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  چکیده

این قارچ براي تولیدکنندگان  هاي جدایهپایداري . استاهمیت اقتصادي بالا  با اي رشتهي ها قارچیکی از ، Agaricus bisporusسفید  اي دکمهقارچ 
، کـه  شوند یمکشت غنی تکثیر  ي مکرر بر روي محیطها واکشتصورت  ژادهاي مادري عمدتاً بهندر واحدهاي تولیدي  .قارچ اهمیت بالایی دارد اسپاون و

استفاده از نشانگرهاي مولکولی یکی از . دلایل این موضوع تاکنون ناشناخته مانده است .اشدب یمرشد غیر متعارف و عملکرد ضعیف از پیامدهاي این امر 
براي ارزیـابی تغییـرات ژنتیکـی و کمـک بـه       AFLPدر این مطالعه براي اولین بار از نشانگر تکرارپذیر . شناخت تغییرات ژنتیکی است ارزیابی و يها راه

ي مورد مطالعه از لحاظ سرعت رشد و اسپور تکجدایه  30. استفاده گردید اي دکمهقارچ ) Holland737(جاري برتر نژادي ت اسپور تک هاي جدایهگزینش 
این میـان  ز باند تولید کرد که ا 353 ،جفت ترکیب آغازگري 9 .نمودیید أنیز وجود این تنوع را ت AFLP عملکرد متنوع بودند، وراثت الگوي باندي نشانگر

ییـد  أرا مـورد ت  نژادي این قارچ ي در بهاسپور تکگزینش  یی روشآاین تحقیق، کارنتایج  .صورت چند شکل بودند به اسپور تکیه جدا 19باند در میان  53
، حساسـیت کـافی   AFLPچنین مشخص گردید که نشانگر هم. افزایش عملکرد داشتندنسبت به نژاد مادري  درصد 47طور متوسط  دو جدایه به. قرار داد

  .باشد را دارا میي اسپور تک هاي جدایهندشکلی ژنتیکی براي شناسایی چ
  

   AFLP، Agaricus bisporus ،ياسپور تکگزینش  اي سفیدقارچ دکمه ،تنوع ژنتیکی ،بهبود عملکرد: کلیدي يها واژه
  

      3 12 مقدمه
، ارزش  Agaricus bisporusسـفید  اي دکمـه ی خـوراک قـارچ  

ارزش  2009که در سـال   يا گونه در سراسر دنیا دارد، به زیاديتجاري 
بـه   کینزدی، شمالیی کایمري حاصل از فروش این قارچ فقط در آنقد

هـزار   40چنین کشور ما نیز با تولیـد   دلار بوده است، هم ونیلیم 909
جایگاه هجدهم جهانی تولید این محصول با ارزش را بـه   ،تن در سال

  .)29 و 1( خود اختصاص داده است
 100به ازاي کیلوگرم  18-22قارچ در کشور  متوسط عملکرد این
این قارچ  متوسط عملکرد درصد 70، که حدود کیلوگرم کمپوست است

مین شـرایط  تـأ ، مشکلات مربوط به کمپوسـت، عـدم   باشدمیدر دنیا 
از  4روي نـژادي  استفاده از نژادهاي کـم محصـول و پـس    ،بهینه رشد

بـه کیفیـت    ،اي دکمـه عملکـرد قـارچ   . روند یمشمار  دلایل این امر به
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4- Degeneration 

ي به نژادي طولانی و پرهزینـه  ندهایآفرکه خود طی  میسلیوم مادري
بـه   هـا  ومیسلیمتر این  بیش این با وجود .، وابسته استدیآ یمدست ه ب

دکنندگان اسـپاون و قـارچ، دچـار    علت تکثیر رویشی پیاپی توسط تولی
ي ي رشـد هـا  يناهنجـار ظهور  ،روي نژادي شده که از علائم آن پس

بنابراین استفاده . استو کاهش شدید عملکرد ) ي شدنا پنبه(میسلیوم 
منظور حفظ و بهبـود نژادهـاي مـادري     نژادي به به يها روشمداوم از 

  ).3و  2( باشد یمامري ضروري 
جـه بـه چرخـه زنـدگی ویـژه خـود کـه        سفید با تو اي دکمهقارچ 

د موار رصدد 90صورت هموتالیک ثانویه است، طی تکثیر جنسی در  به
 ـ به خـواهري تولیـد   ر صورت ترجیحی بازیدیوسپورهایی با دو هسته غی
ی به میسلیوم هتروکاریون خودبارور تبـدیل  زن جوانه، که پس از کند یم
موارد بازیدیوسپورهایی با دو هسـته خـواهري    درصد 10و در  شود یم

 ـ جوانهکه پس از  کند یمتولید  خـود عقـیم تبـدیل    ی بـه میسـلیوم   زن
  .)28 و 18، 2( ندشو یم

تواند به دو صورت گـزینش   اي می هاي اصلاحی قارچ دکمه روش
 .ها باشـد  حاصل از آمیزش هموکاریون  F1ها و تولید نژاد هتروکاریون

خـود بـارور    ن، یک میسـلیوم هتروکـاریو  ها ونیهموکاردر اثر آمیزش 
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پس از آزمون عملکـرد  آمیزش هاي حاصل از  میسلیوم ،دیآ یموجود  به
ایـن روش   .رنـد یگ یم ـقرار  تکمیلیات عملکرد آزمایشدماتی، مورد مق
ي اگر چه مزایاي زیادي مانند اسـتفاده از هتـروزیس و قابلیـت    نژاد به

ــازي     ــی جداس ــف را دارد، ول ــاي مختل ــد نژاده ــفات مفی ــب ص ترکی
ي هـا  ونیهموکاري هموکاریون از هتروکاریون و تشخیص ها ومیسلیم

 باشد ر استفاده از این روش اصلاحی میتلاقی یافته دو مشکل عمده د
 ـ ها ونیهتروکارروش گزینش  .)12 و 8، 2( اسـاس تنـوعی   ر ي برتـر ب

ي حاصــل از بازیدیوســپورهاي هتروکــاریون هــا ومیســلیماســت کــه 
ي هـا  نشیگزدر این روش نیز پس از . دهند یمخودبارور از خود نشان 

ات عملکـرد  مایش ـآز، هـا  ومیسلیماولیه و اطمینان از هتروکاریون بودن 
ات متعـدد نشـان   آزمایشکلی طور به. شود یمانجام  تکمیلیمقدماتی و 

 ـ جوانـه ز اي حاصـل  ها ومیسلیمکه  اند داده ها، از نظـر  اسـپور  تـک ی زن
 ـمکلاهـک،   يمورفولوژ، ومیسلیمسرعت رشد، ظاهر  ي و بـارور  زانی

