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سودو باكتري ي و ترانسپوزوني در خود به خود جهشتغييرات فنوتيپي ايجاد شده توسط 
 )Pseudomonas tolaasii( موناس تولاسي
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 چكيده

باكتري  .ر كشت را در اغلب نقاط جهان داردبيشترين سطح زي ،اي سفيد  تكمهي خوراكي، قارچ قارچها از ميان انواع
كه بازارپسندي باشد  اي قارچ خوراكي مي عامل مهم ايجاد بيماري لكه قهوه) Pseudomonas tolaasii( سودوموناس تولاسي

رچوب خوانش ژنوم تغيير كرده و اچه جهشاعمال  به واسطهبا توجه به اينكه  .دهد اين محصول را به شدت كاهش مي
 نجاماين فاكتورها بعد از انقش پژوهش بررسي بيشتر هدف اين  يزايي مانند قبل توليد نمي شوند،فاكتورهاي مؤثر در شدت بيمار

توان يك جدايه با  ،تحقيق حاضردر  .بود وحشي سويهها با  جهش يافتهخصوصيات فنوتيپي و ژنوتيپي و مقايسه  جهش
جهت اعمال  ،)mini Tn5( به وسيله قطعه ترانسپوزون جهشي و خود به خود جهشدو فرآيند  ازو  زايي بيشتر انتخاببيماري

تولاسين، پايووردين،  توليدبر  جهشهااثر ، باكتريبيماريزايي اين شدت از ميان فاكتورهاي مؤثر در . تغيير ژنتيكي استفاده شد
كه ميان توليد  مشخص گرديد ،بر اساس داده هاي به دست آمده .دها بررسي گردي جدايهيزان تحرك سفيد و م خطايجاد 

ميان  ارتباط معني داري حالي كه، در وجود دارد يرابطه مستقيم با بيماريزايي باكتري سفيد خطتولاسين و تشكيل ، پايووردين
ي دخيل در اين فرآيند ها، در حال ژنها مطالعات بيشتر جهت شناسايي. ها با بيماريزايي آنها يافت نشد جهش يافتهدر تحرك 

   .انجام است

  ديخط سف، جهشتولاسين،  پايووردين، تحرك، :هاي كليدي واژه

 starighi@um.ac.ir: ، پست الكترونيكي 09151050560: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ي كشت و پرورش سالنهابه علت شرايط مناسب  باكتريها

و دماي  درصد 80رطوبت نزديك به قارچ خوراكي نظير 
، بيشترين اهميت را در گراد درجه سانتي 25تا  16بين 

به خود اختصاص  ،ي اين محصولبيماريها مقايسه با ساير
 Pseudomonas( يتولاسسودوموناس  باكتري. اند داده

tolaasii (اي عامل مهم واصلي ايجاد بيماري لكه قهوه 
)Brown blotch ( اي تكمهدر قارچ خوراكي )Agaricus 

bisporus (باشد مي )تعدادي ازمنابع، رخي در ب. )16 
به همراه هم به عنوان عامل اين بيماري  ها ميكروارگانيسم

اي در اين قارچ  قهوهبيماري لكه . دنشو در نظر گرفته مي

ي مي خسارت اقتصادافزايش كاهش بازارپسندي و  موجب
قارچ  ز حمله باكتري و شروع بيماريزايي،پس ا ).20( گردد

ر واقع تغيير رنگ د. ميزبان عكس العمل نشان مي دهد
 شبه هاي توليد رنگدانه به دليلاي  به قهوه بافت كلاهك

براي جلوگيري از  اي تكمهقارچ خوراكي ملانين است كه 
ي ا هاي قهوه لكه ).21(كند  رشد اين پاتوژن توليد مي

نواحي آلوده با  يكديگر مي پيوندند و سپسبه  ،طويل شده
در اين مرحله بوي . شوند اي چسبناك پوشيده مي ماده

ممكن است كل  ،بندرت. به مشام مي رسدماهي گنديده 
دهي به رنگ قهوه اي مايل به قرمز درآمده و از آن اندام بار
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اي  ي باردهي جوان به وسيله مادهاندامها. آب خارج شود
شوند و از رشد  مانند پوشيده مي شفاف و براق يا شيشه

  ). 5(ايستند  باز مي

نوعي قادر به توليد  گونه تولاسي يهاي بيماريزا جدايه
 به نام )ليپوپپتيدهاي حلقوياز تركيبات (ليپودپسي پپتيد 

ها  كه در پيشرفت بيماري و توسعه لكه باشند  ميتولاسين 
هاي  جدايهلازم به ذكر است كه  .)17( دننقش دار

 Pseudomonas( سودوموناس ري اكتانسبيماريزاي باكتري

reactans( سودوموناس تولاسي كه در كنار 
)Pseudomonas tolaasii (اي باعث ايجاد لكه قهوه 

 كننده ءالقاتوليد يك ماده خارج سلولي به نام د، نگرد مي
 White Line Inducing Principle( ديسف خط ليتشك

(WLIP) (است كنند كه آن هم نوعي ليپودپسي پپتيد مي. 
هاي آمينواسيدي، تعداد و نوع آنها با  ولي محل زنجيره

ي ضد ميكروبي كه سنجشهادر . باشد تولاسين متفاوت مي
 و تولاسين سفيد خط ضد ميكروبيهاي  مقايسه اثربراي 

