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  چكيده
هبود نژادهاي تجاري آن ببراي اي سفيد  مهمترين روش اصلاحي در قارچ دكمه اي تلاقي درون گونه

چرخه زندگي خاص اين  .استتلاقي براي هاي هموكاريون  داشتن جدايهمستلزم در اختيار  و اين باشد مي
. باشندهموكاريون سبب شده تنها درصد كمي از بازيديوسپورها به صورت  -هموتاليسم ثانويه  -قارچ 

هاي هتروكاريون بزرگترين مشكل پيش روي  ها از جدايه هاي هموكاريون تشخيص و شناسايي جدايه
در اين مطالعه . ها گزارش نشده استتاكنون روش مطمئني براي تشخيص اين جدايه .گران بوده است اصلاح

ها هر كدام نماينده يك گروه لينكاژي از نقشه ژنتيكي اين  عدد از آن 9كه ) SSR(يزماهواره نشانگر ر 10از 
ي مورد آزمون جدايه 71از . ها استفاده شدتشخيص هموكاريون برايدهي  قارچ بودند؛ همراه با آزمون ميوه

داراي دو باند و برخي ديگر تنها حضور يكي برخي همانند والد مادري كه به عنوان شاهد در نظر گرفته شد 
در دو گروه كلي هتروآلليك و ها جدايه ،بر اساس نوع تركيب آللي. از باندهاي والدي را نشان دادند

هاي بررسي شده الگوي تك آللي تمامي جايگاهجدايه كه در  23از گروه هموآلليك، . هموآلليك قرار گرفتند
و  SSRمقايسه نتايج  حاصل از نشانگرهاي . را نشان دادند به عنوان جدايه هموكاريون در نظر گرفته شدند

دهي در مقايسه با نتايج نشانگرهاي ها نشان داد نتايج حاصل از آزمون ميوه دهي بر روي جدايهآزمون ميوه
SSR  ها  توسط هايي كه هتروكاريون بودن آندهي در جدايهبرخوردارند زيرا عدم ميوهاز اطمينان كمتري

تشابه ژنتيكي محاسبه شده بر اساس ماتريس فاصله ژنتيكي  .مشخص شد، مشاهده گرديد SSRنشانگر 
ي ها در دندروگرام ترسيم شده به دو گروه كلمتغير بود و اين جدايه 1تا  3/0جدايه هموكاريون بين  23بين

درصد نسبت به قطعيت هموكاريون بودن  8/99توان با احتمالي بيش از نتايج نشان دادند مي .تقسيم شدند
  .، اظهار نظر كرداستفاده شده  SSRآغازگر  10ها پس از اجراي آزمايش با  جدايه

.بريد، هتروكاريون، هياي سفيد، نشانگر ريزماهواره، هموكاريونقارچ خوراكي دكمه :كليدي هاي واژه

                                                             

 
∗

       khalil.malekzadeh@gmail.com :Email                          09171279387: تلفن                   زاده خليل ملك: نويسنده مسئول 



 1393، بيراتي و همكاران

٢٤ 

 

  مقدمه

اي سفيد يكي از مهمترين  قارچ دكمه

هاي قارچ خوراكي در جهان محسوب  گونه

شود و بيشترين توليد و سطح زير كشت را به  مي

 ,Singer & Harris( خود اختصاص داده است

اي و  با در نظر گرفتن ارزش تغذيه .)1987

اقتصادي بالاي اين قارچ، در مقايسه با گياهان 

زش، تلاش كمي براي بهبود ژنتيكي زراعي با ار

 & Horgen( هاي آن صورت گرفته است نژاد

Anderson, 1992(.  يكي از دلايل اصلي كندي و

هاي اصلاحي، چرخه  عدم پيشرفت در برنامه

 زندگي هموتاليسم ثانويه در اين قارچ است

)Kerrigan & Spear, 1997; Castle et al., 

1988(.   

