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اي  اي به خاطر اينكه در طي فرايندهاي اصلاحي توليد شده و منشا والديني غالبا مشابه نژادهاي تجاري قارچ دكمه
گشاي مسائل اصلاحي تواند راه ارچ ميهاي اين ق شناسايي و تفكيك ژنوتيپ. دارند شباهت ژنتيكي بالايي با هم دارند

هاي مولكولي ابزار مناسبي را جهت ارزيابي تنوع ژنتيكي و  امروزه روش. و ثبت مالكيت حقوقي در اين قارچ باشد
هاي با رابطه خويشاوندي  توانايي جداسازي ژنوتيپ ISSRنشانگرهاي . اند هكردبررسي روابط خويشاوندي فراهم 

ها به منظور  ريبوزومي قارچ IGSو   ITSهاي منحصر به فرد نواحي  از سوي ديگر، توالي. دباش نزديك را دارا مي
هاي قارچ  در اين مطالعه توانمندي اين ابزارهاي مولكولي در تفكيك ژنوتيپ. شوند بررسي روابط تكاملي استفاده مي

مورد بررسي  ISSRآغازگر  20تفاده از اي با اس ژنوتيپ از سه گونه قارچ دكمه 23. اي مورد بررسي قرار گرفت دكمه
 20از . دشيابي  ريبوزومي آنها نيز به كمك آغازگرهاي اختصاصي تكثير و توالي IGSو  ITSقرار گرفتند و نواحي 

باند چندشكل جهت بررسي روابط ژنتيكي  242باند قابل امتيازدهي و  245آغازگر با ايجاد  13، تعداد ISSRآغازگر 
 841به ترتيب به آغازگرهاي ) 95/0و  92/0(كمترين ضرايب چندشكلي . ناسب تشخيص داده شدندها م ميان ژنوتيپ

كمترين و بيشترين ضريب شباهت ژنتيكي به . آغازگر ديگر تعلق گرفت 11به ) 0/1(بيشترين ضريب چندشكلي   809و 
 841، 809، 808آغازگرهاي . آمدبدست  961/0با  Yousefiو  512و  100/0با  Dezfulو  P4هاي  ترتيب بين ژنوتيپ

از سوي ديگر، نتايج . ها را با وجود روابط خويشاوندي نزديك آنها دارند ژنوتيپ كليهتوانايي جداسازي  842و 
نشان داد كه اين نواحي عليرغم عدم قابليت تفكيك درون گونه اي، در تفكيك بين  IGSو  ITSيابي نواحي  توالي
از قابليت بالاتري در تفكيك  IGSو  ITSدر مقايسه با نواحي  ISSRنشانگرهاي  نابراينب. باشند اي كارآمد مي گونه

توانند به عنوان ابزاري  اي برخوردار بوده و مي هاي با رابطه خويشاوندي نزديك در قارچ خوراكي دكمه ژنوتيپ
  .ار گيرندنگاري و ثبت حقوقي نژادهاي تجاري درون يك گونه مورد استفاده قر كارآمد در انگشت
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   مقدمه
، Agaricales، راسته Basidomycotaاي متعلق به شاخه  قارچ دكمه

 Agaricusجنس . است Agaricusو جنس  Agaricaceaeخانواده 
هاي كلاهكدار است كه  هاي مهم و بزرگ قارچ يكي از جنس
هاي  بيشتر گونه. باشد گونه خوراكي و سمي مي 300داراي بيش از 

 .Aو A. bisporusهاي  گونه. تنداين جنس غيرسمي هس

campesrtris هاي خوراكي پرورشي را  سهم زيادي از بازار قارچ
). Al-Momany and Saleh 2009(اند  به خود اختصاص داده

اي تجاري بر اساس  بندي و تمايز نژادهاي قارچ دكمه دسته
گيرد، كه اين خصوصيات  خصوصيات مورفولوژيكي صورت مي

 Royse and(گيرند  ير عوامل محيطي قرار ميبه راحتي تحت تأث

May 1982; Guan et al.2008 .( اثر عوامل محيط و همچنين
وجود رابطه ژنتيكي نزديك بين اكثر نژادهاي تجاري، جداسازي و 

