
  

يولاف  منجر به مقاومت يها در تشخيص برخي جهش

  كوآنزيم آ كربوكسيلاز هاي بازدارنده استيل 

  2فر حميد رضا ساسانو  4جاويد قرخلو

علمي پژوهشكده فناوري و عضو هيات  -3پزشكي،  هرز موسسه تحقيقات گياه

 عضو هيات علمي دانشگاه كشاورزي گرگان

ساز در مزارع گندم كشور منجر به بروز مقاومت  هاي مشكل

كلودينافوپ پروپارژيل، ستوكسيديم و  كش هرز يولاف وحشي مقاوم به علف

در اين آزمايش اساس . بودند ACCaseدر برابر بازدازنده هاي 

dCAPS هاي احتمالي كه در نقاط  براي شناسايي جهش

ارنده استيل كو آنزيم آ كربوكسيلاز هاي بازد كش باعث مقاومت يولاف وحشي به علف

S3 ،S4  وES1 ( درصد  10در  ،1781جهش در موقعيت

كربوكسيل ترانسفراز  2078و  1781جهش در دو جايگاه 

جهش داشتند و در هيچ يك از  2078، 2041، 1781

رخ  ACCaseهاي مقاوم، احتمالا جهش در نقطه ديگري از ژن كدكننده آنزيم 
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در تشخيص برخي جهش dCAPSو  CAPSهاي 

Avena ludoviciana (هاي بازدارنده استيل  كش به علف

جاويد قرخلو ،2نوشين نظام آبادي، 3كاشاني فاطمه بناء ،2، آرش رزمي

هرز موسسه تحقيقات گياه هاي محقق بخش تحقيقات علف -2 ،هرز موسسه گياه پزشكي كشور يها عضو هيات علمي بخش تحقيقات علف

عضو هيات علمي دانشگاه كشاورزي گرگان -4 ،مهندسي زيستي دانشگاه صنعتي اصفهان

هاي مشكل برگ هاي هرز باريكآ كربوكسيلاز براي كنترل علف استيل كوآنزيم

هرز يولاف وحشي مقاوم به علف از علف يهاي اخيرا بيوتيپ .برگ شده است هاي هرز باريك

در برابر بازدازنده هاي  63/50تا بيش از  31/1كه داراي شاخص مقاومتي بين ه پينوكسادن مورد شناسايي قرار گرفت

dCAPSو  CAPSهاي  بدين منظور از روش. مورد بررسي قرار گرفتهاي مقاوم 

باعث مقاومت يولاف وحشي به علفرخ داده و  ACCaseژن كدكننده آنزيم 

M4 ،S2 ،S3شامل بيوتيپ هاي (  درصد بيوتيپ 50نتايج نشان داد كه علت مقاومت در 

جهش در دو جايگاه )  M4 بيوتيپ شامل(درصد بيوتيپ ها  10و در  2041جهش در موقعيت 

1781درصد بيوتيپ هاي مقاوم حداقل در يكي از نقاط  70در مجموع . آنزيم استيل كوآنزيم آ كربوكسيلاز بود

هاي مقاوم، احتمالا جهش در نقطه ديگري از ژن كدكننده آنزيم  پدر ساير بيوتي. مشاهده نشد 2088هاي مورد مطالعه جهش در موقعيت 

  .باشد داده و يا مكانيزم مقاومت آنها مبتني بر غير هدف مي

  كلودينافوپ پروپارژيل، ، پينوكسادن، ستوكسيديم

                                                 
eszand@yahoo.com 

هاي  استفاده از روش

Avena ludoviciana(وحشي 

، آرش رزمي*1اسكندر زند

عضو هيات علمي بخش تحقيقات علف -1

  چكيده

استيل كوآنزيم هاي بازدارندهكشكاربرد مداوم علف

هاي هرز باريك علفنه از گو 5در 

ه پينوكسادن مورد شناسايي قرار گرفت

هاي مقاوم  ملكولي مقاومت در بيوتيپ

ژن كدكننده آنزيم  2088و  2078، 2041، 1781

نتايج نشان داد كه علت مقاومت در . اند، استفاده شد شده

جهش در موقعيت )  M2 شامل بيوتيپ(بيوتيپ ها 

آنزيم استيل كوآنزيم آ كربوكسيلاز بود

هاي مورد مطالعه جهش در موقعيت  بيوتيپ

داده و يا مكانيزم مقاومت آنها مبتني بر غير هدف مي

، پينوكسادن، ستوكسيديمآنزيم برشي: كليديهاي واژه
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  مقدمه