چنـین در مطالعـات   هـم  .)25، 19، 10، 6( باشـند  مـی عملکرد متفاوت 
با عملکرد  هاي جدایه، ها ونیهتروکاري به کمک روش گزینش متعدد

  .)20، 10، 9( مادري خود بدست آمده است بالاتر از نژاد
ــه ــارچ دکم ــفید در ق ــی  ،اي س ــر بررس ــلاوه ب ــوتی ع ــاي فن پی، ه

ــه ــوع ژنتیکــی   نشــانگرهاي مولکــولی متعــددي ب منظــور بررســی تن
 نـوع انـدك  وجـود ت  RFLP1نشـانگر  . بازیدیوسپور به کار رفته است

اي سـفید را   در میان بازیدیوسپورهاي قـارچ دکمـه  ) درصد 5تر از  کم(
گیـر،   نشـانگر وقـت  ایـن  بـا ایـن وجـود اسـتفاده از      ،نشان داده است

بـه   RAPD2چنـین از نشـانگر    هـم  .باشـد  کننده و پرهزینه می خسته
ایـن   ،اسـت  این قارچ استفاده شده اسپور تکمنظور ارزیابی تنوع نتاج 

از چنـین   هـم . )7 و 5، 1(داراي تکرار پذیري پایینی اسـت  نیز نشانگر 
براي شناسایی نژادهاي تجاري و نمایش  ISSR4و SSR3 نشانگرهاي

  .)15و 14( شده استاي استفاده  تنوع درون قارچ دکمه
معرفی شد و به دلیل عدم نیاز  1995در سال AFLP5نشانگرهاي 

 ـبه اطلاعات اولیه در مورد  تکـرار  و ، دقـت  DNA ديترادف نوکلئوتی
ایـن  ). 30(رود  شمار مـی به  ژنومپذیري بالا، ابزاري موثر در مطالعات 

 .A  قـارچ  اسپور تکطور موفقیت آمیزي در تعیین تنوع نتاج  نشانگر به
blazei تمام باندهاي نژاد مادري، حداقل  که طوري به. کار رفته است به

ایـن برخـی از نتـاج     بر وجود داشت و علاوه اسپور تکدر یکی از نتاج 
طور  به چنین این نشانگر هم. باندهاي منحصر به فرد داشتند اسپور تک

نـژاد تجـاري قـارچ     12آمیزي در تهیـه شناسـنامه ژنتیکـی     موفقیت
لـذا در ایـن تحقیـق     . )23 و 7، 4( اي سفید به کار رفتـه اسـت   دکمه

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

سـی و  منظـور برر  بـه   AFLPهاي فنوتیپی، از نشانگر همراه بررسی به
اي سـفید نـژاد    گزینش بازیدیوسپورهاي هتروکاریون برتر قارچ دکمـه 

Holland737 استفاده گردید.  
  

  ها مواد و روش
 اي سـفید، نـژاد   میسلیوم و کلاهک مادري قارچ دکمه: تهیه نژاد
Holland737 هاي صنعتی  قارچ يفناور ستیزگاه آزمایشترتیب از  به

  .تهیه گردید رس هیساارچ جهاد دانشگاهی مشهد و شرکت پرورش ق
یک عدد قارچ متوسط که پرده زیر کلاهـک  : تهیه بازیدیوسپور

آن به شدت کشیده شده بود، انتخاب، پایه و پرده زیر کلاهـک قطـع   
شد، کلاهک روي کاغذ صافی سترون، در یک ظـرف پتـري سـترون    

پـس از  . قـرار گرفـت   هـا  آنقرار گرفته و یک بشر سـترون بـر روي   
  ).1(ت بازیدیوسپورها بر روي کاغذ صافی جمع شدند ساع 72گذشت 

یـک مـایع تعلیقـی غلـیظ از     : وسـپورها یدیبازکشت و تندش 
، با آب درصد 1اسپورها تهیه و پس از ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم 

مقطر سترون، شستشو انجام شد و با استفاده از یک لام گلبول شـمار،  
 200لیتـر تنظـیم و    لـی اسـپور بـر می   80000ورها بـر روي  غلظت اسپ

منتقـل   6PDAمیکرولیتر از آن، به ظرف پتري محتوي محیط کشـت  
براي به حداقل رساندن آلودگی باکتریـایی از استرپتومایسـین بـا    . شد

ظروف به اتاقـک رشـد   . لیتر استفاده شدمیکروگرم بر میلی 25غلظت 
  ).5(نگهداري شدند گراد  درجه سانتی 24منتقل و در درجه حرارت 

ــراي جداســازي  :نهــاي هتروکــاریو جداســازي میســلیوم ب
گذاري و به  تر، علامت هاي منفرد با تندش سریع ها، پرگنه هتروکاریون

منظـور رشـد    منتقل گردید و به CE/CYM7غنی و کشت جامد  محیط
  .نگهداري شد گراد درجه سانتی 24  در

اسـپور بـه همـراه     تـک  هـاي  جدایـه اسپاون تمام  :تهیه اسپاون
طـور   بـه  ).1( لیوم مادري به روش فارسی و گـردان تهیـه گردیـد   میس

دقیقـه جوشـانیده    30لیتر آب به مدت  7 کیلوگرم گندم در 5 خلاصه
گرم سولفات کلسیم هیدراته  30هاي گندم، بعد از سرد شدن دانه. شد
 200از ایـن مخلـوط   . اضافه گردید ها آنگرم کربنات کلسیم به  60و 

 2ستیکی مخصوص اسپاون منتقل و بـه مـدت   هاي پلاگرم به کیسه
منظور تلقیح، در  به. اتوکلاو شد گراد درجه سانتی 121ساعت در دماي 

 1اي از میسلیوم هـر جدایـه بـه قطـر تقریبـی      زیر هود استریل قطعه
هاي گندم به اتاقک رشد یسهک. دهاي گندم منتقل شمتر به دانهسانتی

  .نگهداري شدند دگرا درجه سانتی 24منتقل و در دماي 
سازي و پاستوریزاسیون طبـق   یند کمپوستآفر: دهی آزمون میوه

گـرم از   50سه کیلوگرم کمپوست با . روش مرسوم در ایران انجام شد

                                                             
6- Potato Dextrose Agar 
7- Compost Extract/Complete Yeast Medium agar 
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زنی و براي هر جدایه دو تکـرار در نظـر گرفتـه     اسپاون هر جدایه مایه
و  گـراد  درجـه سـانتی   24گسترش شـبکه میسـلیومی در دمـاي    . شد

