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بیان مسأله
سورگوم با نام علمي(Sorghum bicolor L.) ، گياهي است از گروه C4، يك ساله كه از خانواده‌ی غلات می‌باشد(دوگت،
 1970). سورگوم گياهي است كم توقع و پر محصول كه حتي در زمينهاي فقير از نظر عناصر غذايي و يا شور و قليايي كشت مي‌گردد، به طوري كه از نظر استقامت و قناعت از آن به عنوان شتر گياهي نام مي‌برند (کریمی، 1996). همچنین گياهي است روز کوتاه، عموماً يکساله، که از قرن‌ها قبل توسط بومي‌هاي آفريقا، خاور نزديک و خاورميانه مورد کشت و کار قرار مي‌گرفته است. سورگوم از نظر ميزان توليد در بين غلات در درجه پنجم اهميت بعد از گندم، برنج، ذرت و جو قرار دارد (امام، 1386). سورگوم غله‌ اصلي در آفريقا، هند، قسمت‌هايي از چين، آمريکاي مرکزي و جنوبي، استراليا، آرژانتين و مکزيک مي‌باشد. عملکرد دانه آن بسته به شرايط آب و هوايي بسيار متفاوت بوده به‌طوري که بين 3000-300 کيلوگرم در هکتار در بعضي از منابع ذکر گرديده است. توزيع گونه‌هاي خويشاوند سورگوم زراعي در آفريقا بيانگر اهلي و زراعي شدن اين محصول در اين قاره است. سورگوم به عنوان غذاي اصلي در بسياري از کشورهاي با اقليم گرم مصرف مي‌شود. به‌علاوه از سورگوم براي توليد نشاسته، الکل، قند، دکستروز و روغن خوراکي نيز استفاده مي‌شود. دانه‌هاي سورگوم به صورت مکمل‌هاي غذايي و تهيه کنسانتره دام و طيور بکار رفته و ساقه و برگ آن نيز جهت تغذيه چهارپايان، تهيه مواد ساختماني و به عنوان سوخت استفاده مي‌گردد (امام، 1386).  به طور کلی تنش‌‌‌‌های محیطی از عوامل مهم محدود کننده عملکرد گیاهان زراعی در سطح جهانی هستند. تنش‌های محیطی با تأثیر بر فرایندهای بیوشیمیایی و فیزیولوژیک گیاه، باعث کاهش عملکرد گیاه زراعی و در موارد شدیدتر حتی باعث مرگ گیاه می‌گردند. در میان تنشهای غیر زنده، تنش شوری پس از تنش خشکی، دومین عامل محدود کننده عملکرد گیاهان زراعی در سطح جهانی است. بیش از 6 درصد از کل اراضی جهان و قریب به پنجاه درصد از اراضی آبی دنیا دارای مشکل شوری هستند (فلور
 و همکاران، 1997). یکی از مهمترین مشکلات کشاورزی ایران شوری اراضی است. حدود 10 درصد خاک‌های ایران را خاک‌های شور و سدیمی تشکیل می‌دهند. که پیدایش آنها ممکن است طبیعی بوده، یا به واسطه‌ی توسعه آبیاری و تشدید استفاده از آب همراه با سرعت تبخیر بالا و فعالیت بشری تسریع شود (آبرول
 و همکاران، 1988). پاسخ گیاهان به تنش شوری متفاوت بوده و به میزان سمیت و پتانسیل اسمزی نمک و مدت زمان تنش بستگی دارد (کومبا 
و همکاران، 1998). تنش شوری عاملی است که به طور جدی تولید محصولات زراعی را در مناطق مختلف از جمله مناطق خشک و نیمه خشک محدود می‌کند. مساله شوري در اغلب مناطق مورد كشت سورگوم در دنيا مطرح است (تیلور 
و همکاران، 1975). سورگوم بر اساس تقسيم‌‌‌‌‌‌بندي گياهان از نظر تحمل به تنش شوري، در كلاس نيمه‌متحمل قرار می‌گیرد و آستانه تحمل به شوری آن 9/4 تا 8/6 دسی‌زیمنس بر متر است. اما در بين ارقام يك گونه زراعي، تحمل به تنش شوري مي‌تواند بسیار متفاوت باشد. آثار شوری روی گیاه سورگوم در مراحل مختلف متفاوت است. سورگوم در مرحله رویشی و مراحل اولیه زایشی، بسیارحساس بوده در حالی که در دوره گلدهی و مرحله پر شدن دانه به ترتیب کمترین حساسیت را به تنش شوری دارد. شوری در برخی مواقع روی زمان مراحل رشد گیاهی برخی از غلات تأثیر می‌گذارد، به گونه‌ای که جوانه‌زنی، ظهور خوشه‌ها و گلدهی زودتر اتفاق می‌افتد. این واکنش برای گیاهان گندم، سورگوم و یولاف گزارش شده است (میر محمدی میبدی و قره‌یاضی، 1381). امروزه از نشانگرهای مولکولی به عنوان ابزاری مناسب و مکمل روش‌های کلاسیک برای مکان‌یابی و شناسایی ژن‌های کنترل کننده صفات کمی و برنامه‌های گزینش استفاده می‌شود. شناسایی نشانگرهای مولکولی پیوسته با ژن مورد نظر و مکان یابی آن بر روی کروموزوم یک هدف مهم در اصلاح​نباتات برای همسانه‌سازی ژن‌ها و گزینش به کمک نشانگر است (آریف
، 2002). کاربرد روش‌های مولکولی می‌تواند اطلاعات مفیدی را در رابطه با مسائل مربوط به ویژگی‌های تنوع ژنتیکی از قبیل شناخت و اندازه‌گیری تفاوت‌های ترکیبات ژنتیکی، میزان شباهت آنها، میزان و علت تنوع و روابط خویشاوندی بین آنها در اختیار قرار دهد. تنوع می‌تواند در سطح گونه، جمعیت و داخل جمعت (افراد) مورد بررسی قرار گیرند (باقری و همکاران، 1380).  میزان چند شکلی، یکی از ویژگی‌های مهم هر نشانگر می‌باشد که اهمیت نسبی آنرا بیان می‌نماید بعلاوه سودمندی یک نشانگر به تعداد آلل‌ها و فراوانی آنها مربوط می‌شود. از سوی دیگر فراوانی‌های آللی نشان‌دهنده ساختار ژنتیکی جوامع هستند. به طور کلی هر گونه علامت یا نشانه‌ای که، بیانگر حضور یا عدم حضور یک صفت و یا یک ویژگی خاص در گیاهی باشد را اصطلاحا نشانگر می‌نامند. باید توجه داشت که هر نشانگر مورد استفاده در اصلاح نباتات، باید دارای دو ویژگی باشد. یکی اینکه در بین افراد جمعیت به صورت مختلف یا متفاوت (چند شکلی) دیده شود و دوم اینکه، منشأ ژنتیکی داشته و قابلیت انتقال از نسلی به نسل دیگر را داشته باشد. نشانگر مولکولی ریز ماهواره یا توالی‌های تکراری ساده SSR)) شامل توالی دو گانه تکراری کوتاهی (6-2 جفت باز) از DNA هستند (محمدی و همکاران، 1389). نشانگر‌های ریزماهواره به علت چند شکلی بالا، ماهیت هم‌بارز، ارزیابی آسان و تکرار پذیری بالا به عنوان نشانگر‌های متداول برای مکان‌یابی ژن‌ها مورد استفاده قرار می‌گیرند. این نشانگر‌ها علاوه بر برخوردار بودن از مزایایی چون فراوانی زیاد و چندشکلی بالا، دارای توزیع یکنواختی بر روی ژنوم بوده و جایگاه کروموزومی آن‌ها بر روی نقشه‌های ژنتیکی مشخص گردیده است. در گیاهان خانواده چلیپاییان استفاده از این نشانگر‌ها گسترش زیادی پیدا کرده است (آچاریا 
و همکاران ، 1983). سورگوم بر اساس موارد مصرف به چهار گروه سورگوم دانه‌ای، علوفه‌ای، شیرین و جارویی تقسیم می‌شوند. موارد مصرف دانه سورگوم همانند ذرت و جو است و از آن به عنوان غذاي انسان و تهيه خوراك براي دام،  طيور و همچنين در صنايع نشاسته و الكل‌سازي استفاده مي‌شود. تركيبات شيميايي دانه سورگوم بسته به ارقام مختلف، متفاوت است. ميزان پروتئين آن‌ها از 8 تا 16 درصد تغيير مي‌كند و ارقام تجاري داراي 10 تا 13درصد پروتئين می‌باشند. مقادير ليزين، متیوئین، فيبر خام، خاكستر و فسفر سورگوم به طور متوسط مشابه ذرت است. سورگوم دانه‌اي در كشورهاي پيشرفته بيشتر به عنوان خوراك دام و طيور مورد استفاده قرار مي گيرد. اين دانه ها داراي ماده‌اي به نام تانن هستند كه كمتر از دو درصد آن، يك عامل مثبت در تغذيه به حساب مي‌آيد. سورگوم علوفه‌اي به صورت سيلو، چراي مستقيم و يا برداشت به صورت علوفه تر يا خشك به‌ عنوان علوفه مورد استفاده قرار مي‌گيرد. واريته‌هاي با ظرفيت توليد بالا در شرايط آب و هوايي مناسب در ايران در 3- 2 چين 100 تا 150 تن در هكتار علوفه تر توليد مي‌كنند كه 25- 20 درصد آن ماده خشك است. ميزان پروتئين سورگوم علوفه‌اي بسته به ارقام مختلف متفاوت است و از 9 تا 18 درصد تغيير می‌کند. در ساقه سورگوم به خصوص در نوع شيرين آن مقداری قند وجود دارد که از  شيره آن مي‌توان به صورت شربت در كمپوت سازي، نوشابه‌سازي و ساير صنايع استفاده كرد. سورگوم شيرين از انواع سورگوم مي باشد كه نسبت به شوري و كم‌آبي تا حدودي مقاوم بوده و در اكثر خاك‌هاي شني تا رسي داراي راندمان بالايي از نظر توليد قند مي‌باشد و به همين خاطر امكان كشت سورگوم شيرين در نواحي خشك و نيمه‌خشك كه داراي مشكل شوري و كم‌آبي مي‌باشند، وجود‌ دارد ( اهدایی، 1381). 
با وجود شور بودن مناطق وسيعي از ايران و سازگار بودن اين گياه به شرايط شوری، تحقيقات اندکي در خصوص جنبه‌هاي به نژادی آن در کشور انجام گرفته است و با توجه به اينکه سورگوم گياهي کم توقع مي‌باشد و همچنین نظر به اينکه گزارشی در مورد بررسی تحمل به شوری اين گياه در استان کهگيلويه و بويراحمد در دسترس نيست، این آزمایش با هدف شناسایی بهترین ارقام متحمل به شوری و یافتن نشانگر مولکولی SSR مرتبط با ویژگی‌های تحمل به شوری در این گیاه در مرحله‌ گیاهچه‌ای، انجام شد.
اهمیت و ضرورت مسأله
تنش شوری پس از تنش خشکی، دومین عامل محدود کننده عملکرد گیاهان زراعی در سطح جهانی است. سورگوم بر اساس تقسيم‌‌‌‌‌‌بندي گياهان از نظر تحمل به تنش شوري، در كلاس نيمه‌متحمل قرار می‌گیرد و آستانه تحمل به شوری آن 9/4 تا 8/6 دسی‌زیمنس بر متر است. در مرحله رویشی و مراحل اولیه زایشی، بسیارحساس بوده در حالی که در دوره گلدهی و مرحله پر شدن دانه به ترتیب کمترین حساسیت را به تنش شوری دارند.
اهداف پژوهش
· تعیین بهترین رقم سورگوم از نظر تحمل به شوری در مرحله گیاهچه‌ای
· تعیین تنوع ژنتیکی ارقام سورگوم با استفاده از نشانگر‌های SSR
· یافتن نشانگر مولکولی SSR مرتبط با تحمل یا حساسیت به شوری در سورگوم
فرضیات یا سوالات پژوهش

