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Phalaenopsis is one of the most well-known genera of the orchid family and has 

relatively good growth due to its high adaptability. The Phalaenopsis breeding 

program and full investigation of progenies takes three to five years, which can be 

reduced by using molecular markers. In this research, in order to decrease the process 

of selecting superior genotypes, progenies obtained from crosses between 5 different 

cultivars were examined using IRAP and RAPD markers. Among 299 bands produced 

in RAPD, 86% of the bands were polymorphic. The average number of polymorphic 

bands was 13.5 bands per primer and the minimum genetic similarity (43%) was 

obtained between 'Sevilla'×'Sevilla' and 'Manila'×'Bombay' hybrids, while the 

maximum similarity (72%) was found between 'Sevilla'× 'Okayama' and 

'Okayama'×'Sevilla' hybrids based on Nei similarity coefficient. From 6 selected IRAP 

primer combinations, 83 bands were produced, among them 72 bands were considered 

polymorphic bands. The highest ratio of polymorphism was obtained by 3′LTR-

LTR6150, 3′LTR-3′LTR primers combination and the lowest by Sukkula -3′LTR. The 

maximum genetic similarity, 82%, using IRAP marker was observed between 

'Sevilla'×'Okayama' and 'Sevilla'×'Manila' hybrids and the lowest amount, 32%, was 

obtained between 'Sevilla'×'Sevilla' and 'Manila'×'Bombay' hybrids, indicating the 

genetic proximity and distance, respectively, of the studied genotypes. Recombined 

genotypes obtained in this research, which had different band patterns with their 

parents, can be used for breeding programs and introducing new cultivars. 
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Extended Abstract 

Introduction 

Phalaenopsis orchid is very popular in the floricultural industry due to their unique traits like morphological 

diversity, color variation, and medicinal properties. Over 90 native species have been categorized into five 

subgenera, driving diverse cultivar development with vibrant colors and fragrances. Breeding programs, 

primarily utilizing native species like Phalaenopsis spp., aim to enhance traits such as color variation, flower 

size, and disease resistance.  

Understanding genetic diversity is key to advancing breeding strategies. Molecular markers offer 

advantages in evaluating genetic variation and phylogenetic relationships due to their high variability and co-

dominant inheritance. Techniques like RAPD and IRAP serve as cost-effective alternatives, with RAPD's 
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simplicity and lack of radioactive materials being noteworthy. Studies have demonstrated significant genetic 

diversity among orchid populations, exemplified by research on Indonesian Sarcanthinae orchids. 

Retrotransposon-based markers, such as IRAP, further extend marker capabilities, utilizing retrotransposon 

insertion sites for genetic diversity assessment. 

In this research, in order to decrease the process of selecting superior genotypes, progenies obtained from 

crosses between different cultivars. Current research focuses on extending markers for various orchid species 

and hybrids to assess polymorphism and infer phylogenetic relationships. These findings contribute to 

understanding orchid genetics and safeguarding breeders' intellectual property rights. 

Materials and methods 

The study utilized five Phalaenopsis orchid cultivars selected based on specific traits like flower longevity, 

resistance to fungus, and the production of the second flower stalk. Experimental crosses were conducted 

bidirectionally, with each flower both providing and receiving pollen grains. Capsules were counted five 

weeks’ post-pollination and harvested 120 days later, then sterilized and cultured on a growth medium. DNA 

extraction from plantlets involved grinding frozen leaves and subsequent extraction using a commercial kit. 

Polymerase chain reaction (PCR) with random primers was performed for genetic marker analysis, 

selecting appropriate primers for diversity assessment. RAPD and IRAP products were visualized on agarose 

gels. Statistical analysis included estimating seed germination percentage and calculating genetic similarity 

matrices, similarity coefficients, dendrograms, resolving power, polymorphism information content (PIC), and 

marker index (MI). 

Polymorphic bands in genetic profiles were scored, and genetic likeness matrices were computed using 

Free Tree software. Dendrograms were generated using iTOL software. The resolving power of primers and 

PIC were estimated using specific formulas. The MI was calculated based on PIC and an effective multiplex 

rate, derived from the total numbers of polymorphic gene locations and uniform bands. 

 
Results and Discussion 

RAPD Analysis: Of the 50 RAPD primers tested, 22 detected polymorphic bands, with fragment lengths 

ranging from 300 to 1500 bp. across all genotypes, a total of 299 bands were amplified, of which 257 were 

polymorphic (86%). The average number of polymorphic bands per primer was 13.5. Primers varied in their 

polymorphism percentage, with PPB ranging from 50% to 100%. The highest marker index (MI) was 6.54, 

attributed to the OPT-11 primer. The resolving index ranged from 21.12 to 0.508, with OPAI-13 exhibiting the 

highest polymorphism information content (PIC) of 0.444. The BB-20 primer showed the highest Shannon’s 

information index (I; 0.635) and the number of effective alleles (Ne; 1.812), indicating its effectiveness in 

investigating genetic diversity. RAPD analysis of Phalaenopsis aphrodite subsp. formosana and related species 

demonstrated the technique's utility in discovering relationships among Phalaenopsis species. 

IRAP Analysis: Using IRAP markers, 83 bands were produced, of which 72 were polymorphic (86.74%). 

