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 The present study aimed to investigate the probability of mutation occurrence at the 

target site of acetolactate synthase (ALS) inhibitors in annual ryegrass. For this purpose, 

annual ryegrass seeds were collected from a wheat field in Golestan province, where 

the occurrence of resistance had been reported. A whole-plant assay was conducted in 

a greenhouse using the recommended rate (1.5 L ha⁻¹) of the herbicide iodosulfuron-

methyl-sodium+mesosulfuron-methyl (Atlantis, OD 1.2%). Four weeks after treatment, 

samples were collected to evaluate the resistance ratio and study the molecular 

resistance mechanism at the target site. DNA extraction, amplification, and purification 

of the ALS gene from the total genomic DNA of the L183 population were performed 

using PCR and electrophoresis. The excised gel fragment containing the ALS gene was 

sent for sequencing to facilitate further molecular investigations. The results indicated 

that the L183 annual ryegrass population, with a survival rate of 89.29%, a dry weight 

percentage of 86.22%, and a fresh weight reduction of 9.28% compared to the untreated 

control, was highly resistant (RRR) to iodosulfuron-methyl-sodium+mesosulfuron-

methyl. Molecular sequencing of the ALS gene in the L183 ryegrass population, 

compared to the reference ALS gene of Arabidopsis, revealed the potential 

simultaneous presence of two mutations. These involved the substitution of proline with 

threonine at codon 197 (Pro-197-Thr) and the substitution of tryptophan with leucine at 

codon 574 (Trp-574-Leu). These mutations were identified in the bidirectional 

sequencing of the ALS gene in the L183 annual ryegrass population from Golestan 

province, and these alleles are likely responsible for resistance. Based on the screening 

and sequencing results, the occurrence of known two known point mutations, Pro-197-

Thr and Trp-574-Leu, in the ALS gene of the L183 annual ryegrass population led to 

changes in the amino acids of the target protein. These nucleotide alterations caused 

reduced effectiveness of the herbicide iodosulfuron-methyl-sodium+mesosulfuron-

methyl and the emergence of resistance. 
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 :ی کلیدیهاواژه

، یابیوالیت،  ALSزدارندهبا

مقاومت کش، مقاومت به علف

  .مکانیسم مقاومتهدف، محل

-تولاکتاتهای اسبازدارنده های مبتنی بر محل هدف بهبررسی مولکولی احتمال وقوع جهشپژوهش حاضر با هدف  

احتمال بروز  بذور علف هرز چچم از مزرعه گندم استان گلستان که ،منظوردر چچم انجام شد. بدین  (ALS)سینتاز

لیتر در  5/1شده )سنجی در گلخانه با غلظت توصیهآوری و آزمایش زیستشده بود، جمع ها گزارشمقاومت در آن

چهار  انجام شد. )درصد OD  2/1متیل )آتلانتیس،-م+مزوسولفورونسدی-تیلم-کش یدوسولفورونعلفهکتار( 

رسی مکانیزم مقاومت منظور بر، بهDNAبرداری برای ارزیابی رتبه مقاومت و استخراج هفته پس از اعمال تیمار، نمونه

چچم ده توژنومی  DNAاز کل  ALSسازی ژن ، تکثیر و خالصDNAمبتنی بر محل هدف انجام شد. پس از استخراج 

L183 با استفاده از ،PCR شده، محتوی ژن و الکتروفورز صورت گرفت. قطعه ژل برش دادهALSور بررسیمنظ، به-

مانی با میزان زنده L183ها نشان داد که توده چچم یابی ارسال شد. نتایج تجزیه دادههای مولکولی بیشتر برای توالی

ر رتبه پاشی، دد بدون سمدرصد در مقایسه با شاه 28/9تر  درصد و کاهش وزن 22/86وزن خشک  ،درصد 29/89

ر مقایسه با ژن دتوده چچم نیز  ALSیابی مولکولی ژن قرار گرفت. بررسی نتایج حاصل از توالی (RRR)مقاوم بسیار 

ALS ینه پرولین در زمان دو جهش متناظر در جایگزینی اسیدآمآرابیدوپسیس )مرجع( نشان داد که احتمال وجود هم

 به اسیدآمینه لوسین 574ه تریپتوفان در کدون ( و اسیدآمینPro-197-Thrین )به اسیدآمینه ترئون 197کدون 

 (Trp-574-Leu در خوانش دو )ِژن  جهتALS  توده چچمL183 توانند ها میان گلستان وجود داشت که این آللاست

ای وع دو جهش نقطهوقیابی، گری و توالیبا توجه به نتایج آزمایش غربالکش را در پی داشته باشد. مقاومت به علف

محل آمینه پروتئین ، منجر به تغییر اسیدهایL183توده چچم   ALS، در ژنTrp-574-Leuو  Pro-197-Thrشده شناخته

-متیل-کش یدوسولفورونموجب عدم تأثیر علفواسطه تغییر در نوکلئوتیدها، ، به ALSدر ژن هدف

 تیل و بروز مقاومت شده است.م-سدیم+مزوسولفورون

  نیترئون-197-نیپرول دو جهش زمانهم(. وقوع 1403پور، م. )و محسن فر، ح.ر.ساسان زند، ا. ابراهیم، م.ت.آل اردی، س. زادهحنیفه استناد:

(Pro-197-Thrو تر )نیلوس-574-پتوفانی (Trp-574-Leu )متیل در علف هرز -سدیم+مزوسولفورونمتیلکش یدوسولفورونمرتبط با مقاومت به علف

 .Doi: 10.22034/ijws.2025.368117.1479. 164-147(: 1)20هرز ایران، هایدانش علف .(Lolium rigidum Guadin)چچم 
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 مقدمه

ترین محصولات عنوان یکی از مهمگندم بههمواره 

ی از لحاظ سطح زیر کشت و میزان تولید در تزراع

ز امین نیأمهمی را در ت شبوده و نقمطرح جهان 

 کندایفا میجوامع بشری  غذایی

 )2014Joudi & Ebadi, .( اساس گزارش  بر

 ) ,2018Dehghan Banadaki(بنادکی دهقان

 هایعلفاهش عملکرد ناشـی از رقابت میانگین ک

 درصد گزارش 23 مزارع گندم ایران حدود درهرز 

مقدار خسـارت در ها به گزارش آن بنا شـده اسـت.

