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و روابط  در تعيين انگشت نگاري ژنتيكي AFLPمولكولي   بررسي قابليت نشانگر

   Agaricus bisporusاي فيلوژنتيكي قارچ خوراكي دكمه

  

  1محمد فارسي -راد مهشيد خاتمي -جعفر ذوالعلي -نيا ميمند محسن محمود -*حميد رضا گردان

  

  

  چكيده

هاي مهمي هسـتند كـه اصـلاحگران بـا آن      چالش ،اي رچ خوراكي دكمهظرفيت پايين اصلاحي و مشكل ثبت نژادهاي تجاري قا

راه حل مناسـبي تلقـي   تواند  مي AFLPانگشت نگاري ژنتيكي با استفاده از نشانگر ، براي رفع مشكل ثبت نژادها. باشند روبرو مي

مورد بررسـي   ،اي ده قارچ دكمهدر انگشت نگاري ژنتيكي نژادهاي اصلاح ش AFLPنشانگرهاي  قابليت ،لذا در اين پژوهش .گردد

، براي نه دورگ بدست آمده از يك برنامه اصـلاحي  AFLPالگوهاي باندي  .سازي شد قرار گرفت و شرايط آزمايشگاهي آن بهينه

طبـق فرمـت نـرم افـزار      هاي حاصـله،  بندي بصورت شمارش نشانگرهاي تك شكل و چند شكل انجام شده و داده رتبه .تهيه شد

Pop Gene 32 سـپس مـاتريس شـباهت از نـرم افـزار       .، به نرم افزار مزبور داده شدراي نشانگرهاي غالببPop Gene 32   بـه

%  20 كـه  بندي تشخيص داده شد باند قابل رتبه 55 در مجموع .وارد شد و دندروگرام در اين نرم افزار رسم گرديد JMP 4برنامه 

 .باشـد  مشابه نشان داد الگوهاي مزبور تكرارپـذير و قابـل اطمينـان مـي     تكرار آزمايش .تك شكل بودند%  80 چند شكل و ،ها آن

تـوان گفـت كـه     با توجه به نتايج بدسـت آمـده مـي    .درصد نشان داد 80سه گروه مجزا را در ضريب شباهت  همچنين دندورگرام

AFLP بـا  توانسـتيم  ايـن پـژوهش    ، چراكـه در اي است نگاري ژنتيكي نژادهاي قارچ خوراكي دكمه ابزاري قدرتمند براي انگشت

  .، افراد را بطور كامل از يكديگر تفكيك نماييم)تنها با يك جفت آغازگر( AFLPمكان نشانگري چند شكلي در يك بررسي 
  

  ، شناسنامه مولكوليانگشت نگاري ژنتيكي، AFLP، اي قارچ دكمه :كليدي واژه هاي
  

  

          1 مقدمه

بيشترين سـهم را   )Agaricus bisporus(ي ا كمهد قارچاگرچه 

رفتـار ويـژه ايـن    ، هـاي خـوراكي دارد   جهاني قـارچ توليد در 

همــواره بــه عنــوان يــك  ،آنچرخــه زنــدگي قــارچ در طــي 

                                                
گروه پژوهشي زيسـت  (به ترتيب اعضاي هيات علمي جهاد دانشگاهي مشهد  .1

ــنعتي   ــاي ص ــارچ ه ــاوري ق ــكده   )فن ــوژي دانش ــري بيوتكنول ــجويان دكت ، دانش

كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد، عضو هيات علمي جهاددانشـگاهي مشـهد و   

  دانشيار دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد

 E-mail: hrgordan@gmail.com                      نويسنده مسئول          *. 

تمــامي  .اســتاصــلاحي مطــرح بــوده هــاي  برنامــهچــالش در 

از  ،A. bisporus var. bisporus، هاي تجاري ايـن قـارچ   واريته

 در نتيجــه. كننــد پيــروي مــي ٢چرخــه زنــدگي اينتراميكســيس

بعنـوان نتـاج يـك چرخـه     (از بازيديوسپورها %  90نزديك به 

ــتر مكــان ) جنســي ــدين خــود و    در بيش ــد وال ــي مانن ــاي ژن ه

دليل نـرخ پـايين كراسـينگ آور و سـاير عوامـل       به(هتروآلل 

باشــــند و دو ســــري از  مــــي) ايجــــاد تنــــوع كرمــــوزومي

                                                
2. Intramicsis 
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از  يكـي  .)9،10(برنـد   هاي همولوگ را به ارث مـي  كرموزوم

