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-اي سفید مستلزم در اختیار داشتن جدایهقارچ خوراکی دکمهدر آنالیزهاي ژنتیکی و  اصلاح

تنها  -هموتالیسم ثانویه  -دلیل چرخه زندگی خاص این قارچ باشد، اما به هاي هموکاریون می

باشند و تاکنون هیچ نشانگر میهموکاریون درصد کمی از بازیدیوسپورهاي حاصله به صورت 

در این . هاي هتروکاریون گزارش نشده استها از جدایهمطمئنی براي تشخیص این جدایه

بالایی  چندشکلیکه داراي تکرارپذیري و  )SSR(ریزماهوارهبارز نشانگر هم 10مطالعه از 

ي مورد آزمون برخی همانند جدایه 71از . ها استفاده شدبودند جهت جداسازي هموکاریون

والد مادري که به عنوان شاهد در نظر گرفته شده بود داراي دو باند و برخی دیگر تنها یکی از 

در دو گروه کلی هتروآللیک و  هاباندهاي والدي را دارا بودند که بر این اساس جدایه

هاي بررسی شده جدایه که در تمامی جایگاه 23از گروه هموآللیک، . هموآللیک قرار گرفتند

الگوي باندي تک باند نشان دادند جداسازي و به عنوان جدایه هموکاریون در نظر گرفته 

شد نتایج  دهی مشخصو آزمون میوه SSRبا مقایسه نتایج به دست آمده از نشانگر.شدند

از اطمینان کمتري برخوردارند چرا  SSRدهی در مقایسه با نتایج نشانگر حاصل از آزمون میوه

 SSRها توسط نشانگر ها که هموکاریون بودن آندهی هموکاریوتیکی دربرخی جدایهکه میوه

دن هایی که هتروکاریون بودهی هتروکاریوتیکی در جدایهتأیید شده بود و بالعکس عدم میوه

نتایج نشان دادند که با استفاده از این . تأیید شده بود، مشاهده گردید SSRها  توسط نشانگر آن

درصد نسبت به قطعیت هموکاریون پس از اجراي  8/99توان با احتمالی بیش از نشانگر می

  .آغازگر دست یافت 10آزمایش با 

 

ھای کلیدی واژه  
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  مقدمه

اي سفید در مقایسه با دیگرگیاهان زراعی با ارزش، تلاش کمی براي بهبود ژنتیکی  اي و اقتصادي قارچ خوراکی دکمه رغم ارزش تغذیه  به 

ارد، درصد  مو 90نویه است که در یعنی هموتالیسم ثا زندگی این قارچ چرخه ،ترین این دلایل یکی از عمده. است  هاي آن صورت گرفته نژاد

اما از نظر جنسی سازگارند منجر به تشکیل اندام باردهی از نظر تیپ آمیزشی متفاوت بوده  بازیدیوسپورهاي حاوي دو هسته هاپلوئید

ها و گزینش از میان نتاج در واقع تلاقی بین هموکاریون). 13و  12، 10، 6(شود حاصل می در موارد نادري اسپورهاي هموکاریون. شوند می

باشد که براي انجام برنامه به نژادي مبتنی بر این روش، ابتدا باید  اي سفید می ن و کارآمدترین روش به نژادي در قارچ دکمهتریاصلی

دار با هم تلاقی داده و در نهایت نتاج حاصل از تلاقی را هاي هموکاریون را بدست آورد سپس آنها را در یک برنامه مشخص و هدف جدایه

 ها از هتروکاریونها، ی این جدایهولی با توجه به درصد پائین هموکاریونها و نیز عدم تشخیص مورفولوژیک. ابی قرار دادمورد گزینش و ارزی

یکی از معیارهایی که  ).13و  12، 9، 7، 6(ها شده استهاي اصلاحی معطوف افزایش راندمان جداسازي و گزینش هموکاریونبرخی تلاش

دهی، ها در این قارچ مورد استفاده قرار گرفته است استفاده از نشانگرهاي مورفولوژیکی چون آزمون میوهگزینی هموکاریونبه منظور به

به همین  ).13و  7، 9، 6(باشند گیر، پرهزینه و غیر قابل اطمینان میها بسیار وقتروشباشد ولی این  سرعت رشد و تیپ رشدي پرگنه می

