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هاي رايج براي تشخيص مقاومت علف هرز يولاف 

  پروپارژيل  كش كلودينافوپ 

3، جاويد قرخلو2، فهيمه نظري

عضو هيات علمي دانشگاه  -3پزشكي هاي هرز موسسه تحقيقات گياه

توده مشكوك به  17پروپارژيل،  كش كلودينافوپ  به منظور مقايسه روش ملكولي با روش هاي رايج براي تشخيص علف هرز يولاف وحشي مقاوم به علف

لخانه، زيست سنجي گياه كامل در گلخانه، زيست سنجي گياهچه در پتري و روش 

بر اساس نتايج بدست آمده بين آزمايش غربال گياه كامل در گلخانه، زيست سنجي گياه كامل در گلخانه و زيست 

تر از  پايين شرايط آزمايش،سنجي بذر به دليل تفاوت  در روش زيست

 2041و ) Ile1781Leu( 1781هاي مولكولي براي تشخيص موتاسيون در موقعيت 

درصد از  44(توده  8كش، علت مقاومت  توده يولاف وحشي مقاوم به علف

هايي  رسد در بيوتيپ در مجموع به نظر مي. مشاهده نشد

هاي رايج مقاوم، ولي در آزمايش ملكولي حساس تشخيص داده شدند، جهش در نقطه ديگري اتفاق افتاده است و يا مكانيزم 

  .سنجي بذر

                                                 
*Corresponding author. E-mail:  eszand@yahoo.com
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هاي رايج براي تشخيص مقاومت علف هرز يولاف  با روش dCAPS  مقايسه روش مولكولي

Avena ludoviciana Durieu. ( كش كلودينافوپ  علفنسبت به

، فهيمه نظري2، فاطمه بناء كاشاني2، آرش رزمي 1*اسكندر زند

هاي هرز موسسه تحقيقات گياه عضو هيئت علمي بخش تحقيقات علف  -2پزشكي هاي هرز موسسه تحقيقات گياه

 كشاورزي گرگان

10/3/1389: تاريخ دريافت  

10/11/1389: تاريخ پذيرش  

به منظور مقايسه روش ملكولي با روش هاي رايج براي تشخيص علف هرز يولاف وحشي مقاوم به علف

لخانه، زيست سنجي گياه كامل در گلخانه، زيست سنجي گياهچه در پتري و روش مقاومت و يك توده حساس از طريق چهار روش غربال گياه كامل در گ

بر اساس نتايج بدست آمده بين آزمايش غربال گياه كامل در گلخانه، زيست سنجي گياه كامل در گلخانه و زيست . مورد مطالعه قرار گرفتند

در روش زيستها  درجه مقاومت محاسبه شده تودهه البت. سنجي گياهچه در پتري همخواني كامل برقرار بود

هاي مولكولي براي تشخيص موتاسيون در موقعيت  آزمايش .اي بود گياه كامل در شرايط گلخانه

توده يولاف وحشي مقاوم به علف 17يلاز نيز حاكي از آن بود كه از بين آنزيم استيل كوآنزيم آكربوكس

مشاهده نشد 2041ها جهش در موقعيت  بود و در هيچ يك از توده 1781جهش در موقعيت 

هاي رايج مقاوم، ولي در آزمايش ملكولي حساس تشخيص داده شدند، جهش در نقطه ديگري اتفاق افتاده است و يا مكانيزم 

  .مقاومت آنها مبتني بر متابوليسم است

سنجي بذر ، سنجش گياه كامل، زيستACCaseي ها بازدارندههاي هرز باريك برگ، 

eszand@yahoo.com 

مقايسه روش مولكولي

.Durieu(وحشي 

 اسكندر زند

هاي هرز موسسه تحقيقات گياه عضو هيات علمي بخش تحقيقات علف

  چكيده

به منظور مقايسه روش ملكولي با روش هاي رايج براي تشخيص علف هرز يولاف وحشي مقاوم به علف

مقاومت و يك توده حساس از طريق چهار روش غربال گياه كامل در گ

مورد مطالعه قرار گرفتند dCAPSمولكولي 

سنجي گياهچه در پتري همخواني كامل برقرار بود

گياه كامل در شرايط گلخانه زيست سنجيروش 

)Ile2041Asn (آنزيم استيل كوآنزيم آكربوكس

جهش در موقعيت ) توده هاي مورد مطالعه

هاي رايج مقاوم، ولي در آزمايش ملكولي حساس تشخيص داده شدند، جهش در نقطه ديگري اتفاق افتاده است و يا مكانيزم  يق روشاز طر  كه در آزمايش

مقاومت آنها مبتني بر متابوليسم است

هاي هرز باريك برگ،  علف :هاي كليديواژه
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  مقدمه

