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 کشعلفدر ایجاد مقاومت سطح بالا به  آسپاراژین-۱۴۰۲-ایزولویسیننقش جهش 

 (Avena ludovicianaهای یولاف وحشی زمستانه )پروپارژیل در توده-کلودینافوپ
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 سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، تهران، ایران پزشکی کشور،موسسه تحقیقات گیاه -2ه کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکد -1
 گروه بیوتکنولوژی و به نژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد -3 

 2/8/31افت: یخ دریتار

 2/2۱/31رش: یخ پذیتار

 چکیده

( به ACCaseی بازدارنده استیل کوآنزیم آ کربوکسیلاز )هاکشعلفباشد. میایران ساز مزارع گندم هرز مهم و مشکلهاییکی از علف زمستانه یولاف وحشی

به منظور ست. شده ا هاکشعلفهرز به این گروه از شوند. این روند باعث بروز مقاومت این علفبرای کنترل یولاف وحشی در ایران استفاده می طور وسیعی

گرم ماده موثره در  46برابر مقدار توصیه شده ) 32تا  1مقدار )از  11پاسخ با -آزمایش دوز، (EC 8%پروپارژیل )-کلودینافوپ کشعلفسطح مقاومت به بررسی 

ارزیابی مکانیسم مقاومت همچنین جهت  انجام شد. های فارس و خوزستانآوری شده از استانتوده یولاف وحشی مقاوم و یک توده حساس جمع 11هکتار(( روی 

، M2 ،M3پروپارژیل در سه توده -پاسخ سطح مقاومت به کلودینافوپ-استفاده شد. بر اساس نتایج آزمایش دوز dCAPSو  CAPSمبتنی بر محل هدف از روش 

S4  از فارس و تودهR5 برابر مقدار توصیه شده نیز کنترل نشدند. شاخص مقاومت در  32ها حتی با کاربرد مقدار از خوزستان بسیار بالا بود. به طوری که این توده

( به 11-1از فارس نیز مقاومت متوسطی ) F3و  M1 ،S1 بود. سه توده 33/21( بیش از AN13در توده ها بر اساس بالاترین شاخص برآورد شده )این توده

های مقاوم شناسایی شد. آسپاراژین در توده-2161-لویسین و ایزولویسین-1۸۷1-نشان دادند. بر اساس نتایج آزمایش مولکولی، دو جهش ایزولویسین کشعلف

به همراه شش توده از فارس  R5آسپاراژین و در توده -2161-جهش ایزولویسین R5و  M2های پاسخ و مولکولی نشان داد که در توده-ارزیابی نتایج آزمایش دوز

لویسین رخ داده است. این اولین گزارش وجود همزمان این دو جهش در -1۸۷1-از خوزستان جهش ایزولویسین AN13و توده  S1 ،S2 ،S3 ،S4 ،ES1شامل 

پروپارژیل داشتند که با توجه به -به کلودینافوپمقاومت بسیار بالایی  R5و  M2های باشد. نکته قابل توجه این بود که تودهیک توده یولاف وحشی در دنیا می

های دیگر کشپروپارژیل و احتمالاً علف-کلودینافوپ کشعلفآسپاراژین مرتبط با بروز مقاومت سطح بالا به -2161-جایگزینی ایزولویسین ی موجود،هاگزارش

 باشد.ها در یولاف وحشی میاز خانواده فوپ

 کشعلف، شاخص مقاومت، مقاومت به dCAPSو  CAPS های، روشACCaseبازدارنده ی کلیدی: هاواژه
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 مقدمه

 (، .Avena ludoviciana Durieuیولاف وحشی )

 ( و چچم یکساله .Phalaris sppعلف خونی )

(Lolium rigidum Gaudin. از تيره گندميان، از )

ساز غالب در غلات هستند و عدم کنترل هرز مشکلهایعلف

ای در گندم ها سبب افت عملکرد قابل ملاحظهمناسب آن

به دليل وحشی  (. یولافBaghestani et al., 2009شود )می

زنی متناوب و قابليت دوام بذر آن رقابت با گياه زراعی، جوانه

تهدیدی جدی برای عملکرد گياه زراعی در بانک بذر مزرعه، 

 (. Owen & Powles, 2009شود )از نظر اقتصادی محسوب می

یی بازدارنده استيل کوآنزیم آ کربوکسيلاز هاکشعلف

(ACCaseاز زمان معرفی ) به طور گسترده  2398شان در سال

ها و به خصوص یولاف وحشی در برای کنترل باریک برگ

  ;Adamczewski et al., 2013) انددنيا استفاده شده

Powles & Yu, 2010.) هرز هایکارآیی بالا بر عليه علف

به  هاکشعلفبرگ و امکان مصرف این گروه از باریک

صورت پس رویشی در گياهان زراعی مختلف از عوامل مهم 

های گذشته ها طی سالتأثيرگذار در استفاده گسترده آن

(. اما، تکيه Cruz-Hipolito et al., 2015شود )محسوب می

منجر به تکامل  هاکشعلفبيش از اندازه روی این گروه از 

تاکنون (. Delye, 2005هرز شده است )هایمقاومت در علف

مورد یولاف وحشی مقاوم در دنيا ثبت شده است که  99

 ACCaseهای بيشتر موارد مربوط به مقاومت به بازدارنده

(. در ایران، اولين مورد مقاومت به Heap, 2017) باشندمی

در یک توده یولاف وحشی جمع  2989در سال  هاکشعلف

-پی-فنوکساپروپ کشعلفآوری شده از استان فارس به 

های . پس از آن گزارش(Zand et al., 2004اتيل گزارش شد )

هرز باریک برگ شامل یولاف هایمتعدد از مقاومت علف

ی بازدارنده هاکشعلفوحشی، علف خونی و چچم به 

ACCase های فارس، اصفهان، گلستان، در مزارع گندم استان

 ;Elahifard, 2005لرستان، ایلام و خوزستان ثبت شد )

Rastgoo, 2007; Benakashani, et al., 2006; Gherekhloo, 

2008; Sasanfar, et al., 2009a,b .) 

م مقاومت در ترین مکانيسمکانيسم مبتنی بر محل هدف متداول

باشد که باعث بروز مقاومت با درجه بالاتری هرز میهایعلف

(. نتایج بسياری Hochberg et al., 2009شود )می کشعلفبه 

 ACCaseاز مطالعات روشن کرده است که در بيشتر موارد 

)به دليل وقوع یک جهش( مسئول  کشعلفغيرحساس به 

 ;Shukla et al., 1997باشد )ها میکشبرگمقاومت به باریک

Seefeldt, 1996; Gherekhloo, et al., 2012 2۱(. تاکنون 

، ۱198، ۱112، ۱1۱9، 2333، 2982جهش در هفت موقعيت )

ژن پلاستيدی  کربوکسيلاز ترانسفرازدامنه  ( در۱132و  ۱188

کشف شده است که با ایجاد تغيير در  ACCaeکد کننده آنزیم 

در  هاکشعلفبه مقاومت به  منجر ACCaseساختمان آنزیم 

  ,Liu et al. 2007) شوندبرگ میهرز باریکهایعلف

Yuan et al., 2015توانند الگوهای های مختلف می(. جهش

 ی هاکشعلفمقاومت عرضی گوناگونی در ميان 

 (.Jang et al., 2013ایجاد کنند ) ACCaseبازدارنده 

 سرین/سيستئين-2333-های تریپتوفانبه طور کلی، جهش 

 (Trp-1999-Ser/Cysپتوفان تری   سيستئين--۱1۱9(، 

(Trp-2027-Cysایزولویسين ،)-آسپاراژین/والين -۱112 

(Ile-2041-Asn/Val) آلانين/سرین-۱132-و گلایسين  

(Gly-2096-Ala/Ser تنها سبب ایجاد مقاومت به یک یا چند )

 شوند، در حالی کهمی از خانواده فوپ کشعلف

  لویسين/والين/تریپتوفان-2982-ها در ایزولویسينجانشينی 

(Ile-1781-Leu/Val/Thrآسپارتات ،)-گلایسين -۱198 

(Asp-2078-Glyو سيستئين ) -آرژنين -۱188  

(Cys-2088-Arg باعث بروز مقاومت به همه )ی هاکشعلف

 شود ها و دن میها، دیمشامل فوپ ACCaseبازدارنده 

(Jang et al., 2013; Powles & Yu, 2010.) 

