
 
  قارچ نژاد دورگ جدیددیتولو  هاونیهموکار يغربالگر

 ریزماهوارهنشانگر با استفاده از ) Agaricusbisporus( دیسف يا دکمه 

  
  4جواد جانپور -3فرج اله شهریاري - *2محمد فارسی -1سیده مرضیه نوراشرف الدین

  01/03/1396 تاریخ دریافت:
  01/05/1396تاریخ پذیرش: 

 
  چکیده

ترین قارچ خوراکی در ایران و دنیا است، اما بهدلایلی از جملـه اسـتفاده از نژادهـاي کـم     ) رایجAgaricusbisporusاي سفید (قارچ خوراکی دکمه
از حاصـل   F1یـد نـژاد   تولي،به نژادهاي باشد. یکی از برنامهیا میدر دنآن  محصول وپسروي نژادي، عملکرد این قارچ درکشور کمتر از متوسط عملکرد

 A15اسپور کند رشـد از نـژاد   جدایه تک160باشد. در این مطالعه ابتدا هاي هموکاریون میمستلزم در اختیار داشتن جدایهها است که یزش هموکاریونآم
بـارز ریزمـاهواره   گر هـم از نشـان  ،ي بعـد نمونه بررسی و انتخاب شدند. در مرحله 18هاي مورفولوژیک، از بین آنها جداسازي شد و سپس براساس ویژگی

)SSR( هـاي مـورد آزمـایش نیـز     هاي شاهد مادري داراي چندشکلی بودند براي نمونهها استفاده شد. ده آغازگر که در نمونهجهت شناسایی هموکاریون
رفتند و هفت جدایه که در تمامی ها براساس حضور و عدم حضور باندهاي چندشکل در دو گروه کلی هتروآللیک و هموآللیک قرار گاستفاده شدند. جدایه

ي هموکاریون در نظر گرفته شدند. به منظور محاسبه سطح تنوع ژنتیکی بین هاي بررسی شده الگوي باندي تک باند نشان دادند به عنوان جدایهجایگاه
و دنـدروگرام مربوطـه ترسـیم گردیـد. تشـابه      محاسبه شد NTSYSpcافزار جدایه هموکاریون به دست آمده، ماتریس فاصله ژنتیکی با استفاده از نرم 7

هـا جهـت   با بیشترین فاصله ژنتیکی نسـبت بـه سـایر نمونـه     8و  4 هاي شمارهي بعد نمونهمتغیربود. در مرحله67/0تا  17/0ها بین ژنتیکی جفت نمونه
ایش ناگهانی در رشـد و تولیـد میسـلیوم هـوایی در محـل      بود که با افز N1تشکیل هیبرید در تلاقی شرکت داده شدند. نتیجه این تلاقی، تولید هیبرید 

  الحاق همراه بود که در مقایسه بـا والـدهاي هموکـاریون، سـرعت رشـد بیشـتري داشـت. در ادامـه، جهـت تأییـد مولکـولی هیبریـد حاصـل، واکـنش              
PCR-SSR  با استفاده از یک پرایمر(AbSSR 45) د رفت در هیبریانجام گرفت. همانطور که انتظار میN1 ي شـاهد هتروکـاریون، دو   همانند نمونه

باشد. نتایج نشان دادند که با استفاده از نشانگر ي غیرخواهري در هر واحد سلولی آن میي وجود دو هستهدهندهباند قابل امتیازدهی حاصل شد که نشان
SSR آغازگر دست یافت و به این ترتیـب از آنهـا در    10آزمایش با درصد نسبت به قطعیت هموکاریونی پس از اجراي  8/99توان با احتمالی بیش از می
 هاي اصلاحی جهت تولید هیبرید بهره برد.برنامه

  
  هتروکاریون ،بارزشانگر همن تنوع مورفولوژیکی، تنوع ژنتیکی،: ها کلیدواژه

  
    4 3  2  1 مقدمه
ــارچاز م ــان قـ ــه یـ ــارچ دکمـ ــوراکی، قـ ــاي خـ ــفید هـ اي سـ

)Agaricusbisporusترین قارچ خوراکی در ایران و دنیا اسـت  ) رایج
ي اخیر بـه دلیـل ارزش غـذایی و دارویـی زیـادي کـه       ها سالدر که 

) توجه زیادي بـه تولیـد و پـرورش آن معطـوف     48و1،11،32،45دارد(
                                                             

نـژادي  به ترتیب دانشجوي دکتري و استادان گروه بیوتکنولـوژي و بـه   -3و  2، 1
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در شده است، اما عملکرد این قارچ درکشور کمتر از متوسط عملکرد آن
). یکی از دلایل مهم این کاهش عملکرد، اسـتفاده از  10باشد(یا میدن

).یکی از راه51و11،18باشد(می5نژادينژادهاي کم محصول وپسروي 
ي بـه منظـور حفـظ و    به نژادهایهاي غلبه بر این مشکل تداوم برنامه

).از 11 و10باشـد( بهبود نژادهاي مادري و تولیـد نژادهـاي جدیـد مـی    
هـا  یـزش هموکـاریون  از آمحاصـل   F1ید نژاد تولها، جمله این برنامه

