موضوع: بررسی انتقال‌پذیری آغازگر‌های SSR گونه‌های خویشاوند در کهور پاکستانی (Prosopis juliflora)
رشته
زراعت و اصلاح نباتات  بیوتکنولوژی کشاورزی
بیان مسأله
خوزستان در تقسیم‌‌‌بندی کلی اقلیمی کشور در بخش صحرایی گرم و خشک طبقه‌بندی گردیده است، ولی هوای خوزستان در جلگه و سواحل خلیج فارس گرم و مرطوب، در نواحی کم ارتفاع صحرایی، گرم و خشک و در قسمت‌های کوهستانی با ارتفاع زیاد دارای آب و هوای مرطوب و سرد است. استان خوزستان تحت تاثیر سه نوع باد قرار دارد: اولین باد جریان سرد نواحی کوهستانی، دومین باد (شرجی) جریان گرم و رطوبتی از خلیج فارس است که به سوی جلگه می‌وزد و سومین باد، باد سموم است که از عربستان می‌وزد و همیشه مقداری شن و خاک و رطوبت به همراه دارد. از این رو طرح‌های بیابان‌زدایی و مالچ‌پاشی از سال‌های گذشته در دست اجرا بوده‌است.
با این حال در سالهای اخیر خشک شدن تالاب هورالعظیم و وزش جریانات جوی از سوی عراق ریزگرد‌هایی که از سوی این دو کشور به ایران وارد می‌شوند به طور فزاینده‌ای افزایش داده که این امر موجب کاهش کیفیت هوا و همچنین کاهش کیفیت زندگی هموطنانمان به خصوص در استان‌های هم جوار با عراق شده‌است. از این رو تلاش برای افزایش پوشش گیاهی و جنگلی مناطق بیابانی و شنزار‌های مرزی، ضرورتی دوچندان یافته است.
از 000/200/1 هکتار وسعت بیابان‌ها و ماسه‌زار‌های استان خوزستان بالغ بر 000/350 هکتار آن را تپه‌های ماسه‌ای تشکیل می‌دهند (بی‌نام 1379). از جمله گیاهانی که در طرح‌های بیابان‌زدایی، تثبیت شن، توسعه‌ی فضای سبز و ایجاد پارک‌های جنگلی به‌کار گرفته شده‌است، کهور پاکستانی یا سمر با نام علمی Prosopis juliflora می‌باشد که 141114 هزار هکتار از اراضی بیابانی به کشت آن اختصاص یافته است (صالحه شوشتری و همکاران، 1385). این گیاه با 2n=4x=56 کروموزوم (ترنچارد
 و همکاران، 2008)، از خانواده‌ی Mimosaceae (مظفریان، 1378) گیاهی گرمسیری است که دارای رشد و تولید مثل چشم‌گیری می‌باشد. به همین دلیل در استان خوزستان به دلیل سازگاری بالا، از پراکنش زیادی برخوردار است. با این حال به درجه حرارت‌های پایین حساس می‌باشد.
طی سال‌های اخیر به دلیل تغییرات اقلیمی (اندرزیان، 1392)، فراوانی بروز یخبندان‌های شبانه و دما‌های زیر صفر خسارات ناشی از سرمازدگی و حتی انجماد افزایش یافته است. خسارت سرمازدگی در گونه‌های نواحی گرمسیر و نیمه‌گرمسیر اتفاق می‌افتد. به‌طوری که در سال 1390 به دلیل سرمای بیش از حد شبانه برای اراضی زیر کشت کهور پاکستانی بسیاری از پایه‌های این گیاه از بین رفتند. در این میان تعداد محدودی از پایه‌های درختی بدون اینکه آسیب ببینند باقی ماندند. چنین تصور می‌شد که این پایه‌ها مقاوم به سرما هستند. تحقیق حاضر با هدف بررسی تنوع این پایه‌ها طراحی و اجرا شد.
ارزیابی تنوع ژنتیکی با استفاده از نشانگرهای مولکولی مبتنی بر DNA یکی از جنبه‌های کلیدی در بهبود مدیریت منابع محیطی می‌باشد. ریزماهواره‌ها یا ردیف‌های تکراری ساده (SSRs)
 از نشانگرهای مولکولی مبتنی بر DNA هستند که گروهی از ردیف‌های تکرارشونده می‌باشند. ردیف‌های ریزماهواره‌ای غیر‌پایدارند و با کاهش یا افزایش واحد‌های تکرار شونده دچار تغییرات فراوان در طول شده (نقوی، 1388). ابزار مناسبی را برای بررسی تنوع ژنتیکی فراهم آورده‌اند.
به علاوه کاربرد و تفسیر نتایج نسبتا ساده، سیستم چند آللی ( تا 11 آلل)، تنوع زیاد، وفور بالا در ژنوم یوکاریوت‌ها، غیر عملکردی بودن،  همبارز بودن (نقوی، 1388) و قابلیت انتقال بین‌گونه‌ای، آن‌ها را پرطرفدار ساخته است. با این حال تا کنون آغازگری از این دست برای کهور پاکستانی منتشر نشده است. اما گزارش‌های موجود نشان می‌دهد که آغازگر‌های SSR طراحی شده برای یک گونه‌ی خاص می‌توانند بطور موفقیت آمیز برای مطالعه گونه‌های مرتبط بکار گرفته شوند (موتورا
،2006). با در دست داشتن چنین آغازگرهایی می‌توان میزان تنوع ژنتیکی توده‌های موجود در خوزستان را برآورد کرده و از آن‌ها در جهت اهداف اصلاحی بهره‌برداری نمود به همین دلیل تحقیق حاضر با فرضیه‌ها و اهداف زیر پیشنهاد می‌گردد.
اهمیت و ضرورت مسأله
   کهور پاکستانی یا سمر (Prosopis juliflora) گیاهی گرمسیری و به درجه حرارت‌های پایین حساس است که بخش زیادی از پوشش شنزار‌های استان خوزستان را به خود اختصاص داده ‌است. در سال 1390 به دلیل سرمازدگی تعداد زیادی از این گیاهان از بین رفتند و برخی بدون اینکه هیچ آسیبی دیده باشند باقی‌مانده بودند. برای شناسایی پایه‌های متحمل به سرما استفاده از نشانگر SSR در نظر گرفته شد ولی به دلیل نبود آغازگرهای اختصاصی کهور پاکستانی، از 8 آغازگر SSR گونه‌های خویشاوند استفاده و انتقال‌پذیری آن‌ها بررسی شد.در این رابطه از 9 درخت والدی باقی‌مانده از سرما و 38 فرزند گرفته شده از آن‌ها و 4 درخت شاهد دیگر که در شرایط بهتری از خسارت سرما مصون مانده بودند به عنوان شاهد (مجموعا 53 درخت) استفاده شد. استخراج DNA به روش تغییریافته‌ی CTAB انجام شد و تکثیر قطعات به‌وسیله‌ی PCR استاندارد و تفکیک و رنگ‌آمیزی قطعات تکثیرشده توسط ژل اکریل‌آمید هشت درصد و نیترات نقره صورت گرفت. تمامی آغازگرهای مورد استفاده تولید باند کردند.
اهداف پژوهش
1- بدست آوردن آغازگرهای SSR جهت بررسی تنوع ژنتیکی در سمر (کهور پاکستانی).
2- بررسی تنوع نسبی توده‌های سمر (کهور پاکستانی) موجود در خوزستان.
فرضیات یا سوالات پژوهش

