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  چکیده

ترین محصولات از مهم ،میلیون تن 5 ) با تولید سالیانهAgaricus bisporusاي سفید (دکمهخوراکی قارچ 
علاوه بر نقش مهمی که در تغذیه انسان دارد، در صنعت و پزشکی نیز حائز آید. این قارچ باغبانی به شمار می

هاي اصلاحی سنتی بر ، روشاین قارچ باشد. با وجود ارزش اقتصادي بالا و اهمیت بیوتکنولوژیکاهمیت  می
بسیار  ،هاي تجاري آنروي این قارچ بدلیل چرخه زندکی خاص آن و نیز به دلیل تنوع ژنتیکی پایین در بین لاین

سازي انتقال باشد. در این تحقیق به منظور بهینهموارد تراریزش ژنتیکی راهگشا می گونهمشکل است. لذا در این
فاشینس براي انتقال موثر ژن اي سفید از روش تراریزش با واسطه باکتري آگروباکتریوم تومیژن در  قارچ دکمه

هاي تراریخته مورد در نمونه gus. همچنین بیان ژن استفاده شد )hphگزینشگر هیگرومایسین فسفوترانسفراز (
تیمار خلاء سرمایی و گرمایی استفاده دو بدین منظور از دو ریزنمونه تیغه و کلاهک و  آزمایش قرار گرفت.

 یطهاي کلاهک روي محگردید. آزمون مقدماتی تحت شرایط خلاء گرمایی نشان داد که هیچ یک از ریز نمونه
و  آمیز بودقیتهاي تیغه موفتخابی حاوي آنتی بیوتیک هیگرومایسین رشد نکردند، اما تراریزش ریزنمونهکشت ان

% بود. در 33/0برابر با در این ریزنمونه ، نرخ تراریزش gusو  hphهاي براي تایید حضور ژن PCRپس از آزمون 
% 45/5، به ترتیب gusو  hphهاي براي ژن PCRهاي تیغه پس از آزمون آزمایش تکمیلی نرخ تراریزش ریزنمونه

گونه تغییر رنگی پس از آزمون هاي تراریخته هیچ% بود. در کلنی میسلیومی حاصل از ریزنمونه99/0و 
حاکی از این بود که در  RT-PCRرویت نگردید. انجام آزمون  gusسی بیان ژن رهیستوشیمیایی براي بر

شود اما منجر به تولید پروتئین ساخته می mRNAرونویسی انجام شده و  ،gusهاي تراریخته از روي ژن ریزنمونه
  .  که دلیل آن به علت فقدان اینترون در ژن مربوطه بود شودنمی

  ، شرایط خلاءgus، ژن hphاي سفید، انتقال ژن، ژن گزینشگر : قارچ دکمهواژگان کلیدي
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 فصل اول

  مقدمه

غذایی متنوع و با کیفیت غذایی بالا سبب شده تا تولید افزایش روز افزون جمعیت و نیاز به مواد 

محصولاتی که داراي پروتئین و املاح مناسبی هستند و امکان افزایش تولید آنها در کشور وجود دارد، مورد 

هاي قابل کشت براي محصولات کشاورزي رایج، توجه بیشتري قرار بگیرند. از سوي دیگر محدودیت زمین

ها بیش از پیش مورد توجه قرار گیرد. ید غذا از طریق منابع جایگزین مانند قارچسبب شده است که تول

و در جهان از اهمیت  شوند یممنابع پروتئینی محسوب  نیتر ارزانو  نیارزشمندتري خوراکی یکی از ها قارچ

 زمان بروز کمبودبه بعد، یعنی  1940ي خوراکی از سال ها قارچباشند. ارزش غذایی این فراوانی برخوردار می

به بعد تحقیقات زیادي در رابطه با  1960مورد توجه قرار گرفت و از سال  ،مواد غذایی در اثر جنگ جهانی دوم

  . )1385خاتمی راد، ي خوراکی صورت گرفته است (ها قارچپروتئین انواع 

ي مهمی همچون ها يماریبارویی در درمان د - ي خوراکیها قارچترکیبات به دست آمده از برخی 

اکنون از جذابیت زیادي در نزد  این ترکیبات که قدمتی بسیار طولانی دارند هم د.سرطان و ایدز کاربرد دارن

یگاهی ي خوراکی به جاها قارچامروزه  .)1386(فارسی و گردان،  دنباش یممحافل علمی و پژوهشی برخوردار 

 

 



٢ 
 

به عنوان غذاي تندرستی معرفی شدند  1از سوي اتحادیه غذا و داروي آمریکا 1994اند که در سال رسیده

  .  )1379(محمدي گل تپه و پورجم، 

گونه خوراکی گزارش شده  1225وجود دارد که از این تعداد حداقل چ گونه مختلف قار 5000حدود 

