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  چكيده

نـشانگرهاي  .  هاي خوراكي، حفاظت از نژادهاي اصلاح شده امـري جـدي و ضـروري اسـت                قارچ  اصلاحي هايتكثير رويشي نژاد   هولتس به دليل  
يكـي  نگـاري ژنت   قابليـت زيـادي در انگـشت      ,  به دليل سرعت، دقت، پوشش بالاي ژنوم و نيز ارائه نتايج قابل اعتماد و تكرارپذيري بالا                AFLPمولكولي  

 بـرش داده  Tru9Iو EcoRI توسط دو آنـزيم , Agaricus bisporus  اي  نژاد تجاري قارچ خوراكي دكمه12ي ژنومي DNAدر اين پژوهش .  دارند
هـي  د  باند قابـل امتيـاز  501 ،(EcoRI/Tru9I) آغازگري  جفت با استفاده از هشت تركيب  و انتخابي  ها و تكثير پيش انتخابي     رابطپس از  اتصال     ه و   شد

-EcoRI-CT/ Tru9I)با استفاده از تركيب آغـازگري  )  باند12(بيشترين تعداد باند چند شكل .  از آنها چند شكل بودند%) 8/10( عدد 54ايجاد شد كه 
TC) با استفاده از تركيب  آغازگري )  باند2( و كمترين تعداد باند چندشكل(EcoRI-CAC/ Tru9I-AG)بين ها  شباهت ژنتيكي نمونه.   حاصل شد 

بـا  .   نژاد مشخص كـرد 12، سه گروه اصلي را بين Ntsysدر نرم افزار UPGMA  متغير بود و دندروگرام ترسيم شده با استفاده از روش 95/0 تا 14/0
  .در هر نژاد، تمايز بين آنها ميسر بود توجه به الگوي انحصاري باندهاي حاصل از هشت جفت آغازگر

  
   شناسنامه مولكولي ،AFLP ،تركيب آغازگري،  نژادهاي اصلاحي،اي هقارچ دكم :   كليديهاي واژه

  
       1        مقدمه

ــا قـــارچ    ســـفيد اي ، بـــه ويـــژه قـــارچ دكمـــه  خـــوراكيي هـ
(Agaricus bisporus)، ــژه ــصادي وي ــاري و اقت ــت تج   اي  از اهمي

گـران در پـي ثبـت       نژاد بـه شود تا    ميبرخوردارند و همين مسئله سبب      
 تكثيـر سـاده و      اصـولا .  ها باشـند  آنمالكيت معنوي براي    نژادها و اخذ    

 ،)اسـپاون ( بـه روش غيـر جنـسي         ي خـوراكي    هـا    قارچ  ميسليوم سريع
تواننـد  ي توليدكننده اسپاون تجاري ب ها شود تا برخي شركت    موجب مي 

 نژادهـاي  تكثيـر  نسبت بـه      از توليدكننده اصلي آن،    بدون كسب مجوز  
از نظـر حقـوق مـادي و معنـوي          كـه   ي   امـر  ، اقدام نمايند   شده اصلاح

را دچـار   هـاي خـوراكي         هاي اصلاحي قارچ    تداوم برنامه خلاف است و    
  اي پذيرفته شدهدر حال حاضر راهكار قانوني  . نمايد  دي مي جمشكلات  
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 لـذا   .وجـود نـدارد   د اصـلاح شـده      اي اثبات تكثير غير مجاز يك نژا      بر
آمـد امـري ضـروري      استفاده از نشانگرهاي ژنتيكي قابل اعتماد و كار       

 AFLP (Amplified Lengthنــــشانگرهاي .  نمايــــد مــــي
Polymorphism)   ژنتيكـي در سـطح     هـاي    تفـاوت  در آشكار ساختن  

DNA    بدليل عـدم نيـاز بـه        از اين روش  .  پتانسيل بسيار بالايي دارند 
اطلاعات اوليه در مـورد ژنـوم مـورد مطالعـه و نيـز سـرعت و درجـه                   

براي تهيه نشانگرهاي چندشـكل اسـتفاده       بطور وسيعي   , اطمينان بالا 
 جهـت شناسـايي ژنتيكـي و    AFLP تاكنون نشانگرهاي    ).6( شود مي

 ي هـا   نماتـدها و قـارچ   هـا،    بـاكتري  ،نگاري بسياري از گياهـان     انگشت
 .اسـت   بـدنبال داشـته     اي  ملاحظـه  كه نتايج قابل     استفاده شده بيمارگر  
  و  غيرجنـسي  ثيـر  حاصل از تك   تشخيص هويت ژنتيكي افراد    همچنين
ــشه ــان نقـــ ــابي مكـــ ــفات كمـــــي   يـــ ــاي ژنـــــي صـــ   هـــ