در سطح   ديومايستهاي بازي در اكثر گونه

هر بازيديوم چهار بازيديا وجود دارد كه هر يك 

 ,Kerrigan & Spear( باشند داراي يك اسپور مي

1997; Castle et al., 1988( . ولي درAgaricus 

bisporus  به دليل چرخه زندگي هموتاليسم

درصد بازيدياها داراي دو اسپور  90ثانويه بيش از 

سته بعد از ميوزي با هستند، كه هر اسپور دو ه

بنابراين . كند ميزشي متفاوت را دريافت ميتيپ آ

باشند  اكثر اسپورها هتروكاريون و خود بارور مي

فراواني اسپورهايي با يك هسته ميوزي بنابراين و 

 Kerrigan and( بسيار پايين است) هموكاريون(

Spear, 1997; Castle et al., 1988; Callac et 

al., 1988; Foulongne-Oriol et al. 2010 (.  

متعدد اصلاحي بكار رفته در  هاي روش

نژادي و  اين قارچ به دو دسته كلي اصلاح درون

در اصلاح  .شود مينژادي تقسيم  اصلاح برون

هاي اصلاحي چون كشت  درون نژادي از روش

هاي  ، كشت)Mehta & Bhandal, 1994(بافت 

 ,Mehta & Bhandal(اسپوري و چنداسپوري  تك

1994; Fritsche & Sonnenberg, 1988 ( 

مخلوط كردن هايي چون  روشگردد و  استفاده مي

هاي  نژادهاي تجاري موجود براي تشكيل كشت

و تلاقي  )Mehta & Bhandal, 1994(هيبريد 

ها و گزينش از ميان نتايج تلاقي  بين هموكاريون

 .باشند نژادي مي هاي اصلاح برون شاز جمله رو

نژادي به منظور تجمع صفات  ين روش بهكارآمدتر

مطلوب از نژادهاي مختلف و توليد يك 

پلاسم جديد با خصوصيات كمي و كيفي  ژرم

ها و  تر از نژاد اوليه، تلاقي بين هموكاريون مطلوب

 Kerrigan et( است گزينش از ميان نتاج تلاقي

al., 1992; Kerrigan and Spear, 1997; 

Foulongne-Oriol et al. 2010; Nazrul & 

Yin-Bing, 2010 (.  

هيبريدهاي تجاري برطبق اين روش،  اولين

 توسط دكتر فريتش 1980-1970هاي  طي سال

وي توانست پس از گزينش . حاصل شد

اسپور كندرشد از دو هتروكاريون  هاي تك جدايه

انجام تلاقي  تجاري با صفات زراعي متقابل، و

بازار جهاني را به  U3و U1ها، نژادهاي  بين آن

عرضه كند، آزادسازي اين دو نژاد نقطه عطفي در 

 & Fritsche(بود  A. bisporusتاريخ اصلاح 

Sonnenberg, 1988(.  براي انجام يك برنامه

گيري ابتدا  نژادي مبتني بر اين روش دورگ به

در . هاي هموكاريون را بدست آورد بايستي جدايه

فراواني  A. bisporusنژادهاي تجاري 

هموكاريون بسيار پايين است  بازيديوسپورهاي



 )1393 زمستان، 4، شماره 6دوره (مجله بيوتكنولوژي كشاورزي 

٢٥ 

 

)Miller & Kananen, 1972; Miller, 1971; 

Kerrigan et al., 1993; Khush et al., 1995; 

Callac et al., 1996: (  و نشانگر مورفولوژيكي

هاي هموكاريون از  مطمئني براي تشخيص جدايه

هتروكاريون شناسايي نشده است، لذا اكثر 

نژادگران معطوف بر جداسازي و  ههاي ب تلاش

 است هاي هموكاريون بوده تشخيص جدايه

)Kerrigan et al., 1992; Kerrigan & Spear, 

دهي كه يك روش  در روش آزمون ميوه )1997

ها محسوب  تشخيص هموكاريون برايمرسوم 

فرض بر اين است كه ميسليوم ناشي از ، گردد مي

توليد اندام اسپورهاي با يك هسته ميوزي، قدرت 

هاي  لذا برخلاف جدايه ،باردهي ندارد

اي حاصل  دهي، ميوه هتروكاريون، در آزمون ميوه

 ,.Royse & May 1982; Callac et al;( كنند نمي

1988; Horgen & Anderson, 1992; Kerrigan 

et al., 1992 (. ها نيز گاهي در هتروكاريون

ي عواملي بجز سطح پلوئيدي و سازگاري آميزش

دهي اثر بگذارد و برعكس گاهي  تواند بر ميوه مي

ها  دهي محدودي در برخي هموكاريون اوقات ميوه

 ;May & Royse, 1982( شود ميديده 

Dickhardt,1985; Callac et al., 1988; 

Kerrigan et al., 1992 ( . به طور كلي اين روش

گير، پرهزينه و غير قابل اطمينان است  بسيار وقت

)Horgen & Anderson, 1992; Khush et al., 

1995 (.  

