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 چکيذه

کٌس. زلیل ایني   ضٍز کِ زض ثطزاقت ؾَم هحهَل قبثل قجَلی تَلیس ًوی ثبغجبًی زض زًیب ثِ قوبض هی تطیي هحهَلات ای ؾفیس یکی اظ هْن قبضچ زکوِ 
تطکیجبت لیگٌیٌی ًظیط  هَثط زض تجعیِّبی  اهط کبّف هَاز غصایی ٍ ًبتَاًی ایي قبضچ زض اؾتفبزُ ثْیٌِ اظ کوپَؾت شکط قسُ اؾت. تغییط ثیبى یب ًَع آًعین

ثنِ ایني    اًتقبل غى اظ ططیق آگطٍثبکتطیَم گیطی اظ ضٍـکِ ثِ ًظط هی ضؾس ثتَاى ثب ثْطُثبقٌس،  ی احتوبلی حل ایي هكکل هیّب حل ضاُهٌگٌعپطاکؿیساظ 
ِ     ػٌَاى هٌجغ غى هٌگٌعپطاکؿیساظ ٍ ثبفت . زض ایي پػٍّف اظ قبضچ ذَضاکی نسفی ٍاضیتِ فلَضیسا ثِّسف زؾت یبفت ای  ّبی تیغنِ ٍ کهّنق قنبضچ زکون

 ثِ کنبض ػٌَاى ًبقل  ثًِیع  p13H88-FMزاضای پهؾویس  LBA4404ی  اؾتفبزُ قسًس. ثبکتطی آگطٍثبکتطیَم ؾَیِػٌَاى گیطًسُ غى ثِ 737ؾفیس ًػاز 
ّبی تطاضیرت هَضز اؾتفبزُ قطاض گطفنت.   ثیَتیق ّیگطٍهبیؿیي ثطای اًتربة ضیعًوًَِ لیتط آًتی هیکطٍگطم ثط هیلی 30ضفت. هحیط کكت گعیٌكگط حبٍی 

ثِ ضٍـ تطاضینعـ هنَضز    ثَز، نفط زضنسّب آىًطخ تطاضیعـ  کِ ّبی کهّق ثْتط اظ ضیعًوًَِثَز، پٌج زضنس  ّبآى ًطخ تطاضیعـ کِّبی تیغِ  وًَِضیعً
 hph  ٍmnpّنبی   ای پلیونطاظ ثنب آغبظگطّنبی اذتهبننی غى     اؾتفبزُ پبؾد زازًس. ػهٍُ ثط تَاًبیی ضقس ثط ضٍی هحیط کكت اًتربثی، ٍاکنٌف ظًجینطُ  

 ّبی قبضچی ضا تأییس کطز. ًَکلئَتیسی قس ٍ تطاضیرتگی کلٌی 1086ٍ  1049ّبی تأییس تطاضیرتگی، ؾجت تکثیط قطؼبت ثِ تطتیت  ػٌَاى یکی اظ ضٍـ ثِ

 
 کوپَؾت ای ؾفیس، لیگٌیي، قبضچ زکوِ آگطٍثبکتطیَم، اًتقبل غى، تجعیِ هايکليذي:واشه

 

 1هقذهه

تنطیي   یکی اظ هْنن  (Agaricus bisporus)ای ؾفیس  قبضچ زکوِ 
ثنبٍوَز اضظـ اقتهنبزی ٍ   ضٍز کنِ   هحهَلات ثبغجبًی ثِ قنوبض هنی  

یطی کبضگ ثِّبی انهحی ثطای  اّویت ثیَتکٌَلَغیکی فطاٍاى، تکٌیق
تنطیي هكنکل زض    یي ٍ ونسی تط . ثعضگاًس ًجَزُ کبضؾبظّب  ایي پتبًؿیل

ّ    ّبی انهحی قبضچ زکوِ ثطًبهِ وَتبلینق  ای ؾنفیس چطذنِ ظًنسگی 
(؛ ثٌبثطایي انهح ًػاز زض ایي هَوَز ثِ زلیل تٌنَع  11اؾت )ثبًَیِ آى 

 ّبی تجبضی ضاًنسهبى چٌنساًی ًنساضز    غًتیکی ثؿیبض پبییي زض ثیي لایي
ّبی انهحی  ی وبیگعیي ضٍـّب ضاُهَاضز، یکی اظ  گًَِ یيازض (. 13)

تطاضینعـ غًتیکنی تکٌَلننَغی    .ثبقنس  ؾنٌتی، تطاضینعـ غًتیکنی هننی   
تَاًٌنس زض زاذنل ینب ثنیي     ّب هنی توٌسی اؾت کِ اظ ططیق آى غىقسض
ًینبظ  ّوچٌیي تطاضیعـ یق پیفّبی هرتلف اًتقبل زازُ قًَس. وٌؽ

                                                             
آهَذتننِ کبضقٌبؾننی اضقننس ٍ اؾننتبز گننطٍُ ثیَتکٌَلننَغی، زاًكننکسُ زاًنف  -2ٍ  1

 کكبٍضظی، زاًكگبُ فطزٍؾی هكْس
 زاًكجَی زکتطی ثیَتکٌَلَغی، زاًكکسُ کكبٍضظی، زاًكگبُ ظًجبى -3
ُ هؿئَل:      -)*  (Email: Mohfarsi@yahoo.com               ًَیؿٌس

DOI: 10.22067/jhorts4.v0i0.53686 

ّنبی ثیَلنَغیکی   ّنب ٍ پبینِ آًنبلیع   ثطای هكرم کنطزى کنبضکطز غى  
زؾنتی   هؿتقین ثبػث ثْجَز ًػازّب ٍ پنیف  طَض ثِتَاًس  ثبقس کِ هی هی

ّنبی وسینس ٍ ینب     ططیق اضبفِ کنطزى غى  کطزى ثط انهح هطؾَم، اظ
 (.15ّبی هَوَز قَز ) تغییط ثیبى غى
ّنبی هرتلنف اًتقنبل غى ثنِ هَونَزات       ّبی اذیط، ضٍـ زض ؾبل

اؾت کِ اًتقبل غى اظ ططیق آگطٍثبکتطیَم کنِ    هرتلف گؿتطـ یبفتِ
یق ثبکتطی ذبکعی ٍ گطم هٌفی اؾت، ثِ زلیل ثطتطی الگَی الحنب   