و همین امر  باشند یمنیز  ها نیتامیومنبع غنی از  ها نیپروتئها علاوه بر دارا بودن انواع متفاوتی از است. قارچ

سبب گردیده استفاده از قارچ به عنوان یک منبع غذایی کامل، جایگاه خاصی در سبد غذایی مردم اکثر کشور 

  ).1385خاتمی راد، هاي جهان داشته باشد (

میلیون تن  5با تولید سالیانه  Agaricus bisporus)اي سفید (هاي خوراکی، قارچ دکمهدر میان قارچ

آید. این محصول روي کمپوست ترین محصولات باغبانی به شمار میارزش بیش از سه میلیارد پوند) از مهم (به

کند و به این ترتیب نقش میحاصل از فضولات دام و کاه و کلش باقیمانده از محصولات کشاورزي رشد 

کند و بعلاوه کمپوست مصرف شده نیز براي بهبود خاك قابل استفاده خواهد موثري در بازیافت آنها ایفاء می

ها همچون اي سفید نقش مهمی در صنعت و پزشکی دارد و طیف وسیع و متنوعی از آنزیمبود. قارچ دکمه

- کند. موادي مانند آنتیمی شامل اسیدهاي آلی را از خود ترشحاولیه  هايو نیز متابولیت 3و پروتئازها 2هالیپاز

استخراج کرد و  توان از این قارچهاي ثانویه هستند را می، که جزء متابولیت5و سفالوسپورین 4سیلینبیوتیک پنی

هاي طبیعی نقش مورد استفاده قرار داد. همچنین این قارچ به عنوان تجزیه کننده اولیه بر روي مواد و میزبان

اي سفید قارچ دکمه 6). به دلیل شباهت سیستم گلیکوزیلاسیون1998دوگروت و همکاران، کند (مهمی ایفاء می

                                                 
1- FDA 
2 - Lipase 
3 - Protease 
4 - Penicillin 
5 - Sephalosporin 
6 - Glycosylation 
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هاي هترولوگ مورد استفاده قرار و سلول پستانداران، این قارچ به عنوان کارخانه زیستی تولید کننده پروتئین

  ).2006برنز و همکاران، آید (هاي اخیر به عنوان یک منبع مهم تولید دارو به شمار میلگیرد و در سامی

هاي مورد نیاز براي به کارگیري این با وجود ارزش اقتصادي بالا و اهمیت بیوتکنولوژیک، تکنولوژي

اي سفید از همه خوراکی، کار اصلاحی بر روي قارچ دکمههاي اند. در میان قارچها رشد کندي داشتهپتانسیل

شناسی خاص این گونه است که در واقع تر بوده که این مشکل غالباً ناشی از چرخه زندگی و زیستمشکل

باشد. در این نوع زندگی، یک اسپور که خود حاوي دو هسته متفاوت و سازگار همان هموتالیسم ثانویه می

). همچنین اصلاح نژاد در این 1386فارسی و گردان، ه میسلیومی خود بارور تولید کند (تواند یک شبکاست می

). در 2006فان و همکاران، هاي تجاري، راندمان چندانی ندارد (موجود به دلیل تنوع ژنتیکی پایین در بین لاین

هاي سنتی اصلاح نژاد، استفاده از روش تراریزش ژنتیکی یا انتقال هاي جایگزین روشاهاینگونه موارد یکی از ر

(معمولاً یک ژن خارجی وارد شده  DNAباشد. در حقیقت انتقال ژن فرایندي است که قطعه مشخصی از ژن می

درتمندي است که از ژنتیکی تکنولوژي ق 7نماید. تراریزشها وارد میدر پلاسمید باکتریایی) را به درون سلول

نیازي براي هاي مختلف انتقال داده شوند. همچنین تراریزش پیشتوانند در داخل یا بین جنسها میطریق آن ژن

-تواند بطور مستقیم از طریق اضافهباشد. تراریزش میشناسی میهاي زیستها و پایه تحلیلتعیین کارکرد ژن

). در اصلاح 2004لیچ وهمکاران، ها شود (موجود باعث بهبود نژادهاي هاي جدید یا تغییر بیان ژنکردن ژن

ها باشند. هدف از این تکنیکهاي مرتبط با انتقال ژن از طریق تکثیر جنسی و رویشی رایج مینباتات، تکنیک

کننده صفات مطلوب و همچنین هاي کنترلایجاد تنوع ژنتیکی در جوامع گیاهی، انتخاب گیاهان برتر از نظر ژن

گیري در هاي چشمهاي اصلاحی مرسوم، پیشرفتباشد. با استفاده از تکنیکهاي گیاهی میحفظ تنوع واریته

                                                 
7 - Transformation 
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چن و همکاران، گیر هستند (ها وقتزمینه بهبود عملکرد گیاهان زراعی حاصل شده است، اما این تکنیک