نتايج اين رفتار ويژه آن است كه ظرفيـت اصـلاحي نژادهـاي    

تجــاري پــايين بــوده و لــذا تــاكنون غيــر از دو نــژاد معــروف  

ده توليـد نش ـ نژاد دورگ ديگـري  ، )U3 )7،6،5و  U1دورگ 

بـدليل تنـوع كـم ژنتيكـي در ميـان نژادهـاي       ، از سويي .است

 فـرد بـراي هـر نـژاد     تهيـه يـك شناسـنامه منحصـر بـه      ،تجاري

ايـن   .باشـد  تجاري و ثبت نژادهـاي اصـلاح شـده دشـوار مـي     

 A. bisporusمشــكلات و موانــع غالبــا بــه ماهيــت گونــه       

هاي معمول اصلاحي چنـدان   گردد و در اين زمينه روش برمي

  .كارآمد نيستند

راهكارهـاي  ، 1980فنـاوري در اوايـل دهـه      با پيدايش زيست

 .پيـدا كـرد  ود و بهب ـتغييـر  تـدريج   اصلاحي ايـن قـارچ نيـز بـه    

 ،)21،20،15( 1980در اوايل دهه تجزيه و تحليل آيزوزايمي 

 RAPDو  )4( 1980در اواخر دهـه   RFLPتوسعه نشانگرهاي 

كـه در   بودنـد راهكارهايي از جمله  )11( 1990در اوايل دهه 

ــه   ــارچ خــوراكي تكم ــورد  عرصــه اصــلاح مولكــولي ق اي م

ــد   ــرار گرفتن ــتفاده ق ــانگرها   .اس ــن نش ــ دراي ــعه تايي د و توس

شناسـايي و   ،ي زندگي و جنسيت هاي مربوط به چرخه تئوري

 ژنتيكـي و تنـوع  ، مطالعه چند شكلي ها جداسازي هموكاريون

ــيم ، )14،17( ــي  ترس ــه ژنتيك ــت ژن  )10(نقش ــين موقعي ، تعي

ي  DNAبررســـي تـــوارث ،)25(مســـئول تيـــپ آميزشـــي 

ــدريايي ــه  ) 7( ميتوكن ــر از جنب ــياري ديگ ــت   و بس ــاي زيس ه

امـا هـيچ    .موثر بودند A. bisporusي يا اصلاحي قارچ مولكول

كــدام از ايــن نشــانگرها قابليــت اســتفاده در انگشــت نگــاري 

 .انــد هزينــه نداشــته ژنتيكــي نژادهــا را بصــورت آســان و كــم 

تهيـه شناسـنامه   تواند اساسي بـراي   ميانگشت نگاري ژنتيكي 

حـق  و كسـب  د اصلاحي انژفرد براي هر  مولكولي منحصر به

جـدا از اهميــت   مســالهايـن   .باشـد  نآبــراي لكيـت معنـوي   ما

مراكز تحقيق و توسـعه كـه   از حيث اقتصادي نيز براي ، علمي

 .)12(حـايز اهميـت اسـت    ، كنند بر روي اصلاح نژاد كار مي

متـداول  امـري  ، نسبتا ساده و تكثير رويشي يك نژاد اصلاحي

بـراي مراكـز تحقيقـات نـژادي قـارچ      است و در حال حاضـر  

بـراي اثبـات ادعـاي     هيچ راهكـار قـانوني و علمـي    ،اي مهكد

 فـن ، 1990از اواسط دهه  .نژادها وجود ندارد زاتكثير غير مج

AFLP
بيشـتر   RAPDنسـبت بـه نشـانگرهاي    شـد كـه   معرفي  ١

باشـد و   تـر مـي   ساده RFLPاز نشانگرهاي  ونان بوده يقابل اطم

اوي ح ـ نشـانگر صـدها بانـد   در زمان نسـبتا كوتـاهي   تواند  مي

، در اصـل  AFLPروش  .)23،24(د ي ـد نمايد تولياطلاعات مف

ص چند شكلي قطعـات برشـي ژنـومي را توسـط     يامكان تشخ

 .)16( آورد راهم مـــيفـــمـــراز ياي پل رهيـــهـــاي زنج واكـــنش

ــد كــه تفــاوت  AFLPنشــانگرهاي  ــن ظرفيــت را دارن هــاي  اي

قابليـــت لـــذا  .آشـــكار ســـازند DNA ژنتيكـــي را در ســـطح

قـارچ  نژادهـاي  در انگشت نگاري ژنتيكي  AFLPنشانگرهاي 

متعـددي در مـورد   گزارشـات   .اسـت  ي حـايز اهميـت  ا تكمه

در دسـت   قارچي و ميكروبيهاي  در سامانه AFLP استفاده از

  و Suillus pungens هـاي  تعيـين نـژاد در گونـه   : ، از جملهاست

 Amanita francheti )ــه ــتند  كـ ــروم هسـ ــدام ماشـ  )داراي انـ
 Trichoderma معـروف  قارچ بيمارگرد در تعيين نژا ،)2،18(

