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   چكيده
. شوديممحسوب  ي خوراكيهاقارچ به خصوص و توليد بالا و كيفيت مناسب هميشه از اهداف اصلي در توليدات كشاورزي

 ي كه براي انسان، نظيراالعادهي قارچ صدفي بدليل اهميت فوق هاگونهتوسعه و بهبود نژادهاي قارچ خوراكي، به خصوص 
در تحقيقات حوزه  بصورت اولويت بايد در اين قارچ وجود دارد دارويي و آنتي اكسيداني و غذاداروييخواص ضد سرطاني، 

تك اسپور تهيه شد  ايزوله Pleurotus ostreatus( 60( صدفيلعه از قارچ بدين منظور در اين مطاكشت قارچ محسوب شود. 
، بررسي حضور و عدم حضور ارتباط يمورفولوژيكي و ميكروسكوپي، از قبيل سرعت رشد، تيپ رشد خصوصياتكه با بررسي 

هاي داي آلل با انجام تلاقي در نهايت .نداسب جهت انجام تلاقي شناسايي شدايزوله من ديشدهي در پتريكلامپ و آزمون ميوه
هاي كشت در سالن هاي اميد بخشعملكرد هيبريد . در آزمايشات بعديداشتند يكه سرعت رشد بيشترهايي بدست آمد هيبريد

   بررسي خواهد شد. تحت شرايط استاندارد
  هيبريدقارچ صدفي، كلمات كليدي: ارتباط كلامپ ،پلوروتوس استراتوس، 

  مقدمه 
شده  كشورهاي زيستي منجر به كمبود مواد غذايي در بسياري از هاسوختافزايش قيمت مواد غذايي، به دليل قيمت بالاي 

در  هاي قابل اعتماد و سودآورگزينه يكي از .برنديماز سوءتغذيه رنج هستند كه  جهاندر  هاي زياديدر حا حاضر انساناست. 
هاي خوراكي توليد قارچي غذايي روبروست هانهيهزكاهش تاثيرات گرسنگي و سوءتغذيه در جهاني كه بيش از پيش با افزايش 

شده است،  تخمين زده ونيليم 5/1ي قارچ هاگونه. تعداد دهنديمگروه بسيار بزرگي از موجودات را تشكيل  هاقارچ .باشديم
 .اندشدهي سازيتجارگونه  10و  اندآمده درصورت اهلي گونه به 30قارچ خوراكي هستند، كه تنها  گونه 300 باًيتقر هاآناز بين 

 هاتلاشاولين  .)5( باشنديمهاي قارچي در جهان مهمترين گونه Pleurotus جنس يهاگونه Agaricus bisporusبعد از قارچ 
در كنار اهميت  .)1( باشديمدر كشور آلمان  انسان مربوط به جنگ جهاني اول براي مصرف قابلبه منظور كشت قارچ صدفي 

و پتانسيل اين را دارد كه  رديگيمدر صنعت سفيد كردن كاغذ و تهيه لوازم آرايش مورد استفاده قرار صدفي  غذايي، اين قارچ
، كاهش سطح هاتيلنفوسنقش مهمي در افزايش فعاليت ماكروفاژي  اين قارچ . همچنيندر مصارف صنعتي از آن استفاده شود

 اين قارچ در تجزيه دارد. 1ي ضد سرطانيهاتيفعالو افزايش دهنده  دهاكلسترول خون ، افزايش خواص ضد مكملي پلي ساكاري
يي از قارچ صدفي كه قابليت كشت و كار در دماهاي بالا را دارند، نظير؛ هاگونهتا به امروز  .كننديمنقش به سزايي ايفا  ليگنين

P. pulmonarius ،P. tuber-regium ،P. djamor اند و جهت بهبود صفات، به خصوص بسيار مورد توجه كشاورزان قرارگرفته
افزايش تقاضاي مشتريان براي قارچ صدفي در جهان در طي چند سال  امر اين .)2( انددر مناطق استوايي مورد بررسي قرارگرفته

و در دامنه در بين كشاورزان به سازگارترين قارچ از نظر شرايط كشت شهرت دارد  صدفي قارچه است. ترا در پي داشاخير 
  . كنديمگراد رشد درجه سانتي 8-32 يحرارت