)Loci QTLs- Quantitative Trait(   از جمله كاربردهـاي برجـسته 
  ).13(اين نشانگر بوده است 

هـاي     براي تفكيـك نـژاد در قـارچ        AFLP نشانگرهاياستفاده از   
  در .  روندي رو به گسترش داشته است      در طي چند سال اخير    خوراكي  

 نژاد زراعي و بيـست نـژاد وحـشي هتروكاريوتيـك            پژوهش، پنج يك  
 اگرچـه   .نـد مـورد بررسـي قـرار گرفت    )A. bisporus(اي  كمـه دقارچ 

  )علوم و صنايع كشاورزي (حفاظت گياهانمجله 
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  59      ... نژاد اصلاح شده قارچ خوراكي12راي تهيه شناسنامه مولكولي ب

  هنـوز امكـان    الگوهاي باندي پنج نژاد زراعي تقريبا يكسان بود، ولـي         
 تمـايز  بـراي  AFLP  روشاز).  10(وجود داشت تمايز آنها از يكديگر     
 .A  گونه خويشاوند بـا قـارچ  يك A. bitorquisنژادي قارچ خوراكي 

bisporus      در يـك پـژوهش، بـا اسـتفاده از          .  نيز استفاده شده اسـت
% 14/91 باند توليد شد كـه       271شش تركيب جفت آغازگري مجموعا      

 قابليـت نـشانگرهاي مولكـولي    ،در اين آزمايش  . آنها چند شكل بودند   
AFLP   ي ايـن   هاي اصـلاح     در برنامه  ا براي استفاده  ه  ه در تفكيك گون

تواند براي    خصوص مي   هاي اين پژوهش به     يافته.  قارچ نشان داده شد   
هاي سازگار     بين والدين متفاوت درون گروه     گيري  دورگنژادگران در    به

 بــراي تمــايز ميــان AFLPاز نــشانگرهاي   ).20(مفيــد واقــع شــود 
قـارچ   (A. blazeiهاي تك اسپوري قـارچ   نژادهاي زراعي و نيز جدايه

بـدين منظـور پـنج تركيـب        . اسـتفاده شـده اسـت     ) ر برزيل بومي كشو 
 بانـد   165 نـژاد زراعـي اسـتفاده شـد، كـه حاصـل آن               9آغازگري در   

 در ميـان    AFLPنـشانگر   .   بـود  حاصـل  بانـد    267چندشكل از ميان    
همچنـين  .  هاي تك اسپوري باندهاي منحصر بفرد ايجاد كـرد          جدايه

 هاي تـك اسـپوري بـه        تعداد كل باندهاي بدست آمده در ميان جدايه       
اين گـروه   .  طور مشخصي از تعداد باندهاي نژادهاي والدي بيشتر بود        

هـاي    تحقيقاتي توانستند از اين نشانگر بـراي اثبـات موفقيـت تلاقـي            
گزارشات منتشر شـده  ).  12(  استفاده كنند A. blazeiدورگ در قارچ 

  دارويـي  - قـارچ خـوراكي     در AFLP  كـاربرد  دهد بيـشترين    نشان مي 
تجزيـه و تحليـل تنـوع    .   اسـت بـوده ) Lentinula edodes(تاكه  شي

هـاي پيوسـتگي      ، تهيه نقشه  )21(تاكه    ژنتيكي در نژادهاي تجاري شي    
، از جملـه  )16(تاكـه     و تعيـين نـژاد در ارقـام قـارچ شـي           ) 17(ژنتيكي  

 AFLPاز نـشانگرهاي    .گزارشات منتشر شده در ايـن ارتبـاط هـستند         
ــژادي در  ــين ن ــراي تعي ــارچ خــوراكي صــدفي  ب نژادهــاي تجــاري ق

)Pleurotus ostratus( نيز استفاده شده اسـت  )2007 در سـال  .)11 
هاي لاكاز  روي ژن) RFLP و AFLP(طي يك تحقيق، از دو نشانگر       

اي از نژادهاي  و منگنزپراكسيداز براي ايجاد تمايز و تشخيص مجموعه   
 دو نـشانگر يـاد   هـر . استفاده شد )P. eryngii(قارچ صدفي شاه بلوط 