سازد و مشكلاتي را  شناسايي آنها را سخت و گاهي غيرممكن مي
و ها  براي اثبات متفاوت بودن نژادها براي توليد كننده

براي رفع اين ). Guan et al.2008(آورد  ها بوجود مي كننده عرضه
مسائل معرفي روشي كارآمد و سريع براي شناسايي و تفكيك 

  . رسد اي لازم به نظر مي نژادهاي قارچ دكمه
در چند دهه اخير ابزارهاي مولكولي مختلف مبتني بر چندشكلي 

از . اند تفاده شدهها اس اسيدهاي نوكلئيك در مطالعات ژنتيكي قارچ
 A. brunnesces )Castle etدر تعيين ژنوتيپ قارچ  RFLPتكنيك 

al.1987( از نشانگر ،RAPD  در تفكيك كولتيوارهاي قارچ
در تعيين ژنوتيپ  ITS-RFLP، از )Moore et al. 2001(اي  دكمه
، از تجزيه و )Pleurotus )Ma and Luo 2002هاي جنس  قارچ

هاي جنس  در بررسي تنوع قارچ IGSو  ITSتحليل نواحي 
Armillaria )Chillali et al. 1998( از نشانگر ،ISSR  در تعيين

و براي ) Shiitake )Zhang et al. 2007نوع نژاد در قارچ 
و ) Guan et al. 2008(اي  جداسازي گونه و نژادهاي قارچ دكمه

جهت تهيه شناسنامه مولكولي نژادهاي قارچ  AFLPاز نشانگر 
. اند استفاده كرده) Ghorbani Faal et al. 2009(اي سفيد  دكمه

هاي مولكولي توانمند جهت مطالعات  يكي از ابزار ISSRنشانگر 
اي پليمراز  مبتني بر واكنش زنجيره اين نشانگر. باشد ميژنتيكي 

جهت مطالعه ارقام زراعي معرفي شد  1994بوده و در سال 
)Zietkiewicz et al.1994 .(غييرپذير نواحي ريزماهواره، طبيعت ت

را به عنوان  ISSRداشتن حداقل احتياجات و كاربرد آسان، نشانگر 
نشانگري مفيد و با صرفه براي بيشتر تحقيقات سيستماتيكي و 

تكنيك ). Reddy et al. 2002(اكولوژيكي معرفي كرده است 
ISSR  اكثر مزاياي نشانگرهايAFLP  وSSR  را با كليت نشانگر

RAPD كند و داراي تكرارپذيري بالا، مراحل ساده و  ركيب ميت
كوتاه بوده و از چندشكلي مطلوبي در تجزيه و تحليل روابط 

در اين تكنيك قطعه مابين دو ناحيه . ژنتيكي برخوردار است
گيري مخالف نسبت به  تكراري ريزماهواره يكسان كه داراي جهت

 16 – 25هم بر روي ژنوم هستند، بوسيله يك آغازگر 
اند تكثير  نوكلئوتيدي، كه بر اساس نواحي ريزماهواره طراحي شده

 200 - 2000داراي طول بين  محصولات تكثيري معمولا. شود مي
از  IGS2و  ITS1نواحي  ).Reddy et al. 2002(جفت باز هستند 

 .باشند مي به منظور بررسي روابط ژنتيكيهاي ژنومي مناسب  توالي
اند كه  ريبوزومي قرار گرفته DNAاز  اي منطقهدر  ITSنواحي 

 بين ژن( ITS1  ناحيه اين نواحي شامل دو. شوند رونويسي مي
rDNA  زيرواحد كوچك ريبوزوم وS rDNA8/5 ( وITS2 ) بين

S rDNA8/5  ژن وrDNA هستند و ) ريبوزوم زيرواحد بزرگ
باشند و آنها را  مي rDNAهاي تكراري  مناطق بين ژن IGSنواحي 

اين ). 1شكل(شوند  نمايند ولي رونويسي نمي دا مياز هم ج
هاي متغير  هاي محافظت شده و قسمتنواحي شامل قسمت