يك آنزيم  )ACCase, EC 6.4.1.2( استيل كوآنزيم آ كربوكسيلاز

استيل  ATPكه كربوكسيلاسيون وابسته به  استحاوي بيوتين 

طي يك واكنش دو  ،كوآنزيم آ به مالونيل كوآنزيم آ را

هاي چرب  در اولين مرحله سنتز اسيدذير پ تاي برگش مرحله

هاي بازدارنده استيل  كش علف). Delye, 2005(كند  ميكاتاليز 

رويشي،  هاي پس كش كوآنزيم آ كربوكسيلاز گروهي از علف

بسيار كارآمد و با اهميت از نظر اقتصادي هستند كه به عنوان 

كش انتخابي در مزارع گندم ايران مورد استفاده  باريك برگ

ها داراي سه  كش علفاين ). Zand et al., 2010(گيرند  قرار مي

خانواده آريلوكسي فنوكسي پروپيونات، سيكلوهگزانيدون و 

كش  علف). Zand et al., 2010(فنيل پيرازولين هستند 

هاي  كش ترين علف پروپارژيل از جمله پرمصرف كلودينافوپ 

هاي هرز  است كه براي مبارزه با علف ACCaseبازدارنده 

 Avena ludoviciana(باريك برگ بخصوص يولاف وحشي 

Durieu. (گيريد  در مزارع گندم ايران مورد استفاده قرار مي

)Deihimfard et al., 2007 .(در  ها كش علف اين كاربرد متوالي

يولاف مقاوم  هاي بيوتيپ جر به ظهورمن مزارع گندم ايران

 است شده كش علف اين بهوحشي، چچم و فالاريس نسبت 

)Gherekhlo & Zand, 2010 .(ش تشخيص مطمئن و سريع رو

هاي مقاوم از جمله مواردي است كه به مديريت  بيوتيپ

 ,.Beckie et al(كند  هاي هرز مقاوم كمك مي صحيح علف

2000.(   

كش و از  هاي هرز مقاوم به علف براي تشخيص مقاومت علف

هاي  كش هرز يولاف وحشي مقاوم به علف  جمله علف

هاي مختلفي وجود دارد كه برخي از  ، روشACCaseبازدارنده 

غربالگري گياه كامل : ها رايج بوده و عبارتند از اين روش

  حاصل از بذر با استفاده از دز توصيه شده در گلخانه، زيست

سنجي گياه كامل حاصل از بذر در گلخانه، غربالگري گياهچه 

حاصل از بذر با استفاده از دز تشخيص دهنده در گلخانه، 

سنجي گياهچه حاصل از بذر در پتري، غربالگري گياه   ستزي

ها با استفاده از دز توصيه شده در  كامل حاصل از تكثير پنجه

ها در  سنجي گياه كامل حاصل از تكثير پنجه  گلخانه و زيست

رغم برخورداري از دقت بالا،  هاي فوق علي روش. گلخانه

و صرف  ها مستلزم وجود فضاي وسيع براي انجام آزمايش

وقت زياد بوده و در ضمن قادر به تشخيص مكانيزم مقاومت 

 ;Corbett & Tardif, 2006; Kaundun & Windass, 2006(نيستند 

Delye, 2005(  

هاي مبتني بر  تحقيقات زيادي وجود دارد كه در آنها از روش

DNAمانند ،CAPS
1 )Konieczny & Ausubel, 1993 ( وdCAPS

2 

)Neff et al., 1998  (هاي مقاوم به  براي تشخيص بيوتيپ

هاي مقاومت به  كش و همچنين تشخيص مكانيزم علف

، ابتدا قطعه CAPSدر تكنيك . كش استفاده شده است علف

با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي و واكنش  DNAمورد نظر 

تكثير شده و سپس محصول آن ) PCR(زنجيره اي پليمراز 

اين تكنيك قادر به . گيرد ار ميهاي برشي قر تحت تاثير آنزيم

SNPنوكلئوتيدي و يا  هاي تك شناسايي تفاوت
هايي است كه  3

اند و باعث حذف  هاي برشي رخ داده در محل شناسايي آنزيم

از . شوند يك مكان برشي يا ايجاد مكان برشي جديدي مي

توان به عدم شناسايي  محدوديت هاي اين روش مي

افتند اشاره  برشي اتفاق مي هاي كه در خارج از سايت جهش

. استفاده مي شود dCAPSبراي حل اين مشكل از روش . كرد

با استفاده از پرايمرهاي كه در آنها يك يا  dCAPSدر روش 

الگو طراحي شده  DNAچند نوكلئوتيد جهش يافته نسبت به 

 PCRدر محصول ) SNPحاوي (است، يك جايگاه برشي 

هاي  حت تاثير آنزيمت PCRسپس محصول . شود ايجاد مي

ها مورد  SNPگيرد و حضور يا عدم حضور  برشي قرار مي

 Konieczny & Ausubel, 1993; Neff et(گيرد  بررسي قرار مي

al., 1998 (  

                                                 
1
 Cleaved Amplified Polymorphic Sequences 

2
 derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence 

3
 Single Nucleotide Polymorphisms 
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از روش  )Kaundun & Windass, 2006(كاندان و وينداس 

dCAPS  براي تشخيص محل اصلي جهش بوجود آمده در

هاي بازدارنده  كش ه علفهاي هرز باريك برگ نسبت ب علف

ACCase  آنها معتقدند كه روش مذكور يك . استفاده نمودند

هاي مختلف روش ساده، اقتصادي و قابل استفاده براي گونه

هاي هموزايگوت حساس  است كه به راحتي قادر است توده

)Ile/Ile1781( هموزيگوت مقاوم ،)Leu/Leu1781( ،  و

در تحقيق  .را تشخيص دهد) Ile/Leu1781(هتروزيگوت مقاوم 

جهت تكثير  NsiI1781f/NsiI1781781rمذكور از پرايمرهاي 

جفت بازي استفاده شد و پس از هضم آنزيمي  165قطعه 

گياهان هموزيگوت ) Nsi Iتوسط آنزيم (، PCRمحصول 

جفت بازي، گياهان هموزيگوت مقاوم باند  130حساس باند 

يگوت نيز هر دو جفت بازي و گياهان هتروز 165هضم نشده 

  .باند فوق را نشان دادند 

 Asnدر آزمايش ديگري جهت مشخص نمودن جاگزيني 

با پرايمرهاي  CAPSاز روش  2041در موقعييت  Ileجاي  به

ACCF1/ACCR1  توسط (استفاده شد و پس از هضم آنزيمي

باند ) Asn/Asn2041(گياهان هموزيگوت مقاوم ) EcoRIآنزيم 

بازي، گياهان هموزيگوت حساس جفت  492هضم نشده 

)Ile/Ile2041 ( جفت بازي و گياهان  282، و 208دو باند

نيز هر سه باند فوق را نشان ) Ile/Asn2041(هتروزيگوت 

  ).Yu et al., 2007(دادند 

براي تشخيص هاي مولكولي  در اين تحقيق كارايي روش

كش  مقاومت علف هرز يولاف وحشي نسبت به علف

پروپارژيل در مقايسه با سه روش رايج شامل   كلودينافوپ

غربال گياه كامل در گلدان، غربال گياهچه در پتري و واكنش 

  .به دز گياه كامل در گلدان مورد بررسي قرار گرفت

  مواد و روش

  مواد گياهي

توده مشكوك به مقاومت كه از منطقه  17در اين آزمايش 

ه سرپل ذهاب كرمانشاه جمع آوري شده بود نسبت ب

كش كلودينافوپ پروپارژيل در مقايسه با يك توده  علف

. كش مورد مطالعه قرار گرفتند حساس نسبت به اين علف

شيوه جمع آوري توده هاي مشكوك و حساس به شرح زير 

 .بود

كه در مطالعات با توجه به اين: آوري بذور حساس جمع

هاي حساس  ها، جمعيت كش هاي هرز به علف مقاومت علف

هاي مقاوم و در مقايسه با آنها سنجيده  جمعيتدر حضور 

  علف بذوردر اين تحقيق نيز ). Beckie et al., 2000( شوند مي

كلودينافوپ پروپارژيل از مناطقي از كش  به علفحساس  هرز

كش مورد نظر در آنجا  سرپل ذهاب كه سابقه مصرف علف

 . وجود نداشت، جمع آوري شدند

مزارعي بدين منظور  :ومتآوري بذور مشكوك به مقا جمع

سال سابقه  5كه حداقل  شدندگيري انتخاب  براي نمونه

ته و كشاورزان را داشكش كلودينافوپ پروپاژيل  علفمصرف 

كلودينافوپ پروپارژيل در   كش اين مزارع از كارآيي علف

 De Prado et (هرز يولاف وحشي ناراضي بودند   كنترل علف

al., 2000 ( گرم بذر خالص  500از هر مزرعه حدود

ها كدگذاري و  آوري و پس از خشك شدن بذور، نمونه جمع

  . آماده آزمايش شدند

  روش انجام هر آزمايش 

در اين تحقيق از چهار روش غربال گياه كامل در گلخانه، 

زيست سنجي گياه كامل در گلخانه، زيست سنجي گياهچه در 

ها به  شد كه هر يك از روش پتري و روش مولكولي استفاده

  تفصيل در ادامه توضيح داده خواهد شد

  غربال گياه كامل در گلخانه آزمايش

قبل از انجام آزمايش و به منظور يكنواختي در سبز شدن 

دار شده، سپس از هر  ها، ابتدا بذور در ژرميناتور جوانه گياهچه

 12هايي به قطر  دار به گلدان  بذر جوانه 10توده تعداد 

هاي  نسبت كه حاوي متر مكعب سانتي 500متر و حجم  سانتي

 5/1در عمق  منتقل و بودند، رس، شن و كود دامي مساوي

هاي كشت شده با  سپس گلدان. كشت شد متري خاك سانتي
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ساعت  8گراد و  درجه سانتي 20ساعت روشنايي با  16شرايط 