هـاي اصـلاحی   رین روشتاست که مزایاي زیادي دارد و یکی از مهم
ــارچ  ــت (A. bisporusق ــلیوم 11و  5،6اس ــازي میس ــاي ).جداس ه

ها یک هایموفق بین هموکاریونیید تلاقیو تأیص و تشخهموکاریون 
آید، اما  یحسابم بهشرط ضروري براي تولید یک نژاد هیبرید برتر  یشپ

                                                             
5- Degeneration 
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اي از نـوع هموتالیـک   ي زنـدگی قـارچ دکمـه   با توجه به اینکه چرخه
هاي مورفولوژیکی هاي سنتی مانندتفاوتویه است، استفاده از روشثان

و آیزوزایمی به دلیل تأثیرپذیري از محیط، براي انجام این کار کـارایی  
یربراي اخ يدردودهه).بنابراین 46 و42،43، 31، 19،27لازم را ندارند (

از هـاي خـوراکی   ها در قـارچ مطالعات ژنتیکی و جداسازي هموکاریون
ــدمولکـــول ينشـــانگرها  وRFLP1)5( ،RAPD2 )21 ،35 ،53ی ماننـ

58(،ITS )29،(AFLP3 )2 ،16 ،3055 و،(ISSR4)38 ،3940و (
  ).28و 24، 13، 12 ،5، 3شده است(استفاده SSR5و

نشـانگر هـم بـارز    از بین نشانگرهاي مولکولی فـوق، اسـتفاده از   
SSRبا آن نیز ها موفقیت آمیزتربوده و کار جهت جداسازي هموکاریون
) نشـان دادنـد   3). بیراتی و همکاران (59 و44،47،49،57تر است(ساده

هـاي مورفولـوژیکی از   که استفاده از این نشانگر در مقایسـه بـا روش  
اطمینان بیشتري برخوردار است و همچنین کارایی خوبی در جداسازي 

دارد. A. bisporusاي ها در قـارچ دکمـه  ها از هتروکاریونهموکاریون
قـارچ   DNAرا از  SSRنشـانگر   33)12همچنین فولگن و همکاران (

A. bisporus   شناسایی کردند و پس از استفاده جهت شناسـایی نـژاد
اي در این قارچ، این نشانگر را تجاري و بررسی تنوع ژنتیکی بین گونه

  اي، مناسب و کارآمد دانستند. جهت آنالیز ژنتیکی قارچ دکمه
هـاي اصـلی   پرمحصـول یکـی از اولویـت    تولید نژادهاي جدید و

هاي گذشـته  هاي اصلاحی قارچ خوراکی است. با اینکه در سالبرنامه
)، اما همچنـان نیـاز   15 و10سه نژاد هیبرید درکشور تولید شده است (

بـه نژادهـاي پرمحصـول جهــت افـزایش تولیـد و میـزان ســودآوري       
شود. در ایـن پـژوهش بـا اسـتفاده از     واحدهاي تولید قارچاحساس می

جداسـازي  A. bisporusقـارچ   هاي هموکـاریون جدایه SSRنشانگر 
شده و به منظور تولید بذر هیبرید با یکدیگر تلاقی داده شـدند و یـک   

  نژاد تجاري جدید تولید گردید.
  

  هامواد و روش
-از مرکـز زیسـت   A15اي سفید، نژاد کلاهک مادري قارچ دکمه

هاي خوراکی جهاد دانشگاهی مشـهد تهیـه گردیـد.یک    قارچآوري فن
ي زیرکلاهک آنهـا بسـیار کشـیده و    عدد قارچ رسیده و تمیز که پرده

زیـر کلاهـک حـذف     نازك شده بود، انتخـاب وقسـمت پایـه و پـرده    
گردیدند. کلاهک روي کاغذ صافی سترون، در یک پتري قرار گرفتـه  

ساعت اسـپورها بـه    72ز گذشت و با یک بشر سترونپوشانده شد. بعد ا
روي کاغذ صافی منتقل شدند. یک مایع تعلیقی غلیظ از اسپورها تهیه 

 15000و با استفاده از یک لام گلبول شمار، غلظت اسـپورها بـر روي   
                                                             

1- Restriction Fragment Length Polymorphism 
2- Random Amplification of Polymorphic DNA 
3- Amplified fragment of Length Polymorphism 
4- Inter Simple Sequence Repeat 
5- Simple Sequence Repeat 

میکرولیتـر از آن، بـه ظـرف پتـري      300لیتـر تنظـیم و   اسپور بر میلی
ندن منتقل شـد. بـراي بـه حـداقل رسـا      PDA6محتوي محیط کشت 

لیتـر  میکروگرم بر میلـی  40آلودگی باکتریایی از جنتامایسین با غلظت 
درجـه   24استفاده شد. ظروف به اتاقک رشد منتقل و در درجه حرارت 

گراد نگهداري شدند.بعد از گذشـت سـه تـا چهـار روز از زمـان      سانتی
کشت اسپورها، بررسی روزانه وضعیت رشد اسپورها به صورت چشمی 