دهـی، هـوادهی و ایجـاد     خاك. انجام شد درصد 85-90یرطوبت نسب
شرایط براي تبدیل مرحله زایشی به رویشی مطـابق روش مرسـوم در   

از زمـان   به مـدت یـک مـاه    کلاهک ، برداشت)2(ایران انجام گرفت 
دهـی   ها میزان تولید اندام میـوه  تمامی جدایهدر  وانجام  اولین برداشت

  .برداري شدیاداشت

سـپورهاي جداسـازي   میسلیوم تمـامی بازیدیو : DNAجدا سازي 
از  روز کشت شـد و  28به مدت  CE/CYMکشت مایع  شده در محیط

 ي ژنومی استفاده شـد DNAبراي جداسازي  CTABمبتنی بر روش 
ــت. )27( ــدار و کیفیـ ــورز و  DNA مقـ ــط الکتروفـ ــومی توسـ ي ژنـ

  .اسپکتروفتومتر بررسی شد
اسـاس روش  ر ب  AFLPمراحل مختلف آزمون: AFLPآزمایش 

طـور   بـه . و با انـدکی تغییـرات صـورت گرفـت    ) 30(وس و همکاران 
، TaqIو  EcoRIي ژنــومی بــا اســتفاده از دو آنــزیم DNAخلاصــه 

مـدت   ر هضم کامل ژنوم، محلول واکنش بهمنظو به. هضم آنزیمی شد
 65 و دو سـاعت در دمـاي    گـراد  درجه سـانتی  37دو ساعت در دماي 

و  EcoRIهـاي   ترین دمـا بـراي عمـل آنـزیم    که به گراد درجه سانتی
TaqI طـی چهـار    اي رشـته هـاي دو   سپس رابط. قرار گرفت باشند می

به انتهاي قطعـات بـرش یافتـه     گراد درجه سانتی 12ساعت در دماي 
تکثیـر پـیش   . تکثیر قطعات طی دو مرحله انجام گرفـت . متصل شدند

و بـا   آغـازگر  3´انتخـابی در انتهـاي   نوکلئوتیـد انتخابی بدون استفاده 
تکثیر . چرخه انجام شد 30در طول  گراد درجه سانتی 54دماي اتصال 

در تکثیـر  . انتخـابی انجـام گرفـت    آغازگرهـاي انتخابی با اسـتفاده از  
درجه از دمـاي   7/0چرخه ابتدایی هر بار به میزان  14انتخابی در طی 
 22 و) Touch down(کاسته شد  گراد درجه سانتی 63اتصال ابتدایی 

 گـراد  درجه سـانتی  54چرخه انتهایی بدون کاهش دما، با درجه اتصال 
 60و به مدت  گراد درجه سانتی 72عمل بسط در دماي . صورت گرفت

بـراي مشـاهده الگـوي بانـدي از ژل     . ثانیه در هر چرخـه انجـام شـد   
 براي در دستگاه الکتروفورز عمودي ودرصد  6واسرشت  دیلامیاکر یپل

در مجمـوع بـا    .)26(وش نیترات نقره استفاده گردیـد  ر ازآمیزي  رنگ
ــتفاده از  ــازگر از  8اس ــازگر از  8و  EcoRIآغ ــب  TaqI ،32آغ ترکی

ازگري بررسی گردید که با توجه به تعداد باند، میزان چند شـکلی و  غآ
الگوهـاي  در نهایت . )1جدول(ترکیب انتخاب شد  9نیز وضوح باندها، 

نتخابی با جفت آغازگرهاي گزینش شده، باندي بر اساس نتایج تکثیر ا
  .تجزیه و تحلیل نهایی شدند

  
 نتایج و بحث

اسـپورها در    یک هفته پس از کشـت : هاتندش بازیدیوسپور
، تندش بازیدیوسپورها آغـاز شـد و بـا مشـاهدات     PDAمحیط کشت 

ــکوپی  ــزرگ(میکروس ــایی ب ــر  10 نم ــیئی براب ــی ش ــدش )عدس ، تن
جـدا کـردن   و بررسـی   .)1 شـکل ( بازیدیوسپورها قابل مشـاهده بـود  

در نهایـت   .پس از کشت اسـپور ادامـه یافـت    دو هفتهها تا اسپور تک
  .دست آمدبه  Holland737 از نژاد اسپور تکجدایه  30تعداد 

کلریت سدیم  رسد، سه مورد شستشوي اسپورها با هیپو به نظر می
 25ت بیوتیک استرپتومایسین با غلظ ـ ، استفاده از آنتی)درصد 1(رقیق 

هـزار اسـپور در    80(انتخاب تـراکم مناسـب    لیتر ومیکروگرم بر میلی
آلـودگی،   اسپور خـالص و عـاري از   هاي تک در تهیه کشت )میلی لیتر

). 6(که آلودگی باکتریایی به صفر رسید   طوري  بسیار موثر واقع شد، به
اسـپورهاي   معمـولاً ي سـفید،  ا دکمـه در فرایند کشت اسپورهاي قارچ 

در این آزمایش براي افزایش احتمال . زنند ریون دیرتر جوانه میهموکا
بازیدیوسپور که سریعتر جوانـه زدنـد،    30ها فقط  گزینش هتروکاریون

روز پـس   15و  شدندانتخاب  CE/CYMبراي انتقال به محیط کشت 
، شـبکه میسـلیومی هـر    )هـاي منفـرد   پرگنـه (اسـپورها   از انتقال تـک 

  ).8، 6، 5(کشت را فرا گرفت  محیط به قدر کافی سطح اسپور تک
  

  
  هاي تک اسپوريدایهج 19توصیف باندهاي تولید شده در گري و زهاي مختلف آغاترکیب  -1 جدول

 درصد باندهاي چند شکل باند چند شکل تعداد کل باند TaqIباز انتخابی  EcoRI باز انتخابی
AC GT 34 8 53/23 

ACT TC 15 2 33/13 
AG GT 38 8 05/21 

AGA TA 29 2 89/6 
AGC CA 48 8 16/16 
CT AC 45 6 13/33 
GA CA 47 13 65/27 
TA AG 56 5 92/8 
TA TT 31 1 23/3 
 جمع 53 343  
 میانگین 88/5 11/38  
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پس از یک هفته  اسپور تندش کرده: چپ ؛) برابر 4نمایی  بزرگ( PDAکشت  بر روي محیط Holland 737کشت اسپور نژاد  :راست -1 شکل 

  .برابر تهیه شده است 150نمایی  دیجیتال با بزرگ دوربینهر دو تصویر به کمک ). رابرب 10نمایی  بزرگ(
  