از نمونه  5000 مختلف کشـور با بررسـیهای استان

های مختلف ها و اقلیممزارع گندم آبی اسـتان

 هرز هـایخسـارت علـف دهد کهنشان می کشـور

در  درصد، 27 هـای سـرد ماننـد کرمانشـاهدر اقلیـم

در اقلیم گرم درصد،  17تهران  اقلیـم معتدل مانند

مانند درصد و در اقلیم خزری  23 مانند خوزسـتان

-مین .ده استش درصد گزارش 28استان گلستان 

-علف ) et alMinbashi ,.2015 (باشی و همکاران

گونه ذکر  400را  گندم آبی کشورمزارع هرز  های

که بسته به استان و شرایط اقلیمی، تراکم و  ندکرد

طبق گزارش . باشدمتفاوت تواند می هاآنحضور 

 بندهای هفتگونهایشان 

(Polygonum aviculare L.)، خردل وحشی 

(Sinapis arvensis O.F. Müll.)، 

 راختی، بی (.Cardaria draba Desv)ازمک

(Galium tricornatum L.)، تلخه 

(Acroptilon repense (L.) DC.) ، ر خاکشی

(Descurainia sophia (L.) Webb ex Prantl)، 

-ل، گ(Erysimum odoratum Ehrh)تلخ  خاکشیر

 ناغالیس، آ)L Centaurea depressa.( گندم

.)L Anagallis arvensis(، پنیرک 

 (Malva sylvesteris L.)ک، ماش 

 (Vicia assyriaca Boiss.)، شلمی 

(Rapistrum rogusum) ،وحشی خلر 

 ).L Lathyrus sativus(، ترین علفترتیب مهمهب-

  برگ مزارع گندم هستند.هرز پهن های

 زمستانه یولاف وحشی ،از طرفی

(Avena ludoviciana Durieu)، واش خونی

 جودره،  (.Phalaris minor Retz)کوچک

(Hordeum spontaneum K.Koch)وحشی ، جو 

(Hordeum murinum)چاودار پشمکی،، علف 

(Secale cereale L.)  چچمو 

 (Lolium rigidum Gaudin) ترین علفمهم را-

عنوان آبی کشور گندم برگ مزارع کشیده هرز های

  کردند.

 طبق گزارش ممنوعی و همکاران

 )2023., et alMamnoie (، لپه، تک چچم گیاهی

ترین یکی از مهم و ناز تیره گندمیا ،ساله، علفییک

ویژه در مناطق هزا در گندم و جو بخسارت هایگونه

مقدار خسارت است و جنوبی ایران و استان فارس 

-گزارش نیز درصد 70شدت آلودگی تا آن بسته به

 همچنین پژوهشگران شده است.

(Zand et al., 2010)   در گزارش دیگری اذعان

ترین مهم( ازجمله .Lolium sppچچم ) داشتند که

برگ مزارع گندم ایران هرز کشیدههای علف

 های خوزستان، فارس،شود و استانمحسوب می

سمنان و سیستان و بلوچستان ازنظر آلودگی به این 



 (1) 20هرز ایران  های(/ مجله دانش علف1403) و همکاران یدرا هدازهفینح 150

 

 

 طوربه. علف هرز از اهمیت بیشتری برخوردارند

بـه چچم برگ از جمله هرز باریک هایعلف ،کلی

نیازهــای رشــدی  کی،شــباهت مورفولــوژی دلیـل

رقابت بر سر منابع، باعث کاهش عملکرد  و یکــسان

توان در پایان ساله را میچچم یک .شـوندگندم می

ستفاده از ازنی گندم با ی تا اواسط پنجهرگبمرحله سه

شده در ایران از جمله های ثبتکشعلفبرخی از 

اما استفاده متوالی  نترل کرد،ک ALSهای بازدارنده

باعث بروز  ALS یهای بازدارندهکشاز علف

 شودها میکشمقاومت به این علف
 .(Zand et al., 2007) 

آنزیم  اوره، مهارکنندههای سولفونیلکشعلف

-اسید( و استوهیدروکسیALSسنتاز )استولاکتات

( هستند که یک آنزیم کلیدی در AHASسنتاز )

ینه آمبیوسنتز ایزولوسین، لوسین و والین که اسیدهای

 باشندداری هستند میشاخه

.(Duggleby et al., 2008)   مصرف کم و سمیت

-لفع توام کنترلبودن )منظورهانسان، دو یبراپایین 

و خاصیت ( برگپهن و برگباریک هرز یها

، ALSهای بازدارنده کشانتخابی مناسب علف

ها در جهان را افزایش داده و بروز مصرف آن

هرز را  هایها در علفکشمقاومت به این علف

. طبق گزارش (Heap, 2006)سرعت بخشیده است 

مورد  533، در سطح جهان (Heap, 2016)هیپ 

گونه  273متعلق به  کش،هرز مقاوم به علف علف

طبق این گزارش  شده است. گزارش، هرز علف

شده محل عمل شناخته 21هرز نسبت به ی هاعلف

کش مختلف مقاومت علف 168 تعداد کش وعلف

 اند. نشان داده

 یهارکنندهمهاها طبق گزارش آنهمچنین 

ALS ( ب 175با گزارش )بروز مستعد شتریگونه مقاوم 

در  ALSکش بازدارنده اند. اولین علفبودهمقاومت 

اولین مورد و  جنبه تجاری پیدا کرد 1982سال 

یعنی  1987در سال  ALSهای مقاومت به بازدارنده

سال پس از معرفی کلروسولفورون در علف  پنجفقط 

( مشاهده Lactuca serriolaهرز کاهوی وحشی )

طبق گزارش  (Mallory-Smith et al., 1990).شد 

 برای اولین بار در جهان، (Heap, 2024)هیپ 

 کش بازدارندهبه علفهای چچم در گونهمقاومت 

ال ، در س(ACCase) کربوکسیلازآکوآنزیماستیل

گزارش شد. همچنین وی گزارش کرد که  1987

 ALSبازدارنده  یهاکشعلف به چچم مقاومت

 در ایالت متحده ثبت 1995بار در سال  نیاول یبرا

 اغلب مزارعهرز چچم در نیز علف  ایاسترال شد. در

 یکشمقاومت علفاولین و  شتهوجود دا یکشاورز

 گزارش شد 1982در سال  در چچم،

(Heap & Knight, 1982).  