                                                            
1 anti hepatoma و anti-sarcoma 
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. شوديممحسوب ي خوراكي هاقارچبه خصوص  و توليدات كشاورزيز اهداف اصلي در توليد بالا و كيفيت مناسب هميشه ا
بايد  ي كه براي انسان دارداالعادهي قارچ صدفي بدليل اهميت فوق هاگونه، به خصوص توسعه و بهبود نژادهاي قارچ خوراكي

ي جديد وقت گذاشت هاگونه. از اين رو نه تنها بايد براي كشف محسوب شود در تحقيقات حوزه كشت قارچ اولويتصورت به
ي موجود هاگونهي اصلاحي جديد به جهت بالا بردن عملكرد، بهبود كيفيت، بافت، رنگ و طعم هاكيتكنبلكه بايد با استفاده از 

اصلاح كنندگان قارچ خوراكي به منظور اصلاح دو راه پيش رو دارند، يكي افزايش  نياز رو به رشد جمعيت را برآروده ساخت.
ي بين نژادها دهايبريهن يك نژاد معين توسط گزينش و ديگري ايجاد تنوع جديد و بهره برداري از آن با استفاده از توليد راندما

  .)3( و گزينش از ميان نتاج تلاقي است هاونيهموكاركارآمدترين روش به نژادي ، تلاقي بين كه در اين بين 
  مواد و روش 

 قاتيتحق شگاهيآزمااند از م اسپورهاي آن هنوز پراكنده نشده)، كه اطمينان داشتيP. ostretusنمونه تازه و جوان قارچ صدفي (
متداولترين روش جهت تك اسپور، كه 2، به منظور تهيه نقش اسپوريخراسان رضو يدر جهاد دانشگاه يخوراك يقارچ ها
اتوكلاو شده  قارچ صدفي بر روي مقواي مشكي هاي اضافي، كلاهكگندزدايي قسمتجمع آوري شد. بعد از باشد گيري مي

تا اسپورها از آلودگي در امان  در زير هود لامينار قرار گرفت و داده شدروي آن قرار  استريلبشر و سپس يك  قرار داده شد
  باشند.

غلظت سوسپانسيون در با استفاده از لام هومئوسايتومتري (نئوبار)  و نقش اسپورها با استفاده از آب مقطر آمپولي شسته شدند
سوسپانسوين . بدست آمد 1mlاسپور در  4000 در اين آزمايش غلظت مناسبدازه ان ،با گرفتن تناسب، اندازه گيري شد 1mlحجم 

 PDAپودر آماده  گرم 39. اسپورها جوانه زده و رشد كنندتا گسترده شده و اجازه داده شد  PDAمناسب بر روي محيط كشت 
 ،بعد از گذشت سه روز از انكوباسيون اسپورها .گرفت رمورد استفاده قراجهت تهيه محيط كشت در يك ليتر آب   Merkبرند

، و با استفاده از سرنگ انسولين استريل شده اقدام به برداشتن تك اسپورهاي جوانه مشاهده شدجوانه زني آنها در زير بيني كولار
مجزا حاوي ديش ر ميسيليوم هاي اضافي به يك پتريمحيط اطراف آن و ساي . هر تك اسپور بدون برداشتنه گرديدزده شد
 د منتقل شد.كه از قبل تهيه شده بو جنتامايسين بيوتيكو آنتي PDA محيط 

 اندازه گيري خصوصيات مورفولوژيكي تك اسپورها 

رشد را ها ايزوله مناسب در مرحله توان از طريق آنتي هستند كه مياجز صفها در قارچخصوصيات مورفولوژيكي  .1
 صفاتو ساير  نرخ رشد، تيپ رشد، حضور و يا عدم حضور رنگدانهتلاقي تشخيص داد، از اين رو صفاتي از قبيل؛ جهت انجام 

 ). 1(جدول  گرديدگيري اندازه

  فرمول زير محاسبه شد:  طبقكوليس  با استفاده ازروزه  8طي دوره بصورت روزانه  نرخ رشد 
متوسط	اندازه	ي	دو	قطر	عمود	برهم	دايره	رشدي	در	8	روز