تطی ثطای اًتقنبل غى   طَض هتساٍل ٌِ ثَزى آى، ثِّعی غى، ؾبزگی ٍ کن
گیطز  ّب هَضز اؾتفبزُ قطاض هی ثِ گیبّبى ٍ ؾبیط هَوَزات اظ وولِ قبضچ

ّبی قبضچی، اثتنسا   (. اؾتفبزُ اظ آگطٍثبکتطیَم زض اًتقبل غى ثِ گ10ًَِ)
ٍ هتؼبقت آى زض ثؿیبضی  Saccharomyces serevicieزض هروط ًبى 

ِ ا ّبی ضقتِ اظ قبضچ ای ؾنفیس گنعاضـ گطزینس.     ی، اظ وولِ قبضچ زکون
ای ؾفیس ثِ ٍؾیلِ آگطٍثبکتطیَم  یرتی زض قبضچ زکوِتطاضاٍلیي گعاضـ 
ظًی نَضت  ّبی زض حبل وَاًِ گطٍت ثب اؾتفبزُ اظ ثبظیسیَؾپَض تَؾط زٍ

(. 20گطفت ّطچٌس ًطخ تطاضیرتی زض ایني تجطثنِ چٌنساى ثنبلا ًجنَز )     
زازًس ػَاهل هتؼسزی زض هیعاى کبضایی ّبی نَضت گطفتِ ًكبى  ثطضؾی

تطاضیرتگی هجتٌی ثط آگطٍثنبکتطیَم ًقنف زاضًنس. ضیعًوًَنِ ٍ هطحلنِ      
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ضقسی آى، ًػاز آگطٍثبکتطیَم، ًَع پهؾویس حبهنل، ًنَع غى ٍ پیكنجط    
ِ ثبقنٌس.   هَضز اؾتفبزُ اظ وولِ ایي ػَاهل هنی  ّنبی   ی ثبفنت طنَضکل  ثن

ثبفنت هَلنس اؾنپَض     َنبًذهای  زٌّسُ اًسام ثبضٍضی قبضچ زکوِ یلتكک
ّبی قنبضچی اظ وولنِ ثبظیسیَؾنپَضّب ٍ هیؿنلیَم      ًؿجت ثِ ؾبیط اًسام

چني ٍ  (. 4ٍ  8زٌّنس )  ضٍیكی ًنطخ تطاضینعـ ثنبلاتطی ضا ًكنبى هنی     
ٍ  pCAMBIA1300پهؾنویس   35Sثنب تغیینط پیكنجط     (8ّوکبضاى )

ای ؾفیس، پهؾویس زیگنطی  قبضچ زکوِ gpdIIى پیكجط وبیگعیي ًوَز
ٍؾننیلِ اًتقننبل ٍ ثیننبى غى    ؾننبذتٌس ٍ ثننسیي  pBGgHgثننِ ًننبم  

ّیگطٍهبیؿیي فؿفَتطاًؿفطاظ ضا تحت ینق پیكنجط ّوَلنَگ ثطضؾنی     
، ّفت ثطاثط ثیكتط اظ آهسُ زؾت ثًِوَزًس. زض ایي آظهبیف ًطخ تطاضیعـ 

ییي تطاضینعـ زض آظهبیكنبت   تطاضیعـ ثبظیسیَؾپَضّب ثَز. ػلت ًطخ پنب 
   ِ ظًنی اؾنپَضّب ٍ ینب اؾنتفبزُ اظ      قجلی قبیس ثِ زلیل ًنطخ پنبییي وَاًن

 پیكجطّبی ّتطٍلَگ ثَزُ اؾت.
هطبلؼبت ًكبى زازُ اًنس کنِ اکثنط ًیبظّنبی غنصایی ثنطای ضقنس        
هیؿلیَم ٍ تَؾؼِ قبضچ اظ لیگٌیي، ؾلَلع، ّونی ؾنلَلع ٍ پنطٍتئیي ثنِ     

ت هَوَز زض ننٌؼت پنطٍضـ قنبضچ    (. یکی اظ هكکه6آیس ) زؾت هی
کبّف ٍ یب تَقف تَلیس زض ثطزاقت ؾَم اؾت  ،ای ؾفیسذَضاکی زکوِ

اتوبم هنَاز غنصایی ثنطای     ،نلی ایي هكکلاضؾس ػبهل  هی ثِ ًظطکِ 
ههطف ایي قبضچ ٍ ػسم تَاى اؾتفبزُ ثْیٌِ اظ کوپَؾنت تَلینس قنسُ    

ای اظ لیس هجوَػِیجِ، اؾتفبزُ اظ کوپَؾت ًیبظهٌس تَاًبیی تَزضًتثبقس. 
ِ    یِتجعّبی  آًعین ای  کٌٌسُ تطکیجبت لیگٌیٌی زض قنبضچ ذنَضاکی زکون
تنطیي   (، یکنی اظ ػونَهی  mnp. آًعین هٌگٌعپطاکؿنیساظ ) (16)ثبقس  هی

ّنبی   کٌٌسُ لیگٌیي اؾت کِ تَؾنط اکثنط قنبضچ    پطاکؿیساظّبی تجعیِ
اظ کٌٌسُ کوپَؾنت   ّبی تجعیِ کٌٌسُ چَة ٍ ًیع ثؿیبضی اظ قبضچ تجعیِ

ایي آًعین زض اٍایل زٍضُ  (.12قَز ) ای ؾفیس تَلیس هی وولِ قبضچ زکوِ
( Pleurotus stratusٍ قبضچ ننسفی )  ای ؾفیس هیَُ زّی قبضچ زکوِ

قَز ٍ حنساکثط فؼنبلیتف ًینع زض ّونیي      اظ هیؿیلیَم ضٍیكی تَلیس هی
ثبقس، اهب ثب ثلَؽ هینَُ فؼبلینت ایني آًنعین زض قنبضچ       هطحلِ ضقسی هی

ثِ نَضتی کِ ثنب ثلنَؽ هینَُ هینعاى لیگٌنیي       یبثس ی کبّف هیا زکوِ
. هطبلؼنبت ًكنبى   (2)یبثنس   زاضی کبّف هی کوپَؾت ًیع ثِ طَض هؼٌی