spp. )4( هـاي جـنس    مطالعه فيلوژني گونـه  وFusarium )2.( 

 در مـورد اسـتفاده از نشـانگرهاي    يتاكنون كمتـر گزارش ـ اما 

AFLP نظـر   بـه  و حتي شده است منتشرهاي خوراكي  در قارچ

ويـژه در   بـه در مورد استفاده از اين نشانگرها  يرسد تحقيق مي

در حقيقـت  پـژوهش  ايـن  . منتشـر نشـده اسـت   ي  ا مهقارچ دك

هاي مطلوب  بخشي از يك برنامه اصلاحي براي تهيه ژنوتيپ

ايـن  ) حداقل در كشور(براي اولين بار با عملكرد بالا بود كه 

شـت  در انگ AFLPكه نقش نشانگرهاي  نمودفراهم را امكان 

اي مـورد   نگاري ژنتيكي نژادهاي اصـلاح شـده قـارچ دكمـه    

قرار گرفتـه و شـرايط آزمايشـگاهي آن بهينـه سـازي       بررسي

   .شود
  

                                                
1. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
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  29     ... در AFLPبررسي قابليت نشانگر مولكولي 

    

 AFLPهاي چهارده نژاد مورد استفاده در آزمون  مشخصات و ويژگي )1 (جدول

  ميسليومي شجره  نژاد  رديف  فرمول ميسليومي  نژاد  رديف

1 IM-001  MSL-U1--2 × AU3--30  8 IM-009  B--2 ×MC376--43  

2 IM-002*  MSL-U1--12 × MC376--11  9 Holland 737  -  

3 IM-003*  MSL-U1--6 × MSL-U1--13  10 IM-H-002  B--2  

4 IM-004  MC378--53× AU3--21  11 IM-H-030  Holland 737--30  

5 IM-005  MSL-U1--8 × MSL-U1--2 12 IM-H-053 MC378--53  

6 IM-007  130--7 × Holland 737--43 13 IM-037.1 MSL-U1--9 × MC376--43  

7 IM-008*  
MC378--59× 

(MC378-53 MC392-17) --4 14 IM-125 (MC378-53 × MC392-17)--6× MC378--53  

نژادهـاي   .اي عملكـرد بـرده شـدند    هـاي ناحيـه   هايي هستند كه پس از آزمون مقدماتي عملكرد بـه آزمـون   دورگ 1-8هاي  رديف -توضيحات جدول

هـاي اصـلاح    نژاد شاهد نشان دادند و بعنوان دورگ با%) 1( داري اختلاف بسيار معني ،اي عملكرد هاي ناحيه دار آنهايي هستند كه پس از آزمون ستاره

يكي از نژادهاي وارداتي رايج در  Holland 737نژاد  .)1385، هاي صنعتي گروه پژوهشي زيست فناوري قارچ(حق ثبت اختراع دريافت نمودند ، شده

  .ندهايي هستند كه در آزمون مقدماتي عملكرد تاييد نشد دورگ  در زمره 13- 14هموكاريون و رديف  10- 12هاي  فيرد .استصنايع پرورش قارچ ايران 

  

  ها مواد و روش

هموكـاريون   29نـژاد دورگ از تلاقـي    145ابتـدا   -تهيه نژاد
در (ها ابتدا در آزمون مقدماتي عملكـرد   دورگ. بدست آمد

بر اساس يك طـرح كـاملا   ) يك واحد صنعتي پرورش قارچ
دورگ برتـر از لحـاظ    9تصادفي مورد گزينش قرار گرفته و 

ــه شــاهد   ــه آزمــون) 5% در ســطح (عملكــرد نســبت ب هــاي  ب
هــا در دو واحــد  ايــن آزمــون. اي عملكــرد بــرده شــدند ناحيــه

صنعتي پرورش قارچ بر اساس يك طـرح كـاملا تصـادفي بـا     
ــدند   ــرار انجــام ش ــه تك ــتفاده در   . س ــورد اس ــژاد م ــارده ن چه

ي اصـلاحي فـوق انتخـاب شـدند      برنامـه از  AFLPآزمايشات 
ــاي رد 1در جــدول  .)1( ــنژاده ــه 1-9ف ي ــامنظــور ارز ب بي ي

 بـراي ر نژادهـا  يو سادر انگشت نگاري ژنتيكي  AFLPت قابلي
ــت  ــابي قابليــ ــاريون AFLPارزيــ ــايز هموكــ ــا از  در تمــ هــ

جزئيـات ارايـه   (هـا مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد       هتروكاريون
  ).نشده است

و  ١سـانگ تغييـر يافتـه   روش از  -ي ژنـومي DNAجداسازي 
ده ي ژنـومي اســتفا DNAبـراي جداسـازي    )2000( همكـاران 

هر نمونـه  اي  دو هفتهكشت جامد ميسليوم  ،بطور خلاصه .شد
ــپس    ــودر و س ــايع پ ــروژن م ــط نيت ــافر   600توس ــر ب ميكروليت

 60و ) mM TRIS 100و  pH ،mM EDTA 40=  8(استخراج 
پـس از   .اضـافه شـد   نمونـه به هر  SDS% 10 ميكروليتر محلول

ي DNAمراحل مختلف سانتريفوژ، تهيه لايه آبكي و رسـوب  
در شستشـو داده شـده و    % 70اتـانول  رسوب نهايي با  ومي،ژن
تـا زمـان مـورد    ها  نمونه .حل شد 1x TEبافر از  ميكروليتر 50