و  ندقرار داده شددر گلخانه گراد  درجه سانتي 15 با تاريكي

روزانه به ميزان لازم بر اساس مشاهده ها نيز  آبياري گلدان

). Zand & Beckie, 2002(صورت گرفت رطوبت سطح خاك 

هر گلدان به منزله يك تكرار بوده و آزمايش با سه تكرار براي 

براي هر تكرار نيز يك گلدان به عنوان . هر توده انجام شد

هاي حاصل  پاشي نشده در نظر گرفته شد تا داده شاهد سم

پاشي نشده مورد ارزيابي  برحسب در صد نسبت به شاهد سم

  . قرار گيرد

هفته بعد از  4تا  3(وحشي برگي يولاف  3تا  2در مرحله 

و متحرك  پاش ثابت نازل سمدستگاه ها با  ، گياهچه)كاشت

 8/0توسط نازل بادبزني يكنواخت با دز توصيه شده به ميزان 

گرم ماده موثره در  64ليتر در هكتار از ماده تجاري، معادل 

روز  30پاشي و قبل از سم. قرار گرفتند پاشي سمهكتار مورد 

تعداد گياهان زنده باقي مانده در هر گلدان  پاشي از سمپس 

روز  30به صورت درصد گياهان باقيمانده در ياداشت شد و 

بعد از . دمحاسبه ش پاشي پاشي نسبت به قبل از سم پس از سم

ها از سطح خاك  بوته ،ثبت تعداد گياهان زنده داخل هر گلدان

درجه  75 ساعت در آون در دماي 48برداشت شده و به مدت 

خشك و سپس توسط ترازوي حساس با دقت  گراد سانتي

هاي داخل هر  بر اساس تعداد بوته. گرم توزين شدند 01/0

هاي داخل هر  گلدان و وزن خشك كل اندام هوايي بوته

وزن خشك اندام هوايي تك بوته براي هر ميانگين گلدان، 

سپس درصد وزن خشك تك بوته هر توده . توده بدست آمد

شاهد (خودش صفركش نسبت به شاهد  علف تيمار شده با

ضمناً . بدست آمد) كش از همان توده بدون مصرف علف

EWRCجهت ارزيابي چشمي خسارت از شاخص 
1 )Sandral 

et al., 1997 (هاي غربال،  ازآنجا كه در آزمايش. استفاده شد

هاي آماري مقايسه ميانگين اهميت چنداني  استفاده از آزمون

، در اين آزمايش مقايسه ميانگين )Beckie et al., 2000(ندارد 

اي به عنوان توده مقاوم در نظر گرفته شد  انجام نشد ولي توده

                                                 
1
 European Weed Research Council 

وزن خشك خود را نسبت به % 50تعداد و % 80كه حداقل 

پاشي حفظ كرده و ميزان كنترل آن بر اساس  شاهد بدون سم

  .بود) 9+8نمره % (40حداكثر  EWRCشاخص 

  ل در گلخانهزيست سنجي گياه كام 

هايي كه در  به منظور بدست آوردن درجه مقاومت توده

كش  آزمايش غربال اوليه، در برابر دز توصيه شده علف

آزمايش زيست  ،كلودينافوپ پروپارژيل مقاومت نشان دادند

گياه كامل براي هر توده به صورت ) واكنش به دز(سنجي 

في در جداگانه ولي همزمان به صورت طرح بلوك كامل تصاد

هاي آزمايش براي هر توده شامل  تيمار. تكرار انجام گرفت 4

، 8، 4، 2، 1، 0(كش كلودينافوپ پروپارژيل  هفت دز از علف

بر اين اساس مقدار ماده . بود) هدز توصيه شد ربراب 32، 16

 ،128، 64، 0: مؤثره بكار رفته براي اين دزها عبارت بود از

در اين . مؤثره در هكتارماده گرم  2048، 1024، 512، 256

برگي  3تا  2هاي يولاف وحشي در مرحله  آزمايش بوته

پاش با  توسط دستگاه سم) هفته بعد از كاشت 4تا  3حدود (

كليه مراحل . پاشي شدند نازل پاشش يكنواخت متحرك، سم

. اي مشابه آزمايش غربال اوليه بود داشت و شرايط گلخانه

ه گياهان زنده باقي ماندتعداد پاشي، درصد هفته بعد از سمرچها

تك  وزن خشكو  وزن تر درصد پاشي و نسبت به قبل از سم

كش نسبت به شاهد خودش  بوته هر توده تيمار شده با علف

ضمناً جهت ارزيابي چشمي خسارت از شاخص . محاسبه شد

EWRC )Sandral et al., 1997 (استفاده شد.  

هاي مقاوم و  هاي واكنش به دز توده براي بدست آوردن منحني

زير  لجستيككش مورد آزمايش، معادله  توده حساس به علف

مورد نظر  هاي دادهبه  Sigma plotنرم افزار توسط ) 1معادله (

  ).Streibig, 1998( رازش داده شدب

)1(  Y= C+(D-C)/1+(x/ED50)b
 

گياهان زنده تعداد درصد( متغير وابسته Y: :كه در اين معادله

وزن و يا  وزن تر درصد پاشي، ه نسبت به قبل از سمماند باقي

كش نسبت به  تك بوته هر توده تيمار شده با علف خشك
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: Dمنحني، ترين حد پايين :C، كش غلظت علف :x، )شاهد

