـياب برقـي پـودر شـد                 . شد
ت در يك ليتر آب جوش      كمپوست پودر شده حاصل به مدت يك ساع       

عصاره كمپوست از پارچه عبور داده شد،       . با حرارت ملايم جوشانده شد    
عـصاره  . گرديـد   دقيقه سـانتريفيوژ  4  به مدت rpm 8000 سپس در 

  . نگهداري شدC°4بدست آمده در دماي
  

  تهيه محيط كشت
 گلـوكز آگـار   -براي تهيه يك ليتر محيط كشت عصاره كمپوست        

 200 به CYM (5X)ليتر محيط كشت   ميليCYM ،20غني شده با 
 1000ليتر عصاره كمپوست اضافه شده و با آب مقطر بـه حجـم                ميلي
 گـرم آگـار بـه       15براي تهيه محيط كشت جامد      . شد  ليتر رسانده     ميلي

 دقيقـه  20 به مـدت   C°121 محيط كشت در دماي   . شد  محيط افزوده   
  .ديگرد اتوكلاو 

هـا توزيـع و بـا        ديـش  ر پتـري  پس از سرد شدن محيط كـشت، د       
ها   ساعت پتري  24هاي گرمادوست مورد نظرتلقيح شد و به مدت          قارچ
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هـا بـا     پس از اين مدت اين پتري     . نگه داري گرديد   C°45 را در دماي  
 يـك فاصـله دو قـارچ از يكـديگر حـدود           (اسپاون قارچ خوراكي تلقيح     

يوم قـارچ   رشد ميسل .  نگهداري شدند  C°24 و در دماي  ) بودمتر   سانتي
گيري و بـراي انجـام محاسـبات         اي به طور روزانه اندازه     خوراكي دكمه 

  .  بعدي يادداشت گرديد
  
  جنتاي

  هاي ميكروسكوپي بررسي
 ي رشــد ســريعC°45در دمــاي  S. thermophilumهــا  كلــوني

. ندكرد پرمتري را     سانتي 9 روز سطح پتري ديش      5در مدت   و  ند،  شتدا
بعد از اندك زماني تغيير رنـگ       بودند و   سفيد   رنگ   بهها در ابتدا     كلوني

هـا   وقتي كـه كـشت  . در آمدندداده و به رنگ خاكستري مايل به سياه         
هـا   ، اما بعداً اين لبهبودها چند جزئي   ايزولهاكثر، لبه كلوني   بودندجوان  

هـاي هـوايي نـسبت بـه          در اثـر رشـد سـريع هيـف         .ندديكنواخت ش ـ 
ها رشـد     لبه كلوني  گيرند  ر مي هايي كه در سطح محيط كشت قرا        هيف

ند و  شـت تـري دا   هـا رشـد سـريع      بعضي از ايزوله  . كردند  پيدا مي نامنظم  
هـاي جـوان     كلـوني ). 1شكل  (بود  هاي منظم    هايشان داراي لبه   كلوني

ند، كـه بلافاصـله در   بوداكثراً داراي رنگ سبز مايل به خاكستري تيره       
ند، شـت يي كه رشد سريع دا    ها بيشتر ايزوله . شدندنتيجه اسپورزايي سياه    

بـه ويـژه ايـن      (هاي سفيد مايل به خاكـستري روشـن          داراي ميسليوم 
  .بودند) شود ها ديده مي هاي كلوني حالت در حاشيه

  

  
  H.  grisea. مجزا داراي اسپورهاي خيلي تيره و 1 تيپ -1شكل 

  

  
  S. thermophilum . داراي اينتركالاري2   تيپ-2شكل 
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هـاي بـا     ور در محيط كشت، به شكل زنجيـره        هاي غوطه  ميسليوم

ها به آساني از هم      زنجيره. دبودنهاي متورم تيره     ديواره ضخيم و سلول   
 و غالبـاً داراي     بـوده ها سيلندري شكل يا كـروي        سلول. نددش جدا نمي 