-هتابی و یا با استفاده از میکروسکوپ، انجام گرفت. تـک در زیر نور م
اسـپورهاي کنـد   اسپورهایی که رشد سریعی داشتند حذف شدند و تک

 -رشدتر به ظروف  پتري جدید حاوي محیط کشت عصاره کمپوسـت  
گراد نگهداري شدند. درجه سانتی 24)انتقال و در دماي CE/A(  7آگار

). 21 و10اولیه در نظـر گـرفتیم (  این کشت را به نام کشت تک اسپور 
هاي تک اسپور مورد مطالعه به مدت یک قطر پرگنه هر یک از ایزوله

 CE/CYMاي بـه طـور مـنظم در محـیط     ماه و به فواصل یک هفته
درجـه   24ها در اتاقک رشد بـا دمـاي   ). نمونه2گیري شد (شکلاندازه
گیـري  گراد نگهداري شدند. یک هفتـه پـس از کشـت، انـدازه     سانتی

هـا در  هاي تک اسپوري شروع شد و در نهایتپرگنـه سرعت رشد جدایه
  سه کلاس تند رشد، رشد میانه و کند رشد طبقه بندي گردیدند.

 CEاسپوهاي جداسازي شده در محیط کشت مـایع  میسلیوم تک
همراه با  CTABبا روش  DNAروز کشت شد. استخراج  25به مدت 

ي ژنـومی  DNA). مقدار و کیفیت 52 و9، 7تغییرات اندکی انجام شد(
 10توسط الکتروفورز و اسپکتروفتومتر بررسی شـد. در ایـن پژوهشـاز    

در  PCR)اسـتفاده گردیـد و واکـنش    12(1آغازگر ذکر شده در جدول 
اسپورهاي جداسازي شده و نمونه مادري میکرولیتر براي تک 20حجم 

نیـاز جهـت   (شاهد هتروکاریون)انجام شد.چرخه حرارتی و مواد مـورد  
درجـه   94سازي اولیه در دمـاي  شامل سه دقیقه واسرشتPCRانجام 
 94سـازي در دمـاي   ثانیـه واسرشـت   30چرخه شامل  34گراد، سانتی

ــه مــدت  درجــه ســانتی ــراد، اتصــال آغــازگر ب ــاي  30گ ثانیــه در دم
 30) و1گـراد (جـدول   ) درجه سانتی52-58اتصالمربوط به هر آغازگر (

گراد و گسترش نهایی به مدت درجه سانتی 72ي ثانیه گسترش در دما
گراد بود.براي بررسی نتایج آزمـون  درجه سانتی 72دقیقه در دماي  10

PCR)هـاي تکثیـر   ). براساس مکان12نیزژل آگارز دو درصد تهیه شد
و  عدم حضور بانـد بـا    "1"شده توسط هر جفت آغازگر، حضور باند با 

جهت تجزیه  Excelورود به محیطها پس از امتیازدهی شد. داده "0"
منتقـل شـدند و از روش    NTSYSpc (2.02 e)و تحلیل به نرم افزار 

UPGMA         بـراي آنـالیز فاصـله ژنتیکـی اسـتفاده گردیـد. در نهایـت
ماتریس شباهت ژنتیکی با استفاده از ضریب تعیـین جاکـارد محاسـبه    

هاي هموکاریون شد.با استفاده از نتایج ماتریس شباهت ژنتیکی، جدایه
دور از هم جهت بدست آوردن هیبریـد بهتـر، انتخـاب و بـا یکـدیگر      

                                                             
6- Potato Dextrose Agar 
7-Compost  Extract  Agar 
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هاي تک اسپور در کنـار  تلاقی داده شدند.این عمل با قرار دادن جدایه
هـا در  یکدیگر در داخل یک محیط کشـت صـورت گرفـت. میسـلیوم    

محل تلاقی رشد دو میسلیوم، تشکیل هیبرید داده و هیبریداسیون بـا  
  الف). -6تایید گردید(شکل  SSRگرکمک نشان

  
 مورد استفاده  SSRيآغازگرها ستیل-1جدول 

Table1-Used SSR Primers List  
 دماي اتصال

Annealing temperature  
 C)°( 

 توالی نوکلئوتیدي
Sequence (5→̍3̍)  

 آغازگر
Primer 

52  F*- TTTGGGATGTGACCAGACTT 
R-AACGTTGGGTTCAATGAAAA  

AbSSR 23 
 

52  F-CACCTTACACGGCCATTGAT 
R-AAAACTTCGGGCATTTCCTT  AbSSR45  

52  F-ACCTCAACGATTCCAACGAC 
R-TCCATAAACACCCCTTCTCG  AbSSR65  

57  F-ACAAGAAGGGGAGGATTGAG 
R-ATAGTCGCGTAACCCCTCTT  AbSSR09  

58  F-ACCACATTCTGGAAAACGAA 
R-TTAATGCTCTTGGCTTCGAC  AbSSR06  

56  F-CTGGATATGGGGAGATGTGG 
R-ATTGGACCAGCCAAAGACAC  AbSSR63  

52  F-GTTGGTCACGAACTCATGCT 
R-CCCAATCACCTCCTTGTGT  AbSSR62  

52  F-ATGTCGAGGAGGAGGAGGAT 
R-AGGGAGAGGGAGAGGGATTT  AbSSR58 

58  F-ACAACAACCGCCACCACCAT 
R-CAGGCGTATATCGCTGTTGCTG  AbSSR04 

55  F-CGTTGATGGAGTTGACTGAG 
R-ACAACAAAATCGTCGTGAGG  AbSSR36 

F= Forward primer, R= Reverse primer* 
  

  نتایج و بحث
در این پـژوهش از تـک اسـپورها بـه     تندش بازیدیوسپورها:

