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 چکیده

 یدتول یمانند کلش گندم و کود مرغ برا یکشاورز یاست. از محصولات جانب یاز اقتصاد چرخش یقارچ مدل یدتول

اسرت کره عمومرا   Agaricus bisporus یقرارچ خروراک ینترر. مهمشودیاستفاده م یو مواد مغذ یناز پروتئ یمواد غن

هسرتند.  یررهرا درگو قارچ هرای، انواع باکترA. bisporus یدتول فرآیند. در طول شودیشناخته م یاعنوان قارچ دکمهبه

 هراییماریب یجادتوجه و اقابل یمنجر به تلفات اقتصاد تواندیدر اسپان قارچ م یو قارچ یاییباکتر هاییوجود آلودگ

 یاصرل هرایرچو قا هرایدر شرناخت باکتر ینقرش مهمر یکساز جمله متاژنوم یراخ هاییشرفتمضر در قارچ شود. پ

اسپان قارچ برا اسرتفاده  یمطالعه، آلودگ یندارد. در ا قارچ هاییماریو کاهش ب یورکنندة اسپان قارچ، بهبود بهرهآلوده

قررار گرفرت.  یرلو تحل یرهمورد تجز یکسمتاژنوم یزآنال ین( و همچنITS)نواحی  یابییو توال 16S rRNA تکثیر ژن از

 ترتیبو قرارچی بره یراییباکتر یآلرودگ ترینیعشدند. شرا یبند( دستهOTUs) یاتیعمل بندیطبقه یها به واحدهاداده

عملکررد و  یشقارچ منجر به افرزا یهابیمارگراز  یآوردن درک جامعدستشد. به یجادا سیلیومیپن و یلوسباستوسط 

موجرود در اسرپان  ییرایو باکتر یجامعه قارچ یکس،متاژنوم هاییکتکن زمطالعه، با استفاده ا ین. اشودیقارچ م یفیتک

غلات مورد  یهادانه هاییندهحذف آلا یمؤثر برا سازییلاستر یهاروش ین. همچنشدقارچ در طول کشت مشخص 

 .بررسی و نتایج تحلیل شداسپان  یدتول یاستفاده برا

 .S rRNA16 یکس،متاژنوم ی،ا: اسپان، قارچ دکمههای کلیدیواژه
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 مقدمه