استفاده از جديدي چون  ابزارهاي

براي جداسازي  نشانگرهاي آيزوزايمي

از  اما ه استسوم گرديدرم ها هموكاريون

 A. bisporusها در  كه بررسي آيزوزايم يآنجاي

با معرفي  و گرديد تنها به ده لوكوس محدود مي

ها چندان متداول  ، استفاده از آنDNAنشانگرهاي 

 ,.Castle et al., 1987; Khush et al( نشد

1995; Kerrigan, & Spear, 1997 ( .

اولين نشانگرهايي بودند كه  RFLP نشانگرهاي

 قارچ مورد استفاده قرار گرفتنددر اين 

)Summerbellet al., 1989(.  پس از آن

 برايهركدام  ISSRو  RAPDنشانگرهايي چون 

ولي هريك  ها به كار رفتند تشخيص هموكاريون

هايي چون پرزحمت و  به ترتيب داراي محدوديت

. بودند يتگير، تكرارپذيري پايين و غالب وقت

)Taylor et al., 1999; Ramirez et al., 2001; 

Dutech et al., 2007; Foulongne-Oriol et al., 

2009; Nazrul & Yin-Bing, 2010 (. 

) تكراري ساده هاي توالي(ها  ريزماهواره 

 1-6هاي پشت سرهم و كوتاه  شامل تكرار

باشند كه از نظر طولي  مي DNAنوكلئوتيدي از 

با هم متفاوتند و به طور گسترده در ژنوم اكثر 

 باشند ها پراكنده مي ها و پروكاريوت يوكاريوت

)Zane et al., 2002; Varshney et al., 2005; 

Benbouza et al., 2006; Foulongne-Oriol et 

al., 2009; Zhang et al., 2010  (.  استفاده از

شروع شد  1990ها از دهه  ها در قارچ ريزماهواره

در سال  A. bisporus و كاربرد اين نشانگر در

 )2000( و همكاران Barrosoتوسط  2000

نواحي با توالي تكراري  اين محققين. گزارش شد

 .Aرا در ژنوم  4(TATG)چهارنوكلئوتيدي 

bisporus  شناسايي و جداسازي نمودند و نشان

 3و  A. bisporus  نژاد 5دادند كه اين توالي در 

تنوع ژنتيكي مشاهده . وجود دارد Pleurotusنژاد 

هاي ريزماهواره، نشان از كارايي  شده در توالي
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نگاري و مطالعات  مناسب اين نشانگر در انگشت

ارد هاي تجاري و وحشي د تنوع ژنتيكي در قارچ

)Barroso et al., 2000(. Foulongne  و

توالي خاص از  732با بررسي  )2009( همكاران

DNA  قارچA. bisporus  توالي  33توانستند

تكثير  برايرا شناسايي و آغازگرهايي  ريزماهواره

 . ها طراحي كنندآن

بارز  هماز نشانگر  استفادههدف اين مطالعه 

هاي  گزينش جدايه براي SSR چندشكلو 

تر و با فراواني  هموكاريون در مدت زمان كوتاه

با  هموكاريون يدر نتيجه تعداد بيشتر .بودبالاتر 

و  تنوع ژنتيكي مشخص جداسازي خواهد شد

تري  تري در بازه زماني كوتاه هاي موفق تلاقي

فرايند اصلاح در  بنابراين. پذيرفتانجام خواهد 

هاي  دتر شده و نژا اي آسان قارچ خوراكي دكمه

  .تري توليد خواهند شد متنوع

  