آنزيمي  )ACCase, EC 6.4.1.2( استيل كوآنزيم آ كربوكسيلاز

هاي چرب در گياهان  كليدي در اولين مرحله از بيوسنتز اسيد

 ACCaseهاي بازدارنده  كش هدف براي علفآنزيمي و 

- علف از مهم گروه سه شامل ACCaseهاي  بازدارنده. باشد مي

، )APP(پروپيونات  فنوكسي يهاي آريلوكس  نام با كش

 كه هستند) DEN(فنيل پيرازولين   و) CHD(سيكلوهگزانديون 

 "ها دن"و  " ها ديم"، "ها فوپ"هاي  كش علف آنها به به ترتيب

  ). Délye, 2005(شود   مي نيز گفته

شامل ايزوفرم پلاستيدي  ACCaseدر گياهان دو ايزوفرم از 

سنتز (و ايزوفرم سيتوزولي ) سنتز كننده اسيدهاي چرب اوليه(

هاي  درگونه. وجود دارد) زنجيره بلنددهاي چرب با يكننده اس

 ولي هترومريك آنزيمي ايزوفرم پلاستيدي دولپه گياهي

 و پلاستيدها در و گياهان همه سيتوزول در موجود ايزوفرم

. باشد يهمومريك م آنزيمي خانواده گندميان، ميتوكندري

هاي دو لپه  ايزوفرم هترومريك پلاستيدي موجود در گونه

غير حساس، ولي ايزوفرم  ACCaseهاي  نسبت به بازدارنده

از اين . باشد ها كاملا حساس مي همومريك پلاستيدي گراس

هاي هرز باريك  علف توان جهت كنترل انتخابي خاصيت مي

 Avena ludoviciana(برگ بخصوص يولاف وحشي 

Durieu. (هايي برگ در باريك. استفاده كرد در مزارع گندم 

 حساس داراي ايزوفرم همومريك كه برنج و ذرت گندم، نظير

هاي  كش انتخابي براي علف باشند، خاصيت مي در پلاستيد

خانواده آريلوكسي فنوكسي پروپيونات به دليل بالا بودن 

اين . هاي ياد شده است كش سرعت هيدروليز فرم استري علف

استرهاي (كش  علف كش معمولا به صورت پيشعلف

پس از ورود به گياه پيوند روند كه  ميبكار ) كربوكسيلك اسيد

شكل اسيدي اين . شود مياستر توسط آنزيم استراز، هيدروليز 

هيدروليز . كشي مي باشدها داراي فعاليت علفكشعلف

حال در گياهان هرز كه اين . شودسبب رهاسازي اسيد مي

سرعت هيدروليز ) گياهان حساس(كنند  كش عمل ميعلف

متحمل از طريق  ولي علف كش در گياه استر بالاست

هيدروكسيلاسيون و الحاق قند متابوله و به مواد غير فعال 

  . (Délye, 2005)تبديل مي شود 

علف كش در مزارع گندم منجر به تكامل  اين كاربرد متوالي

برگي مانند يولاف  هاي هرز باريك مقاوم علف هاي بيوتيپ

و فالاريس ) .Lolium spp(، چچم).Avena spp(وحشي 

)Phalaris spp. (در اغلب . است شده علف كش اين نسبت به

اي علت بروز اين مقاومت هستند،  هاي نقطه موارد جهش

بطوري كه تغيير يك نوكلئوتيد در ژن كد كننده آنزيم 

ACCase  باعث تغيير در رشته آمينو اسيدي پروتئين و آنزيم

كش براي مقابله يا  هدف شده و اين موضوع توانايي علف

 برد ا از بين مييآن پروتئين را كاهش داده و اتصال با 

(Mallory-Smith & Namuth, 2006) . مطالعات نشان داده كه

 ACCaseآمينو اسيد در توالي ژن كدكننده پروتئين  7تغيير در 

هاي گروه  ها باعث مقاومت بالا به بازدارنده پلاستيدي گراس

ACCase آمينو اسيدهاي بيوتيپ وحشي يا  1جدول . شود مي

هاي آنها را  حساس و بيوتيپ مقاوم يا جهش يافته و جايگاه

دم  آ كربوكسيلاز در توالي آنزيم استيل كوآنزيمنقطه از  7در 

نشان  (.Alopecurus myosuroides Huds)كشيده  روباهي

ها در يك  ساير جايگزيني Ile1781Leuدهد كه غير از  مي

دليل تشابه توالي آمينو ه ب. آمينو اسيدي قرار دارند 100ناحيه 

اسيدهاي تشكيل دهنده پروتئين استيل كوآنزيم آ كربوكسيلاز 

هاي مختلف، هر گونه استخلاف در نقاط ياد شده  بين گراس

هاي  علف ACCaseباعث بروز مقاومت در آنزيم  1در جدول 

 .شود مي ACCaseهاي  برگ به بازدارنده هرز باريك
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  A. myosuroides همومريك پلاستيدي ACCaseتوالي پروتئين جايگزيني اسيدهاي آمينه شناسايي شده در  -1جدول 

Table 1- Distinct amino acids replacement in the plastidic homomeric ACCase of A. myosuroides   

Reference Amino acid residue 
Mutant-type Wild-type 

Delye et al., 2002 Leu Ile1781 

Delye et al., 2005 Cys Trp2027 
Delye et al., 2003 Asn Ile2041 
Delye et al., 2005 Gly Asp2078 
Delye et al., 2005 Ala Gly2096 
Yu et al., 2007a Arg Cys2088 

