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پروپارژيل با استفاده از   ش كلودينافوپ

  

   3، مهدي راستگو2، فهيمه نظري

  دانشگاه فردوسي مشهد -3پزشكي هاي هرز موسسه گياه

و چچم  خوني واشوحشي،    هاي هرز يولاف بيوتيپ از علف

كه روشي ساده براي تشخيص  dCAPSدر اين آزمايش از روش 

وت هاي مقاوم هتروزيگ در اين روش توده. هاي هرز باريك برگ است، استفاده شد

مشابه  ٪100و  ٪79، ٪90و چچم به ترتيب  خوني واش

 ايزولوسين جانشيني لوسين به جاي درصد تشخيص داده شد و

هاي  بين نتايج آزمايش) درصد 15حدود (ناهمخواني جزئي 

 Ile/Leu به جز( شده در ساير نقاط  هاي ايجاد و يا جهش
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ش كلودينافوپك  هاي هرز باريك برگ به علف مقاومت علف

  اي و مولكولي هاي گلخانه روش

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

هاي هرز موسسه گياه محقق بخش تحقيقات علف -2يپزشك هاي هرز موسسه گياه عضو هيات علمي بخش تحقيقات علف

  10/3/89: تاريخ دريافت

  1/4/90: تاريخ پذيرش

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

در اين آزمايش از روش . پروپارژيل مورد آزمايش قرار گرفت  كش كلودينافوپ مقاوم و حساس به علف

هاي هرز باريك برگ است، استفاده شد علف در آنزيم استيل كوانزيم آ كربوكسيلاز 

خوني واشهاي هرز يولاف وحشي،  تشخيص داده شد و نتايج آزمايش هاي مولكولي براي علف

درصد تشخيص داده شد و 85اي حدود  در مجموع شباهت آزمايش هاي مولكولي و گلخانه

ناهمخواني جزئي . هاي مورد مطالعه شناخته شد ترين مكانيزم مقاومت در بيوتيپ

و يا جهش  )افزايش متابوليسم(اي و مولكولي نيز احتمالا به مكانيزم مقاومت مبتني بر غير محل هدف 

   dCAPS و روش مقاومت، استيل كوانزيم آ كربوكسيلاز

Correspondence to: eszand@yahoo.com 

مقاومت علف بررسي

اسكندر زند

عضو هيات علمي بخش تحقيقات علف -1

  چكيده

هاي مولكولي براي تشخيص علف به منظور ارزيابي كارايي روش

)Lolium spp. (مقاوم و حساس به علف

در آنزيم استيل كوانزيم آ كربوكسيلاز  I-1781-Lوضعيت 

)Ile/Leu1781 (تشخيص داده شد و نتايج آزمايش هاي مولكولي براي علف

در مجموع شباهت آزمايش هاي مولكولي و گلخانه. اي بود نتايج آزمايش گلخانه

)Ile/Leu 1781 (ترين مكانيزم مقاومت در بيوتيپ به عنوان مهم

اي و مولكولي نيز احتمالا به مكانيزم مقاومت مبتني بر غير محل هدف  گلخانه

  .شود مربوط مي) 1781

مقاومت، استيل كوانزيم آ كربوكسيلاز: كليدي هاي واژه
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  مقدمه