 ها مواد و روش

اي سفيد  سه نژاد قارچ خوراكي دكمه

IM008 ،Holand-737  وCanada-10  گروه از

هاي صنعتي جهاد دانشگاهي  فناوري قارچ زيست

تهيه نقش اسپور  براي و مشهد دريافت شد

پس از تهيه نقش اسپور از هر يك  .استفاده گرديد

ع تعليقي از اسپورها با غلظت حدود ماي از نژادها،

سپس در هر . ليتر تهيه شد اسپور بر ميلي 105

تا  15حدود  PDAديش حاوي محيط كشت  پتري

. دكشت داده شهزار اسپور از اين مايع تعليقي  20

درجه  25هاي كشت شده در دماي  ديش ي رپ

پس از گذشت دو الي . گراد نگهداري شدند سانتي

ت اسپورها، بصورت روزانه سه روز از زمان كش

وضعيت رشد اسپورها بوسيله ميكروسكوپ و يا 

اسپورهايي كه رشد سريعي  چشم بررسي شد، تك

اسپورهاي كند رشدتر  داشتند حذف شدند و تك

هاي جديد حاوي محيط كشت  ديش به پتري

 25عصاره كمپوست منتقل شدند و در دماي 

  . گذاري شدند گراد گرمخانه درجه سانتي

ها  ابتدا از همه جدايه ،دهي آزمون ميوه يبرا

گرم از اسپاون هر  10سپس . اسپاون تهيه گرديد

گرم كمپوست و  900هاي به وزن  جدايه در كيسه

شرايط رشدي به  .زني انجام شد در سه تكرار مايه

  .صورت استاندارد اعمال شد

 20 - 30هاي  از ميسليوم DNAاستخراج 

عصاره كمپوست يافته در محيط مايع روزه رشد

نجام اهمراه با تغييرات اندكي  CTAB به روش

  .)Soltis, 2002( شد

 10اده از با استف PCR-SSRهاي  واكنش

-Foulongne( 1آغازگر ذكر شده در جدول 

Oriol et al., 2009(  ميكروليتر 20و در حجم 

هاي  اسپور جداسازي شده و نمونه براي تك

. جام شدمادري به عنوان شاهد هتروزيگوس ان

مرحله  :هاي تكثير به صورت چرخه

گراد و  درجه سانتي 94سازي در دماي  واسرشت

 45سيكل كه شامل  30دقيقه، سپس  3به مدت 

بر مرحله اتصال و پس از آن  94ثانيه با دماي 

 45) 1جدول (اساس دماي اتصال هر آغازگر 

 72ثانيه با دماي  30ثانيه و مرحله تكثير به مدت 

هاي فراورده. گراد انجام گرفت درجه سانتي
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PCR-SSR 8آميد  ژل آكريل هاي درون چاهك 

  .درصد ريزش شدند

امتيازدهي باندها و تجزيه تحليل اطلاعات 

DNA  هاي تكثير شده توسط هر  مكانبراساس

و فقدان آن با  "1"وجود باند با ، جفت آغازگر

ها پس از ورود به محيط  داده. امتيازدهي شد "0"

Excel افزار  تجزيه و تحليل به نرم رايب

)2.02e(NTSYSpc  منتقل شدند.  

  

  .مورد استفاده SSRليست آغازگرهاي  -1جدول

Table 1 - Used SRR primers list. 