Lui et al., 2007 Cys Trp1999 

، مانند DNAهاي مبتني بر  در بسياري از تحقيقات از روش

CAPS
1 )Konieczny & Ausubel, 1993 ( وdCAPS

2 )Nef 

et al., 1998 (كش  هاي مقاوم به علف براي تشخيص بيوتيپ

كش استفاده  هاي مقاومت به علف و همچنين تشخيص مكانيزم

با  DNA، ابتدا قطعه مورد نظر CAPSدر تكنيك . شده است

اي پليمراز  استفاده از پرايمرهاي اختصاصي و واكنش زنجيره

)PCR (هاي  تكثير شده و سپس محصول آن تحت تاثير آنزيم

هاي  اين تكنيك قادر به شناسايي تفاوت. گيرد مي برشي قرار

SNPنوكلئوتيدي و يا  تك
هايي است كه در محل شناسايي  3

هاي برشي رخ داده و باعث حذف يك مكان برشي يا  آنزيم

هاي اين  از محدوديت. شوند ايجاد مكان برشي جديدي مي

هايي كه در خارج از  توان به عدم شناسايي جهش روش مي

براي حل اين . افتد، اشاره كرد نزيم اتفاق ميمحل برش آ

 dCAPSدر روش . شود استفاده مي dCAPSمشكل از روش 

با استفاده از پرايمرهايي كه در آنها يك يا چند نوكلئوتيد 

الگو طراحي شده است، يك  DNAجهش يافته نسبت به 

. شود ايجاد مي PCRدر محصول ) SNPحاوي (جايگاه برشي 

هاي برشي قرار گرفته و  حت تاثير آنزيمت PCRسپس محصول 

گيرد  ها مورد بررسي قرار مي SNPحضور يا عدم حضور 

)Konieczny & Ausubel, 1993; Nef et al., 1998.(  

برگ  گونه از گياهان هرز باريك 5در ايران بروز مقاومت در 

 Gherekhloo)گزارش شده است  ACCaseهاي  به بازدارنده

& Zand, 2010)  در برخي از مطالعات انجام شده از ، كه

براي شناسايي جهش رخ داده در ناحيه اول  dCAPSروش 

                                                 
1- Cleaved Amplified Polymorphic Sequences 
2- Derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence 
3- Single Nucleotide Polymorphisms 

 .بهره جسته شده است ACCaseژن كدكننده آنزيم 

(Rastgoo, 2007)  با استفاده از اين روش بروز جهش در

و جايگزيني ايزولوسين با لوسين را دليل  1781جايگاه 

علفكش كلودينافوپ هاي يولاف وحشي به   مقاومت بيوتيپ

 ,.Zand et al)زند و همكاران  .پروپارژيل دانسته است

2010b)  به منظور ارزيابي كارايي روشdCAPS  براي

 بيوتيپ از 69كش،  هاي هرز مقاوم به علف تشخيص علف

، فالاريس )Avena ludoviciana(وحشي   هاي هرز يولاف علف

)Phalaris minor Retz.; P. paradoxa L.; P. 

brachystachys Link ( و چچم)Lam. Lolium 

multiflorum (كش  مقاوم و حساس به علف

در اين . پروپارژيل مورد آزمايش قرار دادند كلودينافوپ

) Ile1781Leu(آزمايش جانشيني لوسين به جاي ايزولوسين 

هاي مورد  ترين مكانيزم مقاومت در بيوتيپ به عنوان مهم

مبناي  ،(Gherekhloo, 2008) خلوقر. مطالعه شناخته شد

را با روش ) P. minor(فالاريس  يها ملكولي مقاومت در توده

dCPAS يها مورد مطالعه قرار داده و گزارش كرد كه توده 

ناحيه اول ژن كدكننده دچار جهش  1781مقاوم در نقطه 

گيري از  نيز با بهره ،(Dastoori, 2011) دستوري. اند نشده

 بجاي آمينه لوسين دين شدن اسيجانش ،dCAPSروش 

كربوكسيل  كننده در محل اتصال 1781 موقعيت در ايزولوسين

 جهش كي را كوآنزيم آ پلاستيدي استيل (CT)ترانسفراز 

 Gaudin(مقاومت در چچم  كننده ايجاد كليدي اي نقطه

Lolium rigidum (گزارش  ديم و هاي فوپ كش علف اغلب به

در آزمايش  ،(Zand et al., 2009) زند و همكاران. كرده است

براي تشخيص جهش در موقعيت  dCAPSديگري از روش 
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1781 )Ile1781Leu ( 2041و )Ile2041Asn ( ژن كدكننده

نتايج اين . آنزيم استيل كوآنزيم آ كربوكسيلاز استفاده كردند

توده يولاف وحشي  17آزمايش حاكي از آن بود كه از بين 

درصد از  44(توده  8اومت كش، علت مق مقاوم به علف

بود و در  1781جهش در موقعيت ) مورد مطالعه يها توده

 .مشاهده نشد 2041ها جهش در موقعيت  هيچ يك از توده

، نيز به منظور تشخيص (Bena Kashani, 2011)كاشاني بناء

مكانيزم احتمالي مقاومت براساس محل عمل، يولاف وحشي 

(Avena ludoviciana) مختلف در محل چهار جهش  و

هاي مولكولي  از روش ،ACCaseكربوكسيل ترانسفراز آنزيم 

CAPS  وdCAPS نتايج حاصل از آزمايش ها . استفاده كرد

هاي مقاوم يولاف وحشي   درصد بيوتيپ 8/53نشان داد كه 

درصد  6/7لوسين و -1781- داراي جهش ايزولوسين

مي گلايسين -2078-ها داراي جهش آسپارتيك اسيد  بيوتيپ

ژن  2078و  2027بروز جهش ژنتيكي در جايگاههاي . باشند

 APPفالاريس مقاوم به  يها در توده ACCaseكدكننده آنزيم 

نيز با استفاده از روش پايروسكوئنسينگ گزارش شده است 

(Gherekhloo et al., 2008) .  