1- آغازگرهای SSR گونه خویشاوند می توانند در سمر (کهور پاکستانی) باند تولید کنند.
2- در توده‌های کهور پاکستانی موجود در خوزستان تنوع وجود دارد.
مرور منابع و پیشینه تحقیق
گسوامی و راناد
(1999) تنوع ژنتیکی بین نمونه‌های حفاظت شده‌ی  Prosopis را با استفاده از پروفایل‌های 
RAPD
 تعیین کردند. شباهت پروفایل‌ها با استفاده از الگوریتم جاکارد
 و خوشه‌بندی نزدیک‌ترین همسایه‌ها و UPGMA از داده‌های شباهت
 به دست آمد. متوسط شباهت بین نمونه‌های P. glandulosa  ، با 18/0±52/0 بالاترین و در نمونه‌های P. juliflora با 15/0±37/0 کمترین بود، که نشان می‌دهد گونه‌های دوم تنوع بیشتری بین نمونه‌ها دارند. یکی از دلایل برای این موضوع ممکن است این باشد که نمونه‌های P. juliflora از مناطق مختلف جغرافیایی جمع‌آوری‌شده‌اند، درحالی‌که در گونه‌های دیگر ازجمله P. pallida با متوسط شباهت 12/0±44/0 نمونه‌ها از یک منطقه جغرافیایی تهیه‌شده‌اند.
مونوز 
و همکاران (2001) تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیت‌های  P. glandulosa ، P. juliflora و دو جمعیت P. laevigata واقع در ایالت‌های کشور مکزیک را با استفاده از RAPD تعیین کردند. یک واریانس ژنتیکی 4/72درصد بین این چهار جمعیت دیده شد و درون آن‌ها واریانس ژنتیکی 52/27درصد تخمین زده‌شد. بین جمعیت‌های P. laevigata واریانس ژنتیکی به‌دست‌آمده 15/7درصد و درون آن‌ها 85/92 درصد بود. درحالی‌که جریان ژن یافت شده بین جمعیت‌های P. laevigata ، برابر با 2/3 بود. در کل 27 فنوتیپ RAPD در چهار جمعیت تقسیم شدند که از میان آن‌ها 11 فنوتیپ با P. laevigata ارتباط داشت. آنالیز‌‌‌های فیلوژنتیکی نشان داد که سه گونه از سه جد
 مشتق شده‌‌اند و ممکن است P. juliflora  منشأ دو گونه‌ی دیگر باشد. آن‌ها اعلام کردند، رفتار پروتوژنی گل‌ها و دگرگشنی از فاکتور‌های مهمی است که ممکن است تنوع ژنتیکی مشاهده‌شده در این جمعیت را توجیه کند.
0لندراس
و همکاران (2004) با استفاده از نشانگر RAPD تفاوت بین P. juliflora و P. pallida را تعیین کردند. آن‌ها دندروگرام شباهت ژنتیکی بین گونه‌ها را با استفاده از آنالیز کلاستر UPGMA و ضریب شباهت Nei و Li تهیه کردند و مشاهده کردند شباهت ژنتیکی بین P. juliflora و P. pallida نسبت به دیگرگونه‌های مرتبط در شمال آمریکا بیشتر است و اعلام داشتند مواد گیاهی موجود در بورکینافاسو P. juliflora  است و مواد گیاهی موجود در برزیل، کپوردا
 و سنگال P. pallida می‌باشد و  هنگامی‌که P. chilensis  با P. juliflora و P. pallida مقایسه شد به ترتیب شباهت 4/0 و 42/0 بود.
گومز
و همکاران (2011) از نشانگر RAPD برای بررسی تنوع در سطح دی.ان.ا بین لگوم‌های غیرخوراکی ازجمله juliflora P. استفاده کردند و تعدادی آغازگر که برای نشان دادن تنوع ژنتیکی در درختان لگوم مؤثر بودند معرفی کردند. همچنین بیان داشتند روش CTAB در استخراج دی.ان.ا ژنومیک باکیفیت خوب، برتری دارد.
المیر و المالکی
 (2011) در مطالعه‌ی Prosopis cineraria و Prosopis juliflora با استفاده از تکنیک ISSR
 و RAPD تنوع درون و بین جمعیتی دو گونه‌ی مذکور جمع‌آوری‌شده از کشور قطر را انگشت‌نگاری کردند. دندروگرام با استفاده از شباهت ژنتیکی دوازده ژنوتیپ موردبررسی را به دو کلاستر مجزا تقسیم کرد. کلاستر اول شامل نمونه‌های P. cineraria و کلاستر دوم شامل نمونه‌های P. juliflora بود. همچنین این مطالعه نشان داد بین جمعیت‌هایP. cineraria واریانس ژنتیکی 2/88 درصد و واریانس ژنتیکی درون جمعیتی 8/11درصد می‌باشد که این موضوع می‌تواند به دلیل سازگاری درختان در محیط جدید و انتخاب و حذف برخی آلل‌ها و محدود بودن جریان ژن و افزایش دفعات دگرگشنی درون جمعیتی باشد. همچنین آغازگرهای ISSR به‌مراتب اطلاعات فیلوژنتیکی  بیشتری نسبت به روش RAPD تولید کردند.