Linkage 
group 

Annealing 
temperature 

Sequence (5'-3') Primer 

IX  58 
*
F:ACAACAACCGCCACCACCAT 

*
R:CAGGCGTATATCGCTGTTGCTG 

AbSSR 04 

IV 58 
F:ACCACATTCTGGAAAACGAA 
R:TTAATGCTCTTGGCTTCGA AbSSR  06 

IIX 55 
F:ACAAGAAGGGGAGGATTGAG 
R:ATAGTCGCGTAACCCCTCTT AbSSR 09 

I 55 
F:TTTGGGATGTGACCAGACTT 

R:AACGTTGGGTTCAATGAAAA AbSSR 23 

IIIV 58 
F:CGTTGATGGAGTTGACTGAG 

R:ACAACAAAATCGTCGTGAGG 
AbSSR 36 

IIV  55 
F:CACCTTACACGGCCATTGAT 

R:AAAACTTCGGGCATTTCCTT 
AbSSR 45 

IX 55 
F:TGACCAAAGCTCAAACAGCA 

R:GTCACGGATCATCGGTTTCT 
AbSSR 54 

II 55 
F:ATGTCGAGGAGGAGGAGGAT 

R:AGGGAGAGGGAGAGGGATTT 
AbSSR 58 

III 55 
F:GTTGGTCACGAACTCATGCT 

R:CCCAATCACCTCCTTGTGT 
AbSSR  62 

II 55 
F:ACCTCAACGATTCCAACGAC 

R:TCCATAAACACCCCTTCTCG 
AbSSR 65 

*F= Forward primer, R= Reverse primer 
 

 نتايج

-IM008 ،Holandنژاد مورد بررسي  3از 

و  26، 18، هر كدام به ترتيب Canada-10و  737

رشد جداسازي و انتخاب  اسپور كند عدد تك 27

ارائه  2دهي در جدول  نتايج آزمون ميوه. گرديد

 IM008ها از  ميسليوم برخي نمونه. شده است
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)9( ،Holand-737 )13 ،17 ،18 ( وCanada-10 

 اي در هيچ بر روي ماده زمينه) 26، 25، 20، 14(

يك از تكرارها رشد نكردند و در نتيجه اسپاوني 

ها به دست نيامد، به همين دليل در آزمون  از آن

كه در همانطور . دهي شركت داده نشدند ميوه

اسپور  جدايه تك 71شود، از  مشاهده مي 2جدول 

جدايه در حداقل دو  32كندرشد مورد بررسي، 

جدايه  21تكرار اندام باردهي توليد كردند و در 

دهي كامل مشاهده نشد كه در اين ميان برخي  ميوه

دهي بالغ  ها تنها در يك تكرار اندام ميوه جدايه

ا دو و برخي ديگر در يك ي توليد كردند

توليد ) پريمودريا(دهي اوليه  هتكرارچند اندام ميو

كردند كه به ميوه بالغ تبديل نشدند و در برخي 

رغم اينكه ميسليوم رويشي سطح خاك  ديگر علي

پوششي را سفيد كرد ولي پس از شوك سرمايي 

  ).1شكل ( اي حاصل نشد ميوه

  

  الگوهاي باندي نشانگر ريزماهواره

ستفاده شده در هر هر يك از آغازگرهاي ا

سه والد هتروكاريون كه به عنوان شاهد در نظر 

گرفته شده بودند، دو باند قابل امتيازدهي ايجاد 

ها الگوي باندي شبيه والد  كردند، برخي نمونه

و برخي ديگر تنها  - حضور دو باند - هتروكاريون 

آغازگر  10. يكي از دو باند والدي را دارا بودند

با (باند واضح  20كلي استفاده شده بطور 

حاصل كردند كه باندهايي %) 100مورفيسم  پلي

  ).2شكل (ايجاد نمودند  147- 220با اندازه بين 

جدايه كه  48جدايه بدست آمده،  71از 

 -جايگاه هتروزيگوس بودند 1داراي حداقل 

 -داشتن هر دو باند مشاهده شده در والد مادري

جدايه كه  23هاي هتروآلليك و  به عنوان جدايه

هاي ژني بررسي شده كاملاً  در تمامي مكان

داراي تنها يكي از باندهاي  - هموزيگوس بودند 

هاي  به عنوان جدايه -مشاهده شده در والد مادري

 ).2جدول (هموآلليك دسته بندي شدند 

  

هموكاريون بر اساس  هاي بندي جدايه گروه

  فاصله ژنتيكي

، IM008از هر يك از نژادهاي تجاري 

Holand-737  وCanada-10 7و  8، 8، به ترتيب 

به منظور محاسبه سطح . هموكاريون به دست آمد

ها از تنوع ژنتيكي بين هر يك از اين جدايه

ماتريس فاصله ژنتيكي استفاده شد و دندروگرام 

، تشابه SSRهاي  بر اساس داده. ترسيم گرديد

تا  5/0بين  IM008هاي نژاد  ژنتيكي جفت نمونه

و در  9/0تا  5/0بين  Holand-737نژاد  ، در1

سطح . متغير بود 9/0تا  4/0بين  Canada-10نژاد 

جدايه هموكاريون نيز با  23تنوع ژنتيكي بين

استفاده از ماتريس فاصله ژنتيكي محاسبه گرديد، 

متغير  1تا 3/0ها بين  تشابه ژنتيكي جفت نمونه

  ).3شكل(بود 

  