هــاي  در بــین جدایــه: هــاي خــالص تنــوع در میــان جدایــه
هـاي   اسپوري گزینش شده، پس از گذشت دو هفته انـواع کـلاس   تک

در ارتباط با شکل  و) سریعر کند، متوسط، سریع و بسیا( سرعت رشدي
 20کرکـی    اي درصـد، رشـته   60 اي رشـته (پرگنه انواع تیـپ رشـدي   

طـور   بـه ). 2شکل (مشاهده گردید ) درصد 20دار  اي بافت درصد، رشته
مشابهی در آزمایشات دیگر محققان، شکل میکروسـکوپی میسـلیوم و   

خالص متفـاوت   هاي در بین جدایه هاي مورفولوژیکی برخی از شاخص
 ). 22 و 16، 8، 6( بود

 30روز پس از تلقیح  15-25: تنوع سرعت رشدي در اسپاون
سریع و بسـیار  (شدي رهاي گندم، دو نوع سرعت جدایه خالص با دانه

کـه در   ییهـا  جدایـه ). 3شـکل  ( شاهده شداسپاون مدر محیط ) سریع
بـوده و از سـرعت رشـدي بسـیار      اي رشـته محیط جامد، داراي پرگنه 

و  اي رشـته نیـز بـه صـورت     اسپاونبودند، در محیط سریعی برخوردار 
 دیگر محققان نیز در این مـورد بـه نتـایج مشـابهی    . سریع رشد کردند

  .)5(دست یافتند 

  

  
و کرکی  اي رشته :SS25و SS16  اي، رشته: SS5و  SS9. روزه 14تک اسپوري  هاي کشتدرتنوع شکل رشدي و سرعت رشدي میسلیوم   - 2شکل 

SS12 :دار بافت اي رشته  
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نمونه  و  (SS120)جدایه تک اسپور از گروه رشدي بسیار سریع :نمونه سمت راست : روز 20تنوع در سرعت پر کردن اسپان پس از   - 3شکل 

   (SS14)رشدي سریع اي از گروه جدایه :سمت چپ 
  

گسـترش شـبکه میسـلیومی    : تنوع در اشـغال بسـتر کشـت   
 65 اشـغال (از وضعیت متوسط  وز،ر 14ها در بستر کشت پس از  جدایه
) کمپوسـت درصـد   91بیش از  اشغال(سریع ر تا بسیا) کمپوست درصد

بود کـه در   هایی جدایهمربوط به  غالباًگسترش بسیار سریع . بود ریمتغ
کشت جامد و بذر نیـز رشـد سـریع و بسـیار سـریعی داشـتند و        محیط

کشـت    بود کـه در محـیط   هاي جدایهمربوط به  غالباًگسترش متوسط 
ایـن موضـوع حـاکی از برتـري     . جامد سـرعت رشـد کنـدي داشـتند    

رشد بالاتر، در اسـتفاده از مـواد غـذایی و تولیـد      سرعتبا  هاي جدایه
  ).13( باشد بیشتر ماده خشک می

طـول مـدت   : هاي رشدي دهی و رابطه آن با تیپ آزمون میوه
یـه  جدا 30همـه   .بـود  پس از اولین برداشـت  روز 30دهی  آزمون میوه

ــه ــوه  مــورد مطالع ــد می ــد) کلاهــک(تولی ــر ،کردن ــن ام حــاکی از  ای
در روش گـزینش   .)4ل شـک (هـا بـود    هتروکاریون بودن همه جدایـه 

ی است کـه عملکـرد   های جدایههدف نهایی انتخاب  معمولاً، اسپور تک
 درصـد  1در سـطح احتمـال    ها از نظـر عملکـرد   جدایه. بالاتري دارند

 10تر از  عملکرد کم(ضعیف  در چهار گروهداري داشته و  اختلاف معنی
کیلوگرم بـر متـر    15تا  1/10عملکرد (، متوسط )کیلوگرم بر متر مربع

و بسـیار بـالا    )کیلوگرم بر متـر مربـع   20تا  1/15عملکرد (، بالا )مربع
 .بنـدي بودنـد   قابل طبقه، )کیلوگرم بر متر مربع 20از تر  عملکرد بیش(

هاي هتروکاریون حاصل از یک کلاهک تنوع در عملکرد بازیدیوسپور
 .اي سفید توسط دیگر محققـان نیـز گـزارش شـده اسـت      قارچ دکمه

حاصل از یک کلاهک  اسپور تککه نتاج دریافتند ) 6(فارسی  گردان و
، عـلاوه بـر سـرعت رشـدي و شـکل      A15اي سفید نـژاد   قارچ دکمه

ن موضـوع  ای کلیگمن نیز به. بودنداز لحاظ عملکرد نیز متفاوت  پرگنه،
  .)25( اشاره داشته است

، SS109 ،SS24( اسـپور  تـک جدایه  11 آزمایشچنین در این  هم
SS106،SS16  ،SS118 ،SS111 ،SS5 ،SS108 ،SS105 ،SS25 ،

SS13  وSS116 (    خـود   عملکرد بهتري نسـبت بـه نـژاد مـادري)  بـا
دیگـر محققـان    ).2ل جـدو (داشتند  )کیلوگرم بر متر مربع 15میانگین 

  ). 25، 20، 9(ه نتایج مشابهی دست یافتند نیز ب

  

       
؛ )SS108 وSS111 (اسپور  هاي تک فاز زایشی جدایه: راست .هاي تک اسپوري جدایهدهی و آزمون عملکرد  میوه هاي بررسی تشکیل اندام - 4 شکل

  یاز ورود به مرحله زایشروز اول، سوم، پنجم و هفتم پس دهنده  نشان 4 تا 1به ترتیب : چپ
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  ط کشت جامد با عملکرد هاي خالص در محیارتباط شکل پرگنه جدایه - 5شکل 

  

کشت جامد  در محیط هاي خالص ارتباط شکل پرگنه جدایه
 8/5اي،  هاي خالص با شکل پرگنـه رشـته   میان جدایهر د: با عملکرد

 47داراي عملکـرد بـالا،    درصـد  41داراي عملکرد بسیار بـالا،   درصد
داراي عملکـرد ضـعیف    درصـد  8/5کـرد متوسـط و   داراي عمل درصد
 ـ يا رشتههاي با شکل پرگنه  در این میان جدایه. بودند  عمـدتاً ی، کرک

اي از ایـن   بودنـد و هـیچ جدایـه   ) درصد 6/66(داراي عملکرد متوسط 
). 5ل شـک (عملکردي بسیار بالا قـرار نگرفتنـد    شکل رشدي در گروه
 ـ يا رشـته پرگنه  هاي خالص داراي شکل بنابراین حذف جدایه ی، کرک