الاصبحی و الهادی
 (2010) اطلاعات EST موجود ازProsopis juliflora  را برای محتوای SSR و پراکنش آن آنالیز کردند و سپس با اطلاعات سه لگوم در دسترس دیگر ازجملهGlycin Max , Medicago truncatula  و Lotus japanicus مقایسه کردند که منتج به شناسایی تکرار‌های دی‌نوکلئوتید به‌عنوان کلاس مشترک تکرار‌ها بین و درون لگوم‌ها شد. نشانگر‌های SSR لگوم مدل trucatula .M را به‌عنوان نشانگر‌های بین‌گونه‌ای معرفی کردند که حاوی موتیف‌های تکرارAT/TA  و  AG/CTبودند که در بین بسیاری از جنس‌های لگوم مشترک است. به‌منظور تأیید حفاظت این نشانگر‌ها بین جنس‌های خانواده‌ی لگوم از PCR توسط جفت آغازگر SSR لگوم مدل استفاده کردند و انتقال‌پذیری این آغازگر‌ها را در juliflora P. بررسی کردند ولی از 46 جفت آغازگر فقط 3 نشانگر الگو‌های تکثیری نشان دادند.
موتورا (2006) با استفاده از روش غنی‌سازی ایجادشده توسط فیشر و باخمن
 (1998) لوکوس‌های SSR از گونه‌های Prosopis chilensis  را به‌منظور ایجاد نشانگرهای ریزماهواره جدا کرد. با این روش قطعات SSRها از کتابخانه‌های غنی از ریزماهواره با استفاده از پروب‌های ریزماهواره- الیگونوکلئوتید متصل به آهن‌ربا جداسازی و لنگرگاه‌های آن‌ها توالی‌یابی ‌شد. نشانگرهای SSR جدید محتوای اطلاعات چندشکلی بین 14/0 تا 73/0 درP. Chilensis  و 41/0 تا 85/0 در P. flexuosa  نشان‌دادند. تعداد آلل‌ها (Na ) در دو گونه‌ی مذکور به ترتیب از 2 تا 6 و از 2 تا 13 متغییر بود. هتروزیگوسیتی مورد انتظار (He) در chilensis . P 14/0 تا 73/0 و در P. flexuosa  46/0 تا 86/0 بود. آزمایش برای تکثیر بین‌گونه‌ای در 7 گونه‌ی دیگر Prosopis  یک پیوستگی بزرگ بین گونه‌ای نشان داد و تمام آغازگرها حداقل در 5 گونه با تعداد آلل 1 تا 5 تکثیر داشتند، که تعداد آلل‌ها از 1 تا 5 متغییر بود. از نشانگرهای ایجاد‌شده به‌منظور مطالعه واریانس ژنتیکی، ساختار ژنتیکی و جنبه‌های سیستم تولید مثلی هیبرید بین  chilensis. Pو P. flexuosa  در آرژانتین بهره گرفته شد.
شری
 و همکاران (2011) در مطالعه‌ای با عنوان مطالعه‌ی انتقال‌پذیری RAPD و ریزماهواره در گونه‌های انتخاب‌شده‌ی  Prosopisدر بخش  Algarobia با تأکید بر juliflora  P.و P. pallida ثابت کردند که نشانگرهای RAPD به‌منظور روشن ساختن ماهیت گونه‌های Prosopis مورداستفاده در این تحقیق مفید هستند. تفکیکP. juliflora و P. pallida بر اساس مورفولوژی و پلوئیدی با اطلاعات RAPD به‌دست‌آمده در این تحقیق مشابه بود. این محققان 6 ریزماهواره که از قبل برای P. chilensis و P. felxuosa تهیه ‌شده بودند به‌منظور انتقال‌پذیری در 12 گونه Prosopis آزمودند. تمام 6 جفت آغازگر ریزماهواره در بیشتر گونه‌های  Algarobia ازجمله P. juliflora  انتقال‌پذیر بود. البته 4 جفت آغازگر از 7 جفت، درصد انتقال‌پذیری بیش از 80 درصد نشان دادند. درصد بالای انتقال‌پذیری این آغازگر‌ها بین گونه‌های Prosopis نشان‌دهنده‌ی سطح بالای شباهت توالی دی.ان.ا در قسمت لنگرگاهی ریزماهواره‌ها بود. در مطالعه‌ی کلاستر آغازگر‌های RAPD، گونه‌ی P. juliflora با شاخص شباهت 425/0 یک کلاستر را با گونه‌های آمریکای شمالی تشکیل داد و بیشتر به نظر می‌رسد  P. julifloraبا گونه‌های آمریکای شمالی مرتبط است تا گونه‌های آمریکای جنوبی مانند  P. pallidaو P. chilensis. بنابراین به نظر نمی‌رسید  P. julifloraتتراپلوئید و P. pallida دیپلوئید ازنظر ژنتیکی مرتبط باشند.
گئورگی
 (2011) در مطالعه‌ای از P. juliflora به‌عنوان یک مدل که به خشکی ،گرما و فلزات سنگین متحمل بود برای تعیین و جداسازی ژن‌های عملکردی دخیل در تحمل تنش‌های غیرزنده استفاده کرد. پس از ایجاد یک کتابخانه‌ی سی.دی.ان.ا