تنط ٍ زضًتیجنِ تَاًنبیی     فؼنبل  MNPّبیی کِ آًعین  ِ قبضچزٌّس ک هی
ثیكتطی زض تجعیِ تطکیجبت لیگٌیٌی زاضًس، اظ ؾطػت ضقس ثبلاتطی ًینع  

ؾطػت ضقس ثیكنتطی   قبضچ نسفی ثٌبثطایي اظآًجبکِ؛ (23)ثطذَضزاضًس 
تطی ًیع ًؿجت ثِ قبضچ  قَی MNPای زاضز، آًعین  ًؿجت ثِ قبضچ زکوِ

ت. ایي آًعین ثنطٍى ؾنلَلی هؼونَلاً زاضای ونطم     ای ذَاّس زاق زکوِ
 3آى ثنیي   pI( اؾت ٍ KDa 62-38)حساکثط  KDa 50-40هَلکَلی 

گعاضـ قنسُ اؾنت    (.12اؾت ) 3-4کٌس ٍ هؼوَلاً حسٍز  تغییط هی 7ٍ 
کِ ایي آًعین ػنهٍُ ثنط زاقنتي ًقنف پطاکؿنیساظی، زاضای فؼبلینت       

طکیجبت لیگٌیٌی ٍ فٌنَلی ضا  تٌْب ت ثبقس. ایي آًعین ًِ  اکؿیساظی ًیع هی
قکٌس، ثلکِ هَاز غیط فٌنَلیکی کنِ زض حرنَض هنَازی ذنبل ثنِ        هی

ِ  ّیسضٍکطثي قنًَس ضا ًینع ثنب     ای تجنسیل هنی   ّبی آضٍهبتیق چٌس حلقن

ِ  H2O2ٍ ثب کوق  Mn+3ثِ  Mn+2اؾتفبزُ اظ اکؿیساؾیَى  ػٌنَاى   ثن
ؾت ٍ (. قبضچ نسفی تجعیِ کٌٌسُ اٍلیِ ا23کٌس ) اکؿیساًت، اکؿیس هی

تَاًنبیی ثیكنتطی زض تجعینِ تطکیجننبت ؾنلَلَظی زاضز. ثنب اًتقننبل غى      
ای اهکنبى افنعایف    زکوِاظ ایي قبضچ ثِ قبضچ  (mnpهٌگٌعپطاکؿیساظ )

ِ پتبًؿیل تجعیِ تطکیجبت ؾلَلعی زض قبضچ  ای ٍونَز زاضز.  ایني    زکون
اظ قنبضچ ذنَضاکی    mnpپػٍّف ثب ّنسف ثطضؾنی اهکنبى اًتقنبل غى     

 ػٌَاى ینق قنبضچ   ( کِ ثیكتط ثP. ostreatus var. floridaِنسفی )
قنَز، ثنِ قنبضچ     کٌٌسُ پؿوبًسّبی لیگٌَؾنلَلعی قنٌبذتِ هنی    تجعیِ

 ای ؾفیس اًجبم گطفت. ذَضاکی زکوِ
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 زض ایي ثطضؾی اظ ؾَیِ تجبضی قبضچ ذَضاکی نسفی )ًػاز فلَضیسا(

( ثنطای تَلینس   737ی ؾفیس )ًػاز  ا ٍ قبضچ زکوِ mnpػٌَاى هٌجغ غى  ثِ
قبضچ تطاضیرت اؾتفبزُ قس. کكت ایي ًػازّنب اظ هطکنع تَلینس اؾنپبٍى     

ثطای ّن کكنتی اظ ثنبکتطی   . وْبز زاًكگبّی ٍاحس هكْس تْیِ قسًس

( اؾنتفبزُ قنس. ایني ثنبکتطی زاضای     LBA4404)ًنػاز   1آگطٍثبکتطیَم

( ٍ 1ّوکنبضاى ) کِ حبنل کبضّبی اقطفی ٍ  p13H88-FMپهؾویس 
هَونَز زض ایني    mnpثبقنس. غى   ( اؾنت، هنی  18پطًٍسی ٍ ّوکبضاى )

ثبقنس. زض   ای ؾفیس هی قبضچ زکوِ gpdIIپهؾویس تحت کٌتطل پیكجط 
گنط   ػٌَاى اًتربة فؿفَتطاًؿفطاظ ثِ Bایي پهؾویس غى ّیگطٍهبیؿیي 

فتِ اؾت کنِ آى ّنن تحنت    ّبی تطاضیرت هَضز اؾتفبزُ قطاض گط قبضچ
ثبقس. ًوبی قوبتیق پهؾویس هصکَض زض قکل  هی gpdIIکٌتطل پیكجط 

 ًكبى زازُ قسُ اؾت. 1
: PCRٍاکنننٌف  hph  ٍmnp ّنننبی ططاحنننی آغبظگطّنننبی غى

ثب اؾنتفبزُ   hph  ٍmnp ّبی آغبظگطّبی هَضز اؾتفبزُ ثطای تکثیط غى
 تَؾطِ تطتیت ططاحی قسًس ٍ ث Primer Premier V.5.0افعاض  اظ ًطم
ًنس.  گطزیسهتبثیَى )آلونبى( ٍ هنبکطٍغى )کنطُ وٌنَثی( ؾنٌتع      قطکت 
ثنِ تطتینت    hph ایي آغبظگطّب زض غىضقتِ ضفت ٍ ثطگكت  ّبی تَالی

hph-F 5'CACATCTCGAGTCGGCATCTA3'  ٍ
5'GCACTGCAGATGAAAAAGCC3' hph-R  زض غى ٍ

mnp 5'ATACCATGGATGACCTTTGCTTCGCTTTC3'  
mnp-F  ٍ

5'TTAGGTAACCTTACGCAGGTGGGACACG3' 
mnp-R ای  ٍاکنٌف ظًجینطُ  هَضز اؾتفبزُ زض ثطًبهِ حطاضتی  .ثبقٌس هی
 10چطذِ ًرؿنت   نَضت، ثِ mnp  ٍhphّبی  ثطای تکثیط غى پلیوطاظ

زضونِ   94 ،چطذنِ ثؼنسی   30گنطاز،   ؾنبًتی زضونِ   94زقیقِ زض زهبی 
( ٍ hph )ثنطای غى  گنطاز  ؾبًتیزضوِ  53ثبًیِ،  50گطاز ثِ هست  ؾبًتی
زضونِ   72ثبًینِ ٍ   50ثِ هنست   (mnp)ثطای غى  گطاز ؾبًتیزضوِ  55