 dCAPSو  CAPSهاي اين تحقيق به منظور استفاده از روش

، 2041، 1781هاي احتمالي كه در نقاط  براي شناسايي جهش

باعث رخ داده و  ACCaseژن كدكننده آنزيم  2088و  2078

هاي بازدارنده  كش مقاومت يولاف وحشي به علف

  .اند، انجام شد آ كربوكسيلاز شده آنزيمكو استيل

  ها مواد و روش

در بخش تحقيقات علف هاي هرز  1389اين آزمايش در سال 

  .موسسه تحقيقات گياه پزشكي كشور به شرح زير انجام شد

 حساس توده 2شامل  پژوهش اين گياهي مواد :موادآزمايشي 

هاي  به برخي از بازدارنده وحشي مقاوم ولافي توده 10 و

كه در ) 2جدول (بود آ كربوكسيلاز  استيل كوآنزيم

هاي زيست سنجي گلداني،  هاي قبلي از طريق روش آزمايش

پروپارژيل  كش كلودينافوپ مقاومت آنها به سه علفدرجه 

تعيين ) آكسيال(و پينوكسادن ) اس-نابو(، ستوكسيديم )تاپيك(

  .(Sasanfar et al, 2009a,b)شده بود 

سنجي  مقاوم يولاف وحشي در زيست هاي هاي وزن خشك و تعداد بوته زنده مانده بيوتيپ شاخص مقاومت بدست آمده بر اساس داده -2جدول 

  .(Sasanfar et al, 2009a,b)) آكسيال(و پينوكسادن ) اس-نابو(، ستوكسيديم )تاپيك(پروپارژيل  كلودينافوپ يگلداني با علف كش

Table 2- R/S ratio based on dry weight and number of survival plant of resistant wild oat in whole plant assay treated with Clodinafop-

propargyl (Topik), Setoxydim (Nabu-S) and Pinaxaden (Axial). 

 (Sasanfar et al. 2009).  

Pinoxaden Setoxydim Clodinafop-propargyl 

Location Biotype 
R/S 

Number of 

Survival 

plant 

R/S 
Dry 

weight 

R/S 

Number of 

Survival plant 

R/S 
Dry 

weight 

R/S 

Number of 

Survival 

plant 

R/S 
Dry weight 

13.46 6.43 1.30 2.10 5.94 7.56 Marvdasht M1 

0.16 0.28 1.58 2.72 >50.63 >34.07 Marvdasht M2 

5.40 6.47 1.52 3.22 6.42 >34.07 Marvdasht M3 

1.94 0.90 2.91 4.87 3.23 34.07 Marvdasht M4 

2.33 3.58 3.70 7.25 50.63 20.74 Fasa F3 
1.78 1.01 1.58 1.71 22.26 6.77 Sepidan S1 

14.26 27.81 2.46 6.60 1.59 4.17 Sepidan S2 

1.43 2.21 1.06 2.33 1.18 10.27 Sepidan S3 
15.49 26.89 2.99 6.14 2.57 6.81 Sepidan S4 

0.91 0.38 0.93 1.17 1.31 1.53 Estahban ES1 

Susceptible biotypes (Control) 
WL3 

DA3 
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بذور يولاف  DNAبراي تهيه نمونه برگ تازه براي استخراج 

 4تا  3(برگي  3تا  2در مرحله وحشي در گلخانه كشت شد و 

با پاش ثابت  ها با دستگاه سم ، گياهچه)هفته بعد از كاشت

با دز توصيه نازل متحرك و توسط نازل بادبزني يكنواخت 

 64ليتر در هكتار، معادل  8/0شده علف كش تاپيك به ميزان 

مورد  گرم ماده موثره كلودينافوپ پروپارژيل در هكتار

ها  كليه بيوتيپ (Zand et al., 2010a).قرار گرفتند  پاشي سم

درصد به اين  100هاي حساس، به صورت  بجز توده

از مقاومت  بعد از اطمينان. كش مقاومت نشان دادند علف

گيري برگ  كش، از آنها براي نمونه ها به اين علف بيوتيپ

  .استفاده شد DNAجهت استخراج 

از برگ گياه كامل  DNAبه منظور استخراج : DNAاستخراج 

CTABاز روش 
1 )Cullings, 1992 ( با اندكي تغييرات

گرم از نمونه برگي در هاون چيني  15/0حدود . استفاده شد

ريخته و با استفاده از نيتروژن مايع به پودر يكنواخت تبديل 

ميلي ليتر  CTAB )10ميكروليتر از بافر استخراج  600. گرديد

ميلي ليتر محلول  pH  ،28= 8يك مولار با  Trisاز محلول 

NaCl 5  ،لي ليتر محلول مي 4مولارEDTA
 2مولار و  5/0 2

با هم مخلوط شد و با آب مقطر ديونيزه به حجم  CTABگرم 

ميكروليتر مركاپتواتانول در  8/1و .) ميلي ليتر رسانده شد 100

ها به  داخل هر ميكروتيوب حاوي پودر گياه ريخته و تيوب

گراد  درجه سانتي 65ماري و در دماي  مدت يك ساعت در بن

 1:24از محلول  ميكروليتر 600سپس. ده شدندقرار دا

ها اضافه و به آرامي تكان  به تيوب) ايزوآميل الكل: كلروفرم(

دور در دقيقه و  13000ها با سرعت  پس از آن تيوب. داده شد

دقيقه سانتريفوژ  10-15گراد به مدت  درجه سانتي 4در دماي 

معادل . هاي جديد منتقل گرديد و سوسپانسيون بالايي به تيوب

هاي جديد، استات آمونيوم سرد  حجم مايع داخل تيوب1/0

مولار و بلافاصله هم حجم آن ايزوپروپانل سرد اضافه و  5/7

نگهداري گرديد تا  -20دقيقه در فريزر  20ها به مدت  تيوب

                                                 
1- Cethyl three methyl ammonium bromide  
2- Ethyl Disodium Tetra Acetate(EDTA) 