  از برگ‌های گیاهچه‌‌ی P. juliflora که تحت تنش خشکی قرارگرفته بودند توالی یابی تصادفی تعدادی از کلون‌ها توسط آنالیز EST صورت گرفت که این امر منتج به شناسایی چند ژن گزارش نشده که در تحمل درختان به استرس‌های غیرزنده مؤثرند و نیز تعدادی ژن ناشناخته شد. آزمایش‌ها نشان دادند ژن GST از P. juliflora در شرایط تنش‌های خشکی، شوری و اکسیداتیو افزایش بیان یافت. این ژن به تنباکو انتقال داده شد و مطالعات نشان داد این ژن نقش محافظتی در تنش‌های غیرزنده‌ی مختلف دارد و سپس ژن مذکور به برنج هندی واریته ADT-43 انتقال داده شد که برنج‌های تراریخته تحت تنش بهتر از برنج‌های شاهد زنده ماندند.
لیو
و همکاران (2007) سطح تنوع نشانگر SSR در یونجه (Medicago sativa L.) کشت‌شده از منابع آمریکایی، استرالیایی و چینی را با استفاده از یک روش جدید آماری اتوتتراپلوئیدی برای محاسبه‌ی تعداد آلل‌ها، فراوانی‌ آلل و هتروزیگوسیتی تعیین کردند. آن‌ها از 19 آغازگر SSR  استفاده کردند تا 7 لوکوس پلی‌مورفیک SSR در 320 گیاه از 8 جمعیت را غربال کنند و از برنامه آنالیز فیلوژنتیک و فاصله‌‌ی ژنتیکی (DSIPAN) برای محاسبه‌ی روابط بین و درون جمعیتی با استفاده از روش مرسوم حضور/عدم حضور (1و0) و روش جدید اتوتتراپلوئیدی استفاده کردند. روش اتوتتراپلوئیدی منتج به هتزوزیگوسیتی (01/0P<) و متوسط تعداد آلل موثر (01/0P<) بالاتر و همچنین فاصله‌ی ژنتیکی استاندارد پایین‌تر (01/0P<) در سطح معنی‌داری نسبت به روش دیپلوئیدی شد. نتایج نشان‌داد، روش جدید تتراپلوئیدی ابزاری مفید برای محاسبه‌ی واریانس ژنتیکی و روابط ژنتیکی در تمام گونه‌های اتوتتراپلوئید می‌باشد.
دکروک
 و همکاران (2002) نشانگرهای EST-SSR را در زردآلو (Prunus armeniaca L) و انگور (Vitis vinifera L.) ایجاد کردند و کتابخانه‌های سی.دی.ان.ا برای برگ زردآلو و نیز ریشه‌ی انگور از روش غنی‌سازی
 تکرارهای GA وCA   تهیه کردند و انتقال‌پذیری نشانگرهای  EST-SSRبدست‌آمده از زردآلو و انگور را در دیگر گونه‌های مرتبط و غیر مرتبط بررسی کردند. در کل آغازگرهای انگور در بیشتر نمونه‌های انگور تکثیر نشان داد، درحالی‌که آغازگرهای زردآلو فقط آلل‌های چندشکلی در گونه‌های نزدیک در Rosaceae را تکثیر کردند. در طبقه‌بندی این خانواده، تعداد 10 لوکوس EST-SSR آزمایش شد. جفت آغازگرPacB22 ، بین گونه‌ها و بخش‌های Prunoideae و Maloideae تکثیر نشان داد. توالی‌یابی لوکوس‌های EST-SSR در دیگر گونه‌ها و جنس‌ها تأییدی بر سطوح بالای حفاظت در موتیف و مناطق لنگرگاهی
 ریزماهواره‌ها در Vitaceae در مقایسه با Rosaceae می‌باشد. 
فان
 و همکاران (2013) از تعداد120 آغازگر SSR از توالی به‌تازگی سرهم شده‌ی گلابی به‌منظور بررسی چندشکلی بودن هفت ژنوتیپ مختلف گلابی استفاده کردند. از این میان 67 آغازگر (8/55درصد) تکثیرهای چندشکلی ایجاد کردند. این 67 SSR مجموعاً 277 آلل با متوسط 13/4 در هر لوکوس ایجاد کردند. توالی‌یابی تصادفی بعضی از محصولات تکثیر حاصل از آغازگر‌های NAUPy31a وNAUPy53a  تأییدی بر حضور لوکوس‌های SSR بود. زمانی که این 67 جفت آغازگر روی 96 فرد از هشت گونه‌ی مختلف در خانواده‌ی Rosaceae امتحان شدند 2/61 درصد از ‌SSRهای امتحان شده به‌طور موفقیت‌آمیزی حداقل در یکی از جنس‌های Rosaceae باند تولید کردند. انتقال‌پذیری از گلابی به گونه‌های متفاوت از 2/58 درصد در سیب تا 9/11 درصد در آلبالو متغییر بود. نسبت انتقال‌پذیری نشان ‌داد که روابط درون Maloideae نزدیک‌تر از Prunoideae است. دو نشانگر SSR گلابیNAUpy43C  و NAUpy55K توانستند بین 20 ژنوتیپ سیب را معلوم کنند و با آنالیز کلاستر UPGMA آن‌ها را در سه گروه در سطح شباهت 56/0 گروه‌بندی کردند. سطح بالای چندشکلی و انتقال‌پذیری خوب SSRهای گلابی به گونه‌های Rosaceae در آینده می‌تواند برای غربالگری مولکولی، ایجاد نقشه و مطالعات ژنومی مقایسه‌ای بین گلابی و دیگر گونه‌های Rosaceae  به کار گرفته شود.