· ارقام سورگوم مورد مطالعه از نظر تحمل به شوری در مرحله گیاهچه‌ای با هم متفاوت هستند
· ارقام سورگوم مورد مطالعه از نظر نشانگر‌های SSR چند شکلی نشان خواهند داد
· برخی نشانگر‌های SSR در سورگوم مرتبط با تحمل به شوری می‌باشند
مرور منابع و پیشینه تحقیق:

در بررسی اثر شوری بر گیاه سورگوم توسط نتوندا 
و همکاران (2004) در گیاهچه‌های سورگوم در شرایط گلخانه‌ای، شوری شدید موجب کاهش و توقف رشد شده و در شوری دراز مدت سرعت رشد نسبی کاهش یافت. تأثیر شوری بر فتوسنتز از طریق بسته شدن روزنه‌ها و تا حدودی تداخل با دستگاه فتوسنتزی برگ است.  
به نظر می‌رسد کاهش رشد گیاه بیشتر ناشی از اثر غیر اختصاصی شوری است بدین معنی که می‌توان آنرا مستقیما به کل غلظت املاح محلول و یا پتانسیل اسمزی آب خاک مرتبط دانست. با کاهش پتانسیل اسمزی، انرژی آزاد آب کاهش یافته و گیاه برای بدست آوردن مقداری مشخص آب باید انرژی بیشتری صرف کند. بنابراین بخشی از انرژی که خود گیاه برای رشد و نمو نیاز دارد صرف بدست آوردن آب شده و بدین ترتیب رشد عمومی آن کاهش می‌یابد. به این اثر اصطلاحاً اثر اسمزی گویند (همایی، 1381). 
وجود نمک و یا املاح مختلف در خاک‌های شور و آب باعث کاهش پتانسیل اسمزی می‌شود. هر دو پتانسیل اسمزی پایین خاک و پتانسیل پایین ماتریک در نتیجه کاهش آب موجود در خاک باعث ایجاد پتانسیل آب کم در گیاهان می‌شوند و گیاهان را در معرض یک تنش ثانویه اسمزی قرار می‌دهندکه از نظر فیزیولوژیک می‌توان آن را تنش خشکی فیزیولوژیک نامید. اگر یک گیاه یا قسمتی از یک گیاه از یک محیط با شوری کم به شوری زیاد منتقل شود، بلافاصله دچار آب‌کشیدگی اسمزی می‌شود. این عمل در مواردی که سلول‌ها غوطه‌ور گردند سریع‌تر صورت می‌گیرد و سبب کاهش در حجم، فشار اسمزی و پتانسیل آب می‌گردد. حتی اگر تنظیم اسمزی باعث تولید فشار تورژسانس بالایی گردد، میزان توسعه سلول​های گیاهی کشت شده در شرایط تنش خشکی، کمتر می​گردد (میر محمدی میبدی و قره​یاضی، 1381).
 ماس 
و هافمن، (1997) و اشرف و مک‌نیلی
 (2004) گزارش کردند که کاهش پتانسیل تورژسانس در نتیجه شوری مهم​ترین عامل بازدارندگی رشد گیاهان، تحت شرایط شوری است، چون رشد سلول​ها در ابتدا با پتانسیل آب در ارتباط است. کاهش فشار تورژسانس روی تقسیم سلولی و طویل شدن و همچنین بسته شدن روزنه​ها در گیاهان حساس به شوری اثر می​گذارد. تبادل گازی (فتوسنتز و تنفس) کاهش می​یابد و در نتیجه باعث جلوگیری از رشد می​شود. در گیاهان عالی هنگامی که ریشه​ها در معرض تنش شوری قرارگیرند پتانسیل اسمزی برگ​ها کاهش می​یابد.
    یون​های سدیم و  کلر معمولاً شایع​ترین یون​های موجود در خاک​ها وآب​های شور هستند. هردوی آن​ها می توانند بر روی گیاهان آثار مضری داشته باشند (ماس،1993؛ شانون،
 1984)، زیرا که این ​دو عنصر با افزایش فشار اسمزی محلول خاک، ضمن ایجاد سمیّت یونی در گیاه، تعادل یون​های مورد نیاز گیاه را نیز به هم می​زنند.
سدیم موجب کاهش جذب پتاسیم و کاهش رشد و عملکرد در گیاهان می‌گردد. با اینکه غلظت سدیم در برگ ممکن است برای حفظ تورژسانس گیاه مفید باشد، ولی سدیم نمی‌تواند جانشین مناسبی برای پتاسیم محسوب شود، زیرا پتاسیم به طور اختصاصی برای سنتز پروتئین و فعالیت آنزیم ضروری است (حیدری شریف‌آباد، 1380). کمبود  پتاسیم  می‌تواند در اثر کمبود آن در محیط ریشه یا کاهش جذب آن توسط سلول‌های ریشه در اثر رقابت با سدیم در شرایط شور باشد. بسیاری از گیاهان به ویژه آنهایی که حساسیت زیادی به شوری دارند با خاصیت انتخابی پتاسیم را حتی در شوری‌های بالا حفظ نموده و ترجیحاً پتاسیم بیشتری نسبت به سدیم در واکوئل خود در شرایط شوری کم تا متوسط جمع می‌نمایند (جیسکی 
و والف، 1988). 
نتایج حاصل از بررسی تاثیر شوری بر روی ارقام مختلف یونجه نشان داد که با افزایش شوری میزان سدیم در اندامهای هوایی افزایش ولی میزان پتاسیم کاهش می‌یابد (نقل از حیدری شریف‌آباد، 1380). 
کاهش مقدار کلسیم در بخش هوایی از اثرات بارز شوری می‌باشد که موجب تظاهر علایم کمبود کلسیم می‌شود (کرامر و همکاران،
 1986). 
در بعضی از گونه‌های گرامینه تغییر شکل یافتن و شکنندگی برگ‌ها به همراه پیچیدگی و سوختگی برگ‌ها از علایم کمبود کلسیم می‌باشد.
کرامر و همکاران (1994) کاهش میزان کلسیم اندام هوایی ذرت را در اثر شوری گزارش کرده و بیان نمودند که با افزایش شوری میزان کلسیم به صورت معنی‌داری در این گیاه کاهش می‌یابد. 
کاواساکی
 و موریستیوگو (1978) در مطالعه​ای نشان دادند که با افزایش شوری، میزان کلسیم در گیاهان ذرت، سورگوم، نخود و اسپرس کاهش پیدا می​کند.
 بررسی​ها نشان داده است که با افزودن کلسیم به محیط شور، می​توان از طرق مختلف از جمله حفظ ساختار و تمامیت غشای سلولی و افزایش تقسیم سلولی، کاهش جذب و انتقال سدیم به اندام​های هوایی، افزایش جذب پتاسیم و در نتیجه افزایش نسبت پتاسم به سدیم در گیاه، بهبود سوخت و ساز نیتروژن و فعالیت فتوسنتزی گیاه، تأثیر مخرب شوری بر رشد گیاه را کاهش داد (جهانی و همکاران، 1390). 
مصرف کلسیم موجب افزایش وزن خشک اندام هوایی و کاهش صدمات ناشی از شوری در سورگوم علوفه‌ای می‌شود. در شرایط شور مصرف کلسیم از افت زیاد رشد برگ و در نتیجه از کاهش سطح و وزن برگ و حتی ریزش برگ جلوگیری می‌کند که باعث افزایش کیفیت علوفه سورگوم می‌شود (یارنیا، 1385). 
محققین دریافتند که با افزایش شوری میزان سدیم و کلر در برگ‌ها و ساقه‌های گیاهان افزایش و میزان کلسیم و پتاسیم و منیزیم به طور معنی‌داری کاهش می‌یابد (دلگادو
و سانچز-رایا، 1999).
پرولین به عنوان یک اسمز نگهدار مهم در تنظیم اسمزی سلول تحت تنش‌هایی مانند دمای پایین، کمبود مواد غذایی، قرار گرفتن در معرض فلزات سنگین و اسیدیته بالا می‌باشد. افزایش این ماده در شرایط تنش اسمزی، علاوه بر گیاهان، در دامنه وسیعی از موجودات دیگر مثل باکتریها، مخمرها، بی‌مهرگان دریایی و جلبک‌ها نیز مشاهده شده است (اورکات 
و نیلسن، 2000).
 پرولین به عنوان یک متابولیت سازگار نقش‌هایی از قبیل منبع انرژی، ترکیب ذخیره‌ای برای نیتروژن، محافظت از آنزیم‌ها، کاهش pH، حفظ تورژسانس و حجم سلول را بر عهده دارد (احمد و هلبوست
، 1988).
 معمولا در گیاهانی که در معرض شرایط تنش خشکی و شوری قرار گرفته‌اند، پرولین تجمع پیدا می‌کند. پرولین در تنظیم اسمزی و حفظ فعالیت آنزیمی گیاه تحت تنش شوری نقش دارد (گرین وی و مانز
، 1980). 
افزایش تولید پرولین موجب می‌شود که گلوتامات که پیش ماده مشترك ساخت کلروفیل و پرولین است، کمتر در مسیر سنتز کلروفیل وارد شود. از جمله آنزیم‌هاي مورد نیاز در مسیر بیوسنتز پرولین، گلوتامین کیناز است که اولین آنزیم در مسیر بیوسنتز پرولین نیز به شمار می‌رود و در سیتوپلاسم و کلروپلاست یافت می‌شود. شوري اثر تحریک کننده برفعالیت این آنزیم دارد (جهانی و همکاران، 1390). 