DNA 15ها را به مدت  سپس نمونه. نشين شود به خوبي ته 

يفوژ نموده و فاز دور در دقيقه سانتر 13000دقيقه با سرعت 

را با اتانول  DNAفوقاني را با احتياط بيرون ريخته و رسوب 

خشك شده در فضاي  DNAدرصد شستشو داده شد و  70

  .حل گرديد TEميكروليتر بافر  150اتاق در 

هاي  DNA ارزيابي كمي : DNAتعيين كيفيت و كميت 

ن ميزا. استخراج شده با استفاده از اسپكتروفتومتر تعيين شد

گيري و از  نانومتر اندازه 280و  260هاي  جذب در طول موج

 نانومتر براي تعيين خلوص 280/260هاي  نسبت طول موج

 DNAبراي اينكه مشخص . هاي استخراج شده استفاده شد

ميكروليتر  2سالم بوده و شكستگي ندارد، مقدار  DNAشود 

در نهايت . الكتروفورز شد% 1از آن روي ژل آگارز  

 DNA  هايي انتخاب شدند كه بر روي ژل آگارز تشكيل يك

باند واضح در بالاي ژل دادند كه نشان از كيفيت مناسب 

DNA بعد از اين مرحله . استخراج شده داشتDNA   ها به

نانوگرم در ميكروليتر رقيق شده و براي واكنش  50غلظت 

PCR استفاده شدند.  

با كمك ترمال  PCRواكنش : واكنش زنجيره اي پليمراز

هر . ميكروليتر انجام شد 25در حجم  Bio Radسايكلر 

با ) 1جدول (واكنش حاوي يك ميكروليتر از هر پرايمر 

ميلي  Mg Cl2 50ميكرومولار، يك ميكروليتر از  5غلظت 

 5/2ميلي مولار،  dNTP mix 20ميكروليتر از  0/ مولار،

ميكروليتر  Mg Cl2( ،2بدون ( 10XPCR bufferميكروليتر از 

 Taqميكروليتر از  25/0نانوگرم در ميكروليتر،  DNA 50از 

DNA polymerase 5  ميكروليتر نيز  25واحد و بقيه تا حجم

برنامه حرارتي شامل يك مرحله  .آب مقطر ديونيز بود

گراد به مدت  درجه سانتي 94واسرشت سازي اوليه در دماي 

ل خود از سه سيكل كه هر سيك 35دقيقه و به دنبال آن  3

درجه  94مرحله مجزا شامل واسرشت سازي در دماي 

ثانيه، اتصال آغازگر به رشته الگو در  30گراد به مدت  سانتي

ثانيه و گسترش رشته  30گراد به مدت  درجه سانتي 62دماي 

گراد به مدت يك دقيقه  درجه سانتي 72جديد در دماي 
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ي در دماي آخرين مرحله شامل گسترش نهاي. تشكيل شده بود

لازم به ذكر است . دقيقه بود 10گراد به مدت  درجه سانتي 72

كه دماي اتصال آغازگر به رشته الگو براي جفت پرايمر 

NsiI1781f / NsiI1781r ) گراد بود درجه سانتي 60) 3جدول.  
  پرايمرهاي استفاده شده در آزمايش -3جدول 

Table 3- Primers used in the experiment   

Reference Usage Sequence 5'-3' Primer 
Yu et al., 2007 

Yu et al., 2007 

Kaundun and 

Windass, 2006 

Yu et al., 2007 

CAPS for 2041and 2088 

- 

dCAPS for 1781 

- 

dCAPS for 2078 

CACAGACCATGATGCAGCTC 

CTCCCTGGAGTTGTGCTTTC 

CTGTCTGAAGAAGACTATGGCCG 

AGAATACGCACTGGCAATAGCAGCACTTCCATGCA 

GCACTCAATGCGATCTGGATTTATCTTGATA 

ACCF1  

ACCR1 

NsiI1781f 

NsiI1781r 

EcoRV2078r 

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

 2 و x10ميكروليتر بافر  PCR ،2ميكروليتر محصول 

ميكروليتر آب ديونيزه  18و ) 4جدول ( يميكروليتر آنزيم برش

گراد انجام و پس  رجه سانتيد 37ساعت در دماي  5به مدت 

درصد حاوي  2از آن محصول هضم آنزيمي روي ژل آگارز 

ليتر اتيديوم برومايد در  ميكروگرم در ميلي 5/0

  . مورد الكتروفورز قرار گرفت TBE(0.5x)بافر

براي  NsiI1781f / NsiI1781rدر اين مطالعه از جفت پرايمر 

يزولوسين در شناسايي جايگزيني اسيد آمينه لوسين بجاي ا

، از جفت پرايمرهاي )Ile1781Leu( 1781نقطه 

ACCF1/ACCR1  براي شناسايي جايگزيني آسپارژين بجاي

و جايگزيني  )Ile2041Asn( 2041ايزولوسين در جايگاه 

و از ) Cys2088Arg( 2088آرژنين بجاي سيستئين در جايگاه 

براي شناسايي  ACCF1/EcoRV2078rجفت پرايمرهاي 

 2078گلايسين بجاي آسپارژين در جايگاه جايگزيني 

)Asp2078Gly (استفاده شد.  

  dCAPS ,CAPS آنزيم هاي برشي استفاده شده در روش -4جدول 

Table 4- Restriction enzymes used in dCAPS/CAPS analysis 

Enzyme Commercial Isoschizomers Restriction Site Technique Reference 

NsiI 

 

EcoRI 

 

EcoRV 

 