شده قدرت گروه بندي  مجموعه را به سه دسته داشـتند، امـا نـشانگر                
AFLP             توانايي بيشتري در آشكارسازي چندشـكلي در ميـان نژادهـا  

  ).18(نشان داد 
فنـاوري  اسـتفاده از     1384كشور ما براي اولـين بـار در سـال           در  
AFLP  آن در  اي بهينه سازي شد و قابليـت          ي دكمه  خوراك   روي قارچ
ولي به دليل كاربرد تنهـا يـك        .   به اثبات رسيد   نگاري ژنتيكي   انگشت
  نتايج بـه دسـت آمـده   ، باز انتخابيدو ه همراه آغازگري ب جفت تركيب

يابي بـه     لذا در اين پژوهش به منظور دست.)6(كاربرد زيادي نداشتند    
شناسنامه مولكولي چند نژاد اصـلاحي تجـاري ايـن قـارچ، از هـشت               

  . جفت آغازگري در تكثير انتخابي استفاده شدتركيب 
 

  ها  مواد و روش
اي    قارچ خـوراكي دكمـه      شده  نژاد اصلاح  دوازده :نژادهاي قارچي 

 -بصورت كشت ميسليوم در محيط سيب زميني) A. bisporus(سفيد 
هـاي    از آزمايشگاه زيـست فنـاوري قـارچ    ,)PDA() 5(  آگار -دكستروز

 تكثير و نگهداري    براي.  ريافت شدند صنعتي جهاد دانشگاهي مشهد د    
 -كـالوو  با كمي تغييـرات در روش        CE/CYMنژادها از محيط كشت     

 بـه منظـور تهيـه        مـايع  ي  هـا   كشت).  7(  استفاده شد  نبادو و همكارا  
 ميلي ليتري حاوي محـيط كـشت       250 ي  ها  بطري   در   ،ميسليوم كافي 

CE/CYM           تي متر،  با استفاده از قطعاتي به طول دو و عرض يك سان
    .تهيه شدندبا كمترين ميزان آگار از كشت پايه 

ي ژنـومي بـر اسـاس روش        DNA  جداسـازي  :DNAجداسازي  
 روزه قـارچ هـا      21 از ميسليوم حاصل از كشت مايع        CTABمبتني بر   
  اندكي تغييـر در دسـتورالعمل      بر اساس مورد استفاده     روش    .انجام شد 

، كـه   )15( بـود ي فلوريـدا     موسسه موزه تاريخ طبيع ـ    Soltisآزمايشگاه  
  .استفاده كـرده اسـت    ) 8(و كالينگز   ) 9(از دو روش دويل و دويل       خود  
ي ژنومي بدست آمده با اسـتفاده از الكتروفـورز          DNA و كيفيت    مقدار

  . شدبررسي و اسپكتروفتومتري  يك درصدژل آگارز
  بـر اسـاس روش     AFLP مراحل مختلـف   :AFLPي    ها  آزمايش

بـه  .  با اندكي تغييرات صورت گرفـت     و  ) 19( وس و همكاران     مرسوم
، Tru9I و EcoRIي ژنومي با استفاده از دو آنزيم     DNAطور خلاصه   

به منظور هضم كامـل     .  هضم آنزيمي شد  , )Rocheاز شركت   هر دو   (
 و دو سـاعت    C°37ژنوم، محلول واكنش به مدت دو ساعت در دمـاي         

 هـاي   آنـزيم  كه به ترتيب بهتـرين دمـا بـراي عمـل              C°65در دماي   
EcoRI   و Tru9I اي  ي دورشـته    ها  سپس رابط .   قرار گرفت  ،باشند مي 

 به انتهاي قطعات برش يافته متصل       C°12چهار ساعت در دماي     طي  
تكثير پيش انتخابي   .  تكثير قطعات طي دو مرحله انجام گرفت      .  شدند

 در  C°54 و با دماي اتصال       3´در انتهاي    بدون استفاده از باز انتخابي    
 استفاده از دو يـا سـه بـاز          باتكثير انتخابي   .   چرخه انجام شد   30ول  ط

 14 در تكثيـر انتخـابي در طـي       .انجـام گرفـت    3´انتخابي در انتهاي    
 C( درجه از دماي اتصال ابتـدايي  7/0چرخه ابتدايي هر بار به ميزان 

º63 ( شـود    مـي شد كه سبب تكثير انتخابي تر باندها كاسته)Touch 
down  .(22  چرخه انتهايي بدون كاهش دما، با درجـه اتـصال C º55  