      بروندانی
و همکاران (2003) انتقال‌پذیری
 نشانگرهای ریزماهواره و STS
 را در گونه‌های برنج (Oryza) بررسی کردند. این دانشمندان تکثیر بین‌گونه‌ای 28 نمونه از 16 گونه‌ی مختلف برنج را که ژنوم‌های AA ، BB، CC، BBCC و CCDD نشان می‌دادند با استفاده از 59 نشانگر ریزماهواره (سری‌های OG، RM و OS) و 15 نشانگر STS ارزیابی کردند. همه‌ی نشانگرهایی که حداقل در یکی از گونه‌های برنج تکثیر کرده بودند سطوح مختلف انتقال‌پذیری بین گونه‌ها نشان دادند. نشانگرهای ریزماهواره در 37 درصد نمونه‌‌ها با متوسط 58/6 آلل در هر لوکوس و متوسط محتوی ژنتیکی چندشکلی
 70 درصد تکثیر نشان دادند. این محققین چنین نتیجه‌گیری کردند که اگرچه نشانگرهای STS سطوح کمتری از تنوع ژنتیکی را نمایان می‌کنند اما انتقال‌پذیری‌ بالاتری داشتند، که نشان می‌دهد این نشانگر می‌تواند هنگام بررسی ژنتیکی گونه‌های برنج که ازنظر ژنتیکی باهم قرابت کمتری دارند مورداستفاده قرار گیرند. از میان نشانگرهای ریزماهواره در بررسی گونه‌های با ژنوم AA نشانگر OG با 6/54‌درصد و نشانگرRM  با 48 درصد بالاترین سطح لوکوس‌های چندشکلی را نشان دادند. همچنین آن‌ها اعلام داشتند نشانگر‌های مولکولی با چندشکلی و انتقال‌پذیری بالا در برنج می‌تواند برای بهره‌گیری از منابع ژنتیکی این گونه ، بررسی تنوع آللی در لوکوس‌های وابسته با صفات مهم زراعی و برای رصد آلل‌های واردشده از خویشاوندان وحشی به برنج اهلی‌ مفید واقع شوند.
کولئونگ
 و همکاران (2003) در بررسی انتقال‌پذیری نشانگر‌های SSR  بین گندم(Triticum aestivum L.) ، جو (Secale cereale L.) و تریتیکاله (X Triticosecale Wittmack) از 148 نشانگر SSR گندم و 28 نشانگر SSR جو به منظور تکثیر دی.ان.ا ژنومی استخراج شده از 5 لاین گندم، جو و تریتیکاله استفاده کردند. انتقال‌پذیری نشانگر‌های SSR گندم به جو 17درصد بود در‌حالی‌که 25درصد از نشانگر‌های جو در گندم انتقال‌پذیر بودند. نشانگر‌های SSR گندم در تریتیکاله 58درصد و نشانگر‌های جو در همین گیاه 39درصد انتقال‌پذیری و نشانگر‌های گندم متوسط باند‌های چند‌شکلی 6/2 در گندم، 7/2 در جو و 4/2 در تریتیکاله را نشان‌دادند در‌حالی‌که در‌‌مورد نشانگر‌های جو متوسط باند‌های چند‌شکلی 2/0 در جو مشاهده شد و در گندم و تریتیکاله هیچ باند چند‌شکلی مشاهده نشد. آن‌ها اعلام کردند این نشانگر‌های انتقال‌پذیر می‌توانند برای مطالعات ژنتیکی و اصلاحی بیشتر در گونه‌های مذکور به‌کار گرفته شوند.
بالیان
 و همکاران (2005) با استفاده از SSR‌های دی.ان.ا ژنومی تصادفی نقشه ژنتیکی 66 لوکوسSSR  جدید را از طریق 
IWMMN تهیه و نقشه‌ی بیش از 300 لوکوسSSR  برای کروموزوم‌های گندم نان به‌صورت فیزیکی تهیه‌کردند. سپس نقشه‌های فیزیکی را با نقشه‌های ژنتیکی موجود مقایسه کردند. شکل خطی لوکوس‌ها در نقشه‌های فیزیکی با نقشه‌های ژنتیکی به‌جز در اختلافات کوچک همبستگی بالایی داشت. این دانشمندان gSSR‌
ها و‌EST- SSRها را برای بررسی انتقال‌پذیری در گونه‌های زراعی و وحشی ترکیب Triticum-Aegilops که 7 ژنوم مختلف و سه سطح پلوئیدی را نشان می‌دادند، آزمایش کردند و همان‌طور که انتظار می‌رفت EST- SSR ها سطح انتقال‌پذیری بیشتری نسبت به gSSR‌های تصادفی در ترکیب Triticum-Aegilops موردنظر نشان داد. البته سطح چندشکلی ناشی از SSRها نیز قابل‌ملاحظه بود. آن‌ها اثبات کردند EST-SSRها برای تفکیک جنس‌های مختلف، گونه‌های یک جنس خاص و ژنوم‌های مختلف قبیله‌ی
 Triticeae مفید و کاربردی هستند. 
جنبه جدید بودن و نوآوری تحقیق