  = نرخ رشد    تعداد	روز	ها
 
هاي اوليه ي رشد اسپور ها ديشايزوله از پتري  60در مجموع  در ايزوله هاي تك اسپور 3پكلام بررسي ارتباط .2

بودن آنهاست  4كاريونديكه اين امر تاييدي بر  گرفتندمورد بررسي قرارشدند كه همگي از نظر وجود ارتباط كلامپ  جداسازي
   .)1(عكس 
بررسي پلي جهت  استفاده شد. .Bio Basic Incشركت  DNAژنومي قارچ صدفي از كيت استخراج  DNAاستخراج  به منظور

) با RAPDرپيد (از ماركر استفاده از نشانگر مولكولي،  با هاتك اسپور شناساييو ج شده از هر ايزوله اراستخ DNAمورفيسم 
                                                            
2 spore print 
3 clamp connection 
4 dikaryon 
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به ترتيب زير انجام  RAPD-PCRسايكلر جهت انجام دمايي دستگاه ترمو. برنامه استفاده شد )CCC-ACT-GAC-G’3’5توالي (
ثانيه در  C°94– Annealing  ،30ثانيه در دماي  C°94-  denaturation ،30ثانيه در دماي  First denaturation ،180 ؛ گرفت
جهت . بود  C°72دقيقه در دماي  C°72 -  Final polymerization  ،10ثانيه در دماي  C°41-  polymerization  ،30دماي 

   .)3(عكس  استفاده گرديد Agarose-TBE و مشاهده نتايج حاصل از پرايمر ها از ژل دو درصد PCRبررسي محصولات نهايي 
ديش جديد متر برداشته شده، در پتريارتباطي بين دو ايزوله به اندازه دو ميليتلاقي از محل ديواره انجام در اين آزمايش بعد از 

  شدند. هيبريدهاي حاصل بررسيارتباط كلامپ در  حضور و يا عدم حضورقرار داده شد تا رشد كند، سپس 
  بحث و نتيجه گيري

نمونه بصورت ايزوله تك اسپور (بدون  11مورد بررسي قرار گرفتند. كه تنها ارتباط كلامپ از نظر  ايزوله جداسازي شده 70
ت از نظر صفابررسي اوليه، نمونه هاي حاصل از  .ند) تشخيص داده شدي هرايزولهميسيليوم ها %100حضور ارتباط كلامپ در 

) كه اغلب داراي تيپ رشدي مشابه با يكديگر داشتند اما سرعت 1جدول شماره ( شدندبررسي مورفولوژيكي و ميكروسكوپي 
از نظر پلي مورفيسم مورد بررسي قرار گرفت RAPD-PCR هاي حاصل طي واكنش ايزولهسپس  .ها متفاوت بوددر آن رشدي

هايي در تعداد و سايز كاريون پلي مورفيسم دارند و با يكديگر شباهته ديهاي با نمونژل نشان داد كه اغلب ايزولهو پروفايل 
بر طبق اين نتيجه اين آزمون در سه تكرار انجام شد و هر با نتيجه مشابه حاصل شد، . )3عكس (شماره  باندهاي حاصل دارند

درجه اول از نظر و هيبريدهاي حاصل در شركت داده شدند آلل در تلاقي هاي دايهاي حاصل مونكاريونماركر رپيد  حاصل از
حفظ موقعيت و مكانسيم دقيقي براي اطمينان از  باشديم5هاستيوميديباز راستهكه فاكتور منحصر به حضور ارتباط كلامپ، 

سپس ، )4( مورد بررسي قرار گرفتند باشديمي ونيكاريدارتباط  دهندهدر حين رشد و گسترش هيف است و نشان  ونيكاريد
  .قرار گرفتندبررسي مورد ي و نوع و شكل ميسليوم سرعت رشدي، تيپ رشدنظر  ازها هيبريد

   

                                                            
5 basidiomycota 
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  هاي تك اسپور) بررسي صفات مورفولوژيكي درايزوله1جدول 
هاي تعداد روز نمونه