های کشدر اروپا اولین گزارش مقاومت به علف

در  1991 سنتاز در سالبازدارنده استولاکتات

انگلستان و سپس در سایر کشورهای شمال اروپا در 

( Alopecurus myosuriodesروباهی کشیده )دم

در  1998در سال  .(Thill & Lemerle, 2001)بود 

خروس های بسیار زیادی از تاجایالت ایلینویز توده

(A. tuberculatus  وAmaranthus ruder مقاوم )

که طوریبهشدند؛  شناخته ALSهای به بازدارنده

خروس دیگر در این منطقه برای کنترل تاج

 شودتوصیه نمی ALSهای بازدارنده کشعلف

 et al., 2002) (Patzoldt.  در ایالت آلبرتا در مزارع

 12و  39ترتیب هب ،سالهتحت کشت گیاهان یک
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در  ALSو  ACCaseدرصد مقاومت به بازدارندگان 

شده است که مساحت تقریبی یولاف وحشی گزارش

 شودمیلیون هکتار را شامل می 6/1

 (Beckie et al., 2009).  پژوهش نتایج ایران نیز در

 و یعرض مقاومت از یحاکزمانی و همکاران 

 بررسی درصد از نه توده چچم مورد 67 در چندگانه

مزوسولفورون + یدوسولفورون های کشعلفبه 

و ( تاپیک)پروپارژیل کلودینافوپ (،آتلانتیس)

یکان نمزوسولفورون + یدوسولفورون + دیفلوف

 طی نهمچنی (Zamani et al., 2019).بود  (اُتللو)

 فر و همکاران یک گزارش ساسان

)2024., et al Sasanfar(  11 درصد از 82مقاومت 

های کشبه دو گروه از علف سالهی چچم یکتوده

یید أترا در مزارع گندم  ALS و ACCase بازدارنده

بیوتیپ،  82توسلی و همکاران نیز با بررسی  .نمودند

های چچم استان گلستان، ضمن تأیید مقاومت توده

وم چچم در این استان را های مقاتوده فراوانی بـالای

نظیـر ACCase های بازدارنده کشبه علف

در مزارع گندم نسبت  پروپارژیـل -کلودینافـوپ

  .(Tavasoli et al., 2021)دادند 

 کشهمچنین در آزمایشی کاربرد علف

به میزان مزوسولفورون + یدوسولفورون )آتلانتیس( 

به  در هکتار در مزارع گندم استان خوزستانلیتر  5/1

 45تا  15)بین  نکردکنترل هرز چچم را  خوبی علف

شد، در نتیجه کنترل آن ضعیف ارزیابی و درصد(

کش این علف به هرز چچم علفمشخص شدکه 

 نشان داده است مقاومت

 (Sabet Zangeneh & Zangeneh, 2021). 

ها زمـان کشدر ارزیـابی مقاومـت بـه علـف

هـا از جنبـه لازم جهـت تعیین بروز مقاومـت در تـوده

 است مـدیریت مقاومـت بسیار مهم

 (Moss et al., 1995; Beckie et al., 2000) بر .

دنبال ه مختلفـی در سراسر دنیـا بـن این اساس محققا

تر مقاومـت بوده و در این ارزیـابی سـریع هـایروش

دیش، هـای پتـریهایی نظیـر آزمـایشراستا روش

زنـی دانـه گـرده، سـنجش آنزیمـی و روشجوانه

 استفاده قرارگرفته است های مولکولی ابداع و مورد

(Beckie et al., 2000) بنا به گزارش گینز و .

های مکانیسم ) et alGaines ,.2020(همکاران 

مقاومت به دو دسته مکانیسم مبتنی بر محل هدف و 

که  شوندمکانیسم مبتنی بر غیر محل هدف تقسیم می

های مهم خانوادهمقاومت در  سمیمکاننوع هر دو 

طبق گزارش ایشان  .اندافتهی ی گسترشکشعلف

اغلب شامل  مکانیسم مقاومت مبتنی بر محل هدف،

 ینیاست که اهداف پروتئ ییهادر ژن جهش

اتصال نواحی که بر  کنندیها را کد مکشعلف

همچنین مکانیسم  .گذاردیم ریکش تأثعلف

شامل کاهش مقاومت مبتنی بر غیر محل هدف نیز 

 کی در کشعلف نمودنمبحوس و انتقال ایجذب 

ش به کعلف سمیمتابول شیمکان از سلول و افزا

ن عامل امحقق. از طرفی کمتر است یسم باتیترک

را  ALSهای مهارکننده کشاصلی مقاومت به علف

 دانندهای هدف میتغییر محل

(Tranel & Wright, 2002) . همچنین یوآن و

 که عنوان کردند (Yuan et al., 2007)همکاران 

کش باعث استفاده مکرر از دزهای بالای یک علف

افزایش مقاومت از طریق مکانیزم مقاومت مبتنی بر 
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 CAPS(d)تکنیک استخراج شود. محل هدف می

-آمیزی برای آشکارساختن جهشطور موفقیتهب نیز

کار رفته هب ALSهای ژنهای منجر به مقاومت در 

  ;De´lye et al., 2011 ) است
De´lye & Boucansaud, 2008;  

2006Kaundun & Windass, (.  

در محل  یانقطه یهاجهش علاوه بر ،از طرفی

 شود، عرضیمنجر به مقاومت  تواندیهدف که م

تواند بر ها میکشمقاومت به این گروه از علف

 ساس متابولیسم نیز باشدا

 (Hidayat & Preston, 2001). که اکثر نجاییآاز

ها را در طور اختصاصی آنزیمها بهکشعلف

-کردن ژنکنند، مشخصمتابولیسم گیاهان مهار می

 بسیار مهم هستند های کدکننده

(Powles & Yu, 2010) .یهانیروتئهمچنین پ 

 توانندیمنیز  (P450) ژنازیمونواکستوکرومیس

 زانیکرده و م زهیرا متابول ALS یهاکشعلف

 دهندکاهش را  رسندیکه به محل اثر م یکشعلف

et al., 2013) (Iwakami. میآنز ،عبارت دیگربه-

( نقش P450s) ژنازیمنواکسP450توکرومیس یها

دارند ها شکعلف سمیمتابول در یمهم

(Alebrahim et al., 2021) . 

