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جمع آوري شده از مناطق گل راعيتحقيق به منظور بررسي تنوع ژنتيكي بين اكوتيپ هاي 

صورت مختلف كشور كه در پژوهشكده گياهان دارويي جهاد دانشگاهي كشت شده بودند ،

تركيب آغازگري 12از برگ ها استخراج شده و با استفاده از  DNAدر اين بررسي .گرفت

AFLP آلل قابل نمره دهي مشاهده 225در مجموع .تنوع ژنتيكي مورد بررسي قرار گرفت

ميزان .مشاهده شد48تا 8هر آغازگر از درصد چند شكل بودند و تعداد آلل براي 97شد كه 

كه 9كمترين تشابه بين ژنوتيپ . متغير بود89/0تا 29/0تشابه ژنتيكي بين ژنوتيپ ها از 

بيشترين تشابه نيز بين . مشاهده شد) عاشقلو به وانيال(12و ژنوتيپ ) نهاوند(متعلق به منطقه 

تجزيه كلاستر مشخص .مشاهده شد) كيلومتري قزوين45ت المو(7و ) نور(6ژنوتيپ هاي 

وجود دارد و همچنين معلوم شد كه عي گل راكرد كه تنوع ژنتيكي بالايي بين اكوتيپ هاي 

و PC1تجزيه مولفه هاي اصلي .بين تنوع مولكولي و پراكنش جغرافيايي ارتباطي وجود ندارد

PC2 اين نتايج در مديريت درصد از واريانس كل را نشان مي دهد و 3/8و 8/12به ترتيب

.مي تواند مفيد باشدگل راعيژرم پلاسم 

Hypericum perforatum، تنوع ژنتيكي ، AFLPهاينشانگر: گل واژگان  L.
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١

مقدمه  

، در كشـور ايـران داراي سـابقه اي بسـيار     روئي به عنوان محصولات فرعي مرتـع استفاده از گياهان دا

، اكوفيزيولـوژي و اكولـوژيكي ايـن گياهـان     ن ويژگيهاي ژنتيكـي، فيزيولـوژيكي  طولاني است و تعيي

عي مراتع ايـران  بمنظور بهره برداري پايدار و اقتصادي همراه با حفظ تنوع موجود در عرصه هاي طبي

بسيار حائز اهميت مي باشد تا از انقراض گونه هـاي منحصـر بـه فـرد و متفـاوت از لحـاظ ژنتيكـي        

جلوگيري بعمل آورده و ضمن ايجاد اشتغال و افزايش درآمد مرتعداران اين گونه ها را براي نسلهاي 

اين گياهـان در منـاطق   آينده و ايجاد توازن در طبيعت حفظ كرد و لذا زراعت و روشهاي اهلي كردن

. ت كه بايـد نسـبت بـه آن اقـدام نمـود     كوهستاني و بياباني نه تنها يك توصيه بلكه يك ضرورت اس

اين گياهـان مـواد زيسـتي خاصـي را بـا      . گياهان داروئي و معطر در زندگي بشر نقش بسزائي دارند 

اصلي تركيبـات سـازنده   ههاي مقادير بسيار اندك در خود ذخيره مي كنند كه اين مواد ، اغلب از گرو

، بلكه از پنج يا شش گروه تركيبات فرعي آن هستند كه نقش مستقيم آنها در حيـات گيـاه   گياه نيستند

. روشن نبوده و متابوليتهاي ثانويه خوانده مي شوند 

Hypericum perforatum L   يكي از گياهان داروئي ، صنعتي و علوفه اي مهم ايران اسـت ولـي

. ر زعفران و زيره رتبه اول و دوم صادرات گياهان داروئي را دارا هستنددر حال حاض

تنوع ژنتيكي مهمترين عامل بقاء موجودات از جمله گياهان زراعي در برابر تغييرات شرايط محيطي و 

. اساس برنامه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي و ماده خام ضروري براي آن استاست وآفات 

بهره برداري از مخازن ژن . باشدتر از تنوع ژنتيكي ميه دنبال استفاده گستردهبيوتكنولوژي مدرن ب

هايي با عملكرد بالا، از اجداد وحشي و جستجوي منابع ژنتيكي جديد، توليد واريته"گياهي خصوصا



 ��� ��� :                                                                        	
��


٢

با استفاده از . باشندهاي محيطي، از اهداف اوليه بيوتكنولوژي ميكيفيت مطلوب و مقاوم به تنش

لوژي مهندسي ژنتيك و تهيه كتابخانه ژنومي، امكان حفظ و ذخيره ژرم پلاسم ميلياردها ژنوتيپ تكنو

در اين راستا، آگاهي از ميزان تنوع ذخاير توارثي و . با هزينه نگهداري كم، وجود دارددر حجم كم و

. هاي گياهي استروابط ژنتيكي بين افراد يكي از اهداف ارزشمند اصلاح گونه

:انجام اين تحقيق عبارتند ازاهداف 

ر ژنتيكي ظگرفته شده از مناطق مختلف ايران از نجمعيت هاي گل راعيتعيين اينكه آيا )١(

با يكديگر مشابه ميباشند يا خير 

با پراكنش جغرافيايي) در صورت وجود ( تعيين ارتباط بين تنوع ژنتيكي )٢(

بوميگل راعيمختلف جمعيت هايامكان طبقه بندي، تمايز و تعيين روابط بين )٣(

گل راعيگياه شناسي و اهميت - 1-1

يك گياه علفي دائمي از .Hypericum perforatum Lبا نام علمي گل راعي

اهميت اين گياه . است كه بومي غرب اروپا، آسيا و شمال آفريقا مي باشدHypericaceaeخانواده

رمان افسردگي ملايم تا متوسط به در چند سال اخير به عنوان يك داروي گياهي به خصوص براي د

و هيپريسين مي ثر اصلي اين گياه شامل هيپرفورينتركيبات مؤ. طور قابل توجهي افزايش يافته است

هر چند . البته تركيبات مؤثر بيولوژيكي ديگري نظير فلاونوييد، تانن نيز در اين گياه وجود دارد. باشد

مورد استفاده قرار گل راعيزه گيري كيفيت و ارزيابي هيپريسين به عنوان يك تركيب كليدي در اندا

. مي گيرد ولي مطالعات اخير نشان داده كه هيپرفورين ممكن است عامل ضد افسردگي اين گياه باشد

.يك گياه پرفروش است كه داراي جايگاه ارزشمندي در بازار جهاني مي باشدگل راعيبه هر حال 
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٣

-لحاظ تركيبات شيميايي و پارامترهاي مورفولوژيكي متفاوت ميازگل راعيهاي از آنجا كه ژنوتيپ

هاي مختلف بهمراه تركيبات مؤثره آنها مي توان بـه  باشند با بررسي مورفولوژيكي و مولكولي ژئوتيپ

در حقيقت از آنجا كه تنوع ژنتيكي نقش بسزايي در . وضعيت تنوع در نمونه هاي مختلف آنها پي برد

صلاحي دارد بايستي در گام نخست در آغاز هر برنامه اصلاحي و زراعـي، تنـوع   پيشبرد برنامه هاي ا

بررسـي ايـن   . ژنتيكي و پتانسيل بالقوه موجود در جمعيت هاي مختلف يك گونه ارزيابي قرار گيـرد 

تنوع ما را در شناخت توان ژنتيكي نهفته موجود، امكان برنامه ريزي صحيح در جهت انتخاب صفات 

در واقع بهبود هر گياهي وابسته به وجود و ماهيت و وسعت تنـوع ژنتيكـي   . هد نمودمؤثره ياري خوا

هـاي زيـادي از آن در   گياهي اسـت كـه جمعيـت   گل راعي. در دسترس براي دستكاري آن مي باشد

بـه . اسـت ها، مطالعات كمي صورت گرفتهكشور ايران وجود دارد ولي در زمينه شناخت اين جمعيت

رسد كه اين تحقيق بتواند با راي پراكنش بسيار وسيعي در ايران مي باشد و بنظر ميرحال اين گياه داه

در .  ، در بهينه سازي توليد و عملكرد كمي و كيفي اين گياه مؤثر باشـد گل راعيبررسي تنوع ژنتيكي 

كـي  اين راستا در نظر است در اين تحقيق از آغاز گرهاي اوليه و انتخابي به منظور بررسي تنـوع ژنتي 