رشد  مانع تركيب، صورت گرفت، مشاهده شد كه هر دو
اين اثر بازدارندگي را  همچنينگردند و  قارچ خوراكي مي

زم به ذكر است لا. دارندي گرم مثبت نيز باكتريهابر روي 
 بافتهانسبت به تولاسين توان كمتري در تغيير  WLIPكه 

  ). 17(دارد 

 به نظر ،توسط سولر و همكاران طي مطالعات انجام شده
، شود ميآزاد  آنزيم پروتئاز ،تولاسينتوكسين از رسد  مي

كه د نگرد ميفعال ي تيروزيناز آنزيمها آن، به واسطه سپس
به تيروزينازها . باشند اي شدن مي مرتبط با مكانيسم قهوه

نهفته و  به صورتطبيعي در سلول وجود دارند كه  طور
 موجبفعال شوند،  آنزيمهااين اگر . باشند خاموش مي

توليد  نهايت،در گردند كه   اكسيد شدن تركيبات فنولي مي
در  .)21( مي نماينداي رنگ  تركيبات شبه ملانين قهوه

توليد سيدروفور و  ميكروبهاشرايط كمبود آهن بيشتر 
و  11( مي كنندهاي آهن در سطح غشاي سلولي  گيرنده

15( .  

كه در آن جهش با تبادل  جهشكلي به هر گونه  به طور
خود به  جهشباشد،  يك قطعه ترانسپوزون صورت نگرفته

: عبارتند ازي خود به خودي جهشهابيشتر . ي گويندخود
جايگزيني باز، حذف باز و نوآرايي كروموزوم كه براي 
مورد اخير، حالات حذف، جفت شدن، واژگوني و يا 

طي تحقيقات انجام شده ). 19(باشد  ميانتقال، محتمل 
قادر ) Pseudomonas tolaasii( سودوموناس تولاسيگونه 

 مايع نظيركشت  يمحيطهاي متوالي، در كشتهااست بر اثر 
 Pseudomonas( اف سودوموناسيا  )King's B( ب زكينگ

F(  خود به  به طورگراد  درجه سانتي 30تا  22در دماي
اين در حالي . تشكيل دهد يافتهجهش هاي  جدايهي، خود

درجه  20تا  17در دماي  جهشاست كه وقوع اين نوع از 
ي بخشهاقابل توجهي كاهش يافته و  به طرزگراد  سانتي

روز  20باكتري حتي پس از  مقاومباقيمانده نسبتاً بزرگ و 
 پرگنه ).15(د نشو بعد از تلقيح در محيط ديده مي

شان كه كدر  بر خلاف والدين اوليه جهش يافتهي باكتريها
هاي  جدايه در ضمن. بسيار شفاف مي باشندو تيره هستند، 
 پرگنههاي والدي  جدايهموكوئيدي و  پرگنه، جهش يافته

  .دهند زبري را تشكيل مي

به عنوان يك عامل سودمند در ايجاد  Tn5ترانسپوزون 
 .ي گرم منفي به اثبات رسيده استباكتريهادر انواع  جهش

بر اساس تحقيقات انجام شده، امروزه شمار زيادي از ميني 
ند كه ا ساخته شده Tn5مشتق شده از  يها ترانسپوزون

 DNAوارد كردن اين قطعات به واسطه جهشفرآيند ايجاد 
كلي ميني  به طور. گردد ، تسهيل ميباكتريهاخارجي به 
ي اختصاصي مقاومت به آنتي ژنها ها از ترانسپوزون

ي كانامايسين، كلرامفنيكول، استرپتومايسين، بيوتيكها
اند كه اين  اسپكتينومايسين و تتراسايكلين، تشكيل شده

در  همچنين. باشند هاي انتخابي مي همان ماركر جايگاهها
ها يك جايگاه كلونينگ واحد  ساختار اين ميني ترانسپوزون

 علاوه بر اين در ترانسپوزون،. وجود دارد Not1به نام 
 هم وجود دارند كه اين lacz ،phoA ،luxAB ،xylE يژنها



 1398، 4، شماره 32جلد                                                      )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

494 

فاقد پيش برنده يا پروموتور هستند و فقط در  ژنها
  ).7(دهي اتصالات اپران به ژنوم نقش دارند  جهت

 بيماريزايي درمؤثر  فاكتورهاي يافتن تحقيق اين از هدف
. بود Pseudomonas tolaasiiسودو موناس تولاسي باكتري
 جهشو يخود به خود جهش روش دو از منظور اين براي

 و جهش فرآيند واسطه به. شد استفاده ترانسپوزونزايي با 
 ژنوم خوانش چهارچوب ترانسپوزون، قطعه كردن وارد
 صورت به بيماريزايي در مؤثر فاكتورهاي و كرده تغيير
 فنوتيپي خصوصيات مقايسه  .نمي شوند توليد سابق

 مؤثر فاكتورهاي وحشي سويه با ها جهش يافته وژنوتيپي
  .تركرد روشن را باكتري اين بيماريزايي در

  مواد و روشها
با توجه به : جهشانتخاب بهترين جدايه جهت ايجاد 

ورهاي مؤثر در اينكه هدف از اين مطالعه، يافتن فاكت
 Pseudomonas( سودوموناس تولاسيبيماريزايي باكتري 

tolaasii(  ميزان تحرك، ي سنجش آزمونها انجامبا بود، لذا
، بيوتيك  توليد سيدروفور پايووردين، حساسيت به آنتي