اسمیت و نموس بنا به گزارش مالوری

(Mallory-Smith & Namuth, 2006) یهاجهش 

-کشعلف به مقاوم هرز یهاعلف در هدف محل

. اندشده ییشناسا نتازیساستولاکتات بازدارنده یها

 آلانین در موقعیت جایگزینی ،کلی طوربه

 122(Ala-122-Thr, Tyr, Val)  پرولین در ،

 ,Pro-197-Ala, Arg, Gln, His, Ile)197موقعیت 

Leu, Ser, Thr, Tyr) 205، آلانین در موقعیت 

(Ala-205-Phe, Val) آسپارتیک در موقعیت ،

376(Asp-376-Glu)  377،آرژنین در موقعیت 

(Arg-377-His)تریپتوفان در موقعیت ، 

 574 (Trp-574-Gly, Leu, Met) سرین در ،

و گلایسین  (Ser-653-Asn, Ile, Thr) 653موقعیت 

های جهش (Gly-654-Asp, Glu) 654در موقعیت 

منجر به د نتوانمیکه هستند  ALSشده ژن گزارش

شوند  ALSهای بازدارنده کشعلف بروز مقاومت به

(Powles & Yu, 2014; Tranel et al., 2016) .

 (Ghanizadeh et al., 2022)زاده و همکاران غنی

کش یدوسولفورون، از مقاومت به علفبا گزارش 

(، در ALSسنتاز )های آنزیم استولاکتاتبازدارنده

اولین گزارش در مورد مقاومت محل  جمعیت چچم،

در چچم  ALSهای بازدارنده کشهدف به علف

 نیوزیلند را ارائه دادند.

در غالب موارد انتخاب روش کنترل شیمیایی 

برای مهار علف هرز چچم و به دنبال آن مصرف 

در مزارع  ALSهای بازدارنده کشمتوالی علف

هایی از عدم گندم کشور موجب گزارش

شده  ALSهای خانواده کشتأثیرگذاری علف

ای و لذا در این پژوهش با مطالعات مزرعهاست. 

کش آوری بذوری با گزارش مقاومت به علفجمع

 OD  2/1مزوسولفورون+یدوسولفورون )آتلانتیس،

درصد( از یک مزرعه گندم از استان گلستان، سعی 

کش آتلانتیس را روی شد تا دلایل عدم تأثیر علف

با در ادامه بررسی قرار داده و نه چچم، موردگو

ر مکانیزم احتمالی بروز مقاومت د مولکولیارزیابی 

 کشعلفعدم تأثیرگذاری آزمایشگاه، دلایل 

 گردد.آتلانتیس مشخص 
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 هامواد و روش

از مزرعه گندم  97در بهار سال  L183بذور چچم 

-کشاستان گلستان که سابقه مصرف متوالی علف

هایی داشته وکشاورزان گزارش ALSهای بازدارنده 

ده ها را ارائه داکشاز احتمال مقاومت به این علف

 هایآوری شد. پژوهش شامل آزمایشبودند، جمع

های ، انجام آزمایش DNAای، استخراجگلخانه

PCR ای در های گلخانهپژوهشیابی بود. و توالی

پزشکی های هرز، موسسه گیاهبخش تحقیقات علف

مولکولی در آزمایشگاه  هایکشور و آزمایش

پژوهشگاه  ،زیستی مهندسی ژنتیک و ایمنی

بیوتکنولوژی کشاورزی ایران انجام شد. آزمایش 

ه شدسنجی با گیاه کامل در گلدان با دز توصیهزیست

کش علف لیتر در هکتار( 5/1)

 ODمزوسولفورون+یدوسولفورون )آتلانتیس، 

ر تصادفی با چهار تکرا کاملاً( و در قالب طرح 1.2%

 وها در گلخانه منظور غربال گیاهچهانجام شد. به

عدم  دلیلههای چچم، ببررسی مقاومت در بین توده

بذر  هفت، تعداد اًخواب در بذور چچم مستقیموجود 

پلاستیکی که با خاک مزرعه، شن و  در هر گلدان

عفونی و  کود دامی با نسبت یک:یک:یک ضد

گلخانه با به ها . گلدانشدپرشده بودند، کشت 

-درجه سانتی 20ساعت روشنایی با دمای  16شرایط 

درجه  15ساعت تاریکی در دمای  هشتگراد و 

 گراد منتقل و بر اساس نیاز، روزانه تا حدسانتی

 ظرفیت مزرعه آبیاری شدند.

کش منظور بررسی مقاومت به علفبه

 یدوسولفورون )آتلانتیس،مزوسولفورون + 

OD  2/1 شده پاشی با غلظت توصیه، سم)درصد

کش در مرحله دو تا سه لیتر در هکتار( علف 5/1)

پاش با نازل برگی علف هرز، توسط دستگاه سم

لیتر  150متحرک بادبزنی یکنواخت با حجم پاشش 

بار انجام شد. پس از گذشت  8/2در هکتار و فشار 

تر و خشک و  شی درصد وزنپاچهار هفته از سم

گیری و مانی گیاهان در مقایسه با شاهد اندازهزنده

جهت ارزیابی وضعیت مقاومت بر اساس روش 

و ماس  (Adkins et al., 1997)ادکینز و همکاران 

استفاده شد. جهت  (Moss et al., 2007)و همکاران 

بعد  ،DNAمولکولی و استخراج  هایانجام آزمایش

کش از خود هایی که نسبت به علفاز بوتهاز تیمار، 

های تازه، برداری از بافتمقاومت نشان دادند، نمونه

هرز صورت گرفت.  هایتمیز و زنده برگ علف

ها داخل فلاسک نمونه ،بلافاصله پس از برداشت

تعیین  هایازت مایع قرار گرفتند و تا انجام آزمایش

 دند. نگهداری ش -80مکانیزم مقاومت در فریزر 

 DNAاستخراج 

از برگ گیاه با استفاده از روش  DNAاستخراج 

). et alDellaporta ,.تغییریافته دلاپورتا انجام شد

گرم از نمونه  2/0ابتدا حدود  ،منظوربدین 1983(

برگی در هاون چینی ریخته و با استفاده از نیتروژن 

های مایع به پودر یکنواخت تبدیل و به میکروتیوب

میکرولیتر از بافر  600لیتری منتقل شد. سپس دو میلی

 Tris-HCLلیتر از محلول میلی SDS (10استخراج 

 پنج NaClلیتر محلول میلی pH ،18= 8یک مولار با 

مولار و  EDTA  5/0لیتر محلولمیلی چهارمولار، 

باهم مخلوط و با آب دیونیزه به  SDSگرم پودر  دو

-لیتر رسانده شد( که از قبل با قرارمیلی 100حجم 

شفاف شده بود، همراه با  کاملاًماری گرفتن در بن
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میکرولیتر  20یک مولار و  DTTمیکرولیتر  20