مختلف جمعيت هاياز برگهاي DNAدر اين طرح استخراج . استفاده شودAFLPتوسط تكنيك 

گل مختلف جمعيت هايانجام مي شود و سپس به منظور بررسي و يافتن تنوع ژنتيكي در گل راعي

از آغازگرهاي اوليه و سپس انتخابي استفاده مي شود و سپس توسط الكتروفورز ژل پلي اكريـل  راعي

يد باندهاي چند شكل را شناسايي كرده و پس از آن با انجام نمره دهي بانـد هـا بـه صـورت يـك      آم

ميزان چند شـكلي هـر تركيـب پرايمـري تعيـين و در نهايـت       ) عدم وجود باند(و صفر ) وجود باند(

با استفاده از تجزيه كلاستر و تجزيه به مختصـات اصـلي   گل راعيمختلف جمعيت هايگروهبندي 

)PCoA(انجام خواهد شد.
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٤

سابقه و ضرورت انجام تحقيق         -1-2

يك .Hypericum perforatum Lاريقون، علف چاي، هزار چشم يا گل راعي با نام علمي فهو

 (14مي باشد)  Clusiaceaeيا  Hypericaceae(گياه دارويي ارزشمند از خانواده هوفاريقون 

براي احشام و يك محصول با ارزش براي جمع آوري اين گياه يك علف هرز خطرناك )64،

استفاده از اين گونه به عنوان يك . وحشي، براي صنعت داروسازي مي باشد-كنندگان گياهان دارويي

داروي گياهي مخصوصاً براي درمان افسردگي ملايم تا متوسط استفاده آن را در چند سال اخير به 

اين گياه حاوي تركيبات متعدد شيميايي مي باشد كه از . (65)طور قابل توجهي افزايش داده است

هيپريسين به عنوان تركيب . و هيپرفورين اشاره نمودنسييمهمترين تركيبات آن مي توان به هيپر

(70).مطرح استگل راعي كليدي جهت ارزيابي كيفيت 

است و رشد گياهي علفي و پايا است كه در سال اول داراي رشد بطئي رويشي و خزنده گل راعي

اين گياه داراي ساقه هاي علفي و )64، (14شودمطلوب و گل دهي آن از سال دوم به بعد آغاز مي

مقطع عرضي  68).،(67ميلي متر مي باشد5تا 3سانتي متر و قطر 100تا 50دايمي زيادي با ارتفاع 

ساقه هاي گل دهنده . كندها متمايز ميساقه كروي و داراي دو برآمدگي است كه آن را از ساير گونه

. باشدكه هر ساله از روي طوقه خارج شده و معمولاً قرمز رنگ و داراي انشعابات فراواني در انتها مي

ساقه هاي رويشي كه . اين ساقه ها در اواخر زمستان شروع به رشد كرده و در بهار به گل مي روند

- سانتيمتر رشد مي30ه خارج شده و به طول بدون گل بوده و در اواخر تابستان يا پاييز از روي طوق

.(68)نمايند
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اين گياه در كشورهاي مختلف جهان به عنوان علف هرز مراتع مطرح بوده و به انواع آب و هوا و 

شرايط كلي سايه و آفتاب كامل را ترجيح مي دهد و خاك هاي سبك  . ها سازگار مي باشدخاك

عوامل محيطي (78).كشت اين گياه مناسب استبراي 7تا 6بين PHبازهكشي خوب داراي 

مختلفي بر رشد و عملكرد كمي و كيفي اين گياه تأثير دارند كه تأثير فاكتورهاي اقليمي، درجه 

درجه حرارت بر ميزان هيپريسين گياه نيز تأثير داشته و يك : يل مي باشدحرارت و نور به شرح ذ

بيشترين هيپريسين (78).ه حرارت مشاهده شده استرابطه خطي فزاينده بين ميزان هيپريسين و درج

گل راعي.(69)درجه سانتيگراد حاصل مي شود14در دماي بيشتر از گل راعي ر دو تانن موجود 

متابوليت (74).گياهي است روز بلند كه حداكثر گل و ماده مؤثر را در اوايل تابستان توليد مي كند

يافت مي شود كه عمدتاً در گل ها تجمع يافته اند و براي هاي ثانويه در گياه به طور غير يكنواخت

. (75)بايستي مراحل نمو گل را در برداشت مورد توجه قرار دادگل راعيبهبود كيفيت اندام خشك 