كش يك پديده جهاني است و تا اواسط سال  مقاومت به علف

گروه  19خانواده نسبت به  197بيوتيپ از  358حدود  2011

در برخي از مناطق . (Heap, 2011)اند  ها مقاوم شده كش از علف

هاي هرز باريك برگ نسبت به  دنيا مقاومت برخي از علف

ساز شده است، كه به يك تهديد  ها، به حدي مشكل كش علف

رغم آنكه  علي. جدي براي پايداري توليد تبديل شده است

هاي هرز  درصد از گونه 25حدود  هاي هرز باريك برگ علف

هاي  درصد از بيوتيپ 40دهند، ولي  را به خود اختصاص مي

     هاي هرز باريك برگ هستند  مقاوم مربوط به علف

(Beckie, 2007) .هاي  بازدارندهACCase  گروهي از

رويشي، بسيار كارآمد و با اهميت از نظر  هاي پس كش علف

در  ريك برگ كش انتخابياقتصادي هستند كه به عنوان با

مورد استفاده قرار  گياهان زراعي پهن برگ و بعضي از غلات

  . گيرند مي

براساس آخرين اطلاعات ارائه شده در پايگاه كميته كاري 

گونه  37حدود  2011ها تا اواسط سال  كش مت به علفمقاو

هاي بازدارنده  كش هاي هرز باريك برگ نسبت علف از علف

ACCase اند همقاوم شد(Heap, 2011) . در ايران مقاومت

هاي بازدارنده  كش هاي هرز باريك برگ به علف علف

ACCase  گزارش شد  2006براي اولين بار در سال(Zand et 

al., 2006) هرز يولاف هاي تاكنون مقاومت علف و

 Phalaris) خوني واش، (.Avena ludovicicana Dur)وحشي

minor Retz., P. brachystachys Link., P. paradoxa L.)   و

در سطح وسيعي از مزارع گندم  (.Lolium rigidum Gaud) چچم

 ,.Zand et al., 2006) .(Zand et al كشور گزارش شده است

2007;  

هاي  روش ها كش هاي هرز به علف براي تاييد مقاومت علف

وش ر: ها عبارتند از مختلفي وجود دارد كه برخي از اين روش

 ;Bena Kashani et al., 2007(سنجي بذر و گياه كامل   زيست

Corbett & Tardif, 2006 (ارزيابي در ظرف پتري (Cirujeda et 

al., 2001) ها  آزمون گرده، آزمون از طريق تكثير پنجه

(Boutsalis, 2001)،  ارزيابي قطعات برگ(Patzoldt & Tranel, 

هاي  روش (Corbett & Tardif, 2006).و ارزيابي آنزيمي  (2002

رغم برخورداري از دقت بالا، مستلزم وجود فضاي  فوق علي

 و صرف وقت زياد بوده و در ضمن  وسيع براي انجام آزمايش

قادر به تشخيص مقاومت عرضي و مكانيزم مقاومت نيستند 
(Corbett & Tardif, 2006; Kaundun & Windass, 2006; Delye 

et al., 2002) .زيادي وجود دارد كه در آنها از  تتحقيقا

به عنوان يك روش ساده در  DNAهاي مبتني بر  روش

ها استفاده شده  كش هاي هرز به علف مطالعات مقاومت علف

براي  dCAPS1از روش  Kaundun & Windass (2006). است

هاي هرز  تشخيص محل اصلي موتاسيون بوجود آمده در علف

استفاده   ACCase بازدارنده هاي كش باريك برگ نسبت به علف

يك روش ساده،  dCAPSآنها معتقدند كه روش  .نمودند

اقتصادي و قابل استفاده براي گونه هاي مختلف است كه به 

 Leu/Leu(راحتي قادر است توده هاي مقاوم هموزيگوت 

را تشخيص داده و ) Ile/Leu1781(و هتروزيگوت   )1781

در  Leuفراواني آلل غالب گيري دقيق  مبنايي را براي اندازه

   .هاي خاص بدست دهد جمعيت

براي ) dCAPSروش ( PCRدر اين مقاله نيز از روش مبتني بر 

هاي هرز باريك برگ يولاف وحشي،  تشخيص مقاومت علف

 ACCaseهاي بازدارنده  كش و چچم نسبت علف خوني واش

استفاده شده تا كارآيي اين روش نسبت به روش استفاده از 

 .كامل در گلخانه مورد مقايسه قرار گيردگياه 

  مواد و روش

  مواد گياهي

هاي هرز باريك برگ يولاف  توده از علف 69در اين آزمايش 

 1386و  1385هاي  و چچم كه طي سال خوني واشوحشي،  

آوري  هاي فارس، خوزستان، گلستان و ايلام جمع از استان

در ). 2جدول( شده بودند، مورد بررسي قرارگرفتند

هاي  كش ها نسبت به علف هاي قبلي مقاومت اين توده آزمايش

، از طريق روش كشت گياه كامل در گلدان، ACCaseبازدارنده 

                                                 
1 Drived cleaved amplified polymorphic sequence 
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هاي مقاوم بر  هو تود (Zand et al., 2009)مطالعه شده بود 