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي -20در  ،استفاده
بـراي   -)هاي برش، اتصال و تكثير واكنش( AFLPآزمايشات 

 500ميكروليتـري حـاوي   50محلـول واكـنش   واكنش بـرش،  
واحـد از   OPA ،5ميكروليتر بافر  5 ،ي ژنوميDNA نانوگرم

ــزيم  ــدام از آنـ ــر كـ ــي  هـ ــاي برشـ  39و  Tru91 و EcoRIهـ
درجـه   37در دمـاي  ميكروليتر آب دوبار تقطير شـده سـترون   

                                                
1. Song  
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هـاي   واكـنش  .قرار داده شـد ساعت  7-8گراد به مدت  سانتي
و پـس  ) روسيه ٢از سينتول(زير  ١هاي با استفاده از رابطاتصال 
هـاي   براي انجام واكـنش  .اي كردن آنها انجام شد رشتهاز دو 
ــال ــه  ، اتص ــر نمون ــاوي   45ه ــري ح ــر  40ميكروليت ميكروليت
اي  پيكومـول رابـط دورشـته    5، ي برش خوردهDNAقطعات 
مربـوط بـه    اي پيكومول رابط دو رشـته  EcoRI ،50مربوط به 

Tru9I،  بافر ميكروليتريك OPA،  
EcoRI -Adapter1:  
5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′ 
EcoRI -Adapter2: 
5′-AATTGG TACGCAGTCTAC-3′ 
Tru9I-Adapter1:  5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′ 
Tru9I-Adapter2:  5′-TACTCAGGACTCAT-3′ 

يك واحد از هركدام از دو آنزيم برشـي  ، ATPمولار  ميلي 2
درجـــه  37در دمـــاي  T4 DNA Ligaseو يـــك واحـــد 

بــراي انجــام  .فــتســاعت قــرار گر 3بــه مــدت  گــراد ســانتي
 انتخـابي  پـيش هاي تكثير پيش انتخابي، آغازگرهـاي   واكنش
 EcoRIدر  Aبـاز   .مورد استفاده قرار گرفتند )سينتولاز (زير 
   .بكار رفتند بعنوان بازهاي انتخابي Tru9Iدر  Cو باز 

EcoRI -Primer1 (پيش انتخابي): 

5′-GACTGCGTACCAATTCA-3′ 
Tru9I-Primer1 (پيش انتخابي): 

5′-GATGAGTCCTGAGTAAC-3′ 

ــول   ــك محل ــزاي ي ــد از   25اج ــارت بودن ــري عب  4ميكروليت
 ،برابر رقيق شده حاصل از مرحله اتصال 5ي DNAميكروليتر 

يـك  ، نانوگرم از هر كدام از آغازگرهـاي پـيش انتخـابي    50
 MgCl2 ،2/0مــولار  ميلــي 2 ،)از ســيناژن( PCRبرابــر بــافر  

يك واحد تـك  ، )از سيناژن(مولار مخلوط نوكلئوتيدي  ميلي
ميكروليتر آب دوبار تقطير شـده   8/14و ) از سيناژن(مراز  پلي

مـدل   Biometraدر دستگاه چرخه حرارتـي  ( واكنش .سترون
T Gradient ( دقيقـه   3درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      94ابتدا در

درجـه   56و  94چرخه شـامل   30شروع شده و سپس در طي 
درجــه  72 وثانيــه  30 ، هــر كــدام بــه مــدت   گــراد ســانتي

                                                
1. Adapters 
2. Syntol 

 72ادامه يافتـه و در نهايـت بـه    گراد به مدت يك دقيقه  سانتي
ــانتيگراد بـــه مـــدت   در  .دقيقـــه خاتمـــه يافـــت 3درجـــه سـ

از (هــاي تكثيــر انتخــابي، آغازگرهــاي انتخــابي زيــر  واكــنش
 CCو بازهـاي   EcoRIدر  ACبازهـاي   .استفاده شدند) سينتول

   .بكار رفتندبعنوان بازهاي انتخابي  Tru9Iدر 
EcoRI -Primer2 (انتخابي): 

5′-GACTGCGTACCAATTCAC-3′ 
Tru9I-Primer2 (انتخابي): 

5′-GATGAGTCCTGAGTAACC-3′ 
ــول م ــر 20حل ــر 3 ي واكــنش متشــكل ازميكروليت  ميكروليت

DNA50 ،تكثيـر پـيش انتخـابي   بار رقيق شده حاصـل از   20ي 
ابـر بـافر   يـك بر ، نانوگرم از هر كدام از آغازگرهاي انتخـابي 

PCR )مـولار   ميلـي  5/2، )از سيناژنMgCl2 ،1/0  مـولار   ميلـي
مـراز   يك واحـد تـك پلـي   ، )از سيناژن(مخلوط نوكلئوتيدي 