با نگاهی به متون و مطالعات مرتبط با موضوع مشخص می شود که مطالعه جامعی در داخل کشور در این زمینه انجام نشده است و این مطالعه می تواند به عنوان مطالعه پیشرو در این زمینه مطرح باشد. به این ترتیب نتایج این مطالعه می تواند ایده های نو برای سازمان ها در پی داشته باشد و و طرح های جدیدی را برای برنامه ریزی مسئولان امر معرفی کند. 
روش تحقیق
سال و محل اجرای تحقیق

این پژوهش در سال 93- 1392 در آزمایشگاه مرکزی دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی رامین و آزمایشگاه بیوتکنولوژی مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان به انجام رسید.
روش‌ها

تهیه‌ی نمونه‌ی گیاهی

در کل تعداد 51 نمونه بررسی شدند، درختان به نظر مقاوم به سرمای کهور پاکستانی توسط کارشناسان مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان شناسایی و پلاک‌گذاری شد و سپس  از برگ‌های جوان آنها نمونه‌گیری شد. پس از آن نمونه‌ها به فریزر 80- درجه‌ی سانتی‌گراد به منظور استفاده‌ی بعدی انتقال داده شدند. نمونه‌های والدی بودند. تعداد 4 نمونه به عنوان شاهد شامل یک نمونه از محوطه‌ی مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان و 3 نمونه‌ی دیگر از محوطه‌ی دانشگاه کشاورزی و منابع طبیعی رامین نیز گرفته شدند. تعداد 38 نمونه‌ی دیگر فرزندان نمونه‌های والدی بودند. 
استخراج DNA ژنومی 
جایگاه DNA
ی ژنومی درون سلول است و گیاهان برخلاف جانوران دارای دیواره‌ی سلولی محکمی هستند که به منظور خارج ساختن  DNA باید این دیواره و غشای سلولی را از بین برد. هر روش مکانیکی که باعث شکستن دیواره و غشای سلولی بدون تجزیه‌ی DNA شود و دسترسی به مواد سلولی را افزایش دهد مورد استفاده قرار می‌گیرد. بدین منظور از نیتروژن مایع استفاده شد که علاوه‌ بر شکستن دیواره‌ی سلولی، آنزبم‌ها و نوکلئاز‌ها را غیرفعال نگه می‌دارد، از طرف دیگر افزودن بافر CTAB
 نیز سبب حذف غشای سلولی می‌شود. بافر CTAB ترکیبی از (8Tris-HCl (pH=، Na2EDTA
(PH=8) ، NaCl، CTAB و 2-مرکاپتواتانول
 بود .
غشاهای بیولوژیکی ساختاری کلی دارند که تشکیل شده‌اند از مولکول‌های لیپید به صورت یک دو لایه‌ی پایدار و پروتئین که توسط پیوند‌‌های غیرکووالانت کنار یکدیگر نگاه داشته شده‌اند. از آن‌جایی‌که ترکیب لیپید و دترجنت  CTAB به یکدیگر شباهت دارند ، اجزاء CTAB موجود در بافر استخراج قادر به ایجاد پیوند و حل لیپیدهای تشکیل دهنده‌ی غشاء سلولی و هسته می‌باشند. ماده‌ی 2-مرکاپتواتانول یکی از اجزاء بافر استخراج است که بصورت تازه به نمونه اضافه می‌شود و در شکستن پل‌های دی‌سولفیدی پروتئین‌ها و دناتوره شدن پروتئین‌های غشاء و سیتوزول موثر است، بدین صورت غشاء تجزیه و DNAی ژنومی آزاد می شود. در غلظت خاصی از نمک NaCl دترجنت ترکیبی نامحلول با نوکلئیک اسیدها ایجاد می‌کند. DNA به دلیل دارا بودن بار منفی به بار مثبتی که NaCl ایجاد می‌کند جذب شده و تجمع می‌یابد.
EDTA موجود در بافر استخراج یک عامل کلاته کننده است که به Mg+2 موجود در دیواره‌ی سلولی متصل گشته و باعث بی‌ثباتی دیواره‌ی سلولی می‌شود، همچنین یون منیزیم یک کوفاکتور برای DNase می‌باشد که بااتصال Mg+2 به EDTA فعالیت DNase موجود کاهش می‌یابد. بافر (8Tris-HCl (pH= به محلول ظرفیت بافری می‌دهد تا DNA در pH های بالاتر و یا پایین‌تر از حد مجاز استخراج، آسیب ‌نبیند.
در مرحلۀ بعد از اضافه کردن بافر استخراج، محلول کلروفرم-ایزوآمیل‌الکل
 به نسبت 24 به 1 اضافه می‌شود. کلروفرم جداسازی فاز مایع و ارگانیک را تسهیل نموده و با واسرشته کردن پروتئین‌ها و از بین بردن لیپید‌ها باعث جدا شدن ماده‌ی ژنتیکی می‌شود. به‌منظور رسوب‌دهی DNA از ایزوپروپانول سرد استفاده می‌شود که باعث از بین رفتن ترکیبات فنولی باقی‌مانده و یون‌های معدنی نیز می‌شود. 
مراحل کار به روش زیر انجام شد:
1- یک گرم بافت برگی درون هاون قرار داده شد و پس از افزودن نیتروژن مایع بر روی آن تا مرحله‌ای که بافت به‌خوبی پودر شود ساییده شد،
2- 1/0 گرم از بافت ساییده شده، به میکروتیوب 5/1 میلی‌لیتری منتقل گردید و به آن 800 میکرولیتر بافر استخراج و 4 میکرو لیتر 2-مرکاپتواتانول اضافه شد،
3- میکروتیوب حاوی نمونه و بافر استخراج در حمام آب‌گرم با دمای 65 درجه‌ی سانتی‌گراد به مدت 30 دقیقه قرار داده شده و در این مدت هر 10 دقیقه یک‌بار میکروتیوب واژگون شد،
4- به نمونه‌ی خنک شده، 500 میکرولیتر کلروفرم-ایزوآمیل‌الکل (به نسبت 1:24) اضافه گردید، سپس میکروتیوب به‌آرامی و به مدت 10 دقیقه واژگون شد،
5- به مدت 10 دقیقه در درجه حرارتی 4 درجه سانتیگراد با سرعت rpm13000 سانتریفیوژ شد،
6- با سمپلر فاز رویی کشیده و به میکروتیوب دیگر منتقل شد،
7- هم‌حجم فاز انتقال‌یافته، ایزوپروپانول
 سرد به میکروتیوب افزوده شد و به مدت 20 دقیقه در دمای 20- درجه‌ی سانتی‌گراد قرار گرفت،
8- به مدت 15 دقیقه با سرعت rpm13000 سانتریفیوژ شد و فاز مایع دور ریخته شد، در این مرحله رسوب 
سفیدرنگ DNA در ته میکروتیوب دیده می‌شود،
9- فاز رویی به‌آرامی تخلیه شد و رسوب DNA در زیر هود لامینار خشک گردید،
10- سپس 50 میکرولیتر آب استریل به میکروتیوب حاوی DNA اضافه گردید،
 11- پس از سنجش کمیت و کیفیت DNA استخراجی درصورتی‌که نمونه‌ی DNA، حاوی RNA

 بود به آن مقدار یک یونیت از آنزیم RNase اضافه و مخلوط شد، سپس در حمام آب‌گرم با دمای 37 درجه‌ی سانتی‌گراد به مدت یک ساعت قرار گرفت. درنهایت به‌منظور از بین رفتن فعالیت آنزیم‌ها میکروتیوب حاوی نمونه در 

