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هاي تجاري قارچ خوراكي  نگاري ژنتيكي و تفكيك نژادي  در انگشتAFLPكاربرد نشانگر مولكولي 

  اي دكمه
  

  )3(زاده   خليل ملك،)3(زاده  ، بنفشه جلال)2(، پريسا قرباني فعال )1(محمد فارسي 
لوژي، دانشكده كشاورزي دانشگاه  دانش آموخته كارشناسي ارشد بيوتكنو-2 دانشيار دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد، -1

  هاي صنعتي  عضو هيات علمي جهاد دانشگاهي مشهد، گروه پژوهشي زيست فناوري قارچ-3فردوسي مشهد، 
  

هاي خوراكي، حفاظت از نژادهاي اصلاح شده امري جدي و   قارچ اصلاحيهايتكثير رويشي نژادسهولت  به دليل
ل سرعت، دقت، پوشش بالاي ژنوم و نيز ارائه نتايج قابل اعتماد و  به دليAFLPنشانگرهاي مولكولي . ضروري است

 نژاد تجاري قارچ 12ي ژنومي DNAدر اين پژوهش . نگاري ژنتيكي دارند قابليت زيادي در انگشت, تكرارپذيري بالا
در . رديد، تكثير گ(EcoRI/Tru9I)با استفاده از هشت تركيب جفت آغازگري , Agaricus bisporus  اي خوراكي دكمه

بيشترين تعداد باند چند شكل .  از آنها چند شكل بودند%) 8/10( عدد 54دهي ايجاد شد كه   باند قابل امتياز501مجموع 
با استفاده از )  باند2( و كمترين تعداد باند چندشكل (EcoRI-CT/ Tru9I-TC)با استفاده از تركيب آغازگري )  باند12(

 متغير بود و 95/0 تا 14/0ها بين  شباهت ژنتيكي نمونه.   حاصل شد(EcoRI-CAC/ Tru9I-AG)تركيب  آغازگري 
.  نژاد مشخص كرد12، سه گروه اصلي را بين Ntsysدر نرم افزار UPGMA دندروگرام ترسيم شده با استفاده از روش 

  .سر بودبا توجه به الگوي انحصاري باندهاي حاصل از هشت جفت آغازگر در هر نژاد، تمايز بين آنها مي
  

  ، شناسنامه مولكوليAFLP، نژادهاي اصلاحي، تركيب آغازگري،  اي قارچ دكمه: واژه هاي كليدي

  

  مقدمه
شود كه بتوان بدون   به روش غيرجنسي موجب ميAgaricus bisporus خوراكي  تكثير ساده و سريع ميسليوم قارچ

 تكثير نمود، اين امر علاوه بر آنكه خلاف حقوق مادي كسب مجوز از توليدكنننده اصلي، نژادهاي اصلاح شده را براحتي
استفاده از .  نمايد را دچار مشكل ميهاي خوراكي   هاي اصلاحي قارچ تداوم برنامه باشد و معنوي توليد كننده مي

اين هدف از .  باشند نگاري و ثبت ژنتيكي نژادهاي نزديك به هم مي نشانگرهاي ژنتيكي روشي قابل اعتماد براي انگشت
اي به كمك نشانگر  يابي به شناسنامه مولكولي چند نژاد اصلاحي تجاري قارچ خوراكي دكمه پژوهش برسي امكان دست

AFLP باشد مي .  
DNA   اي بر اساس روش مبتني بـر           نژاد قارچ خوراكي دكمه    12ي ژنوميCTAB           از ميـسليوم حاصـل از كـشت مـايع 
نگـاري     بدست آمده به منظور انجـام مراحـل انگـشت          DNAي و كيفي،    هاي كم   پس از انجام سنجش   .  ها انجام شد    قارچ

پس از اتصال آداپتورها به انتهاي قطعات برش يافته تكثير قطعات           .  هاي برشي هضم گرديد      توسط آنزيم  AFLPمبتني بر 
ه بـر روي ژل     به منظور مشاهد الگوي باندي حاصل، قطعات تكثير يافت ـ        .  در دو مرحله پيش انتخابي و انتخابي انجام شد        

امتيازدهي .  آميزي گرديد   ياب بارگذاري و به روش نيترات نقره رنگ         آميد واسرشت در دستگاه الكتروفورز توالي       اكريل  پلي
 Excelها پس از ورود به نرم افزار          داده. به ترتيب براي حضور و عدم حضور باند انجام شد         ) 0(و  ) 1(باندها به صورت    

  . منتقل شدندNtsys (version 2.02e(افزار جهت تجزيه و تحليل به نرم 
شـكلي نـشان       باند چنـد   54 باند قابل امتيازدهي و      501اي سفيد، در مجموع        نژاد قارچ دكمه   12هشت جفت آغازگر براي     

در ايـن   .  بـود  75/6 و   62/62هاي تكثير شده و چند شكل به ازاي هر جفت آغازگر بـه ترتيـب                  ميانگين تعداد باند  .  دادند

 ٤٧
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 داراي بيـشترين تعـداد بانـد چنـد شـكل و تركيـب جفـت                 (EcoRI-CT/Tru9I-TC) تركيب جفت آغـازگري      ميان،
بر اساس الگوهاي بانـدي متفـاوت،      .   داراي كمترين تعداد باند چند شكل بود       (EcoRI-CAC/Tru9I-AG)آغازگري  

  ماتريس قرابت ژنتيكي بدست آمده .شدند مي توان مشاهده كرد كه نژادهاي اصلاح شده مختلف از همديگر كاملا متمايز   
دندروگرام حاصـل از نـرم   .   نشان داد95/0 تا 14/0ها را بين   حاصل از آن ، تشابه ژنتيكي جفت نمونه     اي  و نمودار خوشه  

در سه گـروه اصـلي      % 75هاي مورد بررسي را با شباهت ژنتيكي          ، دورگ UPGMA به روش    Ntsys (ver.2.02)افزار
 الگوهاي بانـدي منحـصر بـه        ، قادر است براي هر نژاد تجاري      AFLP روشن ساخت كه روش      پژوهش حاضر . جاي داد 

ي مولكولي منحصر به فرد ايجاد كـرد كـه در آن بـه                توان براي هر نژاد يك شناسنامه       به اين ترتيب مي   .  فردي توليد نمايد  
ي باند و حضور يـا   جفت آغازگر، اندازه     ء   سه جز   در اين شناسنامه  .   نسبت داده شود   0 و فقدان آن عدد      1وجود باند عدد    

  .شوند باند وجود دارد كه بر اساس آن افراد از يكديگر كاملا متمايز مي عدم حضور
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Preparation of AFLP Mediated-Molecular Certificate for 12 Bred Strains of the 

Button Mushroom, Agaricus bisporus 
 

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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