ها اضافه شد. ( به میکروتیوبPkaکیناز )پروتیین

ماری با دمای دقیقه در حمام بن 30ها به مدت تیوب

دقیقه به  پنجگراد قرار گرفته و هر درجه سانتی 65

میکرولیتر استات  300آرامی سروته شدند. سپس 

پس از  .ها اضافه شدمولار سرد به نمونه پنجپتاسیم 

 600دقیقه روی یخ،  10-15قرار گرفتن به مدت 

( 24:1میکرولیتر از محلول کلروفرم: ایزوآمیل الکل )

ها آرامی تکان داده شدند. تیوبها اضافه و بهبه تیوب

 چهاردور در دقیقه و در دمای  13000با سرعت 

دقیقه سانتریفیوژ و فاز  15مدت گراد بهدرجه سانتی

های جدید منتقل شد. سپس با مایع بالایی به تیوب

رولیتر ایزوپروپانول سرد، میک 600کردن اضافه

درجه  -20دقیقه در فریزر  60تا  30ها به مدت تیوب

نشین خوبی تهبه DNAگراد نگهداری شدند تا سانتی

دقیقه با  15ها پس از این مرحله به مدت شود. نمونه

دور در دقیقه سانتریفیوژ شده و فاز  13000سرعت 

 فوقانی با احتیاط بیرون ریخته شد. 

درصد به  75-70میکرولیتر الکل  300 در ادامه

دور در دقیقه به  10000ها اضافه و با سرعت تیوب

گراد درجه سانتی چهاردقیقه در دمای  15مدت 

ها با الکل سانتریفیوژ شدند. سپس داخل تیوب

-دقیقه به 15-10ها به مدت شستشو شد و تیوب

صورت سروته روی کاغذ صافی قرار گرفتند. به 

DNAمیکرولیتر  50شده در فضای اتاق کهای خش

آب مقطر استریل اضافه شد و جهت انجام 

گراد درجه سانتی -20های بعدی در دمای آزمایش

 et alDe´lye ,.2015 ;)نگهداری شدند 

)1983., et alDellaporta ( . در مرحله بعدی

شده با استفاده از های استخراجDNAارزیابی کمیت 

صورت که میزان جذب در بدیننانودراپ انجام شد. 

گیری و از نانومتر اندازه 280و  260های طول موج

نانومتر برای تعیین  280/260های نسبت طول موج

بعد از  .شده استفاده شدهای استخراجDNAخلوص 

نانوگرم در  50ها به غلظت DNAاین مرحله 

مورد  PCRمیکرولیتر، رقیق شده و برای واکنش 

 تند.استفاده قرار گرف

 (PCR)ای پلیمراز های زنجیرهواکنش

ای پلیمراز های زنجیرهجهت انجام آزمایش واکنش

پس از سنتز آغازگرهای )پرایمرهای(  PCRیا 

در  ( برای علف هرز چچم،1 اختصاصی )جدول

(، PCRهای مولکولی )آزمایشگاه با انجام آزمایش

بروز مقاومت مبتنی بر محل هدف از نظر وقوع 

-ای در هشت موقعیت از اسیدآمینهنقطههای جهش

 ، پرولین(Ala-122)شامل آلانین  Alsهای 

 (Pro-197) آلانین ،(Ala-205)آسپارتیک ، 

 (Asp-376)آرژنین ، (Arg-377)تریپتوفان ، 

 (Trp-574) سرین ،(Ser-653) و گلایسین 

 (Gly-654)  در آنزیمALS  .چچم ارزیابی شد

 20 یها( در نمونهPCR) مرازیپل یارهیزنج واکنش

الگو  DNA تریکرولیم یک یحاو یتریکرولیم

، مسترمیکس تریکرولیم 10نانوگرم(،  20 باًی)تقر

 تریکرولیم یکآب مقطر استریل و  تریکرولیمهفت 

   از هر آغازگر رو به جلو و معکوس انجام شد.
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 .(Tan et al., 2007)پرایمرها برگرفته از تان و همکاران 
 

ی در دستگاه با چرخه حرارت PCRهای آزمایش

. انجام شد T100 (Bio-Rad) مدلترموسایکلر 

 95 هیاولسازی واسرشتمرحله صورت که ابتدا بدین

شد، سپس  انجام قهیدق سهبه مدت  گرادیدرجه سانت

 60 یبرا گرادیدرجه سانت 95 یچرخه در دما 44

درجه  72و  ه،یثان 60 یبرا گرادیدرجه سانت 55 ه،یثان

با مرحله گسترش  ،دقیقه 2:30به مدت  گرادیسانت

دقیقه  پنجمدت به  گرادیدرجه سانت 72 یدر دما ییانه

منظور تکثیر قطعه مورد هدف بهپس از  تکثیر شدند.