 ثانيه در هـر  60و به مدت  C º72 عمل بسط در دماي. صورت گرفت
آكريلاميـد   براي مشاهده الگـوي بانـدي از ژل پلـي         .  چرخه انجام شد  

از شـركت   ( S2001در دستگاه الكتروفورز عمودي مدل      % 6واسرشت  
Life Technologies TM( به روش نيترات نقره استفاده آميزي  و رنگ

  . شـد   باندي بدست آمده عكسبرداري    هاي  نيمرخ از   سپس ،)14( گرديد
 ،Tru9I  آغـازگر از    و نه  EcoRI در مجموع بر اساس هشت آغازگر از      

 ميـزان  ،با توجه به تعداد بانـد     كه بررسسي گرديد  تركيب آغازگري    72
  .)1جـدول   (هشت تركيب انتخاب شد      ،هاباندنيز وضوح    چند شكلي و  

الگوهاي باندي بر اساس نتايج تكثير انتخـابي بـا جفـت آغازگرهـاي              
  ).1شكل (گزينش شده تجزيه و تحليل نهايي شدند 



  1388، بهار 1، شماره 23جلد) علوم و صنايع كشاورزي(مجله حفاظت گياهان      60

  
   پژوهش اين تركيب هاي مختلف آغازگري به كار رفته در-)1جدول( 

     آغازگرها3´بازهاي انتخابي بكار رفته در انتهاي
  cac  aac gc tc  ct cc  ag  aa EcoRI 
cct  acg gtc  gt  tc  ct  cc ag  aa  Tru9I 

  
   گزينش شده جفت آغازگرهشتتوسط  باندهاي توليد شدهتوصيف  -)2جدول (

 Eco-RIباز انتخابي  Tru9Iباز انتخابي   تعداد كل باند  باند چندشكل
2  64  AG CAC 
12  84  TC CT 
4  84  GT CT  
7  51  ACG CT  
11  54  CCT CT  
3  41  ACG  CC 
6  62  AG CC  
9  61  GT GC 
  جمع  501  54
  ميانگين  62/62  75/6

  
) 0(و ) 1(ها بـه صـورت     آنامتيازدهي  , باندهابراي تجزيه و تحليل     

پـس از   هـا     داده.  به ترتيب براي حضور و عدم حضور باند انجـام شـد           
 Ntsys(جهت تجزيه و تحليل به نرم افـزار   Excelورود به نرم افزار 
(version 2.02eمنتقل شدند . 

  
  نتايج و بحث    

  براي جفت آغازگر تركيب   هشت :تجزيه و تحليل الگوهاي باندي    
دهـي    بانـد قابـل امتيـاز      501در مجموع    اي سفيد،   نژاد قارچ دكمه   12

در . بـود جفـت بـاز    1000 تا 100 كه اندازه آنها در محدوده توليد كرد
هـاي   ميـانگين تعـداد بانـد     .  شكلي نشان دادنـد      باند  چند   54اين بين،   

 و  62/62  بـه ترتيـب     به ازاي هر جفت آغازگر      و چند شكل   تكثير شده 
توانايي جفت آغازگرهاي مختلف در آشكارسازي      %).  8/10( بود   75/6

در . اي سفيد متغير بـود     چندشكلي در بين نژادهاي مختلف قارچ دكمه      
 داراي  (EcoRI-CT/Tru9I-TC) آغـازگري     جفـت  اين ميان، تركيب  

آغـازگري  جفـت   و تركيـب    ) بانـد 12( چنـد شـكل      بيشترين تعداد باند  
(EcoRI-CAC/Tru9I-AG)          داراي كمترين تعداد باند چنـد شـكل  

 بـا اسـتفاده از ضـريب         ژنتيكي قرابتماتريس   .)1شكل   (بود)  باند دو(
 بـا روش    )2شـكل   (  اي   نمـودار خوشـه     همچنـين   و )3جدول  (جاكارد  

UPGMA  هاي    بر اساس داده    . بدست آمدAFLP   ژنتيكـي    ، تـشابه 
 شباهت   حسابي   متغير بود و ميانگين     95/0 تا   14/0ها بين     جفت نمونه 

جفــت .   محاســبه گرديــد57/0هــا  ژنتيكــي بــين تمــام جفــت نمونــه
و ) 95/0(  با بيـشينه شـباهت        IM-Ca014 و   IM-Ca010هاي    نمونه
) 14/0( تـشابه ژنتيكـي      ه با كمين ـ  IM-Ho010 و IM-003هاي    نمونه