 :ED50 و ED50منحني در نقطه شيب  :b منحني، حد بالاترين

در . شود در پاسخ مي% 50كش كه باعث كاهش  دزي از علف

صفر بوده و يا از نظر  Cحالتي كه در معادله فوق مقدار متغير 

استفاده  2داري با صفر نداشت، از معادله  آماري اختلاف معني

  ).Ritz & Streibig, 2005(شد 

)2(  Y= D/1+(x/ED50)b 

 نافوپكش كلودي به علف ي مقاومها درجه مقاومت توده

توده  ED50بر  )R( توده مقاوم ED50پروپارژيل از نسبت 

 R/Sاين شاخص تحت عنوان نسبت . آمدبدست  )S( حساس

 De Prado et(توسط محققان مورد استفاده قرار گرفته است 

al., 2000.(   

  آزمايش زيست سنجي گياهچه در پتري

 باشد كه بيشترين دز تفكيك كننده غلظتي از سم مورد نظر مي

پاسخ مربوط به -هاي دز اختلاف عمودي را بين منحني

 80هاي مقاوم و حساس ايجاد كند و حداقل باعث  توده

 ,.Beckie et al( درصد بازدارندگي رشد در توده حساس شود

كش در اين آزمايش دز تفكيك كننده براي علف. )2000

كلودينافوپ پروپارژيل براساس مجموعه آزمايش هاي قبلي، 

 Gherekhlo(قسمت در ميليون در نظر گرفته شد  085/0برابر 

& Zand, 2010 .(هاي  به منظور تعيين درجه مقاومت، توده

مختلف يولاف وحشي با دز صفر و چندين دز بالاتر از دز 

برابر دز تفكيك  64و  32، 16، 8، 4، 2، 1(تفكيك كننده 

 36/5و  68/2، 34/1، 68/0، 34/0، 17/0، 085/0كننده، برابر 

ديش قرار  سنجي در پتري مورد زيست) قسمت در ميليون

بدين منظور آزمايش جداگانه اي در چهار تكرار انجام . گرفتند

طول كلئوپتيل در هفت روز بعد از اعمال تيمار . گرفت

كش تعيين و به صورت درصد از شاهد براي هر توده  علف

  .محاسبه گرديد

  روش مولكولي

، واكنش DNAاين روش متشكل از مجموعه مراحل استخراج  

اي پليمراز و برش آنزيمي بود كه به اختصار هر يك از  زنجيره

  .مراحل در ادامه توضيح داده خواهد شد

از برگ گياه كامل از  DNAبه منظور استخراج : DNA استخراج

CTABروش 
1 )Cullings, 1992 (گرم  2/0حدود . استفاده شد

ه برگي در هاون چيني ريخته و با استفاده از نيتروژن از نمون

ميكروليتر  500. مايع به صورت پودر يكنواخت تبديل گرديد

 CTAB )2% CTAB (w/v), 100 mM Tris HClاز بافر استخراج 

(pH 8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 1% PVP 

(polyvinylpyrrolidone) Mr 40,000 (هاي  بدر داخل ميكروتيو

ها به مدت يك ساعت در  حاوي پودر گياه ريخته و تيوب

. گراد قرار داده شدند درجه سانتي 55ماري و در دماي  بن

ايزوآميل : كلروفرم ( 1:24ميكروليتر ازمحلول  500سپس

محلول . ها اضافه و به آرامي تكان داده شد به تيوب) الكل

رجه د 4دور در دقيقه و در دماي  11000فوق با سرعت 

دقيقه سانتريفوژ شدند و  10-15گراد به مدت  سانتي

معادل . هاي جديد منتقل گرديد سوسپانسيون بالايي به تيوب

 5/7هاي جديد، استات آمونيوم  حجم مايع داخل تيوب1/0

برابر آن ايزوپروپانل سرد اضافه  5/0مولار سرد و بلافاصله 

ديد تا ها به مدت يك شب در فريزر نگهداري گر شد و تيوب

DNA 5ها را به مدت  سپس نمونه. نشين شود به خوبي ته 

دور در دقيقه سانتريفوژ نموده و فاز  11000دقيقه با سرعت 

را با اتانول  DNAفوقاني را با احتياط بيرون ريخته و رسوب 

خشك شده در فضاي  DNAدرصد شستشو داده شد و  70

 TE )10 mM Tris-Cl, pH 7.5 1 mMميكروليتر بافر  80اتاق در 

EDTA (حل گرديد.  

با كمك ترمال  PCR  واكنش: اي پليمرازواكنش زنجيره

  هر واكنش. ميكروليتر انجام شد 25در حجم  Bio Radسايكلر 

 2، )1جدول (ميكرومولار از هر كدام از پرايمرها  2/0حاوي 

ها dNTPميكرومولار از هر كدام از  MgCl2،200مولار  ميلي

نانوگرم  10X PCR buffer ،100-50ميكروليتر از  5/2همچنين 

                                                 
1- Cethyl three methyl aminium bromide  
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 Taq 5پليمراز  DNAميكروليتر از  25/0ژنومي و  DNAاز 

برنامه حرارتي شامل يك مرحله واسرشت سازي . يونيت بود

دقيقه و به  3گراد به مدت  درجه سانتي 94اوليه در دماي 

مجزا  سيكل كه هر سيكل خود از سه مرحله 35دنبال آن 

گراد به مدت  درجه سانتي 94شامل واسرشت سازي در دماي 

درجه  60ثانيه، اتصال آغازگر به رشته الگو در دماي  30

ثانيه و گسترش رشته جديد در دماي  30گراد به مدت  سانتي

. گراد به مدت يك دقيقه تشكيل شده بود درجه سانتي 72

 درجه 72آخرين مرحله شامل گسترش نهايي در دماي 

  .دقيقه بود 10گراد به مدت  سانتي

  پرايمرهاي استفاده شده  -1جدول 

Table 2.Primers used 

Reference Sequence 5׳3-׳ Primer 
Yu et al., 2007 CACAGACCATGATGCAGCTC  ACCF1  

-  CTCCCTGGAGTTGTGCTTTC  ACCR1   
Kaundun & Windass, 2006  CTGTCTGAAGAAGACTATGGCCG  NsiI1781f   

-  AGAATACGCACTGGCAATAGCAGCACTTCCATGCA  NsiI1781r   

هاي  به منظور تشخيص توده: برش آنزيمي قطعه تكثير شده

 32مقاوم و حساس، واكنش هضم آنزيمي در حجم نهايي 

 10و با مقادير ) فرمنتاز( ميكروليتر طبق توصيه شركت سازنده

ميكروليتر  2 و x10ميكروليتر بافر  PCR ،2ميكروليتر محصول 

 6ميكروليتر آب ديونيزه به مدت  18و ) 2جدول (آنزيم برش 

و پس از آن گراد انجام  درجه سانتي 37ساعت در دماي 

 5/0درصد حاوي  2محصول هضم آنزيمي روي ژل آگارز 

مورد  TBE(0.5x)اتيديوم برومايد در بافر ليتر ميكروگرم در ميلي

  . الكتروفورز قرار گرفت

  آنزيم هاي برشي استفاده شده در آزمايش -2جدول 

Table 2. Restriction enzymes used  

Reference Commercial Isoschizomers Enzyme 
Yu et al. 2007 

  
FunII  EcoRI   

Yu et al. 2007  Mph11031  Nsi1  

  

  نتايج و بحث

نتايج آزمايش غربال اوليه نشان داد كه : آزمايش غربال اوليه

هاي  هاي مشكوك مورد آزمايش بر اساس شاخص كليه توده

 .باشند كش كلودينافوپ پروپارژيل مقاوم مي به علف مورد نظر

 3 در خصوص توده حساس نيز همانطور كه در جدول

در  EWRCشود، ميزان كنترل بر اساس شاخص  ملاحظه مي

وحشي    درصد؛ تعداد بوته يولاف 73پاشي  پس از سم روز 30

وزن درصد و ميزان  60پاشي،  مانده نسبت به قبل از سم باقي

 10و  25به ترتيب  تك بوته نسبت به شاهد و خشك تر

رغم آنكه  اين اطلاعات حاكي از آن است كه علي. درصد بود

كش كلودينافوپ پروپارژيل نتوانسته است تعداد اين  علف

پاشي به مقدار قابل توجهي كاهش  توده را نسبت به قبل از سم

دهد، ولي وزن خشك و تر آن را به شدت كاهش داده است 

   ).1شكل (
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  نتايج آزمايش غربال بيوتيپ هاي يولاف وحشي با علف كش كلودينافوپ پروپاژيل.  3جدول 

Table 3. Results of screening test of wild oat biotypes with clodinafop-propargyl  

 
Weed dry weight 

reduction 
 (% of control)  

 
Weed fresh 

weight reduction 

(% of control)  

                   Weed 
                population 
                reduction 

(% of control)  

 
EWRC score  

(30 day after spraying)   

wild oat 

biotypes 

66 29 100 18  Z1 

68 34 88 15 Z3 

44 51 90 25 Z4 

74 21 100 13 Z5 

35 58 86 25 Z6 

58 36 73 20 Z7 

79 15 100 15 Z8  
93 2 100 10 Z9 

76 26 100 10 Z10 

50 38 78 13 Z12 

95 2 100 15 Z13 

98 4 100 15 Z14 

74 33 100 13 Z15 

86 19 67 13 Z16 

66 40 100 10 Z17 

81 27 100 13 Z19 

96 3 100 13 Z 20 

10 25 60 73 Z (s*) 