هاي بازي و تغيير در  منابع تنوع در اين نواحي جانشيني. هستند
براي آشكارسازي تنوع در اين نواحي از . تواند باشد طول مي

ده آغازگرهاي اختصاصي كه بر اساس نواحي خيلي محافظت ش
rDNA چندشكلي موجود در اين . شود اند، استفاده مي طراحي شده

 Chillali et(شود  يابي مشخص مي نواحي عموما بوسيله توالي

al.1998; Deng et al.2008 .(هاي اخير  گزارش شده كه در سال
هاي فيلوژني  درصد از مقاله 66گياهان در  ITSبررسي نواحي 

، ITSاي مبتني بر نواحي ه درصد مقاله 34انجام شده و در 
مطالعات به منظور بررسي روابط فيلوژني انجام گرفته است 

)Álvarez and Wendel 2003 .( نواحيITS  براي تفكيك
براي مطالعه روابط  IGSهاي خيلي نزديك قارچي و نواحي  گونه

  Roose-Amsaleg et( هستند مفيد   اي درون گونه  و  بين  ژنتيكي

                                                            
1  Internal transcribed spacer 
2  Intergenic spacer region 
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 اي هاي ريبوزومي بر روي ژنوم قارچ خوراكي دكمه  نحوه قرارگيري ژن -1شكل 

 
al. 2002; Zhang et al. 2006 .( همچنين بررسي تواليITS  نقش

مهمي در مطالعات فيلوژني در سطح جنس و زيرجنس و در 
 .Zhang et al(هاي ماكروسكوپي بازي كرده است  تشخيص قارچ

2006.(  
اي  هاي اصلاحي در قارچ دكمه با توجه به اينكه اجراي برنامه

اين  منوط به شناخت مواد اصلاحي و تشخيص صحيح آنها است،
و قابل اعتماد براي شناسايي   لعه با هدف معرفي روشي سادهمطا

هاي آينده  اي به منظور استفاده در برنامه نژادهاي قارچ دكمه
اي، با تكيه بر توانايي  نژادي قارچ دكمه اصلاحي و ثبت 

ريبوزومي در  IGSو  ITSو توالي نواحي  ISSRنشانگرهاي 
اي، انجام  مهجداسازي و شناسايي نژادهاي مختلف قارچ دك

 .گرفت

  
   هامواد و روش

اي دريافت شده  ژنوتيپ قارچ خوراكي دكمه 23در اين تحقيق از 
هاي صنعتي جهاد  فناوري قارچ  از آزمايشگاه گروه زيست

  ). 1جدول(د شدانشگاهي مشهد استفاده 
هاي رشد يافته در محيط عصاره  از ميسليوم ،DNAاستخراج 

همراه  Saghai-Maroof et al. (1984)كمپوست، بر اساس روش 
  .با تغييراتي انجام شد

  ISSRهاي  تجزيه داده
 بكار ISSRهاي حاصل از نشانگرهاي مولكولي  تجزيه نهايي داده

آغازگر  20از ) 2جدول (آغازگر منتخب  13رفته با استفاده از 
، 8C (805 ،)(CT)8RA (843(TA)(هفت آغازگر (اوليه 

)(CT)8RC (844 ،)(CT)8RG( 845 ،)(TG)8RT (858 ،

)(CT)8AGA (P8  و)(CTC)6 (P38  كه باندهاي غير قابل
هاي  واكنش. انجام شد.) امتيازدهي ايجاد نكردند، حذف شدند

نانوگرم  30ميكروليتري شامل  20هاي  مراز در حجم اي پلي زنجيره
DNA  ژنومي، بافرPCR )X1 ( مخلوط نوكلئوتيدها ،)mM 2/0( ،

واحد آنزيم  يكو ) pM 5/0(، آغازگر )mM 5/2(كلريد منيزيم 
Taq  پليمراز)Genet bio (زمان و دماي لازم براي . انجام گرفت

درجه  94واسرشت اوليه در : مراحل مختلف تكثير به صورت
چرخه تكثير شامل واسرشت در  30دقيقه،  سهگراد به مدت  سانتي