 يا قهوه علائم جاديا و ديسف خط ديتول ن،يزيهمولا ديتول
 هاي جدايهروي  بر يا تكمه قارچ كلاهك در يدگيپوس و

شناسايي  )Pseudomonas tolaasii( سودوموناس تولاسي
با توان يك جدايه  توسط اخلاقي و همكاران، شده

بر روي آن  جهشتا فرآيند  يي بالا انتخاب گرديدبيماريزا
  .)3(اعمال گردد 

 :)Spontaneous mutation( يخود به خود جهشايجاد 
استفاده  و همكاران موراتااز روش  جهشبراي انجام اين 

كه بيماريزايي بيشتر و  هاييجدايه  .)15( گرديد
ضمناً رنگدانه فلورسنت بيشتري تري داشتند و   مشهود

كم  جهش يافتههاي   سويهكردند، براي ايجاد   توليد مي
  .اريزا و يا غير بيماريزا، انتخاب شدندبيم

ابتدا در لوله آزمايش  :pUTmini Tn5 با جهشايجاد 
مايع  )يبرتان ايلور(  LB كشت محيطميلي ليتر  يكحاوي 

 )Escherichia coli( اشريشيا كليز باكتريا
كه مقاوم به آنتي بيوتيك  cc118mini Tn5سويه

 كرداريش گرمخانهبود، كشت كرده و لوله در  تتراسايكلين
. ساعت قرار گرفت 24گراد به مدت  درجه سانتي 37

 Pseudomonas( سودوموناس تولاسيباكتري  همزمان

tolaasii( بود، در  آمپي سيلينبيوتيك  كه مقاوم به آنتي
و  كشتمايع  LBميلي ليتر محيط  يكلوله آزمايش حاوي 

 24گراد به مدت  درجه سانتي 28كرداريگرمخانه شدر 
 25از هر سوسپانسيون باكتري مقدار . نگهداري شدساعت 

به مدت در دقيقه  دور 5000 ليتر برداشته و با سرعتميلي
رسوب حاصل دو بار و هر بار با . دقيقه سانتريفيوژ شد 5

 سانتريفيوژمايع با استفاده از   LBليتر محيطميلي 25مقدار 
شستشو  قهيدق 5به مدت دور در دقيقه  5000در سرعت 

  LBتر محيط ميلي 5/2در مقدار حاصل رسوب . گرديد
ليتر ميكرو 500از هر سوسپانسيون مقدار . حل شدمايع 

برداشته و در يك ميكروتيوب جديد با يكديگر تركيب 
وي به دست آمده ر ونيسوسپانساز  ليترميكرو 100. ندشد

 8اي كشت و به مدت لكه به صورتمايع   LBمحيط 
 8پس از گذشت . درجه قرار داده شد 30ساعت در دماي 

رشد يافته از روي محيط جامد برداشته و  هايساعت باكتري
 25مقدار . حل گرديدمايع   LBليتر محيطدر يك ميلي

يط ميكروليتر از سوسپانسيون در ظروف پتري حاوي مح
 يو آمپ نيكليي تتراسابيوتيكهاحاوي آنتي  كشت انتخابي

سانتي  درجه 30پخش شده و ظروف پتري در دماي  نيليس
جهش ي كلنيهاپس از پيدايش  ).4(ند نگهداري شد گراد
، تك اين محيط كشتهاي حاوي آنتي بيوتيك بر روي يافته

 حاوي محيط كازامينواسيد ي پليت الايزاچاهكهادر  كلونها
)Casaminoacid (CAA)(  و آنتي بيوتيك تتراسايكلين

، نگهداري دارشيكرگرمخانه ساعت در  24شدند و  كشت
يي كه قادر به رشد بر روي محيط كلونيهاسپس . گرديدند

در  كلنيهارشد . حاوي تتراسايكلين بودند، انتخاب شدند
 .بودگواه بر دريافت قطعه ترانسپوزون  محيط مذكور،

جدايه هايي كه پايووردين كمتري در اين محيط ايجاد كرده 
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ي بررسيهاجهت ) رنگ پليت الايزا كمخانه هاي ( بودند
و مقايسه با ساير  زايير ساير فاكتورهاي مؤثر در بيماريبيشت

 .انتخاب شدند ها، جدايه

گرين و از روش  DNAبراي استخراج : DNAاستخراج 
 سويهها و   جهش يافتهاز . )10( استفاده شد سمبروك

ليتر محيط مايع حاوي تتراسايكلين،  ميلي سهوحشي در 
ميلي ليتر از سوسپانسيون  5/1. تهيه شدساعته  24كشت 
 600با چگالي نوري يك واحد در طول موج  باكتري
، 9000و دور در دقيقه دقيقه  10به مدت ، نانومتر

ميكروليتر بافر ليز  700رسوب حاصل در  .سانتريفيوژ شد
 20(سديم دو دسيل سولفات ميكروليتر از 30. گرديدحل 
شد و پس از مخلوط كردن به به محلول اضافه ) درصد
 نگهداريدرجه سانتي گراد  65دقيقه در دماي  20مدت 

حجم محلول، كلروفوم اضافه  25/0سپس به ميزان . شد
دقيقه سانتريفيوژ  15به مدت دور  13400كرده و در 