* S: Susceptible biotype 

چنانچه قضاوت بر اساس آزمايش غربال و منطبق با شاخص 

صورت گيرد، در اين ) Adkins et al., 1997(ادكينز و همكاران 

 50هاي كه درصد گياه زنده مانده آنها بيش از  آزمايش بيوتيپ

بوته بيوتيپ تيمارشده نسبت به  و درصد وزن خشك تك

باشد در گروه مقاوم  قرار دارند و با   80از  شاهد بيشتر

مقاوم و يا احتمالا  Z(S)ترتيب همه بيوتيپ ها بجز بيوتيپ

كه در صد تعداد  Z6و  Z4هاي  البته بيوتيپ. مقاوم هستند

قبل از  پاشي نسبت به مانده بعد از سم وحشي باقي  يولاف

خشك تك وزن ولي درصد  است، 86پاشي آنها بالاي  سم

است را بر اساس روش  50آنها كمتر از  نسبت به شاهدبوته 

 مقاوم نيستند، ولي) Adkins et al., 1997(ادكينز و همكاران 

ها با روش نظر  ها را اگر همانند ساير بيوتيپ  همين يوتيپ

مقايسه كنيم، در گروه  )Moss et al., 2007(موس و همكاران 

همكاران موس و . هاي مقاوم قرار خواهند گرفت بيوتيپ

)Moss et al., 2007(  بيوتيپ هاي كه درصد كاهش وزن تر آنها

 RRRاست را در گروه % 36نسبت به شاهد بين صفر تا 

هاي  ، بيوتيپ)دهند كش را كاهش مي مقاومت بالا، اثر علف(

% 72تا % 36كه درصد كاهش وزن تر نسبت به شاهد آنها بين 

كش را  مقاومت بالا، احتمالاً اثر علف(  RRاست را در گروه 

هاي كه درصد كاهش وزن تر نسبت  ، بيوتيپ)دهد كاهش مي

مشكوك (  ?Rاست را در گروه % 81تا % 72به شاهد آنها بين 

و ) دهد كش را كاهش مي به مقاومت، احتمالاً اثر علف

هاي كه درصد كاهش وزن تر نسبت به شاهد آنها بين  بيوتيپ

  .دهند قرار مي) حساس( Sاست را درگروه  %100تا % 81

گيري شده در  هاي اندازه مقايسه ضرايب همبستگي شاخص

نيز حاكي از آن است كه همبستگي بين  آزمايش غربال اوليه

هاي مورد مطالعه بسيار  توده تك بوتهو خشك  وزن تردرصد 

 Moss et al., 1999; Moss et(موس و همكاران  ).94/0(بالا بود 

al., 2007( تواند به عنوان يك اعتقاد دارند وزن تر نيز مي

مورد استفاده هاي مقاوم  شاخص مناسب براي غربال اوليه تود

با درصد  EWRCالبته همبستگي شاخص چشمي . قرار گيرد

 نسبت به شاهدسمپاشي شده تك بوته و وزن خشك  وزن تر

بيشتر از همبستگي بين ) 77/0تا  69/0بين (سمپاشي نشده 

پاشي نسبت به  مانده بعد از سم وحشي باقي  درصد تعداد يولاف
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تك بوته و وزن خشك  وزن ترپاشي با درصد  قبل از سم

تا  54/0بين (سمپاشي نشده بود  نسبت به شاهدسمپاشي شده 

59/0 .(  

  

  

  

    

  )B(ب   )A(الف 

هاي سمت راست و چپ به ترتيب بيوتيپ حساس به علف كش  گلدان( Zsبيوتيپ حساس : الف - 1شكل 

هاي سمت راست و  گلدان( Z15بيوتيپ مقاوم : ب.). كلودينافوپ پروپارژيل سمپاشي نشده و سمپاشي شده هستند

  .)چپ به ترتيب بيوتيپ مقاوم سمپاشي نشده و سمپاشي شده هستند

 Figure 1- A: Susceptible biotype, Zs (right and left pots are untreated and treated with clodinafop-propargyl 

herbicide, respectively) and resistant biotype, Z15 (right and left pots are untreated and treated with 

herbicide, respectively).  

 

 

  آزمايش دز پاسخ

ضرايب بدست آمده از  :نسبت به شاهدوزن تر درصد 

هاي مربوط به درصد وزن  هاي برازش داده شده به داده معادله

روز پس از تيمار با  30وحشي   هاي مختلف يولاف تر توده

پروپارژيل نسبت به شاهد بدون  كش كلودينافوپ  علف

 درجه مقاومتحاكي از آن است كه )  4جدول ( پاشي  سم

به ترتيب برابر  Z1و  Z15 ،Z9 ،Z13 ،Z8 ،Z19 ،Z17توده هاي 

 Z15توده . بود 59، و 63، 69، 80، 131، 118، 1026

ترين توده از نظر درصد وزن تر نسبت به شاهد بدون  مقاوم

گرم ماده مؤثره در هكتار حداكثر  2000پاشي بود و در دز  سم

 ). 5و  4شكل ( درصدي را نشان داد  20كاهش 
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 روز 30، بدون علفكش هاي حساس و مقاوم نسبت به شاهد توده ترهاي درصد وزن  معادله برازش شده به دادهاز آمده  بدست ضرايب -4 جدول

 پروپارژيل - كش كلودينافوپ علفبا پاشي  بعد از سم

Table 4- Parameters estimates obtained for fresh weight of susceptible and resistant biotypes as a percentage of untreated controls, 30 day 

after spraying with clodinafop- propargil. 

Biotypse C D b GR50 R2 R/S 

Z1 -  101.8278 0.8304 638.7529 0.92 59.68 

Z3 5.4917 100.7875 1.8245 131.4182 0.99 12.28 

Z4  7.9262 100.0163 1.5456 30.1014 0.99 2.81 

Z5 20.9477 102.1705 2.5502 307.1573 0.97 28.70 

Z6 16.6547 102.0681 2.6707 252.5219 0.98 23.59 

Z7 0 100.2176 0.7285 27.7133 0.83 2.58 

Z8  7.5030 100.4464 1.9587 864.6976 0.99 80.80 

Z9  12.3453 99.5102 18.918465 1268.4894 0.99 118.53 

Z10 31.6936 96.7666 2.3978 534.7105 0.97 49.96 

Z12 21.8336 100.0002 19.6864 499.6824 0.99 46.69 

Z13 -  101.0296 1.5017 1408.9362 0. 97 131.65 

Z14 6.650 86.3394 0.7922 36.4898 0.95 3.40 

Z15 -  101.5568 0.5495 10984.3235 0.73 1026.41 

Z16 0 95.1623 0.8059 222.3126 0.79 20.77 

Z17 27.7013 97.8222  3.5271 682.3375 0.98 63.76 

Z19 11.0220 97.4871 6.6420 742.2955 0.99 69.36 

Z20 6.2462 102.6104 3.0349 263.1229 0.98 24.58 

Z (s) -  99.9415 0.8114 10.7016 0.95 -  
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وزن تر پروپارژيل از نظر  -كش كلودينافوپ علفبه غلظت هاي مختلف  )Z15( و مقاوم )Zs( هاي حساس واكنش توده - 4شكل 