. دهد هاي خالص با عملکرد بالاتر را افزایش می راندمان گزینش جدایه
 ).6( دیگر محققان مطابقت دارداین موضوع با نتایج 

کشـت   هاي خالص در محـیط  رعت رشدي جدایهارتباط س
هاي خالص با سرعت رشـدي بسـیار    در میان جدایه :جامد با عملکرد

داراي عملکرد  درصد 25عملکرد بسیار بالا،  داراي درصد 5/12سریع، 
داراي عملکـرد   درصـد  5/12داراي عملکرد متوسـط و   درصد 50بالا، 

هاي خالص با سرعت رشـدي   از مجموع جدایه چنین، همضعیف بودند
داراي عملکرد متوسط  درصد 50داراي عملکرد بالا و  درصد 50ع سری

هاي خالص با سـرعت   ایهجد درصد 1/11اي  طور غیر منتظره به. بودند
هاي خالص با سرعت  رشدي متوسط داراي عملکرد بسیار بالا و جدایه

نشان داد  این موضوع. فاقد عملکرد بالا و بسیار بالا بودند ،رشدي کند
متر یلیم 1ز تر ا کم(هاي خالص با سرعت رشدي کند  که حذف جدایه

ل شک(دهد  یش میراندمان گزینش براي عملکرد بالاتر را افزا ،)در روز
6.(  

  
 

  کشت جامد با عملکرد در محیط هاي خالصارتباط سرعت رشد جدایه - 6شکل 
سرعت رشد   
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 1-19و  (m)، سایز مارکر )P(نژاد مادري Eco-RI-CT /TaqI-AC با استفاده از دو ترکیب جفت آغازگري% 6ژل پلی اکریلامید واسرشت  - 7شکل 

، SS7،SS8 ،SS10  ،SS17 ،SS13،SS24  ،SS25 ،SS26 ،SS102،SS103 ،SS104 ،SS105 ،SS109  ،SS111( هاي تک اسپور نماینده جدایه به ترتیب
SS113،SS116 ،SS117 ،SS118 ،SS120  .(دهد ندهاي منحصر بفرد را نشان میهاي سیاه برخی از حذف با پیکان  

  
هــاي  بررســی تغییــرات الگــوي بانــدي در میــان جدایــه

ــک ــپوري ت ــن : اس ــایشدر ای ــان  19 آزم ــه از می ــه  30جدای جدای
 انتخـاب گردیـد و   AFLPصورت تصادفی براي آزمون  اسپوري به تک

بانـد تولیـد کـرد     343جفـت ترکیـب آغـازگري،     9با  AFLPنشانگر 
به ازاي هـر  میانگین تعداد باندهاي تکثیر شده و چند شکل . )7ل شک(

 درصـد  4/15(بـود   88/5و  11/38ترتیـب   جفت ترکیب آغازگري بـه 
آشکارسازي چنین توانایی جفت آغازگرهاي مختلف در هم). چندشکلی

در  .بود ریمتغاي سفید  قارچ دکمه اسپور تک هاي جدایهشکلی بین چند
داراي  EcoRI-GA /TaqI-CA ترکیـب جفـت آغـازگري    ،این میان

ترکیـب جفـت   و ) شـکل د باند چن 13( شکلد ترین تعداد باند چنبیش
 1(ترین باند چند شکل داراي کم  EcoRI-TA /TaqI-TT آغازگري

در  GCتوجه به میزان بالاي درصـد   با. )1ل جدو( بود) شکل چند اندب
ــه  ــارچ دکم ــوم ق ــی   ،اي ژن ــار نم ــایج دور از انتظ ــن نت ــد  ای  ).4(باش

 هـاي  جدایـه تنوع در میان درصد  4/15 آزمایشدر این  AFLPنشانگر
دسـت آمـده توسـط     هب چندشکلی درصد 12که از  ن دادنشا اسپور تک

دست آمـده توسـط نشـانگر     هب چند شکلی درصد 5و  RAPDنشانگر 
RFLP خود دلیلی بر برتري نشـانگر   ، این امرباشد تر می بیشAFLP 

ارتباط الگـوي   ). 28 و 11( استتر  بیش آللی  مکانتعداد در ارزیابی 
 AFLPکه مورد آزمـون   يپوراس جدایه تک 19در  :باندي و عملکرد

قرار گرفتند، تعداد باندهاي حذف شده و تولیـد شـده نسـبت بـه نـژاد      
و ارتباط آن با گروه عملکردي مربوطـه مـورد   ) Holland737(مادري 

ترین تغییر الگـوي بانـدي    کلی کمطور به). 8ل شک(بررسی قرار گرفت 

bp 



  1393پاییز ،  3ره، شما 28، جلد )علوم و صنایع کشاورزي(باغبانینشریه علوم      334

ترین تغییـر   یشو ب) باند 6با تغییر در ( SS7اسپور  مربوط به جدایه تک
ــک   ــه ت ــه جدای ــوط ب ــدي مرب ــوي بان ــپور  الگ ــر در( SS120اس   تغیی

  .بود) باند 18 

 