 Agaricus یلمربرا نرام ع یدسرف یاقارچ دکمه

bisporusمردم است  یانشناخته شده در م ی، قارچ

در  اییهو تغذ یدرمان یی،که با داشتن خواص دارو

قرارچ  یرنگرفته اسرت. ا یمردم جا ییبرنامه غذا

 یراموجرود در دن یهراقارچ ینترمصرفاز پر یکی

 دلار یلیونب 7/4، سالانه آن ی، که ارزش تجاراست

 یرانگینطور مبه یادر دن است. مصرف سرانه قارچ

 ینتراسررررت و عمررررده یلرررروگرمک 2/1حرررردود 

 یببه ترت یادر دن یخوراک یهاکنندگان قارچیدتول

 یرانو فرانسه هستند. ا یاهلند، اسپان یکا،آمر ین،چ

 یرنا یردششرم در تول یگراهکشورها جا ینپس از ا

گذشته  در(. Royse et al. 2017دارد )را محصول 

با  یو تجرب یسنت هاییوهبه ش یاقارچ دکمه یدتول

درصد در مترمربع مرسروم بروده،  5-15 یوربهره

منجر  ینهزم یندر ا یعلم هاییشرفتامروزه پ یول

صنعت، به حد  یندرا یورو بهره یدتول به افزایش

شرده درصرد در مترمربرع(  40تا  35) یریچشمگ

 (.Zhang et al. 2018) است

الره اسرت. زب یافتباز یتفعال یکقارچ  پرورش

 یعاتضا یراز تخم یفرآورده سودمند، در بستر ینا

بره همرراه  یاز جمله کلش و کود مرغر یکشاورز

. با توجه بره کندیرشد م یافزودن یهامکمل یرسا

برر  یمبتنر یاقرارچ دکمره یردتول فرآیندکل  ینکها

ا و هیالعاده باکترفوق یتاست، نقش و اهم یرتخم

است، آنچه در  یرناپذانکار یدروند تول یها طقارچ

بسرترها حرا ز  ینموجود در ا یکروبیمورد فلور م

 یررررحفررر  و تکث یاسرررت چگرررونگ یرررتاهم

بردن و کراهش  ینو از ب یدمف هاییکروارگانیسمم

غلبره هرر  زیرراو مضر اسرت  یبرق هاییکروبم

را  یردتول فرآینرد یجرهنت یگریبر د یکروبیفلور م

 یررتکرره اگررر جمعیطررورخواهررد داد، برره ییرررتغ

و از تعررداد  یافترره یشمضررر افررزا هرراییکروبم

 هرایباکتردر بستر  ،کاسته شود یدمف هاییکروبم

رشرد خواهرد  قارچ یبه جا زایماریب یهاو کپک

 یدمف هاییکروبرشد م یبرا یطچنانچه شرا. کرد

قارچ مناسب باشرد، قرارچ سرالم و برا  یسیلیومو م

 .Suwannarach et al) شررودیم یرردتول یفیررتک

 یاز فاکتورهررا یکرری یا(. بررذر قررارچ دکمرره2022

و پرورش قرارچ اسرت و  یدحساس و مهم در تول

 هراییبرا خطرر آلرودگ یشرهبرذر قرارچ هم یدتول

 هرایآلرودگ ینهمراه بوده که ا یقارچ و یاییباکتر

انتشار در بستر پرورش قارچ  یتهمراه با بذر، قابل

 یرا بررا یضررر هنگفتر توانردیمر وداشته  یزرا ن

 .Netam et alکنرد ) یجرادکننردگان قرارچ ایدتول

صرنعت پررورش  یو علمر یاصل هاییه(. پا2017

انررواع فلررور  یبررر شناسررا یمبتنرر ی،اقررارچ دکمرره

و مضرر( در انرواع بسرتر پررورش  ید)مف یکروبیم

 یکروبریم یفلورهرا یر قارچ است. با شناخت دق

کنتررل و کراهش  ید،مف هایهگون یربه تکث توانیم

 یافرتکشرت دسرت  یهادر بسرتر مضر یهاگونه

(Carrasco et al. 2020.) 
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 پژوهشرگرانیابی، های توالیفناوریگسترش  با

روش جدیدی را بررای شناسرا ی فلرور میکروبری 

 یررناز ا یکرریانررد. هررای مختلررا ارا رره دادهمحیط

( است که metagenomics) یکسمتاژنوم ،هاروش

از ( high- throughput)وری بررالا بررر بهرررهمبتنرری

 NGS: nextیررابی نسررل جدیررد )جملرره توالی

generation sequencing است که در حال حاضر )

داشرته  یآمیزدر مطالعات متعددی،کاربرد موفقیت

ایرن امکران را  پژوهشرگراناست. متاژنومیکس به 

هرای گونراگون در آوری ژنرومدهد تا با جمرعمی

های مختلا )خاک، آب و ضایعات نفتری و محیط

را در مقیرراس بررالا و جتماعررات میکروبرری غیررره( ا

 Thomas et) کنند یتشخیص و بررس ،دقی  طوربه

al. 2012 .) 

 یکرونآمپل یابییهمراه با توال NGS هاییکتکن

16S rRNA و  یررایی،تنرروع باکتر یبررسرر یبرررا

تنوع  یبررس یبرا 18S rRNA یکونآمپل یابییتوال

مطالعرره جوامررع  یطررور گسررترده برررابرره ی،قررارچ

 دی.ان.ای ی. بارکدگذارشوندیاستفاده م یاختارس

 دی.ان.اِ یشرده داخلر نویسریرو یهها از ناحقارچ

(ITS: internal transcribed spacer )یبروزومیر 

در سرط  جامعره  یبنردرده یرینتع یبررا یاهسته

 یژنروم دی.ان.ای. برا اسرتفاده از کنردیاستفاده م

ش، و کمپوست و پوش یهاشده از نمونهاستخراج 

 یرهناح یرتتقو یمناسب بررا یآغازگرها ینهمچن

ITSو  ییشناسررا برررایلازم  یهرراداده ترروانی، م

کررد  یردموجرود را تول یجوامرع قرارچ یبندطبقه

(Brooks et al. 2015) 

 یمحتروا یابیمطالعه شناخت و ارز یناز ا هدف

 کشرررت اسرررپان  یطمحررر یو قرررارچ یررراییباکتر

A. bisporus یکسمتراژنوم یابییبا استفاده از توال 

در  16S rRNA یهردف قرراردادن نرواح یلهبه وس

 ها است.در قارچ ITS یو نواح هایباکتر

 

 هاو روش مواد

 نمونه سازیآماده

کشت قارچ از شرکت بذر قارچ پگاه  هایمحیط

 50 یردواقع در استان البرز، شهر کرج برا تول یرانا

در مراه، فرراهم شردند.  یاتن اسپان قرارچ دکمره

 ی تلقر یلگندم پخته استر یکشت حاو هاییطمح

 هراییطاز مح یبردارشده با اسپان بودنرد. نمونره

: 1 یمرارانجرام شرد. ت یمرارکشت مربوطه در سه ت

)فقرط  یگونره آلرودگیچسالم بردون هر یهانمونه

 یماربدون اسپان(. ت یلگندم پخته شده استر یحاو

: 3 یمرار. تیآلروده بره براکتر یها: اسپان نمونره2

هرا(. از هرر آلوده به قرارچ )کپک یهااسپان نمونه

 14و  8، 3 یدر روزها یبسه تکرار به ترت یمار،ت

هررر مرحلرره از  درانجررام شررد.  یبررردارنمونرره

از  یلبررا اسررتفاده از پررنس اسررتر ی،بردارنمونرره

 50حردود  ینرارهرود لام یررکشت در ز هاییطمح

. یافرتانتقرال  یلاسرتر یهراگرم اسپان به فالکون

مربوطه هر روز برا هرم مخلرو   یهاسپس نمونه
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 -20 یخچالها به نمونه یحاو یهاشده و فالکون

مراحرل  نهایرتمنتقل شردند. در  سلسیوسدرجه 

 انجام شد. دی.ان.اِاستخراج  یبرا یسازآماده

 