                                                             
1- Agrobacterium tumefaciens 
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 .ثبقس هیزقیقِ  10هست ثنِ   گنطاز  ًتیزضوِ ؾنب  72ثبًیِ ٍ چطذِ ًْبیی  90گطاز ثِ هست  ًتیؾب


 
 p13H88-FMنوايضواتيکپلاسويذ-1ضکل

Figure 1-p13H88-FM Schematic View 

 

 ٍآغبظگط ضفت ق هیکطٍلیتط قبهل ی PCRاوعای ٍاکٌف  هرلَط
 dNTPsهیکطٍلیتط  DNA ،5/0 ًبًَگطم 150پیکَهَل(،  10) ثطگكت

کلطینس  هیکطٍلیتنط   75/0(، X10) ثبفطهیکطٍلیتط  5/2هَلاض(،  هیلی 10)
( U/μL 5) تنق پلیونطاظ  هیکطٍلیتنط    2/0هنَلاض(،   هیلی 250) هٌیعین
 (.7هیکطٍلیتط تْیِ قس ) 25ثبقس کِ حجن  هی

ِ  mnp (FM- (p13H88ؾویس ًَتطکیت حنبٍی غى  اًتقبل په  ثن
: پنؽ  PCRکلٌی  ضٍـٍ تأییس ثِ  LBA4404ی   آگطٍثبکتطیَم ؾَیِ
 Freeze-thawَضهبؾیَى ثِ ضٍـ فؿًتطاّبی هؿتؼس،  اظ ایجبز ثبکتطی

Transformation (21 )ّننبی  گطفننت. وْننت تأییننس کلٌننی  اًجننبم
 50ی زاضای اًترنبث  LBثبکتطیبیی تكکیل قسُ ثط ضٍی هحیط کكنت  

ثب  PCRثیَتیق کبًبهبیؿیي، اظ ضٍـ کلٌی  لیتط آًتی هیکطٍگطم ثط هیلی
ٍ ثطًبهِ زهنبیی ٍ ّوچٌنیي هرلنَط     mnpآغبظگطّبی اذتهبنی غى 

اوعای ٍاکٌف گفتِ قسُ زض ثبلا اؾتفبزُ قس. وْت ثطضؾی تکثینط غى  
mnpیق زضنسغل آگبضظ  کتطٍفَضظل، اظ ا ( ثب ثبفطX1)TAE   ُاؾنتفبز 
 س.گطزی

ثننبکتطی آگطٍثننبکتطیَم : یننق کلٌننی اظ mnpهطاحننل اًتقننبل غى 
ی ثنطای  ؾنبظ  آهنبزُ ثنِ هٌظنَض    p13H88-FM لًبقثب  قسُ ِتطاضیرت

ای ؾنفیس اًترنبة ٍ ؾنبیط هطاحنل      اًجبم ٍاکٌف تطاضیعـ قبضچ زکوِ
   آظهبیف هطبثق چبضت شیل اًجبم قس:

ّبی کهّق  زض ایي آظهبیف وْت ثطضؾی قسضت ضقسی ضیعًوًَِ
ثیَتیق ّیگطٍهبیؿیي ًینع   ٍ تیغِ، اظ هحیط کكت گعیٌكگط فبقس آًتی

 اؾتفبزُ قس.

زض : PCRّبی قبضچی ثنب اؾنتفبزُ اظ آظهنَى     تأییس تطاضیرتی کلٌی

 Rapid Fungal Genomic DNAاثتننسا ثننب اؾننتفبزُ اظ کیننت  

Isolation Kit (Bio Basic lnc, FT 71415)   هطننبثق ٍ
ِ    ًَهی کلٌیغ DNAزؾتَضالؼول قطکت ؾبظًسُ  ای  ّنبی قنبضچ زکون

ضقس یبفتِ ثط ضٍی هحنیط کكنت گعیٌكنگط اؾنترطان قنسًس. وْنت       
 Nanodrop)زؾنتگبُ  ی اؾنترطاوی،  DNAٍ کیفنی  ثطضؾی کونی  

2000, UV-Vis spectrophotometer )NanoDropTM ٍ 
هَضز اؾنتفبزُ قنطاض    TAE (1X)ثب ثبفط  غل آگبضظ یق زضنسّوچٌیي 
 .گطفتٌس

ای پلیوطاظ ثب آغبظگطّبی اذتهبننی   کٌف ظًجیطُزض هطحلِ ثؼس، ٍا
اظ اؾننترطان قننسُ غًننَهی  ی DNAثننط ضٍی  mnp  ٍhphّننبی  غى
ّب هَضز اؾنتفبزُ   ّبی قبضچی اًتربثی، ثطای تأییس تطاضیرتی کلٌی کلٌی

حنسٍز   mnpٍ غى  ظوفت ثنب  1049ز حسٍ ،hphطَل غى قطاض گطفت. 
ط ضٍی غل آگنبضظ  ثن  PCR  ٍاکٌف تهحهَلا. ثبقس هی وفت ثبظ 1086
ٍلت ثِ هنست ینق ؾنبػت     95ثب ٍلتبغ   TAE(X1) زضنس ثب ثبفط یق

 ًس.قس تفکیق
ثنِ ثنبکتطی    p13H88-FMتأییس اًتقبل پهؾویس ًَتطکیت  ًتبیج:
 :PCRکلٌی  ثب اؾتفبزُ اظ تکٌیق LBA4404  ؾَیِ آگطٍثبکتطیَم

ثنط ضٍی   mnpثنب آغبظگطّنبی اذتهبننی غى     PCRزض آظهبیف 
( bp 1086ای هٌطجق ثط اًساظُ هَضز اًتظبض ) کتطیبیی قطؼِّبی ثب کلٌی

ّنبی تطاًؿنفَضم    ییسکٌٌسُ حرَض ًبقل هعثَض زض کلٌنی تأتکثیط قس کِ 
 (.3ثبقس )قکل  قسُ هی
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کطتيطهحيباتترک-1جذول