  Holland737هاي تک اسپور لی جدایهولکوم - مورفولوژیکیشناسنامه  - 2جدول 

  محیط جامد اسپاون کمپوست عملکردزمون آ ††††† AFLPآزمون 

  جدیدباند تعداد 
باند تعداد 

   حذفی
   ††††عملکرد

  )کیلوگرم بر متر مربع(
سرعت 

 †††رشد
 

سرعت 
 ††رشد

 
تیپ 
  †سرعت رشد  رشدي

نام 
 جدایه

 شماره

 - مادري بسیار سریع اي رشته سیار سریعب سریع 14/9 متوسط - -

 SS10 1 بسیار سریع اي رشته سریع سریع 8/46 ضعیف 11 1
 SS120 2 سریع اي رشته بسیار سریع بسیار سریع 11/20 متوسط 18 -
 SS117 3 سریع اي کرکی رشته سریع متوسط 11/37 متوسط 11 1
 SS26 4 بسیار سریع یکرک يا رشته سریع سریع 11/45 متوسط 10 1
 SS7 5 بسیار سریع بافت دار اي رشته سریع متوسط 11/73 متوسط 6 -
 SS113 6 متوسط اي رشته بسیار سریع سریع 12/62 متوسط 14 1
 SS17 7 کند اي رشته ریعس سریع 12/73 متوسط 10 1
 SS104 8 متوسط اي رشته سریع سریع 13/15 متوسط 13 1
 SS103 9 متوسط اي رشته سریع متوسط 13/17 متوسط 7 1
 SS102 10 متوسط اي کرکی رشته بسیار سریع متوسط 14/3 متوسط 9 -
 SS8 11 سریع اي رشته سریع سریع 14/92 متوسط 14 1
 SS109 12 سریع اي رشته یار سریعبس سریع 15/35 بالا 15 2
 SS24 13 بسیار سریع اي رشته بسیار سریع سریع 15/52 بالا 8 -
 SS118 14 متوسط اي کرکی رشته سریع متوسط 16/28 بالا 15 1
 SS111 15 سریع اي بافت رشته سریع متوسط 16/45 بالا 10 -
 SS105 16 متوسط اي رشته بسیار سریع سریع 18/30 بالا 10 -
 SS25 17 سریع اي رشته سریع متوسط 19/08 بالا 7 -
 SS13 18 متوسط بافت دار اي رشته بسیار سریع سریع 21/80 بالار بسیا 10 -
 SS116 19 بسیار سریع اي رشته سریع متوسط 22/25 بالار بسیا 11 -
 SS112 20 بسیار سریع اي بافت رشته سریع سریع 12/27 متوسط * *
 SS23 21 سریع یکرک يا رشته سریع سریع 12/73 متوسط * *
 SS9 22 متوسط اي رشته سریع متوسط 12/75 متوسط * *
 SS14 23 سریع بافت دار اي رشته سریع بسیار سریع 13/77 متوسط * *
 SS22 24 بسیار سریع بافت دار اي رشته بسیار سریع بسیار سریع 14/25 متوسط * *
 SS 15 25 سریع اي رشته عسری بسیار سریع 14/98 متوسط * *
 SS106 26 سریع اي رشته بسیار سریع متوسط 15/57 بالا * *
 SS16 27 بسیار سریع اي رشته سریع سریع 16/08 بالا * *
 SS5 28 سریع بافت دار اي رشته سریع بسیار سریع 16/88 بالا * *
 SS108 29 سریع اي رشته سریع متوسط 17/75 بالا * *
 SS119 30 متوسط یکرک يا رشته سریع متوسط 5/65 ضعیف * *

 2بیش از : هاي بسیار سریع، سریع، متوسط و کند به ترتیب گروهسرعت در . باشد می گراد درجه سانتی 24در دمايروز  14ها در  محاسبات براساس سرعت رشد شعاعی جدایه:†
  .باشد متر در روز می میلی 1متر در روز و کمتر از  لیمی 69/1تا  1بین متر در روز،  میلی 2تا  7/1 متر در روز، بین میلی

  .پر کردند 20تا  15گرم بذرگندم را طی زمان  200هایی که  یعنی جدایه: بسیار سریع. روز پر کردند 25تا  21گرم بذر گندم را در طی  200هایی که  سریع یعنی جدایه: ††
کمپوست % 90تا % 80هایی که بین  کمپوست را پر کردند، سریع یعنی جدایه% 91هایی که بیش از  یار سریع یعنی جدایهبس. زنی است روز پس از مایه 14محاسبات مربوط به  :†††

  .کمپوست را پر کردند% 65 تر از هایی که کمیعنی جدایه: را پر کردند و ضعیف کمپوست% 79تا % 65هایی که  یعنی جدایه: را پرکردند، متوسط
 1/20تا  1/15، بالا کیلوگرم بر متر مربع 15تا  1/10، متوسط کیلوگرم بر متر مربع 10تر از  ضعیف کمعملکرد . باشد روز برداشت در دو تکرار می 30محاسبات بر اساس  :††††

  . باشد کیلوگرم بر متر مربع می 20از تر  و بسیار بالا بیشکیلوگرم بر متر مربع 
قرار  AFLP نیعنی مورد آزمو(*) و علامت ستاره  ژاد مادري  علامت خط تیره نشانه شباهت با ن. باشد کیب آغازگري میجفت تر 9دست آمده توسط ه براساس نتایج ب: †††††
  .اند نگرفته
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  با عملکرد) شامل تولید یا عدم تولید باند جدید(ارتباط الگوي باندي  - 8شکل 

  
اگرچه هر دو جدایه در گروه عملکردي متوسط قرار گرفتند، ولـی  

کشت جامد، از سرعت رشـد بـالاتري    در محیط SS7اسپور  ه تکجدای
هـایی کـه فقـط زیـر      چنـین اکثـر جدایـه   هم .)2جدول ( برخوردار بود

هاي عملکـردي   اي از باندهاي نژاد مادري را داشتند، در گروه مجموعه
هـایی کـه بانـدهاي     بسیار بالا، بالا و متوسط قرار گرفتند، امـا جدایـه  

عه باندهاي نژاد مادري تولید کردنـد در گـروه   جدیدي نسبت به مجمو
این تغییـر الگـوي   ). 8ل شک(عملکردي متوسط و ضعیف قرار گرفتند 

  DNAاسپوري، نشانه وجود تغییراتـی در تـوالی   هاي تک باندي جدایه
اسـتفاده   بـا فارسی و گردان  .باشد در طی فرایند میوز و تولید اسپور می

اسـپور   هـاي تـک   در جدایـه  اندهاحذف تعدادي از بRAPD  نشانگر از
 RFLPچنـین نشـانگر    هـم  .)1( سفید را گزارش کردند اي قارچ دکمه

در یکـی  ) اي متفاوت از باندهاي والدي با اندازه(حضور یک باند جدید 
تغییـرات الگـوي    ).27(اسپور این قارچ را نشـان داد   هاي تک از جدایه

وراکی نیـز مشـاهده   هاي قـارچ خ ـ  اسپور دیگر گونه باندي در نتاج تک
 A.blazei 54اسپور  تک جدایه 30میان در  AFLPنشانگر . شده است

بنـدي فنوتیـپ و ژنوتیـپ     از جمـع  ).23(شکلی نشان دادند چند درصد
مولکـولی   -میسلیوم در طی ایـن مراحـل، شناسـنامه مورفولـوژیکی     

شناسـنامه در  ایـن  ). 2ل جـدو (هاي هتروکاریون تهیـه گردیـد    جدایه
  ).6(دارد  زیادياي اهمیت  اي اصلاحی قارچ دکمهه برنامه

بـا عملکـرد    اسپور تک هاي دریافتند که جدایه) 6( فارسی و گردان
، ولی در این مطالعـه  )1( تري برخوردار هستند بالاتر از تعداد باند بیش

طوري که  به ،رابطه مستقیمی بین عملکرد و تعداد باند مشاهده نگردید
تـر و برخـی    بسیار بالا برخی تعداد باند کمالا و ببا عملکرد  هاي جدایه

  .تري از سایر جدایه داشتند تعداد باند بیش
منظـور بازیـابی و    تک اسپوري بـه  گزینش در این مطالعه از روش