 دی.ان.اِ استخراج

مربوطه با استفاده  یهااز نمونه دی.ان.اِ استخراج

و همکاران داده شد  یاگونتکه در روش  ییراتیاز تغ

(Gontia et al. 2014 )گررم از  5. مقدار انجام شد

 5شد و سرپس  یختهنمونه اسپان در لوله فالکون ر

به آن اضافه شد و به مردت  NaCl (1M) لیترمیلی

تکران داده  یقهدور در دق 150با سرعت  یقهدق 30

 5برره مرردت  یقررهدور در دق 1000شررد، سررپس در 

شد.  یفیوژسانتر سلسیوسدرجه  4 یدر دما یقهدق

 TENدر برافر  یینخارج شرد، فراز پرا ییرو یعما

(Trise- EDTA-NaCl ) شسررته شررد و پررس از

در  یقرهدق 10بار مخلو  کردن، بره مردت  ینچند

 ییرو یعشد ما یفیوژسانتر سلسیوسدرجه  4 یدما

شستشو شد. پرس از  TENبا بافر  دوبارهخارج و 

بافر  لیترمیلی یکدر  ییینفاز پا یی،رو یعما یختنر

TEN  یالاز آن در هر و یترلماکرو 250حل شد و 

 شد.  یختهر

 NaClمحلرول  یترمراکرول 200در مرحله بعرد، 

(5M)  یترمراکرول 200و SDS 10 یرندرصرد بره ا 

 یشرده و طر و مخل طور کاملبهاضافه و  هایالو

دو مرحله ابتدا سررد و سرپس حررارت داده شرد. 

و سرپس  یعما یتروژندر ن یقهدق 2به مدت  هایالو

قررار داده  سلسریوسدرجره  65 یدر دما یقهدق 5

کار سه بار تکرار شد. در مرحله آخر  ینشدند و ا

درجره  65 یدر دمرا یقرهدق 10بره مردت  هایالو

 200مرحلره،  یرنقرار داده شردند. در ا سلسیوس

( اضافه pH: 5.5مولار ) 5 یماستات پتاس یکرولیترم

 سلسیوسدرجه  4 یدر دما یقهدق 5شد و به مدت 

دور  10000) یقهدق 15انکوبه شد، سپس به مدت 

بره  یریرو یعشد. سرپس مرا یفیوژ( سانتریقهدر دق

انتقال داده شد و هم حجم آن کلروفرم  یدجد یالو

برار تکران آهسرته در  یناضافه شد، بعرد از چنرد

درجره  4 یدر دما یقهدق 10دور به مدت  10000)

 یالو یکبه  ییرو یعشد. ما یوژیف( سانترسلسیوس

اضافه و به  یزوپروپانولمنتقل هم حجم آن ا یدجد

قرار  سلسیوسدرجه  -20 یساعت در دما 1مدت 

بررا سرررعت  یفیوژگرفررت. در مرحلرره آخررر سررانتر

 یدر دمرا یقهدق 10مدت  به یقهدور در دق 10000

خرارج و  یریانجام شد فراز رو سلسیوسدرجه  4

درصرد شسرته  70انول رسوب به دست آمده با اتر

 10بره مردت  سلسریوسدرجره  4شد و سپس در 

خارج شد و پلت  ییرو یعشد. ما یفیوژسانتر یقهدق

 20 در یررتآزاد خشررک شررد و در نها یدر هرروا

 آب حل شد. یترلماکرو

از  دی.ان.اِ یفیرررتو ک یرررتکم یرررابیارز بررررای

نررانودراب بررا  ینالکتروفررورز ژل آگررارز و همچنرر

2000c model, TMnoDropNa ,استفاده از دستگاه 

Thermo Scientific  .دی.ان.ایاسرررتفاده شرررد 
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 -20 یدر دمرا یتوال ییناستخراج شده تا زمان تع

 شدند. ینگهدار سلسیوسدرجه 

 

 دی.ان.اِ یابیتوالی

 یفیررتبررا ک دی.ان.اِاز  یکروگرررمم یررک مقرردار

 یرابییبره شررکت توال یرابییمناسب جهرت تروال

 ارسرال( .Macrogen Sequencing Inc)مراکروژن 

 یبا کدگذار هایباکتر یبندو طبقه یابییشد. توال

16S rDNA شده  یطراح یبا استفاده از آغازگرها

 مربرررو  بررره ژن  V4و  V3 یررررمتغ یاز نرررواح

16S rRNA  شناسراییانجام شد. در ادامره جهرت 

 یاختصاصر یاز آغازگرهرا ITS یرهها از ناحقارچ

 یتوجره بره بررسر با یابییتوال یاستفاده شد. برا

غالرب در نمونره و  یکروبرینوع جامعره م ،فرآیند

 ابتردادر  یرابییتوال ینهدر نظر گرفتن هز ینهمچن

16S rDNA  18وS rDNA و  یعنوان روش اصرلبه

. انتخراب شرد 16S/ITS یهامجموعره یررسپس ز

 cDNA یرهبعد از ته یابییتوال فرآیندجهت انجام 

خانرره و اتصررال کتاب یررهته ی،ارسررال یهررااز نمونرره

 یلومنرراقطعررات، از پلتفررورم ا یآداپتررور برره انتهررا

(Illumina استفاده شرد و پرس از اتمرام )فرآینرد 

 FASTQدر قالرب  یزها جهت آنرالداده یابی،یتوال

 آماده شدند.