Fragment sizes ranged from 200 to 800 bp. The average number of amplified bands per pair of primers was 

14.4, with Sukkula-Sukkula, 3′LTR-3′LTR, and LTR6150-LTR6150 showing the highest polymorphic 

fragments. PIC values ranged from 0.62 to 0.93, with five pairs of primers exceeding 0.80. MI ranged from 

5.60 to 13.10, while the Rp index ranged from 4.3 to 8.40. BARE-1 and Sukkula fragments exhibited higher 

polymorphism, possibly due to their abundance in the genome. The polymorphism percentage varied from 

78.57% to 93.33%, with the 3′LTR-3′LTR primer showing the highest MI and Rp values. Primer 3′LTR-

LTR150 displayed the highest PIC, I, and Ne indices. 

 
Conclusion 

In conclusion, both RAPD and IRAP analyses demonstrated high levels of polymorphism, indicating their 

efficacy in assessing genetic diversity within Phalaenopsis orchid cultivars. The diverse set of primers utilized 

in this study revealed varying levels of informativeness, with certain primers exhibiting particularly high 

polymorphic potential. These findings underscore the value of molecular marker techniques in elucidating 

genetic relationships and informing breeding strategies within the Phalaenopsis genus. 
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  ها:واژهکلید
رتروترنسپوزون،  ،یچندشکل
 .دیرپ ،یمولکول یمارکرها

 طیسازگاری بالا با شرا تیقابل لیاست که به دل دهیارک رهیت هایجنس نتریشدهاز شناخته یکی  سیفالانوپس
کامل  نتاج به یو بررس سیبرخوردار است. برنامه اصلاح فالانوپس زین یمختلف از رشد نسبتاً مناسب یطیمح
کاهش  توانیزمان را م نیا یمولکول ینشانگرهابه سه تا پنج سال زمان دارد که با استفاده از  ازنی  معمول طور

 هایپژنوتی انتخاب جهت زمان کردن کوتاه منظوررقم مختلف، به 5 ینتاج حاصل از تلاق ق،یتحق نیاداد. در 
شده  دینوار تول 299قرار گرفتند. از مجموع  یمورد بررس  رپیو آ دیرپ یمولکول یبرتر با استفاده از نشانگرها

هر آغازگر بود.  ینوار برا 5/13چند شکل  یتعداد نوارها نیانگینوارها چند شکل بودند. م درصد 86 د،یدر رپ
 'Sevilla'×'Sevilla' یدهایبریه نیب  یتشابه ن بیو ضر دیبا استفاده از نشانگر رپ یکیحداقل تشابه ژنت زانیم

و  Sevilla'×'Okayama'' یدهایبریه نیدرصد و حداکثر آن ب Manila'×'Bombay' 43'و 
'Okayama'×'Sevilla'   نوار  83در مجموع  رپ،یآ یآغازگر انتخاب بترکی 6 از. آمد ستددرصد به 72معادل
 -LTR′3 یآغازگرها بیرا ترک یدرصد چندشکل نینوار چند شکل بودند. بالاتر 72تعداد  نیشد که از ا دیتول

LTR6150  3و′LTR-3′LTR را  نترینییو پاSukkula -3′LTR یکیحداکثر تشابه ژنت زانیکردند. م دیتول 
درصد  82با مقدار   'Sevilla'×'Manila'و   'Sevilla'×'Okayama' یدهایبریه نیب رپیبا استفاده از نشانگر آ

درصد  32در حد تشابه  Manila'×'Bombay''و   'Sevilla'×'Sevilla' یدهایبریه نیهمسانی ب نیو کمتر
 با. باشدمی گریکدینسبت به  هاپینزدیکی و دوری ژنتیکی این ژنوت زانحاکی از می بیمشاهده شد که به ترت

 هایبرنامه یبرا توانندیم نیدمتفاوت از وال یباند یبا الگو بینوترک هایپیپژوهش، ژنوت نیا جنتای از استفاده
 استفاده شوند.   دیارقام جد یو معرف دیجهت تول نژادیبه

 یبا استفاده از نشانگرها دهیشاخه بر سیفالانوپس دهیپنج رقم ارک ایدرون گونه یکیتنوع ژنت یبررس(. 1403) ابوذر ،یو سورن یجمالعل ،یالفت ت؛یزاده، هدا یخسرو؛ زک ،یلاشک یبال: استناد

  :2023.343479.2030IJHS./10.22059https://doi.org/ DOI   .21-33(، 1) 55 ،رانیا نشریه علوم باغبانی. IRAPو  RAPD یمولکول
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 مقدمه
 روی موجود هایوانهرشد ج گیاهچه حاصل از غیرجنسی )تولید و )بذر( جنسی روش دو به یسفالانوپس ارکیده طبیعت، در     

و  ایذخیرهو فاقد مواد  یزر ریابسکه  کنندیم یدبذر تول یادیها تعداد زیده. ارک(Chugh et al., 2009) یابدمی دمگل( افزایش
که بذور  اندکردهیان محققین ب .باشدیم تیره تکثیر بذری گیاهان این در عمده مشکل خصوصیت ینا و هستندکامل  ینجن

علاوه بر  (.Liu et al., 2010) ندایکوریزا هستم هایقارچ انواع خاصی از با همزیستی یازمندنی زنجوانه یبرا یعتدر طب ارکیده
 تجاری موجب که گرفته تصور ایشیشه درون محیط در ارکیده مختلف هایگونه بذر زنیجوانه مورد در بسیاری این، تحقیقات