  .خطوط نشان دهنده خط برازش داده شده و علامت ها نشان دهنده داده هاي واقعي مي باشند .اندام هوايي

  

Figure 4 - Response of of susceptible (zs) and resistant (z15) biotype fresh weight to different concentrations of clodinafop-propargil 

herbicide , as a percentage of untreated controls. Symbols and lines represent actual and estimated response of resistant and susceptible 

biotypes, respectively. 
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  .در آزمايش واكنش به دز) Z15سمت چپ توده (و مقاوم ) Zsسمت راست توده (مقايسه بيوتيپ حساس . 5شكل

Figure 5.Comparison of susceptible ( Zs ) and resistant ( Z15) biotypes in dose response experiment  

ضرايب بدست آمده از  :نسبت به شاهد خشكوزن درصد 

هاي مربوط درصد وزن  هاي برازش داده شده به داده معادله

روز پس از تيمار  30وحشي   هاي مختلف يولاف خشك توده

پروپارژيل نسبت به شاهد بدون  كش كلودينافوپ  با علف

درجه مقاومت حاكي از آن است كه )  5جدول (پاشي  سم

، 7617به ترتيب برابر Z10و  Z15 ،Z9 ،Z8 ،Z1 ،Z19توده هاي 

وده حساس در دز وزن خشك ت. بود 16و  19،17، 31، 60

كه  Z15درصد كاهش يافت، ولي توده  80توصيه شده حدود 

ترين توده از نظر درصد وزن خشك نسبت به شاهد  مقاوم

درصد  90برابر دز توصيه شده،  32پاشي بود، در دز  بدون سم

  ).6شكل ( وزن خشك خود را حفظ نمود 

پاشي  بعد از سم 30هاي حساس و مقاوم نسبت به شاهد،  توده هاي درصد وزن خشك آمده معادله برازش شده به داده بدست ضرايب -5جدول 

 پروپارژيل -كش كلودينافوپ علف

Table 5- Parameters estimates obtained for shoot dry weight of susceptible and resistant biotypes as a percentage of untreated controls, 30 

day after spraying clodinafop- propargil. 

  

biotype  C D b GR50 R2 R/S 
Z1 -  100.0981 0.7697 684.5985 0.93 19.35 
Z3 23.7636 100.3555 1.0773 125.9879 0.97 3.56 
Z4 16.7570 99.9606 2.3694 49.9251 0.98 1.41 
Z5 40.1638 100.7451 4.7906 249.5443 0.95 7.05 
Z6 15.1570 99.7397 1.5040 239.1925 0.99 6.76 
Z7 - 98.6351 0.6531 93.8931 0.84 2.65 
Z8  5.4294 102.2700 1.1375 1119.5599 0.98 31.65 
Z9 -  98.0515 0.4245 2124.7457 0.79 60.06 

Z10 35.8429 95.3179 1.7947 567.7757 0.96 16.05 
Z12 31.6308 100.0090 11.9995 481.6372 1.00 13.61 
Z13 45.0397 98.3445 17.7837 474.1016 0.98 13.40 
Z14 - 99.9325 0.4967 40.2735 0.94 1.13 
Z15 -  100.4263 0.3677 269432.98  0.85 7617.1 
Z16 -  96.3805 0.8023 189.5476 0.88 5.35 
Z17 48.8029  95.2320 7.7444 525.3739 0.96 14.85 
Z19 28.7625 100.0004 43.9262 619.9580 0.99 17.52 
Z20 15.0395 98.7513 3.5985 304.2692 0.99 8.60 
Z (s) -  99.8801 1.3130 35.3719 0.98   
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پروپارژيل از نظر  -كش كلودينافوپ علفبه غلظت هاي مختلف ) Z15( و مقاوم )Zs( هاي حساس واكنش توده - 6شكل 

خطوط نشان دهنده خط برازش داده شده و علامت ها نشان دهنده داده هاي واقعي مي  .وزن خشك اندام هوايي

 .باشند

Figure 6 - Response of of susceptible (zs) and resistant (z15) biotype dry weight to different concentrations of 

clodinafop-propargil herbicide, as a percentage of untreated controls. Symbols and lines represent actual and 

estimated response of resistant and 

  

پاشي نسبت  روز پس سم 30مانده در  وحشي باقي تعداد يولاف

هاي برازش  ضرايب بدست آمده از معادله :پاشي به قبل از سم

هاي مختلف  تعداد تودههاي مربوط به درصد  داده شده به داده

كش  روز پس از تيمار با علف 30مانده در  وحشي باقي  يولاف

) 6جدول ( پاشي  پروپارژيل نسبت به قبل از سم كلودينافوپ 

، Z17 ،Z12 ،Z9توده هاي  درجه مقاومتحاكي از آن است كه 

Z13  وZ15 بود 40و  90، 92، 101، 116به ترتيب برابر .

 30مانده در  وحشي باقي  هاي مختلف يولاف درصد تعداد توده

پروپارژيل نسبت   كش كلودينافوپ روز پس از تيمار با علف

درصد كاهش يافت، ولي توده  90پاشي حدود  به قبل از سم

Z15 برابر دز  32ترين توده از اين نظر بود، در دز  كه مقاوم

پاشي حفظ  درصد تعداد خود را پس از سم 70توصيه شده 

  ).7شكل (نمود 
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روز پس از  30مانده در  وحشي باقي  هاي مختلف يولاف ضرايب بدست آمده از معادله برازش شده به داده هاي مربوط درصد تعداد توده - 6جدول

  پاشي پروپارژيل نسبت به قبل از سم كش كلودينافوپ تيمار با علف

Table 6- Parameters estimates obtained for survivel of susceptible and resistant biotypes 30 day after spraying with clodinafop- propargil 

than before spraying. 

 biotype  C D b GR50 R
2

 R/S 

Z1 -  97.4996 2.4393 1147.8656 0.97 21.22 
Z3 35.7143 96.9623 13.0954 531.1758 0.97 9.82 
Z4 10.7143 99.2963 1.8626 100.8678 0.97 1.86 
Z5 69.1071  98.4697 2.2798 569.2332 0.88 10.52 
Z6 -  99.7944 0.7487 682.6313 0.93 12.62 
Z7 3.4418 100.3027 1.7516  61.0132 0.97 1.12 
Z8  46.8750 86.8555 29.0738 1762.7670 0.78 32.59 
Z9 -  99.6361 1.5839 4990.2859 0.98 92.27 
Z10 71.5447 100.2893 2.0966 1120.9576 0.99 20.72 
Z12 -  101.9209 0.7803 5507.2609 0.80 101.83 
Z13 31.7629 100.0445  0.8578 4902.0345 0.71 90.64 
Z14 -  102.5176 1.8766 223.4203 0.99 4.13 
Z15 -  101.2037 0.9076 2184.3391 0.90 40.39 
Z16 -  99.9555 0.5256 6.8797 0.98 0.12 
Z17 -  10.0009 0.7838 6306.6866 0.80 116.62 
Z19 -  98.5846 1.1235 790.2716 0.89 14.61 
Z20 -  88.8142 3.9307 1159.7681 0.92 21.44 
Z (s) -  99.9775 2.4410 54.0789 0.99   
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Herbicide dosage ( mg ai/ha)    

پروپارژيل از نظر درصد گياهان زنده باقي مانده  -كش كلودينافوپ علفهاي مختلف  به غلظت هاي حساس و مقاوم واكنش توده -  7شكل

 .باشند واقعي ميهاي  ها نشان دهنده داده خطوط نشان دهنده خط برازش داده شده و علامت .ها نسبت به شاهد توده

Figure 7- Effect of different concentrations of clodinafop- propargil herbicide on survival of susceptible and resistant biotypes, as a 

percentage of untreated controls. Symbols and lines represent actual and estimated response of resistant and susceptible biotypes, 

respectively.  