هـا اسـتفاده شـد زیـرا بـر اسـاس       عنوان منبع جداسازي هموکـاریون 
هاي گذشته تک اسپورها یک منبع مناسـب بـراي ایـن کـار     پژوهش

). پـس از گذشـت ده روز از   26 و25، 24، 23، 22شـوند ( محسوب می
، تندش بازیدیوسپورها آغاز شـد  PDAکشت اسپورها در محیط کشت 

برابر عدسی شیئی)، قابل 10نمایی و با مشاهدات میکروسکوپی (بزرگ
ته پس از کشت اسپور، بررسی و جـدا  ). تا دو هف1مشاهده بود (شکل 

اسـپور کنـد   جدایه تک 160اسپورها ادامه یافت و در نهایت کردن تک
  به دست آمد.A15رشد از نژاد 

اي سفید، معمولاً اسپورهاي در فرآیند کشت اسپورهاي قارچ دکمه
زنند و با توجه به اینکه نرخ رشد کلونی ها زودتر جوانه میهتروکاریون
هـایی کـه   تـوان گفـت کلـونی   ) می60زنی مرتبط است (انهبا زمان جو

کنند به احتمال زیاد هتروکاریون هسـتند. در نتیجـه در   زودتر رشد می
ــاریون    ــزینش هموک ــال گ ــزایش احتم ــراي اف ــایش ب ــن آزم ــا، ای ه
 160بازیدیوســپورهایی کــه ســریعتر جوانــه زدنــد، را حــذف کــرده و 

انتخاب  CE/CYMط کشت بازیدیوسپور کند رشد براي انتقال به محی
هاي منفـرد)، شـبکه   اسپورها (پرگنهشدند و یک ماه پس از انتقال تک

اسپور به قدر کافی سطح محیط کشت را فرا گرفت. میسلیومی هر تک
تواند یک معیار اسـتاندارد بـراي تمـایز    ها مینرخ رشد کم هموکاریون

ــاریون ــا از هتروک ــاریون آنه ــین هموک ــد ب ــد.تفاوت رش ــا باش ــه ا و ه
تواند منشأ ژنتیکی داشته باشد و تحـت تـأثیر ژنـوم    ها میهتروکاریون

) نشان دادند که 60). ژو و همکاران (24و 8هسته و میتوکندري است(
 3ها با یک نشانگر بر روي کروموزوم شـماره  نرخ رشد در هموکاریون

) نیـز  8بسـتاید و همکـاران (  مرتبط اسـت.همچنین  A.bisporusقارچ
تواند نرخ رشد در ایـن قـارچ را   که ژنوم میتوکندري می گزارش کردند

  تحت تاثیر قرار دهد.
جدایـه مـورد   160از بـین  هـاي خـالص:   تنوع در میان جدایه

جدایه در کلاس خیلی کند، کند رشد و رشد میانه و بقیـه   53بررسی، 
هایی که در کلاس ).جدایه2درکلاس رشدي سریع قرار گرفتند (جدول

هـاي متعلـق بـه کـلاس     داشتند و همچنین جدایـه رشدي سریع قرار 
اي از خود نشان دادند (احتمالاً سرعت رشد میانه که تیپ رشدي رشته

 18هتروکاریون) حذف شدند. در نهـایتبر اسـاس سـرعت رشـد،تعداد     
دادندبـه عنـوان   ها را تشکیل مـی درصد کل جدایه 11که تقریبا جدایه

-طور معمول فراوانی هموکاریونهموکاریون احتمالی شناحته شدند.به 
باشد، به طوري که کـریگن و همکـاران   ها میها کمتر از هتروکاریون

 .Aدرصد تک اسپورهاي قـارچ   10) نیز گزارش کردند که حدود 23(
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bisporus .رامیسلیوم هموکاریون تشکیل داده است  
  

  
 )×100اي سفید در مراحل اولیه رشد (تک اسپور قارچ دکمه -1شکل 

Figure 1- A single spore ofthe white button mushroom in early stages growth (100×) 
        

هاي مورد هاي موفولوژیکی انجام شده بر روي میسلیومدر بررسی
-هاي رشدي رشـته بررسی، انواع مختلفی از تیپ رشدي از جمله تیپ

).به طور مشابهی در 3ي و نمدي میسلیوم مشاهده شد (شکلاي، پنبه
آزمایشات دیگر محققان، شـکل میکروسـکوپی میسـلیوم و برخـی از     