هحيطکطت
Culture 

medium 

علاهت

اختصاري
Abbreviation 

ترکيباتهحيطکطت
Components of culture medium 

 حساقل
Minimal 

MM 

 FeSO4 ،5/2لیتط هحلَل  هیلی 5لیتط هحلَل گلَکع،  هیلی  CaCl2 ،5هحلَل  M-N ،5/0لیتط هحلَل  هیلی K7 ،10لیتط ثبفط  هیلی 5
 لیتط هحلَل کبًلوبیؿیي هیلی NH4NO3 ،2لیتط هحلَل  هیلی 25/1لیتط هحلَل ػٌبنط،  هیلی

5 ml of K7 buffer, 10 ml of M-N solution, 0.5 ml of CaCl2, 5 ml of glucose solution, 5 ml of FeSO4  
solution, 2.5 ml of elements solution, 1.25 ml of NH4NO3 solution, 2 ml of kanamycin solution 

 القبئی
Induction 

IM 

لیتط هحلَل ػٌبنط،  هیلی 5/2لیتط هحلَل گلَکع،  یلیه  CaCl2 ،5هحلَل  M-N ،5/0لیتط هحلَل  هیلی K4 ،10ثبفط  لیتط هیلی 4/0
 لیتط هحلَل هیلی MES ،2لیتط ثبفط  هیلی 20لیتط هحلَل گلیؿطٍل،  هیلی NH4NO3 ،5لیتط هحلَل  هیلی 25/1

 لیتط هحلَل اؾتَؾیطیٌگَى هیلی 2کبًلوبیؿیي، 
0.4 ml of K4 buffer, 10 ml of M-N solution, 0.5 ml of CaCl2, 5 ml of glucose solution, 2.5 ml of 

elements solution, 1.25 ml of NH4NO3 solution, 2 ml of kanamycin solution, 2 ml of acetosyringone 
solution 

 ّن کكتی
Co-

cultivation 

CCM 
 گطم آگبض 5/7 ،لیتط هحلَل گلَکع هیلی 5/2هحیط کكت القبئی، 

Induction medium, 2.5 ml of glucose solution, 7.5 g of agar 

 گعیٌكگط
Selective 

SM 
 گطم آگبض MOPS، 5/7گطم  05/1گطم ػهبضُ هبلت،  10

10 g of malt extract, 1.05 g of MOPS, 7.5 g of agar 
 هبلت آگبض

Malt agar 
MA 

 گطم آگبض MOPS، 15گطم  2/1گطم ػهبضُ هبلت،  2
2 g of malt extract, 1.2 g of MOPS, 15 g of agar 

 وبهس
Solid 

PDA 
 گطم ػهبضُ هبلت 5/1گطم زکؿتطٍظ،  10ظهیٌی،  هیلی لیتط ػهبضُ ؾیت 200

200 ml of potato extract, 10 g of dexterous, 1.5 g of malt extract 
 هبیغ

Liquid 
CYM-CE 

 CYMلیتط هحلَل  هیلی 20هیلی لیتط ػهبضُ کوپَؾت،  200
200 ml of compost extract, 20 ml of CYM solution 




.قارچهورداستفاده،3(،IM.هحيطکطتالقائی)2(،MM.هحيطکطتحذاقل)A. bisporus1ضوايکلیهراحلانتقالشىدرقارچ-2ضکل

هايتراریختنطذه((هوراهباکنترل)نوونهSM.هحيطکطتانتخابی)6(،CCM.هحيطکطتهنکطتی)5.پوپخلاً،4
Figure 2- A.bisporus Gene Transformation Basic Schema. 1. Minimal Culture Medium (MM). 2.Induction Culture Medium 

(IM). 3.Used Mushroom. 4. Vacuum Pump. 5. Co-Cultivation Medium 6.Selection Medium (SM) With Control 

(Nontransgenic Samples) 
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دقيقه(95،45،ولتاشTAEهايباکتریاییانتخابیبررويشلآگارزیکدرصذ)بافربررويکلنیPCRکلنیفورزهحصولواکنصالکترو-3ضکل

،)الگو;آب(Colony PCR:کنترلهنفیبرايواکنص6و3،چاهکضواره1Kb(Fermentas. SM1163):نطانگرانذازه8و1چاهکضواره

mnpشىPCRهحصول:7و5و4و2،چاهکضواره(mnp)الگو;پلاسويذحاويشىColony PCRبتبرايواکنصکنترلهث:4چاهکضواره

(bp1886)
Figure 3- PCR Colony Reaction Product On Selection Bactria Colony On 1% Agarose Gel. (TAE Buffer 95 V, 45 min) 

No 1&8: 1KB Size Marker (Fermentas SM1163). Hell No 3,6 : Negative Control For Colony PCR Reaction. 

(Template=Water). Hell NO 4: Positive Control for Colony PCR (Template= Plasmid With mnp Gel). Hell No 2 & 4 &5 &7: 

mnp Gene PCR Product(1086 bp).Hell 



   ِ ٌكنگط حنبٍی   زض هحنیط کكنت گعی   ضقس ضیعًوًَنِ ثبفنت تیغن
ِ  60اظ  :Bثیَتیق ّیگطٍهبیؿنیي   آًتی تیغنِ تیونبض قنسُ ثنب      ضیعًوًَن

ِ  OD600;  7.0غلظت  ثنط ضٍی هحنیط کكنت     ثبکتطی، ؾِ ضیعًوًَن
هیکطٍگنطم ثنط    B (30ثیَتینق ّیگطٍهبیؿنیي    گعیٌكگط حبٍی آًتنی 

تهنَیط   1- 4لیتط( تكنکیل کلٌنی هیؿنلیَهی زازًنس. زض قنکل       هیلی

ّنب کنِ ثنب هیکطٍؾنکَح زیجیتنبلی       ًوًَِهیکطٍؾکَپی ضقس ایي ضیع
Digital Microscope Dino Lite AM-313T ثننطزاضی  ػکننؽ

ِ  قَز.  هكبّسُ هی ،گطزیس ّنبی کهّنق کنِ زض     تؼنسازی اظ ضیعًوًَن
هحیط کكت فبقس ّیگطٍهبیؿیي کكت قسُ ثَزًس، ضقس ًکطزًنس، اهنب   

 س.ّبی تیغِ ظًسُ هبًسُ ٍ کلٌی هیؿلیَهی تكکیل زازً توبم ضیعًوًَِ

 



(هحيطکطت4و)PDA(هحيطکطت3(هحيطکطتهالتآگار،)2)(هحيطکطتگسینطگر،1هايتراریختروي)رضذهيسليوم-4ضکل