 .(Stewart & Kane, 2006) است شده هاآن از برخی تولید شدن
 یاصلاح و معرف ،کرده یدر جهان معرف یسبزرگ فالانوپس یدکنندگانتول عنوان به را کشورها برخی که هاییروش از یکی     
ست جدیدارقام  سیس ارقام. ا صلاح برای که فالانوپ ستفاده ا سته، دو به شوندمی ا ستاندا د شامل  ،بزرگ هایگل بارد ارقام ا
 بر فالانوپسیس اصلاحی ی برنامهطورکل. بهدنشومی تقسیم عطرم گاهی و زیاد رنگ تنوع با جدید ارقام و صورتی و سفیدارقام 
 هابیماری و فاتآ به مقاومت و پرورش سااهولت برگ، حالت گل، شاااخه ارتفاع مثل ویژگی هایی و گل اندازه افزایش اسااا 
شدمی صفات مهم می که با شد. چرخه تول یندر انتخاب والد توانداین  س یدمؤثر با ست،بر انزمکمی  یسفالانوپ  همین امر ا
مان انتخاب گونه تا زاز  جدید، ارقام تولید هدف با سااانتی( گیریکلاساااید )دورگه هایروش از اساااتفادهتا   شاااده باعث
توان حجم می یمولکول یاو استفاده از نشانگره یتکنولوژ یشرفتبا پاما  ،شود تبدیل طولانی فرایند آن به ید سازییتجار

 . (Wen & Hong, 2007) کاهش داداین گیاه را  یاصلاح و زمان کار
 یبرا ترمطلوب و جدید ارقام توانمی آن از برداریبهره و ژنتیکی منابع تنوع میزان از اطلاع اند که بامحققین بیان کرده     

 وجود سااط  واحد در عملکرد افزایش جهت نژادگرانبه رویپیش که راهی ترینساااده. نمود توصاایه و ایجاد مختلفمناطق 
ستپر هایرگه گزینش دارد، ست تنوع گزینش، لازمه .(Kumar et al., 2015) محصول ا امکان  نژادی،به هایبرنامه در که ا

سمژرم یدهسازمان سازد فراهم را هایپمؤثر از ژنوت گیرینمونه و پلا در  هاارزیابی اولین. (Omidbakhsh Fard, 2005) می 
1افراد میان در ژنتیکی تنوع رابطه با ستفاده با گیاهی هایگونه و  شانگرهای  از ا شکلن صل از برش یچند  یا  طول قطعات حا
سیون بوده  بر مبتنیکه  تکنید این. (Becker et al., 1995) شد گزارش ، نیز بود گیر بودن، پرهزینهعلاوه بر وقت وهیبریدا
2آر.سی.پی بر مبتنی نشانگرهای با نهایت در  . شد جایگزین 
 

 پژوهش پیشینه
ست، که اطلاعات ژنوم موجود مورد مطالعه هنگامی      شانگرهاتوان از یم کافی نی شکلی قطعات همچون  ی مولکولین چند 

3دی.ان.ای سپوزون یهاخانواده یادغام یو چند شکل رپید یا حاصل از تکثیر تصادفی  ژنوم  یبررسبه منظور  ،رپیدیا  یرتروترن
با استفاده از رقم ارکیده فالانوپسیس  16ید این موضوع، رابطه فیلوژنتید تائدر  .(Khadivi-Khub et al., 2014) استفاده کرد
شانگر  شد رپیدن سی و تنوع ژنتیکی بین این ارقام گزارش  ی بین برخی . در پژوهش دیگری، رابطه(Tsai et al., 2015) برر
سی و ارتباط توده سیس برر شانگر  آنری با ارقام تجا هاآنهای ارکیده فالانوپ شد  رپیدبا کمد ن شان نتایج ،ارزیابی  که  داد ن
 این گیاه نزدید هایتوده با هاآنو مشخص کردن رابطه  هانمونه تمایز برای گزینه قابل قبولی تواندمی مولکولی تکنید این
شد سیس 149بررسی در . (Chuang, 2002) با شانگر  با توده از جنس فالانوپ ستفاده از ن شاهده  123 رپید،ا  شدنوار متفاوت م
 Goh et)ند بندی شدیمتقس گروه در هفت هااین توده ،رپید مولکولی نشانگرهای از شده مشتق ایخوشه وتحلیلیهتجز باکه 

)2005., al4رتروترانسپوزون از مشتق توان به سیستم. از دیگر نشانگرهای پیشرفته برای ارزیابی تنوع ژنتیکی می  مطالعات در 

                                                                                                                                                                 
1. individuals 

2. PCR 

3 DNA 

4 Retrotransposon 
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شاره کرد اخیر سپوزون .(Kalendar & Schulman, 2006) ا لذا  شوند،می پراکنده و یافت وفور به گیاه هایژنوم در هارتروتران
 برای بنابراین، .(Kilinç et al., 2015) قدرتمند و پرکاربرد مورد اسااتفاده قرار گیرند مولکولی هاینشااانگر توانند به عنوانمی

 ژنومی منطقه در واقع رتروترانسپوزون هایتوالی که است انتخابی روش ید آیرپ ژنوم، در نتقالا قابل عناصر حرکت بررسی
سا  .(Kilinç et al., 2015)کند می بررسی را  نتاج یبرخ مطالعه یندر ا یده،برتر ارک هایژنوتیپ گزینشهدف  با بر همین ا