در جهت شناسایی مکانيزم مقاومت مبتنی بر محل هدف 

در  dCAPSو  CAPSها مولکولی نظير استفاده از روش

 به قادر هاهای اخير رو به گسترش بوده است. این روشسال
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باشند می هتروزایگوس و هموزایگوس هایبوته بين تشخيص

هستند.  الکتروفورز و آنزیمی ، هضمPCRمرحله  و شامل سه

باشند با این تفاوت که در هر دو روش بسيار شبيه هم می

 دو از یکی در ایپایه تغيير چند یا یک ایجاد با dCAPSروش 

 ناحيه تشخيص ، امکانCAPSمورد استفاده در روش پرایمر

 شده وحشی ميسر و یافته جهش DNA توالی  برای شده هضم

 (.Barth et al., 2002; Kaundun & Windass, 2006ت )اس

مبنای مولکولی  .Rastgoo et al  (2006) در یک آزمایش

مطالعه  dCAPSمقاومت در یولاف وحشی را با استفاده روش 

توده یولاف  23کرد. نتایج این پژوهش، بروز مقاومت در 

را  2982توده جهش  21ها از این توده وحشی را نشان داد، که

 ها مقاومت به واسطه جانشينی شداشتند. بر اساس گزار

Ile-1781-Leu  منجر به مقاومت عرضی به هر دو گروه

ی خانواده فوپ و دیم، به استثنای کلتودیم هاکشعلف

بيان کرد که  Liu et al. (2007). (Yu et al. 2007)شود می

ی هاکشعلفمنجر به مقاومت به  Trp-2027-Cysجهش در 

باعث مقاومت به  Asp-2078-Glyفوپ و تغيير در

شود. در ی فوپ و دیم و همچنين کلتودیم میهاکشعلف

های روی توده dCAPSمطالعه دیگر با استفاده از روش 

آوری شده از استان فارس، هيچ یک از فالاریس جمع

آنزیم  2982های مورد بررسی جهشی در موقعيت توده

ACCase ۱1۱8یا  ۱1۱9ها در مکان نداشتند، اما سایر جهش 

-(. کروزGherekhloo et al. 2012یا هر دو تایيد شد )

( نيز با بررسی مبنای مولکولی مقاومت در یک ۱121هيپوليتو )

-Asp و  Ile-1781-Leuایهای نقطهبيوتيپ فالاریس جهش

2078-Gly  را شناسایی کرد(Cruz-Hipolito et al., 2015) .

ی هاکشعلفها که سبب مقاومت به همه این جانشينی

 شود، پيش از این درخانواده فوپ، دیم و دن می

Durieu. Avena ludoviciana (Liu et al., 2007و ) 

 Lolium rigidum Gaudin. (Powles & Yu, 2010 نيز )

 .گزارش شده است

ی بازدارنده هاکشعلفبا توجه وضعيت بروز مقاومت به 

ACCase  در یولاف وحشی، آگاهی از الگوها و مکانيزم

از اهميت  هاکشعلفمقاومت در جهت مدیریت مقاومت به 

ای برخوردار است. از آنجا که مکانيزم مبتنی بر محل ویژه

های متفاوت، سبب الگوهای خاصی هدف بدليل وجود جهش

از بروز مقاومت در یولاف وحشی خواهند شد که مدیریت 

طلبد، از اینرو این آزمایش با هدف مخصوص به خود را می

قاومت بررسی سطح مقاومت و مطالعه مولکولی مکانيزم م

های مختلف یولاف وحشی مبتنی بر محل هدف در توده

های فارس و خوزستان انجام آوری شده از استانزمستانه جمع

 شد.

 هامواد و روش

دو بخش شامل   در 2931و  2939 هایسالطی  پژوهش این

تحقيقات بخش  پاسخ با گياه کامل در گلخانه-دوز آزمایش

)تهران( و  پزشکی کشورتحقيقات گياه هرز موسسههایعلف

بررسی مبنای مولکولی مقاومت در آزمایشگاه بخش بيولوژی 

 انجام ها در پژوهشکده بيوتکنولوژی کشاورزی )کرج(سيستم

  شد.

  گیاهي مواد

 یولاف هرزتوده علف 21شامل  پژوهش این گياهی مواد

 بود کشعلفبه  حساس توده یک و مقاوم زمستانه وحشی

 تحقيقات بخش نظارت با های گذشتهطی سال که، )2جدول )

 اساسبر وپژوهشگران  از جمعی همکاری و هرزهایعلف

های مشکوک به ی بذر تودهجمع آور شده تعيين معيارهای

 مزارع از ،(Beckie, et al., 2000) کشعلفمقاومت به 

ه بودند. لازم به آوری شدجمعهای فارس و خوزستان استان

های غربال اوليه، مقاومت به ذکر است که با انجام آزمایش

های آزمایش تأیيد پروپارژیل در توده-کلودینافوپ کشعلف

شده بود. توده حساس از مناطقی جمع آوری شد که تاکنون 

 در آن مناطق وجود نداشت. کشعلفای از مصرف سابقه

 

http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=3051-1&back_page=
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 .ي زمستانههای یولاف وحشبرداری تودهدر مزارع گندم مورد نمونه ۱۸۵۱-۵۸های ها طي سالکشبرگ. تاریخچه مصرف باریک۱جدول 

Table 1. A history of Graminicides usage during 2000-2006 at wheat farms where winter wild oat populations were collected. 

 

بذرهای  آزمایش ابتدا اجرای ازپيش  جهت رفع خواب بذر،

 از و کنیپوست دست توسط وحشی یولافهای توده

گراد به مدت یک سانتیدرجه  1سرمادهی مرطوب در دمای 

پس از سپری شدن  .(Beckie, et al., 2000) هفته، استفاده شد

های پلاستيکی به قطر به گلدان این زمان، بذرها جهت کشت

ميلی ليتر حاوی رس، شن، کود  111متر و حجم سانتی 2۱

های دامی پوسيده و پرليت به نسبت مساوی منتقل شدند. گلدان

ساعت  22ت شرایط کنترل شده با کشت شده در گلخانه تح

ساعت تاریکی در  8گراد و درجه سانتی ۱1روشنایی در دمای 

گراد قرار داده شدند و با مشاهده روزانه درجه سانتی 21دمای 

 نياز آبياری شدند.  در صورترطوبت سطح خاک و 

 پاسخ -دوز آزمایش

، های یولاف وحشیدر توده ارزیابی سطح مقاومتنظور به م

در تکرار  ششکامل تصادفی با طرح الب قدر ی آزمایش

های مختلف یولاف وحشی پس از ر تودهبذ .شدانجام گلخانه 

منتقل  کشت شده و به گلخانه در داخل گلدانرفع خواب 

 نظر در با گياهچهعدد  2۱تا  21هر گلدان ابتدا در در ند. شد

 متری ازسطحسانتی 1/2، و در عمق مناسب یفاصله گرفتن

از  پيش ،برای کاهش قدرت رقابتیاما . ندکشت شد خاک،

تيمار  شدند. تنکعدد  8به های داخل هر گلدان سمپاشی بوته

بوسيله  برگی یولاف وحشی ی دو تا سهکش در مرحلهعلف

( 1103دستگاه سمپاش ثابت اتوماتيک و مجهز به نازل )