پر شدن كل 
 ديش(روز)پتري

نگ ميسسيليومر
 ها

رنگدانهحضور  الگوي رشد هاظاهر ميسيليوم  8نرخ رشد در  
 روز
 (ميلي متر در روز)

كم تراكم و  سفيد  18 57
 يكنواخت

  3,35 - رشد هم هوايي دارد

جارويي -پرتراكم سفيد  10 40   4 - رشد هم هوايي دارد 
  4,55 - رشد هم هوايي دارد رشته اي سفيد  12 66
  5,95 - رشد هم هوايي دارد پنبه اي پرتاركم سفيد  9 33
تراكم  -پنبه اي  سفيد  8 50

 متوسط

  3,85 - رشد هم هوايي دارد

  5,50 - رشد هم هوايي دارد رشته اي كم تراكم سفيد  9 04
  5,45 - رشد هم هوايي دارد رشته اي كم تاركم سفيد  11 08
  5,8 - رشد هم هوايي دارد پنبه اي پرتراكم سفيد  10 11
يكنواخت -رشته اي سفيد  9 13   6,3 - هم هوايي دارد رشد 
 3,8 - رشد هم هوايي دارد پنبه اي پرتراكم سفيد 11 17
  4,80 - رشد هم هوايي دارد پنبه اي پر تراكم سفيد 9 65

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

بعد از شوك ديشين دهي در پتريپ)2عكس 100ارتباط كلامپ با بزرگنمايي) 1عكس 
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  ديشآزمون ميوه دهي در پتري

سلولي در  يكند. واحدهاتوليد هيف و در نهايت توليد ميسليوم مونوكاريون مي هموتال، هر اسپور پس از تندش يهادر قارچ
 ازاندام باردهي بوجود آورد. اگر دو هيف ناشي  تواندخود عقيم هستند و نمي هااي است. اين ميسيليومتك هسته اين ميسيليوم
فاوت و سازگار تهاي آن هر كدام دو هسته مكه سلولآيد ميسيليومي بوجود مي يون سازگار باهم آميزش پيدا كننددو مونوكار

هاي ديش پتريجهت تشخيص نهايي هيبريدها منظور  به اينشود. گفته مي )ikaryonD( دارند كه به اين ميسيليوم دي كاريون
شوك سرمايي تك اسپور كه از لحاظ موزفولوژيكي مورد بررسي قرارگرفته بودند تحت  هايهاي حاصل از ايزولهحاوي هيبريد

بررسي قرار  دهي موردنور اتاق)، و سپس از نظر ميوه تاريكي و -دماي اتاقدرجه و  4و نوري قرار گرفتند (متناوبا بين دماي
  .)2(عكس  شروع به پين زدن كردند ديشدر پتري هانمونهد؛ مشاهده شد كه گرفتن

: نمونه كنترل  NC: نمونه دي كاريون تاييد شده،  DK() نتيجه حاصل از ژل آگارز دو درصد، رنگ آميزي با استفاده از گرين ويوور انجام شد. 3عكس 

  تاييد شده از جهاد دانشگاهي و اعداد نام هر ايزوله) : نمونه دي كاريون submitted DK:نمونه مونوكاريون،  MKمنفي، 
 
 
 

Hybrid production of oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) using single spore cross 
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Abstract 

High production and quality are always one of the main purpose in agricultural productions, without a 
doubt it’s true in mushrooms. Development and improvement of edible mushroom’s strains has to be 
considered nowadays, because of their impotency in health benefits for humankind, reduction of 
unemployment in every country, and help to the poverty. For all these purposes in this study a cap of 
Pleurotus ostreatus was prepared and about 60 single spore isolates were selected. The isolates were 
grown and the morphological and microscopically characteristics, such as growth rate, growth type, 
presence or absence of clamp connection and finally fruiting test in petri dishes was checked to identity 
of best isolates. Then we cross the best ones and achieved hybrids with the better characteristics. In 
subsequent experiments, the performance of hybrid hybrids in cultivators under the standard conditions 
will be investigated. 
Keywords: Clamp connection, Hybrid, pleourotus ostreatus  
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