بـه عنـوان كلاميدوسـپور يـا        هي  گـا هـا    از اين سلول  . بودندرنگ تيره   
ايـن  ) 8(شود، اما ترجيحاً به پيروي از هـاگس           كلاميدوكنيديوم ياد مي  

هـا، تـشكيل ديـواره      اكثـر ايزولـه   . ده مـي شـوند    ها كنيديوم نامي   سلول
ها بـه شـكل كـروي تـا          كنيديوم. دادندضخيم، كروي تا بيضي شكل      

. بودنـد  ضخيم    ديواره صاف و   و ميكرومتر   8 -12بيضوي، داراي ابعاد    
هاي بـزرگ     هاي كوچك يا زنجيره    ها به طور انفرادي با زنجيره      كنيدي

) اينتركالاري(ند و در انتهاي ميسليوم يا در وسط ميسليوم          دش ديده مي 
  .)2شكل  (ندداد تشكيل مي

  
  S rRNA8/5 ژنومي و تكثير ژن  DNAاستخراج 

حيح  ژنومي به منظور اطمينان از نحوه ص ـ       DNAبعد از استخراج    
بـا  .  الكتروفورز شد  % 1 ميكروليتر از آن بر روي ژل آگارز         5استخراج،  

 سـالم اسـتخراج شـده اسـت         DNAرويت باندها مـشخص شـد كـه         
  ).3شكل(

  

  
 ژنومي، DNA 4 و 2 ژنومي، چاهك DNA الكتروفورز -3شكل 

  DNA فاقد 5 و 3، 1چاهك 
  

بـــه منظـــور اطمينـــان از انـــدازه صـــحيح ژن تكثيـــر شـــده،  
يـت قطعـه   ؤر. الكتروفورز شدند % 1 روي ژل آگارز  PCRمحصولات
  ).4شكل ( جفت بازي نشان از تكثير صحيح ژن بود 550تكثير شده 

  
 بررسي اندازه صحيح قطعات حاصل از الكتروفورز روي ژل -4شكل

 و 3 كنترل منفي، چاهك 2، چاهك kb  1 سايز ماركر1آگارز، چاهك
   جفت بازي550 قطعه تكثير شد 4

  
  يج تعيين توالينتا

 BLAST جفت باز بـود كـه پـس از           550طول قطعه تكثير شده     
 بــا تــوالي موجــود از قــارچ  در صــد 100كــردن از نظــر هومولــوژي، 

  . مشابهت داشت S. thermophilumگرمادوست 
  

 در ايبررســي ميــزان رشــد ميــسليوم قــارچ خــوراكي دكمــه
ــه    ــا ايزول ــده ب ــيح ش ــت تلق ــپ   كمپوس ــاي تي ــارچ2ه    ق

 S. thermophilum  
زني، ميسليوم قارچ خوراكي شروع       مايه   روز از    چهاربعد از گذشت    

 در  ميـسليوم در ديگـر كمپوسـتها      در مراحل اوليه، رشـد      . به رشد نمود  
 12 بعد از گذشت حدود      اما ، استريل نسبتاً كند بود    كمپوستمقايسه با   

پيـشي    آنهـا از رشـد ميـسليوم در كمپوسـت اسـتريل            رشدميزان   ،روز
رسد كه اين موضـوع بـه دليـل توسـعه و              ه نظر مي  ب). 5شكل   (تگرف

اي باشد بدين نحو كه با        گسترش شبكه ميسليومي قارچ خوراكي دكمه     
گذشت زمان سامانه آنزيمي قارچ خوراكي فعال شده و منجر بـه ايـن               

   .شود كه غذاي بيشتري را از بستر كشت دريافت كند مي
   قـارچ گرمادوسـت     2يـپ   هـاي ت     كه بـا ايزولـه     هايي  كمپوستدر  

S. thermophilum   كمپوسـتي كـه فقـط    يـا در  تلقيح شده بودنـد و
  ، در همـه تكرارهـا   ، نـسبت بـه كمپوسـت اسـتريل        پاستوريزه شده بود  

) 6 = n (           ميسليوم قارچ خوراكي تقريباً رشد منظم و يكساني داشـت و
هـاي   بـه عبـارت ديگـر ايزولـه       . بـود خطي  به صورت    آنسرعت رشد   