ليتر در هکتار  298متحرک بادبزنی یکنواخت با حجم پاشش 

در معرض  توده یولاف وحشی 22 شد.بار انجام  ۱در فشار 

 (EC 8% پروپارژیل )تاپيک،-کلودینافوپ کشعلفاز  مقدار 21

برابر  9۱و  22،  8، 1، ۱، 2، 1/1، ۱1/1، 2۱1/1، 1شامل 

  .گرم ماده موثره در هکتار( قرار گرفتند 21ه )توصيه شد مقدار

از شمارش تعداد سمپاشی و بعد از  پسچهارم  یدر هفته

 های هر گلدان به صورتهای زنده هر توده، نمونهبوته

و پس از قرار گرفتن در دمای جداگانه از سطح خاک برداشت 

ها ساعت، وزن خشک آن 18گراد به مدت درجه سانتی 91

های وزن خشک اندام هوایی بوتهگيری شدند. بر اساس اندازه

بوته برای هر تک داخل هر گلدان، وزن خشک اندام هوایی

تيمار شده با  بوتهخشک تک درصد وزن و آمد توده بدست

کش از علفتيمار نشده با کش نسبت به شاهد خودش )علف

 محاسبه شد.همان توده( 

های واکنش به برای بدست آوردن شاخص مقاومت و منحنی

وزن مربوط به  یهادادههای مقاوم و حساس، دوز در توده

 Streibig et al., 1993( )2هار پارامتره )معادله چ با معادلهخشک 

Seefeldt et al., 1995; )شدند.  برازش دادهجستيک -لوگ 

Population Location Herbicide applied 

W/F-M1/85 Marv Dasht Clodinafop (6 years) 

W/F-M2/85 Marv Dasht Clodinafop (4 years), fenoxaprop (2 years) 

W/F-M3/85 Marv Dasht Clodinafop (4 years), fenoxaprop (2 years) 

W/F-M4/85 Marv Dasht Clodinafop (5 years), fenoxaprop (1 year) 

W/F-F3/85 Fasa Clodinafop (4 years), clodinafop + diclofop (1 year), fenoxaprop (1 year) 

W/F-S1/85 Sepidan Clodinafop (5 years) 

W/F-S2/85 Sepidan Clodinafop (3 years), fenoxaprop (2 years), fenoxaprop + difenzoquat (1 year) 

W/F-S3/85 Sepidan Clodinafop (2 years), diclofop (1 year) 

W/F-S4/85 Sepidan Clodinafop (3 years), fenoxaprop (2 years), fenoxaprop + difenzoquat (1 year) 

W/F-ES1/85 Estahban Clodinafop (2 years) 

W/Kh-AN6/84 Andimeshk Clodinafop (5 years), clodinafop + fenoxaprop (1 year), diclofop (1 year) 

W/Kh-AN9/84 Andimeshk Clodinafop (2 years), fenoxaprop (4 year), benzoylprop (1 year) 

W/Kh-AN13/84 Andimeshk Clodinafop (5 years), clodinafop + fenoxaprop (1 year) 

W/Kh-R5/84 Ramhormoz Clodinafop (6 years) 

W/Kh-SHT1/84 Shushtar Clodinafop (6 years) 

W/F-S(s)/85* Sepidan – 
 قرار نگرفته بود. کشعلفتوده حساس پيش از این در معرض کاربرد هيچ  *

* The susceptible population has never been treated with any herbicide. 
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50ED  11است که باعث کاهش  کشعلفیا دوزی از 

شود. باید درصدی وزن خشک بين حد بالا و پایين منحنی می

است، نيازی به  c ≠0به این نکته توجه کرد که هنگامی که 

 مطلق باشد، زیرا این دوز سبب کاهشنمی Zتوصيف پارامتر 

واقعی .50EDشود که برابر با درصدی در وزن خشک می 11

به زبان دیگر کاهش وزن خشکی که در یک ميزان  است.
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دهد و نياز است تا دوزی که این شاهد تيمار نشده را نشان می

دهد برآورد شود. این دوز به ميزان را تا نصف کاهش می

 50AEDشود و به صورت ه میميدنا “مطلق 50ED”عنوان 

توان آن را با استفاده از فرمول زیر از شود، که میمشخص می

 (: (Sasanfar et al., 2017 محاسبه کرد ۱معادله 
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های مختلف ( تودهR/Sسطح مقاومت )شاخص مقاومت: 

پروپارژیل، بر اساس نسبت -کلودینافوپ کشعلفنسبت به 

50AED  50توده مقاوم بهAED  ميزان توده حساس تعيين و

( با RIو شاخص مقاومت ) 50AEDخطای استاندارد برای 

تجزیه  (.Billingsley, 1986برآورد شد )استفاده از روش دلتا 

توسط  PROC NLMIXED از دستور با استفاده رگرسيون 

صورت گرفت. همچنين برای رسم  SAS Ver.9.4ر نرم افزا

 SigmaPlot Ver.12.5پاسخ از نرم افزار -های دوزمنحنی

 استفاده شد.

 آزمایش مولکولي

های مقاوم و حساس از جهت تعيين مکانيسم مقاومت در توده

استفاده شد. لازم به ذکر هست هر  dCAPSو  CAPSروش 

آزمایش دو مرتبه تکرار شد. این آزمایش شامل سه مرحله 

و در نهایت هضم آنزیمی  PCRهای ، واکنش DNAاستخراج

 (. Kaundun & Windass, 2006توسط آنزیم برش دهنده بود )

 DNAتخراج اس

یولاف  هایتوده نمونه برگ تازه از DNAبرای استخراج 

گلخانه پاسخ در -جهت آزمایش دوز هوحشی کشت شد

به این صورت که پس از گذشت سه هفته از  استفاده شد.

هایی که پس از کاربرد ، برگ جوان بوتهکشعلفکاربرد 

در مقدار توصيه شده یا بالاتر زنده باقی مانده  کشعلف

از  DNAاستخراج برداری انتخاب شدند. دند، جهت نمونهبو

دلاپورتا انجام شد  تغيير یافته روشبا استفاده از برگ گياه 

(Dellaporta et al., 1983) .های بعدی، جهت انجام آزمایش

DNA گراددرجه سانتی -۱1های استخراج شده در دمای 

 نگهداری شدند.

 DNAتعیین کمیت و کیفیت 

 ۱91/۱21و  ۱81/۱21های نسبت جذب طول موجبا سنجش 

های DNA دستگاه نانودراپ، خلوص و کميت توسط

کيفيت مناسب  اطمينان ازبرای . تعيين شد استخراج شده

DNA  ی از ، مقدارآنشکستگی عدم وDNA  روی ژل آگارز

نانوگرم  11به غلظت  هر توده DNAسپس  .شدالکتروفورز 

 شدند.استفاده  PCRکنش در ميکروليتر رقيق و برای وا

 (PCR) ای پلیمراززنجیره واکنش

ها در برای شناسایی جهش dCAPSو  CAPSدر این مطالعه از 

 ACCaseآنزیم  ۱188و  ۱198، ۱112، 2982چهار نقطه 

جفت از  dCAPSاستفاده شد. به این صورت که در روش 

برای شناسایی جایگزینی اسيد  NsiI1781f / NsiI1781rپرایمر 

 (Ile-1781-Leu) 2982آمينه لوسين بجای ایزولوسين در نقطه 

برای شناسایی  ACCF1/EcoRV2078r و از جفت پرایمر

  ۱198جایگزینی گلایسين بجای آسپارژین در جایگاه 

(Asp-2078-Gly.استفاده شد )  همچنين در روشCAPS  از
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سایی جایگزینی برای شنا ACCF1/ACCR1جفت پرایمر 

( Ile-2041-Asn) ۱112آسپارژین بجای ایزولوسين در جایگاه 

  ۱188و جایگزینی آرژنين بجای سيستئين در جایگاه 

(Cys-2088-Arg ) (.۱استفاده شد )جدول 

  Abiترمال سایکلردستگاه  استفاده ازبا  PCRواکنش 

(Veriti™ ) هر واکنش شدميکروليتر انجام  ۱1در حجم .