CYM-CEهایع
Figure 4- Transgenic Mycelium Growth (1) Selector Culture Medium (2) Malt Agar Medium Culture (3)PDA Culture 

Medium (4) Liquid Culture Medium CYM-CE  



1 

4 3 

0111bp 

2 
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01111 bp 

0111 bp 

 

 کكنت  ّب ثط ضٍی هحیط کكت هبلت آگبض ٍ هحنیط  ضقس ضیعًوًَِ
PDA ٍ CYM-CE :ّبی ضقس یبفتنِ ثنط ضٍی هحنیط      ضیعًوًَِ هبیغ

پؽ اظ اًتقبل ثِ هحیط کكت هبلت آگبض هطبثق قکل  کكت گعیٌكگط
ِ   ضقس کطزًس. کلٌی 4-2 ی ّنب  ّبی هیؿلیَهی حبنل اظ ضقنس ضیعًوًَن

ٍ ؾنپؽ   PDAتطاضیرتِ زض هحیط هبلت آگبض اثتسا ثنِ هحنیط کكنت    

CYM-CE ضفنت پنؽ اظ   طَض کِ اًتظبض هی هبیغ هٌتقل قسًس ٍ ّوبى
ّنب زض  گنطاز ضقنس هیؿنلیَم   زضوِ ؾنبًتی  25ضٍظ زض زهبی  14گصقت 

 (4-4ٍ 3- 4ؾطح هحیط کكت هكبّسُ گطزیس )قکل 
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آگارزیکايسفيذبررويشنوهیقارچدکوهDNA:الکتروفورزhph.1(تکثيرشى3،)mnp(تکثيرشى2استخراجضذه،)DNA(نوونه1)-5ضکل

هاياستخراجDNA:4و3و2(،چاهکضوارهFermentas, SM1163)1Kb:سایسهارکر5و1دقيقه(چاهک95،55،ولتاشTAEدرصذ)بافر

تاش،ولTAEايسفيذبررويشلآگارزیکدرصذ)بافرهايتراریختقارچدکوهدرریسنوونهhphايپليورازشى:هحصولواکنصزنجيره2.ضذه

ايايپليورازقارچدکوه:هحصولواکنصزنجيره2چاهکضواره1kb(Fermentas, SM1163،):سایسهارکر5و1(چاهکضوارهدقيقه95،58

:5و4(،چاهکضوارهmnpحاويشىp13H88-FM:کنترلهثبت)پلاسويذ3چاهکضوارهعنواىکنترلهنفی،(بهNonTسفيذتراریختنطذه)

ايسفيذبررويهايتراریختقارچدکوهدرریسنوونهmnpايپليورازشىهحصولواکنصزنجيره:hph.3ايپليورازشىواکنصزنجيرههحصول

:هحصول2(،چاهکضوارهFermentas, SM1163)1kb:سایسهارکر7و1(.چاهکضوارهدقيقه95،58،ولتاشTAEشلآگارزیکدرصذ)بافر

اي:هحصولواکنصزنجيره5و4و3عنواىکنترلهنفی،چاهکضواره(بهNonTايسفيذتراریختنطذه)ايپليورازقارچدکوهصزنجيرهواکن

 هايتراریختریسنوونهmnpپليورازشى

Figure 5- (1) Extracted DNA Sample, (2) mnp Gene Reproduction (3) hph Gene Reproduction, 1: A.bisporus Genome DNA 

Electrophoresis On 1% Agarose (TAE buffer,95 V,55 min) Hell No 1&5 : 1kb Size Marker (Fermentas SM1163), Hell 2,3,4: 

Extracted DNA's . 2: hph Gene Polymerase Chain Reaction Product In transgenic in transgnic A.bisporus Explants on 1% 

Agar Gel (TAE Buffer, 95 V, 50 min) Hell No 1,5: 1kb Size Marker (Fermentas, SM1163), Hell 2:  Non transgenic Polymerase 

Chain Reaction Product as negative control, Hell 3: positive control (p13H88-FM contain mnp gene), Hell 4 & 5: hph Gene  

Polymerase Chain Reaction Product, 3: mnp Gene  Polymerase Chain Reaction Product In transgenic A.bisporus Explants on 

1% Agar Gel (TAE Buffer, 95 V, 50 min). Hell 1&7: 1kb Size Marker (Fermentas, SM1163), Hell 2: Non transgenic 

Polymerase Chain Reaction Product as negative control, Hell 3&4&8: mnp Polymerase Chain Reaction Product in transgenic 

A.bisporus Explants  

 
ّبی ضقس یبفتِ ثط هحیط  غًَهی اظ هیؿلیَم کلٌی DNAاؾترطان 

 :hph  ٍmnpّبی  غى ای پلیوطاظ کكت گعیٌكگط ٍ ٍاکٌف ظًجیطُ
ِ    DNAًتبیج الکتطٍفنَضظ   تی ای ؾنفیس زضؾن   غًنَهی قنبضچ زکون

DNA  ًؿجتکطز.  اؾترطان قسُ ضا تأییس A260/A280 زض  ِ ّنبی   ًوًَن
ػجنبضت ثَزًنس اظ:    4ٍ  3ٍ  2اؾترطان قسُ ثِ تطتیت اظ چبّق قوبضُ 

ای  ٍاکنٌف ظًجینطُ   (.1- 5ثَز )قکل  1±57.1ٍ  1±83.1، 1±23.1
 1086ؾنجت تکثینط قطؼنِ     mnpپلیوطاظ ثب آغبظگطّبی اذتهبنی غى 

ّبی اًترنبثی اظ هحنیط    غًَهی قبضچ DNAض اظ ًَکلئَتیسی هَضز اًتظب
غًَهی قنبضچ غینط    DNAای اظ  کكت گعیٌكگط قس ٍ ّیچ گًَِ قطؼِ

ػٌَاى کٌتطل هٌفی هَضز اؾتفبزُ قطاض گطفتِ ثَز، تکثیط  تطاضیرت کِ ثِ
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ِ    (.2- 5ًکنطز )قنکل     hphای ؾنفیس فبقنس غى   قنبضچ ذنَضاکی زکون
ای پلیونطاظ ثنط ضٍی   ُ ضفنت کنِ ٍاکنٌف ظًجینط     ثبقس لصا اًتظبض هی هی

DNA گًَِ هحهَلی ًساقتِ ثبقس  ّبی غیط تطاضیرت ّیچ غًَهی قبضچ
غًنَهی   DNAًَکلئَتیسی ثط ضٍی  1050تقطیجبً اهب ؾجت تکثیط قطؼِ 

-5)قنکل   ّبی اًتربة قسُ اظ ضٍی هحیط کكت گعیٌكگط قَز قبضچ
3.) 