 ميكروليتر آب دوبار تقطير شـده سـترون   3/11و ) از سيناژن(
دقيقـه   3درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      94ابتدا در واكنش  .بود

 c°63، )انيـه ث c°94 )30چرخـه   13شروع شده و سـپس طـي   
 7/0كه در هر چرخـه بـه ميـزان     )ثانيه 60( c°72و ) ثانيه 30(

چرخـه   23و  گراد از دماي اتصال كـاهش يافـت   درجه سانتي
ــه 60( c°72و ) ثانيــه 30( c°54، )ثانيــهc°94 )30 ديگــر  )ثاني

دقيقـه   3درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      72ادامه يافته و نهايتا در 
عبدالســــتار و و  1995 ،واس و همكــــاران(خاتمــــه يافــــت 

  . )2003، همكاران
محصـولات تكثيـري    -الكتروفورز عمودي و رنـگ آميـزي  

در دستگاه الكتروفـورز  %  7 اكريلاميد واسرشت روي ژل پلي
ــا  Life Technologies TM از شــركت S2001عمــودي مــدل  ب

گـرم   50ليتـري ژل حـاوي    ميلـي  110استفاده از يك محلول 
ليتـر محلـول    ميلـي  25/19، پـنج برابـر   TBEليتر  ميلي 11، اوره

ليتـر آب دوبـار    ميلـي  110، تـا حجـم   )19:1% ( 40 اكريلاميد
ــا     ــراه ب ــترون، هم ــده س ــر ش ــوم   750تقطي ــايكروليتر آموني م

 .شـد  مشـاهده مـايكروليتر تمـد    150 ودرصـد   10سولفات  پر
و ســپس ) گـذاري  بـدون نمونــه ( 3الكتروفـورز مقــدماتي  ابتـدا 

                                                
3. Pre-run  
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 300مدت زمـان   ،ولت 500لتاژ ثابت در و الكتروفورز اصلي
 .گراد صورت گرفـت  درجه سانتي 45 -50دقيقه و دماي ژل 

جفت باز كـه   1000تا  50باند از  13با  1نشانگر اندازهيك از 
 1000تـا بـالاي    100از بنـدي   قابل مشاهده و رتبهآن باند  12

يـك  از ور مشـاهده بانـدها،   منظ ـ به .استفاده شد، جفت باز بود
رنگ آميـزي نيتـرات نقـره اسـتفاده گرديـد      يير يافته تغروش 

ــه طــور خلاصــه ايــن روش  ).1990 ،و همكــاران 2جســتين( ب
 2ليتـر اتـانول مطلـق بـه اضـافه       ميلـي  40(تثبيت حل شامل مرا
ليتــر آب  ميلــي 400م حجــتــا  %100ليتــر اســيد اســتيك  ميلــي
 400حجـم  تـا  گـرم نيتـرات نقـره     6/0(، رنگ آميـزي  )مقطر
گـرم سـود بـه اضـافه      6(، آبشويي، ظهور )آب مقطرليتر  ميلي
و ) ليتـر آب مقطـر   ميلـي  400تا حجم ليتر فرمالدهيد  ميلي 8/1

هر اييد يكنواخت بودن الگوهاي باندي، منظور ت به .بودتثبيت 
   .شد تكراربار  دو آزمايش

تعــداد كــل نشــانگرها بصــورت  -هــا تجزيــه و تحليــل داده
علامـت   .مارش شـدند نشانگرهاي تك شكل و چند شكل ش

در نظـر   عدم حضور باندبراي  0علامت حضور باند و براي  1
 Popنـرم افـزار   بـه   هـا  دادهبراي تجزيـه كلاسـتر،    .گرفته شد

Gene 32  ــب ــانگرهاي غال ــراي نش ــدداده ، ب ــاتريس  .ندش م
وارد شـد   JMP 4به برنامـه   Pop Gene 32شباهت از نرم افزار 

و بـر   WARDاي مدل  آشيانهبا استفاده از روش وگرام رو دند
  . رسم گرديداساس بيشترين شباهت 

  

  نتايج و بحث

پــس از انجــام   -و تجزيــه كلاســتر  AFLPچنــد شــكلي  
، الگوهـاي  الكتروفورز عمودي و رنگ آميزي با نيترات نقـره 

يكـي از آزمايشـات بـر     .بندي شـد  رتبه نمونه تهيه و 14باندي 
در نشـان دادن   AFLPبا هـدف ارزيـابي قابليـت    (نژاد  6روي 

و ديگري بـر روي  ) ها ها و هتروكاريون تمايز بين هموكاريون

                                                
1. Size marker 
2. Jestin 

بـا هـدف انگشـت نگـاري ژنتيكـي نژادهـاي اصـلاح        (نژاد  9
نـژاد تشـخيص    14بانـد بـراي    93در مجموع  .انجام شد) شده

در  .درصـد آنهـا چنـد شـكل بودنـد      5/23داده شد كه تقريبا 
ــر روي   ــر ب ــايش اخي ــژاد 9آزم ــا اســتفاده، ن مكــان از يــك  ب