 1( با غلظت ۱از هر پرایمر )جدول  يکروليترم یکحاوی 

 ۱/2 ميلی مولار، 2MgCl ۱1 ميکروليتر از  ۱ميکرومولار، 

 PCRميکروليتر از 1/۱ميلی مولار،  dNTP  21ميکروليتر از

buffer10X، ۱ ميکروليتر ازDNA  11  ،نانوگرم در ميکروليتر

واحد و بقيه تا  Taq DNA polymerase  1ميکروليتر از ۱/1

. برنامه حرارتی بودميکروليتر نيز آب مقطر دیونيز  ۱1حجم 

درجه  31شامل یک مرحله واسرشت سازی اوليه در دمای 

سيکل که هر  91دقيقه و به دنبال آن  9گراد به مدت سانتی

سيکل خود از سه مرحله مجزا شامل واسرشت سازی در 

ه، اتصال آغازگر ثاني 91گراد به مدت درجه سانتی 31دمای 

ثانيه  91گراد به مدت سانتی درجه 21الگو در دمای به رشته 

گراد به مدت درجه سانتی 9۱و گسترش رشته جدید در دمای 

. آخرین مرحله شامل گسترش نهایی شدمی یک دقيقه تشکيل

برای . بوددقيقه  21گراد به مدت درجه سانتی 9۱در دمای 

ميکروليتر از محصول  1نظر،  اطمينان از تکثير قطعات مورد

PCR  ميکروگرم در  1/1درصد حاوی  ۱آگارز بر روی ژل

مورد الکتروفورز  TBE(1x) ليتر اتيدیوم بروماید در بافرميلی

و قطعات مورد نظر توسط دستگاه ژل داک مجهز  گرفت قرار

 مشاهده شد. UVبه اشعه 

 آنزیمي  واکنش هضم

های از آنزیم حساسهای مقاوم و به منظور تشخيص توده

به ترتيب برای  Eco47IIIو  NsiI ،EcoRV ،EcoRIبرشی 

 ، Ile-1781-Leu ،Asp-2078-Glyهای بررسی جهش

Ile-2041-Asn و Cys-2088-Arg  روی محصولPCR  مربوطه

هضم آنزیمی در حجم  هایواکنش(. 9استفاده شد )جدول 

ميکروليتر  21 انجام شد. بدین منظورميکروليتر  9۱نهایی 

ميکروليتر  ۱به ميکروتيوب منتقل شد و سپس ، PCRمحصول 

ميکروليتر بافر  PCR  ،۱ی مربوط به هر محصول آنزیم برش

10x اضافه شد. واکنش هضم  به آنميکروليتر آب دیونيزه  28 و

گراد انجام درجه سانتی 99ساعت در دمای  2به مدت آنزیمی 

درصد  ۱روی ژل آگارز و پس از آن محصول هضم آنزیمی 

 ليتر اتيدیوم بروماید در بافرميکروگرم در ميلی 1/1حاوی 

TBE(1x) و نتایج توسط دستگاه  گرفت مورد الکتروفورز قرار

 رویت شد. UVژل داک مجهز به اشعه 

 .dCAPSو  CAPSروش در  مورد استفادهپرایمرهای  .2جدول 

Table 2. Primers used in CAPS and dCAPS methods. 

Reference Method Sequence 5'-3' Primer 
Yu et al., 2007 CAPS for 2041and 2088 

CACAGACCATGATGCAGCTC 

CTCCCTGGAGTTGTGCTTT 
ACCF1 

ACCR1 

Kaundun and Windass, 2006 dCAPS for 1781 
CTGTCTGAAGAAGACTATGGCCG 

AGAATACGCACTGGCAATAGCAGCACTTCCATGCA 
NsiI1781f 

NsiI1781r 

Yu et al., 2007 dCAPS for 2078 
CACAGACCATGATGCAGCTC 

GCACTCAATGCGATCTGGATTTATCTTGATA 
ACCF1 

EcoRV2078r 

 

 .dCAPS ,CAPSدر روش  مورد استفادهی برشي هاآنزیم. ۸ جدول

Table 3. Restriction enzymes used in CAPS and dCAPS methods. 

Enzyme Commercial Isoschizomers Restriction Site Method Reference 

NsiI 
AvaIII, EcoT22I, Mph11031, 

Zsp2I 
5'-ATGCA^T-3' 
3'-T^ACGTA-5' 

dCAPS (1781) Kaundun and Windass 2006 

EcoRV Eco32I 
5'-GAT^ATC-3' 

3'-CTA^TAG-5' 
dCAPS (2078) Yu et al., 2007 

EcoRI FunII 
5'-G^AATTC-3' 

3'-CTTAA^G-5' 
CAPS (2041) Yu et al., 2007 

Eco47III AfeI, Aor51HI, FunI 
5'-AGC^GCT-3' 

3'-TCG^CGA-5 
CAPS (2088) Yu et al., 2007 
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 و بحث نتایج