ر دماي اتصال ه(ثانيه، اتصال آغازگر  45درجه به مدت  94
دقيقه،  يكبه مدت .) آورده شده است 2آغازگر در جدول 

 72دقيقه و تكثير نهايي در  يكدرجه به مدت  72گسترش در 
بر  PCRالكتروفورز محصولات . دقيقه تنظيم شد 5درجه به مدت 

ها در  ژل. درصد انجام شد 7/1با غلظت  TBEروي ژل آگارز 
رديد و سپس در درصد رنگ آميزي گ 1/0محلول اتيديوم برومايد 
عكسبرداري  vilber lourmat TCR-20M دستگاه ترانسلوميناتور 

به منظور تعيين فواصل ژنتيكي نژادها الگوي باندي حاصل از . شد
به صورت صفر و يك  TotalLab TL120آغازگر از نرم افزار  13

سپس ماتريس شباهت ژنتيكي با استفاده از . دشارزش گذاري 
روش  با  د و كلاستربنديشكارد محاسبه ضريب تعيين فاصله جا

UPGMA افزار در نرمNTSYS.2 شاخص . انجام شدPIC1  براي
به عنوان يك نشانگر غالب براساس معادله زير  ISSRهاي  آغازگر

  محاسبه شد
PICi = 1-pi

2-qi
2 (Haouari and Ferchichi 2008) 

رديف هر ( فراواني حضور باند براي هر مكان آغازگر piدر اينجا 
 براي آن مكان آغازگر باند   فراواني عدم حضور  qi  و) باند در ژل

                                                            
1 Polymorphism information content 
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 IGSو  ISSR ،ITSاي مورد استفاده براي بررسي مولكولي با استفاده از نشانگر هاي قارچ دكمه ژنوتيپ -1جدول 

 توصيف نام ژنوتيپ رديف توصيف نام ژنوتيپ رديف

1 IM002 13 حينژاد دورگ اصلا IM00Ca14 تك اسپور گزينش شده از نژاد نامشخص از كانادا 

2 IM003 14 نژاد دورگ اصلاحي Dezful  نژاد وحشي  
3 IM005 نژاد تجاري 737 15 نژاد دورگ اصلاحي  
4 IM006 16 نژاد دورگ اصلاحي A15 نژاد تجاري 

5 IM008 17 نژاد دورگ اصلاحي F60  نژاد تجاري 

6 IM0037 نژاد تجاري 2200 18 اصلاحينژاد دورگ 

7 IM00H2  نژاد تجاري 512 19  737تك اسپور گزينش شده از نژاد 

8IM00H12 20 737تك اسپور گزينش شده از نژاد Yousefi  كشت بافت از نژاد نامشخص از دانمارك  
9 IM00H14  21 737تك اسپور گزينش شده از نژاد A.wild Agaricus sp.  
10IM00H15 22 737پور گزينش شده از نژادتك اس P1 Agaricus bitorquis  

11 IM00Ca10 
تك اسپور گزينش شده  از نژاد نامشخص 

  از كانادا
23 P4  Agaricus bitorquis  

12 IM00Ca12 
تك اسپور گزينش شده از نژاد نامشخص

 از كانادا
    

 
  ايوراكي دكمههاي قارچ خمعرفي شده براي تفكيك ژنوتيپ ISSR آغازگرهاي -2جدول

  نام آغازگر  توالي آغازگر )C°(دماي اتصال نام آغازگر توالي آغازگر )C°(*دماي اتصال
51  (AG)8YC 835 46 (AG)8T 807  
49  (AG)8YA 836 49 (AG)8C 808  
49  (GA)8YT 840 49 (AG)8G 809  
50  (GA)8YC 841 47 (GA)8T 810  
51  (GA)8YG 842 48 (GA)8C  811  
47  (CAAGG)3 P39 47 (GA)8A 812 

Y= C or T, R= A or G 49 (AG)8YT 834  
  .دماي اتصال براي هر آغازگر جداگانه بر اساس درجه ذوب ارايه شده توسط شركت سازنده بهينه سازي شده است*
 