 یکسمتاژنوم یهاداده یلو تحل تجزیه

 FASTQخام در فرمت  یهاداده یافتاز در بعد

 Prinseq افرزارنرماز هرا داده یفیتک یجهت بررس

 Bokulich etاستفاده شد ) QIIME2 ینلا یپدر پا

al. 2018ینگکلاسرتر ی،بنردمراحل سرهم یه(. کل 

و  ایگونرهینتنوع ب یبررس ینو همچن یتاکسونوم

 سرتورهایها و دروش یریگبا به کار یاگونهدرون

QIIME2 و Mothur .انجام شد 

 

 16S rRNA ییابیتوال یهاداده وتحلیلتجزیه

بررا اسررتفاده از بسررته  16S rRNA هررایتوالی

Mothur V.1.47.0 شردند ) یزآنالSchloss et al. 

 هرایرگهرا بره کانتطور خلاصه، خوانش(. به2009

منحصر به فرد حاصرل برا  هاییمتصل شده و توال

شردند  یراردهرم SILVA 138 یراییمرجع باکتر

(Quast et al. 2012توال .)یبندقهبر اساس طب های 

در  یشررترشرردند و ب یمتقسرر ییهررابرره گروه هررانآ

 یبند( دستهOTUs) یاتیعمل یبندطبقه یواحدها

 شدند.

 ITSمناطق  یتها با استفاده از تقوقارچ بندیطبقه

جهرت  QIIME2خرام برا اسرتفاده از  هایتوالی

 .Bolyen et alشردند ) یزهرا آنرالقارچ یبندطبقه

شرباهت ها با انش، خوOTUمحاسبه  ی(. برا2019

 Usearchافررزار درصررد بررا اسررتفاده از نرررم 97

بره  یهراOTU یبندطبقه یشدند. برا یبندخوشه

اسرتفاده شرد.  QIIME2افرزار دست آمرده از نررم

تنوع آلفرا و تنروع بترا برا اسرتفاده از  ایهشاخص

جامعره در  یربانجام شرد. ترک QIIME2 افزارنرم

 یرا،ه، رد)شراخه، طبقر یبندسطوح مختلا طبقه
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افرزار خانواده، جنس و گونره( برا اسرتفاده از نررم

QIIME2 سرطوح  یبرا یشد. جداول فراوان یینتع

 QIIME2افزار با استفاده از نرم یبندمختلا طبقه

 (.Kõljalg et al. 2020ه شد )یته

 

 یجنتا

 اتوکلاو مانیتورینگ

 ییو شناسرا یگام در حرل مشرکل آلرودگ اولین

 یرر لکرررد اترروکلاو از طرعم یررابیمنبررع آن، ارز

اسرررت.  زیسرررتیو  یوشررریمیاییب هررراییشآزما

 یبرا اسرتفاده از نوارهرا یوشریمیاییب هاییشآزما

درجره  121خاص  یرنگ در دماها ییراتوکلاو )تغ

 یرد( جهرت تا سلسریوسدرجره  130و  سلسیوس

برا  یسرتیز یشانجام شرد. پرا کلاوصحت کار اتو

مقاوم  سیلوباس یباکتر یحاو هاییالاستفاده از و

گنردم در  هاییسرهدر برابر حرارت در مجاورت ک

مختلرا اتروکلاو انجرام شرد. پرس از  یهاکلاس

 یدر دماها یباکتر یحاو هاییالو یلیزاسیون،استر

رنرگ  ییررهر گونه تغ یمختلا انکوبه شده و برا

رنررگ نشرران داد کرره  ییرررتغ عرردمشرردند.  یبررسرر

و  مرؤثر بروده هرایلبرردن باسر یناتوکلاو در از بر

 شد.  ییدصحت عملکرد اتوکلاو تأ

 ی شده قبرل از تلقر یلاز گندم استر یریگنمونه

توسرط  یلاسرتر یرزانجهت سرنجش م یبذر مادر

کشت  یطکار ابتدا مح ینا یبرااتوکلاو، انجام شد. 