 پاسخ-دوز آزمایش

( توانست به خوبی 2لجستيک استفاده شده )معادله -مدل لوگ

پاسخ وزن خشک یولاف وحشی را به افزایش دوزهای 

پروپارژیل توصيف کند. نتایج آزمایش -کلودینافوپ کشعلف

-کلودینافوپ کشعلفنشان داد که سطح مقاومت به 

های مختلف یولاف وحشی متنوع بود. پروپارژیل در ميان توده

پایين تر  در ميزانبطورکامل ( Sنتایج توده حساس )بر اساس 

گرم ماده موثره در هکتار(  21تا  9۱از توصيه شده )بين مقدار 

گرم  21کنترل شد. بطوری که در مقایسه با مقدار توصيه شده 

 28/9ماده موثره در هکتار، وزن خشک توده حساس تنها با 

روپارژیل پ-کلودینافوپ کشعلفگرم ماده موثره در هکتار 

 50AEDی هادرصد کاهش یافت. مقایسه ميزان 11به ميزان 

های مقاوم نشان داد که این پارامتر به طور برآورد شده توده

 (. 1داری بزرگتر از توده حساس بود )جدول معنی

-کلودینافوپ کشعلفبر اساس نتایج شاخص مقاومت به 

تغير بود. م >39/۱2تا  11/2ی مختلف از هاپروپارژیل در توده

بود. بر این اساس  1سطح مقاومت در شش توده پایين تر از 

ترین پایين 22/2و  11/2به ترتيب با  S3و  ES1ی هاتوده

شاخص مقاومت را به خود اختصاص دادند. همچنين 

به  AN9و  AN6 ،M4 ،S2های شاخص مقاومت در توده

 ،M1ی هابدست آمد. توده 11/9و  21/9، 11/9، 18/۱ترتيب 

S1  وF3  سطح مقاومت متوسطی داشتند. به طوری که

 ۱1/9، 89/1به ترتيب برابر با  هاشاخص مقاومت در این توده

 11مورد نياز برای کاهش  کشعلفبود. ميزان  ۱2/3و 

، 81/۱2، 11/28ها به ترتيب برابر با درصدی در این توده

گرم ماده موثره در هکتار بود. هر چند این  11/۱1و  ۱۱/۱۱

تر از دوز توصيه شده بودند اما باید به این نکته دوزها پایين

اشاره کرد که افزایش دوز تاثيری در کاهش بيشتر وزن خشک 

 9۱ها حتی در دوز طوری که این تودهداشت. بهها ناین توده

درصد از وزن خشک  11برابر توصيه شده نيز توانستند حدود 

ها بالاترین خود را نسبت به شاهد حفظ کنند. در ميان توده

و  AN13های شاخص مقاومت برآورد شده مربوط به توده

SHT1 به  هابود. به طوری که نسبت مقاومت در این توده

درصد کاهش  11برآورد شد.  11/23و  39/۱2برابر با  ترتيب

به  کشعلفها نسبت به شاهد بدون در وزن خشک این توده

گرم ماده موثره از  21/293و  1۱/219ترتيب در ميزان 

پروپارژیل حاصل شد. در ميان -کلودینافوپ کشعلف

های مورد آزمایش بر اساس وزن خشک، نسبت مقاومت توده

برآورد نشد و به نظر  S4و  M2 ،M3 ،R5ی هادر توده

 کشعلفها مقاومت بسيار بالایی به رسد این تودهمی

ها پروپارژیل داشته باشند. به طوری که این توده-کلودینافوپ

-کلودینافوپ کشعلفحتی در بالاترین ميزان استفاده 

گرم ماده  ۱118برابر ميزان توصيه شده( معادل  9۱پروپارژیل )

درصد وزن خشک  11کتار نيز توانستند بيش از موثره در ه

(. در نتيجه 2خود را نسبت به شاهد حفظ کنند )شکل 

قابل محاسبه نبود. به همين  هاشاخص مقاومت برای این توده

دليل سطح مقاومت در این چهار توده بيشتر از بالاترین 

 ( در این بررسی برای توده >39/۱2شاخص برآورد شده )

AN13 (.1ول بود )جد 

 آزمایش مولکولي

  CAPSروش 

 (Ile-2041-Asnآسپاراژین )-2۱0۱-جهش ایزولویسین

 ۱112بررسی وقوع جانشينی آسپاراژین با ایزولوسين در نقطه 

های یولاف وحشی با استفاده از جفت توده ACCaseآنزیم 

انجام شد. این پرایمرها توانستند به  ACCF1/ACCR1پرایمر 

های جفت بازی مورد نظر را در همه توده 13۱خوبی قطعه 

الف(. جهت شناسایی  ۱یولاف وحشی تکثير کنند )شکل 

گياهان حساس و مقاوم از نظر وقوع این جهش، نياز به هضم 

آنزیمی این قطعه با استفاده از آنزیم برشی بود. لذا در این 

 های مختلف یولاف حشی باتوده PCRت مرحله محصولا



 (۱) 2۱هرز هایعلف مجله دانش(/ 2931) و همکاران فرساسان                                                                            211

     
توده  ۱۸کاهش در وزن خشک  ٪۸۱استفاده شده برای محاسبه مقدار مورد نیاز برای  لجستیک-شاخص مقاومت و پارامترهای مدل لوگ .0جدول 

 .پروپارژیل-کلودینافوپ کشعلف( به S( و یک توده حساس )Rیولاف وحشي مقاوم )

Table 4. Parameters of the log-logistic equation used to calculate the herbicide dose required for 50% reduction in the dry 

weight (AED50) of 15 resistant (R) and one susceptible (S) biotypes of winter wild oat to clodinafop-propatgyl. 

Population Upper limit (d) Lower limit (c) Slope (b) 
AED50

a  

(g ai ha-1) 
RIb 

M1 0.17 (0.003)c 0.07 (0.002) 1.73 (0.190) 42.18 (5.622) 5.87 (0.872)  

M2 0.22 (0.006) 0.14 (0.005) 0.97 (0.227) > 2048d >21.93 

M3 0.17 (0.004) 0.09 (0.002) 3.55 (0.82) > 2048  >21.93 

M4 0.21 (0.004) 0.08 (0.002) 3.23 (0.387) 21.85 (1.392) 3.04 (0.277) 

S1 0.23 (0.004) 0.11 (0.002) 3.44 (0.635) 51.99 (8.989) 7.24 (1.338) 

S2 0.26 (0.006) 0.11 (0.002) 2.62 (0.350) 22.22 (2.407) 3.10 (0.391) 

S3 0.27 (0.007) 0.11 (0.003) 3.77 (1.570) 10.74 (1.340) 1.50 (0.211) 

S4 0.25 (0.007) 0.13 (0.003) 3.21 (0.675) > 2048  >21.93 

F3 0.21 (0.006) 0.09 (0.003) 1.88 (0.308) 66.13 (8.598) 9.21 (1.340) 

ES1 0.15 (0.003) 0.03 (0.001) 2.42 (0.241) 11.89 (0.570) 1.66 (0.134) 

AN6 0.18 (0.007) 0.05 (0.003) 2.02 (0.453) 18.55 (2.264) 2.58 (0.357) 

AN9 0.17 (0.005) 0.06 (0.002) 2.22 (0.425) 25.44 (3.279) 3.54 (0.512) 

AN13 0.21 (0.006) 0.08 (0.005) 0.89 (0.156) 157.42 (44.674) 21.93 (6.385) 

R5 0.12 (0.006) 0.08 (0.003) 1.38 (0.601) > 2048 >21.93 

SHT1 0.15 (0.005) 0.06 (0.004) 1.09 (0.198) 139.60 (31.065) 19.45 (4.509) 

Se 0.50 (0.007) 0.05 (0.004) 1.04 (0.088) 7.18 (0.468) - 
a 

50AED  شودمی واقعی وزن خشکدرصد  11است که باعث کاهش  کشعلفدوزی از. 

b داری شاخص مقاومت میمقدارهای مشخص شده به صورت پر رنگ نشان دهنده معنیمقاومت،  شاخص( باشدRI > 1.) 

c باشند.های داخل پرانتز ميزان خطای استاندارد میمقدار 

d 50درصد بود، از اینرو  11کمتر از  پروپارژیل-کلودینافوپ مصرف شدههای کاهش وزن خشک در دامنه دوزAED .برآورد نشد 
e  توده حساس 

a AED50 is the dose of herbicide causing absolute 50% reduction in dry weight. 
b Resisance index, values shown in bold indicate herbicide resistant populations as determined by a significantly RI > 1. 
c Values in parentheses indicate standard error. 
d Shoot dry weight reductions were less than 50% over the range of clodinafop-propargyl application rates, thus the AED50 was not estimable. 
e Susceptible biotype 

 

 

 