ضقس هیؿلیَم قبضچ ثط ضٍی هحیط کكت گعیٌكگط ثِ زلیل  ثحث:
ثبقنس کنِ ثنِ     ثیَتیق ّیگطٍهبیؿیي هی هؿوَهیت حبنل اظ آًتیضفغ 

ثیَتیق ّیگطٍهبیؿیي ینب   ًَػی ًكبى زٌّسُ ثیبى غى هقبٍهت ثِ آًتی
تَاى ًتیجنِ   ثٌبثطایي هی ثبقس.  هی فؿفَتطاًؿفطاظّوبى ّیگطٍهبیؿیي 

قَز، اهب هطبلؼبت ثیكتطی زض  ذَثی ثیبى هی ًیع ثِ mnpگطفت کِ غى 
ایي غى ٍ ّوچٌیي هیعاى فؼبلیت ایي آًنعین لاظم   ذهَل هیعاى ثیبى

ای پلیونطاظ ثنطای ّنط زٍ غى زلینل      اؾت. هثجت ثَزى ٍاکٌف ظًجیطُ
ّبی ضقس کطزُ ثط ضٍی هحیط کكت  زیگطی ثط تطاضیرت ثَزى کلًَی

ای پلیونطاظ ثنطای اثجنبت     ثبقس. اؾتفبزُ اظ ٍاکٌف ظًجیطُ گعیٌكگط هی
تؼسازی اظ هطبلؼبت هَضز اؾتفبزُ ای ذَضاکی زض  تطاضیرتگی قبضچ زکوِ
گًَِ  ضیعًوًَِ ثبفت کهّق، ّیچ 60اظ  (.3 ٍ 20، 8قطاض گطفتِ اؾت )

ضیعًوًَنِ ثبفنت    60کنِ اظ   ضیعًوًَِ تطاضیرتی هكبّسُ ًگطزیس زضحبلی
( زیسُ قس. چلَاضفطٍـ ٍ ّوکبضاى زضنس 5ضیعًوًَِ تطاضیرت ) 3تیغِ 
ٍ پهؾننویس  طٍثننبکتطیَمآگ LBA4404( ًیننع ثننب اؾننتفبزُ اظ ؾننَیِ 7)

pCAMBIA1304  کننِ ّوننبى پهؾننویس هننبزضی هننَضز اؾننتفبزُ زض
آظهننبـ حننبل حبضننط اؾننت ثننب اینني تفننبٍت کننِ غى ّیگطٍهبیؿننیي 

ثَز، تَاًؿتٌس اظ ثنیي   CaMV 35sفؿفَتطاًؿفطاظ تحت کٌتطل پیكجط 
آظهننبیف تطاضیرتننی ثننِ زٍ ًوًَننِ  تیغننِ قننبضچ تحننت ضیعًوًَننِ 202

زضننس   99/0س کنِ ًنطخ تطاضیعقنی ثطاثنط ثنب      تطاضیرت زؾت پیسا کٌٌ
 pBGgHg( ًینع ثنب اؾنتفبزُ اظ پهؾنویس     4ثبقس. ثطًع ٍ ّوکبضاى ) هی

ِ  pCAMBIA1300حبنل اظ پهؾنویس   ثنطای   gpdIIپیكنجط  اظ  کن
ّبی تیغِ  ثَز ٍ ضیعًوًَِ هٌس ثْطُکٌتطل غى هقبٍهت ثِ ّیگطٍهبیؿیي 

 ـ AGL-1ٍ ثِ کوق ؾَیِ  ِ   آگطٍثبکتطیَم ثِ تطاضینع ای  قنبضچ زکون
زضنس زؾت یبثٌنس. ًتنبیج    4/80پطزاذتٌس، تَاًؿتٌس ثِ ًطخ تطاضیرتگی 

ّب ثنط ضٍی هحنیط فبقنس ّیگطٍهبیؿنیي ایني      هبًی تیغِحبنل اظ ظًسُ
  ِ هیکطٍگنطم ثنط    30ّنب زض غلظنت  گوبى کِ قبیس ػسم ضقنس ضیعًوًَن

 ّب ثبقس ٍ ًِ اثنط لیتط ّیگطٍهبیؿیي ًبقی اظ ػسم قسضت ضقس تیغِ هیلی
ّبی کهّق هبًی تؼسازی اظ ضیعًوًَِثیَتیق ضا ضز کطز. ػسم ظًسُآًتی

زض هحیط کكت فبقنس ّیگطٍهبیؿنیي احتونبلاً ًبقنی اظ ثنبقی هبًنسى       
هقساضی اظ ّیپَکلطیت ؾسین اؾت کِ ثِ زلیل اؾنفٌجی ثنَزى ثبفنت    

زض ظهننبى قؿتكننَ اظ آى ذننبضن ًكننسُ اؾننت، اهننب زض  اینني ضیعًوًَننِ
زلیل ؾطح توبؼ ثیكتط ٍ زاقتي ؾنطح ننبف    ّبی تیغِ ثِضیعًوًَِ

اًنس ٍ زضًتیجنِ   کٌٌسُ پنب  قنسُ   ذَثی اظ ػبهل ضسػفًَی ضیعًوًَِ ثِ
ّنبی تیغنِ ظًنسُ هبًنسُ ٍ تكنکیل کلٌنی هیؿنلیَهی        توبهی ضیعًوًَِ

اًس. هقبیؿِ ًتبیج زضنس تطاضیرتی حبنل اظ آظهبیكبت چلَاضفطٍـ  زازُ
کٌس کِ پیكجط  هب پیكٌْبز هی ( ٍ ًتبیج حبنلِ اظ آظهبیف7ٍ ّوکبضاى )
قسُ ٍ ؾجت ایجبز چٌیي  hphذَثی ؾجت ثیبى غى  ثِ gpdIIّوَلَگ 

ییسکٌٌسُ تأاذتهفی زض زضنس تطاضیعـ قسُ اؾت. آظهبیكبت قجلی ًیع 
یی زض زضننس  ثؿنعا یط تنأث تَاًنس   ایي هَضَع ّؿتٌس کِ ًَع پیكجط هی