. استفاده گردید Holland737نژاد اي سفید،  بهبود عملکرد قارچ دکمه
 اسـپور  تک يها جدایهدر بین مولکولی -شناسنامه مورفولوژیکی مطابق

از لحاظ شکل پرگنه، سرعت رشد، میـزان عملکـرد و وراثـت الگـوي     
 ).2ل جـدو (مشاهده گردیـد  هاي فاحشی  تفاوت AFLPباندي نشانگر 

 آزمـایش کـه در ایـن    AFLPتنوع الگوي باندي نشانگر  درصد 4/15
بر سـهم بـالاي تغییـرات ژنتیکـی در تنـوع       يدییتأمد، مهر آدست  هب

در واقـع  . هـاي خـالص اسـت    جدایـه ه در میـان  فنوتیپی مشاهده شد
سپورها از خود نشان ابر اساس همین تنوعی که  ي،اسپور تکگزینش 

  آور کراسـینگ عامـل   چهـار  رسـد  نظر می به .گیرد صورت می دهند یم
تـرین   ها و جهش منطقیکروموزوم 1آراییز میوزي، باز ترکیبی ژنی، با

هـا بـه ویـژه     این مکانیسـم . دبازیدیوسپور باشن دلیل براي توجیه تنوع
از جملـه سـرعت رشـد میسـلیوم و     ) کمـی ( تواند صفات چند ژنـی  می

ی دیگر حـذف و  از نگاه ). 21و  6، 2(قرار دهد  ریتأثعملکرد را تحت 
هاي ایجاد تنوع ژنتیکی صـورت   دلیل همین مکانیسم یا تولید باندها به

آینـد میـوز   یجـه فر که بازیدیوسپورها در نتبا توجه به این .گرفته است
ترین دلیـل تغییـرات الگـوي بانـدي را      اصلی توان یماند،  وجود آمده به

 میـوزي در   آور کراسـینگ البتـه میـزان    .آور میوزي دانسـت  نگیکراس
A.bisporus var.bisporus   و همکـاران   کـریگن  .باشـد انـدك مـی

درصد چند . ندگزارش کرد درصد 5را   آور در این قارچ کراسینگمیزان 
نیز با این موضوع مطابقـت   آزمایششکلی پایین مشاهده شده در این 

  ). 28 و 18، 14(دارد 
دلیل وجود همین تغییرات ژنتیکی کـه در طـی    به آزمایشدر این 

 جدایـه تولید بازیدیوسـپورها صـورت گرفتـه اسـت، دو      تقسیم میوز و

                                                             
1- Re-assortment 
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 درصـد  45و  درصـد  48ترتیـب بـا    ، بـه ) SS13و SS116( اسپور تک
گـروه   ، در)Holland737(عملکـرد نسـبت بـه نـژاد مـادري       افزایش

وجود ایـن نـوع افـزایش     .)2جدول (عملکردي بسیار بالا قرار گرفتند 
عملکرد ناشی از تغییرات ژنتیکی بازیدیوسپورها توسط دیگر محققـان  

مـورد   اسـپور  تـک جدایـه   11زمـایش  آیک ر د .نیز گزارش شده است
 98/21تـا   درصـد  3/12( لاتريگزینش قرار گرفتند کـه عملکـرد بـا   

بنـابراین نتـایج ایـن    . داشـتند ) S11(نسبت به نژادي مـادري  ) درصد
 تقسیم میـوز و  در توالی ژنومی در طی یحاکی از بروز تغییرات آزمایش

تواند سبب بـروز اثـرات    این تغییرات خود می. باشد می اسپور تکتولید 
و کمپوسـت و یـا    اسـپاون مفید مانند افزایش سرعت رشد در  مثبت و

بنـابراین بـه    .)2جـدول  (حتی اثرات منفی مانند کاهش عملکرد شود 

و تهیـه شناسـنامه   وجود یک مرحلـه گـزینش    اسپور تکدنبال کشت 
. باشد برتر ضروري می هاي جدایهمنظور انتخاب موثر  موروفولوژیکی به

 تواند در این امر تا حـد زیـادي   نیز می مولکولیاستفاده از نشانگرهاي 
از برخـی  ، مشخص گردیـد  آزمایشکه در این  طور همان .گشا باشد راه

اي از باندهاي نژاد مادري را داشـتند،  فقط زیر مجموعهکه  ییها جدایه
بـا ایـن وجـود اسـتفاده از نشـانگرهاي       .بودنـد داراي عملکرد بهتري 

  ).9(کند  در این زمینه به تنهایی کفایت نمی مولکولی
ــ ــن مطالع روش کشــت  کــهه شــد ه نشــان داددر مجمــوع در ای

عنـوان   تواند به پس از آن، می هدفمند هاي ینشگزبه همراه  اسپور تک
بـه ویـژه   اي سفید  قارچ دکمهنژادي  جهت حفظ و بهدر روشی مناسب 

  .باشد Holland737 نژاد تجاري
  

  منابع
مجلـه  . به منظور افـزایش عملکـرد   Agaricus bisporusفید، اي ستولید اسپاون هیبرید در قارچ خوراکی تکمه. 1381. ر .گردان ح ،.فارسی م -1

 .125-133. ص 1، شماره 16جلد . علوم وصنایح کشاورزي
 275. انتشارات جهـاد دانشـگاهی مشـهد   . سفید يا دکمهقارچ  :کید برأهاي خوراکی با تارچپرورش و اصلاح ق. 1390. ر .ح پوریان فر، .فارسی م -2

 .ص
تـا   22،رانیاششمین کنگره علوم باغبانی  .اي تولید نژاد دو رگ در قارچ خوراکی دکمه اصلاح و .1388. زاده خ ملک و ،.ب زاده ، جلال.فارسی م -3

 .11-13ص . ، دانشگاه گیلان1388تیرماه  25
 قـارچ  شـده  اصـلاح  نژاد 12  براي مولکولی شناسنامه تهیه .1388 .و ذولعلی ج ،.، محمودنیا میمند م.ر .، پوریان فر ح.، فارسی م.فعال پ قربانی -4

 ،1 شـماره  ،23د جل) کشاورزي صنایع و علوم( گیاهان حفاظت مجله . AFLPبا استفاده از نشانگرهاي  Agaricus bisporusاي دکمه خوراکی
 .67 -58 ص

 هـاي  جدایـه ا سـازي  به منظور جـد  RAPDمولکولیاستفاده از نشانگرهاي . 1384. رستگار م ، فلاحتی.ا .، شهریاري ف.م، فارسی .ر .کاوسی ح -5
  .35-46، ص 3، شماره 16مجله علوم وصنایع کشاورزي جلد  .Agaricus bisporusاي سفید  هموکاریون قارچ تکمه