، RFLPنشانگرهایی چون . نشانگرهاي مولکولی مرسوم گردید ي نوین جداسازي چون استفاده ازهادلیل به تدریج استفاده از تکنولوژي

RAPD  وISSR به همین  )13و  12، 10، 8، 6، 3(هایی بودندها به کار رفتند ولی هریک داراي محدودیتهرکدام براي جداسازي هموکاریون

-ی را نداشته باشد و اطلاعات مفید بیشتري در اختیار قرار دهد ضروري به نظر میهاي نشانگرهاي قبلدلیل استفاده از نشانگري که محدودیت

- و امکان گزینش جدایهمورفیسم بالایی است پذیري و پلیز نظر تکنیکی راحت و داراي تکرارکه ا SSRاز این رو از نشانگر هم بارز  رسد،

  .)5و  2، 1(در این مطالعه استفاده گردیدکند فراهم میتر و با فراوانی بالاتري هاي هموکاریون را در مدت زمان کوتاه

  

  هامواد و روش

هاي خوراکی آوري قارچاي سفید که از مرکز زیست فنقارچ خوراکی دکمه Canada-10و  IM008 ،Holand-737از سه نژاد : نژادهاي قارچی

  .جهاد دانشگاهی مشهد تهیه گردید، استفاده شد

و در هر پتري حاوي محیط کشت  تعلیقی غلیظی از اسپورها تهیه گردیداز هر یک از نژادها، مایع ه نقش اسپور تهی پس از :هاجدایهتهیه 

PDA منتقل  جدیدهاي رشد یافته به محیط کشت پس از تندش اسپورها، پرگنهاسپور از این مایع تعلیقی کشت گردید که  15000حدود

ها بودند جدایهکه داراي رشد کندتري نسبت به سایر  جدایه 71هاي تک اسپور،  ایهجدپس از گذشت یک ماه از زمان جدا شدن . شدند

  .جداسازي شدند
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تکرار تلقیح و در شرایط رطوبتی  3پس از تهیه کمپوست و اسپاون، کیسه هاي پلاستیکی کمپوست با اسپاون قارچ در : آزمون میوه دهی

ها پوشیده شد پس از این مرحله به منظور تشکیل ساختارهاي ته کامل توسط هیف مناسب قرار داده شدند تا زمانی که سطح کمپوست بطور

  .سنجاقی، خاکدهی صورت گرفت و تا پایان دوره رسیدگی کامل قارچ، در شرایط دمایی و رطوبتی مناسب قرار داده شدند 

  .انجام شد ) CTAB )11به روش : DNAاستخراج 

هاي مادري به عنوان تک اسپور جداسازي شده و نمونه 71براي  )1جدول ( )5( آغازگر 10اده از با استف PCR-SSRهاي واکنش: SSRآنالیز 

 94ثانیه با دماي  45سیکل که شامل  30دقیقه، سپس  3گراد و به مدت درجه سا نتی 94در مرحله واسرشت سازي در دماي . شاهد انجام شد

-درجه سانتی 72ثانیه با دماي  30ثانیه مرحله اتصال و مرحله تکثیر به مدت  45)  58 و یا 55(و پس از آن بر اساس دماي اتصال هر آغازگر 

  .درصد ریزش شدند 8آمید درون چاهکهاي ژل آکریل PCR-SSRفراورده هاي . گراد انجام گرفت

  

 
 اي سفیددر قارچ خوراکی دکمه مورد استفاده  SSRلیست آغازگرهاي . 1جدول           

 آغازگر
 

AbSS
R04 

 
AbSS
R06 

 
AbSS
R09 

 
AbSS
R23 

 
AbSS
R36 

 
AbSS
R45 

 
AbSS
R54 

 
AbSS
R58 

 
AbSS
R62 

 
AbSS
R65 

دماي 

 اتصال
55 55 58 58 55 58 58 58 58 58 

  

  

 :نتایج و بحث

 در لید کردند وجدایه در حداقل دو تکرار اندام باردهی تو 61جدایه تک اسپور کندرشد از سه نژاد مورد بررسی،  71از : دهینتایج آزمون میوه

  .اي حاصل نشدرغم اینکه میسلیوم رویشی آنها سطح خاك پوششی را سفید کرد ولی پس از شوك سرمایی میوهعلی جدایه 10

با مشاهده نتایج حاصل از ژل پلی آکریل آمید مشخص شد که هر یک از : مشاهدات الگوهاي باندي با کمک نشانگر مولکولی ریزماهواره