های ذکرشده در بالا، شناسایی احتمال وقوع جهش

سازی قطعه مورد نظر توسط استخراج و خالص

دستگاه الکتروفورز و با عبور از میان ژل آگارز انجام 

 TAEشد. برای تهیه ژل یک درصد، آگارز در بافر 

 10حل و سپس گرم شد. در این مرحله به ازای هر 

بروماید حلول اتیدیوملیتر ژل، یک میکرولیتر ممیلی

به آن اضافه شد و سپس داخل قالب با شانه مناسب، 

های مخصوص قرارگیری جهت تشکیل چاهک

 خوبی آماده شد، نمونه، ریخته شد. هنگامی که ژل به

شانه را با دقت بیرون آورده و ژل در محفظه تانک 

الکتروفورز قرار گرفت. سپس در چاهک اول لدر و 

ه تکثیرشده را بارگذاری کرده در چاهک بعدی قطع

انجام  DNAآمپر، کار جداسازی  90و با اعمال ولتاژ 

( 1 شکلشد. پوشش باند حاصل از روی ژل آگارز )

یابی ارسال سازی برای توالیبرش و پس از خالص

و پرایمر کل طول  bp1552شد. طول قطعه جداشده 

 قطعه جداشده را پوشش داد

 یابیتوالی

های الگو های حاصل شده با رفرنسنتایج توالی 

برای  (GenBank: AY124092.1)آرابیدوپسیس

ALS افزارهای در بانک ژن با نرمBLASTn  و

Vector NTI (Invitrogen)  .مقایسه و تفسیر شد

های مختلف در بدین ترتیب احتمال وقوع جهش

کش بروز مقاومت مبتنی بر محل هدف به علف

هرز باریک  ، در علف)آتلانتیس( ALS بازدارنده

 برگ چچم بررسی شد. 
 

 نتایج و بحث

نتایج آزمایش غربالگری در گلخانه برای بررسی  

آوری جمع L183وضعیت مقاومت در توده چچم 

صورت گیاهچه در گلدان با شده از استان گلستان به

کش علفلیتر در هکتار(  5/1)شده غلظت توصیه

 ODیدوسولفورون )آتلانتیس، مزوسولفورون+

به مقاومت  های ارزیابی( با استفاده از روش1.2%

بر اساس نتایج  دست آمد.( به2شرح زیر )جدول 

های ارزیابی مطابق با روش L183توده چچم 

و  (Moss et al., 2007)مقاومت ماس و همکاران 

در گروه  (Adkins et al., 1997)ادکینز و همکاران 

قرارگرفت. در نتیجه پس از تأیید  (RRR)مقاوم 

قطعی مقاومت توده مورد بررسی، تجزیه مولکولی 

 جهت بررسی سازوکار بروز مقاومت انجام شد.

 .ر چچمد ALS ژن توالی تعیین و تهیه برای استفاده موردآغازگرهای )پرایمرهای(  -1 جدول

Table 1. The primers used to prepare and determine the sequence of the ALS gene in ryegrass. 
Mer GC% TM Water/tube 

(µl) 
nmol OD 

(1000(µl)) 
MW Seq. (5-3) Oligo 

Name 
No. 

20 55 59.35 149.95 15.00 2.7 5941.9 ATCACCAACCACCTCTTCCG PHALS4-F 1 
20 55 59.35 179.38 17.94 3.3 6071 GCACCACCACTAGGGATCAT AVALS1-R 2 
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  PCRمربوط به %1ژل آگارز  -1 شکل

با طول قطعه  L183چچم  DNAحاصل از 

bp1552 .نشانگر اندازه وزن مولکولی 1 چاهک .

DNA (1Kb plus Cat.Na. SM354-500) .2 چاهک .

 Nontemplateبدون استفاده از الگو PCRمحصول 

(ntc) .محصول 3 چاهک .PCR  حاصل از تکثیرALS  با

 .پرایمرهای اختصاصی چچم

Figure 1. 1% agarose gel related to 

PCR obtained from L183 ryegrass 

DNA with 1552 bp fragment length. 
Well 1. DNA molecular weight size 

indicator (1Kb plus Cat.Na. SM354-500), 
Well 2. PCR product without using 

Nontemplate (ntc), Well 3. PCR product 

obtained from ALS amplification with rye 

specific primers. 
 

ارزیابی  هایهای چچم در مقایسه با شاهد بر اساس روشتر توده مانی، وزن خشک و کاهش وزندرصد زنده -2جدول 

 .(Moss et al., 2007))و ماس و همکاران  (Adkins et al., 1997)مقاومت )ادکینز و همکاران 

Table 2. Survival, dry weight, and reduction of fresh weight in ryegrass accessions compared to the untreated control, 

according to resistance evaluation systems (Moss et al., 2007 and Adkins et al., 1997). 
Rating System % of Control Sample ID 

Adkins** Moss* Fresh weight reduction Dry weight Survival 
Resistant RRR 9/28 86/22 89/29 L183 

ترتیب باشد به100تا  81بین و  81تا  72 ، بین72تا  36، بین 36ها نسبت به شاهد بین صفر تا تر آنهایی که درصد کاهش وزنتوده( 2007) براساس روش ماس و همکاران *

هایی که توده (1997ن )در روش ادکینز و همکارا**. شوندبندی میبه علفکش طبقه )S(حساس و  )R(? مشکوک به مقاومت، )RR(، مقاوم )RRR(مقاوم های عنوان تودهبه

که و درصورتی "احتمالاً مقاوم"توده  عنوانهبدرصد باشد،  50و بیشتر از  80، کمتر از "مقاوم"عنوان توده هبدرصد  50و  80ترتیب بیش از ها بهمانی آندرصد وزن خشک و زنده

 .شوندمیدر نظر گرفته  "حساس"عنوان توده هبدرصد باشند،  50کمتر از 

*According to the Moss et al. (2007) method, accessions with fresh weight reduction between 0 and 36, between 36 and 72, between 72 and 

81, and between 81 and 100, respectively are classified as resistant (RRR), resistant (RR), suspected resistance (R?), and sensitive (S) to the 

herbicide. **In the Adkins et al. (1997) method, accessions with dry weight and survival of more than 80% and 50%, respectively, are classified 

as "resistant" accessions; those with dry weight less than 80% and survival more than 50% as "probably resistant"; and if both are less than 
50%, they are considered "sensitive" accessions. 