  

 آزمايش پتري

هاي برازش داده شده به  ضرايب بدست آمده از معادله

  هاي مختلف يولاف هاي مربوط به طول كلئوپتيل توده داده

( پروپارژيل  كش كلودينافوپ  وحشي پس از تيمار با علف

توده  درجه مقاومتحاكي از آن است كه )  7وجدول  8شكل 

، 99، 149، 149به ترتيب برابر  Z17و  Z20 ،Z13 ،Z5 ،Z8هاي 

 Z20مقاوم   مربوط به توده GR50در اين آزمايش . بود 60و  65
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قسمت  014/0و  199/2به ترتيب حدود  Zsو توده حساس 

  ).8شكل (در ميليون بود 

 معتقدند كه عكس العمل ،)Tal et al., 2000(تال و همكاران 

زيست اكنش آن در ونسبت به گياه كامل در شرايط گلخانه 

و شرايط  روشبه دليل تفاوت ، پتريشرايط سنجي بذر در 

 Bena(بناكاشاني و همكاران . باشد آزمايش، متفاوت مي انجام

Kashani et al., 2005( نيز ضمن تائيد نظر تال و همكاران ،    

)Tal et al., 2000 ( نشان دادند كه عليرغم واكنش متفاوت

هاي مورد آزمايش در دو روش زيست سنجي بذر در  توده

پتري و زيست سنجي گياه كامل در گلخانه، در هر دو روش 

درجه مقاومت تودها، از يك همبستگي قابل قبولي برخوردار 

درجه مقاومت محاسبه  در آزمايش بناكاشاني و همكاران. بود

ها در روش زيست سنجي بذر به دليل تفاوت  ه تودهشد

تر از روش بررسي گياه كامل در شرايط  پايين شرايط آزمايش،

كه روش  دبسياري از محققين نيز معتقدن. اي بود گلخانه

ساده،  يروش ،زيست سنجي در مقايسه با روش هاي ديگر،

 هاي مقاوم ارزان و دقيق براي تشخيص توده ،نسبتا سريع

 Beckie et( است ACCaseوحشي به بازدارندگان  يولاف

al.,2000( .  

كش  وحشي پس از تيمار با علف  هاي مختلف يولاف ضرايب بدست آمده از معادله برازش شده به داده هاي مربوط به طول كلئوپتيل توده - 7جدول

 پروپارژيل كلودينافوپ 

Table 7 - Parameter estimates of the coleoptile’s length of susceptible and resistant populations coleoptile’s length as a percentage of 

untreated controls, after clodinafop-methyl application. 

biotype  C D b GR50 R
2

 R/S 

Z1 -* 100.08976 0.8689 1.731 0.74 117.62 

Z3 8.9009 100.0994 0.9140 0.048 0.98 3.28 

Z4 2.3625 100.0039 0.6129 0.09 0.98 0.67 

Z5 -* 99.3717 0.8525 1.463 0.92 99.43 

Z6 4.3331 99.1284 1.6685 0.185 0.95 12.60 

Z7 7.1704 99.9921 0.5256 0.010 0.99 0.69 

Z8  29.3967 100.3365 3.8001 0.959 0.99 65.17 

Z9 * -  
99.8121 0.6493 0.143 0.99 9.76 

Z10 * -  
99.7172 1.1263 0.582 0.95 39.59 

Z12 * -  
94.8008 1.5048 0.811  0.95 55.12 

Z13 * -  
100.3265 0.3334 2.198 0.88 149.36 

Z14 7.1374 100.2480 1.3950 0.069 0.94 4.69 

Z15 4.0856 99.6874 1.0403 0.107 0.99 11.61 

Z16 * -  
99.5207 0.3640 0.084 0.93 5.73 

Z17 * -  
99.0934 1.0464 0.891 0.90 60.58 

Z19 36.8696 103.4557 2.4486 0.168 0.96 11.42 

Z20 * -  
94.2469 0.9753 2.199 0.92 149.43 

Z (s) 3.6064 99.9430 0.4878 0.014 0.98 
  

* 3 parameter model used 
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خطوط نشان  .طول كلئوپتيلپروپارژيل از نظر  كش كلودينافوپ علفبه غلظت هاي مختلف  )z20( و مقاوم )zs( هاي حساس واكنش توده - 8شكل 

  .دهنده خط برازش داده شده و علامت ها نشان دهنده داده هاي واقعي مي باشند

 Figure 8- Effect of different clodinafop-methyl concentrations on coleoptile elongation of susceptible (zs) and resistant (z20) populations 

compared with the untreated controls. Symbols and lines represent actual and estimated response, respectively. 

  آزمايش ملكولي 

مطالعه ملكولي با دو پرايمر و براي تشخيص مقاومت علف 

كش كلودينافوپ يروپارژيل ناشي  هرز يولاف وحشي به علف

 2041و ) Ile1781Leu( 1781از ايجاد جهش در دو موقعيت 

)Ile2041Asn ( آنزيمACCase  انجام شد)Preston, 2009; Yu et 

al., 2007; Delye, 2005 .( پرايمرNsiII1781f/NsiI1  165قطعه 

و پس از هضم ) ، قسمت بالا9شكل(جفت بازي را تكثير كرد 

گياهان هموزيگوت حساس باند ) NsiIتوسط آنزيم (آنزيمي 

جفت بازي و گياهان هتروزيگوت مقاوم نيز هر دو باند  130

اساس بر . جفت بازي را نشان دادند 130جفت بازي و  165

توده آن  16توده آزمايش شده كه  17نتايج بدست آمده از بين 

 7هاي غير ملكولي مقاوم تشخيص داده شده است،  در روش

را ) Ile1781Leu( 1781جهش در موقعيت ) درصد 44(توده 

مطالعات قبلي كه براي ). قسمت پايين 9شكل (نشان دادند 

انجام  توده يولاف وحشي 19تشخيص مكانيزم هاي ملكولي 

 10توده يولاف مقاوم،  19شده حاكي از آن است كه از ميان 

ژن كدكننده آنزيم  1781توده داراي جهش ژنتيكي در نقطه 

ACCase  بود)Gherekglo & Zand, 2010 .( پرستون)Preston, 

را فراوان ترين نوع جهش ذكر  1781جهش در نقطه ) 2009

  .كرده است

جفت بازي را تكثير كرد  492قطعه  ACCF1/ACCR1پرايمر  

توسط آنزيم (و پس از هضم آنزيمي ) قسمت بالا 10شكل (

EcoRI ( فقط گياهان هموزيگوت حساس)Ile/Ile2041( كه دو

 10شكل (جفت بازي را داشتند مشاهده شد  282و  208باند 

توده  17بر اساس نتايج بدست آمده از بين ). قسمت پايين

روش هاي غير ملكولي  توده آن در 16كه ( آزمايش شده 

كدام جهش در موقعيت  مقاوم تشخيص داده شده است، هيچ

2041 )Ile2041Asn ( را نشان ندادند) قسمت پايين 10شكل.( 

هاي  در مورد توده dCAPSنتايج مطالعه ملكولي به روش 

آوري شده از استان فارس نشان داد كه  مقاوم فالاريس جمع
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  دچار جهش ژنتيكي نشده 1781هاي فالاريس در نقطه  توده