تغییرات غلظت پرولین به عنوان شاخص تنش شوری و آبی تلقی می​شود.  افزايش غلظت پرولين برگ‌ها با افزايش فعاليت آنزيم پروتئاز، تجمع اسيد آمينه‌ها و آمونيوم و كاهش ميزان كلروفيل برگ و پروتئين همراه است. ارزش سازگاری پرولین به عنوان بخشی از راهبرد مقاومت در برابر تنش برای بعضی از غلات چون برنج، سورگوم و جو ثابت شده است. در گندم و سورگوم میزان انباشت پرولین در ریشه از برگ بسیار کمتر است. به نظر می‌رسد میزان پرولین در ریشه به علت پایین بودن مقدار کل کاتیون‌های یک ظرفیتی در این بخش در مقایسه با اندام هوایی باشد (حیدری شریف‌ آباد، 1380).
 هاری 
و همکاران، ( 1995) به این نتیجه رسیدند که به طور کلی، پرولین صرفاً می‌تواند برای یک ژنوتیپ خاص به عنوان ملاک تحمل در برابر تنش محسوب شود و عمومیت دادن کاربرد آن برای واریته‌های مختلف یک گیاه همیشه امکان پذیر نیست.
در پژوهشی که توسط دوبی و سینگ
 در سال 1999 بر روي برنج انجام شد، تنش شوري باعث افزایش میزان قندهاي محلول شد که این افزایش می‌تواند به دلیل اثر تنش شوری بر کاهش قدرت انتقال آوندهای آبکش و یا تقلیل در مصرف اندام‌های مصرف کننده باشد. 
در آزمایشی که توسط وانگ و ژانگ
، (2009).  بر روي یونجه تحت تنش شوري انجام شد، به این نتیجه رسیدند که شوري باعث افزایش میزان قند‌هاي محلول می‌شود. با افزایش سطح شوری، کل قند‌های محلول در سورگوم افزایش یافته و بنابراین مقدار ساکارز یا قندهای محلول می‌تواند یک شاخص تحمل به نمک برای سورگوم باشند.
ريشه‌ها در مواجهه با تنش‌هاي مختلف محيطي، از جمله تنش‌هاي خشكي و شوري، نقش مهمي در بقا و عملكرد گياهان زراعي ايفا مي کنند (کافی و همکاران، 1384). 
ریشه، اندامی است که وظیفه جذب آب و املاح معدنی را بر عهده دارد و تنش شوری بیشتر از ناحیه ریشه وارد می‌شود، بنابراین ریشه اولین اندامی است که با شوری مواجه می‌شود (کافی و استوارت، 1380). 
ریشه اولین مانع برای حرکت یون​ها به درون گیاه می​باشد و در نتیجه غلظت​ یون‌های انتقال داده ​شده به اندام​های هوایی با میزان آن در محیط​های بیرونی کاملاً متفاوت می​باشد. دو راه جهت حرکت املاح از محیط خارج (املاح موجود در خارج) به درون ریشه وجود دارد: مسیر بین​سلولی و مسیر درون​سلولی (سیمپلاستی) که مسیر درون سلولی به عنوان مهم​ترین نقطه کنترل ورود نمک به داخل گیاه شناخته شده است. شوری می‌تواند رشد ریشه را سریعا متوقف نموده و بدین طریق ظرفیت جذب و انتقال آب و عناصر غذایی از خاک به طرف اندام هوایی را کاهش ‌دهد. بر خلاف رشد و نمو اندام‌های هوایی گیاهان، نظیر برگ و ساقه برخی گونه‌ها ممکن است در واکنش به شوری رشد ریشه‌های خود را افزایش داده و بدین طریق به بقای خویش ادامه دهند. گزارش شده است که رشد ریشه نخود و سورگوم در شرایط شوری کاهش می‌یابد (نقل از میر محمدی میبدی و قره یاضی، 1381). 
کاهش سطح برگ یکی از اولین واکنش‌هاي گیاهان در برابر تنش شوري می باشد.  به این دلیل که تجمع ماده خشک و سطح برگ توسط شوري به طور پیوسته کاهش می‌یابد، ممکن است کاهش سطح برگ یکی از دلایل کاهش رشد در اثر شوري باشد. تنش شوري از طریق کاهش تکثیر سلولی و کاهش مدت تجمع ماده خشک باعث کوتاه شدن میانگره‌ها شده و ارتفاع بوته و در نتیجه وزن خشک برگ و اندام هوایی را کاهش می‌دهد (زادوریان و همکاران، 1390). مهمترين اثر شوري بر گياهان زراعي توقف رشد آنهاست. كاهش سطح برگ سريع‌ترين پاسخ گياه به شوري است و با افزايش سطح شوري، توسعه برگ‌ها متوقف مي‌گردد (مانس و ترمات
، 1986؛ پریدا و داس
، 2005). بر
 اثر شوري ، به دنبال كاهش سطح برگ، ميز ان جذب نور و ظرفيت كل فتوسنتز كاهش مي يابد؛ كه اين امر سبب كاهش تأمين فرآورده‌هاي فتوسنتزي لازم براي رشد برگ مي‌گردد. در نتيجه، توليد برگ‌هاي جديد با مشكل مواجه شده و نشانه‌هاي سوختگي در برگ‌هاي بالغ مشاهده مي‌شود (حیدری شریف‌آباد، 1380). 
در شرایط شور، برگ​های گیاه به طور معنی​داری کوچک​تر می​گردد و سطح برگ نیز کاهش می​یابد. بسیاری از پژوهشگران کاهش سطح برگ گیاه بر اثر تنش شوری را دلیل اصلی کاهش رشد گیاهان گزارش کرده​اند (گرین​وی و مانس1980؛ یئو 
و همکاران، 1991). 
میرمحمدي میبدي و  قره‌یاضی (1381) کاهش طول ساقه در شرایط شور را گزارش کرده‌اند که  این امر باعث کاهش وزن ساقه و در نهایت وزن ماده خشک می‌شود. 
لویت (1980) بیان داشت که شوری خاک باعث کاهش رشد ساقه گیاه و در غلظت​های زیاد نمک، منجر به توقف آشکار رشد می​شود. علت این امر کاهش پتانسیل موجود در خاک یا اثر اسمزی ناشی از حضور نمک در خاک است که جذب آب توسط ریشه را محدود می​سازد.
 بارادواج
 و همکاران (2010) گزارش کردند که با افزایش غلظت شوري طول ریشه‌چه و ساقه‌چه کاهش می‌یابد.
ماس و هافمن (1977) گیاهان زراعی را بر اساس تحمل به شوری در چهار گروه طبقه‌بندی کردند: مقاوم، نیمه‌مقاوم، نیمه‌حساس و حساس                                                     
جو، پنبه، علف‌گندمی، چغندر قند و مرغ جزء گیاهان مقاوم هستند زیرا آستانه تحمل شوری آنها (حداکثر شوری بدون خسارت عملکرد) 9/6 تا 8 دسی‌زیمنس بر متر است. سورگوم، گندم، علف چاودار دائمی، لوبیا روغنی و لوبیا چشم بلبلی جزء گیاهان نیمه مقاوم بوده و آستانه مقاومت به شوری آنها 9/4 تا 8/6 دسی‌زیمنس بر متر است. گیاهان نیمه حساس شامل برنج، گوجه‌فرنگی، یونجه، سیب‌زمینی، نیشکر، شبدر برسیم و غیره است. آستانه مقاومت به شوری آنها بین 5/1 تا 3 دسی‌زیمنس بر متر می‌باشد. اغلب درختان میوه، هویج، پیاز و حبوبات در گروه گیاهان حساس قرار دارند،  یعنی که آستانه تحمل شوری آنها زیر 2 دسی‌زیمنس بر متر است.
از نشانگرهایی نظیر SSR، RFLP و RAPD به منظور بررسی تنوع ژنتیکی در سورگوم استفاده شده است (دین
 و همکاران، 1999).
 به عنوان مثال جی
 و همکاران (2011) از نشانگرهای SSR جهت تجزیه ژنتیکی ژنوتیپ‌های سورگوم و مکان‌یابی بعضی از صفات خاص در این گیاه استفاده نمودند. 
دجی و همکاران (2000) در مطالعه‌ای از نشانگرهای ریزماهواره به منظور ارزیابی تنوع ژنتیکی درون و بین ژنوتیپ‌های سورگوم استفاده نمودند. و تنوع قابل ملاحظه‌ای در 5 مکان ریزماهواره‌ای پیدا کردند. میانگین تعداد آلل‌ها درون ژنوتیپ‌ها 4/2 و در کل نمونه‌ها 2/19 گزارش شد. نتایج این تحقیق مفید بودن نشانگرهای ریزماهواره‌ای را در تعیین تنوع ژنتیکی ثابت نمود. 
نتايج حاصل از آزمایشات دهقان‌ نیری و همکاران (1384) به منظور تعیین روابط ژنتيكي در اينبرد لاين‌هاي ذرت با استفاده از نشانگر ريزماهواره نشان داد که نشانگرهای ريزماهواره قادرند چندشکلی بالايي را بين لاين ها نشان دهند و از اين‌رو ابزار مفيدي برای انگشت‌نگاري ژنوتيپ‌ها و دسته‌بندي آنها در گروه‌هاي مختلف بشمار مي‌روند. 
سنيور 
و همكاران (1998) گزارش كردند كه نشانگرهای ريزماهواره سطح بالايي از چندشکلی را در ذرت نشان مي‌دهند و از آنها مي توان برای بررسي تنوع ژنتيكي در اين گياه استفاده نمود. (ماتوس و هايز
، 2002) به منظور تعيين تنوع ژنتيكي ژرم پلاسم جو از نشانگرهاي SSR استفاده کردند.
 مانگو
 و همكاران (2001) نشان دادند كه به علت قابليت تغيير در تعداد واحدهاي تكراري، ريزماهواره ها بسيار چند شكل بوده و به همين دليل به عنوان نشانگر مهمي در نقشه‌يابي ژنتيكي و مطالعات جمعيتي براي بسياري از موجودات مورد توجیه هستند. 
روش تحقیق:

زمان و موقعیت آزمایش
به منظور بررسی تحمل به شوری در ارقام مختلف سورگوم و نیز مطالعه تنوع ژنتیکی آنها دو آزمایش در سال1392 در دانشکده کشاورزی دانشگاه یاسوج اجرا شد.
آزمایش اول: بررسی تحمل به شوری در مرحله‌ گیاهچه‌ای
مشخصات تیمارهای آزمایشی و ژنوتیپ‌های مورد بررسی
آزمایش به صورت فاکتوریل در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی در 3 تکرار انجام شد. فاکتور اول، تنش شوری در 4 سطح (5، 10 و 20 دسی‌زیمنس بر متر و شاهد)  و فاکتور دوم شامل 10 رقم سورگوم دانه‌اي بود.
روش اجرای آزمایش 
12 عدد بذر سالم از هر رقم سورگوم پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم 1% به مدت یک دقیقه، در گلدان‌هایی که با ماسه شسته‌شده پر شده بودند، کشت شدند. سپس تا رسیدن به مرحله دو برگی تمام گلدان‌ها  با یک چهارم محلول هوگلند (هوگلند و آرنون
، 1950) آبیاری ‌شدند. پس از رسیدن گیاهچه‌ها به مرحله دو برگی، تنش شوری با استفاده از کلرید سدیم  به مدت 20 روز اعمال گردید. مقدار کلرید سدیم مصرفی برای تیمار 5 دسی زیمنس بر متر به  ازاء 1 لیتر 3 گرم، برای تیمار 10 دسی زیمنس بر متر به ازاء 1 لیتر 5/6 گرم و و برای تیمار 20 دسی زیمنس بر متر 5/13 گرم بود. که جهت ایجاد ز​هکشی مناسب و جلوگیری از تجمع نمک در گلدان​ها، در زیر تمامی گلدان‌ها سوراخ​های مناسبی تعبیه شد. همچنین هر هفته یکبار تمامی گلدان‌ها به وسیله آب معمولی آبیاری شدند. پس از اعمال تنش، صفاتی نظیر وزن خشک برگ، وزن خشک ریشه، ارتفاع ساقه، سطح برگ، مقدار پرولین،  قندهای محلول و مواد معدنی مثل سدیم، پتاسیم، کلسیم و منیزیم اندازه‌گیری شدند.
فرمول غذایی هوگلند:   
این فرمول غذایی توسط هوگلند و آرنون (1950) ارائه شده است. با توجه به اینکه در ابتدای رشد از  یک چهارم محلول هوگلند استفاده شد، 
روش​های نمونه برداری و اندازه​گیری صفات مورد بررسی