تشخيص ) Adkins et al., 1997 (اساس نظر ادكينز و همكاران 

اي را نسبت به يك  دهادكينز و همكاران تو. داده شده بودند

دانند كه درصد وزن خشك آن نسبت به  كش مقاوم مي علف

ماندة آن نسبت به شاهد  ، درصد گياه باقي% 80شاهد حداقل 

و ميزان كنترل آن بر اساس  %50علف كش نخورده بيش از 

ضمنا در صورتي كه . باشد% 40حداكثر  EWRCشاخص 

مانده بيش  و درصد گياه باقي %50درصد وزن خشك حداقل 

احتمالاً "درصد شاهد بدون علف كش باشد، آن توده را 50از 

  . مي دانند "مقاوم

  DNAاستخراج 

DNA ها و  مورد نياز در اين تحقيق پس از تهيه محلول

  )Wan Kang et al., 1998(هاي لازم از بذر استخراج شد  بافر

ا ب Tris- Hclميلي ليتر  20اين بافر از تركيب  :بافر استخراج

 5با غلظت  NaClميلي ليتر  pH  ،4=  8غلظت يك مولار با 

گرم  5/0مولار و  5/0با غلظت  EDTAميلي ليتر  5مولار، 

SDS 5% تهيه گرديد.  

با  Tris- Hclميلي ليتر  10اين بافر از تركيب : CTAB 2%بافر 

 EDTAميلي ليتر  pH  ،4= 8ميلي مولار با  100غلظت 

با  NaClميلي ليتر  pH  ،28= 8ميلي مولار با  20باغلظت 

  .تهيه گرديد PVP 1%گرم  1مولار و  4/1غلظت 

ابتدا پوشش بذر جدا و بذر به دو  DNAبراي استخراج 

هاي  بذور نصف شده در داخل ميكروتيوب. قسمت تقسيم شد

سپس به هر كدام از . ليتري قرار گرفتند ميلي 5/1

مايكروليتر بافر استخراج حاوي پروتئيناز  400ها،  ميكروتيوب

K ) ها به  ، اضافه شد و ميكروتيوب)مايكروگرم 50با غلظت

ي  درجه 37مدت يك ساعت در دستگاه بن ماري با دماي 

در مرحله بعد بذور موجود در . گراد قرار داده شدند سانتي

يل اي استر ي شيشه درون بافر استخراج با استفاده از يك ميله

مايكروليتر  400خرد شدند و به هر كدام از ميكروتيوب ها 

 15ها به مدت  ميكروتيوب. درصد افزوده شد CTAB 2بافر 

دقيقه در دماي محيط نگهداري و سپس به هر كدام  20الي 

كه  -ايزوآميل الكل : كلروفرم 1به  24مايكروليتر محلول  400

 10به مدت ها  ميكروتيوب. شد اضافه -فنل بود 5% حاوي 

درجه  4دور در دقيقه در دماي  12000دقيقه با سرعت 

سانتيگراد سانتريفوژ شدند و سپس فاز شفاف بالايي به يك 

هاي  به هر كدام از ميكروتيوب. تيوب جديد انتقال داده شد

جديد معادل دو سوم حجم مايع درون آنها، ايزوپروپانول سرد 

سانتي گراد  رجهد -20اضافه به مدت نيم ساعت در فريزر 

دقيقه  5ها به مدت  در مرحله بعد ميكروتيوب. داري شد نگه

دور در دقيقه سانتريفوژ شده و فاز بالايي  12000با سرعت 

سرد  70%دور ريخته شد و رسوب شفاف داخل آنها با اتانول 

در . شستشو داده شده و سپس در هواي آزاد خشك شدند

ميكروليتر  50روتيوب ها مرحله نهايي نيز به هر كدام از ميك

 ).Wan Kang et al., 1998(اضافه گرديد  TEبافر 

 DNAتعيين كميت و كيفيت 

ساخت شركت (از دستگاه بيوفتومتر DNAبراي تعيين كميت  

و  DNAاستفاده شد و براي تعيين كيفيت ) اپندورف آلمان

ها پس از  نمونه استخراج شده، كليه DNAاطمينان از خلوص 

درصد  5/1توسط الكتروفورز افقي روي ژل آگارز استخراج، 

 .برده شدند

 