فاز مجزا از هم تشكيل  سهپس از اين مرحله . گرديد
فاز شفاف رويي را به ميكروتيوب ديگري منتقل و  .ندشد

، ايزوپروپانول سرد به محلول اضافه شد آنسپس هم حجم 
تريفيوژ به مدت پس از سان. گرديدندو به آهستگي مخلوط 

رسوب حاصل با اتانول مطلق يا  دور، 13400 دقيقه در 10
 دور به مدت 13000شستشو داده شد و در  درصد 70

براي از بين رفتن اتانول . گرديددقيقه سانتريفيوژ  هفت
 20، ميكروتيوب به مدت DNAباقي مانده در رسوب 

درجه سانتي گراد قرار داده شد و  40دقيقه در ترموبلاك 
 100در  DNAپس از خشك شدن كامل اتانول، رسوب 

 -20ميكروليتر آب مقطر دو بار استريل حل و در فريزر 
  .درجه سانتي گراد نگهداري شد

كسب اطمينان از استخراج صحيح  به منظور: الكتروفورز
DNA  شكسته نشدن آن، از روش الكتروفورز استفاده و
استخراج شده بر روي ژل  DNAبه اين ترتيب كه . گرديد
ولت، به  99در ولتاژ TBE 1Xدر بافر  درصد 2آگارز 
 براي رنگ آميزي ژل از ماده. شد بارگذاريدقيقه  40مدت 

. ميكروليتر در ليتر استفاده شد 10به ميزان گرين ويوور 
 DNAخالص بودن  بررسيت به منظور لازم به ذكر اس

ي كربوهيدراتي آلودگيهااز  آن استخراج شده و عاري بودن
ب ذبه ميزان ج A260و پروتئيني، نسبت ميزان جذب نوردر 

  .گرديداندازه گيري نيز  A280نور در 

واكنش ( PCRتشخيص وجود ترانسپوزون به روش
رديابي ترانسپوزون در  به منظور: )زنجيره اي پليمراز

با  PCRوحشي، فرآيند  سويهو مقايسه با  جهش يافته
اختصاصي كه براي قطعه ترانسپوزون  آغازگر استفاده از دو
با  Lux A1آغازگر رفت  .گرديد انجاماند،  طراحي شده

و  ´GTGCGTCTTCTGCTTGTCGAAC-3 -´5توالي 
-´5با توالي  Lux A2آغازگر برگشت 

GTGCTTATCAGCCACCTGAGCT-3´  مورد استفاده
 5/2، آغازگرميكروليتر از هر  يكبه ميزان  .قرار گرفتند

ميكروليتر  Mgcl2 ،5/0ميكروليتر  5/1ميكروليتر بافر، 
 Taq آنزيم ميكروليتر 3/0، دئوكسي نوكلئوتيد تري فسفات

استخراج شده،  DNAميكروليتر از نمونه  سهو پليمراز
با  چرخه حرارتي براي آغازگرها .صورت گرفت

به درجه سانتي گراد  94سازي اوليه در دماي  واسرشت
چرخه شامل واسرشت  35دقيقه آغاز و سپس  چهارمدت 

 30به مدت درجه سانتي گراد  94در دماي  DNAسازي 
به مدت  درجه سانتي گراد 50ثانيه، اتصال آغازگر در دماي 

به مدت درجه سانتي گراد  72دقيقه، امتداد در دماي  يك
 68دقيقه و در نهايت يك سيكل امتداد نهايي در دماي  يك

 دقيقه در دستگاه ترموسايكلر 10به مدت درجه سانتي گراد 
، PCRپس از اتمام واكنش . انجام شدآلمان  مدل بيومترا

 دستگاه محصول آن با استفاده از الكتروفورز افقي در
  .، رؤيت شدآشكارساز ژل

 مقايسه به منظور: ها  جهش يافتهآزمون اثبات بيماريزايي 
بيماريزا،   بيماريزا و يا كم  هاي غير  جهش يافتهو بررسي 

ي كلاهكهاابتدا . )8( انجام شد گاندياين آزمون به روش 
سپس . شستشو داده شدند سترونقارچ با آب مقطر  سالم
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كلاهك قارچ  هايي در برش، سترونبه وسيله يك اسكالپل 
كف  در ه كهدرون يك ظرف دربست قارچها و گرديدايجاد 

. شدند گذاشته، قرار داشت مرطوبي آن كاغذ صافي
تشكيل دهنده  واحد( CFU/ml  108سوسپانسيوني با غلظت

 50تهيه و مقدار جهش يافتهاز هر  )ليتر در هر ميلي پرگنه
شده بر روي حفره هاي ايجاد درون  آناز  ميكروليتر

 28گرمخانه ، درفوسپس ظر. كلاهك قارچ، ريخته شد
. ندگرديدساعت نگهداري  72ت به مددرجه سانتي گراد 

بر  علائميي كه توانايي ايجاد بيماري و توليد ها جهش يافته
ي بيشتر بررسيهاروي كلاهك قارچ را نداشتند براي 

  .انتخاب شدند

زمون آ(ها  جهش يافتهبررسي خصوصيات فيزيولوژيكي 
 مطابقبراي انجام اين آزمون : )ارزيابي توليد پايووردين

به اين ترتيب كه . )12( گرديد عمل و همكاران مونچروش 
 كازامينواسيداز محيط كشت مايع با مقدار كم آهن به نام 