حمام آب گرم با دمای 80 درجه‌ی سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه قرار داده شد،
12- میکروتیوب حاوی ژنوم، در دمای 20- درجه‌ی سانتی‌گراد نگهداری شد.
تعیین کیفیت و کمیت DNA استخراج‌شده

به‌منظور بررسی خلوص DNA‌ی استخراج‌شده، کیفیت آن را با استفاده از دستگاه نانودراپ اندازه‌گیری کرد. این دستگاه میزان جذب نور در طول‌موج‌های 230، 260 و 280 نانومتر اندازه‌گیری می‌کند. اگر این نسبت طول‌موج 260 به 280 بین 8/1 تا 2 باشد نشان‌دهنده‌ی خلوص DNA می‌باشد، اگر این نسبت نزدیک به 2 و یا بالاتر از آن باشد نشان‌دهنده‌ی وجود RNA در نمونه‌ی استخراجی است و نسبت کمتر از 8/1 نشان‌دهنده‌ی آلودگی پروتئینی می‌باشد. نسبت طول‌موج 260 به 230 نیز غلظت نمک‌هایی که در طول استخراج مورداستفاده قرارگرفته‌اند را نشان می‌دهد، هر چه عدد مربوط به این بخش به 2 نزدیک‌تر و بیشتر باشد نشانه‌ی مناسب بودن روش استخراج است. به‌منظور تائید وجود DNA‌ی استخراج‌شده از ژل آگارز یک در صد استفاده شد، به میزان 3 میکرولیتر از DNA استخراج‌شده در هر چاهک بارگذاری شد و با ولتاژ 90 به مدت 30 دقیقه تفکیک گردید.
واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز

به‌منظور تکثیر قطعات DNA‌‌ی موردنظر آغازگر SSR موجود در مقالات که قبلاً برای بررسی تنوع ژنتیکی در 
سایر گونه‌های Prosopis یا Acacia مورداستفاده قرارگرفته بودند برگرفته  و توسط شرکت تکاپوزیست ساخته شدند. 

اجزای واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز

جهت تهیه نمونه برای واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز ابتدا DNAی مورد‌نظر را به مقدار 1 میکرولیتر در میکروتیوب 2/0 میلی‌لیتر ریخته و برای جلوگیری از بین رفتن DNA میکروتیوب‌ها بر روی یخ قرار داده شدند. 
سپس روی یخ محلول اصلی
 حاوی اجزاء واکنش به ترتیب شامل بافر PCR 
، MgCl2، dNTP و آغازگر رفت و آغازگر برگشت ، به آب استریل اضافه گردیده و به‌خوبی مخلوط شد  آنزیم تک پلی‌مراز را در آخر اضافه گردید تا از تکثیر غیراختصاصی جلوگیری شود. به هر کدام از نمونه‌ها 24 میکرولیتر از محلول اصلی اضافه و به دستگاه ترموسایکلر
 مدل PeQSTAR02X منتقل شدند.

تمامی مواد مورداستفاده در واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز این پژوهش از شرکت سینا ژن تهیه شد.
چرخه‌های حرارتی واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز

جهت بهینه‌سازی شرایط واکنش PCR چرخه‌های حرارتی مختلف، به روش شیب حرارتی
 مورد آزمایش قرار گرفت و بهترین دما برای اتصال هر جفت آغازگر انتخاب گردید

پس از اتمام کار دستگاه ترموسایکلر، محصول واکنش تا زمان انجام الکتروفورز در دمای 20- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد.
الکتروفورز ژل افقی محصول واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز

جهت کسب اطمینان از تکثیر قطعات دی.ان.ا توسط آغازگر‌ها محصول واکنش روی ژل آگارز یک در‌صد برده شد. بدین منظور 5 میکرولیتر از محصول واکنش را به همراه 1 میکرولیتر از بافر بارگذاری x
6 مخلوط شد و در چاهک ژل بارگذاری شد. به‌منظور تخمین اندازه‌ی قطعه‌ی تکثیرشده از سایز مارکر bp 100 سینا کلون به میزان 8/0 میکرولیتر در کنار نمونه‌های موردبررسی بارگذاری شد و مولد برق الکتروفورز روی ولتاژ 90 و شدت‌جریان 100 میلی‌آمپر و قدرت 50 وات به مدت 50 دقیقه تنظیم شد. ولی جهت تفکیک و نمره دهی به باندهای تکثیری از ژل آکریلامید 8 درصد استفاده شد.
تهیه‌ی ژل آگارز یک درصد