20 روز بعد از اعمال شوری، از هر گلدان سه بوته که دارای برگ سبز بودند، انتخاب گردید و نمونه​گیری  از گلدان​ها در ساعت 8 صبح انجام شد. به منظور جلوگیری از تغییر میزان پرولین و قندهای محلول، نمونه​ها در طی انتقال به آزمایشگاه، در ظرف حاوی یخ خشک قرار داده شدند و تا زمان استفاده در دمای 40- درجه سانتی​گراد نگهداری شدند. پس از 20 روز که اعمال شوری تمام شد، صفات دیگر مانند طول ساقه، وزن خشک ریشه، وزن خشک برگ، سطح برگ و مواد معدنی (Na+، K+ ، Ca2+  و Mg2+ ) به شرح زیر اندازه‌گیری شدند.
اندازه‌گیری سطح برگ
به ‌منظور اندازه‌گيري سطح برگ، تعدادی بوته با برگ‌هاي سالم انتخاب و از هر يک 5 برگ با اندازه‌هاي مختلف از محل زبانک قطع گرديد و طول برگ و عرض وسط برگ با خط‌کش بر حسب سانتی‌متراندازه‌گيري شد. سپس با استفاده از فرمول زیر سطح برگ محاسبه شد (باقری، 1385).
LMed 677/0 + Med 336/12 = Y
که در آن Y، سطح برگ و LMed، طول برگ * عرض وسط برگ و Med عرض وسط برگ مي‌باشند. 
اندازه‌گیری وزن خشک برگ و ریشه 
برای اندازه‌گیری وزن خشک برگ و ریشه، نمونه‌ها به مدت 48 ساعت در دمای 74 درجه سانتی‌گراد خشک شدند و سپس با ترازوی دیجیتالی توزین شدند.
اندازه​گیری پرولین و قندهای محلول کل
تهیه عصاره الکلی
جهت اندازه​گیری میزان پرولین و قندهای محلول ابتدا لازم بود از برگ​ها عصاره الکلی تهیه شود. بدین منظور ابتدا 5/0 گرم از بافت برگ، نگهداری شده در فریزر (دمای 40- درجه سانتی​گراد) انتخاب و در هاون بدون حضور نیتروزن مایع کاملاً له گردید. سپس 5 میلی​لیتر اتانول 95 درصد به آن اضافه و به لوله​ آزمایش درب دار منتقل گردیده و به مدت 30 ثانیه ورتکس (به شدت تکان داده ) شد. سپس مایع رویی جدا شده و به لوله درب​دار به حجم 20 میلی​لیتر منتقل شد. پس از آن، دو مرتبه و هر بار 5 میلی​لیتر اتانول 70 درصد به بخش جامد باقی​مانده اضافه و کاملاً شستشو گردید. کلیه مراحل بالا در حمام یخ و نور کم انجام گرفت. بخش مایع رویی به لوله آزمایش منتقل شد. در نهایت، 15 میلی​لیتر از عصاره بدست آمده به مدت 15 دقیقه سانتریفیوژ شد ( 3500 دور در دقیقه) و فاز مایع بالایی به دقت جدا و به یخچال 40  درجه سانتی‌گراد منتقل گردید (ترک نژاد، 1378؛ پاکوئین و لچاژر
، 1979).
اندازه​گیری پرولین
برای اندازه​گیری پرولین از روش پاکوئین و لچاژر (1979) به شرح زیر استفاده شد. ابتدا به تعداد تیمارها لوله آزمایشی درب‌دار به حجم حداقل 30 میلی​لیتر تهیه گردید. در مرحله بعد، 1 میلی​لیتر از عصاره الکلی را به لوله​های مذکور منتقل و 10میلی​لیتر آب دو بار تقطیرشده به آن اضافه گردید. سپس 5 میلی​لیتر ناین​هیدرین (به ازای هر نمونه 125/0 گرم نین​هیدرین در 2 میلی​لیتر اسیدفسفریک 6 مولار و 3 میلی​لیتر اسیداستیک گلاسیال 9/99% ریخته شد) به نمونه​ها اضافه شد و به مدت 16 ساعت با استفاده از همزن مگنت​دار کاملاً حل گردید. بعد از آن 5 میلی​لیتر اسید استیک گلاسیال (9/99%) به هر نمونه اضافه گردید و داخل حمام آب جوش (بن​ماری) به مدت 45 دقیقه قرار داده شدند. نمونه​ها خارج شده و در دمای محیط خنک گردیدند. بعد از آن، به هر نمونه 10 میلی​لیتر بنزن اضافه کرده و به شدت تکان داده شدند، تا پرولین وارد فاز بنزن گردد. بعد از این مرحله، نمونه​ها به مدت نیم‌ساعت به حالت سکون نگهداری و سپس میزان جذب نور نمونه​ها در طول موج 515 نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر ) مدلSHIMADZO 54A  ( قرائت گردید. 
    قبل از انجام مراحل فوق استاندارهایی از پرولین (ال-پرولین
) با غلظت​​های  0، 01/0، 02/0، 03/0، 04/0، 05/0، 1/0، 2/0، 3/0، 4/0، 5/0، 6/0، 7/0، و 8/0 میکرومول بر میلی​لیتر تهیه گردید. بدین منظور ابتدا محلول یک میلی​مولار از پرولین تهیه گردید که به عنوان محلول مادر از آن استفاده شد. برای تهیه محلول مادر 13/115 میلی​گرم پرولین (با دقت 0001/0گرم) در یک لیتر آب دوبار تقطیر شده حل گردید. باید توجه نمود که ال- پرولین در آب کاملاً حل می​شود. بدین ترتیب یک میلی​لیتر از محلول یک میلی‌مولار مادر حاوی یک میکرومول بر میلی​لیتر پرولین می​باشد. کلیه عملیاتی که بر روی نمونه​ها انجام می​شد بر روی استاندار​ها نیز انجام گرفت و سپس منحنی کالیبراسیون رسم، و میزان پرولین آزاد نمونه​ها براساس میکرومول بر گرم وزن تر برگ محاسبه گردید.
اندازه​گیری قندهای محلول کل