در تحقيقي ديگر مشخص شد كه با شروع بهار و فصل جديد رشد و ظهور گل آذين، غلظت 

تابستان يعني زماني كه گل دهي تقريباً به پايان رسيده و هيپريسين سريعاً افزايش يافته و در اوايل 

سپس ميزان هيپريسين همچنان كه گل ها . كپسول ها در حال تشكيل شدن هستند به حداكثر مي رسد

در تحقيقي مشخص شد كه برداشت سر (76).و كپسول ها طي تابستان مي رسند كاهش مي يابد

ريسين و پسودوهيپريسين زماني است كه گياهان، براي حصول ميزان مناسب هيپگل راعيشاخه 

ديگري مطالعه.(76)مرحله گرده افشاني را گذرانده و گل آذين ها به طور عمده داراي گل باز هستند

نشان داده كه جمع آوري در مرحله غنچه موجب افزايش مرغوبيت مي شود زيرا غلظت هيپريسين و 

.(70)استافزايش يافته) درصد24(بيوماس گياه است پسودهيپريسين در بافت برگ كه بخش عمده 
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در تحقيقي نشان داده شده كه بيشتر ميزان هيپريسين و پسدوهيپريسين در طي خشكه كردن توسط 

(77).ماكرويو بدست مي آيد

كه سطوح مختلف ) X)32 =n2= 8تتراپلوئيد با عدد كروموزومي گياهي است گل راعي

در شرايط گل راعيمختلف جمعيت هاي در تحقيقي بر روي .(73)استدادهشان نپلوئيدي از خود

بر عملكرد وزن تر و ماده خشك از نظر آماري ) ژنتيك(مزرعه اي در كرج مشخص شد اثر توده 

از طرفي مشاهده شد كه ميزان . معني دار بوده ولي روي ميزان هيپريسين تأثيري نداشته است

قرار گرفته است، به عبارت ديگر، عملكرد كمي تأثير ) يط محيطيشرا(هيپريسين تحت تأثير سال 

به هر حال توده ها از نظر . بوده است) سال(و عملكرد كيفي تحت تأثير شرايط محيطي ) توده(ژنتيك 

مشابه بوده اند و توده كشور ) ميزان هيپريسين(عملكرد كمي با هم متفاوت ولي از نظر عملكرد كيفي 

البته در تحقيقي بر روي توده 16).،(15لاترين عملكرد كمي و كيفي بوده است مجارستان داراي با

در شرايط مزرعه اي مشخص شد كه توده و منطقه روي ميزان تركيبات تأثير گل راعيهاي مختلف 

توده روي ميزان همه تركيبات به استثناي بي آپي ژنين و هيپروفورين تأثير دارد و يك فاكتور . دارند

همچنين ژنتيك و محيط بر پارامترهاي گل و . اي كشت موفق و اقتصادي اين گياه مي باشدكليدي بر

البته محيط بيشتر بر اندازه . طول گياه تأثير داشته و اثر متقابل توده و محيط نيز بسيار معني دار است

ي دار مي گياه تأثير دارد و اثر متقابل منطقه و توده بر عملكرد ماده خشك گل و گياه بسيار معن

نتايج تحقيقي در ليتواني نشان داده كه تنوع مورفولوژيكي و شيميايي در جمعيت هاي (66).باشد

وجود دارد و جمعيت هاي وحشي براي پروژه هاي اصلاحي و توسعه واريته هاي گل راعيوحشي 

ل آذين، اين جمعيت ها از نظر ارتفاع گياهان، طول كاسبرگ، وزن ماده خام، عرض گ. مناسب هستند

همچنين اين بررسي ها نشان داده كه طول . مشخصات برگ ها، تراكم غدد تيره متفاوت مي باشند
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مورد مطالعه H. perforatumبرگ، فاكتور اصلي تأثير گذارنده روي غلظت فلاونوييد در گونه 

، تنوع زيادي در ميزان هيپريسينH. perforratumدر جمعيت هاي طبيعي .(71)بوده است 

941/0تا  195/0(روتين ) درصد247/0تا 049/0(، پسودوهيپريسين ) درصد124/0تا 03/0(

و كامفرول ) درصد038/2تا 258/1(، كوئرستين )درصد711/1تا 051/1(، هيپروزيد )درصد

و ها همچنين مشاهده شده كه بين ميزان نفتوديانترون. استگزارش شده) درصد343/0تا 192/0(