هـاي   هاي انتهايي كوتاه و كنيـديوم        كه داراي زنجيره   2 تيپ   متعلق به 
اي گرديدند    هوايي بودند باعث رشد منظم ميسليوم قارچ خوراكي دكمه        
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  ).  5شكل (
ي كـه اسـتريل     سرعت رشد ميسليوم قارچ خوراكي روي كمپوسـت       

هاي گرمادوست بـود، بـه صـورت معنـي            شده بود يعني عاري از قارچ     
 از سرعت رشد ميسليوم در كمپوسـت حـاوي           كمتر )p > 05/0(داري  
 از پيش تلقيح شـده بـا        كمپوست پاستوريزه و يا   (هاي گرمادوست     قارچ
 كـه  كمپوسـتي . بـود ) S. thermophilum 2 تيـپ  C و Fهاي  ايزوله

 قـارچ   C و   Fتلقيح شده با ايزوله     هاي    كمپوستپاستوريزه شده بود، با     
داري نشان   اختلاف معني از اين نظرS. thermophilum  گرمادوست

هـاي   اي در داخل لولـه     دكمه رشد قارچ خوراكي   ميزان   ).1نمودار  (نداد  
 و در  در روزمتــر يســانت 38/0كمپوســت اســتريل شــده در آزمــايش، 

 S. thermophilumكمپوست فاز دو كه فقط پاسـتوريزه شـده بـود و    
ميـزان  در حاليكـه    . متر در روز بـود     يسانت 72/0جمعيت غالب آن بود،     

اي روي كمپوسـت تلقـيح شـده بـا           قارچ خوراكي دكمـه   ميسليوم  رشد  
 66/0 و   65/0 بـه ترتيـب      C و ايزولـه     Fهاي گرمادوست ايزولـه      قارچ

   .) 1نمودار (متر در روز بود  سانتي
) F و Cهـاي     ايزوله (2هاي تيپ     هاي تلقيح شده با ايزوله      در نمونه 

 كه فقط پاستوريزه يايه و نمونه S. thermophilumقارچ گرمادوست 
سازي يك روز زودتر نسبت بـه كمپوسـت اسـتريل             شده بودند، شيرين  

بـه   آمونيـاك    غلظـت تر يك روز زودتر       انجام شده بود به عبارت علمي     
   .حد غيرسمي رسيد

0
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ــرعت   ــانگين س مي

ــب  ــر حس رشد ب

ــتر  سـانتی م

پاستوريزه C ايزوله F ايزوله استريل

ــا تيماره

a
a a

b

  
  ، استريل و پاستوريزه C ، ايزولهF روز بر روي كمپوست تيمار شده با ايزوله 23اي در طي   ميانگين رشد قارچ خوراكي دكمه-1نمودار 

  )باشند دار نمي  معني05/0 مشابه از لحاظ آماري در سطح  هاي داراي حرف يا حروف ميانگين(
  

  
.  روز در دماي اتاق18پس از  S. thermophilumاي روي كمپوست پيش تلقيح شده با  ميسليوم قارچ خوراكي دكمهرشد   - سمت راست 5 شكل

  تيمار استريل قارچ خوراكي در ميسليوم رشد كم : سمت چپ
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هـاي   اي و قـارچ    بررسي اثرمتقابل ميسليوم قارچ خوراكي دكمه     

  گرمادوست
اي روي محـيط كـشت    ميزان رشد ميسليوم قارچ خـوراكي دكمـه    

و  CYM گلوكز آگـار غنـي شـده بـا           -عصاره كمپوست   تهيه شده با    
ادوست هاي گرم تلقيح شده با قارچ پيشروي همين محيط كشت اما از    

داري   اخـتلاف معنـي   . گيري شد   هر روزه اندازه   روز   18 مدت   به مذكور،
)05/0 < p (  بين تيمار شاهد)      عـصاره  تهيـه شـده بـا       محـيط كـشت