باشند، ده شده در هر سه والد هتروکاریون که به عنوان شاهد در نظر گرفته شده بودند، داراي دو باند قابل امتیازدهی میآغازگرهاي استفا

 ).1شکل (و برخی دیگر تنها یکی از دو باند والدي را دارا بودند -حضور دو باند -ها الگوي باندي شبیه والد هتروکاریون خودبرخی نمونه

  .ایجاد کردند 147-220حاصل شد که باند با اندازه بین % ) 100با پلی مورفیسم ( باند واضح  20شده بطور کلی آغازگر استفاده  10

  

  

  

  

 

M 
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 .A.bisporusدر AbSSR 36ي الگوي باندي آغازگر تصویر شماتیک ژل پلی اکریل آمید نشان دهنده: 1شکل 

M  20سایز مارکرbp،P   ،شاهد هتروکاریونN هاجدایه.  

  

جدایه  23 کهها در دو گروه کلی هتروآللیک و هموآللیک قرار گرفتند ، جدایه2موجود در جدول  SSRبه نتایج خلاصه شده نشانگر با توجه  

و به عنوان جدایه هموکاریون در بندي شدند در گروه هموآللیک دستههاي بررسی شده الگوي باندي تک باند نشان دادند که در تمامی جایگاه

مقایسه  با .بندي شدندهاي هتروآللیک دستهجایگاه هتروزیگوس بودند به عنوان جدایه 1ها که داراي حداقل و مابقی جدایه رفته شدندنظر گ

ها که مشخص گردید که این دو نتایج با یکدیگر مغایرت دارند چرا که برخی از جدایه SSRدهی و نتایج حاصل از نشانگر نتایج آزمون میوه

 SSRها هتروکاریوتیک باشد، در الگوي باندي رفت میسلیوم آنها صورت گرفته  بود و گمان میدهی کامل در آندهی، میوهمیوهدر آزمون 

دهی تولید نکردند و به دهی، اندام میوهها که در آزمون میوهبرخی دیگر از جدایه. ها به صورت هموآللیک بودندها، در تمامی جایگاهمتناظر آن

آغازگر بصورت کاملاَ  10ها با هاي بررسی شده آن، در تمامی جایگاهSSRدایه هموکاریوتیک در نظر گرفته شدند، در نتایج نشانگر عنوان ج

گیر و پرهزینه بودن، داراي علاوه بر وقت ، SSRدهی برخلاف نشانگر این نتایج بیانگر این واقعیت است که آزمون میوه. هتروآللیک بودند

 ).13و  10، 9، 6(باشد نیز نمیدقت چندانی 

  

 SSRدهی و نشانگرهاي نتایج خلاصه شده آزمون میوه.  2جدول 

تعداد 

جایگاه 

هتروزی

 گوس

تعداد 

جایگاه 

هموزی

 گوس

میوه

 دهی

شماره 

هاي جدایه

  نژاد

IM008 

تعداد 

جایگاه 

هتروزی

 گوس

تعداد 

جایگاه 

هموزی

 گوس

- میوه

 دهی

شماره 

-جدایه

  هاي نژاد

Canada-
10 

اد تعد

جایگاه 

هتروزی

 گوس

تعداد 

جای

گاه 

هموز

یگو

 س

- میوه

 دهی

شماره 

هاي جدایه

  نژاد

Holand-
737 

10 0 + 1  0 10 + 1  10 0 + 1  

0 10 + 2  0 10 + 2  1 9 + 2  

10 0 + 3  10 0 + 3  10 0 + 3  

0 10 - 4  1 9 - 4  1 9 + 4  

P 

N 200bp 



  همکاران و بیراتی مکیه   … خوراکی قارچ هموکاریونهاي جداسازي امکان بررسی

 

 ویژه نامه دوازدهمین کنگره ژنتیک ایران 5

 

 