 بانـد قابـل   55، )با يك جفـت آغـازگر  (برش نشانگري مورد 
جفت بـاز تشـخيص    1000تا بالاتر از  100بندي در دامنه  رتبه

شـكل بودنـد    بانـد تـك   44باند چند شكل و  11داده شد كه 
جفت باز در  1000عليرغم محاسبه باندهاي بالاي  ).1شكل (

دها احتمـالا در اثـر   استدلال اين بود كـه ايـن بان ـ  ، چند شكلي
و لذا باندهاي مـوثر و   بودند  برش ناقص آنزيمي بوجود آمده

تكـرار   .در نظـر گرفتـه شـدند    700تـا   150دار در دامنه  معني
قابـل  تكـرار پـذير و    هاي مزبـور الگونشان داد كه  اتآزمايش

مجـزا را  گروه  3 ،مربوطه وگرامردندهمچنين  .اطمينان بودند
   ).2شكل ( د نشان داددرص 80در درجه شباهت 

الگوي باندي  -فرد و ارزش اصلاحي آنها باندهاي منحصر به
AFLP  اي نشـان داد  چند شـكلي قابـل ملاحظـه    ،نژاد 9براي ،

يعنـي فقـط بـا يـك     (بطوريكه فقط بـا يـك مكـان نشـانگري     
در . چندشـكلي بدسـت آمـد   % 20، )تركيب جفت آغازگري

راي يـك نـژاد،   ب ـباند ، وجود يا عدم وجود يك برخي موارد
بصـورت اختصاصـي فاقـد     IM-002نـژاد   .منحصر به فرد بـود 

ــه وزن  ــد ب ــود 620بان ــاز ب ــژاد در آزمايشــات  .جفــت ب ايــن ن
و ) 512نژاد ( شاهداز نژاد ، عملكردي بالاتر اي عملكرد    ناحيه

ــايرين  ــاي  (بيشــتر از س ــه جــز نژاده  در) IM-008و  IM-003ب
، نـژاد  جفـت بـاز   480 وزن در .)1جدول (نشان داد % 1سطح 

IM-001  جفــت  220بطــور اختصاصــي داراي بانــد و در وزن
عملكـرد ايـن نـژاد در     .فاقـد بانـد بـود    ، بطـور اختصاصـي  باز

اما در %) 5(بالاتر از نژاد شاهد بود  ،آزمون مقدماتي عملكرد
، بعنوان يك نژاد برتـر محسـوب   اي عملكرد آزمايشات ناحيه

 IM-008، نـــژاد ت بـــازجفـــ 450در وزن  .)1جـــدول ( نشـــد
ــه  ــود   بصــورت منحصــر ب ــد ب ــد بان ــردي فاق ــژاد در   .ف ــن ن اي

  اي عملكرد رتبه اول را داشته و  هاي مقدماتي و ناحيه آزمون
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 Agaricus نژاد از قارچ 9مربوط به  AFLPنيمرخي از قطعه ژل ) 1(شكل 

bisporusهـاي   آلـل اي از  ، نمونـه ، در هر وزن بانديهاي سياه رنگ ، فلش
  .دهند ند شكل را نشان ميچ

  
آزمــون مقــدماتي و (ها بيشــتر از شــاهدميــانگين عملكــرد آن 

ايـن  عملكـرد  اخـتلاف ميـانيگن   همچنـين  و  )اي آزمون ناحيه
ايـن نـژاد   ). 1جـدول  ( دار بـود  دورگ با سايرين بسـيار معنـي  
از لحاظ عملكرد و ثبـات رشـد   (بعنوان بهترين نژاد اصلاحي 
لحــاظ كيفيــت اقتصــادي هنگــام ميســليومي و تــا حــدودي از 

فرد باندي آن  محسوب شده و لذا الگوي منحصر به) برداشت

الگوي باندي نژادهـاي مـورد   ). 1(حايز اهميت بسياري است 
 Holland 737و  IM-007آزمايش نشان داد كـه تنهـا نژادهـاي    

تا بـالاي   100داراي يك الگوي باندي يكسان در حد فاصل 
سـاير نژادهـا هـر    ). 2و  1هـاي   شـكل (جفت باز بودنـد   1000

تـا   100كدام داراي يك الگوي باندي متمايز در حـد فاصـل   
مجمـوع ايـن مشـاهدات نشـان     . جفت باز بودنـد  1000بالاي 
تواند منجر بـه توليـد    مي AFLPدهد كه استفاده از فناوري  مي

اي در نژادهاي مـورد آزمـايش و در    چند شكلي قابل ملاحظه
باندي منحصر به فـرد بـراي هـر نـژاد      نتيجه توليد يك الگوي

  .اصلاحي شود
، توانـد در برخـي نژادهـاي اصـلاحي     ميهمچنين اين فناوري 

هـاي منحصـر بـه فـردي را نشـان       حضور يا عدم حضـور آلـل  
نتايج بدست آمده قابـل اطمينـان و تكـرار پـذير      ،بعلاوه .دهد
ر يابد كه در نظ ها هنگامي بيشتر اهميت مي اين يافته .باشند مي