تلقـيح     و تيمارهاي پـيش    )CYM گلوكز آگار غني شده با       -كمپوست  
 S. thermophilum قـارچ گرمادوسـت   2هـاي تيـپ    شده بـا ايزولـه  

ســرعت رشــد ميــسليوم قــارچ خــوراكي . )2نمــودار  (گرديــدمــشاهده 
متـر در روز بـود و روي          ميلـي  8/1اي روي محيط كشت شاهد،       دكمه

 S. thermophilum قـارچ گرمادوسـت   Cمحيط كشتي كه با ايزولـه  

كـه قبـل از اينكـه         ميلي متر در روز بود؛ در حـالي        7/2تلقيح شده بود،    
 C و ايزولـه     اي يعني ميسليوم قارچ خـوراكي دكمـه      (ميسليوم دو قارچ    
بـه هـم برسـند سـرعت رشـد      ) S. thermophilumقارچ گرمادوست 

). 2نمـودار   ( ميلي متر در روز بود       7/0اي،   ميسليوم قارچ خوراكي دكمه   
 تلقـيح   اي روي محيط كشت     سرعت رشد ميسليوم قارچ خوراكي دكمه     

متـر    ميلـي S. thermophilum 2/2 قارچ گرمادوست F با ايزوله شده
كـه قبـل از اتـصال سـرعت رشـد ميـسليوم قـارچ         ر حاليدر روز بود د 

   . متر در روز بود  ميلي4/1اي  خوراكي دكمه
، وقتي كه فاصـله     گرفتندها در مقابل يكديگر قرار       موقعي كه قارچ  

 رشـد قـارچ     يافـت، متـر كـاهش       ميلـي  يـك بين نقاط رشد به حـدود       
اكي كـه رشـد قـارچ خـور        در حـالي  . شد سايتاليديوم ترموفيلوم متوقف    

  ).6شكل  (فتاي با همان سرعت ادامه يا دكمه
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، تقابل CYM گلوكز غني شده با - روز بر روي محيط كشت عصاره كمپوست18اي در طي  ميانگين سرعت رشد قارچ خوراكي دكمه-2نمودار 

  تلقيح  صال در مقايسه با شاهد بدون پيش در مراحل پيش از اتصال و بعد از اتC و Fهاي  هاي ايزوله اي با هيف ميسليوم قارچ خوراكي دكمه
  )باشند دار نمي  معنيα= 05/0هاي مشابه از لحاظ آماري در سطح   داراي حرف يا حروفهاي ميانگين(

  

  
  اي توسط قارچ خوراكي دكمه S. thermophilum توقف رشد قارچ گرمادوست -6شكل 
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ي ا  روز بعد از اتصال، سرعت رشـد قـارچ خـوراكي دكمـه             5حدود  

متر در روز     ميلي 7/2تسريع شد، كه منتج به يك رشد خطي شده و به            
). 7شـكل   ( گرديدS. thermophilumرسيد و به طور كامل جانشين 

اً م ـ عمو،گيـرد   قـرار مـي  C°24 در دمـاي  S. thermophilum وقتي
. شـود  ديوارسازي عرضي افزايش يافته و تشكيل اسپورها مشاهده مـي         

شود،   مي C°45 تر از سرعت رشد در دماي     در اين دما سرعت رشد كم     
مانـد كـه در    پايدار باقي مـي  S. thermophilumاما قارچ گرمادوست 

كل نتيجه آن مرگ قارچ گرمادوست بعـد از تقابـل طـولاني بـا قـارچ           
  ). 8شكل (باشد  اي مي خوراكي دكمه

ــه   ــوراكي دكم ــارچ خ ــسليوم ق ــد مي ــانگين ســرعت رش اي در  مي
فقـط پاسـتوريزه شـده بودنـد نـسبت بـه            هـاي كمپوسـتي كـه         نمونه

،  S. thermophilum 2هاي تيـپ   هاي تلقيح شده با ايزوله كمپوست
اما از نظر ظاهري، شبكه ميـسليوم       ) متر در روز     ميلي 7 /72(بيشتر بود   