 ((TSS  
برای اندازه گیری قندهای محلول نیز از روش ایریگوئن
 و همکاران (1992) استفاده شد. بدین صورت که ابتدا به تعداد تیمارهای آزمایشی لوله​های درب​دار انتخاب گردید. بعد 1/0 میلی​لیتر از عصاره الکلی انتخاب و داخل لوله آزمایش ریخته شد. سپس 3 میلی​لیتر آنترون تازه تهیه شده و به لوله آزمایش اضافه و به مدت 10 دقیقه در حمام آب جوش قرار داده شد. برای تهیه آنترون، 150 میلی​گرم آنترون در 100 میلی​لیتر اسید سولفوریک 72% (حجم/وزن= w/v ) حل شد. توجه شود که آنترون باید با توجه به تعداد نمونه​ها به صورت تازه در هر روز تهیه گردد. پس از خنک شدن نمونه​ها در محیط آزمایشگاه، میزان جذب نمونه​ها در طول موج 625 نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت گردید. قبل از انجام مراحل فوق استاندارد​هایی از گلوکز با غلظت​های 0، 25، 50، 100، 500 و 1000 قسمت در میلیون (پی پی​ام) تهیه گردید و کلیه مراحل مذکور روی آن​ها انجام شد. سپس منحنی کالیبراسیون با استفاده از استاندارد گلوکز رسم  و میزان قندهای محلول نمونه​ها بر اساس میلی​گرم در هر گرم وزن تر برگ محاسبه گردید (ترک​نژاد، 1378). قابل ذکر است که دستگاه با آنترون کالیبره می​شود و آنترون هم مثل بقیه نمونه​ها باید در حمام آبجوش قرار بگیرد.
مواد معدنی برگ
پهنک​های جوان‌ترین برگ​های باز شده بوته​ها در هر کدام از گلدان​ها جدا گردیدند. نمونه​های برداشت شده با آب مقطر کاملاً شسته شدند و به مدت دو روز در دمای 70 درجه سانتی​گراد در آون خشک شدند. سپس نمونه​های خشک شده برگ​ها با وزن متفاوت را توزین و در کوره با دمای 500 درجه سانتی​گراد به مدت 5 ساعت خاکستر شدند. خاکستر مورد نظر را با اضافه​کردن 5 میلی​لیتر اسیدکلریدریک 2 نرمال روی گرم کننده قرار داده شد. با شروع جوشیدن، محلول حاصل را از کاغذ صافی عبور داده و حجم نمونه​ها با آب دو بار تقطیر شده به 70 میلی​لیتر رسانیده شد. سپس مقادیر سدیم و پتاسیم نمونه​های برگی با استفاده از دستگاه فلیم​فتومتر برحسب میلی​گرم بر گرم وزن خشک قرائت گردید، و اعداد قرائت شده به​وسیله مقایسه با نمودار حاصل از نمونه​های استاندار تعدیل شدند (پترسون
 و همکاران، 1984). کلسیم و منیزیم نیز با استفاده از دستگاه جذب اتمی اندازه‌گیری شدند.
طرز تهیه استاندارد پتاسیم
477/0 گرم نمک کلرید پتاسیم ((KCl اندازه‌گیری​ و در ارلن ریخته شد. سپس با آب مقطر حجم آن به 500 میلی لیتر رسانیده شد. برای بدست آوردن محلول استاندارد ، باید محلول را به نسبت 1:50 رقیق کرد (حجم 500 میلی لیتر). بنابراین 477/0 گرم KCl شامل 25/0گرم پتاسیم است. 
وزن مولکولي کلريد‌پتاسيم (56/74 گرم بر مول)
وزن اتمي پتاسيم (1/39 گرم بر مول)
) 477/0 × 1/39 ( / 56/74=25/0
لذا در 500 میلی‌لیتر محلول 250 میلی‌گرم پتاسیم وجود دارد و یا به  عبارت دیگر محلول 50 میلی‌گرم پتاسیم در 100 میلی‌لیتر آب می​باشد. با استفاده از رقیق کردن با نسبت 1:50 محلول استاندارد بدست می​آید که غلظت استاندارد معادل یک میلی‌گرم پتاسیم در 100 میلی‌لیتر آب می​باشد.      
طرز تهیه استاندارد سدیم
637/0 گرم نمک کلريد‌سديم خالص را وزن کرده و درون يک بالن حجمي ريخته و به حجم 500 ميلي‌ليتر می‌رسانيم. 
وزن مولکولي نمک طعام (64/58 گرم بر مول)
وزن اتمي سديم (23 گرم بر مول)
) 637/0 × 23 ( / ) 64/58 (= 25/0
لذا در 500 ميلي‌ليتر محلول 250 ميلي‌گرم سدیم وجود دارد و يا به عبارت ديگر، محلول حاوی 500 ميلي‌گرم سدیم در یک لیتر آب مي‌باشد.
تجزیه و تحلیل داده‌های آزمایش اول
تجزیه داده‌ها با استفاده از نرم​افزار SAS 9.1 صورت گرفت. مقایسه میانگین برهمکنش فاکتورها به روش LSmeans انجام شد. اجزای تشکیل‌دهنده واریانس با استفاده از امید ریاضی میانگین مربعات تجزیه مرکب در قالب طرح آماری فاکتوریل کامل تصادفی برآورد و سپس قابلیت توارث، ضرایب تنوع فنوتیپی و ژنتیکی محاسبه گردیدند (نعمت‌زاده و کیانی، 1383). به منظور محاسبه قابلیت وراثت پذیری عمومی از روابط زیر استفاده گردید  )نعمت زاده و کیانی، 1383).
در روابط زیر h2 وراثت‌پذیری عمومی،  𝜎2g واریانس ژنوتیپی، 𝜎2 p واریانس فنوتیپی، 𝜎2e واریانس خطا، CVg ضریب تغییرات ژنتیکی، CVp ضریب تغییرات فنوتیپی،  ..  𝑋̅میانگین هر صفت، MSg میانگین مربعات ژنوتیپی، MSe میانگین مربعات اشتباه آزمایشی، r تعداد تکرار در آزمایش می‌باشند.
  𝑋̅.. = ΣX/ N