به   K2HPO4از نمك  ،كسب نتيجه بهتر جهت. استفاده شد
گرم در  25/0به ميزان   MgSO4وگرم در ليتر 5/1ميزان 

  .نيز استفاده گرديد ليتر

براي اجراي اين ): WLIP(سفيد خط ليتشك القاء آزمون
بدين . )22( استفاده شد ونگ و پريسآزمون از روش 

 سهتا  دودر فواصل  جهش يافته هاي  سويهمنظور ابتدا 
 Pseudomonas(اكتانس سودوموناس رياز  سانتيمتر

reactans( جهت. كشت داده شدند ب زكينگ، روي محيط 
 جدايهكسب اطمينان، يك پتري شاهد كه در آن دو 

سويه ( )Pseudomonas tolaasii( سودوموناس تولاسي
 Pseudomonas( سودوموناس ري اكتانسو )وحشي

reactans( نظر نيز در  به صورت متقابل كشت شده بودند
ساعت و نگهداري در دماي  72بعد از گذشت  .گرفته شد

 سفيد خطتشكيل و يا عدم تشكيل  درجه سانتي گراد، 28
  . ، مثبت يا منفي بودن واكنش را نشان دادكلنيهادر حاشيه 

توسط ) سلول خوني(تروسيت آزمون هموليز اري
استفاده  همكارانريني و اين آزمون از روش  در: تولاسين

پس  آگار غذاييمحيط ميلي ليتر  80ابتدا ميزان . )18( شد
و  گرديدخون گاو مخلوط ميلي ليتر  چهار با از اتوكلاو

سپس از سوسپانسيون . محيط حاصل در پتري ريخته شد
 دوهاي منتخب، به ميزان   جهش يافتهوحشي و  سويهتازه 

به مدت  پتريها. ميكروليتر بر روي اين محيط قرار داده شد
داري   درجه سانتي گراد نگه 28باتور واعت در انكس 48

، نشانگر توليد كلنيهااي شفاف در اطراف   ظهور هاله. شدند
تولاسين بود و در نتيجه تجزيه و هموليز اريتروسيت 

  . گرديدارزيابي 

 سنجش ميزان تحرك جهت: آزمون سنجش ميزان تحرك
ي كاغذي ديسكها. )6( شداستفاده  و همكاران چواز روش 

و بر روي محيط  آغشته باكتريهابه سوسپانسيون كشت تازه 
 به مدت پتريها. گرفتندقرار  آگار درصد 1داراي كينگز ب 

  . نگهداري شدندگراد  سانتيدرجه  28ساعت در دماي  24

  نتايج
 سودوموناس تولاسيها در  جهش يافتهرديابي 

)Pseudomonas tolaasii(:  خود به  جهشدر روش
كينگز ي متوالي بر روي محيط كشت كشتهاي، پس از خود
فنوتيپشان روي  كه تغييراتي درها  پرگنهبرخي از مايع، ب 

ي بيشتر آزمونها، جهت انجام مشاهده شد محيط كشت
يي جدايه هادر  مشخص شددر اين روش،  .انتخاب شدند

، رنگدانه فلورسنت كمتري نسبت به پنجدر مرحله  كه
 در آنها جهش، )1 شكل( بودندتوليد كرده  يكمرحله 

هاي ايجاد  جهش يافتهرديابي  به منظور .اتفاق افتاده است
 luxA2و  luxA1شده توسط ترانسپوزون از آغازگرهاي 

جفت بازي ناحيه  900تكثير ناحيه . استفاده شد
 .Pترانسپوزون بيانگر قرار گرفتن ترانسپوزون در ژنوم 

tolaasii هاي ايجاد  جهش يافتههمچنين مقاومت . بود
جهش شده توسط ترانسپوزون به آمپي سيلين، انجام موفق 

  .را تاييد كرد زايي
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و مرحله  1مرحله  مقايسه كاهش ميزان رنگدانه فلورسنت در -1شكل

  .فرآيند جهش 5
ايجاد خود به خودي  يجهشها: ها جهش يافتهبيماريزايي 

متفاوتي بر روي كلاهك قارچ  علائمشده، موجب بروز 
، SM20 هاي جهش يافته. )2 شكل( شدندخوراكي 

SM10،SM9  ،SM13  وSM14 تري نسبت  خفيف علائم
وحشي، بر روي كلاهك قارچ خوراكي ايجاد  سويهبه 

ها در   جهش يافتهدرجاتي از تغيير رنگ و بو، در . كردند
 جهش يافته). 2شكل (وحشي ديده شد  سويهمقايسه با 

 SM9هاي  جهش يافتهو  ب- از تيپ SM20و SM10هاي 

 ،SM13  وSM14  بودند جمربوط به تيپ .  