 PDA: potato)سرریب زمینرری دکسررتروز آگررار 

dextrose agar )برر  ینرارهرود لام یررشد و ز یهته

شرده توسرط  یلاسرتر یهراکشرت یطآن مح ویر

به صرورت  یریگنمونه یناتوکلاو، قرار داده شد. ا

 هررایررتطبقررات انجررام شررد و پل یررهاز کل یتصرادف

 یمعنر یرننشان ندادند کره بره ا یآلودگ یچگونهه

انجام شده  یبه درست یلاست که کار دستگاه استر

 یاحتمال آلرودگ یشامل بررس یاست. مرحله بعد

کنترررل کرره  هرراییتپلبررود.  آزمایشررگاه یطاز محرر

 یهادر قسررمت بررود PDAحرراوی محرریط کشررت 

اتراق  ینار،هود لام یراز جمله ز یشگاهمختلا آزما

قررار داده  ی کننرده و اتراق تلقررشد، اتراق خنک

بره مردت  هرایتشدند. سپس درب هر کدام از پل

درب  تسراع یرکساعت باز مانرد و بعرد از  یک

 یچیردهپ یلمپراراف یرکبسته شد و دور هر  هایتپل

که در آن قرار داشرتند نرام  یطیشد با توجه به مح

 هررا،یتپل یونشرردند. پررس از انکوباسرر یگررذار

و  هرایباکتر ییشناسا یشده برا یلتشک هاییکلن

 یرنقررار گرفتنرد و متعاقبرا  ا یها مورد بررسکپک

مطابقرت  تراژنومم یزحاصل از آنال یجبا نتا هایافته

 شرودیمر یردهد 1که در شرکل یطورداشت. همان

واقع در اتاق خنک کننده، راهرو و اتاق  هاییتپل

 .نشان دادند یآلودگ ی تلق
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 جهت سنجش کار دستگاه اتوکلاو ی،بذر مادر ی شده قبل از تلق یلگندم استر یحاو هاییتپل -1شکل 

 

 یستز یطمح یآلودگ

اقردامات  زیسرت،یطمح یمقابله با آلرودگ برای

عنوان اسپان مادر کره بره انجام شد. محل یمتعدد

 یطمحرر یررکبرره  کرررد،یعمررل م یبانررک اصررل

و  یافرررت ییررررتغ یبررردون آلرررودگ یشرررگاهیآزما

شرد.  یردتول یرآلرودهبرا منشرأ غ یردجد یهاکشت

آلروده  یهاآلروده و اسرپان هاییسهک ین،ابرعلاوه

سررالم برره  یهااسررپان کررهرحالیبرداشرته شرردند، د

 یخفش ترارفررابن یهاسردخانه منتقل شدند. لامپ

 یششردند و پر یضتعرو یلترهامصرف گذشته و ف

هپرا نصرب شردند.  یلترهرایف یرا یدجد یلترهایف

 کنندهیبا استفاده از مواد ضدعفون یشگاهآزما یطمح

 یرزتم طور کامرلبره یدکنندهکلر و مواد اکس یهبا پا

 یکننده به مردت دو روز براقیشد و ماده ضدعفون

مردت  یرندر ا یشرگاهماند. ورود و خروج به آزما

 یشمختلا آزمرا هایکنندهیمحدود بود. ضدعفون

 هایکنندهیشرردند و مشررخص شررد کرره ضرردعفون

 یرهبرا پا هایکنندهیبا ضردعفون یسهکلردار در مقا

مرؤثرتر  یراییباکتر یآلرودگ برردنیندر ازب یدآلده

اقرردامات، کررار بررا  یررنا یهسررتند. پررس از اجرررا

 یطرریدر مح یرردو جد یرآلررودهمررادر غ یهاکشررت

 یجررهازسرررگرفته شررد و در نت یررزتم طور کامررلبرره

گذشرت زمران،  نشرد. برا یجادا یاییباکتر یآلودگ

 یرررررترعا یررررر از طر یررررراییباکتر یآلرررررودگ

استفاده مداوم از مرواد  ی،بهداشت یهادستورالعمل

 ی تلق یهامداوم اتاق یو شستشو کنندهیضدعفون

 ی. آلودگیافتکننده به صفر درصد کاهش و خنک

 یطدر محر یعریصرورت طببه ینکرها یلکپک به دل

نرفت، اما مقدار آن  ینکامل از ب طوربهوجود دارد 

سره درصرد کراهش  یرو به ز یکم یاربس یزانبه م
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نظارت بر سطوح  یبرا یهفتگ گذارییت. پلیافت

مشرراهده شررده در  یانجررام شررد. آلررودگ یآلررودگ

 یشرگاهآزما یطکه محر یبا زمان یسها در مقاهیتپل

آلوده شده بود کره در  یلوسباس یاکترشدت با ببه

کل سط  صفحات را پوشرانده بودنرد،  هایآن کلن

بود کراهش  یتا دو کلن یککه تنها  یبه تعداد کم

کره  شردمراحرل مشرخص  یرهکل ی. با بررسریافت

از  یاسرپان ناشر هاییسرهشده در ک یجادا یآلودگ

حاصرل از  یجبا نتا هایافته یناست. ا یطیمح بعمنا

 ینروع آلرودگ ییجهت شناسرا یمتاژنوم یزهایآنال

 شد. ییدموجود، تأ

 یقارچ آلودگی

متراژنوم،  یزحاصرل از آنرال یهرابه داده باتوجه

آلوده به کپرک، کپرک  هاییسهک یتجمع یشترینب

برود  یلوسآسرپرژو به دنبال آن کپرک  سیلیومیپن

در  یرزمختلا ن یهااز کپک هاییی(. کلن2)شکل 

 هراییکلن ینبر یزتمرا مشراهده شرد، امرا هایتپل

برود. برا  یزبرانگچرالش سریلیومیپنو  یلوسآسپرژ

 ی دق طوربهمتاژنوم  یابییتوال یهاروش حال،ینا

کرد )شرکل  ییها را شناساآن یتنوع کپک و جمع

3 .) 