براي يك آغازگر ميانگين  PICدر جمعيت است و شاخص 
PICiباشد هاي توليد شده توسط آن آغازگر ميهاي تمام مكان

)Kumar et al.2014(.  اساس اين معادله مقدار  برPIC تواند  مي
  .متغير باشد 5/0بين صفر و 

  IGSو  ITSتوالي نواحي  تجزيه
 -ITS5: 5′از آغازگرهاي ITSجهت تكثير كامل 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG -3′ وITS4: 5′- 

TCCTCCGCTTATTGATATGC -3′  و جهت تكثير ناحيه
IGS1 از آغازگرهاي اختصاصيLR12R: 5′- 

GAACGCCTCTAAGTCAGAATCC -3′  5وSRNA: 5′- 

ATCAGACGGGATGCGGT -3′  استفاده شد)White et 

al.1990; Martin and Rygiewicz 2005 .(اي  هاي زنجيره واكنش
ژنومي،  DNAنانوگرم  60حاوي ميكروليتر  60پليمراز در حجم 

، كلريد منيزيم )mM 16/0(، مخلوط نوكلئوتيدها )PCR )X1بافر 
)mM 5/2( آغازگر رفت و آغازگر برگشت ،)pM 16/0 ( يكو 

زمان و دماي لازم براي . گرفتپليمراز انجام  Taqواحد آنزيم 
 درجه 94در  اوليه  واسرشت  صورت  به  تكثير  مختلف  مراحل 
چرخه تكثير شامل واسرشت در  30دقيقه،  سهگراد به مدت  سانتي

درجه به مدت  55 ثانيه، اتصال آغازگر در 45درجه به مدت  94
 دقيقه و تكثير  يك مدت  به   درجه  72  در  گسترش دقيقه،   يك
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 اياستفاده شده براي بررسي تنوع قارچ خوراكي دكمه ISSRهاي محاسبه شده براي آغازگرهاي  شاخص -3جدول

  نام آغازگر  تعداد آلل ايجاد شده  تعداد آلل چندشكل درصد چندشكلي تعداد كل باندهاي ايجاد شده PICشاخص 
163/0  197 100 19 19 807  
247/0  206 100 18 18 808  
151/0  202 4/95 21 22 809  
146/0  106 100 18 18 810  
173/0  179 100 19 19 811  
155/0  86 100 9 9 812 

151/0  194 100 30 30 834  
214/0  122 100 15 15 835  
172/0  124 100 16 16 836  
205/0  147 100 15 15 840  
246/0  235 6/92 25 27 841  
225/0  153 100 23 23 842  
185/0  132 100 14 14 P39  
 جمع  245 242 - -  -

 
جهت تاييد تكثير  .دشدقيقه تنظيم  5درجه به مدت  72نهايي در 

كروليتر از محصولات واكنش بر روي ژل آگارز يمدو اين نواحي 
محصولات . و الكتروفورز انجام شدد شدرصد بارگذاري  يك

د و شارسال  Bioneerه شركت يابي ب  تكثيري جهت توالي
نتايج . يابي بر اساس هر دو رشته قطعه تكثيري انجام گرفت توالي
مورد بررسي  BioEdite) 7.3.1.0( افزار يابي با استفاده از نرم توالي

 .و آناليز قرار گرفت
 

    نتايج و بحث
آغازگر  13مورد بررسي،  هاي ژنوتيپ ISSRهاي  در تجزيه داده

 242باند قابل امتيازدهي ايجاد كردند كه  245منتخب در مجموع 
هاي محاسبه شده براي  شاخص. باند چندشكل تشخيص داده شد

در بين اين آغازگرها، . آمده است 3آغازگر در جدول  13هر 
هاي چندشكل را بترتيب  كمترين درصد باند 809و  841آغازگر 

درصد بخود اختصاص دادند و بقيه صد در صد  95و  92با 
 . ندهاي چندشكل ايجاد كردندبا

ها  هاي ماتريس شباهت، تشابه ژنتيكي جفت نمونه بر اساس داده
نژادهاي ، در ماتريس شباهت. متغير بود 961/0تا  1/0بين 

Yousefi  و نژادهاي ) 961/0(بيشترين شباهت  512وDezful  و
P4  را نشان دادند) 1/0(كمترين تشابه ژنتيكي.  