صل از تلاق شانگرها هاییحا ستفاده از ن س یمولکول یارقام مختلف با ا سال نیا .گرفتندقرار  یابیو ارز یمورد برر در  هاارقام 
 ها،ماریعمر پس از برداشت بالا، مقاومت به آفات و ب ،یمثل بازارپسند یمناسب هایویژگی دارای و نداشده داده پرورشکشور 
شاخه م ادیتعداد گلچه ز و هیگل ثانو دیتول تیقابل شند یدر هر  سا .با شنا ستفاده از  و شده جدا هادر گلخانه ییکه پس از  با ا

 یارتباط هیو تجز یبیامکان مطالعات تواندمی تحقیق این نتایج. فتندگر قرار مطالعه موردنشاااانگرهای مولکولی رپید و ...... 
 .نماید تسریع و تسهیلرا  دهیروی ارک

 

 شناسی پژوهشروش

 یاهیگ مواد

( که A:'Sevilla', B:'Annapolis', C:'Okayama, D:'Bombay', E:'Manila'فالانوپسیس )در این تحقیق پنج رقم ارکیده        
و سپس همگی به صورت  باشند انتخابهای ایران میجزو ارقام شاخه بریده غالب و دارای بیشترین سط  زیر کشت در گلخانه

 نیاار دیگر به عنوان والد پدری(. عنوان والد مادری و بافشانی دستی با یکدیگر تلاقی داده شدند )ید بار به دو به دو و با گرده
ها، افشانی گلز از گردهرو 120. پس از گذشت شدند هیو از شرکت مهر گل نوشهر ته بودندشرکت آنتورا هلند  دیها تولبوته

کپسول بذر  دیها تولدیبریه یباق یتلاق دیاز  ریمورد مطالعه قرار گرفت و به غ یپنج کپسول از هر تلاق)های بذر کپسول
قیقه در سدیم هیپوکلریت د 15درصد و سپس به مدت  70ثانیه در الکل  15برداشت شده و برای ضدعفونی ابتدا به مدت  (نمودند
ای با آب مقطر استریل قهدرصد قرار داده شدند و در انتها سه بار و در بازه زمانی پنچ دقی 5درصد شرکت مرک با غلظت  99

کشت  اسکوگو  گیید دوم موراشهای بذر با اسکالپل شکافته و در محیط کشت در ادامه هر ید از کپسولآبکشی شدند. 
. پس هداری شدندنگ سلسیو درجه  25ساعت تاریکی و دمای  8ساعت روشنایی و  16شدند و در اتاقد کشت با دوره نوری 

رگ بودند جهت استخراج متر و چهار بسانتی 8ه حدود های تولیدی که دارای اندازروز از کشت بذور، گیاهچه 150از گذشت 
به تولید کپسول و بذر  تلاقی منجر 24ده، شتلاقی انجام  25به آزمایشگاه منتقل شدند. لازم به ذکر است در بین .ای. اندی.

منجمد  مایع ازت از استفاده اب برگی هاینمونه ، ایاندیهیچ کپسول بذری حاصل نشد. جهت استخراج B×A شد و در تلاقی 
 .ندشد ینگهدار DNAتا زمان استخراج  سلسیو درجه  -80 یبا دما یزرو در فر

 

 تیفیو ک تیکم یو بررس یژنوم دی.ان.ای استخراج

1یاژنک شرکت یتاز ک دی.ان.ایاستخراج  به منظور        یابیارز یاستفاده شد. برا شرکتشده توسط  مطابق با پروتکل ارائه 
 ییبالا ییدستگاه از کارا ینکه ا ینشده ابتدا از دستگاه نانودراپ استفاده شد. با توجه به ا استخراج دی.ان.ای یفیتو ک یتکم
 برای 230/260 و 280/260 نرخ ارزیابی از بعد نیست برخوردار میکرولیتر واحد در دی.ان.ایمقدار  یقدق گیریاندازه یبرا

2یوبیتدو سنجش، از دستگاه ک ینا یبرا 7/1نرخ بالاتر از  دارایو بالا  یفیتک با هاینمونه انتخاب  غلظت گیریاندازه یبرا 
 یدبروما یدیومبا ات یزیآمو دستگاه الکتروفورز و رنگ درصد 1استفاده از ژل آگارز  با نیز دی.ان.ای صخلو. شد استفاده هانمونه
 شد. یدهسنج

                                                                                                                                                                 
1. Qiagen DNeasy Plant mini kit 

2. Qubit 
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 رپید شیآزما انجام مراحل

ستفاده با مرازپلی ایزنجیره واکنش     1 ترموسایکلر دستگاه از ا  50از  مرازپلی ایزنجیره واکنش بررسی برای. شد انجام 
نانوگرم در  10با غلظت  یژنوم دی.ان.ای لیترویکرم 3.آر شااامل ی.ساایاسااتفاده شااد. هر مخلوط واکنش پ یآغازگر تصااادف

با  یتنها بود که در X2.آر با غلظت ی.ساایپ یتک لیترومیکر 5/7 و یکومولپ 10 غلظت با آغازگر از لیترومیکر 5/2 لیتر،ویکرم
ضافه کردن  ستر یرآب دو بار تقط لیترویکرم 3ا سیحجم مخلوط واکنش پ یلا سانده لیترومیکر 16 به .آری.  هایچرخه. شد ر