 

 
اسپان آلوده به  یهانس نمونهدر سط  ج (OTUsقارچ ) یاتیعمل یبندطبقه یواحدها ینسب یفراوان -2شکل 

داده  یگاهها با استفاده از پاOTU(. 14: روز M3، 8: روز M2، 3: روز M1) 14و  8، 3 یها( در روزها)کپک قارچ

UNITE شدند. یبندطبقه 
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 )ب( یژگیبر اساس و یفراوان یزان)الا( و میدر هر نمونه قارچ یفراوان یزانم -3شکل 

 

مرنظم  ینظافت و شستشو ی،کاهش آلودگ یبرا

اترراق  ی ،مختلررا از جملرره اترراق تلقرر هرراییطمح

 هررراییطرشرررد و مح یهررراکننرررده، اتاقخنک

با  یضدعفون ین،بر اانجام شد. علاوه یشگاهیآزما

که مرؤثر برودن آن ثابرت شرده برود،  یژنهاکس آب

 ها به کار گرفته شد.کپک ینا ییهنگام شناسا

 

 یاییباکتر یآلودگ

متاژنوم نشران داد  یزحاصل از آنال یجنتا بررسی

آلروده  هاییسهدر ک هایباکتر یتجمع یشترینکه ب

 (. 4اند )شکل داده یلتشک هایلرا باس

هرا، داده یکسمتراژنوم یجبا توجه به نتا ینهمچن

(، 5)شرکل یآلوده به براکتر هاییسهک یدر نمونه

اختصراص  هرایلبه باسر یتجمع یفراوان یشترینب

 در برابررر مررواد  هررایلکرره باسرریی. از آنجررارددا

 یرتکننرده مقراوم هسرتند، کراهش جمعیضدعفون

 ینچالش مهرم اسرت. بره همر یک یطها در محآن

 ها از جملره کنندهیاز ضدعفون یانواع مختلف یل،دل

  یررررد،آلده یررررهبررررا پا یهاکننرررردهیضرررردعفون

 UV یهراکلرر و لامپ یهبا پا یهاکنندهیضدعفون

اسرتفاده شردند.  هایباکتر ینکردن انکیشهر یبرا

 ها، کننرررررردهیضرررررردعفون یررررررنا یرررررراندر م

 هایلکلر در کاهش باس یهبا پا یهاکنندهیضدعفون

مرنظم و مکررر مرورد  طوربرهمؤثر بروده و  یاربس

 .انداستفاده قرار گرفته
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 یها( در سط  جنس در سراسر نمونهOTUs) یاییباکتر یاتیعمل یبندطبقه یواحدها ینسب یفراوان -4شکل 

ها با استفاده از OTU(. 14: روز M3، 8: روز M2، 3: روز M1) 14و  8، 3 یدر روزها یاسپان آلوده به باکتر

 شدند. یبندطبقه Silvaداده  یگاهپا

 

 
 .)ب( یاییباکتر یژگیبر اساس و یفراوان یزانالا( و م) یاییدر هر نمونه باکتر یفراوان یزانم -5شکل 

 

پرس از  یلوسباسر یرتاگرچره جمع حال،ینا با

کررده  یرداها کراهش پکننردهیاستفاده از ضردعفون

 یرتمجدد، با جمع یگذاریتاست، اما در طول پل

 هررا،یدرصررد از کررل باکتر 5تررا  3 یبررا کمتررر، تقر

 یجرره،شرردند. در نت ییشناسررا یطهمچنرران در محرر

هفته  یکبه مدت  یشگاهشد که آزما گرفته یمتصم
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 طوربرهبسته شود و کل اتراق رشرد  وقتم طوربه

 از  یزکرردنتم فرآینردشرود. در طرول  یرزکامل تم

با غلظرت برالا اسرتفاده شرد.  کننده کلریضدعفون

شد و  یزولهاتاق رشد پس از نظافت ا ین،بر اعلاوه

 انجرام شرد. گرذاریپلیت دوبارههفته  یکپس از 

 یلمجدد در اتراق رشرد اسرتر گذارییتپلاز  پس

 هایتدر داخل پل یلوسباس یآلودگ گونهیچشده، ه

موضوع نشران داد کره اقردامات  ینمشاهده نشد. ا

. بردیم ینرا از ب هایمؤثر باکتر طوربه یضدعفون

 یردکار ازسرگرفته شد و محصولات جد یجه،در نت

که  ادندنشان ند یاییباکتر یاز آلودگ یشواهد یچه

اسرت. لازم  کنییشهموف  ر یهادهنده تلاشنشان

 ترینیع، شرا4به ذکر است کره برر اسراس شرکل 

برود   سودوموناس ،یلوسباسپس از  یبعد یباکتر

 یلوسباسکننده کلر که در برابر یضدعفون ین،بنابرا

بره کرار  یرزن سرودوموناسمؤثر بود، در مبارزه برا 

ها و شپس از مواجهه با چال یجه،نت در گرفته شد.