2000.(  

هاي نوینی فراهم کرده است حلاي اخیر، بیوتکنولوژي گیاهی براي رفع مشکلات قدیمی راههدر سال   

چن و جهت انتقال ژن و بهبود صفات عالی نام برد ( ها يباکتر خصوصاًها توان به کاربرد میکروارگانیسمکه می

  ).2000همکاران، 

باشد که طیف ) یک باکتري خاکزي میAgrobacterium tumefaciensفاشینس (اگروباکتریوم تومی

کند. در ابتدا کند و نقش مهمی در مهندسی ژنتیک و بیولوژي مولکولی ایفاء میوسیعی از گیاهان را تراریخته می

را دارد، اما  هاايها و تعدادي از تک لپهاياعتقاد بر این بود که این باکتري فقط توانایی تراریخته نمودن دولپه

هاي سخت که میزبان طبیعی این باکتري تحقیقات بعدي خلاف این نظریه را اثبات کرد، چرا که گروهی از گونه

باندوك و را نام برد ( 8ايهاي رشتهتوان قارچها مینبودند توسط باکتري فوق تراریخته شدند، از جمله این گونه

  ).2010شارما و کوهاد، ؛ 1995همکاران، 

سازي انتقال ژن در قارچ خوراکی سفید از روش تراریزش با واسطه در این تحقیق به منظور بهینه

هاي نشانگر گزینشگر ) که از جمله ژنhph( 9اگروباکتریوم براي انتقال موثر ژن هیگرومایسین فسفوترانسفراز

یک آنتی بیوتیک  10B بدست آمده است. هیگرومایسین  E. coliباشد، استفاده شده است. این ژن از باکتري می

 12تر از کانامایسینکند. این آنتی بیوتیک بسیار  سمیاست که در سنتز پروتئین تداخل ایجاد می 11آمینوسیکلیتول

هاي ومایسین فسفوترانسفراز سلولکشد. در واقع وجود ژن هیگرهاي حساس را سریعتر میبوده و سلول

                                                 
8 - Filamentous fungi 
9 - Hygromycin phosphotransferase 
10 - Hygromycin B 
11 - Aminocyclitol 
12 - Kanamycin 
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هایی که محتوي مقادیر کشنده از عامل گزینش که همان تراریخته را از قابلیت زنده ماندن در محیط کشت

هایی از بین تراریخته در چنین محیطهاي غیرسازد، در حالی که سلولباشند، برخوردار میمی Bهیگرومایسین 

  ).1387فارسی و ذوالعلی، می روند (

سازي سیستم انتقال ژن با کمک آگروباکتریوم و تولید آزمایشی لاین هدف از انجام این طرح بهینه

تر در رود با فراهم شدن این امکان و انجام مطالعات پیشرفتهباشد. انتظار میاي سفید میتراریخته در قارچ دکمه

اي نزدیک بتوان از هاي کلیدي کنترل کننده صفات مطلوب در این قارچ، در آیندهو جداسازي ژن شناسایی

 هاي هدفمند و کنترل شده، نژادهایی با خصوصیات ویژه و برتر تولید کرد. طریق دستورزي
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  فصل دوم

  بررسی منابع

  اي سفید. تاریخچه پرورش قارچ دکمه2-1

شود. این قارچ در ترین قارچی است که در سراسر دنیا کشت میسفید رایجاي قارچ خوراکی دکمه

کشت این قارچ در تمام  18شده است. به تدریج در قرن میلادي در حومه پاریس کشت می 1650حدود سال 

 1910، به آمریکا رسید و از سال 19اي سفید در اواخر قرن اروپا گسترش یافت. گسترش تولید قارچ دکمه

، توسعه صنعت تولید و پرورش 1960هاي کنترل شده رواج پیدا کرد. از دهه تولید آن در خانه و محیط کشت و

هاي تحقیقاتی اي سفید به شیوه مدرن آغاز شد و با تاسیس آزمایشگاههاي خوراکی و به ویژه قارچ دکمهقارچ

پا به عرصه جدیدي گذاشت. اکنون در اي سفید در اروپا و آمریکا، فناوري تولید و پرورش قارچ خوراکی دکمه

فارسی و شود (آور شناخته میهاي پیشرفته، پرورش این نوع قارچ به عنوان یک صنعت سودبسیاري از کشور

  ).1386گردان، 

  اي  بندي علمی و اندام شناسی قارچ دکمه . رده2-2

بندي جز سلسله گیاهان طبقه 13داشتن دیواره سلولی و اسپورها به علت  ي دور، قارچ در گذشته

ها فاقد کلروفیل بوده و متکی به وجود مواد آلی هستند، به  شدند، اما بعدها مشخص شد از آنجایی که قارچ می

                                                 
13 - Spore 

 