 92با دمای  چرخه 5تعداد  ، یهاول یسازواسرشت برای یقهدق 4به مدت  سلسیو درجه  94ید چرخه با دمای  شامل یحرارت
سیو درجه  سازی،دق ید مدتبه  سل شت  سر سیو درجه  40 یقه برای وا صالدق ید مدتبه سل درجه  72 و یقه برای ات

سیو  صال بهتر آغازگر به قطعات  بود قطعات یرتکث یبرا یقهدو دق مدت به سل  7/0در هر چرخه  دی.ان.ایکه به منظور ات
سیو درجه  صال آ سل سپس فتیاغازگر کاهش میدمای ات سیو درجه  92ا دمای چرخه ب 35تعداد .  ثانیه  30 مدت به سل

 یرتکث یبرا یقهدو دق مدتبه  سلسیو درجه  72و برای اتصال  یهثان 45 مدتبه  سلسیو درجه  37 برای واسرشت سازی،
 .شد انجام بسط تکمیل برای دقیقه 5 مدت به سلسیو درجه  72 با دمای چرخه ید یتنها قطعات و در

 

 آیرپ شیآزما انجام مراحل

 3.ساای.آر شااامل اسااتفاده شااد. هر مخلوط واکنش پی ترکیب آغازگری 28مراز از ای پلیبرای بررساای واکنش زنجیره
ظت  دی.ان.ایلیتر ومیکر با غل با غلومیکر 1لیتر، ونانوگرم در میکر 10ژنومی  غازگر   9 و پیکومول 10ظت لیتر از هر آ

سی.آر با غلظت  ضافه کردن  X2میکرولیتر کیت پی. ستریل حجم مخلوط بار تقطو لیتر آب دومیکر 3بود که در نهایت با ا یر ا
سی.آر به  شد. چرخهومیکر 17واکنش پی. سانده  شامل لیتر ر سیو  درجه 94های حرارتی  سرشت سل   سازی اولیه بهبرای وا

سیو  94صورت  چرخه به 40دقیقه، تعداد  4مدت  صال به سل سیو درجه  53 تا 41مدت ید دقیقه، دمای ات مدت  به سل
یر قطعات و در نهایت ید مدت دو دقیقه برای تکث به سلسیو  72یر بود( و متغ ید دقیقه )دمای اتصال بسته به نوع آغازگر

 .بوددقیقه برای تکمیل بسط  10مدت به سلسیو درجه  72چرخه 
 

 2پی.سی.آرمحصول  دی.ان.ای الکتروفورز
 محصااول از لیترومیکر 8 مقدار ،نظر شاادن قطعه مورد یرتکث یمنظور بررساابه مراز،پلی ایزنجیره واکنش انجام از پس
صد ته 1 آگارز ژل هایچاهد در تقطیر بار دو آب لیترومیکر 5/2 و ردژل ماده لیترومیکر 5/0 همراه به واکنش در  شده یهدر
از  شاااده یرطول قطعات تکث ینتخم یولت الکتروفورز شاااد. برا 80و شااادت  یقهدق 100 مدتبه و گذاریبار ی.ای.بیبافر ت

شانگر اندازه شرکت فرمنتاز Kb Plus 1 ن 3مربوط به  ستگاه ژل داک، تحت نور   سپس در د شد.  ستفاده  در چاهد اول و آخر ا
 .شدند برداریمشاهده و عکس دی.ان.ای یافته یرتکث یاشعه فرابنفش نوارها

 

 هاداده یآمار هیتجز

نوار خاص  ید حضوربه هانمونه ینب یچندشکل یبررس یبرا یشگاهی،پس از انجام مراحل آزما یکیتنوع ژنت یبررس در
با استفاده از  هایپتشابه ژنوت یسماتر ید،صفر و  یسماتر یلو به عدم حضور آن عدد صفر داده شد. بعد از تشک یدعدد 
4وینینگبر.جنیو به روش  نیتشابه  یبو استفاده از ضر Ver  FreeTree)0.9.1.50(افزار نرم . دندروگرام یدمحاسبه گرد 

                                                                                                                                                                 
1. BioRad, i Cycler, USA 

2. PCR 

3. Fermentas 

4. Neighbor-joining 



 27         و دیگران بالی لاشکی /... دهیشاخه بر سیفالانوپس دهیپنج رقم ارک ای¬درون گونه یکیتنوع ژنت یبررس پژوهشی( -)علمی 

 

 

 ین یزبا کمد آنال یآلل هایهمه مکان یبرا یکیشد. تنوع ژنت یمترس iTOLافزار تشابه با استفاده از نرم یسآمده از ماتردستبه
 .دمحاسبه ش 2و  1 های رابطه از استفاده با (Rp)نشانگرها  یدمحاسبه شد. قدرت تفک

Rp= ∑ Ib (                                                                                      1رابطه   

Ib= 1 – (2 × | 0.5  - p |)   2رابطه)                                                                   

 

( و حذف q) آلل وجود عدم فراوانی ( و جمع مربعp) آللی فراوانی مربع جمع از استفاده ( باPIC) شکل چند اطلاعات محتوای
 . (Khadivi-khub et al., 2014) محاسبه شد 3 رابطه طریق از مونومورف لوکو 

                                                   (               3رابطه  

 

 (. Powel et al., 1996) محاسبه شد 4رابطه با استفاده از  یز( نMI) ینشانگر شاخص
MI=PIC×EMR (                                                                             4رابطه    

 و است ژنوتیپ ید در موجود شکل چند ژنی هاییگاهجا تعداد بیانگر که است مؤثر چندگانه نسبت EMRرابطه  یندر ا
 .شودیمحاسبه م 5 رابطه برحسب

EMR=np×β (                                                                                 5رابطه    
 .آیدیبه دست م 6 از رابطه βچند شکل و  یژن هاییگاهتعداد کل جا np رابطه این در 

β=np/(np+nnp)  6رابطه                                                                              ) 
  Npچند شکل و  یتعداد باندهاnnp باشدیم شکلید یتعداد باندها (Powel et al., 1996). 
 