برا  یآلرودگ یرلبره دل یردتوجره تولقابل هاییانز

 یضردعفون یهرامشخص شد کره پروتکل یل،باس

که یزمان یکامل اجرا شود، حت طوربه یدمعمول با

 یینمجدد پرا گذاریپلیتبه دنبال  یسطوح آلودگ

نظافرت و بهداشرت مرنظم در  یهرااست. پروتکل

دد مج گذاریپلیتشد و  یترعا دقتبه یشگاهآزما

مرداوم  طوربه یانجام شد. مبارزه با آلودگ یهفتگ

و  یدبه سطوح شرد یآلودگ یدنانجام شد و از رس

 شد.  یریجلوگ یدبه توقا تول یازاز ن یجهدر نت

 بحث

 یردتول فرآینرددر  یراتینقش ح یکروبیم جوامع

 یدسف یا(. قارچ دکمهMcGee. 2018قارچ دارند )

کاه گندم  شده از یهبستر کمپوست ته یک یبر رو

 یحرراو هرراییبسررتر اسررب، همررراه بررا افزودنرر یررا

 یمصرنوع یتروژنپودر دانه، ن ی،کود مرغ یتروژن،ن

 Gupta et al. 2018; Suresh) کنردیو گچ رشد م

et al. 2021شده  یلاز گندم استر پژوهش ین(. در ا

در  یاقارچ دکمره یابافت ظر یاحمل هاگ  یبرا

از  یکری یرتیفکمپوست استفاده شد. اسرپان برا ک

 ینرهبره عملکررد به یابیدست یعوامل برا ینمهمتر

 (.Singh et al. 2009است ) یاقارچ دکمه

بررا اسررتفاده از  یطورکلبرره یکروبرریم جوامررع

ژن  یرابییمستقل از کشرت، ماننرد توال یهاروش

16S rRNA شروندیم تحلیل و یهتجز (Karstens 

et al. 2019یکروبریجوامرع م یرلو تحل یه(. تجز 

 16S rRNA یهراژن یربر تکث هعمدطور به یطیحم

 Rosselli etاسرت ) یها متکگونه ییجهت شناسا

al. 2016یمتراژنوم بررا یزمطالعه از آنال ینا ر(. د 

 یراییو باکتر یقارچ هاییندهو کنترل آلا ییشناسا

اسرتفاده شرد.  A. bisporusاسرپان  یددر طول تول

قرارچ  یرو هایکروارگانیسمقابل کشت م یتجمع

و  هررایلهررا، باسررسشررامل سررودومونا یادکمرره

همراه برا مخمرر  یکواگولاز منف هاییلوکوکاستاف

 هرراینومیسررتگونرره از اکت ینو چنررد رودوتررورولا

 (.Xiang et al. 2017) هستند
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 هرایینردهمطالعره آلا یرکدر  کورستنو  روسو

 اسرپان  یردتول یرا در ط یاییو باکتر یعمده قارچ

A. bisporus توسط  یرش کردند. درصد آلودگگزا

 یرنا یجبود. نتا 3/39تا  6/2 ینب یفرد هاییندهآلا

 یشرترینب سریلیومیپننشان داد که  ینمطالعه همچن

کشت داشت و بره دنبرال آن  یطرا در مح یآلودگ

Mucor sp. ،Rhizopus sp. ،Aspergillus sp.  و

Diehliomyces sp. یآلرودگ یبعد هاییگاهدر جا 

(. Rossouw and Korsten, 2017ند )قررار داشرت

 و سریلیومیپنر ،یلوسآسرپرژ ،یکودرماتر یهاگونه

اسپان قارچ هستند که  یاصل هاییندهآلا یزوپوسر

سرالم  قرارچمحصول  یکاسپان آلوده به  ی از طر

 (.Kumaran and Pandey, 2010) کنندیم یتسرا

مطالعره برا اسرتفاده از  یرکو همکاران در  آرانا

و  یوشرررریمیاییب یکی،مورفولرررروژ ییکردهررررارو

 Bacillus) یلروسپوم یلوسباس یباکتر ی،مولکول

pumilusکننده اسپان آلوده هاییعنوان باکتر( را به

(. Earanna et al. 2010کردنرد ) ییقرارچ شناسرا

زان یرم یشرترینب یرز،مشابه، در مطالعه مرا ن طوربه

اسپان به  هاییسهدر ک یاییو باکتر یقارچ یآلودگ

 بود.  یلوسباسو  سیلیومیپنمربو  به  یبتتر

 یهرراقررارچ یرو یاسررهانتروباکتر یرر دق مطالعرره

از  یدر زمان برداشت، حضور قابل توجه یادکمه

Ewingella americana  را نشان داده است که در

 ینیو همکاران در مورد جانش یامتوسط س یگزارش

سالم در آستانه برداشرت  یهاقارچ یرو یکروبیم

 یرررن(. اSiyoum et al. 2016شرررد ) دییرررتا

 یبررالقوه انسرران یزابیمرراری یررک یسررمانیکروارگم

 یهانکروز در شاخه یجادا یلبه دل یشتراست، اما ب

(. González et al. 2012قارچ شناخته شده است )

سالم پس  یهاقارچ یبر رو E. americanaوجود 

را بره  یخروراک یهراقرارچ یتاز برداشت، حساس

محصرول  یفیتکه بر ک یکروبیم هایرگریماانواع ب

 Largeteau) کنردیدارد، برجسته مر یممستق یرتاث

and Savoie, 2010.) 