مورد  هاي وتيپژنجهت نشان دادن قدرت تفكيك هر آغازگر در 
اي بر اساس الگوي باندي هر آغازگر با  مطالعه، نمودار خوشه

بندي انجام شده  بر اساس خوشه. رسم شد UPGMAروش 
اي قرار  هاي جداگانه اي در خوشه هاي متفاوت قارچ دكمه گونه

به  ISSRدهنده اين است كه نشانگر  و اين نشان) 2شكل (گرفتند 
كند و شباهت  ا نيز از هم جدا ميهاي مختلف ر طور صحيح گونه

. ژنتيكي محاسبه شده توسط آنها از صحت بالايي برخوردار است
هاي  نيز ژنوتيپ A. bisporusهاي گونه  همچنين در بين ژنوتيپ

كه يك ژنوتيپ وحشي بومي  Dezfulاصلاحي كاملا از ژنوتيپ 
. اي جداگانه قرار گرفتند باشد، جدا شدند و در دسته ايران مي

با همه آغازگرهاي منتخب، الگوي باندي متفاوتي  Dezfulنوتيپ ژ
درصد  75كليه نژادهاي اصلاحي در سطح . از خود نشان داده بود

و با توجه به ) 2شكل(شباهت ژنتيكي در يك خوشه قرار گرفتند 
هاي خواهري نيز در داخل اين خوشه پراكنده بودند  ژنوتيپ  اينكه

هاي اصلاحي قرابت نزديكي با هم  پدهد كه تمام ژنوتي نشان مي
  . هستند  برخوردار  يكساني  اجداد  از  زياد  احتمال به  و   دارند
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 UPGMAبراساس روش  ISSRآغازگر  13با استفاده از  اي نژاد قارچ خوراكي دكمه 23دندروگرام حاصل از بررسي فواصل ژنتيكي  -2شكل 

 
بندي رسم شده به نظر  همچنين بر اساس ضريب شباهت و خوشه

و  IM00Ca10 ،IM00Ca12رسد والد نژادهاي اسپوري  مي
IM00Ca14 همچنين از . باشد 737باشد نيز نژاد  كه نامشخص مي

 842و  841، 809، 808آغازگر  4ر منتخب، آغازگ 13بين 
نژادهاي مورد آزمايش را از هم مجزا و تفكيك  توانستند تمامي

  . نمايند
داراي  ISSRتوان استنباط كرد كه آغازگرهاي  بر اساس نتايج مي

قدرت تفكيك مناسبي را براي جداسازي  n(GA)يا  n(AG)توالي 
تواند نشان دهنده  ن مياي دارند و اي هاي قارچ خوراكي دكمه نژاد

ها داراي پراكندگي خوبي در ژنوم اين  اين باشد كه اولا اين توالي
اي بالا است؛  ها در قارچ دكمه قارچ هستند و ثانيا تنوع اين توالي

هاي قبلي بر روي نژادهاي تجاري چين مطابقت  اين نتايج با يافته
ر چين را هاي موجود د محققان نژاد).  Guan et al. 2008(دارد 

كاملا از هم تفكيك كردند و عنوان  842و  810تنها با دو آغازگر 
كردند كه اين دو كارآمدترين آغازگرهاي آنها براي تفكيك تمامي 

 ). Guan et al. 2008(نژادهاي مورد مطالعه آنها بود 

كارايي چنداني ندارد  810كه نتايج ما نشان داد كه آغازگر درحالي
تري جهت تفكيك  آغازگر مناسب 808و در عوض آغازگر 

علاوه در اين ه ب ).3شكل(باشد  نژادهاي موجود در ايران مي

دليل . مطالعه چهار آغازگر براي تفكيك نژادها از يكديگر نياز بود
هاي اصلاح شده  آن را مي توان به اين صورت توضيح داد كه نژاد