اي ضخيم و تنومند نبـود در حاليكـه دركمپوسـت             قارچ خوراكي دكمه  
، از نظـر شـكل    S. thermophilum 2هاي تيـپ   تلقيح شده با ايزوله

  . اي داراي ضخامت بيشتري بود ظاهري ميسليوم قارچ خوراكي دكمه
  

  بحث 
سـازي آمـاده كـردن يـك محـيط كـشت              هدف اصلي كمپوسـت   

اختصاصي است كه رشد ميسليوم قارچ خـوراكي را تقويـت و از رشـد               
 .S قـارچ  2هـاي تيـپ    ايزولـه . هاي رقيـب ممانعـت نمايـد    ارگانيسم

thermophilum دليل  .باشند  سازي مي    فاز دو كمپوست    غالب يتجمع 
رشد ميسليوم قارچ خوراكي در كمپوست استريل حضور تركيبـات ازت           

هـاي   باشـد كـه در اثـر واكـنش          دار ليگنين هموس در كمپوسـت مـي       

كمپوسـت  .  توليد مـي شـود     C°75شيميايي در درجه حرارت بيشتر از       
تي با همين تركيب و     اگر كمپوس . بيند  مي 1اين درجه حرارت را در فاز       

 براي پـرورش قـارچ مـورد اسـتفاده قـرار گيـرد،              2بدون گذراندن فاز    
  .  درصد توليد نخواهد كرد15عملكردي بيشتر از 

بــه عنــوان يــك  S. thermophilum نقـش قــارچ گرمادوســت 
ميكروارگانيسم تسريع و تحريك كننده رشد ميـسليوم قـارچ خـوراكي            

اوپ دن كمـپ   .رسي شـده اسـت  هاي مختلفي بر  اي در پژوهش    دكمه
 گـزارش كردنـد كـه تـشكيل    ) 9(و ليـونز وهمكـاران     ) 12(وهمكاران  

در بـستر كـشت    S. thermophilum 2هاي تيپ  كلوني توسط ايزوله
شود كه منجر به      هايي مي   اي، باعث توليد متابوليت     قارچ خوراكي دكمه  

 رقيب  هاي   رشد ميكروارگانيسم  شتناي و بازدا    رشد قارچ خوراكي دكمه   
 توسـط استراتـسما و همكـاران انجـام           نيـز  تحقيق مـشابهي   .شود  مي

 .S 2هــاي تيــپ  آنهــا گــزارش كردنــد كــه ايزولــه. گرديــده اســت
thermophilum  و قــــــارچ گرمادوســــــتMyriococcom 
thermophilum       اي در     باعث رشد خوب ميسليوم قارچ خوراكي دكمه

اين آزمـايش مطابقـت     هاي     كه با يافته   )24(شود    هاي آزمايش مي    لوله
  . دارد

 كـه بعـد از پـر        كردنـد گـزارش   ) 16(همچنين سانچز و همكاران     
، تغييراتي از قبيـل   S. thermophilumهاي  شدن كمپوست با كلوني

توانـد در     اين امر مي  . افتد  ، اتفاق مي  pH و افزايش    C/Nكاهش نسبت   
هـا در     ليـت ها و احتمالاً به دليل دفـع متابو         اثر كاتابوليسم كربوهيدرات  

آيـد    بـر مـي  2 آنچه از نمودار .اي باشد  بستر كشت قارچ خوراكي دكمه    
باشد رشد    اين است كه در محيط شاهد كه حاوي عصاره كمپوست مي          

  .ميسليوم قارچ خوراكي نسبتا رضايت بخش است
  

  
 و پيش تلقيح شده با CYM گلوكز آگار غني شده با -كشت عصاره كمپوست اي بر روي محيط  رشد خطي ميسليوم قارچ خوراكي دكمه-7شكل 

  S. thermophilumقارچ گرمادوست 
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  . S. thermophilumاي به عنوان رقيب جنگجوي قارچ  قارچ خوراكي دكمه - 8شكل 
تصوير پايين و  400ميكروسكوپ فاز كنتراست، تصوير بالا بزرگنمايي . S. thermophilum هاي قارچ اي، سمت چپ كنيديوم سمت راست ميسليوم قارچ خوراكي دكمه