1 9 - 5  0 10 + 5  1 9 + 5  

10 0 + 6  9 1 + 6  1 9 - 8  

10 0 + 7  1 9 - 7  0 10 + 9  

0 10 + 8  1 9 + 8  1 9 + 10  

0 10 + 9  1 9 - 9  9 1 + 11  

10 0 + 10  1 9 - 10  9 1 + 12  

10 0 + 11  1 9 + 11  0 10 + 13  

0 10 + 12  0 10 + 12  0 10 + 14  

0 10 + 13  0 10 + 13  0 10 + 15  

0 10 + 14  1 9 + 14  9 1 + 16  

7 3 + 15  10 0 + 15  1 9 + 17  

0 10 - 16  10 0 + 16  9 1 + 18  

10 0 + 17  10 0 + 17  0 10 + 19  

10 0 + 18  10 0 + 18  1 9 + 20  

10 0 + 19  10 0 + 19  4 6 + 21  

    1 9 + 20  4 6 + 22  

    9 1 + 21  4 6 + 23  

    10 0 + 22  1 9 + 24  

    1 9 + 23  0 10 + 25  

    9 1 + 24  0 10 + 26  

    4 6 + 25  10 0 + 27  

    0 10 + 26 0 10 + 28 

    0 10 + 27     

  

توان ، می)4(دادندکرموزوم هاپلوئیدي این گونه را پوشش می 13کرموزوم از  9مورد بررسی در این تحقیق SSRاز آنجایی که نشانگرهاي

این امر . روکاریونی نمونه خواهد بودمنجر به اثبات هت) ظهور دو باند(کاریونی نمونه مورد بررسی دریافت که حضور تنها یک شاهد بر دي

لیکن در صورت عدم ظهور . آغازگر بکار گرفته شده قابل اثبات است 10کرموزوم پوشش داده شده در این پژوهش بوسیله  9حداقل در 

است هتروکاریونی در  اگر چه هتروکاریونی نمونه قابل اثبات نیست اما همچنان ممکن) ظهور تک باند در تمام موارد(کاریونی شاهدي بر دي

بنابراین مقدار خطا در این . توان تصمیم قطعی گرفتبعلاوه در خصوص هموکاریونی نمونه نیز نمی. چهار کروموزوم دیگر قابل اثبات باشد

  :اي به صورت زیر قابل محاسبه تقریبی استتصمیم گیري با توجه به توزیع دو جمله
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(a+b)13=1a13+13a12b1+78a11b2+286a10b3+715a9b4+1287a8b5+1716a7b6+1716a6b7+1287a5b8+ 
715a4b9+286a3b10+78a2b11+13a1b12+1b13 

که با فرض فوق هر ) کاریونیهمو(برابر است با احتمال ظهور تک باند  bو ) کاریونیدي( برابر است با احتمال ظهور دو  باند  aکه در آن 

هاي مشخص شده در آنالیز مارکري محاسبه احتمال نیازي به ضرایب هر یک از کروموزوم با در نظر گرفتن.گیریمدر نظر می ½یک را معادل 

  :اي نداشته و برابر است بافوق در توزیع دو جمله

1a4b9+4a3b10+6a2b11+4a1b12=(½)4 (½)9+4(½)3 (½)10+6(½)2(½)11+4(½)1(½)12=0.00183 ≈ 0.18% 

آغازگر دست  10زمایش با این نسبت به قطعیت هموکاریون پس از اجراي آ –درصد  8/99حتی بیش از  –توان با احتمال مناسبی بنابراین می

 یافت
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Abstract: 

Having homokaryon isolates is the first step in genetic analysis and breeding of Agaricusbisporus (Lange). A few percent of 

basidiospores are homokaryonbecauce of the unusual life cycle of the mushroom, secondary homothalism. Finding reliable 

marker to detect homokaryonsfrom  heterokaryons is still a debated issue. This research designed to apply an efficient, highly 

polymorphic, reproducible and codominant molecular marker, microsatellite-SSR, to distinguish perfectly between 

homokaryons and heterokaryons. 71 slow growing isolates selected from 3 cultivated strains. Their heterokaryotic parents 

utilized as control. 10 tested primers were polymorphic in parental heterokaryons. Presence and absence of polymorphic bands 

were considered and two general group were divided: homoallelic and heteroallelic. 23 isolates of homoallellic group that 

studied in 10 uniband sites charachterized as homokaryon.Compareing the results of molecular marker and fruiting test 

revealed the fruiting test less reliable them SSR marker. Odd results in fruiting test, when the fruit was produced in both 

monokaryotic and heterokaryotic isolates, is correctable by applying SSR markers. The calculations showed that these 10 SSR 

marker can detect homokaryon with a confidence more than 99.8 percent. 

Key works: White Button Mushroom, microsatellite, SSR, Homokaryon 

  

 