 های پژوهشیافته

 رپید نشانگر 

 رپیداستفاده در نشانگر  مورد یآغازگرها 

مورد استفاده قرار  رپید یآغازگر تصادف 50 ید،نما یشتریب یچندشکل یدانتخاب آغازگر مناسب که تول یبرا یهاول یبررس در
از کاربرد  یجنشان دادند. بر اسا  نتا یمورد بررس هاینمونه یندر ب یتوجه قابل یآغازگر چندشکل 22تعداد  ینگرفت که از ا

ست آمد که از ابه دی.ان.اینوار  299در کل  یآغازگر انتخاب 22 صد 86به میزان (نوار  257تعداد  یند شکل )در شان  یچند ن
صد( 14نوار ) 42داده و تنها  سط هر آغازگر  شده یدتول نوارهای تعداد میانگینبودند.  شکل یددر  یبالا زانی. مبود 5/13تو

شکل صد چند ست آمده در ا یدر سب بودن تکن بیانگر پژوهش نیبه د س یبرا رپید یدمنا  یجنتا میاندر  یکیتنوع ژنت یبرر
 21تا  6از  هاجمعیت بین در رپید آغازگرهای از حاصل شکل چند نوارهای(. تعداد 1است )شکل  یدهارقام ارک یحاصل از تلاق

سا یانگربود که ب یرنوار متغ شنا شکل ییقدرت متفاوت آغازگرها در  س هایدر نمونه یچند ست. در ب یمورد برر  هاآغازگر ینا
 ینرمتچند شکل بودند و ک هاآنعدد  21شد که  یجادا شده یرنوار تکث 22با  OPK-09توسط آغازگر  شده یرنوار تکث نبیشتری
اندازه  .(1چند شاااکل بودند )جدول  هاآنعدد از  5بود که یافته  یرنوار تکث 8با  OPT-04مربوط به آغازگر  شاااده یرنوار تکث

 زده شد.  ینجفت باز تخم 300-1500در تمام آغازگرها در محدوده  شده یرقطعات تکث
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 (.قیتحق هایافتهی)منبع: . رپیدهای ارکیده با استفاده از آغازگر لگوی نواری قطعات حاصل از تکثیر نمونه. ا1شکل 

 

 . هاآن توالی و رپید یزاستفاده در آنال مورد آغازگرهای .1 جدول

کل  تعداد توالی نام آغازگر

 باندها

تعداد باندهای 

 چند شکل

درصد باهدهای 

 چند شکل

قدرت 

 تفکیک

PIC 

OPB-09 5'TGGGGGACTC3' 14 10 71 41/11 310/0 
OPC-15 5'GACGGATCAG3' 13 10 77 75/8 286/0 
OPD-04 5'TCTGGTGAGG3' 11 10 91 58/8 431/0 
OPI-06 5'AAGGCGGCAG3' 10 8 80 42/8 394/0 
OPK-09 5'CCCTACCGAC3' 22 21 95 53/17 292/0 
OPQ-09 5'GGCTAACCGA3' 18 17 94 93/20 332/0 
OPR-13 5'GGACGACAAG3' 9 6 67 41/7 313/0 
OPP-20 5'GACCCTAGTC3' 9 8 89 25/8 305/0 
OPT-04 5'CACAGAGGGA3' 8 5 63 83/2 307/0 
OPT-11 5'TTCCCCGCGA3' 19 16 84 75/14 409/0 
OPW-03 5'GTCCGGAGTG3' 19 16 84 19/16 315/0 
BC-06 5'CCGTTAGTCC3' 11 10 91 9/3 303/0 
BE-08 5'CCCAAGGGAA3' 17 16 94 7 323/0 
BE-15 5'GGGAAAAGCC3' 13 9 69 6/5 369/0 
BE-13 5´CTGGTGCTCA3´ 18 17 94 5/6 317/0 
BE-20 5'CAAAGGCGTG3' 10 9 90 4/3 331/0 

OPAF-07 5'GGAAAGCGTC3' 14 12 86 6/6 277/0 
OPAI-13 5'ACGCTGCGAC3' 12 11  92 2/4 299/0 

BE-19 5'TGGACTCGGT3' 8 8 89 3/3 423/0 
BB-20 5'ACCAGGTCAC3' 11 9 82 6/4 444/0 
BB-21 5'GGGCCGAACA3' 14 12 86 5/4 288/0 
BA-22 5'TGCTCGGCTC3' 18 17 94 7 311/0 

 (         قیتحق هایافتهی)منبع: 
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 رپیدتشابه ژنتیکی با استفاده از نشانگر 