، مورد هضم آنزیمی قرار EcoR1استفاده از آنزیم برشی 

گرفتند. در برش آنزیمی صورت گرفته بوسيله این آنزیم 

 -۱112گياهان هموزیگوت مقاوم حمل کننده دو آلل 

دارند. این  جفت بازی 13۱آسپاراژین، تک باند هضم نشده 

در حالی است که گياهان حساس هموزیگوت با دو آلل 

 ۱8۱و  ۱18ایزولویسين، دارای دو باند هضم شده -۱112

باشند. همچنين گياهان هتروزیگوت مقاوم که می جفت بازی

 آسپاراژین و  -۱112های حمل کننده هردو آلل

 دهند ایزولویسين هستند، هر سه باند را نشان می-۱112

(Yu et al., 2007)  ب(. ۱)شکل 

 PCRنتایج حاصل از برش آنزیمی قطعه تکثير شده در مرحله 

ی مختلف یولاف وحشی نشان داد که در دو توده سه هاتوده

شود. به این صورت که بر اساس نتایج، باند مشاهده می

از خوزستان هر دو با دادن یک  R5از فارس و  M2های توده

جفت بازی همراه با دو باند هضم شده  13۱باند هضم نشده 

-حمل کننده جهش ایزولویسين جفت بازی ۱8۱و  ۱18

های یولاف وحشی دارای باشند. سایر تودهآسپاراژین می-۱112

بودند و از این نظر  جفت بازی ۱8۱و  ۱18دو باند هضم شده 

تی نداشتندکه نشان از عدم وقوع این ( تفاوSبا توده حساس )

 ب(. ۱)شکل  دارد ACCaseجهش در این نقطه از آنزیم 
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(، M1-M4جمع آوری شده از مزارع مرودشت )( Sتوده یولاف وحشي مقاوم و حساس ) ۱۸پروپارژیل بر وزن خشک -. تاثیر کلودینافوپ۱شکل 

 .پاسخ-در آزمایش دوز( R5( و رامهرمز )AN6, AN9, AN13)  اندیمشک (،SHT1شوشتر ) (،ES1استهبان ) (،S1-S4(، سپیدان )F3فسا )

 دهد.نشانه میانگین شش تکرار را نشان میهر 

Figure 1. Effect of clodinafop-propargyl on dry weight of 15 resistant (R) and susceptible (S) biotypes of wild oat collected 

from the fields of Marvdasht (M1-M4), Fasa (F3), Sepidan (S1-S4) Estahban (ES1), Shushtar (SHT1), Andimeshk (AN6, 

AN9, AN13) and Ramhormoz (R5) in dose-response bioassay. 

Each symbol represents the mean of six replicates. 

 

 

 

 (Cys-2088-Argآرژنین )-2۱۵۵-جهش سیستئین

ها شرح داده شد، جهت طور که در بخش مواد و روشهمان

آرژنين از جفت -۱188-بررسی احتمال وقوع جهش سيستئين

 PCRاستفاده شد. محصول   ACCF1/EcoRV2078rپرایمر 

جفت بازی بود که در همه  13۱این پرایمرها یک قطعه 

 های یولاف وحشی آزمایش به خوبی تکثير شد توده

حاصل از این قطعه در  PCRالف(. سپس محصول  9)شکل 

مورد هضم آنزیمی  Eco47IIIتوسط آنزیم برشی  هر توده،

 قرار گرفت.
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در آسپاراژین -2۱0۱-)ب( برای شناسایي جهش ایزولویسین EcoR1برشي  آنزیم از استفاده آنزیمي با )الف( و هضم PCR محصول . نتایج2شکل 

 .یولاف وحشي هایتوده

SS  بيوتيپ حساس هموزیگوت وRS دهد.بيوتيپ مقاوم هتروزیگوت را نشان می 

Figure 2. Results of PCR product (A) and enzyme digestion with EcoR1 (B) to identify Ile-2041-Asn mutaion in wild oat 

biotypes. 

SS shows the susceptible homozygote biotype and RS shows the resistance heterozygote biotype. 
 

 

 

 

 

 

نتایج هضم آنزیمی در گياهان هموزیگوت حساس حمل 

سيستئين، دارای یک باند هضم نشده -۱188کننده دو آلل 

مشاهده خواهد شد. در حالی که گياهان  جفت بازی 13۱

آرژنين دو باند -۱188هموزیگوت مقاوم محتوی دو آلل 

را نشان می دهند. در  جفت بازی 912و  212هضم شده 

-۱188حالی که گياهان هتروزیگوت حمل کننده هر دو آلل 

 13۱آرژنين، هر سه باند )هضم نشده -۱188سيستئين یافته و 

جفت بازی( را نشان  912و  212جفت بازی و هضم شده 

 (.Yu et al., 2007) دهندمی

، در هيچ Eco47IIIبر اساس نتایج حاصل از برش آنزیمی 

های یولاف وحشی مورد آزمایش باندهای هضم یک از توده

ی هاجفت بازی مشاهده نشد و همه توده 212و  912شده 

را نشان  جفت بازی 13۱یولاف وحشی یک باند هضم نشده 

های مختلف رسد تودهب(. از اینرو به نظر می 9)شکل  دادند

آرژنين باشند و از -۱188-یولاف وحشی فاقد جهش سيستئين

 این نظر مشابه توده حساس هموزیگوت بودند.

  dCAPSروش 

 (Ile-1781-Leuلویسین )-۱8۵۱-جهش ایزولویسین

لویسين در -2982-جهت بررسی وقوع جهش ایزولویسين

 ی یولاف وحشی مور آزمایش، نياز به تکثير هاتوده

 جفت بازی توسط پرایمرهای 221قطعه 

NsiI1781f/NsiI1781781r  بود. نتایج این آزمایش نشان داد

که پرایمرهای مربوطه توانستند قطعه مورد نظر را در همه 

(. پس 1های یولاف وحشی به خوبی تکثير کنند )شکل توده

هضم آنزیمی روی قطعه مورد  جهت Nsi׀از آن آنزیم برشی 

برشی توانایی  نظر مورد استفاده قرار گرفت. این آنزیم

شناسایی گياهان مقاوم هموزیگوت و هتروزیگوت و گياهان 

 حساس را دارد. به این صورت که در هضم آنزیمی توسط 

492 bp 
 
 

282 bp 
 

208bp 

492 bp 
(A) 

(B) 
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 این آنزیم برشی، گياهان هموزیگوت حساس دارای آلل

جفت بازی،  291ه ایزولویسين، تک باند هضم شد-2982

لویسين، تک باند -2982گياهان هموزیگوت مقاوم دارای آلل 

جفت بازی و گياهان هتروزیگوت دارای هر  221هضم نشده 

لویسين، هر دو باند هضم -2982ایزولویسين و -2982دو آلل 

هضم شده جفت بازی 291جفت بازی و تک باند  221نشده 

 (.Kaundun and Windass, 2006را نشان می دهند )

نتایج حاصل از مطالعه جانشينی لوسين به جای ایزولوسين در 

بر روی  ACCaseدامنه کربوکسيلارانسفراز آنزیم  2982نقطه 

های مختلف یولاف وحشی نشان داد که وقوع این جهش توده

توده اتفاق افتاده است. بر اساس نتایج حاصل از هضم  9در 

و  S1 ،S2 ،S3 ،S4های های مقاوم و حساس تودهآنزیمی توده

ES1 های از فارس و تودهAN13  وR5  از خوزستان دارای دو

 1باشند )شکل یجفت بازی م 221جفت بازی و  291باند 

ها ، این تودهNsi׀ب(، که با توجه به الگوی برشی آنزیم 

ها جهش باشند و احتمالا در آنمقاوم هتروزیگوت می

رخ داده است. البته  2982ایزولویسين به لویسين در نقطه 

هایی که در آزمایش نتایج مطالعه مولکولی روی سایر توده

-هش ایزولویسينپاسخ مقاوم بودند نشان داد که ج-دوز

ها ها رخ نداده است. زیرا این تودهلویسين در این توده-2982

(M1 ،M2 ،M3 ،M4 ،F3 ،AN6 ،AN9  وSHT1 همانند )

جفت بازی را  291( تنها یک باند هضم شده Sتوده حساس )

نشان دادند که حاکی از عدم وقوع جهش مذکور در این نقطه 

ها از نظر وقوع این هب(. بنابراین این تود 1باشد )شکل می

 جهش حساس هموزیگوت بودند.