بر وي  1ادامه مطالعه ملكولي بر مبناي پايروسكوئنسينگ. بودند

همان توده مقاوم فالاريس نشان از وجود جهش در نقاط 

در توده ديگر و وجود هر دو  2078در يك توده و  2027

آ كربوكسيلاز توده  جهش در ژن كدكننده آنزيم استيل كوآنزيم

  .)Gherekglo & Zand, 2010(سوم بود 

از پرايمرهاي  )Kaundun & Windass, 2006(كاندان و وينداس 

NsiI1781f/NsiI1781781r  جفت بازي  165جهت تكثير قطعه

( ، PCRاند و پس از هضم آنزيمي محصول  استفاده كرده

گياهان هموزيگوت مقاوم باند هضم نشده ) NsiIتوسط آنزيم 

جفت  130اند جفت بازي، گياهان هموزيگوت حساس ب 165

بازي و گياهان هتروزيگوت نيز هر دو باند فوق را نشان 

در آزمايش ديگري  Yu et al., 2007(يو و همكاران . دادند

در موقعييت  Ileجاي  به Asnجهت مشخص نمودن جاگزيني 

استفاده  ACCF1/ACCR1با پرايمرهاي  CAPSاز روش  2041

گياهان ) EcoRIتوسط آنزيم (پس از هضم آنزيمي . كردند

جفت بازي، گياهان  492هموزيگوت مقاوم باند هضم نشده 

جفت بازي و  282، و 208هموزيگوت حساس دو باند 

 .گياهان هتروزيگوت نيز هر سه باند فوق را نشان دادند

                                                 
1
 Pyrosequencing 

 :مقايسه نتايج آزمايش ملكولي با ساير روش هاي رايج

مقايسه نتايج حاصل از آزمايش ملكولي، غربال،گلداني و 

پتري حاكي از آن است كه بين آزمايش غربال، گلداني و پتري 

همخواني كامل برقرار است، ولي اين سه آزمايش در برخي 

با آزمايش ملكولي همخواني ندارند ) بيوتيپ 9براي ( موارد 

نده بروز به عبارتي پرايمر تعيين كن). 9و شكل  8جدول (

توانسته است با حدود ) Ile/Leu1781( 1781جهش در نقطه 

اين عدم .درصد اطمينان بروز مقاومت را تعيين كند 44

هاي ژني ديگر  دليل بروز جهش در مكان  تواند به همخواني مي

با توجه به اينكه در . و يا افزايش متابوليسم در گياه مقاوم باشد

فراوان ترين جهش در منطقه اين آزمايش فرض بر اين بود كه 

هايي كه در  اتفاق افتد، بنابراين احتمال دارد در بيوتيپ 1781

غربال،گلداني و پتري مقاوم، ولي در آزمايش  هاي آزمايش

ملكولي حساس تشخيص داده شدند، جهش در نقطه ديگري 

اتفاق ) كه نتايج هيچ جهشي را نشان نداد 2041غير از منطقه (

مكانيزم ديگري مظير افزايش متابوليسم باعث  افتاده باشد و يا

  .بروز مقاومت شود
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نشان دهنده بيوتيپ  RSو  نشان دهنده بيوتيپ هموزيگوت حساس SS). پايين( NsiIو برش آنزيمي با ) بالا( PCRنتايج حاصل از  - 9شكل 

 .هتروزيگوت مقاوم است

Figure 9- Results of PCR (up) and enzyme digestion with NsiI (down). SS show the susceptible homozygote biotype and RS shows the 

resistance heterozygote biotype.  
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  .نشان دهنده بيوتيپ هموزيگوت حساس است SS). پايين( EcoRIو برش آنزيمي با ) بالا( PCRنتايج حاصل از  -10شكل 

Figure 10-Results of PCR (up) and enzyme digestion with EcoRI (down). SS show the susceptible homozygote biotype.  
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  ها مقايسه نتايج حاصل از برش آنزيمي با ساير روش-8جدول 

Table 8- Results of enzyme digestion in comparison with another methods. 

  Molecular 

trail 
Screen 

trail  
Bioassay 

trail  

biotype 

A 

mutation 

at codon 

1781   

A 

mutation 

at codon 

2041 

Density 

(% of 

before 

spraying) 

Dry 

weight ( 

% of 

control) 

R/S 

(fresh 

weight) 

R/S (dry 

weight)  
R/S (Weed 

population)  
R/S (length of 

coleoptiles)  

Z1 RS  SS 100 66 59.68 19.35 21.22 117.62 

Z3 SS SS 88 68 12.28 3.56 9.82 3.28 

Z4 SS SS 90 44 2.81 1.41 1.86 0.67 

Z5 SS SS 100 74 28.70 7.05 10.52 99.43 

Z6 SS SS 86 35 23.59 6.76 12.62 12.60 

Z7 SS SS 73 58 2.58 2.65 1.12 0.69 

Z8 SS SS 100 79 80.80 31.65 32.59 65.17 

Z9 SS SS 100 93 118.53 60.06 92.27 9.76 

Z10 RS SS 100 76 49.96 16.05 20.72 39.59 

Z12 SS SS  78 50 46.69 13.61 101.83 55.12 

Z13 SS SS 100 95 131.65 13.40 90.64 149.36 

Z14 RS SS 100 98 3.40 1.13 4.13 4.69 

Z15 RS SS 100 74 1026.41 7617.14 40.39 11.61 

Z16 RS SS 67 86 20.77 5.35 0.12 5.73 

Z17 SS SS 100 66 63.76 14.85 116.62 60.58 

Z19 RS SS 100 81 69.36 17.52 14.61 11.42 

Z20  RS SS 100 96 24.58 8.60 21.44 149.43 

Zs SS SS 60 10 -        
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Using the dCAPS Method to Detect the Resistance of Wild Oat (Avena 

ludoviciana Durieu.) to Clodinafop-propargyl in Comparison with Current 

Methods 
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Abstract 
In order to evaluate the resistance of 17 biotypes of wild oat to clodinafop-propargyl herbicides, four methods 

including: whole plant screening, whole plant bioassay, seedling bioassay and molecular method were used. There was 

similarity between the results of whole plant screening, whole plant bioassay, seedling bioassay, but resistance ratio 

(R/S) of seedling bioassay was lower than whole plant bioassay and it seems that seedling bioassay is a reliable method 

for identifying populations of grass species resistant to ACCase inhibiting herbicides. According to the molecular 

methods, an isoleucine-1781-leucine [Leu] mutation in plastidic ACCase enzyme of 8 biotypes (44% of biotypes) has 

been identified as the known mutation endowing clodinafop-propargyl resistance and isoleucine-2041-asparagine 

mutation has not been identified as a mutation endowing resistance in none of biotype. The resistance mechanism of the 

rest of biotypes that were resistance according to the non-molecular method, but did not identify resistant by molecular 

method, can be explained by mutation in another location or metabolism-based mechanism. 

Key words: Grass weeds, ACCase inhibitors, resistance, whole plant assay, seed bioassay. 