  .)2جدول (مشاهده شدند 
 بـا اسـتفاده از   Ntsys  (ver.2.02)دندروگرام حاصل از نرم افـزار 

هاي مـورد   ،  دورگ%75 ژنتيكي با شباهت ) 2شكل (UPGMAروش  
  . بررسي را در سه گروه اصلي جاي داد

و گروه   IM-006 و   IM-002  ،IM-005هاي    گروه اول شامل نژاد   
-IM-008  ،IM-037  ،IMنژادهـاي     .  بـود  IM-003دوم شامل نژاد    

Ho-010  ،IM-Ho-012  ،IM-Ho-014  ،IM-Ho-015  ،IM-Ca-
نژادهاي گـروه يـك     .  در گروه سوم جاي گرفتند     IM-Ca-014 و   010
 از  مجموعاهاي اصلاح شده در جهاد دانشگاهي مشهد بودند كه   دورگ

  قـرار دارنـد     نسبت به ساير نژادهـا     تري  هاي پايين   نظر عملكرد در رتبه   
)4( .  

 ،حصولي است كه با وجود عملكرد بـالا        دورگ پر م   IM-003 نژاد
 لحاظ ژنتيكي تشابه اندكي با نژادهاي پر محـصول گـروه سـه دارد            به
 IM-037 و   IM-008والدين اين نژاد كاملا از نژادهـاي        %).  28-14(

اند، همچنين مسيرهاي اصلاحي كاملا متفاوت و گزينش زياد           متفاوت
  .تواند علت اختلاف موجود باشد مي
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) Tru9I:AG/EcoRI:CAC(و ) :(EcoRI:CT/Tru9I:TCبا استفاده از دو تركيب جفت آغازگري% 6 نيمرخ ژل پلي آكريلاميد واسرشت -)1شكل (

-IM-037, IM-008, IM-006, IM-005, IM-003, IM-002   IM به ترتيب نماينده نژادهـاي  1-12  اعداد. تركيب گزينش شده8از ميان 
Ho010,  IM-Ca010, IM-Ho015, IM-Ho014, IM-Ho012,  وIM-Ca012باشند  مي. 

  
  
  
 

EcoRI:CT/ Tru9I:TC EcoRI:CAC/ Tru9I:AG 
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اعـداد  .  Ntsysبا اسـتفاده از ضـريب جاكـارد در نـرم افـزار     AFLP هاي  اي مبتني بر داده  نژاد قارچ دكمه12 ماتريس شباهت ژنتيكي -)3جدول(
  .دهند ميكمينه  شباهت را نشان خاكستري، بيشينه و 

   IM-002 IM-003 IM-005 IM-006 IM-008 IM-037 IM-Ho010 IM-Ho012 IM-Ho014 IM-Ho015 IM-Ca010 IM-Ca014 

IM-002 1             

IM-003 0.46 1            

IM-005 0.62 0.40 1           

IM-006 0.60 0.42 0.72 1          

IM-008 0.36 0.22 0.24 0.37 1         

IM-037 0.41 0.21 0.26 0.36 0.70 1        

IMHo-010 0.36 0.19 0.26 0.36 0.68 0.80 1       

IM-Ho012 0.42 0.14 0.32 0.40 0.68 0.84 0.90 1      

IM-Ho014 0.45 0.17 0.32 0.46 0.76 0.84 0.86 0.90 1     

IM-Ho015 0.41 0.16 0.31 0.42 0.74 0.78 0.84 0.88 0.88 1    

IM-Ca010 0.40 0.17 0.26 0.38 0.72 0.79 0.77 0.81 0.85 0.87 1   

IM-Ca014 0.42 0.28 0.27 0.40 0.75 0.82 0.80 0.84 0.88 0.91 0.95 1 

  

  
  AFLPهاي  اي سفيد با استفاده از نشانگر  نژاد قارچ دكمه12 براي UPGMAدندروگرام بدست آمده از روش  -)2شكل (

  
ــاي    ــوم نژاده ــروه س ــه (  IM-Ca-014 و IM-Ca-010در گ ك

، به علت هم نـسل بـودن در طـي           )اسپوري يك نژادند    هاي تك   جدايه
ابه زيـادي   از تـش A. bisporusي جنسي قارچ  تكامل و ماهيت چرخه

، IM-Ho-010اسـپوري       هاي تك   همچنين جدايه %).  95(برخوردارند  
IM-Ho-012 ، IM-Ho-014و  IM-Ho-015 به دلايل فوق از لحاظ