جهت تهیه‌ی ژل آگارز 1%، 4/0 گرم از پودر آگارز را در ظرف ریخته و 40 میلی‌لیتر بافر TBE (تریس بورات) X 5/0به آن اضافه و حرارت داده شد تا آگارز ذوب‌شده و محلولی شفاف به دست بیاید. سپس به‌منظور رنگ‌آمیزی ژل از 5/1 میکرولیتر DNA safe stain استفاده شد، به دلیل حساسیت بالای این ماده به حرارت هنگام اضافه کردن آن به محلول ژل تا خنک شدن نسبی آن تأمل گردید. پس از اضافه کردن رنگ، ژل در قالب مخصوص ریخته و پس از بستن ژل، درون تانک الکتروفورز قرار داده شد. 
مشاهده‌ی قطعات تکثیرشده
پس از پایان الکتروفورز ژل از تانک خارج و درون دستگاه ژل داک
 شرکت UVI TEC Cambridge قرار داده شد و قطعات DNA به‌واسطه‌ی تابش نور فرابنفش مشاهده شد و عکس ژل ثبت گردید.
الکتروفورز ژل عمودی
در این تحقیق از دستگاه الکتروفورز دو‌‌قلوی عمودی PEQ lab ساخت آلمان استفاده شد.
تهیه ژل اکریل‌آمید
کل حجم موردنیاز برای یک ژل، 40 میلی‌لیتر و شامل مواد زیر بود:
1- آب مقطر به میزان 24 سی‌سی،
2- حجم 8 میلی‌لیتر از محلول TBE 5X (8/107 گرم تریس
، 44/7 گرم Na2EDTA، 55 گرم بوریک‌اسید
 در یک لیتر آب و 3/8= pHبرای TBE 10X)،
3- میزان 8 سی‌سی محلول آکریل‌آمید 40 درصد به نسبت 19 به 1 آکریل‌آمید به بیس آکریل‌آمید
(در حجم 50 سی سی)،
بیس آکریل‌آمید اتصالات عرضی را در آکریل‌آمید پلی‌مریزه شده ایجاد می‌کند،
4- میزان 500 میکرولیتر آمونیوم پرسولفات
 10 درصد (1/0 گرم از آن در یک میلی‌لیتر آب دوبار تقطیر) 
5- درست قبل از ریختن ژل، به محلول اضافه شد، این ماده رادیکال‌های آزاد موردنیاز برای پلی‌مریزاسیون ایجاد می‌کند،
6- میزان 30 تا 35 میکرولیتر TEMED
 بلافاصله قبل از ریختن ژل برای سریع‌تر بسته شدن ژل به‌عنوان کاتالیزور استفاده شد، هرچه مقدار مورداستفاده بیشتر باشد، ژل سریع‌تر بسته می‌شود اما شکننده‌تر نیز خواهد بود.
تمام مواد اشاره‌شده به‌جز TEMED و APS درون بشر ریخته می‌شوند و پس از اضافه کردن TEMED و APS کمی هم زده‌شده و به کمک سرنگ مخصوص در قالب مخصوص ژل تزریق شد. سپس یک ساعت زمان داده شد تا ژل بسته شود پس‌ازآن شانه‌ها را به‌آرامی خارج نموده و چاهک‌های تشکیل‌شده توسط بافر TBE با سرنگ شستشو داده شد تا قسمت‌های اضافی ژل و بخشی از ژل که پلی‌مریزه نشده باقی می‌ماند کاملاً شسته شوند. در صورت عدم شستشوی کافی درروند حرکت قطعات DNA در ژل خلل ایجاد خواهد شد.
در مرحله‌ی بعد محصول واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز به میزان 7 میکرولیتر همراه با 5/1 میکرولیتر بافر بارگذاری مخلوط و درون چاهک ژل عمودی بارگذاری شد. به‌منظور تعیین اندازه‌ی قطعات DNA از سایز مارکر
 bp100 به میزان 8/0 میکرولیتر استفاده شد.
پس از بارگذاری تمام نمونه‌ها، درپوش دستگاه وصل و مولد با ولتاژ 160 و توان 2500 به مدت 5/2 الی 3 ساعت تنظیم شد. پس از اتمام زمان داده‌شده به‌منظور مشاهده‌ی قطعات DNA درون ژل، رنگ‌آمیزی ژل صورت گرفت.
رنگ‌آمیزی ژل اکریل‌آمید
در کلیه‌ی مراحل با استفاده از آب دوبار تقطیر حجم محلول‌ها به 600 سی‌سی رسانده شد و رنگ‌‌آمیزی به‌صورت زیر انجام گرفت:
برای جداسازی ژل آکریل‌آمید، ژل به همراه هر دو شیشه‌ درون محلول تثبیت‌کننده
 قرار گرفت و به مدت 2 دقیقه تکان
 داده شد.
ترکیبات محلول تثبیت‌کننده:
- حجم60 سی‌سی اتانول 10%،
- حجم 3 سی‌سی اسید‌استیک 5/0%،
سپس ژل به محلول رنگ‌آمیزی
 منتقل و بسته به تازه یا کهنه بودن بافر بین 3 تا 5 دقیقه تکان داده شد.
ترکیبات محلول رنگ‌آمیزی:
- حجم 60 سی‌سی اتانول 10%،
- حجم 3 سی‌سی اسید‌استیک 5/0%،
- وزن 2/1 گرم نیترات نقره (غلظت نهایی 2/0%)،
ژل به‌آرامی خارج شد و با آب مقطر دوبار تقطیر شستشو داده شد،
ژل در محلول ظاهر کننده
 قرار گرفت و تا هنگامی‌که باندها مشاهده شوند تکان داده شد.
ترکیبات محلول ظاهر کننده:
-18 گرم هیدروکسید سدیم،
-3 سی‌سی فرمالدئید 5/0%،
پس از ظهور باندها برای جلوگیری از تیرگی و ناخوانا شدن، ژل با آب مقطر شستشو داده شد، به‌وسیله‌ی دوربین عکس از ژل گرفته شد.
تجزیه و تحلیل داده‌های مولکولی
به منظور تجزیه و تحلیل باند‌ها می‌بایست اندازه‌ی باند‌ها مشخص شود که از نرم افزار   UV docاستفاده شد. به دلیل نبود نرم‌افزار مناسب برای گیاهان تتراپلوئید محاسبات به‌صورت دستی انجام شد. برای این‌کار از روش‌های ژنتیک مندلی استفاده شد. ابتدا لوکوس‌های پلی‌مورف تعیین و با توجه به باند‌های بدست‌آمده رابطه‌ی بین 9 درخت والدی 101B تا 109B با 38 درخت فرزندی تعیین گردید. در این راستا میزان انتقال‌پذیری آغازگر‌ها، شایستگی نسبی درختان والدی و ژن‌های احتمالی مرتبط با یخبندان تعیین گردیدند.
تجزیه خوشه‌ای
در این تحقیق به‌منظور تعیین روابط خویشاوندی بین درخت ‌های مورد بررسی از تجزیه‌ی خوشه‌ای که اساسی‌ترین روش برای تعیین درجه شباهت بین نمونه‌ها می‌باشد، استفاده شد. در این تحقیق برای محاسبه‌ی فاصله‌ها از نرم‌افزار SAS با روش جاکارد استفاده شد و خوشه‌بندی به روشUPGMA  در محیط   SASانجام شد.
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