 𝜎2g = MSg−MSe/r

 𝜎2 e = MSe / r


 𝜎2 p = 𝜎2g + 𝜎2e
 h2= 𝜎2 g/ 𝜎2 p

CVp = 𝜎p/ 𝑋̅  

CVg= 𝜎g/ 𝑋̅  

شدت تنش
 برای کلیه صفات اندازه​گیری شده، با استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید:
SI=1-([image: image2.png]
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= میانگین وزن خشک یا عملکرد کلیه ژنوتیپ​ها در شرایط بدون تنش[image: image6.png]



= میانگین وزن خشک کلیه ژنوتیپ​ها در شرایط تنش[image: image8.png]




شاخص تحمل به تنش2 نیز با فرمول زیر بدست آمد (فرناندز3،  1992)
STI=(YP)×(YS)/[image: image10.png]
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 QUOTE ,YS×YP-YP2. 
= وزن خشک یا عملکرد هر ژنوتیپ در شرایط بدون تنش YP
= وزن خشک هر ژنوتیپ در شرایط تنش YS
    با رسم نمودار سه​بعدی STI، YP و  YSژنوتیپ‌های مناسب جهت کشت در شرایط بدون تنش (محلول هوگلند) و  10 دسی‌زیمنس بر متر (تنش) شناسایی شدند. جهت بررسی روابط فنوتیپی و ژنوتیپی بین صفات ظاهری، ضرایب همبستگی ژنوتیپی و فنوتیپی محاسبه شدند. ضریب همبستگی فنوتیپی با استفاده از میانگین مشاهدات محاسبه شد. به منظور محاسبه ضریب همبستگی ژنتیکی از رابطه‌ زیر استفاده شد.
Rg) x,y)= covg(x,y)/ (sx.sy)
    در رابطه فوق covg نشان‌دهنده کوواریانس ژنتیکی دو صفت x و y، و sx و sy انحراف معیار ژنتیکی دو صفت مذکور می‌باشند. کوواریانس ژنتیکی دو صفت با استفاده طرح کاملاً تصادفی و با استفاده از امید ریاضی به کمک رابطه زیر محاسبه شد (فرشادفر، 1377):
COVg= (spv/dfv - spe/dfe)/r

در این رابطه 
spv مجموع حاصل ضرب‌های واریته و  spe
مجموع حاصل ضرب‌های خطا می‌باشند. dfv  نشان‌دهنده درجه آزادی‌های واریته و  dfe نشان‌دهنده درجه آزادی‌های خطا می‌باشند و r نیز تعداد تکرار می‌باشد.
آزمایش دوم: بررسی تنوع ژنتیکی به کمک نشانگرSSR 
برای بررسی چندشکلی DNA بین ارقام مختلف سورگوم، 10 جفت آغازگر SSR روی 10 رقم مختلف سورگوم با خصوصیات متفاوت مورد آزمایش قرار گرفتند. برای تهیه نمونه‌های برگی، از هر رقم 12 عدد بذر در گلدان کاشته ‌شد و پس از گذشت سه هفته نمونه‌های برگ گیاهچه‌های جوان تهیه و به فریزر ۴۰- درجه​سانتی​گراد منتقل گردیدند و تا زمان استخراج DNA در این دما نگهداری ‌شدند. در این آزمایش، استخراج DNA ژنومی با استفاده از روش CTAB تغییریافته انجام گرفت. ارزیابی کیفیت و کمیت DNA استخراج شده با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز (1 درصد) و قرائت با اسپکتروفتومتری صورت گرفت. 

- استخراج DNA ژنومی از نمونه‌های گیاهی مورد بررسی
استخراج DNA با استفاده از روش استخراج CTAB تغییر یافته بترتیب زیر انجام گرفت:
· ابتدا بافر استخراج به مدت 20 الی 30 دقیقه، درون حمام آب گرم (بن ماری) با دمای 65 درجه سانتی‌گراد گذاشته شد.
· حدود 2/0 گرم از نمونه برگی را در هاون چینی قرار داده و در حضور ازت مایع سریعاً پودر شدند. پودر حاصله درون میکروتیوب‌های 2 میلی‌لیتری ریخته شدند.
· 800 میکرولیتر بافر استخراج به هر کدام از میکروتیوب‌ها اضافه نموده و بعد از کمی مخلوط کردن با دستگاه ورتکس، در حمام آب گرم به مدت 65 دقیقه قرار داده شدند. در این مدت هر 10 دقیقه یک بار به آرامی تکان داده شدند تا پودر گیاهی بخوبی در بافر استخراج حل شده و تخریب سلول‌ها و استخراج DNA از پودر گیاهی تسهیل گردد.
· سپس به مدت چند ثانیه در دمای اتاق (دمای معمولی) قرار گرفتند و با دست به آرامی تکان داده ‌شدند.
· 800 میکرولیتر-کلروفرم ایزوآمیل ( به میکروتیوب‌ها اضافه کرده و بعد از کمی تکان دادن به مدت 10 دقیقه با سرعت 12000 دور در دقیقه و در درجه حرارت اتاق سانتریفیوژ شدند. در این مرحله 3 فاز مجزا مشاهده شد که فاز بالایی به آرامی با استفاده از سمپلر 1 میلی لیتری برداشته شد و مجدداً در میکروتیوب‌های 2 میلی‌لیتری ریخته شدند. این مرحله دوباره تکرار گردید و فاز بالایی درون میکروتیوب‌های 5/1 میلی لیتری ریخته شد. این مرحله برای نمونه‌هایی که فاز بالایی شفافی نداشتند، تکرار گردید.
· 5/0 و 6/0 میلی‌لیتر از حجم فاز بالایی حاصل از مرحله قبل، به ترتیب آمونیوم استات 5/7% و ایزوپروپانول مطلق (100%) (نگهداری شده در فریزر 40- درجه سانتی‌گراد) به میکروتیوب‌ها اضافه شد و به آرامی تکان داده شد تا امولسیون کاملی مشاهده گردید. در پایان این مرحله معمولا کلاف DNA قابل دیدن بودند، ولی برای تشکیل کلاف کامل، امولسیون حاصله به مدت 20 دقیقه در فریزر 40- درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند.
· بعد از گذشت 10 دقیقه اول (از 20 دقیقه‌ای که باید در فریزر نگه‌داری شود)، سانتریفیوژ روشن شده و در دمای 4 درجه سانتی‌گراد تنظیم گردید تا در انتهای 20 دقیقه دمای سانتریفیوژ به 4 درجه برسد.
· نمونه‌ها از فریزر بیرون آورده شده و با سرعت 10000 دور در دقیقه به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد و فاز مایع به آرامی خارج گردید تا کلاف در ته لوله باقی بماند.
· کلاف باقیمانده با استفاده از اتانول مطلق (96%) شستشو داده شد و  با سرعت 9500 دور در دقیقه به مدت 1 دقیقه سانتریفیوژ شد و سپس مایع رویی را دور ریخته و لوله​ها در هوای آزاد به مدت 30 دقیقه نگهداری شدند تا الکل به طور کامل بخار شده و کلاف DNA خشک شود.
· 30 میکرولیتر آب دو بار تقطیر به میکروتیوب‌ها اضافه شد و برای حل شدن کلاف، میکروتیوب‌ها تا زمان استفاده در یخچال 4 درجه سانتی‌گراد قرار داده شدند.
بررسی کمیت و کیفیت DNA

بررسی کمیت DNA  به روش اسپکتروفتومتری

راحت​ترین روش بررسی کیفیت و غلظت DNA، استفاده از اسپکتروفتومتر است. حداکثر جذب نوری اسیدهای نوکلئیک در طول موج 260 نانومتر است. روش کار به این صورت بود که اگر اسید نوکلئیک (DNA یا RNA) در بافر TE یا آب مقطر حل شده باشد، ابتدا با محلول TE یا آب مقطر به عنوان شاهد دستگاه صفر یا کالیبره می‌شود. سپس 
    میزان جذب نمونه خوانده می‌شود. محلولی که نمونه در آن حل شده بایستی شفاف و یکنواخت باشد. بین غلظت DNA یا RNA و جذب نوری آن در 260 نانومتر رابطه زیر وجود دارد:
جذب برابر با یک معادل 40 میکروگرم در میلی​لیتر RNA یا DNA تک رشته​ای و 50 میکروگرم در میلی​لیتر DNA دو رشته​ای می​باشد. شرط لازم در این موارد، آن است که کیفیت DNA استخراج شده (نسبت جذب در طول موج 260 به جذب در طول موج 280 ) بین 8/1-6/1 میکروگرم بر میلی لیتر و کیفیت  RNA استخراج شده بین 2-8/1 میکروگرم در میلی لیتر باشد. 
الکتروفورز ژل آگارز با دستگاه الکتروفورز افقی