-IMي اصـلاحي نـژاد        پيـشينه %).  84-90( انـد   ژنتيكي تقريبا مشابه  

١

٢

٣
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است، كه هر دو والد ) MC378-53 × MC392-17(، به صورت 037
رگ اصلاحي با عملكرد بالا   يك دوIM-008. دباشن مي U1آن از نژاد 

هاي پژوهـشي جهـاد دانـشگاهي توليـد           است كه در طي يكي از طرح      
اي عملكـرد، عملكـرد ايـن نـژاد         هاي ناحيـه    در آزمون ).  5(ه است   شد

نژاد زراعي كه براي توليد اسـپاون در گـروه           (داري از شاهد    بطور معني 
 ـ         شگاهي مـشهد بـه كـار      زيست فن آوري قارچ هاي صنعتي جهاد دان

لازم به ذكر است كـه      .   و نيز نژادهاي مورد بررسي بيشتر بود       )رود مي
 70 تــشابه  لــذا بــود كــهIM-037، دورگ IM-008يكــي از والــدين 

جالب توجه است كه .  كند را توجيه مي IM-008 وIM-037 درصدي 
 ـ.يي قرار گرفتند كه همه عملكرد بـالايي دارنـد  در اين گروه  نژادها     ا  ب

ي عملكـرد بـا    وجود اين براي به دست آوردن پيوستگي صفت پيچيده 
شايد بتوان حـدس      . آناليز همبستگي بايد انجام شود     ،AFLPباندهاي  

) IM-Ca-010  ،IM-Ca-014( زد كه دو جدايه تك اسپوري كانـادايي       
كه شباهت بالايي با نژادهاي تك اسپوري گرفته شده از نژاد اروپـايي             

Holland737  نـشان   2 و 1اوت محسوسي بـا نـژاد گـروه هـاي     و تف
شـود كـه      اين حدس هنگامي قويتر مي    .  باشند  مي U3دادند، از منشاء    

 U1 كاملا متعلق به  IM-005و IM-002در نظر بگيريم كه نژادهاي 
.  باشـد    مـي  U1 نيـز از منـشاء       IM-006بوده و يكـي از والـدين نـژاد          

اي   صـلي در قـارچ دكمـه      ا ي مهم و     دو واريته  U3 و   U1توضيح آنكه   
 :U1(سفيداند كه اختلافاتي در رنگ ميسليوم و كلاهك با هم دارنـد  

off white, U3: White(  . معمولاU1  در آمريكا و بسياري ديگـر از 
شود در حاليكه در اروپا بيشتر        كشورهاي دنيا، از جمله ايران، كشت مي      

  .  )3( شود  استفاده ميU3از 
 نژاد مختلف قارچ، بانـدهاي متفـاوت        12 براي   AFLPنيمرخ ژل   

توان مشاهده كرد كه      مي بر اساس الگوهاي باندي متفاوت،    .  نشان داد 
با توجه  .  نددش   متمايز   از همديگر كاملا     مختلف    شده نژادهاي اصلاح 

ي مولكولي منحـصر      يك شناسنامه  براي هر نژاد     توان   مي به اين نتايج  
 صفر و فقدان آن عدد      1 باند عدد    به فرد ايجاد كرد كه در آن به وجود        

 ي باند   اندازه،  جفت آغازگر          سه جزء     در اين شناسنامه  .  نسبت داده شود  
باند وجود دارد كه بر اساس آن افراد از يكديگر           حضورحضور يا عدم    و  

 54 به عبارت ديگر، هـر فـرد داراي يـك كـد               .شوند  كاملا متمايز مي  
است كه به هيچ وجه با كد       ) چند شكل  اندازه باند    54متناظر با   (رقمي  

 وجود وعدم وجـود   از سويي ديگر      . رقمي نژاد ديگر يكسان نيست     54
انحصاري برخي از باندها، دليـل ديگـري بـر توانمنـدي نـشانگرهاي              

AFLP  ج يج بر خلاف نتاين نتايا . باشد  در تمايز نژادهاي اصلاحي مي
ج نـژاد زراعـي     است كه گزارش نمود الگوهاي بانـدي پـن        ) 2001(لي  

امـا از   ).  10(  تقريبـا يكـسان بودنـد      AFLPاي حاصـله از       قارچ دكمه 
 بـا اسـتفاده از شـش تركيـب جفـت            AFLPشات  ي ـ آزما ،گـر يسوي د 

% 4/91 بانـد و  271مجموعـا   A. bitorquisآغازگري بـر روي قـارچ   
 501ن پـژوهش    يست كه در ا   ين در حال  يا).  20(د كرد   يچند شكلي تول  