Eco47III 

AvaIII, EcoT22I, Mph11031, Zsp2I 

FunII 

 

Eco32I 

 

AfeI, Aor51HI, FunI 

5'-ATGCA^T-3' 

3'-T^ACGTA-5' 

5'-G^AATTC-3' 

3'-CTTAA^G-5' 

5'-GAT^ATC-3' 

3'-CTA^TAG-5' 

5'-AGC^GCT-3' 

dCAPS (1781) 

 

CAPS (2041) 

 

dCAPS (2078) 

 

CAPS (2088) 

Kaundun and 

Windass 2006 

Yu et al., 2007 

 

Yu et al., 2007 

 

Yu et al., 2007 

  نتايج و بحث

   CAPSنتايج مربوط به روش 

 ACCaseدر ژن كدكننده  2041در كدون  Tبا  Aجايگزيني 

و حذف محل  Asnبه  Ileپلاستيدي باعث تغيير آمينو اسيد 

از جفت پرايمرهاي ). 4جدول (شود  مي EcoRIبرشي آنزيم 

ACCF1/ACCR1 ) براي تكثير قطعه ) 3جدولbp492 

در  EcoRIاستفاده وانتظار مي رود كه پس از هضم با آنزيم 

ساعت، گياهان حساس  5گراد به مدت  درجه سانتي 37

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

باند هضم نشده ) Asn/Asn(هان مقاوم هموزيگوت گيا

bp492 و گياهان مقاوم هتروزيگوت ،)Ile/Asn ( نيز هر سه

با  PCR واكنش. )Yu et al., 2007( باند فوق را نشان دهند

جفت بازي در همه  492باند مورد نظر موفقيت انجام و 

 PCRنتيجه هضم آنزيمي محصول ).1شكل (ها تكثير شد  توده

هاي مورد مطالعه، ژن كدكننده  نشان داد كه از ميان بيوتيپ

دچار جهش  2041در جايگاه  M2   بيوتيپ ACCaseآنزيم 

جفت بازي  492و  282، 208شده و از آنجاييكه سه باند 

گوت بودن بيوتيپ يتوليد شده بود، اين موضوع دليل بر هتروز

 M2 يري نشده ها در اين جايگاه دچار تغي ساير بيوتيپ. بود

 .بودند
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، وجود جهش در نقطه )Délye et al., 2003(ديلي و همكاران 

و تبديل اسيد آمينه ايزولوسيون به  ACCaseآنزيم  2041

همچنين . اندگزارش كرده A. myosuroidesآسپاراژين را در 

  )(Délye et al., 2003اين جهش در گياهان مقاوم 
) L., L. rigidum Avena sterilis (Liu et al., 2007) ( 

، )Delye et al., 2003(ديلي و همكاران . گزارش شده است

و تبديل ايزولوسيون و به والين  2041جهش ديگري در نقطه 

به عنوان يكي از دلايل مقاومت آنزيم  L. rigidumرا نيز در 

ACCase در اين گونه معرفي كرده اند.  

  

  

 ولاف وحشيي هاي بيوتيپ PCRآنزيمي محصول هضم و نتيجه) شكل بالا(  bp 492باند تشكيل و PCR آزمايش نتيجه - 1شكل 

A.ludoviciana برشي  آنزيم از استفاده باEcoRI )شكل پايين(  

Figure 1-Results of PCR (up) and enzyme digestion of A.ludoviciana PCR product with EcoRI (down). 

 ACCaseدر ژن كدكننده  2088در كدون  Tبا  Cجايگزيني 

و ايجاد محل  Argبه  Cysپلاستيدي باعث تغيير آمينو اسيد 

بنابراين از جفت ). 4جدول (شود  مي Eco47IIIبرشي آنزيم 

) 3جدول ( ACCF1/ACCR1پرايمرهاي مشابه قبل يعني 

پس از هضم با آنزيم . فاده شداست bp 492براي تكثير قطعه 

Eco47III رود كه گياهان حساس درشرايط ياد شده، انتظار مي

، گياهان bp 492باند هضم نشده) Cys/Cys(هموزيگوت 

، و bp351، و bp141دو باند ) Arg/Arg(هموزيگوت مقاوم 

 نيز هر سه فوق را نشان دهند) Cys/Arg(گياهان هتروزيگوت 

)Yu et al., 2007(.  

در هيچيك از  Eco47IIIپس از هضم آنزيمي با آنزيم 

مشاهده  bp351، و bp141هاي مورد مطالعه باندهاي  بيوتيپ

كه بيانگر آن بود كه در هيچكدام از ) 3شكل (نشد 

هاي مقاوم يولاف وحشي مورد مطالعه، جهش در نقطه  بيوتيپ

در . رخ نداده است ACCaseژن كدكننده آنزيم  2088

 ,.Zand et al)قبلا توسط زند و همكاران  مطالعاتي كه

2009,2010b) كاشاني  و بناء(Bena Kashani, 2011)  صورت

  .گزارش نشده است 2088گرفته نيز جهش در نقطه 
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  Eco47IIIبرشي  آنزيم از استفاده ولاف وحشي باي هاي بيوتيپ PCRآنزيمي محصول هضم نتيجه - 2شكل 

Figure 2- Results of enzyme digestion of A.ludoviciana PCR product with Eco47III .  