و 10هاي خالص متفـاوت بـود (  هاي مورفولوژیکیدر بین جدایهشاخص
). این تفاوت نشان از رشد غیرمعمول میسـلیوم نسـبت بـه حالـت     11

  ).17باشد (جارویی می
و بررسـی کیفیـت    DNAکشت مایع میسلیومی، استخراج 

تـک   18مـایع میسـلیومی    ژنومی، کشـت  DNAجهت استخراج آن: 
پـس از گذشـت چهـار     .اسپور انتخاب شده از مرحله قبل انجام گرفت

هـا  اي سطح محیط کشت اکثر شیشههفته، پرگنه میسلیوم قارچ دکمه
-در نمونه .بودند DNAجهت استخراج ها آماده برداشترا پرکرد ونمونه

گذشـت رنـگ میسـلیوم    هایی که بیش از چهار هفته از کشت آنها می
توانـد تحـت تـاثیر مـواد     اي شـدن مـی  شد، که این قهـوه اي میقهوه

هـاي تولیـد کننـده    فنولیکی تولیدشده توسط میسلیوم یا فعالیت آنزیم
آنهــا بــه ) کــه فعالیــت 20فنــل اکســیداز باشــد(رنــگ از جملــه پلــی

-محــیط کشــت درطــول زمانرشــد میســلیوم حســاس مــیpHتغییــر
ها حداکثر ظرف مـدت  ).براي رفع این مشکل، میسلیوم جدایه36باشد(

  سه هفته براي استخراج استفاده شدند. 

  

  
ته پس از کشت. الف) جدایه کند رشد ب) جدایه داراي رشد اي سفیددو هفهاي تک اسپور قارچ دکمهتنوع سرعت رشد پرگنه جدایه-2شکل

 متوسط ج) جدایه داراي رشد سریع
Figure 2-Variation in growth rate of single spore isolates of the white button mushroom two weeks after the cultivation .a) 

Slow growing strain, b) Medium growingstrain c) Fast growing strain  
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 A. bisporusهاي تک اسپوردر تعیین سرعت رشد جدایه -2جدول
Table2- Determining the growth rate of single spore isolates of the A. bisporus 

 هافراوانی نسبی ایزوله
The relative frequency of isolates  

 هاتعداد جدایه
The number of isolates  

 کلاسنوع 
The type of class  

 میانگین سرعت رشد در هفته
The average growth rate for the week  

3.12  5 
 

  خیلی کند رشد
slow growthVery 

 مترمیلی 3کمتر از 
Less than 3mm  

 کند رشد  15  9.37
Slow growth  

 مترمیلی 6و کمتر از  3مساوي 
3 to 6 mm  

 رشد میانه  33  20.62
Moderate growth  

 مترمیلی 9و کمتر از  6مساوي
6 to 9 mm  

 رشد سریع  107  66.87
Fast growth  

 مترمیلی 9بیشتر از 
Higher than 9 mm  

 جمع کل         100                                            160
Total  

  

  
  ايپنبهرشد  از لحاظ تیپ رشدي پرگنه. الف) A.bisporusهاي تنوع  جدایه- 3شکل

 يرشد نمداي  د) اي و در انتهاي میسلیوم به صورت پنبهاي ج) رشد رشتهب) رشد رشته
Figure 3-Variation ofA.bisporusisolates in terms of colony growth type, a)Apprised,  b)Strandy, c) Strandyand at the end 

apprised, d) Appressedconcentric ring  
  

ي بدست آمده را تا حـد زیـادي   DNAاین تغییر کوچک، کیفیت 
رشد انتخـاب  هاي کنداز جدایه DNAافزایش داد. راندمان استحصال 

هتروکاریون انتخاب ي در مقایسه با نمونه DNAشده جهت استخراج 
سرعت رشد پـایین  شده به عنوان شاهد بسیار پایین بود که با توجه به 

شـود  هاي هموکاریون قابل توجیه می باشد، بنابراین توصیه مـی نمونه
در مطالعات بعدي از چند تکرار کشت مایع بـراي هـر نمونـه اسـتفاده     

مـورد نیـاز بـه     DNAشود تا حجـم میسـلیوم افـزایش پیـدا کنـد و      
  مقدارکافی به دست آید.

-با مشاهده: پوراسي تکجدایه 18تغییرات الگوي باندي درمیان 
ي نتایج حاصل از ژل آگارز، مشخص شد کـه هریـک از آغازگرهـاي    

استفاده شده در والد هتروکاریون که به عنوان شـاهد، در نظـر گرفتـه    
هـاي  باشند. در سایر نمونـه شده بود داراي دو باند قابل امتیازدهی می

 ها الگـوي بانـدي شـبیه والـد هتروکـاریون     مورد مطالعه، برخی نمونه
و برخی دیگر تنها یکی از دو باند والـدي را دارا   –حضور دو باند –خود

، 3هاي دیگـر همخـوانی دارد(  بودندکه با نتایج بدست آمده از پژوهش
ها حاصل ازجدایه 45AbSSR) الگوي باندي آغازگر4). شکل (50و37