شابه می ستفاده از ماتریس ت شباهتا سایی و درک بهتر  شنا س موردهای ها در میان نمونهتواند در جهت  سیار برر  مؤثری ب
 'Manila'×'Bombay' و 'Sevilla'×'Sevilla'  (AA)هایدرصد بین نمونه 43باشد. میزان حداقل تشابه ژنتیکی در این تحقیق 

(ED) هایو حداکثر آن بین نمونه(AC)  'Sevilla'×'Okayama' و(CA)   'Okayama'× 'Sevilla'  صد  87معادل ستدر  به د
ستبهآمد. دندروگرام  شابه، تنوع ژنتیکی بالای بین ژنوتیپ آمده د شباهت از ماتریس ت صل از تلاقی و یکنواختی و  های حا
 (. 2کند )شکل ید میتائی را بررس موردری )والدین( های مادبین ژنوتیپ
 

 
 (.قیتحق هایافتهی)منبع: و ضریب تشابه نی.  رپیدهای ارکیده با استفاده از نشانگر دست آمده از نمونهدندروگرام به :2شکل 

A: 'Sevilla', B: 'Annapolis', C: 'Okayama', D: 'Bombay', E: 'Manila' 

 

  آیرپنشانگر 

 آیرپی در نشانگر چندشکلسطح 

انتخاب شدند.  LTR یممکن آغازگرها بیترک 28آغازگر از  6 دهیارقام ارک ی هایتنوع در نتاج حاصل از تلاق یبررس یبرا
 6(. حاصل این 3ید کنند )شکل تول بازجفت  200-800های آغازگری توانستند قطعاتی بسیار مشخص در اندازه ترکیب نیا

باندهای  از درصد 7/86ید شده بود که توانست میانگینی برابر تول دی.ان.اینوار  83شکل از د نوار چن 72د تولی ،ترکیب آغازگری
 Sukkula -3′LTRبالاترین و  LTR-3′LTR′33و  LTR- LTR6150′3شکل را به خود اختصاص دهد. ترکیب آغازگرهای د چن
ید شده توسط آغازگرهای تولکه تعداد قطعات زیاد  شده استگزارش   (.2ی را تولید کردند )جدول چندشکلترین درصد پایین

. در این مطالعه (Kalendar et al., 1999) های بالای این قطعات در ژنوم باشدتواند به دلیل تعداد نسخهرتروترنسپوزون می
نقش اساسی این  دهندهنشانتعداد باندهای بیشتری تولید کردند که  Nikita در مقایسه با Sukkulaبا  BARE-1های ترکیب

 (. 3های متعدد آن در ژنوم است )جدول قطعات در ساختار ژنوم یا وجود تعداد نسخه
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 (.قیتحق هایافتهی)منبع:  Sukkula -3′LTR.آغازگر  های ارکیده با استفاده ازنمونه یرحاصل از تکث ینوار الگوی .۳ شکل

  
 .آیرپآن در نشانگر  یتنوع رتروترنسپوزون و موقع ی،نام آغازگر، توال .2 جدول

 آغازگر توالی رتروترنسپوزون  مکان

4301-4326 AY054376 Sukkula GATAGGGTCGCATCTGGGCGTGAC Sukkula 

1-22 
AY078073 
AY078074 
AY078075 

Nikita CGCATTGTTCAAGCCTAAACC Nikita 

1993-2012 Z17327 BARE-1 CTCGCTCGCCACTACATCAACCGCGTTATT LTR6149 
2112-2138 Z17327 BARE-1 TGTTCATGCGACGTTCAACA 3′LTR 

 (قیتحق هایافتهی)منبع: 

 .هاآن توالی و IRAP یزمورداستفاده در آنال آغازگرهای .۳ جدول

شاخص 

 نشانگری
PIC قدرت تفکیک 

درصد باندهای 

 چند شکل

تعداد باندهای 

 چند شکل

تعداد کل 

 باندها
  آغازگر

93/3 321/0 85/13 5/87 14 16 Sukkula- Sukkula 
12/3 385/0 41/8 90 9 10 3′LTR- LTR6150 
02/5 384/0 66/14 33/93 14 15 3′LTR-3′LTR 
37/2 285/0 95/7 33/58 7 12 Sukkula -3′LTR 
76/2 320/0 66/8 57/87 11 14 Sukkula- Nikita 

02/4 328/0 93/18 50/87 14 16 LTR6150-

LTR6150 
   (.       قیتحق یهاافتهی)منبع: 

 

 ها در نشانگر آیرپدندروگرام ژنوتیپ

 'Sevilla'×'Manila'و  'Sevilla'×'Okayama' (ACهای )نمونه در را همسانی مطالعه بیشترین این در تشابه ماتریس بررسی

(AE)  هاینمونه در همسانی ترینکم درصد و 82با مقدار(AA)   'Sevilla'×'Sevilla' وManila'×'Bombay' (ED)  حد در
باشد. ها نسبت به یکدیگر میژنوتیپ این ژنتیکی و دوری نزدیکی میزان از حاکی به ترتیب که داد درصد نشان 32تشابه 
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1آیتول افزارنرماز ماتریس تشابه با استفاده از  مدهآ دستبهدندروگرام  به چهار گروه اصلی تقسیم  50از در سط  پایداری بالاتر  
   (4)شکل  .شد