 

 
 
 

 

 

در آرژنین -2۱۵۵-)ب( برای شناسایي جهش سیستئین Eco47IIIبرشي  آنزیم از استفاده آنزیمي با )الف( و هضم PCR . نتایج محصول۸شکل 

 .یولاف وحشي هایتوده

SS دهد.بيوتيپ حساس هموزیگوت را نشان می 

Figure 3. Results of PCR product (A) and enzyme digestion with EcoR1 (B) to identify Cys-2088-Arg mutaion in wild oat 

biotypes. 

SS shows the susceptible homozygote biotype. 
 
 

 
 
 
 

 

 492 bp 

492 bp 
(A) 

(B) 
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لویسین در -۱8۵۱-)ب( برای شناسایي جهش ایزولویسین Nsi׀برشي  آنزیم از استفاده آنزیمي با )الف( و هضم PCR محصول . نتایج0شکل 

 .یولاف وحشي هایتوده

SS  بيوتيپ حساس هموزیگوت وRS دهد.بيوتيپ مقاوم هتروزیگوت را نشان می 

Figure 4. Results of PCR product (A) and enzyme digestion with EcoR1 (B) to identify Ile-1781-Leu mutation in wild oat 

biotypes. 
SS shows the susceptible homozygote biotype and RS shows the resistance heterozygote biotype. 

 
 
 

 

 
 

 

 

 (Asp-1781-Glyگلایسین )-2۱8۵-آسپارتات

که  ACCaseآنزیم  ۱188جهت بررسی وقوع جهش در کدن 

شود، ابتدا از می آسپارتاتمنجر به جانشينی گلایسين به جای 

جهت تکثير یک قطعه   ACCF1/ EcoRV2078rجفت پرایمر 

جفت بازی استفاده شد. نتایج نشان داد که این پرایمرها  919

های یولاف وحشی به خوبی توانستند این قطعه را در همه توده

الف(. سپس با استفاده از  1مورد آزمایش تکثير کند )شکل 

هضم آنزیمی انجام  PCRروی محصول  EcoRVآنزیم برشی 

های مقاوم و حساس فراهم شود. هشد تا امکان شناسایی تود

نتيجه هضم قطعه تکثير شده توسط آنزیم برشی مربوطه در 

، یک آسپارتاتهای های حساس هموزیگوت دارای آللتوده

های باشد. در مقایسه تودهجفت بازی می 9۱9باند هضم شده 

های گلایسين یک باند هضم هموزیگوت مقاوم حمل کننده آلل

دو آلل  می دهند. اما گياهان دارای هرجفت بازی  919نشده 

 919و  9۱9و مقاوم گلایسين هردو باند  آسپارتاتحساس 

 (. Yu et al., 2007جفت بازی را دارند )

های مختلف یولاف وحشی نشان نتایج هضم آنزیمی روی توده

 9۱9های آزمایش یک باند هضم شده داد که در همه توده

ها باند هضم نشده توده جفت بازی مشاهده شد و هيچ یک از

ب(. از اینرو به نظر  1جفت بازی را نداشتند )شکل  919

های یولاف وحشی وقوع جهش رسد در هيچ یک از تودهمی

ها از گلایسين رخ نداده است و همه توده-۱198- آسپارتات

باشند و تفاوتی با توده حساس این نظر هموزیگوت حساس می

 ندارند. از نظر وقوع جهش در این نقطه

165 bp 

130 bp 

 

165 bp 

(A) 

(B) 
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گلایسین در -2۱8۵-آسپارتات )ب( برای شناسایي جهش  EcoRVبرشي  آنزیم از استفاده آنزیمي با )الف( و هضم PCR محصول . نتایج۸شکل 

 .یولاف وحشي هایتوده

SS دهد.بيوتيپ حساس هموزیگوت را نشان می 

Figure 5. Results of PCR product (A) and enzyme digestion with EcoR1 (B) to identify Asp-2078-Gly mutaion in wild oat 

biotypes. 

SS shows the susceptible homozygote biotype. 
 

 بحث

 ای سطح مقاومتبه طورکلی با توجه به نتایج آزمایش گلخانه

های یولاف پروپارژیل در توده-کلودینافوپ کشعلفبه 

داری بالاتر از توده حساس بود. وحشی مقاوم بطور معنی

های مختلف در این آزمایش سطح مقاومت ایجاد شده در توده

کند های موجود به این نکته اشاره میبه همراه سایر گزارش

به  ACCaseی بازدارنده هاکشعلفکه فشار انتخاب کاربرد 

ها در گندم منجر به تکامل و افزایش سطح مقاومت ویژه فوپ

های یولاف وحشی جمع در توده هاکشعلفبه این گروه از 

های فارس و خوزستان شده است. آوری شده از استان

  برابر 9۱ا کاربرد ها حتی بطوری که برخی تودهبه

 نيز کنترل نشدند. کشعلفتوصيه شده مقدار 

 Sasanfar et al. (2009) کردند که سطح مقاومت  نيز گزارش

-کلودینافوپ کشعلفدر دو توده یولاف وحشی به 

 21۱1پروپارژیل بسيار بالا بود به طوری که حتی با کاربرد 

-کلودینافوپ کشعلفگرم ماده موثره در هکتار از 

ها مانی در برخی از تودهپروپارژیل، کاهش وزن خشک و زنده

نيز با بررسی (. .Uludag et al 2007)). ددرصد بو 11کمتر از 

( .Avena sterilis Lوحشی )های یولاف مقاومت عرضی توده

توده(،  ۱1توده )از  9ت متحده گزارش کردند که در ایالا

اتيل و کلودینافوپ -پی-مقاومت عرضی به فنوکساپروپ

اتيل بالاتر -پی-دارند. اما سطح مقاومت برای فنوکساپروپ

ای دیگر نشان ( در مطالعه۱118اولوداگ و همکاران )بود  

توده یولاف وحشی به  1که شاخص مقاومت در  دادند

اتيل، -پی-)فنوکساپروپ ی خانواده فوپهاکشعلف

برابر  1تا  ۱تفوریل( -پی-و کویيزالوپمتيل -متيل-دیکلوفوپ

(. سطح مقاومت بالا ,.Uludag et al 2008) توده حساس بود

های یولاف وحشی توسط ی فوپ در تودههاکشعلفبه 

323 bp 

353 bp (A) 

(B) 
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 ;Mansooji et al. 1992محققين دیگر نيز گزارش شده است )

 Seefeldt et al. 1994.)  

های پاسخ و مولکولی و گزارش-با مقایسه نتایج آزمایش دوز

 توان به این نکته اشاره کرد که وقوع جهشمتعدد می

 Ile-1781-Leu ها در از فراوانی بيشتری نسبت به سایر جهش

 (.Delye et al., 2005های مقاوم دارد )توده

Zand et al. (2010)  های احتمالی در نيز با مطالعه جهش

روی  dCAPSو  CAPSبه روش  ۱112و  2982نقطه 

های یولاف وحشی به این نتيجه رسيدند که بيشتر توده

به طوری  .بودند2982نقطه های آزمایش دارای جهش در توده

 Ile-1781-Leuدرصد جهش  11توده مورد مطالعه  29که از 

در هيچ کدام از  Ile-2041-Asnحالی که جهش  را داشتند. در

 Benakashani et ( 2014) نشد. نتایج بررسیها مشاهده توده

al های مختلف یولاف وحشی با استفاده از این بر روی توده

درصد  19در  2982روش نيز حاکی از وجود جهش در نقطه 

نيز با مطالعه  .al. Rastgoo et (2006. )آزمایش بودهای توده

ی بازدارنده هاکشعلفتوده یولاف وحشی مقاوم به  23روی 

ACCase جهش  یداراتوده  21ها که از این توده ندنشان داد

Ile-1781-Leu  بودند 

پاسخ مقاومت -که بر اساس آزمایش دوز R5و  M2دو توده 

پروپارژیل نشان دادند، -کلودینافوپ کشعلفبسيار بالایی به 

 Ile-2041-Asnبر اساس نتایج مطالعه مولکولی دارای جهش 

 ۱112یکسان در نقطه  رسد وقوع جهشلذا به نظر می هستند.