  1000بزرگنمايي 
  

باشد كه اين عصاره حـاوي        اين محيط حاوي عصاره كمپوست مي     
در ايـن محـيط ايـن       . باشـد   هـاي گرمادوسـت مـي       ها و قـارچ     باكتري

 يـا   هاي گرمادوست نقـش خـودرا در تحريـك رشـد و             ميكروارگانيسم
دليـل اينكـه رشـد    . نماينـد  تغذيه ميسليوم قـارچ خـوراكي ايفـائ مـي         
 تلقيح S. thermophilumميسليوم قارچ خوراكي در محيطي كه قارچ 
داري كمتـر از رشـد آن در          شده بود، قبل از اتصال بـه صـورت معنـي          

تواند بـه خـاطر رقابـت دو قـارچ در اسـتفاده از                محيط شاهد است، مي   
به مجرد اينكه ميسليوم قـارچ خـوراكي بـه هيـف            . محيط غذايي باشد  

رسد، سرعت رشد ميـسليوم قـارچ خـوراكي           هاي قارچ گرمادوست مي   
اگـر صـرفا قـارچ هـاي        . شـود   نسبت به قبل از اتصال سـه برابـر مـي          

كننــدگي داشــته باشــند، قبــل از اتــصال  گرمادوســت نقــش تحريــك
ضور داشـته   هاي دو قارچ، عصاره آنها به اندازه كافي در محيط ح            هيف

. است تا از رشـد ميـسليوم قـارچ خـوراكي دكمـه اي حمايـت نماينـد                 
بنابراين سه برابر شدن ميزان رشد پس از اتصال فقط به خـاطر نقـش               

كنندگي نيست بلكه دلالت بر تغذيه قارچ خوراكي از قارچهاي            تحريك
  . گرمادوست دارد

 باعث تحريك رشد S. thermophilumدلايل اينكه چگونه قارچ 
 گلـوكز آگـار     -قارچ خوراكي روي محـيط كـشت عـصاره كمپوسـت            

شود هنوز مشخص نيست، اما ممكن اسـت تركيـب اجـزاء محـيط                مي
يله محيط كشت يا تركيبـي از       هاي توليد شده به وس      كشت و متابوليت  

  .اي شوند ، باعث بهبود رشد قارچ خوراكي دكمههر دو
ستوريزاسـيون  دليـل اينكـه قبـل از پا         در كمپوست پاسـتوريزه بـه     

كمپوست در معرض قارچهاي گرمادوست و آكتينومايست ها قرار مـي           
رونـد بلكـه      گيرد و در اثر پاستوريزاسيون همه جمعيت آنها از بين نمي          

 C°50پس از كاهش درجـه حـرارت بـه          . ماند  درصدي از آن باقي مي    
رشد و تكثير آنها شروع شـده و جمعيـت غالـب كمپوسـت را تـشكيل            

اي در كمپوست فـاز       بيشتر ميسليوم قارچ خوراكي دكمه     رشد. دهند  مي
هـا و يـا       دو كه فقط پاستوريزه شده بود به علت حضور ديگر ميكـروب           

ميسليوم قارچ خوراكي
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 . باشـد  مـي هـاي موجـود در كمپوسـت         همكاري و همزيستي ميكروب   
ــه54، كــه همــه كردنــدگــزارش ) 25(استراتــسما و همكــاران     ايزول

 S. thermophilum ــ  ــوراكي دكم ــارچ خ ــد ق ــدود  ه، رش  7اي را ح
با حـضور مـوثر اينهـا در كمپوسـت           .بخشند  متر در روز بهبود مي     ميلي

دليـل  تا بـه حـال      . رسد  درصد مي 25عملكرد قارچ خوراكي به بيش از       
باعث بهبود رشـد   S. thermophilumاينكه چگونه قارچ گرمادوست 

بـا ايـن    . بـود شود بدون توضيح باقي مانده       اي مي  قارچ خوراكي دكمه  
  .  كه به قرار زيراستداشتهاي متعددي وجود  د فرضيهوجو