  



 )1393 زمستان، 4، شماره 6دوره (مجله بيوتكنولوژي كشاورزي 

٢٩ 

 

  .SSRدهي و نشانگرهاي ون ميوهنتايج خلاصه شده آزم  -2جدول 
Table 2- Summation results of Fruiting test and SSR markers. 
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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 

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     
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A) B)  

C)   D)  

دهي  يكي از تكرارها داراي اندام ميوه) Bدهي كامل در دو تكرار،  ميوه) A :دهي نتايج آزمون ميوه - 1شكل 

دهد كه در هيچ يك از تكرارها اندام  اي را نشان مي جدايه) Cباشد،  كامل و تكرار ديگر داراي ميوه ريز مي

باشد به  يار ضعيفي برخوردار مياي كه ميسليوم آن از رشد بس جدايه) Dدهي توليد نكرده است، در  ميوه

  .حدي كه قادر به سفيد كردن كامل خاك پوششي نبود
Figure 1- Fruiting results: A) full fruiting in two replicates, B) whole fruiting body in 

one replicate and in the other replicate had small fruit, C) this showed one isolate that it 

did not generate fruiting body in none replicates, and D) this showed one isolate that it 

grow weekly even it is not able to grow on casing soil. 

  

بررسي احتمال خطا در تشخيص هموكاريوني 

  مورد مطالعه SSRبا كمك نشانگرهاي 

 SSRجفت آغازگر  10در اين مطالعه تعداد 

كرموزوم  9مورد شناسايي قرار گرفتند كه بر روي 

 .Aكرموزوم هاپلوئيد قارچ  13مختلف از 

bisporus ها  تمامي كرموزوم. شناسايي شدند

هريك حامل يك نشانگر بودند و تنها 

فاقد نشانگر  13و  10، 5، 4هاي  كرموزوم

 SSRاز آنجايي كه نشانگرهاي . شناخته شدند

 13كرموزوم از  9قيق مورد بررسي در اين تح

دادند،  كرموزوم هاپلوئيدي اين گونه را پوشش مي

توان دريافت كه حضور تنها يك شاهد بر  مي

) ظهور دو باند(كاريوني نمونه مورد بررسي  دي

. منجر به اثبات هتروكاريوني نمونه خواهد بود

كرموزوم پوشش داده شده  9اين امر حداقل در 

ازگر بكار گرفته آغ 10در اين پژوهش بوسيله 

ليكن در صورت عدم . شده قابل اثبات است

ظهور تك باند در (كاريوني  ظهور شاهدي بر دي

اگر چه هتروكاريوني نمونه قابل ) تمام موارد

اما همچنان ممكن است  ،اثبات نيست

هتروكاريوني در چهار كروموزوم ديگر قابل اثبات 

بعلاوه در خصوص هموكاريوني نمونه نيز . باشد

با اين حال شواهد . توان تصميم قطعي گرفت نمي

بيشتري براي هتروكاريوني نمونه نسبت به 

گيري در  هموكاريوني وجود دارد و احتمال نتيجه

نه حتي با فرض خصوص هموكاريون بودن نمو
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برابري احتمال ظهور تك باند و دو باند در هر 

مقدار خطا در . بيشتر خواهد بود) ½:  ½(جايگاه 

اي به  گيري با توجه به توزيع دو جمله اين تصميم

  :صورت زير قابل محاسبه تقريبي است

 
(a+b)
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برابر است با احتمال ظهور دو   aكه در آن 

برابر است با احتمال ظهور  bو ) كاريوني دي(باند 

كه با فرض فوق هر يك ) هموكاريوني(تك باند 

 .گيريم در نظر مي½را معادل 

هاي با در نظر گرفتن هر يك از كروموزوم

ناليز ماركري محاسبه احتمال مشخص شده در آ

اي نيازي به ضرايب فوق در توزيع دو جمله

  :نداشته و برابر است با

 

1a
4
b

9
+4a

3
b

10
+6a

2
b

11
+4a

1
b

12
= (½)

4
 (½)

9
+4(½)

3
 (½)

10
+6(½)

2
(½)

11
+4(½)

1
(½)