  
بر  يوحش هيشده توسط جهش يافته ها و سو جاديا علائم -2شكل

 جاديا وخشك اي قهوه پوسيدگي) الف. يكلاهك قارچ خوراك يرو
 شده جادياي ماريازبي فيخف علائم) بي وحش هيسوشده توسط  

 توسط علائم بروز عدم) ج ها جهش يافته ازي برخ توسط
  ها يافته  جهش

با  جهشهايي كه به روش  جهش يافتهدر  همچنين
كاهش در نوع و  علائمترانسپوزون به دست آمدند نيز 

طر پوسيدگي و بوي پوسيدگي مشاهده رنگ پوسيدگي، ق
هاي   جهش يافتهوحشي و  سويهدر  علائمنوع  .گرديد

TM F2-  4  هاي  جهش يافته، در الفاز تيپTM C2-

1،TM F6-1 ،TM A5-1 ،TM G11-4 ،TM C3-4 وTM A3-

، TM H4-4 ،TM E3-1هاي   يافتهجهش در  و از تيپ ب 4
TM E4-4 ،TM A8-1 ،TM D2-1 ،TM A10-4 ،TM C4-1 ،
TM E5-4 ،TM B5-1 وTM H4-1 شكل ( نداز تيپ ج بود

، TM E3-1هاي  جدايهدر  علائممدت ظهور  ).1جدول ، 2
TM A8-1 ،TM F6-1 ،TM D2-1 ،TM C4-1 ،TM B5-

ها بوده و  جهش يافتهبسيار بيشتر از ساير  TM H4-1و1
  .يي را نشان دادندبيماريزاين كمتر

 ها جهش يافتهيكي ژبررسي خصوصيات فيزيولو
جهش در اين آزمون از ميان : )ارزيابي توليد پايووردين(

ي، خود به خود جهشهاي ايجاد شده به روش  يافته
جهش و از ميان  SM10و SM20هاي   جهش يافته

، TM E3-1انواعهاي ايجاد شده به روش ترانسپوزون،  يافته
TM A8-1 وTM H4-1  كمترين مقادير پايووردين را توليد

نتايج حاصل، نشان دادند كه قدرت بيماريزايي و . نمودند
ها ارتباط  جهش يافتهميزان پايووردين توليد شده در 

، موجب كاهش توليد اين جهشمستقيمي دارند و ايجاد 
لازم به ذكر است . ها گرديد  جهش يافتهسيدروفور در 

 سويهبيماريزايي با  علائمهايي كه به لحاظ كد   جهش يافته
وحشي يكسان بودند، ميزان توليد پايووردين كمتري نسبت 

در  علائموحشي داشتند ولي مدت زمان ظهور  سويهبه 
وحشي بيشتر بود  سويهها نسبت به  جهش يافتهاين 

 ).1جدول (

در اين آزمون كليه ): WLIP( سفيد خط تشكيل يالقا
هاي حاصل از هر دو روش، فاقد توان توليد   جهش يافته

 ايجادقادر به ) شاهد(وحشي  سويهسفيد بودند و فقط  خط
  ). 3شكل (بود  Pseudomonas reactansدر مقابل  خط اين

  
  .تشكيل خط سفيد رنگ در سويه وحشي -3شكل

P. reactans 

P. reactans 

P. tolaasii 
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 .نتايج آزمونهاي فيزيولوژيكي جهش يافته ها -1جدول 

توانايي هموليز 
  )cm(اريتروسيت 

سنجش ميزان
  )cm( تحرك

توليد خط
  سفيد

مدت زمان ظهور
  )ساعت( علائم

بر اساس (پايووردين توليد
  )600nmدر ميزان جذب نور

تيپ 
  علائم

  نام جهش يافته

62/1  ± 06/0  3/1  ± 08/0  + 24 68/1  ± 31/0  .W.T الف 

50/1  ± 0 56/1  ± 06/0  _ 30 02/1  SM10  الف01/0 ± 
73/0  ± 02/051/1  ± 04/0  _ 27 56/1  SM9  ب06/0 ± 
53/0  ± 03/060/1  ± 06/0  _ 26 51/1  SM13  ب15/0 ± 
53/0  ± 02/091/1  ± 05/0  _ 28 66/1  SM14  ب19/0 ± 
44/1  ± 05/064/1  ± 06/0  _ 35 95/0  SM20  الف04/0 ± 
85/0  ± 02/023/3  ± 14/0  _ 48 03/1  TM H4-4  ج04/0 ± 
81/0  ± 05/006/2  ± 06/0  _ 50 85/0  TM E3-1  ج17/0 ± 
62/0  ± 07/0  9/2  ± 05/0  _ 44 30/1  ± 14/0  TM E4-4  ج 
75/1  ± 08/0  26/2  ± 14/0  _ 45 09/1  TM F2-4  الف07/0 ± 
36/0  ± 09/0  83/1  ± 03/0  _ 40 41/1  ± 08/0  TM C2-1  ب 
91/0  ± 06/023/2  ± 14/0  _ 72 74/0  TM A8-1  ج07/0 ± 
16/0  ± 03/0  46/2  ± 08/0  _ 60 79/0  ± 14/0  TM F6-1  ب 
78/0  ± 04/046/1  ± 08/0  _ 68 93/0  TM D2-1  ج13/0 ± 
82/0  ± 06/0  03/2  ± 03/0  _ 37 31/1  ± 04/0  TM A10-4  ج 
58/0  ± 01/046/3  ± 03/0  _ 40 03/1  TM A5-1  ب02/0 ± 
56/0  ± 06/071/1  ± 04/0  _ 70 89/0  TM C4-1  ج1/0 ± 
81/0  ± 03/0  23/2  ± 14/0  _ 38 17/1  TM E5-4  ج1/0 ± 
1 ± 05/0  46/2  ± 03/0  _ 69 96/0  TM B5-1  ج05/0 ± 
89/0  ± 05/02/3  ± 15/0  _ 34 3/1  TM G11-4  ب12/0 ± 
06/1  ± 07/016/2  ± 08/0  _ 55 02/1  TM C3-4  ب05/0 ± 
96/0  ± 03/003/2  ± 03/0  _ 45 06/1  TM A3-4  ب04/0 ± 
1 ± 0 4/2  ± 05/0  _ 72 73/0  TM H4-1  ج13/0 ± 