اي  بگيريم كه تنوع ژنتيكي نژادهاي تجـاري در قـارچ دكمـه   
تعداد بازهـاي قابـل    ،در اين پژوهش ).11( بسيار اندك است

، يــك MseIو  EcoRIانتخــاب در هــر كــدام از دو آغــازگر  
انتخاب داشـتيم كـه تنهـا يـك      16، در مجموع عدد بود و لذا

ــن   ــب از اي ــاب 16تركي ــت   انتخ ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ، م
عبارتي فقط يك مكان آللي نشانگري مورد آزمايش قرار  هب(

در تهيــه الگوهــاي  AFLPبــا وجــود قابليــت بــالاي ). گرفــت
ــدي ــات بيشــتري   ،بان ــب  10حــداقل (چنانچــه از تركيب تركي

، تعداد باندهاي چنـد شـكل بيشـتر و    استفاده شود) آغازگري
ــين  ــه همچن ــدهاي منحصــر ب ــتر  بان ــرد بيش ــا   ف ــير ب ــذا تفس و ل
   .بدست خواهد آمدبراي هر نژاد  يتر ارزش

در  -اي آنهـا  بندي نژادها با توجه به زمينه شجره تفسير گروه
بيشـترين شـباهت را    Holland 737و  IM-007دو نژاد  ،1گروه 

ــد ــي هموكــاريون IM-007دورگ . بهــم دارن ــا  از تلاق هــاي ب
نــژاد مــادري تقريبــا تمــامي نژادهــاي تجــاري در  ( U1منشــاء 

 U3 يــا U1كــه خــود از منشــاء ( Holland 737 و) سراســر دنيــا

ــي ــوب       م ــور محس ــول كش ــاي پرمحص ــزء نژاده ــد و ج باش
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عليــرغم اينكــه ). 1جــدول (بدســت آمــده اســت ) گــردد مــي
، امـا  باشـند  والدين اين دورگ جزء نژادهـاي پرمحصـول مـي   

 ،اي عملكـرد  هـاي ناحيـه   رتبه عملكرد اين دورگ در آزمـون 
رد ساير نژادهاي قرار گرفتـه  عملك. هفتم و كمتر از شاهد بود

شـاهد  نـژاد  ، از اي عملكـرد  هـاي ناحيـه   در آزمون 1  در گروه
 1قرار گـرفتن نژادهـا در گـروه     رسد لذا به نظر مي .بود كمتر

   .اشدب اي آنها مي و شجرهمتناظر با زمينه اصلاحي 
  

  
بـه روش   AFLPنمونه با توجه به الگوهاي باندي  9بندي   گروه )2(شكل 

Ward  
  

از  .قـرار گرفتنـد   IM-008و  IM-001هاي  دورگ، 2گروه  در
 يهـا  از تلاقـي هموكـاريون   IM-001نـژاد  ، اي لحـاظ شـجره  

AU3) بــا منشــاءU3 ( وMSL-U1 ) بــا منشــاءU1 ( توليــد شــده
اي  هـاي ناحيـه   در آزمـون رتبه عملكـرد آن   ).1جدول (است 

يـك   IM-008دورگ  .چهارم و كمتر از شاهد بـود ، عملكرد
يكي از والدين هموكاريوتيـك ايـن    .بود U1گ با منشاء دور

دورگ از يــك نــژاد اصــلاح شــده در دانشــكده كشــاورزي  
 × MC378-53) دانشـگاه فردوسـي مشـهد بدسـت آمـده بـود      

MC392-17).    اي  هـاي مقـدماتي و ناحيـه    ايـن نـژاد در آزمـون
بيشـتر از  عملكرد رتبـه اول را داشـته و ميـانگين عملكـرد آن     

ايـن دورگ بـا   عملكـرد  اختلاف ميانيگن مچنين هو  هاشاهد
رسـد از يـك سـو در     بـه نظـر مـي    .دار بود سايرين بسيار معني

اين دو نـژاد تـا حـدودي نشـان دهنـده      گروه دوم قرار گرفتن 

در يك ، ديگراما از سوي  .اختلاف زمينه اصلاحي آنها باشد
، چنــدان ارتبــاطي بــا زمينــه گــروه قــرار گــرفتن ايــن دو نــژاد

ي آنهـا نداشـته باشـد و بيشـتر بـدليل الگوهـاي بانـدي        اصلاح
   .خاص آنها باشد

-IMنژاد  .قرار دارند IM-003و  IM-002نژادهاي ، 3در گروه 

ــي هموكــاريون  002 ــاي  از تلاق و ) U1بــا منشــاء ( MC376ه
MSL-U1 ) با منشاءU1 (    توليـد شـده اسـت)  رتبـه   ).1جـدول