-کلودینافوپ کشعلفدر هر دو توده، دليل مقاومت بالا به 

توان به های دیگر نيز میپروپارژیل باشد. با بررسی گزارش

در  Ile-2041-Asnاین نکته اشاره کرد که وقوع جهش 

های یولاف وحشی منجر به مقاومت سطح بالا به توده

های مختلفی در باریک ی فوپ شده است. جهشهاکشعلف

شناسایی  ACCaseی بازدارنده هاکشعلفی مقاوم به هابرگ

( که بروز Liu et al., 2007, Yuan et al., 2015شده است )

هرز، الگوهای مقاومت هایها در علفهر یک از این جهش

ایجاد  ACCaseی بازدارنده هاکشعلفعرضی خاصی را به 

 به طور کلی گزارش شده  (.Jang et al., 2013کند )می

 هایبه همراه جهش Ile-2041-Asn/Val که جهشاست 

 Trp-1999-Ser/Cys،Trp-2027-Cys   وGly-2096-Ala/Ser 

 فوپ کشعلفتنها سبب ایجاد مقاومت به یک یا چند 

، Ile-1781-Leu/Val/Thrها در شود. در حالی که جانشينیمی

Asp-2078-Gly,  وCys-2088-Arg  باعث بروز مقاومت به

ها و ها، دیمشامل فوپ ACCaseی بازدارنده هاکشعلفهمه 

 (. Jang et al., 2013; Powles & Yu, 2010شود )دن می

تا  1/2با توجه به این که شاخص مقاومت متفاوتی از 

ی مختلف یولاف وحشی دارای جهش هادر توده >39/۱2

Ile-1781-Leu  مشاهده شد، باید به این نکته اشاره کرد که از

باشد و سه آنجا که یولاف وحشی یک گونه هگزاپلویيد می

جایگاه ژنی ناپيوسته دارد که به طور مستقل جور )تفکيک( 

قادر به حمل جهش  ACCaseاند، هر ژن همولوگ شده

مربوط به خودش است. از اینرو هر جهش انفرادی مقاومت 

تواند سطح پایينی از ، میACCaseهای ژنی هدر این جایگا

را ایجاد کند، در حالی که وقوع همين  کشعلفمقاومت به 

دیپلویيد هم خانواده سبب مقاومت بالاتر  هاها در گونهجهش

های اینرو احتمالاً در توده (. ازYu et al., 2013) شدخواهد 

این با درجه مقاومت بالا، بروز  Ile-1781-Leuدارای جهش 

در بيش از یک جایگاه ژنی در این نقطه رخ داده است جهش 

در برخی از  کشعلفکه منجر به مقاومت سطح بالا به 

هر دو  R5ها شده است. همچنين بر اساس نتایج در توده توده

مشاهده شد که این  Ile-1781-Leuو  Ile-2041-Asnجهش 

 اولين مورد کشف وجود همزمان هر دو جهش در یک توده

 باشد. یولاف وحشی در ایران و دنيا می

جهشی  ۱188و  ۱198های آزمایش در دو نقطه در تودههر چند 

هرز باریک برگ هایها در علفمشاهده نشد اما وقوع این جهش

 Alopecurus myosuroides Huds. (Delye et al., 2005،)مانند 

Avena sterilis L. وLolium rigidum Gaudin.  
(Liu et al., 2007 ؛Benakashani et al., 2014گزارش ،) شده

، M1 ،M3 ،M4های است. همچنين با توجه به این که توده

http://www.ipni.org/ipni/idAuthorSearch.do?id=3051-1&back_page=
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F3 ،AN6 ،AN9  وSHT1 پاسخ به -در آزمایش دوز

مقاومت نشان دادند اما بر اساس مطالعه مولکولی  کشعلف

ها مشاهده نشد، های مورد بررسی در آنهيچ کدام از جهش

تواند ها میتوان نتيجه گرفت که علت مقاومت در این تودهمی

باشد و  ۱132و  ۱1۱9، 2333وقوع جهش در سایر نقاط مانند 

اومت های مقاومت مبتنی بر غير محل هدف در مقیا مکانيسم

 (.Powles & Yu, 2010دخيل است ) کشعلفها به این توده

تعيين  های مولکولی به منظور کشف سریع وشاستفاده از رو

باشد. از آنجا که برخی از م مقاومت رو به افزایش میزمکاني

قادر به تشخيص  dCAPSو  CAPSها مانند این روش

ا باشند، لذنيز می هتروزیگوت و های هموزیگوتگونه

تواند به شناخت هرچه بهتر در زمينه مکانيزم مقاومت به می

هرز باریک برگ کمک کند تا با هایدر علف هاکشعلف

تشخيص سریع و تعيين الگوی مقاومت نسبت به ارائه 

 راهکارهای مدیریتی مناسب اقدام شود.
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Abstract 

Winter wild oat is an important and troublesome weed in wheat fields. Herbicides that inhibit the enzyme acetyl-

coenzyme A carboxylase (ACCase inhibitors) have been widely used to control grass weeds such as wild oat in Iran, 

which has resulted in evolution of resistance to theses herbicides in wild oat. Whole-plant dose-response assay with 10 

doses (from 0 to 32 times of the recommended rate, 64 g ai ha-1) was conducted to determine resistance level (RI) to 

clodinafop-propargyl (EC 8%) in 15 resistants and one susceptible wild oat populations from Fars and Khuzestan in 

southwest Iran. To evaluate the mechanism of resistance in resistant populations, cleaved amplified polymorphic 

sequence (CAPS) and derived cleaved amplified polymorphic sequence (dCAPS markers were used). The results of 

dose-response experiment clearly revealed that four (M2, M3, S4 from Fars and R5 from Khuzestan) out of fifteen 

populations were highly resistant to clodinafop-propargyl, where these populations were not even controlled over the 

range of 32 times of clodinafop-propargyl recommended rate. Therefore, resistance level in above population was 

greater than 21/93, the highest estimated RI for AN13. Three populations (M1, S1 and F3 from Fars) showed moderate 

resistance to clodinafop-propargyl with RI, 5-10. Based on molecular approaches, two known mutations (Ile-1781-Leu 

and Ile-2041-Asn) were identified in resistant populations. Results of a robust molecular assay demonstrated that the 

Ile-2041-Asn substitution occurred in M2 and R5 populations and the Ile-1781-Leu substitution occurred in the R5 

population and 6 other populations; S1 S2, S3, S4, ES1 from Fars and AN13 from Khuzestan. This is the first report of 

a winter wild oat population carrying the both mutations in the world. Interestingly, this study revealed that Ile-2041-

Asn substitution is associated with conferral of high-level resistance to clodinafop-propargyl and possibly other 

herbicides from FOPs family in winter wild oat. 

Key words: Accase inhibitors, CAPS and dCAPS methods, herbicide resistance, resistance index 

 

 

 

 

 