ي ژنتیکی ارائه شـده توسـط فوئولونـگ و    طبق نقشه.دهدرا نشان می
اسـتفاده شـده در ایـن     SSR)، هر یـک از نشـانگرهاي   13همکاران (

-مـی  A. bisporusآزمایش، تنها داراي یک جایگاه در سراسر ژنـوم  
رود به ازاي هر نوع هسته در واحـد سـلولی   باشند، در نتیجه انتظار می
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طریقی که در نتـاج   میسلیوم، یک باند قابل امتیازدهی حاصل شود به
ي متفــاوت، دو بانــد و در نتــاج هتروکــاریون بــا دارا بــودن دو هســته

باشـند، یـک بانـد قابـل     هاي یکسان مـی هموکاریون که داراي هسته
امتیازدهی حاصـل شـود. بـا توجـه بـه همبـارز بـودن ایـن نشـانگر،          

هـا تمـایز داد. نتـایج فـوق     تـوان از هتروکـاریون  ها را میهموکاریون
هـا از  در تشخیص هموکاریون SSRدي بر قابلیت مناسب نشانگر تأیی

  باشد.ها میهتروکاریون

 

 
  : شاهد هتروکاریون،100bp plus ،1: سایزمارکرmبر روي ژل آگارز،  AbSSR 45الگوي باندي ایجاد شده توسط آغازگر  -4شکل        

  اسپورهاي تک: جدایه19- 2 
Figure4 – Banding patterns generated by AbSSR45 primer on agarose gel,m: DNA ladder 100bp plus,  

1: Heterokaryons control, 2-19: Single-spore isolates 
 

رفت از هریـک از نشـانگرها، دو بانـد قابـل     همانطورکه انتظار می
دهی در والد هتروکاریون مادري که بـه عنـوان شـاهد در نظـر     امتیاز 

ي ي وجـود دو هسـته  دهنـده گرفته شده بود، حاصل شـد کـه نشـان   
). بـه منظـور تفسـیر    12باشـد( غیرخواهري در هر واحد سلولی آن می

و عـدم   "1"باندهاي حاصله از هـر آغـازگر، در صـورت حضـور بانـد      
جـه بـه نتـایج خلاصـه شـده      در نظر گرفته شد. بـا تو  "0"حضور باند

ــانگر ــدول (  SSRنش ــود در ج ــده،   18)، از 3موج ــت آم ــه بدس جدای
داشتن  -اي که داراي حداقل یک جایگاه هتروزیگوس بودندجدایه11

هـاي  بـه عنـوان جدایـه    –هر دو باند مشـاهده شـده در والـد مـادري    
هاي ژنی بررسـی شـده   اي که در تمام مکانهتروآللیک و هفت جدایه

داراي تنها یکی از باندهاي مشاهده شده در  -موزیگوس بودندکاملاً ه
بندي شدند. از یازده هاي هموآللیک دستهبه عنوان جدایه -والد مادري

هاي ژنی الگوي بانـدي  جدایه هتروآللیک، هشت جدایه در تمام مکان
ها گونه تنوع آللی در آنمشابه والد هتروکاریون خود نشان دادند و هیچ

جایگاه هتروزیگوس) و یک جدایه در تمـامی   10د (داراي مشاهده نش
هـاي ژنـی بـه جـزء یـک جایگـاه، الگـوي بانـدي شـبیه والـد           مکان

هتروآللیک خود نشان داد (داراي نه جایگاه هتروزیگوس و یک جایگاه 
هموزیگوس) و دو جدایه داراي تعداد متفاوت جایگـاه هتروزیگـوس و   

 هموزیگوس بودند. 
 :هاي هموکاریون بر اساس فاصله ژنتیکیبندي جدایهگروه

اي سـفید مـورد بررسـی    قـارچ دکمـه   A15هفت هموکاریون از نـژاد  
له ژنتیکـی بـین هریـک از ایـن     بدست آمد. به منظور محاسـبه فاص ـ 

ها از ماتریس فاصله ژنتیکی اسـتفاده شـد و دنـدروگرام ترسـیم     جدایه
هـا بـین   ونـه ژنتیکی جفـت نم  ، تشابهSSRهاي گردید. بر اساس داده

  ).4) و جدول(5/. متغیر بودشکل(67/. تا 17
با توجه به نتایج  تأیید مورفولوژیکی و مولکولی دورگ حاصل:

حاصل از ماتریس شباهت ژنتیکی و این موضوع کـه دو هموکـاریون،   
هرچه از شباهت کمتري با یکدیگر برخوردار باشند امکان رسـیدن بـه   

 4هـاي  )، دو نمونه با شماره11 و10یک هیبرید برتر بیشتر خواهد بود(
)، ./17هـا ( با کمترین میزان تشابه ژنتیکی نسبت به سـایر نمونـه   8و 

جهت تشکیل هیبرید در تلاقی شرکت داده شدند. نتیجه ایـن تلاقـی   
باشد کـه بـا افـزایش ناگهـانی در رشـد و تولیـد       می N1تولید هیبرید 

 N1الف).هیبریـد - 6میسلیوم هوایی در محل الحاق همراه بود (شـکل 
شود که در مطالعات آینـده از نظـر   به عنوان یک نژاد جدید معرفی می

  تواند با نژادهاي تجاري موجود قابل مقایسه باشد.عملکرد می
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 SSRنتایج خلاصه شدهارزیابی باندهاي حاصل ازنشانگرهاي -3جدول
Table3-Summary results Evaluation of bands obtained from SSR markers. 