  

به : توسط تولاسين) سلول خوني(هموليز اريتروسيت 
هاي   جهش يافتهوحشي و سويهمقايسه توانايي  منظور

منتخب در توليد تولاسين و در نتيجه به دنبال آن ميزان 
نتايج آن . هموليز اريتروسيت، اين آزمون صورت پذيرفت

حاصل از هر  جهش يافتههاي   حاكي از قدرت كمتر گونه
، در هموليز سلول خوني نسبت به زاييجهش دو روش 
توانايي هموليز بر اساس قطر . بود جهش يافتهگونه غير 

هاله شفاف ايجاد شده در اطراف كلني باكتري سنجيده شد 
 وليزدر اين آزمون بيشترين توانايي هم). 4شكل (

و كمترين  F2-4TM جهش يافته به متعلق اريتروسيت
لازم به ذكر است،  .ودب TMF6-1جهش يافتهتوانايي در 

وحشي  سويهمشابه با  علائمهايي كه تيپ   جهش يافته
وحشي قطر هاله هموليز نسبتاً  سويهايجاد كردند، همانند 

بالايي داشتند و در نتيجه قادر بودند تولاسين بيشتري 
  . ها ايجاد نمايند جهش يافتهنسبت به ساير 

جهش در اين آزمون : ها  جهش يافتهسنجش ميزان تحرك 
هاي حاصل از روش ترانسپوزون، توانايي تحرك   يافته

در . وحشي از خود نشان دادند سويهبيشتري نسبت به 
خود به  جهشهاي ايجاد شده به روش   جهش يافته

وحشي به ميزان  سويهي، افزايش تحرك نسبت به خود
رسد كه در روش ترانسپوزون،   مي به نظر. كمتري ديده شد
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كه در يك منطقه از ژنوم  گرديدند ايجادهايي  جهش يافته
جهش ، ولي در مورد شدندبا اختلال فيزيولوژيكي مواجه 

احتمال ي خود به خودآمده از روش  به دستهاي  يافته

منجر  واتفاق افتاده  جهشدر نقاط مختلف ژنوم  مي رود
  .)5شكل (به حفظ يا تغيير كمتر تحرك باكتري شده باشد 

  
  ها و سويه وحشي  مقايسه توانايي هموليز اريتروسيت توسط تولاسين در جهش يافته -4شكل 

  

  
   .مقايسه ميزان تحرك جهش يافته ها با جدايه وحشي -5شكل 

  بحث
هاي مختلف  جدايه، راپلي و راثطبق تحقيقات 

جدا شده  )Pseudomonas tolaasii( سودوموناس تولاسي
از نقاط مختلف جهان در شدت بيماريزايي با يكديگر 

يي جهشهااين مسئله مي تواند به دليل ). 19(تفاوت دارند 
نتايج  .باشد كه در ژنوم اين باكتري اتفاق افتاده است

حاصل از اين پژوهش، مشابه يافته هاي موراتا و همكاران 
بود كه نشان دادند قدرت بيماريزايي و ميزان پايووردين 

ها با يكديگر ارتباط مستقيمي   جهش يافتهتوليد شده در 
موجب كاهش توليد اين سيدروفور  جهشدارند و ايجاد 

سودوموناس  يها گونه). 14(ها مي گردد  جهش يافتهدر 
به زرد  ليفلورسنت سبز ما يها دروفوريس ديمعمولاً تول

كه قادر هستند آهن  ندينما يم) نيسودوباكت اي نيوورديپا(

اندك است جذب كنند  اريآن بس يكه فراوان يرا در مناطق
در  چند دليلبه  نيوورديپا دروفوريس). 11و  1(

 ديتولاول اينكه : است تيسودوموناس ها حائز اهم
ها از مقدار و  سميكروارگانيم ريبا سا سهيدر مقا دروفوريس

سودوموناس ها  دوم اينكه  برخوردار است، يشتريتنوع ب
 قيها از طر سميكروارگانيم ريسا دروفوريتوانند از س يم
به نفع خودشان استفاده كنند،  ياختصاص ريغ يها رندهيگ

ه از ها قادر به استفاد سميكروارگانيم ريكه سا يدر حال
ثابت  و سوم اينكه  ستنديسودوموناس ها ن دروفوريس

كه در سودوموناس  يبه طورباشد  يم اديتجمع در آنها ز
هر . است 1010ها  سميكروارگانيم ريبوده و در سا 1024ها 

 يبرا دروفوريس يبيترك ليباشد م شتريچه ثابت تجمع ب
نتيجه  مي توان لذا ).9(خواهد بود  شتريبا آهن ب بيترك
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گرفت كه چرا جهش يافته ها با توليد سيدروفور كمتر 
  . نشان مي دهندنيز بيماريزايي كمتري را 

ها فاقد توان   جهش يافتهطبق نتايج به دست آمده، كليه 
هاي   سفيد بودند اين موضوع بر اساس يافتهخط توليد 