 

یابی های حاصل از توالیداده نتایج آنالیز

 bp1552مولکولی توده چچم با طول قطعه جدا شده 

آرابیدوپسیس نشان داد که  ALSدر برازش با ژن 

)سیتوزین( اسیدآمینه پرولین  Cجایگزینی نوکلئوتید 

)آدنین( از طریق تغییر اسیدآمینه به  Aبا نوکلئوتید 

نی زمان جایگزی( و هم2اسیدآمینه ترئونین )شکل 

)گوانین( اسیدآمینه تریپتوفان با  Gنوکلئوتید 

)تیمین( از طریق تغییر اسیدآمینه و ایجاد  Tنوکلئوتید 

به بروز دو جهش  ( منجر3اسیدآمینه لوسین )شکل 

شده است.  L183زمان در توده چچم طور همهب

1     2 3 
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بنابراین احتمال وجود جهش متناظر در جایگزینی 

به اسیدآمینه  197( در کدون pro) اسیدآمینه پرولین

 ( و اسیدآمینه تریپتوفان4( )شکل Thr) ترئونین

(Trp در کدون )به اسیدآمینه لوسین 574 (Leu )

توده چچم  ALSژن  جهتِ( در خوانش دو 5)شکل 

L183 ها قابل مشاهده بود که استان گلستان در پیک

کش را در پی تواند مقاومت به علفاین آلل می

گونه چچم مورد  ALSمنظور ژن بدین داشته باشد.

های روی هم، برای (، با وجود پیکL183بررسی )

 احتمال پیداکردن آلل مقاوم جستجو شد.

  

 
اسیدآمینه  (ACG)و ایجاد کدون  Aاسیدآمینه پرولین با نوکلئوتید  (CCG)در کدون  Cجایگزینی نوکلئوتید  -2شکل 

 .ترئونین
Figure 2. Replacing nucleotide C in the codon (CCG) of the amino acid proline with nucleotide A and creating the codon 

(ACG) of the amino acid threonine. 
 

 
 اسیدآمینه (TTG)و ایجاد کدون  Tاسیدآمینه تریپتوفان با نوکلئوتید  (TGG)در کدون  Gجایگزینی نوکلئوتید  -3شکل 

 .لوسین

Figure 3. Substitution of nucleotide G in codon (TGG) amino acid tryptophan with nucleotide T and creating codon 

(TTG) amino acid leucine 

 

یابی قابل مشاهده همانطور که در نتایج توالی

تر از پیک کوتاه معمولاًاست، پیک دارای جهش، 

بدون جهش خود را نشان داده است و این باعث 

یابی که بر اساس توالی شود که نتایج توالیمی

شود قادر به تشخیص آن نباشد و ارائه می 1توافقی

تنها آلل اصلی را به دلیل وجود تعداد نسخه بیشتر 

 احتمالاً یابی، با توجه به نتایج توالیشناسایی کند. 

های جهش یافته، با بروز جهش L183توده چچم 

ای و سپس تغییر یک نوکلئوتید در ژن رشته نقطه

                                                           
1. Consensus 

DNA  از طریق ایجاد تغییر در آمینواسیدهای پروتئین

کش آتلانتیس موجب عدم تأثیر علفمحل هدف، 

-جهش از هشت مورد ،طور کلیهباست.  شده

 ، نقاتوسط محق ALSژن  شدهگزارش

 (Powles & Yu, 2014; Tranel et al., 2016)  دو

زمان شامل جایگزینی اسیدآمینه طور همهجهش ب

و اسیدآمینه تریپتوفان در  197پرولین در کدون 

در توده چچم مورد بررسی، شناسایی  574کدون 

 شد. 

493 625500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610(493)

ACGGGGCAGGTCCCGCGCCGCATGATCGGCACGGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACGTCGAGGACATCCCCCGCGTCATCCAGGALS lolium L-183 contig (157)

ACGGGGCAGGTCCCGCGCCGCATGATCGGCACGGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACGTCGAGGACATCCCCCGCGTCATCCAGGALS Lolium rigidum (493)

ACGGGGCAGGTCCCGCGCCGCATGATCGGCACGGACGCCTTCCAGGAGACGCCCATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACGTCGAGGACATCCCCCGCGTCATCCAGGConsensus (493)

1674 18061680 1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790(1674)

ATACCTTGGGAACCCAGAAAATGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACCATTGCTAAAGGGTTCAATGTTCCTGCAGTTCGTGTGACAAAGAGGAGTGAAGTCCGTGCAGCCATCAAGAAGATGCTTGAGALS lolium L-183 contig(1338)

ATACCTTGGGAACCCAGAAAATGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGACGATTGCTAAAGGGTTCAATGTTCCTGCAGTTCGGGTGACAAAGAGGAGTGAAGTCCGTGCAGCGATCAAGAAGATGCTTGAGALS Lolium rigidum(1674)

ATACCTTGGGAACCCAGAAAATGAGAGTGAGATATATCCAGATTTTGTGAC ATTGCTAAAGGGTTCAATGTTCCTGCAGTTCG GTGACAAAGAGGAGTGAAGTCCGTGCAGC ATCAAGAAGATGCTTGAGConsensus(1674)
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در خوانش دو جهته ژن  (Pro-197-Thr)ترئونین  197 پرولین احتمال وجود جهش متناظر آرابیدوپسیس -4شکل 

ALS نمونه چچمL183کش را در پی داشته باشد.تواند مقاومت به علف. این آلل می 

Figure 4. Probability of the corresponding Arabidopsis proline-197-threonine mutation in the bidirectional 

reading of the ALS gene of ryegrass L183. This allele can lead to herbicide resistance. 
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 ALSدر خوانش دو جهته ژن  (Trp-574-Leu)احتمال وجود جهش متناظر آرابیدوپسیس تریپتوفان به لوسین  -5شکل 

 کش را در پی داشته باشد.تواند مقاومت به علف. این آلل میL183نمونه چچم 
Figure 5. Probability of the corresponding Arabidopsis mutation from tryptophan to leucine (Trp-574-Leu) in the 

bidirectional reading of the ALS gene of the ryegrass L183 sample. This allele can lead to herbicide resistance. 
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زاده و همکاران طبق گزارش غنی