 A15هاي جدایه
A15 isolates 

 تعداد جایگاه هتروزیگوس
No. hetero locus 

 تعداد جایگاه هموزیگوس
No. homo locus  

control=1  10  0  
2  10  0  
3  0  10  
4  0  10  
5  10  0  
6  3  7  
7  10  0  
8  0  10  
9  6  4  
10  10  0  
11  0  10  
12  9  1  
13  10  0  
14  10  0  
15  10  0  
16  0  10  
17  10  0  
18  0  10  
19  0  10  

  

  
 SSRبا استفاده از نشانگرهاي A.bisporusجدایه هموکاریون  7براي  UPGMAدندروگرام ترسیم شده با روش -5شکل

Figure5– UPGMA dendrogrampresentation forSSR markers differention of 7 homokaryon isolates ofA.bisporus 
  

  SSRهاي بر اساس داده A.bisporusجدایه هموکاریون 7ماتریس شباهت ژنتیکی براي -4جدول 
Table 4-The genetic similarity matrix 7 homokaryonisolates (A.bisporus) based on SSR data 

19  18  16  11  8  4  3   
            1  3  
          1  0.6  4  
        1  0.17  0.3  8  
      1  0.6  0.3  0.5  11  
    1  0.3  0.3  0.4  0.4  16  
  1  0.5  0.2  0.2  0.5  0.3  18  
1  0.6  0.3  0.4  0.2  0.5  0.3  19  
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تلاقی دو هموکاریون نشاندهنده این است کـه ایـن دو میسـلیوم    
داراي تیپ آمیزشی متفاوتی هستند در غیر این صورت امکان تلاقـی  

توان این گونه بیان ) پس می45و4،33،34،41ندارد ( بین این دو وجود
کرد که نیاز است در مطالعات آینده به جز مطالعات مـاتریس شـباهت   
ژنتیکی بین دو هموکاریون، تفاوت یـا شـباهت تیـپ آمیزشـی آن دو     

ج) مشـاهده   -6نیزمورد بررسی قرار گیرد زیرا همانطور که در شکل (
هـاي مـورد بررسـی(کهجدا از    شود تلاقـی بعضـی از هموکـاریون   می

آزمایش اصلی صورت گرفت) به دلیل شباهت تیـپ آمیزشـی امکـان    
  نداشت.

در مرحله بعد،با توجه به مشخص بـودن محـل تلاقـی و تفـاوت     
در محـل الحـاق، جداسـازي     N1واضح سرعت رشد میسلیوم هیبرید 

پـذیر بـود و از    هاي مادري به راحتی امکانمیسلیوم آن از هموکاریون
ها واکشت تهیه گردید و با والـدین از نظـر رشـد    محل الحاق میسلیوم

در محـیط   N1رویشی مقایسه شد که مشاهدات نشان داد که هیبرید 
داراي رشد رویشـی مناسـب و سـرعت رشـد بیشـتري در       CEکشت 

تواند تأییدي بر هتروکاریون مقایسه با دو والد هموکاریون است که می
جهت تأیید مولکولی هیبرید حاصل، واکـنش   بودن آن باشد. در ادامه،

PCR- SSR  با استفاده از یک پرایمـر(AbSSR 45)     .انجـام گرفـت
هماننـد نمونـه شـاهد     N1رفـت در هیبریـد   همانطور که انتظـار مـی  

ي دهنـده هتروکاریون، دو باند قابل امتیازدهی حاصل شـد کـه نشـان   
 -6اشد( شـکل بوجود دو هسته غیرخواهري در هر واحد سلولی آن می

  ب).
  

  
: هیبرید N1)در یک پتري جهت تلاقی و گرفتن هیبرید.  8و  4الف )کشت همزمان و مجاور هم دو هموکاریون با بیشترین فاصله ژنتیکی(-6شکل

: ladderبر روي ژل آگارز،  AbSSR 45ده توسط آغازگر ب) الگوي باندي ایجاد ش.(A.bisporus 4×A.bisporus 8)حاصل از تلاقی دو هموکاریون 
  ي ناسازگار تیپ آمیزشیدو نمونه هاي هموکاریون والدي، ج)نمونه 8و 4: هیبرید،N1: شاهد هتروکاریون،100bp plus ،Mسایزمارکر

Figure 6-a)Concurrentculture two homokaryonsof A. bisporuswith the highest genetic distance (4 and 8) in a petri to cross 
and obtaining thehybrid. N1: Hybrid resulting from a cross between two homokaryon (4 × 8).b) Banding patterns were 

generated by AbSSR45 primer on agarose gel, ladder: DNA ladder 100bp plus, M:Heterokaryon control, N1: Hybrid, 4, 8: 
Parental homokaryon samples, c)Two samples with incompatible mating type 