كه نتايج حاصل .(17)استداري گزارش شدهرابطه معني  H. perforatumتيپ مورفولوژي گياه 

تنوع . داراي سطح پلوئيدي ثابت و بيشترين ميزان هيپريسين هستندگل راعياز والدين ديپلوييد 

ه مشاهده شده در نتايج والدين داراي سطح پلوئيدي بالاتر ممكن است ناشي از ويژگي هاي مشخص

به هر حال شناخت رابطه بين مشخصات مورفولوژيكي و وجود .(72)تكثير براي اين گونه ها باشد

گل راعيتركيبات ثانويه مي تواند كمك مؤثري به تشخيص علت اصلي تفاوت جمعيت هاي 

.(70)بنمايد

جمعيت گياهي است كه كشت آن در سالهاي اخير رو به افزايش بوده ولي در زمينه شناخت گل راعي

هاي موجود در ايران مطالعات كمي صورت گرفته است و از آنجا كه اين گياه داراي پراكنش وسيعي 

در ايران است بنظر مي رسد كه اين تحقيق بتواند در بهينه سازي توليد و عملكرد كمي و كيفي اين 

.گياه مؤثر باشد
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و ضرورت مطالعه آنتنوع ژنتيكي -1-3

كنـد، تنـوع   هاي متفاوت را ايجاد مـي ن كه در مقابل شرايط محيطي واكنشبه تركيب ژنتيكي ناهمگو

خاص در فلور گياهي بطور كلي به معني اطمينان از حضور يك گونه1واژه حفاظت. گويندژنتيكي مي

ترين هدف براي نيل به اين مقصود شناسـايي و حفـظ تنـوع    ابتدايي. باشدگياهي يك منطقه معين مي

در . آوردفراهم ميراگياهي است كه امكان دستيابي به يك مخزن ژنتيكييك گونهژنتيكي موجود در 

ابتدا، مسأله استفاده مؤثر از منـابع ژرم پلاسـمي   . اي اصلاحي دو ديدگاه كلي حائز اهميت استبرنامه

ثر تر از روابط ساختار و هويت ژنتيكي بانكهاي ژنـي اداره مـؤ  هاي دقيقزيرا بررسي. باشدمد نظر مي

هاي از سوي ديگر تعيين سطح تنوع ژنتيكي در گونه. آنها  را براي محققين امكان پذير خواهد ساخت

وري از پديـده هتروسـيس از   هاي اصلاحي و حداكثر بهـره گياهي در جهت انتخاب والدين در برنامه

.)9(اهميت بسيار زيادي برخوردار است 

صـرف نظـر از   . ه و ژن مورد بررسي قرار گرفته استتا كنون تنوع ژنتيكي در سه سطح جمعيت، گون

هاي اكولوژيكي و ريخت شناسي، اهميت تنوع ژنتيكـي در برنامـه  هاي مربوط به تنوعاهميت ارزيابي

ارزيابي تنوع ژنتيكي در سطح گونه به سه دليل عمده . هاي اصلاحي در تمام تحقيقات ذكر شده است

) 2(يـرات تكـاملي بـا ميـزان تنـوع ژنتيكـي مشـاهده شـده          ارتباط درجه تغي) 1: (حائز اهميت است

دهاي بيولـوژيكي  خزانه ژن جهاني كه نماينده تمام اطلاعات موجود درباره فرآين) 3(2هتروزيگوسيتي

.)45(است

١ .Conservation
٢ . Heterozygosity



 ��� ��� :                                                                        	
��


٩

كشـاورزي و توليـد   . تنوع ژنتيكي در گياهان و جمعيت هاي گياهي از نظر كاربردي مورد توجه است

هـاي متـداول اصـلاح گياهـان     هاي گياهي پر محصول دارد و روشاز ژنوتيپغذا بستگي به استفاده

هاي مورد علاقه از بين تنوع ژنتيكي موجود و دست ورزي همـه يـا   زراعي بر اساس گزينش ژنوتيپ

. باشدتعدادي از صفات ممكن و مورد علاقه در يك ژنوتيپ به منظور توليد يك واريته تجاري مي