12 
= 0.00183 ≈ 

0.18% 
  

 ،لازم به ذكر است كه بر اساس منابع موجود

موكاريوني تمايل به هتروكاريوني حتي بيش از ه

-و اين سبب مي) May& Royse, 1982(است 

گيري كه  شود كه احتمال خطا در اين تصميم

نمونه مورد بررسي هموكاريون بوده است حتي به 

كمتر از اين مقدار تقليل يافته و با احتمال بالاتري 

نسبت به قطعيت  –درصد  8/99حتي بيش از  –

 10هموكاريون پس از اجراي آزمايش با اين 

  .آغازگر دست يابيم

  

  
سايز : M بر روي  ژل پلي اكريل آميد، AbSSR 36الگوي باندي ايجاد شده توسط آغازگر  -2شكل 

  .هاي تك اسپور جدايه: Nشاهد هتروكاريون،   20bp،:Pماركر 
Figure 2- Banding patterns were generated by AbSSR 36 primer on polyacrylamide gel, 

M: DNA ladder 20 bp, P: Heterokaryon Control, N: Single-spore isolates. 

 

200 bp 

N M P 
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با  A. bisporusجدايه هموكاريون قارچ   23براي  UPGMAدندروگرام ترسيم شده با روش  -3شكل

  .SSRاستفاده از نشانگرهاي 
Figure 3- UPGMA dendrogram presentation for SSR markers differentiation of 23 

homokaryon isolates of A. bisporus. 

  

  بحث

مورد استفاده  SSR هر يك از نشانگرهاي

در مطالعه حاضر، تنها داراي يك جايگاه در 

باشند، در نتيجه  مي A. bisporus سراسر ژنوم

از هر يك از نشانگرهاي مورد  رفت انتظار مي

استفاده، دو باند قابل امتيازدهي در والد 

دري كه به عنوان شاهد در نظر هتروكاريون ما

دو  اين گرفته شده بود حاصل شود كه حضور

وجود دو هسته غيرخواهري در  دهندهباند نشان

هر واحد سلولي و ظهور تك باند نشان از حضور 

يك نوع هسته خواهري در هر واحد سلولي نتاج 

نيز كه در جداسازي  RAPDنشانگرهاي  .باشد مي

اند كاهش تعداد باند را ها استفاده شدههمكاريون

هاي مستعد هموكاريون نشان دادند ولي در جدايه

ها ها از هتروكاريوناحتمال جداسازي هموكاريون

درصد گزارش شده است  RAPD 90  در نشانگر

)Kavousi et al. 2008(  درحالي كه در مطالعه

 99با احتمال بالاي  SSRحاضر نشانگرهاي 

نمايد و تكرار ص ميها را مشخدرصد هموكاريون

  . پذيري بالايي نيز دارند

دهي بر اين  با توجه به اينكه آزمون ميوه 

هاي  اساس استوار است كه ميسليوم

هموكاريوتيك عقيم بوده و اندام باردهي توليد 

كنند و ميسليوم هتروكاريوتيك بارور بوده و  نمي

 ,.Kerrigan et al(كنند  اندام باردهي ايجاد مي

1992; Khush et al, 1992( در نتيجه انتظار ،
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هايي كه اندام  رفت طبق اين آزمون جدايه مي