   dCAPSنتايج مربوط به روش 

در  1781در كدون  Aبجاي  Tو  Cجايگزيني نوكلوتيدهاي 

به  Ileپلاستيدي باعث تغيير آمينو اسيد  ACCaseژن كدكننده 

Leu هت تشخيص گياهان مقاوم از جفت ج. شود مي

براي تكثير ) 3جدول ( NsiI1781f / NsiI1781rپرايمرهاي 

استفاده شد وانتظار مي رود كه پس از هضم با  bp165قطعه 

 5درجه سانتيگراد به مدت  37در  Zsp2I (AvaIII)آنزيم 

، bp130باند ) Ile/Ile(ساعت، گياهان حساس هموزيگوت 

باند هضم نشده ) Leu/Leu(گياهان مقاوم هموزيگوت 

bp165 و گياهان هتروزيگوت ،)Ile/Leu ( نيز هردو باند فوق

 PCR واكنش. )Kaundun & Windass, 2006(را نشان دهند 

جفت بازي در همه  165باند مورد نظر با موفقيت انجام و 

بيوتيپ  5بيوتيپ مورد مطالعه،  12از ميان . ها تكثير شد توده

M4 ،S2 ،S3 ،S4  وES1  بعد از برش آنزيمي دو باند

bp165 وbp130  كه اين موضوع ) 5شكل (را نشان دادند

بقيه  .بودن آنها بود) Ile/Leu(دليلي بر مقاوم و هتروزيگوت 

جفت بازي را نشان دادند،  130ها باند برش خورده  بيوتيپ

ژن كدكننده آنزيم  1781ها در جايگاه  بيانگر اينكه اين بيوتيپ

ACCase اند ر جهش نشدهدچا .  

  

 ولاف وحشي باي هاي بيوتيپ PCRآنزيمي محصول هضم و نتيجه) شكل بالا( bp 165باند تشكيل و PCR آزمايش نتيجه - 3شكل 

  ).شكل پايين(  Zsp2I (AvaIII)برشي  آنزيم از استفاده

Figure 3- Results of PCR (up) and enzyme digestion of A.ludoviciana PCR product with Zsp2I (AvaIII) (down).  
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از جفت  2078در كدون  Glyبه  Aspدر تعيين موتاسيون 

جهت تكثير ) 3جدول ( ACCF1/EcoRV2078rپرايمرهاي 

رود كه پس از  جفت بازي استفاده شد و انتظار مي 353قطعه 

در شرايط ياد شده، گياهان ) 3جدول ( EcoRVهضم با آنزيم 

، bp323باند برش خورده ) Asp/Asp(حساس هموزيگوت 

 bp353باند هضم نشده ) Gly/Gly(گياهان مقاوم هموزيگوت 

نيز تركيبي از دو باند فوق ) Asp/Gly(و گياهان هتروزيگوت 

هاي  از ميان بيوتيپ. )Yu et al., 2007( را بايد نشان دهند

جفت بازي را  323و  353دو باند M4مورد مطالعه بيوتيپ 

) Asp/Gly(دهنده مقاوم و هتروزيگوت  نشان داد كه نشان

ها باند برش  بقيه توده). 4شكل (بودن اين بيوتيپ است 

ادند به اين معنا كه جهشي در نقطه را نشان د bp323خورده 

ها بروز نكرده  اين بيوتيپ  ACCaseژن كدكننده آنزيم 2078

  . است

(Gherekhloo, 2008) يها دليل مقاومت برخي از توده 

در  APPهاي  كش را به طيفي از علف) P. minor(فالاريس 

ژن كدكننده آنزيم  2078نتيجه بروز جهش در جايگاه 

ACCase دانسته است .  

  

  

 از استفاده ولاف وحشي باي يها توده PCR محصولآنزيمي  هضمو ) شكل بالا( bp 300باند تشكيل و PCR آزمايش نتيجه - 4شكل 

  ).شكل پايين( EcoRVبرشي  آنزيم

Figure 4- Results of PCR (up) and enzyme digestion of A.ludoviciana PCR product with Zsp2I (AvaIII) (down).  

  گيري نتيجه

ك بيوتيپ در يبيوتيپ  10بر اساس نتايج بدست آمده از ميان 

 2078، يك بيوتيپ در جايگاه )بيوتيپ ها% 10( 2041نقطه 

در نقطه ) بيوتيپ ها% 50(بيوتيپ  5و ) بيوتيپ ها% 10(

. دچار جهش شده بودند ACCaseژن كدكننده آنزيم  1781

بيوتيپ هاي مقاوم حداقل در يكي از نقاط % 70در مجموع 

جهش در  جهش داشتند و فراوانترين 2078و  2041، 1781

هاي انجام  بررسي. بود 1781ها مربوط به نقطه  اين بيوتيپ

از اهميت و  1781شده نشان داده كه جهش در ناحيه 

 برگ برخوردار است هاي باريك عموميت بيشتري در بين گونه
Delye et al., 2003 & Preston, 2009) .(Delye et al., 

ارش شده ها گزACCaseهاي زيادي از مقاومت  نمونه ;2005

 & Preston)است  هاي محل هدف است كه به علت جهش
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Mallory-Smith, 2001) .جانشين شدن اسيد آمينه لوسين 