(Ghanizadeh et al., 2022) جایگزینی پرولین  نیز

چچم شناسایی شد  ALSژن  197به لوسین در کدون 

دهنده ارتباط مکانیسم مبتنی بر محل هدف که نشان

-متیلدوسولفورونیکش با مقاومت به علف

است. مطابق با گزارش  متیل-سدیم+مزوسولفورون

ایشان، در پژوهش حاضر نیز جایگزینی پرولین به 

چچم،  ALSژن  197ترئونین در همان کدون 

سبب بروز مکانیسم مبتنی بر محل هدف به  احتمالاً

-متیلدوسولفورونیکش علف

 متیل شده است.سدیم+مزوسولفورون

 بنا به گزارش بکی و همکاران

 (Beckie et al., 2012) های اسیدآمینه با موقعیت

موشی گوشدر شاهی ALSتوالی اسیدآمینه ژن 

همچنین طی  .)آرابیدوپسیس( مطابقت داشتند

نسبت به  ALSژن که مشخص شد یگزارش

( SNPsنوکلئوتیدی )های تکمورفیسمپلی

پذیر است، بنابراین یک تغییر نوکلئوتیدی در آسیب

تواند باعث می شود،آن که منجر به تغییر غیر مترادف 

جایگزینی اسیدآمینه، تغییر ساختار آنزیم و 

 کش شودجلوگیری از اتصال علف

 (Ntoanidou et al., 2016).  بنا به گزارش بکی و

تعداد  (Beckie et al., 2012)همکاران 

 شدهنجامرازی اتهای نوکلئوتید طبق همموقعیت

bp1671 (557  )عنوان موقعیت به است کهاسیدآمینه

ها مراجعه توان به آنمی ALS ژنبروز مقاومت در 

آزمایش ایشان، در ها آنبنا به گزارش  کرد.

مورفیسم باعث بروز چندشکلی و پلی 21جموع درم

از این  عددشوند که چهار مقاومت می

مشابه بوده و  نوکلئوتیدی غیرهای تکچندشکلی

اما  ،شوندیهایی در توالی اسیدآمینه مباعث تفاوت

شوند چون در نمی ALSسبب بروز مقاومت به 

در  ،از طرفیجمعیت حساس نیز وجود داشتند. 

تا از چهار دو  (Beckie et al., 2012)گزارشی 

در این  ALSجمعیت یولاف مقاوم به بازدارندگان 

 653سرین در کدون مطالعه جهش محل هدف در 

سرین در کدون  و یک جهش در ALSتوالی ژن 

های در جمعیت (Ser653Thr) به ترئونین 653

سرین به  قدیمی و یک جهش در اسیدآمینه

در جمعیت لورن بو که  (Ser653Asn) آسپارژین

 ALSهای محل هدف ژن اولین گزارش از جهش

های حساس . در جمعیتاستهای یولاف گونه

ولی  ،داده بود ها رخموریس و کرنان این جهش

 653در موقعیت  (AGT) سرین سیدآمینهدارای ا

 بودند. 

شده دیگری در دو ناختهش ALSهیچ جهش 

مشاهده  ALSجمعیت مقاوم یولاف به بازدارنگان 

احتمالاً متابولیسم ها لذا به گزارش آن ،نشد

ها بوده دلیل مقاومت در این جمعیت ،کشعلف

های علاوه بر جهشهمانطور که اشاره شد است. 

تواند منجر به مقاومت ای در محل هدف که مینقطه

( نیز به NTSRشود، مقاومت غیر هدف ) عرضی

تواند مکانیسم مهمی شده میهمراه متابولیسم تسریع

 دباشها نیز کشدر ارتباط با مقاومت به علف

(.Riar et al., 2012; Iwakami et al., 2013; 

Busi et al., 2017.) بنا به گزارش  ،طرفی از

 (Iwakami et al., 2013)ایواکمی و همکاران 

نیز  (P450)سیتوکروم های مونواکسیژنازپروتئین

را متابولیزه  ALSهای بازدارنده کشتوانند علفمی

کشی را که به محل اثر کرده و در نتیجه میزان علف
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زاده و بنا به گزارش غنی دهند.رسند را کاهش می

تیمار با پیش (Ghanizadeh et al., 2022)همکاران 

-سطح مقاومت علف P450مهارکننده سیتوکروم

 متیل-سدیم+مزوسولفورونمتیلدوسولفورونیکش 

های برابر در جمعیت 46، را تا ALSهای از بازدارنده

کش کاهش داد، لذا افزایش چچم مقاوم به این علف

ایجاد مکانیزم مقاومت کش باعث متابولیسم علف

مقاومت شود. کش میمحل غیر هدف به این علف

وسیله کاهش هب ALSمبتنی بر متابولیسم بازدارندگان 

متیل به فرم فعال بیولوژیکی -متابولیسم ایمازامتابنز

ایمازامتابنز در جمعیت یولاف وحشی شمال اسید

 است شدهگزارشنیز داکوتا 

 (Nandula & Messersmith, 2000).   

 

 گیری کلینتیجه

ای در نقطه هاینشان داد جهشاین تحقیق  هاییافته

توده چچم استان گلستان، موجب بروز جهش محل 

چچم و به دنبال آن  ALSهدف در دو نقطه از ژن 

بنا به  کش شده است.به علف موجب بروز مقاومت

 گزارش آل ابراهیم و همکاران

)2017., et alAlebrahim (  بررسی سازوکار

 تواندیم های هرزدر علف هاکشمقاومت به علف

 یهاعلف تیریکنترل و مد یبرا یدیمفهای روش

جهت . لذا فراهم کند توسط متخصصین را هرز

گیاهان مقاوم و ممانعت از توسعه این گیاهان حذف 

های شناسایی مزارع با توده ،به سـایر منـاطق

ها، این تودهآوری جمعمشکوک بـه مقاومـت و 

در جهـت  بررسی مکانیزم ایجاد مقاومت، جهت

 است. ، ضروریمـدیریت مقاومـت ایجـادشـده

زنگنه و همکاران گزارش ثابت بنا به همچنین

(Sabet Zangeneh et al., 2016) یابیارز 

هرز مقاوم و ی هاعلف یهاپیوتیب نیب یهاتفاوت

 یاستراتژ کی یابی بهسبب دست، نیز حساس

 بدون استفاده از هرز،های کنترل علف یبرا یتیریمد

 یهاتیجمع شپراکنشدن و مشخص کشعلف

هـای شناسـایی تـوده لذا .شودمیکش مقاوم به علف

و به دنبال آن  مشکوک به مقاومتحساس و 

کمک  ،های مقاومم مقاومت در تودهزشناسایی مکانی

 کنترلهای برنامهاجرای شایان توجهی به اتخاذ و 

و جلوگیری از گسترش مقاومت در  علف هرز چچم

 .کردخواهد  مزارع
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