در این تحقیق، جهت بررسی کیفیت DNA ژنومی از نظر شکستگی و قطعه قطعه شدن و بررسی DNA تکثیر شده حاصل از PCR، از ژل آگارز 1 درصد استفاده شد. به این منظور 1 گرم آگارز به 100 میلی لیتر بافر TBE(1X)
  اضافه کرده و تا زمان حل شدن در ماکروویو قرار داده شد. تانک الکتروفورز، شانه و صفحه نگهدارنده ژل
  با آب مقطر استریل شسته شدند. دو وجه آزاد صفحه ژل مسدود شده و صفحه ژل در سطح صاف و تراز ثابت قرارداده شد. محل شانه در صفحه ژل تنظیم گردید بطوریکه لبه پایینی شانه 1 میلی​متر از کف صفحه ژل فاصله داشته باشد. با توجه به حجم صفحه ژل، میزان معینی از آگارز توزین و ژل مربوطه تهیه شد. زمانی که ژل کمی خنک شد، درون صفحه ژل ریخته شد. بعد از سرد شدن و بستن ژل، شانه به آرامی بیرون کشیده شد. ژل درون تانک حاوی بافر TBE(1X) قرار گرفت. باید توجه کرد بافر مشابه و هم غلظت بافری باشد که برای تهیه ژل استفاده شده است. بافر باید حدود یک میلی​متر روی سطح ژل را بپوشاند. نمونه​ای که با بافر بارگذاری
 مخلوط شده است، درون چاهک​های ژل آگارز با دقت بارگذاری شد. محفظه پوشش تانک الکتروفورز بسته شده و جریان الکتریکی با ولتاژ 60 و به مدت 40 دقیقه برقرار گردید.
PCR 
برای انجام واکنشPCR ، از دستور العمل ویلیامز
و همکاران (1990) با اندکی تغییرات استفاده شد. هر واکنش PCR شامل 25 میکرولیتر محتوی: 2 میکرولیتر DNA الگو با غلظت 50 نانوگرم تهیه شده،  5/1میکرولیتر MgCl2 با غلظت 50 میلی‌مولار، 5/0 میکرولیتر dNTP با غلظت 10 میلی‌مولار، 3/0 میکرولیتر آنزیمTaq DNA polymerase  با غلظت lµunit/ 5، 2/1 میکرولیتر آغازگر با غلظت ppm 10،  5/2 میکرولیتر Buffer  PCR دارای غلظت x10 و 18 میکرولیتر آب دو بار تقطیر استریل بود. در این تحقیق از  تعداد 10 جفت آغازگر ساخته شده توسط از شرکت تکاپو زیست استفاده شد. آغازگرهای SSR طبق فرمول مربوط به هر یک که شرکت تولیدکننده روی هرکدام ذکر کرده رقیق شدند و در دمای 40- درجه سانتی​گراد نگهداری شدند. آغازگرهای مورد استفاده در این پایان نامه با بررسی​های انجام شده در بانک ژن و مرور مقالات بر اساس تعداد باندها، طراحی و انتخاب گردیدند (شیزاد
 و همکاران، 2009).    برای انجام واکنش PCR ابتدا یک مخلوط اولیه
 از تمامی مواد PCR (به جز DNA) بر اساس تعداد واکنش ها با در نظر گرفتن یک کنترل منفی (بدون DNA) تهیه گردید. تهیه مخلوط اولیه این مزیت را دارد که موجب کاهش خطاهای مربوط به پیپت نمودن حجم‌های کم می‌شود. سپس آنزیمTaq DNA polymerase  را اضافه کرده و به​ هم زده می‌شود. پس از آن با تقسیم مخزن مخلوط ذخیره براساس تعداد نمونه مورد بررسی، تکثیر PCR انجام می‌شود.
الگوی دمایی
براي آغازگرهای با دماي اتصال 56 تا 66 درجه سانتی‌گراد، برنامه PCR به‌صورت شیب حرارتی تنظیم گردید (هکر 
و روکس، 1996). پس از اتمام واکنش، نمونه‌ها  را  از دستگاه خارج کرده و در فریزر در دمای 40- درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند.
امتیازبندی داده‌های مولکولی و تجزیه و تحلیل‌های آماری آن‌ها:
الگوی نواری حاصل براساس وجود یا عدم وجود نوار به ترتیب، به صورت یک و صفر امتیازدهی
 شد. سپس بر اساس ماتریس صفر و یک، فاصله یا شباهت ژنتیکی بین افراد با استفاده از ضرایب مختلف محاسبه گردید. مقدار عددی ضرایب تشابه بین صفر و یک است که مقدار صفر، بیانگر عدم وجود نوارهای مشترک (عدم شباهت ژنتیکی) و مقدار یک، بیانگر الگوهای نواری یکسان (تشابه ژنتیکی کامل) است. داده​های این ماتریس سپس توسط نرم​افزارهای
NTSYS 2.02e  و PopGene 1.32
 مورد تجزیه قرار گرفتند. قبل از هر کار آزمون منتل
 برای گزینش مناسب‌ترین ماتریس تشابه از میان ضرایب تشابه دایس، جاکارد و تطابق ساده انجام گردید و هر کدام که بالاترین ضریب همبستگی کوفنتیکی را دارا بود، برای گروه‌بندی ژنوتیپ‌ها انتخاب شد. تجزیه خوشه‌ای ژنوتیپ‌های مورد مطالعه با استفاده از ماتریس تشابهی که دارای بالاترین ضریب کوفنتیکی بود به روش‌های مختلف تجزیه خوشه‌ای صورت پذیرفت. جهت بررسی ارتباط بین نشانگرها و مهمترین ویژگی‌های تحمل به شوری از رابطه‌ غیر خطی لجستیک (مخصوص مشاهدات دو تایی) استفاده شد. در این رابطه که هم در شرایط بدون تنش و هم شرایط تنش  انجام شد، مشاهدات مربوط به نشانگرها بعنوان متغیر تابع و سایر ویژگیها به عنوان متغیر مستقل در نظر گرفته شدند. شاخص‌هایي که براي ارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ‌های سورگوم محاسبه شدند، شامل تعداد آلل‌ها در هر مکان ژنی، تعداد آلل‌هاي موثر، محتوای اطلاعات چندشکلی، شاخص شانون، هموزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی قابل انتظار، هموزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی مشاهده شده بودند.
محتوای اطلاعات چندشکلی
مقدار شاخص PIC، به صورت میانگینی از PICهای بدست آمده از تمامی باندهای آن نشانگر در کل جمعیت و در گروه‌های تفکیکی، با استفاده از رابطه زیر محاسبه شد (بوتستین
، 1980).
PICij= 1-Σ (Pij2)

Pij = فراوانی j امین آلل از i امین نشانگر
محاسبه تعداد آلل مشاهده شده (Na) و تعداد آلل مؤثر (Ne) 
تعداد آلل‌های مشاهده شده و تعداد آلل‌های مؤثر، براساس روش کیمورا و کراو
 (1964) و همچنین هتروزایگوسیتی مورد انتظار با استفاده از روش لون
 (1949)، با استفاده از نرم‌افزار Popgene 1.32، برای تمامی ژنوتیپ‌های مورد مطالعه محاسبه شدند.
محاسبه تنوع ژنوتیپی
تنوع ژنتیکی بر اساس شاخص اطلاعاتی شانون به روش لوونتین
 (1972) و با استفاده از نرم‌افزار Popgene 1.32 برای تمامی ژنوتیپ‌های مورد مطالعه محاسبه شد.
I= - Σ Pi ln Pi

I = شاخص شانون
 Pi= نسبت فراوانی درون گونه‌ای گروه i ام
تجزیه خوشه‌ای

تجزیه خوشه‌ای، براساس ضریب جاکارد و به روش UPGMA در ارقام مورد مطالعه، انجام پذیرفت و گروهبندی براساس زمینه ژنتیکی آن‌ها صورت گرفت. کلیه مراحل تا رسم دندروگرام
 توسط نرم‌افزار NTSYS 2.02 انجام شد. جهت تأیید تجزیه خوشه‌ای، ضریب همبستگی کوفنتیک با استفاده از نرم‌افزار NTSYS 2.02 محاسبه شد.
تجزیه به مؤلفه‌های اصلی (PCA) 
تجزیه به مؤلفه‌های اصلی برای داده‌های مولکولی با استفاده از نرم‌افزار NTSYS 2.02 انجام شد و نمودارهای دو بعدی برای دو مؤلفه اصلی با استفاده از همین نرم‌افزار رسم شد. 
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