 
(a) (.قیتحق یهاافتهی)منبع:  .آیرپبا استفاده از نشانگر  سینوپسفالا یتلاق 24آمده از  دستبه دندروگرام .4 شکل 

A: 'Sevilla', B: 'Annapolis', C: 'Okayama', D: 'Bombay', E: 'Manila' 

 بحث
وی ارقام فالانوپسیس، ربر  رپیدید تنوع ژنتیکی مشاهده شده در مطالعه حاضر، سایر محققین نیز با کمد نشانگر تائدر 

 به رپید وتحلیلیهجزت اسا  بر را گونه از فالانوپسیس 46محققین  .(Tsai et al., 2015) تنوع قابل قبولی را گزارش کردند
ی از طریق تجزیه خوببههای مورد ارزیابی ( که در بررسی حاضر نیز نمونهGoh et al., 2005تقسیم کردند ) اصلی گروه هفت
م فالانوپسیس گزارش در ارقا رپیدمحققین دیگری نیز تنوع ژنتیکی قابل قبولی را با کمد نشانگر  .ای تقسیم شدندخوشه
ید نشانگر مولکولی  محققین بود. مزیت ید مطالعات سایرتائکه نتایج مطالعه حاضر نیز در  (Niknejad et al., 2009) کردند

 طریق از. (Varshney et al., 2007) ی اطلاعات و تعداد نشانگر تولید شده توسط هر آغازگر داردچندشکلبستگی به محتوای 
 یکدیگر با را ژنتیکی یچندشکل بررسی جهت مختلف نشانگری سیستم دو ارزش توانمی یچندشکل اطلاعات میزان محاسبه
ناشی از  آیرپمد نشانگر کایجاد شده در گیاه ارکیده با  یچندشکل قطعات بالای در همین راستا محققین میزان. دنمو مقایسه

 لوکو  هر در للیآ تنوع به مستقیماً شاخص ین. ا(Spooner et al., 2005) تنوع ژنتیکی بین ارقام این گیاه گزارش کردند
در بررسی تنوع  ،همچنین .(Kilinc et al., 2011) گیرد قرار بررسی مورد افراد از مجموعه ید در تواندمی و است وابسته

 43 میان در شده لیدتو هایمکان از درصد 83در جنس دندروبیوم گزارش شد که  آی.اف.ال.پیژنتیکی ارکیده توسط نشانگر 
طالعه کنونی، سایر محققین ید نتایج متائبا این حال در  .(Xiang et al., 2003) بودند یچندشکلارقام مورد مطالعه دارای  هیبرید
 Bhattacharyya et al., 2013; Bhattacharyya) گزارش کردند ارکیده را گیاهی هایبین گونه یکیژنت یوجود تنوع بالا زین

& Kumaria, 2015). 

 

 گیری نتیجه
 مورد رپیدو  رپید مولکولی نشانگرهای از استفاده با ارکیدهدر میان نتایج حاصل از تلاقی ارقام  ژنتیکی تنوع مطالعه این در
تواند برای که می گذاشتند نمایش به را مطلوبی مولکولی تنوع مطالعه این در گرفت. نشانگرهای مورد نظر قرار ارزیابی

                                                                                                                                                                 
1. iTOL 
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و  BE-13که مربوط به آغازگرهای  (12/21در این بررسی بیشترین قدرت تفکید )  رپید .نژادی سودمند باشدهای بهبرنامه
OPAI-13 دست آمد که توسط آغازگر به 444/0مورفیسم بالاترین محتوای اطلاعاتی پلی ،بود را نشان داد. همچنینBB-20 

-LTR6150 ( که مربوط به آغازگر93/18ترین قدرت تفکید )در این مطالعه بیش آیرپمشاهده شد. از طرف دیگر نشانگر 

LTR6150  3به دست آمد که مربوط به آغازگر 385/0مورفیسم ا نشان داد. بالاترین محتوای اطلاعاتی پلیبود ر′LTR-

LTR150 باشد. در نهایت های مورد مطالعه میدهنده کارایی این آغازگرها در بررسی تنوع ژنتیکی نمونهاین نتایج نشان ،بود
 برای تکنید دو این بودن مناسب بیانگر ،آیرپ و ریپید نواری الگوی در یچندشکل میانگین بودن بالا که توان بیان کردمی

های تواند محققین را در برنامهاین نتایج می .است فالانوپسیس ارکیده ارقام تلاقی از حاصل نتاج میان در ژنتیکی تنوع بررسی
ها را توانند نتایج بررسیه آغازگرها میرسد ذکر این مطلب کنژادی و اصلاحی این گیاه ارزشمند یاری دهد. به نظر میآتی به

های واسطه شاخصکاملاً از هم تفکید کنند بسیار دشوار و نادر است زیرا اولاً تشابه یا ارتباط ژنتیکی پارامتری متغیر است و به
رف دیگر تفکید زیادی از قبیل تعداد نمونه مورد بررسی، سط  بررسی یا تعداد ژنوم و نوع نشانگرها در نوسان است، و از ط

صفات کمی نیازمند ارزیابی تعداد زیادی از نشانگرهاست تا بتواند پوشش مناسبی در سط  ژنوم ایجاد نماید. در این صورت 
در ید تلاقی و فراوانی صفر یا افتد( یا نزدید به ید ندرت اتفاق میهایی با فراوانی ید )که بهشانس یافتن آلل یا آلل
 ری وجود خواهد داشت. نزدید به صفر در دیگ
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