ها در توليد   جهش يافته، دال بر عدم توانايي ونگ و پريس
كه ذكر گرديد  همان طور. )22( بود WLIPليپودپسي پپتيد 

 توانايي كمتريدر هموليز اريتروسيت نيز ها  جهش يافته
داشتند كه مطابق تحقيقات ريني و همكاران حاكي از آن 

ها توكسين تولاسين كمتري  جهش يافتهاست كه اين 
 ي ازيكتولاسين  ).19(وحشي توليد كردند  سويهنسبت به 

ترشح شده توسط باكتري است كه همانند  سمي هايپپتيد
ساير پپتيدهاي سمي قادر به از بين بردن سلولهاي خوني 

ليز  به وسيله ريني و همكاران نشان دادند كه ).2( باشد مي
توان طيف  كردن يك اريتروسيت يا سلول خوني مي

 هموليز ايجاد شده بر اثر. فعاليت تولاسين را سنجيد
. باشد تولاسين ميدز  توكسين تولاسين بسيار وابسته به

وحشي  سويهكه تولاسين توليد شده توسط  آنها نشان دادند
تواند باعث سوراخ كردن و ايجاد حفره در قارچ  مي

ليز كردن اريتروسيت گردد، ولي  همچنينخوراكي و 
توانايي ليز كردن جهش يافته ها تولاسين توليد شده توسط 

  . اريتروسيت و ايجاد حفره در قارچ خوراكي را ندارند

 يكي از جدايه هاي باكتريموراتا و ماگا نشان دادند كه 
جدايه  ،Pseudomonas tolaasii سودوموناس تولاسي

PT814پلوروتوس  اي در قارچ ، عامل بيماري لكه قهوه
، توانايي توليد Pleurotus ostreatus اوستراتوس
 Tox1 ،Tox2،Tox3 ،Tox4ي خارج سلولي نظير توكسينها

ايجاد  .هدبارز بيماري را نشان مي د علائمو  داراسترا 

باعث توليد  mini-Tn5 km1جهش با استفاده از ترانسپوزون
. شتندن را نداهايي شد كه توانايي توليد توكسيجهش يافته 

به شدت در توانايي ايجاد بيماري بلاچ  جهش يافته هااين 
  ).13(ضعيف بودند 

 جهشفرآيند در اين تحقيق توان گفت،   كلي مي به طور
هايي شد كه به لحاظ توانايي   جهش يافتهمنجر به ايجاد 

و توليد عوامل  علائمبيماريزايي، شدت و سرعت ظهور 
با توجه به اينكه در اين . مؤثر در بيماريزايي ضعيف بودند

هايي پر تحرك با بيماريزايي كم ايجاد  جهش يافتهمطالعه 
ي باردهي اندامهاشد، شايد بتوان با كلونيزه كردن سطوح 

ها و ايجاد رقابت، از رشد و  جهش يافتهقارچ توسط اين 
با توجه به . ري كردهاي بيماريزا جلوگي  سويهفعاليت 

ي خوراكي، قارچهااثرات تخريبي تولاسين بر روي 
) ي فلزي دو ظرفيتييونهانظير (هاي تولاسين  بازدارنده

ي شديد آلودگيهاتوانند به منظور حمايت قارچ در برابر   مي
ي جايگاههابكار بردن ارقامي كه فاقد . استفاده شوند

نيز توصيه ي آنزيم تيروزيناز هستند محركهادريافت 
علاوه بر موارد فوق لازم به ذكر است كه، در  .گردد  مي

رابطه با اين بيماري نبايد نقش شرايط محيطي را ناديده 
بيماري اغلب اوقات در بهار، تابستان و پاييز، زماني . گرفت

كه رطوبت نسبي و دماي هواي بيرون به اندازه كافي بالا 
آبياري موجب تهويه ناكافي پس از . دهد  باشد رخ مي

براي مدت طولاني مرطوب  قارچهاشود كه سطح   مي
در . شود  بماند، كه اين امر موجب گسترش بيماري مي

ي پيشگيري اقتصادي ترين روش جهت روشهانتيجه 
  .باشند  جلوگيري از بروز و انتشار اين باكتري مي
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Phenotypic alterations caused by spontaneous and transposon mutagenesis 
in Pseudomonas tolaasii 
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Abstract 

Among different kinds of edible mushrooms, white button mushroom is the most 
cultivated in the majority parts of the world. Pseudomonas tolaasii is the important 
causal agent of brown blotch bacterial disease of mushroom that reduces its marketing. 
To consider the fact that by applying mutations, open reading frame of genes will 
change and important virulence factors cannot be produced as before. The aims of this 
investigation were further study on the role of these factors and compare the 
characteristics of phenotypic and genotypic alterations in mutants with the wild type 
strain. In this research, one isolate with intense pathogenicity factors was selected and 
the genome of that was altered by the use of spontaneous and transposon (mini Tn5) 
mutagenesis procedure. Among virulence factors in this bacterium, the effect of 
mutations on the production of pyoverdine, tolaasin, white line inducing principle and 
the motility of isolates were studied. The results of this investigation suggest the direct 
correlation between the production of pyoverdine, tolaasin and white line inducing 
principle with the bacterial pathogenesis. On the other hand, no logical correlation was 
found in motility of the mutants with their pathogenicity. Further studies to identify the 
genes that are related to this process, are carrying out. 

Key words: Motility, Mutation, Pyoverdine, Tolaasin, White line. 

  

 