هـاي  روش).56(وابسـته اسـت  1محيط به توانايي توليـد و پايـداري اكوسيسـم   ها در يك تنوع گونه

اين تنوع را . هاستمولكولي ابزار مناسبي براي مطالعه اثر تنوع ژنتيكي گياهي روي پايداري اكوسيستم

از روي تعـداد  "تنوع حياتي يك اكوسيستم معمـولا . ممكن است در چند سطح مورد بررسي قرار داد

اي نيز ممكن است سهم قابـل  ضمن اينكه تنوع درون گونه. شودجود در آن مشخص ميهاي موگونه

اي را بـراي ارزيـابي تنـوع    هاي مولكولي امكانات ويـژه روش. توجهي در باروري سيستم داشته باشد

).53(تواند روش كليدي براي ايجاد راهبردهاي حفاظتي مناسب باشد دهند و ميحياتي ارائه مي

ا اهميت مطالعه تنوع ژنتيكي موجود در گياهان، بايد بـه ايـن نكتـه مهـم اشـاره شـود كـه        در رابطه ب

شوند كـه نسـبت بـه    گياهاني توليد مي) 1: (يكنواختي ژنتيكي در گياهان زراعي نامطلوب است، زيرا

خويشـاوندان  ) 2(شود و ها و متغيرهاي محيطي آسيب پذيرند و اين باعث كاهش عملكرد مياپيدمي

).52(روندگياهان زراعي كه داراي منابع ژني مفيد هستند، از دست ميوحشي

هـاي  از روابـط خويشـاوندي گونـه   ها و آگاهيكسب اطلاع از فاصله ژنتيكي در بين افراد يا جمعيت

هـا را  گيري مؤثر از ژنوتيـپ هاي اصلاحي، امكان سازمان دهي ژرم پلاسم و نمونهمورد نظر در برنامه

هـاي گيـاهي ممكـن اسـت از طريـق سـاز و كارهـاي        تنوع ژنتيكي در جمعيت). 11(زدسافراهم مي

١ . Ecosystem Productivity
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متفاوتي نظير جهش، نوتركيبي جنسي، مهاجرت و جريان ژن، رانده شـدن ژنتيكـي و گـزينش ايجـاد     

).1(شود

در واقع اصـلاح نباتـات و   . ار حائز اهميت استيچنانچه اشاره شد تنوع ژنتيكي در اصلاح نباتات بس

هايي هستند كه ساختار ژنتيكي گياه را در جهت منافع اقتصادي انسان كنولوژي دانش و فن آوريبيوت

. لازمه هر تغيير وجود تنوع است، پس لازمه تغيير ژنتيكي نيز وجود تنوع ژنتيكي است. دهندتغيير مي

حيط بر آن هاي همان صفت است، بطوريكه تأثير متنوع ژنتيكي يك صفت معين اندازه پراكنش ارزش

اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي و ماده خام ضروري براي آن تنوع، اساس برنامه هاي. دوده شده باشدز

هاي اصـلاحي خـود داشـته    تواند اميد به موفقيت زيادي در برنامهيك به نژادگر در صورتي مي. است

ابع ژنتيك گياهي يكي از اين روست كه من. باشد كه شانس انتخاب مواد مناسب براي او موجود باشد

).13(شودو منابع طبيعي بشر محسوب ميترين ذخايراز مهمترين، پر ارزشترين و حياتي

هاي بررسي تنوع ژنتيكي درگياهان كاربرد-1-4

هاي فيلوژنتيكي بررسي-1-4-1

هـاي گيـاهي   جمعيـت . رودهاي فيلوژنتيكي به منظور توصيف تاريخ تكاملي گياهان بكار مـي بررسي

ارزش . دهـد مـي  شان را نشـان  اند كه نحوه پيدايش آنها از اجدادبندي شدهفعلي بر اين اساس گروه

بـا دانسـتن   . ن اطلاعات در به گزيني ژنتيكي گياهـان اسـت  هايي در استفاده از آچنين بررسيعملي

گيري از منـابع  راهنمايي براي بهرهتوان به عنوان روابط ژنتيكي بين گياهان، از اطلاعات رده بندي مي

. هاي مفيد استفاده كردها و جدا سازي ژنژنتيكي در استفاده از آنها در تلاقي