  
 9مـورد بررسـی در ایـن تحقیـق      SSRکه نشانگرهاي از آنجایی
 دادنـد  کروموزوم هاپلوئیدي این گونه را پوشـش مـی   13کروموزوم از 

توان دریافت که مشاهده دو باند در نمونه مورد بررسـی  )، می13و 12(

منجر به اثبات هتروکاریونی نمونه خواهد شد ولی با عدم مشـاهده دو  
کروموزوم،وجــود هتروکــاریونی در چهــار کرومــوزوم دیگــر  9بانــد در

)بـا  3باشد، اما بر اسـاس محاسـبات انجـام شـده(    همچنان محتمل می
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درصـد نسـبت بـه    8/99تـوان بـا احتمـال    ،میSSRاستفاده از نشانگر
 قطعیت هموکاریون بودن یک نمونه با ده آغازگر موجود دست یافت.
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Introduction: Edible white button mushroom (Agaricusbisporus) is the most common edible mushroom in 

Iran and the world. The yield of this mushroom is less than the average of yield in the world because of strain 
degeneration and using strains with low yield. Most of the current hybrids are either identical or very similar to 
the first hybrids. Ongoing breeding programs are exploiting the variability in Agaricus germplasm to produce 
new varieties with better traits including higher yield and resistance to biotic and abiotic stresses. One of the 
breeding programs is F1 production from parental homokaryons crossing. These homokaryonsis were isolated 
among germinated basidiospores on the culture media. During the last decades, various molecular markers based 
on nucleic acid polymorphisms (such as Restriction Fragment Length Polymorphism, Random Amplification of 
Polymorphic DNA, Amplified fragment of Length Polymorphism, Inter Simple Sequence Repeat, Simple 
Sequence Repeat markers) have been used to differentiate homokaryons and heterokaryons. Microsatellites 
consist of short tandem repeat motifs distributed throughout the genome. Microsatellites are usually highly 
polymorphic due to a high degree of variation in the number of repeats among individuals. Microsatellite 
markers are multiallelic and co-dominant and thus tend to be more informative than other marker systems. 
Microsatellite markers have been widely developed in animals and plants and more recently in fungal species. 
The presence of microsatellites in the genome of A. bisporus was previously reported. 

Materials and Methods: In this research, 160 germinated basidiospores were collected from commercially 
cultivated strain A15 and they were grown on compost extract agar (CEA). The mycelial growth rate of these160 
isolates was evaluated at 25°C on CEA medium. 18 isolates with slow growing rate were selected from 160 
isolates. In the next step, co-dominant SSR markers were used to homokaryons detection. Ten SSR primers 
showed polymorphism in parental control samples that were used to this experiment. The isolates were divided 
into two general homoallelic and heteroallelic groups and seven isolates from homoallellic group, which showed 
one-band pattern, characterized as putative homokaryon. Genetic similarity was calculated by NTSYSpc 
software version 2.02 e using UPGMA method. In the next step of experiment, the isolates (4 and 8) had 
minimum genetic similarity that was crossed to produce hybrid. In order to confirm the hybrid formation, PCR-
SSR reaction with a primer (AbSSR 45) was performed.  

Results and Discussions: Basidiospores were collected and allowed to germinate on CEA medium. Putative 
homokaryons were different in colony morphology and growth rate compared to the original heterokaryons. 
Mycelium samples showed different colony morphology including tomentose, apprised and strandy mycelium. 
Different growth rate can be affected by genetic factors in nucleus and mitoconderia. After four weeks, 
mycelium browning was appeared in liquid compost extract medium and created a disturbance in DNA 
extraction. To solve this problem, DNA was extracted from three-week old mycelium. Mycelium browning may 
cause by phenolic compounds produced by mycelium and enzymes that catalyze melanin biosynthesis reactions. 
Ten primers were used to homokaryon isolation. These primers were situated on the 9 linkage groups of 13 
haploid chromosomes. Seven isolates were distinguished as putative homokaryon that showed one-band in all 
primers on the gel electrophoresis. The results of genetic similarity calculation showed that this index was 
variable between 0.17 to 0.67in 7 homokaryon isolates and the minimum genetic similarity (0.17) was observed 
between isolates 4 and 8. These two isolates were crossed and the result of this crossing was N1 hybrid. Also, 
other homokaryon isolates were crossed and mating incompatibility was observed in some of them. According to 
these observations, it is suggested that in future studies, in addition to genetic similarity, sexual incompatibility 
should also be considered. Hybrid N1 produced aerial mycelium and had higher growth rate in comparison to 
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parental homokaryons and similar to heterokaryon control, had two-bands pattern. This two bands pattern 
indicates the presence of two non-sister nucleuse in each cells. Finally, the results showed that SSR marker can 
result to accurate detection of homokaryons. 

Conclusions: The aim of the present study was screening homokaryon isolates of A.bisporus using SSR 
markers to obtain hybrid. Results showed that growth rate of homokaryon isolates were lower than the 
heterokaryons. Since, SSR markers were able to show high polymorphism in the isolates, thus it can be said that 
these markers are suitable to homokaryon screening. Final result of this study is N1 hybrid that can compare to 
commercially cultivated strains. 
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