د شده و ميانگين تعداد باندهاي چند شكل بـه          يبندي تول  باند قابل رتبه  
ن در  ييچنـد شـكلي پـا     %).  8/10( بـود    75/6ازاي هر جفـت آغـازگر       

ن نكتـه   ي ـعـي و بـه ا     ياي امـري اسـت طب       نژادهاي تجاري قارچ دكمه   
ن قارچ منحصرا از برخي از نژادهاي تجاري        يگردد كه در كشت ا      برمي

مان نژادهاي تجـاري مختلفـي از       شود كه به مرور ز      مادري استفاده مي  
لـذا همـانطور كـه اوربـانلي و         .  انـد   ن نژادهاي مادري منشاء گرفتـه     يا

هاي خوراكي  هاي وحشي قارچ  تياند جمع   اشاره كرده ) 2007(همكاران  
ن مشكل هستند چراكه آنها منابع مهمـي بـراي اعطـاي            يپاسخي به ا  

هاي مكرر    نشيهاي تجاري هستند كه در اثر گز        نيكي به لا  يتنوع ژنت 
 پـژوهش   ،ني ـبـا وجـود ا    ).  18( انـد   كي خود را از دست داده     يتنوع ژنت 

 ،تواند حتي براي هر نـژاد تجـاري          مي AFLPحاضر روشن ساخت كه     
ب ي ـد كه توسط هشت ترك    يد نما يالگوهاي باندي منحصر به فردي تول     

ق روشـن   ين تحق يج ا ي نتا ،گرياز سوي د  . اند  ر شده يجفت آغازگري تكث  
داراي (فـرد برخـي از بانـدها           وجود و عدم وجود  منحصر به       ساخت كه 

كنـد و     ز نـژادي مـي    يكمك موثري در تما   ) 4علامت ستاره در جدول     
ي يعنوان نـشانگرها    ابي قرار گرفته و خود به     ي تواند مورد توالي    حتي مي 

ن موضـوع در   ي ـا.  دي ـكار آ   ق هر نژاد به   يع و دق  يص سر يد در تشخ  يجد
هـاي خـوراكي    كي قارچيروي انگشت نگاري ژنتقاتي كه بر    ير تحق يسا

  ).21و20، 10،16( مورد بحث قرار نگرفته است،انجام شده است
كـه در ايـن    AFLP با توجه به مزيت تكرار پـذير بـودن نـشانگر   

، شناسـنامه مولكـولي بدسـت آمـده موثـق و            آزمايش دو بار تكرار شد    
د شـكل    بانـد چن ـ 54دهـد،      نشان مـي   4جدول . كاملا كاربردي است  

بدست آمده از طريق هشت جفت تركيب آغازگري انتخابي بـراي هـر             
در ايـن   .  نژاد، كافي است تا آن نژاد را از نژادهاي ديگـر متمـايز كنـد              

ميان باندهاي منحصربفرد در نژادهاي مختلـف، ممكـن اسـت بيـانگر        
خصوصيت ويژه اي در هر نژاد باشد كه با جداسازي و توالي يابي آنهـا        

 در جهـت  SCARانگرهاي مـرتبط بـا آنهـا ماننـد نـشانگر            و تهيه نش  
مـاتريس شـباهت،    .  تسهيل انتخاب و تمايز نژادهاي برتر اقـدام كـرد         

بيانگر قرابت ژنتيكي بين نژادهاست و اختلافات موجـود را بـر اسـاس           
اطـلاع از ميـزان قرابـت       .  كنـد  مسيرهاي اصلاحي متفاوت بيان مـي     

گيري امري ضروري اسـت چراكـه    گهاي دور ژنتيكي نژادها در برنامه  
پديده سودمند هتروزيس با افزايش فاصـله در ميـان نژادهـاي والـدي        

تعداد زيادي باند واضح قابل امتيـازدهي در        همچنين  .  يابد افزايش مي 
قرار دارند كـه در تجزيـه و تحليـل          جفت باز    1000ي بالاتر از      منطقه

ي مورد اسـتفاده      گر اندازه ي نشان   اما اين باندها در محدوده    .  وارد شدند 
منطقه برش بـر    تعداد بيشتر   هاي برشي با      توان از آنزيم    لذا مي .  نبودند

ي ژنومي استفاده كرد، تا الگـوي بانـدي      DNAروي ژنوم براي هضم     
ي  هـا    از سوي ديگر با توجـه بـه برتـري تـوالي         .تري حاصل آيد    دقيق