 علوم مجله. هاي چند اسپوريخالص و کشت هاي جدایهاي سفید با استفاده از گزینش  اصلاح عملکرد قارچ دکمه. 1383 .م فارسی ،.ر .ح گردان -6
 .77-65. ، ص1شماره دوم، شماره  سال یازدهم، .طبیعی کشاورزي و منابع

 روابـط  و ژنتیکـی  نگـاري  انگشت تعیین در AFLP نشانگر قابلیت بررسی. 1387. م فارسی و، .م خاتمی ،.م محمودنیا ،.ج ، ذوالعلی.ر .ح گردان -7
 .36-27. ، ص1، شماره 22جلد  .کشاورزي صنایع و علوم مجله. ايدکمه خوراکی فیلوژنتیکی قارچ

اي  خصوصـی ده جدایـه هموکـاریون در قـارچ خـوراکی دکمـه       پذیري عمومی و بررسی ترکیب.1387 .ر.فر ح و پوریان ،.، فارسی م.خاتمی راد م -8
Agaricus bisporus . 181-193، ص 2ه شمار ،18مجله علوم کشاورزي، جلد.  

9- Bhandal M.S. 1986. Hybridization and genetic manipulation in Agaricus bisporus. In Compendium of lectures, 
Summer Institute on recent Development In Cultivation Technology of Edible Mushrooms. (ed) Shama S R,Dhar 
BL and K.B.Mehta .National Center for Mushroom Reasearch and Training, Chambaghat, Solan 55-65pp. 

10- Bhandal M., and Mehta K.B.1989. Evaluation and improvement of strains in Agaricus bisporus. Mushroom 
Science, 12: 25-35. 

11- Calvo-Bado L.A., Challen M.P., Thurston C.F., and Elliott T.J. 2001. RAPD characterisation of heterogeneity in 
spore progenies and sexuality in the genus Agaricus Mycol. Res. 105 (3): 370-376. 

12- Castle A.J., Horgen P.A., and Anderson J. 1988. Crosses among homokaryons from commercial and wild-collected 
strains of the mushroom Agaricus brunnescens (= A. bisporus). Applied and Environmental Microbiology, 54: 
1643-1648. 

13- Chang S.T., and Miles P.G. 2004. Mushrooms, Cultivation, Nutritional Value, Medicinal Effect, Environmental 
Impact, 373-381. Boca Raton, FL: CRC PressLLC. 

14- Foulogne-Orial M., Spataro C., and Savoie J.M. 2009. Novel microsatellite markers suitable for genetic studies in 
the white button mushroom Agaricus bisporus. Appl Microbiol Biotechnol, 84: 1125–1135. 



  337     ...سفید با استفاده از روش گزینش اي دکمهبهبود عملکرد قارچ 

15- Guan X.J., Xu L., Shao Y.C., Wang Z.R., Chen F.S., and Luo X.C. 2008. Differentiation of commercial strains of 
Agaricus species in China with inter-simple sequence repeat marker. World JMicrobiol Biotechnol 24: 1617–1622. 

16- Heath M.C., Li A., Horgan P.A., and Tam P.L. 1995. Hyphal morphology associated wite strain instability in the 
commercial mushroom, Agaricus bisporus. Mycologia, 87 (4): 42-450 

17- Kazuhisa T., and Teruyuki M. 2004. Strain typing of shiitake(Lentinus edodes) cultivars by AFLP analysis, 
focusing on a heat dried fruiting body. Mycoscience, 45: 79–82. 

18- Kerrigan R.W., Royer J.C., Baller L.M., Kohli Y., Horgen P.A., and Anderson J.B. 1993. Meiotic behavior and 
linkage relationships in the secondarily homothallic fungus Agaricus bisporus. Genetics, 133: 225–236. 

19- Kligman A. 1943. some cultural and genetic problems in cultivation of the mushroom Agaricus campestris. 
American Journal of Botany, 30: 745-763. 

20- kneebone L.R., Patton T.J., Schultz P.G. 1974. Improvement of brown variety of Agaricus bisporus by single spore 
selection. Mushroom. Sci. 9: 237-243. 

21- Khush RS, Becker E, Wach M. 1992. DNA amplification polymorphisms of the cultivated mushroom Agaricus 
bisporus. Applied and Environmental Microbiology, 58: 2971–2977. 

22- Li A., Begin M., Kokurewicz K., Bowden C., and Horgen P.A. 1994. Inheritance of strain instability (sectoring) in 
the commercial button mushroom, Agaricus bisporus. Appl. Environ. Microbiol, 60: 2384-2388. 

23- Mahmud MA, Kitaura H, Masaki F, Yamada A. 2007. AFLP analysis for examining genetic differences in 
cultivated strains and their single-spore isolates and for confirming successful crosses in (Agaricus blazei). 
Mycoscience, 48: 297-304. 

24- Ma F.Y., Luo X.C. 2002. PCR-based restriction analysis of internal transcribed spacers of nuclear ribosomal DNA 
in the genus Pleurotus. Mycosystema,1: 356–62. 

25- Pandey M., Tewari R.P. 1994. Strategies for selection and breeding of edible mushrooms. In: Nair M.C., 
Gokulapala C., ADNA.1L.Eds.Advances in mushroom Biotechnology. Scientific Publishers , Jodhpur, India, pp. 
61-70. 

26- Sanguinetti C.J., Dias Neto E., and Simpson A.J.G. 1994. Rapid silver staining and recovery of PCR products 
seprated on polyacrylamide gels. Biotechniqes, 17:915-919. 

27- Song S, Xu W, Zeng W, Wang Z. 2000. RAPD analysis of species diversity and genomic differences in Agaricus 
bisporus. In: "Science and cultivation of edible fungi". (Eds. Van Grienven). A. A. Balkema, Roterdam, The 
Netherland. pp. 191-200. 

28- Summerbell R.C., Castle A.I., Horgen P.A., and Anderson J.B. 1989. Inheritance of fragment length 
polymorphisms in Agaricus brunnescens. Genetics. 123: 293-300 

29- United State Department of Agriculture. 2008-2009. Mushrooms. National Agricultural Statistics Database. 
Washington, D. C.: USDA National Agricultural Statisitcs Service. Available at: www.nass.usda.gov. Accessed 
08/31/2009) 

30- Vos P., Hogers R., Bleeker M., Reijans M., van de Lee T., Hornes M., Frijters A., Pot J., Peleman J., Kuiper M., 
Zabeau M. 1995. AFLP a new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research, 23: 4407-4414. 

 