 يك ، 1781 موقعيت در )Ile1781Leu(ايزولوسين بجاي

 اغلب به مقاومت كننده ايجاد كليدي اي نقطه جهش

 برگ هرز باريك هاي علف گونه در ديم و هاي فوپ كش علف

نيز اين جايگزيني را  (Perston, 2003)پرستون  .باشد مي

هاي  ترين مكانيزم مقاومت مبتني بر هدف در بيوتيپ مهم

كه دليل مشخصي تاكنون براي اين امر  مقاوم ذكر و عنوان كرده

و  1781در دو نقطه  M4بيوتيپ . تشحيص داده نشده است

نيز در  Bena Kashani (2011). دچار جهش شده بود 2078

، يك (A. ludoviciana)بيوتيپ يولاف وحشي  13بررسي 

را در هفت بيوتيپ و دو جهش  Ile1781Leuاي  جهش نقطه

Ile1781Leu  وAsp-2078-Gly  را در يك بيوتيپ مقاوم به

اين . يولاف وحشي گزارش كرد ACCaseهاي  بازدارنده

بيوتيپ ها بجز دو بيوتيپ كه به علف كش ترالكوكسيديم 

هاي فوپ، ديم و دن مورد كشير علفحساس بودند، به سا

، نيز (Gherekhloo, 2008)قرخلو . بررسي مقاومت نشان دادند

مقاوم  يها كي از تودهياي گزارش كرد كه در  در مطالعه

جهش رخ داده و  2027و  2078در دو نقطه ) SR3(فالاريس 

و  APPهاي  كش باعث مقاومت اين توده به برخي از علف

، M1 ،M3هاي  با وجوديكه بيوتيپ. ستشده ا CHDاحتمالا 

S1  وF3 هاي  كش درجات مقاومت بالايي به علف

كلودينافوپ پروپارژيل، ستوكسيديم و پينوكسادن نشان داده 

يك از نقاط  ولي در اين آزمايش در هيچ) 2جدول (بودند 

آنها  ACCaseژن كدكننده آنزيم  2088و  2078، 2041، 1781

البته اين بدان معنا نيست كه مقاومت در . تغييري مشاهده نشد

باشد، الگوهاي مقاومت  ها مبتني بر هدف نمي اين بيوتيپ

هاي هرز مقاوم به  هاي علف عرضي درون جمعيت

با الگوهاي معمول مقاومت متفاوتند  ACCaseهاي  بازدارنده

(Preston & Mallory-Smith, 2001) . زند وهمكاران(Zand 

et al., 2009, 2010b) رايج ترين جهش در توده هاي مقاوم ،

. گزارش كردند 1781يولاف وحشي ايران را جهش در نقطه 

دهنده اين است كه  اين الگوهاي مختلف مقاوت عرضي نشان

. شوند باعث مقاومت مي ACCaseهاي چندگانه درون  جهش

بنابراين ممكن است جايگزيني بازهاي آلي در ساير 

هاي ژن ياد شده رخ داده كه در اين آزمايش و با  جايگاه

از طرفي ساير . اند پرايمرهاي مورد استفاده قابل شناسايي نبوده

هاي مقاومت مبتني بر غير هدف نيز در مورد اين  مكانيسم

باشد، كه لازم است در مطالعات  ها دور از تصور نمي بيوتيپ

  .آتي مورد بررسي بيشتر قرار گيرند

 CAPSهاي جموع نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه روشدر م

در عين سادگي و ارزاني نسبي قادر به شناسايي  dCAPSو 

، 2041، 1781هاي ژنتيكي رخ داده در جايگاه هاي  جهش

 يها بيوتيپ ACCaseژن كدكننده آنزيم  2088و  2078

با توجه به شباهت بسيار توالي اين . باشد يولاف وحشي مي

برگ رايج در مزارع  هاي علف هرز باريك گونه آنزيم در

هاي ملكولي ياد شده در بررسي  كشور، احتمال كارايي روش

فالاريس و چچم مقاوم  يها مبناي ملكولي مقاومت در بيوتيپ

. آ كربوكسيلاز وجود دارد هاي استيل كوآنزيم به بازدارنده

 هاي مقاوم علف يها ها در شناسايي بيوتيپ كاربرد اين روش

هرز علاوه بر سرعت، باعث پيش آگاهي زارعين شده و آنها 

  .كند هاي مديريتي ياري مي گيري را در تصميم
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Using CAPS and dCAPS Methods to Detect some Mutations that Cause 

Resistance to Acetyl Coenzyme A Carboxylase Inhibiting Herbicides in  

Wild Oat (Avena ludoviciana) 
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Abstract 

Consecutive usages of acetyl Coenzyme A carboxylase (ACCase) inhibiting herbicides to control troublesome grass 

weeds of wheat in Iran, has resulted in resistance of 5 grass weeds to ACCase inhibitors. Recently some resistant 

Avena spp. biotypes have been detected in wheat fields of Iran which have developed resistance to clodinafop 

propargyl, setoxydim and pinoxaden herbicides with resistance factor between 1.31 to more than 50.63. This 

experiment was conducted to use CAPS and dCAPS method to detect mutation probably occurred in 1781, 2041, 

2078 and 2088 positions of encoding gene of ACCase enzyme and resulted in resistance of resistant wild oat 

biotypes to ACCase inhibiting herbicides. Results showed that the cause of resistance in 50% of the biotypes 

(including M4, S2, S3, S4 and ES1) was mutation at the position 1781, 10% (including M2 biotype) at the position 

2041 and 10% (including M4) at the position 1781 and 2078. Generally 70% of biotypes showed mutation at least 

in1781, 2041 and 2078 positions. The cystein-2088-argenin substitutions were not identified as a mutation endowing 

resistance in any of the biotypes. In other biotypes (M1, M3, S1 and F3) mutation may have occurred in other 

positions of gene encoding ACCase, or the resistance in these biotypes is a non-target based mechanism. 

Key words: Clodinafop-propargyl, pinoxaden, restriction enzyme, setoxydim. 
 