همانطور كه قبلاً اشاره شد آمونيـاك       :   كاهش سطح آمونياك    -1
باشد و وجود مقـادير نـاچيزي از          اي سمي مي    براي قارچ خوراكي دكمه   

در عـين  . گـردد  اي مـي    آن باعث توقف كامل رشد قارچ خوراكي دكمه       
هـا نيـز جلـوگيري       شـد ميكـروب   حال توليد بيش از حد آمونيـاك از ر        

تنهـا   S. thermophilumسازي، قارچ  بعد از فاز دو كمپوست. كند مي
توان با اسـتفاده      باشد اين مطلب را مي    گونه انحصاري در كمپوست مي    

هـا اثبـات      در پتري ديـش    مپوست شسته شده فاز دو، و كشت آن       از ك 
 كه ناپديـد  گزارش كردند) 24(استراتسما و همكاران ). 10شكل  (نمود  

شدن آمونيـاك و انتخـابي شـدن محـيط كمپوسـت بـا حـضور قـارچ                  
 در اين آزمايش در .باشد در ارتباط مي S. thermophilumگرمادوست 

 آمونياك سريعتر حـذف  S. thermophilumهاي كشت حاوي  محيط
  . شد

به دليـل اينكـه ايـن       :   افزايش انتخابي شدن محيط كمپوست      -2
سازند، محـيط كمپوسـت        و تركيبات مختلفي مي    ها مواد   ميكروارگانيزم

، )14(شــود  اي انتخــابي مــي بــراي  ميــسليوم قــارچ خــوراكي دكمــه
ه بودنـد، ميـزان     هاي كمپوستي كه اسـتريل شـد        مشاهدات ما از نمونه   

 .Sهـاي   هاي كمپوستي كه با ايزولـه   نسبت به نمونهآلودگي بالايي را
thermophilum       شـده بـود، نـشان       و كمپوستي كه فقـط پاسـتوريزه 

  .دادند
3-  CO2رشــد در مرحلــه :  حاصــل از تــنفس قــارچ گرمادوســت

هـاي   كـربن حاصـل از تـنفس قـارچ     اكـسيد  ، ديميسليوم در كمپوست 
اي   گرمادوست باعث افزايش سرعت رشد ميسليوم قارچ خوراكي دكمه        

  ). 26(شود  مي
با غير متحرك شدن آمونياك     :  غير متحرك شدن مواد غذايي     -4
 نيتروژن را به    - از آن با ليگنين همراه شده و كمپلكس ليگنين           بخشي

ها توسـط    آورد و بخشي از آن همراه با باقيمانده كربوهيدرات         وجود مي 
گردد تا بعداً هـر دو       ها جذب و تبديل به بيوماس ميكروبي مي        ميكروب

  ). 16(اي برسند  به مصرف غذاي قارچ خوراكي دكمه
تـوان رد كـرد ايـن         هـا را نمـي      فرضيهبا وجوديكه هيچيك از اين      
هــاي گرمادوســت عــلاوه بــر نقــش  آزمــايش ثابــت كــرد كــه قــارچ

اي نيز بر عهده دارند به طوريكه تـصاوير           كنندگي، نقش تغذيه    تحريك
اي به    نشان داد با رسيدن ميسليوم قارچ دكمه      ) 8شكل  (ميكروسكوپي  

خريـب  هاي قارچ گرمادوسـت ت      ميسليوم هاي قارچ گرمادوست، سلول    
  .هاي قارچ خوراكي قرار گرفت شدند و مورد استفاده ميسليوم

سازي و ايجـاد شـرايط بهينـه          با مديريت صحيح فاز دو كمپوست     
توان در پايـان   ، مي S. thermophilum 2هاي تيپ  براي رشد ايزوله

به دسـت   S. thermophilum هاي فاز دو، كمپوستي پوشيده از كلوني
اي    و تحريك رشد ميسليوم قارچ خوراكي دكمه       آورد كه متعاقباً تسريع   
  .را در پي خواهد داشت
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