ي برشي بـا تـوالي        ها  استفاده از آنزيم  ,  )2(ها   در ژنوم قارچ   GCتكراري  
  .تواند كارا باشد برشي سرشار از اين بازهاي آلي مي
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  هاي مولكولي نژاد ه شناسنام-)4جدول(
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 (bp)اندازه
فت تركيب ج

  آغازگري

1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 970 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 720 

1 1 1 1 1 1 1 0 0 0  1  1  510  

1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 250 

1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 230 

1 1 1 1 1 1 1 0* 1 1 1 1 150 

Eco-RI: Core+ 
Enz+ CC 

Tru9I: Core+ 
Enz+ AG  

1  1  1  1  1  1  1  1  1  1 0* 1 400  

1  1  1  1  1  1  1  1  1  1 0* 1 200 

1  1  1  1  1  1  1  1  1  0 0 1 130  

Eco-RI: Core+ 
Enz+ CC 

Tru9I: Core+ 
Enz+ 
ACG 

1  1  1  1  1  1  0*  1  1  1 1 1 430 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 400 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 380 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 280 

1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 270 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 250 

0 0 0 0 0 0 0 1* 0 0 0 0 235 

0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 220 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 210 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 200 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 130  

1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 120 

Eco-RI: Core+ 
Enz+ CT 

Tru9I: Core+ 
Enz+TC  

1  1  1  1  1  1  1  1  0  0  0  1  >1000 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 650 

1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 600 

1 1 1 1 1 0* 1 1 1 1 1 1 460 

Eco-RI: Core+ 
Enz+ CT 

Tru9I: Core+ 
Enz+ GT 

1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  0*  1  >1000 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0* 850 

1 1 1 1 1 0* 1 1 1 1 1 1 660 

Eco-RI: Core+ 
Enz+ CT 

Tru9I: Core+ 
Enz+ 
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0 0 0 0 0 0 1* 0 0 0 0 0 640 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 380 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0* 1 370 

1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 120 

ACG  

1  1  1  1  1  1  1  1  1  0  0  0  >1000 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 >1000 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0* 1 >1000 

1 1 1 1 1 1 0* 1 1 1 1 1 420 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 400 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 350 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 280 

0 0 0 0 1 1  0 0 0 0  0  0  270 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 250 

0 0 0 0 0 0 0 1* 0 0  0  0  220 

1 1 1 1 1 1 1 0* 1 1 1 1 170 

Eco-RI: Core+ 
Enz+ CT 

Tru9I: Core+ 
Enz+ 
CCT  

0  1*  0  0  0  0  0  0  0  0 0 0 >1000 

0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 >1000 

1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 >1000 

1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 410 

1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 400 

0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 160 

1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 140 

0 1* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 

0 0 0 0 1* 0 0 0 0 0 0 0 90 

Eco-RI: Core+ 
Enz+ GC 

Tru9I: Core+ 
Enz+ GT  

0  0  0  0  0  1  1  1  0  0 0 0 750 

1  1  1  1  1  1  1  1  0 0 0 1 340 

Eco-RI: Core+ 
Enz+ 
CAC 

Tru9I: Core+ 
Enz+ AG  
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Preparation of AFLP Mediated-Molecular Certificate for 12 Bred Strains of the 
Button Mushroom, Agaricus bisporus 

 

P. Ghorbani Faal1 - M. Farsi2* - H.R. Pourianfar3 - M. Mahmoodnia - M4 - J. Zolala5 

 

Abstract 
As hybrid spawn is propagated asexually in edible mushrooms, producers may propagate it without the 

permission of the owner. For the protection of the owner right, there is a great need for a molecular certificate for 
each commercial line. The high-resolution genotyping method of amplified fragment length polymorphism 
(AFLP) analysis was used to prepare molecular certifications and fingerprinting of 12 lines of Agaricus bisporus.  
AFLP templates were prepared by digestion of Agaricus DNA with EcoRI and Tru9I restriction endonucleases 
and subsequent ligation of corresponding site specific adaptors. A total of 54 polymorphic bands were obtained 
using eight primer combinations. The largest polymorphic bands (12) were produced by using (E-CT/t-TC) 
primer combination. Molecular certificates were adjusted through presence (1) and non-presence (0) of 
polymorphic bands. The 12 Button Mushroom lines were distinctly allocated into three clusters with UPGMA 
method. These results indicated that AFLP  is a fast, highly discriminating and reproducible DNA fingerprinting 
method in distinguishing bred lines of white button mushroom. 
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