در ايران منشا خيلي نزديكي داشته و حتي تعدادي از آنها خواهر 
گري كمتري و برادر هستند و بنابراين تنوع ژنتيكي و تنوع نشان

  . دهند نشان مي
كه در واقع بيانگر ارزش يك نشانگر براي تشخيص  PICشاخص 

هاي  باشد، بر اساس تعداد آلل چندشكلي در يك جمعيت مي
د و شو شناسايي شده و نحوه پراكنش آنها در جمعيت محاسبه مي

ها  در حال حاضر به عنوان پركاربردترين آماره ارزشيابي نشانگر
هاي  آغازگر PICميانگين ). Nagy et al. 2012(شود  شناخته مي

بود كه با توجه به اينكه  187/0مورد آزمون در اين پژوهش 
) Nagy et al. 2012(است  5/0هاي غالب  در نشانگر PICحداكثر 

هاي تجاري قارچ خوراكي ر ژنوتيپدهنده اين است كه اكثنشان
. )3جدول ( ايران داراي روابط خويشاوندي نزديكي هستند

دهد در بين آغازگرها، آغازگرهاي  همانطوركه نتايج  نشان مي
توانند يكي از كارآترين  دارند مي 25/0حدود  PICكه  841و  808

هاي با زمينه ژنتيكي نزديك قارچ  آغازگرها در بررسي ژنوتيپ
  .باشند   در ايران  موجود  هايژنوتيپ همچون  اي  دكمه اكيخور
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 .شده است جهت تطابق باندها در هردو ژل تكرار IM0037 نمونه شماره – plus 100سايز ماركر  M، 808نيمرخ ژل الكتروفورز محصولات تكثيري آغازگر  -3شكل 

 
 توانايي بالايي در تفكيك ISSRنتايج ما نشان داد كه نشانگر 
اي كه خويشاوندي نزديكي با  نژادهاي قارچ خوراكي دكمه

نتايج بدست آمده در اين آزمايش . باشديكديگر دارند، را دارا مي
هايي با قرابت ژنتيكي زياد  جمعيت تجزيهها در  همانند ساير يافته

هايي از انگور، كاهو، گوجه، كاج،  ها و شجره كه بر روي جمعيت
اند  او هلشتاين و انسان، استفاده شدهآلا، ماكيان، گ قزل ماهي

را در شناسايي و تفكيك  ISSRمطابقت دارد و قابليت نشانگر 
  ). Gupta et al.1994(دهد  افراد خويشاوند مورد تاييد قرار مي

و  ITS1نشان داد كه در هر دو منطقه ITS تجزيه توالي نواحي 
ITS2 جود هيچگونه تفاوت بازي بين نژادهاي درون يك گونه و

صد در صد يكسان است   هاي نوكلئوتيدي اين نواحي ندارد و باز
كه طوريههاي مختلف اين تفاوت كاملا آشكار بود ب اما بين گونه

. هم تفاوت بازي وجود دارد و هم طول اين نواحي متفاوت است
هاي  جفت باز و در گونه A. bisporus ،289در  ITS1طول ناحيه 

A. bitorquis  وA. sp. ،293 شباهت ). 4شكل (باشد  جفت باز مي
، A. bitorquis و  A. bisporusهاي  بين گونه ITS1بين ناحيه 

 .Aو بين  A. sp. ،986/0و  A. bitorquisهاي  ، بين گونه929/0

bisporus  و A. sp. ،929/0 باشد مي.  
هاي  جفت باز و در گونه A. bisporus ،208در  ITS2طول ناحيه 

A. bitorquis و A. sp. ،210 شباهت ). 5شكل (باشد  جفت باز مي

، A. bitorquis و  A. bisporusهاي  بين گونه ITS2بين ناحيه 
 .Aو بين  A. sp. ،991/0و  A. bitorquisهاي  ، بين گونه933/0

bisporus  و A. sp. ،933/0 باشد مي.  
اي  هاي قارچ خوراكي دكمه ژنوتيپ  ITSيابي نواحي نتايج توالي