از  بيشـتر و  سوم، اي عملكرد هاي ناحيه در آزمونعملكرد آن 
ايـن دورگ بـا   عملكـرد  اختلاف ميانيگن همچنين  .شاهد بود
دار  معنـي  بسـيار ) IM-008و  IM-002جـز نژادهـاي    به(سايرين 

 U1هر دو از منشـاء   IM-003والدين هموكاريون دورگ  .بود

اي عملكـرد رتبـه دوم را    هاي ناحيـه  اين نژاد در آزمون .بودند
ــرد آن   ــانگين عملك ــته و مي ــاهد و  ب داش ــتر از ش ــين يش همچن

جـز نـژاد    بـه (اين دورگ با سايرين عملكرد اختلاف ميانيگن 
IM-008 (نژادهاي  .دار بود معني بسيارIM-002  وIM-003 ) به

جـزء نژادهـاي اصـلاحي تاييـد شـده در      ) IM-008همراه نژاد 
رسد گـروه   به نظر مي لذا .اي عملكرد بودند هاي ناحيه آزمون

اي نژادها را  است زمينه اصلاحي و شجره به روشني توانسته 3
مطابقـت   AFLPبا گروهبندي بـر اسـاس الگوهـاي نشـانگري     

اين دو  ،عليرغم زمينه مشابه اصلاحي، اما از سوي ديگر .دهد
   .سومين گروه شباهت قرار گرفتنددر  نژاد

بـا   AFLPخوبي نشان داد كـه فـن    اين پژوهش به، در مجموع
در پوشش گسترده تنـوع ژنـومي و    توجه با قابليت بالاي خود

نويـد بخـش تهيـه شناسـنامه      توانـد  ، مـي توليد چند شكلي بالا
امـا   .مولكولي منحصر به فـرد بـراي هـر نـژاد اصـلاحي باشـد      

، روشــني در تمــامي مــوارد دنــدروگرام شــباهت نتوانســت بــه
نژادهـا  اي  و شـجره بنـدي را بـا زمينـه اصـلاحي      ارتباط گـروه 
كن است بـا افـزايش تعـداد نژادهـا و     اين امر مم .توضيح دهد

) تركيب 10حداقل (استفاده از چند تركيب جفت آغازگري 
   .محقق شود
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ــانگرهاي  ــف    AFLPنش ــه عرصــه مختل ــالايي در س ــت ب قابلي
انگشـت نگـاري ژنتيكـي و    ) 1: (اي دارند اصلاح قارچ دكمه

  ) 2( فـرد بـراي هـر نـژاد     تهيه شناسـنامه مولكـولي منحصـر بـه    
ايـن پـژوهش    .يـابي صـفات كمـي    نقشـه ) 3( اه تمايز جمعيت
ــي اساســي اســت  ــات آت ــا در تحقيق ــتفاده از  ،ت در  AFLPاس

اي در سه عرصـه يـاد شـده     اصلاح مولكولي قارچ دكمههاي  برنامه
  .يابد توسعه

  
  
  

  
  

  سپاسگزاري

اين پژوهش با پشتيباني مالي گروه كشاورزي و منـابع طبيعـي   
و پرسـنل آزمايشـگاه   از مـديريت   .جهاد دانشگاهي انجام شد

بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي دانشـگاه فردوسـي مشـهد،    
ــاژ   هــاي شــركتمــديريت  ــا پ ــارچ پوي و كشــت و صــنعت ق

و جلگــه دز دزفــول  نشــاط بيرجنــد ،خــوراك طلايــي مشــهد
از (هـاي ارزشـمند پرفسـور كـريگن      از توصيه .شود تشكر مي

ــا  ــيلون آمريك ــورگن  ) س ــور ه ــو (و پرفس ــگاه تورنت ) از دانش
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A Study of Potential of AFLP Markers to Genetic Fingerprinting of the Button 
Mushroom, Agaricus bisporus 
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Abstract 

The low breeding capacity and registration of commercial strains of Agaricus bisporus are the most 
important challenges for mushroom breeders. AFLP fingerprinting can be a promising solution for 
registration of Agaricus bisporus starins. This research has examined AFLPs potential to molecular 
breeding of A. bisporus with an emphasis on genetic fingerprinting of the bred strains. The AFLP band 
patterns of nine bred strains were prepared. Monomorph and polymorph bands were numbered and 
relevant data were transferred to PoPGene32 software for dominant markers. Dendrogram was drawn 
by using JMP4 software. Overall 55 scorable bands were identified from which 20% were poly-morph 
and 80% were mono-morph. The relevant dendrogram showed different three groups at a similarity 
coefficient of 80%. The results showed that AFLP is a potent technique for genetic fingerprinting of 
the button mushroom strains and also for providing a molecular certificate for each bred strain, 
because in this research with one marker site (only one pair of primer out of 16 possible 
combinations), it was possible to distinguish individuals. The result also showed that the AFLP 
profiling is replicable and reliable 
 
Keywords: the white button mushroom, AFLP, genetic fingerprinting, molecular certificate 
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