یف ننَضت  اظآًجبکنِ اذتهفنبت آظهنب    (4، 8ثبقنس ) تطاضیرتی زاقنتِ  
اًس ؾَیِ ثنبکتطی   ( اًجبم زاز4ُگطفتِ ثب آظهبیكی کِ ثطًع ٍ ّوکبضاى )

 . ثبقس ٍ پهؾویس هبزضی هی
ضؾنس یکنی اظ زلاینل زضننس پنبییي       ثنِ ًظنط هنی    ًتیجِ گینطی: 

 ِ کبضضفتنِ   تطاضیرتی، ًبقی اظ ؾَیِ ثبکتطی ٍ ّوچٌیي ًَع پهؾویس ثن
ٍ ّوچٌنیي   ثبقس کِ ثنب ًتنبیج حبننل اظ آظهبیكنبت هحقنق هنصکَض      

ّوچٌیي ًنطخ تطاضینعـ    .ی زاضزذَاً ّن( 15کبضّبی لیچ ٍ ّوکبضاى )
ثبفت تیغِ ثْتط اظ ثبفت کهّق اؾت لصا اؾتفبزُ اظ ثبفت تیغنِ وْنت   

ثیَتیق ّیگطٍهبیؿنیي   آًتیگطزز. هیعاى هطلَة تطاضیعـ پیكٌْبز هی
ّنبی  ثبقس ٍ غلظتهی لیتط هیلی هیکطٍگطم ثط 30زض آظهبیف تطاضیعـ 

 کٌٌس.وتط ٍ ثیكتط هؼوَلا پبؾد هٌبؾجی ایجبز ًویک
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Introduction: The white button mushroom does not produce remarkable yield in the third flash. Nutritional 

deficiency and the inability of this mushroom to efficient use of compost are mentioned as its reasons. Basically, 
compost includes two major food components, lignocellulose and microbial biomass. But this microbial biomass 
provides just 10% of button mushroom food needs. According to research studies, differentenzymes in both 
white button mushroom and oyster mushroom are responsible for decomposition of lignin compounds in 
compost media, from begin of mycelium grows to the end of fruiting. Lacasse, manganese peroxidase, lignin 
peroxidase, glyoxal oxidase enzymes contribute to degradation of lignin compounds in degradation mushroom 
has proven by researchers however itis dependent on mushroom types. Manganese peroxidase enzyme (EC. 
1.11.1.13) is an extracellular parser lignin enzyme that has a central peroxidase core. Manganese peroxidase 
enzyme oxidizesMn2+ to Mn3+ and then Mn3+ oxidizes phenolic structure to fonoxile radical. Produced Mn3+ is 
very active and makes complex by chelating organic acids that is produced by mushrooms such as oxalate or 
malate. Mn3+ ions become stable by helping of these chelates and it can penetrate through materials such as 
wood. On the other hand, in recent years, plant biotechnology provides new solutions for old problems such as 
use of microorganisms, particularly using bacteria for gene transfer and improvement of superlatives. For a 
sample of this method, Agrobacterium-mediated transformation system can be noted. In addition, the use of 
suitable promoters for heterologous genes expression in suitable hosts is an important strategy in functional 
biotechnology that has been raised in edible mushroom genetic engineering. The lack of efficient and sufficient 
use of compost, low power of white button mushroom in competition with other rivals, lack of yield per area unit 
due to production costs, pests and diseases, low flexibility and adaptability with environmental conditions 
changes are some of the problems that the mushroom reformers are faced. Unlike the great efforts made by 
researchers, conventional breeding techniques to produce the A. bisporus mushroom only have been led to 
produce a few new races. Therefore, todays some problems associated with traditional methods of breeding of 
edible mushrooms, including the need to provide races that have desired characteristics, the traditional method 
performance tests and low chances of success in the transfer of important agronomic characteristics such as 
functionality and disease resistance. So, they almost have been replaced with new biotechnology methods. 
Anexample of this method is to manipulateproperties transformation for the particular purpose. Modification of 
both expression or type of lignin degrading enzyme are possible solutions to deal with this problem, but these are 
not applicable or are difficult to be done with traditional breeding programs. In recent years, gene transformation 
mediated with Agrobacterium routinely is used for gene transformation to mushrooms and is proposed as a 
method for removing limitations of white button mushroom breeding. 

Materials and Methods: In this research, the oyster mushroom strain Florida was used as the source of 
manganese peroxidase (mnp) gene and white button mushroom strain 737 gill and cap tissue were used as 
transformation host. Agrobacterium strain LBA4404 harbors p133H88-FM plasmid thatcontainsmnp gene of 
oyster mushroom and also hph gene under control of gpdII promoter of the button white mushroom strain IM008 
was used as a transformer. Selection medium containing 30 mg/ml Hygromycin B and was used for selecting 
transformed explants. To confirm transformation, PCR with specific primers of mnp and hph genes was 
performed on genomic DNA of selected colonies. 

Results and Discussion: Results showed the gill tissue explants, with transformation rate 5%, have a better 
response to applied transformation method than cap tissue explants, with transformation rate zero percent. As 
expected, polymerase chain reaction with specific primers ofhph and mnp genes amplified 1049 and 1086 bp 
fragments and verified the transformation of mycelium's grown on selection medium. It seems that Bacterial 

                                                             
1 and 2- Graduated M.Sc. and Professor in Agricultural Biotechnology, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University, 

Mashhad, Iran 

(*- Corresponding Author Email: Mohfarsi@yahoo.com) 
3- Ph.D Student in Agricultural Biotechnology, Faculty of Agriculture, University of Zanjan, Zanjan, Iran 

 )علوم و صنایع كشاورزي( علوم باغباني نشریه

 103-133.، ص3169 تابستان، 2، شماره 13جلد 

 2002 - 1310 شاپا:

Journal of Horticultural Science  

Vol. 31, No. 2, Summer 2017, P. 401-411 

ISSN: 2008 - 4730 



 411    ...پراكسيداز سشن منگن cDNAانتقال بررسي امکان 

strain and also used plasmid were one of the responses for observed low rate transformation which is in 
accordance with leach and co-workers study. Finally, we could propose that cap tissue is more suitable for 
further gene transformation of this mushroombecause of high transformation rate of cap tissue. 
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