هاي اين نواحي در درون گونه  داد كه تفاوتي در نوكلئوتيد نشان
شود، در  ها مشاهده مي بين گونه  وجود ندارد و تنها تفاوت

باشند  كه عنوان شده كه اين نواحي داراي ثبات پاييني ميصورتي
ها بهتر از  اي در قارچ هاي بين و درون گونه و جهت تعيين تفاوت

همچنين نتايج ما ). Deng et al. 2008(باشند  مي rDNAنواحي 
ها و نژادهاي  گونه ITSكه نواحي  Geml et al. (2004)با اظهارات 

را مورد بررسي قرار داده و تفاوت و  Agaricusهاي جنس  قارچ
اي را گزارش كرده بودند، مغايرت  تمايز در سطح درون گونه

  .دارد
راي تمام جفت باز ب 1200به طول تقريبي IGS1 يابي ناحيه  توالي

با موفقيت  A .bitorquisازگونه   P1و نژاد   A.bisporusنژادهاي
 .Aهاي در بين نژاد. به صورت رفت و برگشت انجام شد

bisporus   تنها يك تفاوت نوكلئوتيدي در اين ناحيه مشاهده شد
در اين جايگاه باز سيتوزين . بود Dezfulكه مربوط به نژاد وحشي 
 .Aتفاوت در اين ناحيه بين دو گونه . تجايگزين گوانين شده اس

bitorquis  و  A. bisporus  ها  و ترتيب باز  توالي  طول لحاظ   از 
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 .باشد اي مي هاي قارچ خوراكي دكمه ، نواحي رنگي نشان دهنده تفاوت بازي بين گونهITS1هاي  توالي) alignment(سازي  همرديف -4شكل 

 

 
 .باشد اي مي هاي قارچ خوراكي دكمه نواحي رنگي نشان دهنده تفاوت بازي بين گونه، ITS2هاي  توالي) alignment(همرديف سازي  -5شكل 
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 .Aطوريكه طول اين ناحيه درههاي آشكاري بود ب داراي تفاوت

bisporus، 1176 جفت باز و در A. bitorquis ،1201  جفت باز
 .A و  A. bisporusهاي  بين گونه IGS1شباهت بين ناحيه . بود

bitorquis ،812/0 باشد مي .  
 Chillali et al.1998; Martin and(با وجود اينكه گزارشات قبلي 

Rygiewicz 2005 ( حاكي از اين بود كه نواحيIGS  داراي تنوع
يابي ناحيه  اي هستند اما توالي مناسبي براي تشخيص درون گونه

IGS1 نواحي  اي نيز نتايج مشابهي همانند قارچ دكمهITS  را ارايه
  . دشاي مشاهده  ها در سطح بين گونه داد و تنها تفاوت

 تواند نشانگر اين واقعيت باشد كه نواحي نتايج بدست آمده مي
ITS  و IGS شده بوده ها حفاظت اي در درون گونه در قارچ دكمه

اما . باشد و ابزاري مناسب جهت تفكيك نژادها در اين قارچ نمي
 Agaricusونوميكي براي تعيين گونه در جنس از لحاظ تاكس

تواند كمك شاياني به  باشد كه اين موضوع مي مناسب مي
اي وحشي براي طبقه بندي  هاي دكمه آوري قارچ هاي جمع پروژه

  . و شناسايي آنها باشد
  گيري نهايي نتيجه

توان به  بر اساس نتايج بدست آمده از سه روش مورد ارزيابي مي
در قارچ خوراكي  ISSRد كه استفاده از نشانگر اين نتيجه رسي

هاي  اي به دليل اينكه قابليت جداسازي و تفكيك ژنوتيپ دكمه
تواند ابزاري مفيد  متفاوت نتاج منشا گرفته از يك والد را دارد، مي

 IGS و ITS نواحي . ها باشد جهت تفكيك نژادي و حتي ثبت نژاد
ها متفاوت  بين گونه نيز كه در درون يك گونه ثبات داشتند و

هاي جنس  توانند به عنوان ابزاري در تعيين گونه بودند نيز مي
Agaricus معرفي شوند.  
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