 یبررا یراییو باکتر یقرارچ هراییمراریب کنترل

عردم کنتررل  یررااسرت، ز یصنعت قرارچ ضررور

 یناز محصول را از ب یادیبخش ز تواندیم یماریب

 یرلدل بره طور عمردهبرهاسپان قارچ  یببرد. آلودگ

غررلات مررورد  یهاکررردن نامناسررب دانرره یلاسررتر

 Earanna et) دهدیاسپان رخ م یدتول یاستفاده برا

al. 2010بره حفر   یسنت طوربهمؤثر  یشگیری(. پ

همراه با استفاده هدفمند و  یدبهداشت مناسب تول

 یرراییو باکتر یکنترررل شررده از سررموم ضررد قررارچ

  (.Fletcher and Gaze. 2007دارد ) یبستگ

 یندهانداز آو چشم هامحدودیت

  یهاکننردهیاز ضردعفون یمحردود یاط وجود

از  یکریقرارچ  یردشده جهت استفاده در تول یدتا 

. مررراده اسرررتحررروزه  یرررنا هررراییتمحررردود

کلرر  یهدر صنعت قارچ بر پا یجکننده رایضدعفون

 یرراط ی( اسررت. کلررر دارایمسررد یپوکلریررت)ه

 هرررا،وسیراز عملکررررد در برابرررر و یاگسرررترده
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 یناسررت. همچنرر هرراکپکمخمرهررا و  هررا،یباکتر

از عملکررد در  یاگسرترده یاط یدارا یدهاپراکس

هررا از جملرره و قارچ هررایباکتر هررا،یروسبرابررر و

(. در O'Neill et al. 2015هسررتند ) اسررپور آنهررا

 هرا و در برابرر کپک یژنهمطالعه حاضرر، آب اکسر

مررؤثر  طوربررهبررر کلررر یمبتنرر هایکنندهیضرردعفون

 برد. ینع از بیما یونرا در سوسپانس یلوسباس

هرا شامل استفاده از اسانس یگزینیجا هایروش

به عنوان عوامل  یستآنتاگون یاییباکتر یهاو گونه

 Berendsen etدر حال توسعه است ) یستیکنترل ز

al. 2012; Milijašević et al. 2017ین،ابر(. علاوه 

 plasma activatedآب فعرال شرده برا پلاسرما )

water: PAWیرامرؤثر ط طوربره توانردیمر یز( ن 

 Xuکند ) یرفعالرا غ هایسمرگانیکروااز م یعیوس

et al. 2016یمولکررول هررایراهکار ین،(. همچنرر 

و  آلرودگیزودهنگرام  یصتشرخ یبرا یزن یشرفتهپ

 یرقرارچ مقراوم در کراهش ترأث یهاانتخاب گونره

 Savoieت )اس یگسترده ضرور زاییماریعوامل ب

et al. 2016.) 

 گیرینتیجه

 یشاسپان منجر به افرزا یکروبیم یآلودگ کاهش

. صرنعت شرودیمر یاعملکرد محصول قارچ دکمه

 یآلررودگ یرتررأثتحت یتوجهقابررل طوربررهقررارچ 

 ،یلوسباسررررهرررا از جملررره و قارچ هرررایباکتر

قرار دارد.  یلوسآسپرژو  سیلیومیپن، سودوموناس

 یمررؤثر برررا یزاسرریونیلروش استر یررک یاجرررا

 یغلات مورداستفاده برا هایهکردن دان یضدعفون

 یررن،بررر امهررم اسررت. عررلاوه یاراسررپان بسرر یرردتول

کنتررل  هاییسرمدانش مرا در مرورد مکان یشرفتپ

 یردبخشقرارچ، نو یهرازابیماریدر برابر  یستیز

و  ییکشت قارچ اسرت. برا شناسرا یفیتک یشافزا

در  یراییو باکتر یقارچ یحذف منابع بالقوه آلودگ

 ییمنبع غذا یکعنوان را به اهقارچ توانیاسپان، م

 هایندهآلا یریتمد وجود،ینا کرد. با یمعرف یدارپا

 یراسدر مق یکروبریم تودهیسرتز هاییشدر آزما

نسرل  یرابییتوال هراییبا ظهور فناور یژهوکم، به

 دسترس است.قابل یراحتبه ی،بعد

 

 گزاریسپاس

( بابت PEGAH) یرانقارچ پگاه ا شرکت بذر از

 .یمگزارفراهم کردن بذر قارچ سپاس
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Abstract 

Mushroom production is a practical circular economy model, leveraging agricultural by-products like 

wheat straw and chicken manure to yield nutrient-dense, protein-enriched foods. The edible mushroom is 

Agaricus bisporus, commonly known as the button mushroom. Throughout the production process of A. 

bisporus, a variety of bacteria and fungi are involved. The presence of bacterial and fungal contamination 

in mushroom spawn can lead to substantial economic losses and the development of harmful diseases in 

the mushrooms. Recent advancements in metagenomics have played a crucial role in identifying the main 

bacteria and fungi present in mushroom spawn. In this study, the contamination of mushroom spawn was 

analyzed using 16S rRNA and internal transcribed spacer sequencing. The data was classified into 

operational taxonomic units.  The most frequent bacterial contamination was caused by Bacillus, while 

Penicillium was the most common fungal contaminant. Gaining a comprehensive understanding of the 

biocontrol of mushroom pathogens has the potential to enhance mushroom yield and quality. This study, 

utilizing metabarcoding techniques, reveals the fungal and bacterial community present in mushroom 

spawn during cropping. It also highlights the importance of effective sterilization procedures to eliminate 

contaminants from cereal grains used for spawn production. 

Keywords: Agaricus bisporus, Metagenomics, Spawning, 16S rRNA. 
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