اند، هموكاريون باشند و  باردهي حاصل نكرده

ها اندام باردهي تشكيل شده  هايي كه در آن جدايه

است هتروكاريون باشند اما با مقايسه نتايج آزمون 

مشخص SSR دهي و نتايج حاصل از نشانگر  ميوه

كه اين دو نتايج با يكديگر مغايرت دارند گرديد 

دهي،  ها كه در آزمون ميوه چرا كه برخي از جدايه

ها صورت گرفته بود و گمان  دهي كامل در آن ميوه

ها هتروكاريوتيك باشد، در  رفت ميسليوم آن مي

ها، در تمامي  متناظر آن SSRالگوي باندي 

برخي . آلليك بودندها به صورت همو جايگاه

دهي، اندام  ها كه در آزمون ميوه از جدايهديگر 

دهي توليد نكردند و به عنوان جدايه  ميوه

هموكاريوتيك در نظر گرفته شدند، در نتايج 

هاي بررسي شده  ايگاه، در تمامي جSSRنشانگر 

آغازگر بصورت كاملاَ هتروآلليك  10ها با آن

اين نتايج بيانگر اين واقعيت است كه . بودند

، علاوه بر SSRدهي برخلاف نشانگر  آزمون ميوه

گير و پرهزينه بودن، داراي دقت چنداني نيز  وقت

 ,Kerrigan et al., 1992; Khush et al(باشد  نمي

1992.( 

طح پلوئيدي كه عواملي به جز س از آنجايي

 شرايط محيطي و و سازگاري آميزشي

توانند  ها مي هموزيگوسيتي موجود در برخي مكان

اي كه امكان  ثر بگذارند به گونهدهي ا بر ميوه

دهي  دهي هموكاريوتيكي و عدم ميوه ميوه

توان بر نتايج  هتروكاريوتيكي وجود دارد پس نمي

اين  SSRدهي استناد كرد ولي نشانگر  آزمون ميوه

دو نوع نتاج را با قطعيت بسيار بالا از همديگر 

دهنده توانمندي اين  كند، كه نشان متمايز مي

فكيك ارقام هموزيگوس و نشانگر در ت

  .باشد هتروزيگوس از يكديگر مي

هر سه نژاد تجاري استفاده شده در اين 

مطالعه، به ازاي هر آغازگر داراي الگو و طول باند 

مشابه با يكديگر بودند، كه نشان دهنده شباهت 

درصد زيادي از . باشد اين نژادها با يكديگر مي

ي به يكديگر ا ها نيز تا اندازه نتاج حاصل از آن

شبيه هستند و الگوي باندي شبيه والد خود را 

هر چند برخي نتاج در اثر تغييرات . دهند نشان مي

اور  ، وقوع كراسينگكروموزومي حين تقسيم ميوز

هاي كروموزومي داراي درصد شباهت  و جابجايي

  . باشند پاييني با يكديگر مي

نشان داد كه نه تنها از  نتايج تجزيه كلاستر

هاي درون  نژادي بلكه از تلاقي هاي برون قيتلا

توليد هيبريد استفاده كرد  برايتوان  نژادي نيز مي

هاي تك اسپور يك نژاد نيز  زيرا بين جدايه

تفاوت و فاصله وجود دارد به طور مثال 

داراي تشابه  IM008از نژاد  4و  2هاي  جدايه

توان اين دو جدايه را  باشند كه مي مي 5/0ژنتيكي 

راي تشكيل هيبريد در تلاقي شركت داد، چرا كه ب

هر چه دو هموكاريون از شباهت كمتري با 

يكديگر برخوردار باشند امكان رسيدن به يك 

  .هيبريد برتر بيشتر خواهد بود
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Abstract 

Interspecies hybridization is considered as the most important tools for improving 

genetic characteristics of Agaricus bisporus, which require having compatible homokaryons 

to cross. One challenge is low percentage of homokaryons among the basidiospores because 

of the secondary homothalism of this mushroom. Therefore, selection and confirmation of 

homokaryons among single spore isolates has always been involved with laborious efforts and 

researchers struggle with it. In this study, we attempted to develop a high-throughput method 

with high accuracy for screening and confirmation of homokaryons. We used 10 SSR markers 

-that represented nine linkage map groups of Agaricus bisporus-. Of 71 isolates, several 

isolates showed two bands as the same as those that heterokaryotic parents did, while some of 

them showed only one band. We were able to divide the isolates into two main groups: 

homoallelic and heteroallelic. The homoallelic group included 23 isolates that were 

monoallelic in the whole sites; which were thus confirmed as homokaryons. Further, the 

findings of the molecular markers were compared to the observations of a fruiting test. The 

results revealed that isolates that were confirmed by SSR to be heterokaryotic did not produce 

fruit bodies in the fruiting test. These findings obviously suggested that fruiting tests are less 

reliable than SSR markers. Genetic variation among 23 putative homokaryons was also 

calculated with the NTSYSpc software. The genetic similarity was variable between 0.3-1 

among the isolates. The isolates were divided into two main groups by dendrogram. The 

results showed that these 10 SSR markers are able to detect homokaryons with a probability 

rate over 99 percent. 

Key words: white button mushroom, homokaryon, heterokaryon, microsatellite marker, 

hybrid. 
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