  )PCR(واكنش زنجيره اي پليمراز 

 25در حجم  Bio Radبا كمك ترمال سايكلر  PCRهاي واكنش

ميكروليتري  25هاي  هر كدام از واكنش. ميكروليتر انجام شد

 5با غلظت ) 1جدول (حاوي يك ميكروليتر از هر پرايمر 

 Mgبدون ( 10XPCR bufferميكروليتر از  5/2ميكرومولار، 

Cl2( يك ميكروليتر از ،Mg Cl2 50 ،25/0  ميلي مولار 

 DNAميكروليتر از  2ميلي مولار،  dNTP mix 20ميكروليتر از 

 Taq DNAميكروليتر از  25/0نانوگرم در ميكروليتر،  50

polymerase 5  ميكروليتر نيز آب  25واحد و بقيه تا حجم

برنامه حرارتي شامل يك مرحله واسرشت  .يز بودمقطر ديون

دقيقه و  2درجه سانتيگراد به مدت  94سازي اوليه در دماي 

سيكل كه هر سيكل خود از سه مرحله مجزا  35به دنبال آن 
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درجه سانتيگراد به مدت  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

. درجه سانتيگراد به مدت يك دقيقه تشكيل شده بود 72

درجه  72آخرين مرحله شامل گسترش نهايي در دماي 

 .دقيقه بود 10سانتيگراد به مدت 

 نام و توالي پرايمر  -1جدول 

 منبع
Reference 

 توالي ها 
Sequence 5׳3-׳ 

 پرايمر ها
Primer 

 
Kaundun and Windass, 2006 

 
CTGTCTGAAGAAGACTATGGCCG 

 
NsiI1781f  

- AGAATACGCACTGGCAATAGCAGCACTTCCATGCA NsiI1781r  

 

  برش آنزيمي قطعه تكثير شده

هاي مقاوم و حساس، واكنش هضم  به منظور تشخيص توده 

ميكروليتر طبق توصيه شركت  32آنزيمي در حجم نهايي 

 PCR ،2ميكروليتر محصول  10و با مقادير ) فرمنتاز( سازنده

 Mph1103Iميكروليتر آنزيم برشي  2 و x10ميكروليتر بافر 

(AvaIII)  ساعت در  6ميكروليتر آب ديونيزه به مدت  18و

گراد انجام و پس از آن محصول هضم  درجه سانتي 37دماي 

ميكروگرم در  5/0درصد حاوي  2آنزيمي روي ژل آگارز 

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

  . قرار گرفت

  نتايج و بحث

 5341در موقعيت  Aبجاي  Tو  Cجايگزيني نوكلوتيد هاي 

 ژن آنزيم استيل كو آنزيم آ كربوكسيلاز باعث جايگزيني اسيد

شده و اين جهش باعث ) I-1781-L(آمينه لوسين با ايزولوسين 

 ACCaseهاي بازدارنده  كش مقاومت بالا به برخي علف

هان مقاوم واكنش جهت تشخيص گيا). Delye, 2005(شود  مي

PCR بر اساس روش) 1جدول(هاي اختصاصي  با پرايمر 

Kaundun & Windass (2006)  انجام و باندي در حدودbp165 

پس از اطمينان ). الف 1شكل (ها مشاهده گرديد  در همه توده

و توليد باند مورد نظر، در مرحله بعد  PCRاز موفقيت واكنش 

در  Mph1103I (AvaIII)م با استفاده از آنزي PCRمحصولات 

معرض هضم قرار گرفتند كه در اينجا، گونه هاي حساس 

)SS ( توليد باندbp130  كردند و اين نشان از وجود فرم

است و  AA هموزيگوت آلل گونه وحشي حساس يعني

هاي مقاومي كه هر دو آلل وحشي و جهش يافته را در  گونه

تني بر هدف به كه نشان دهنده وجود مقاومت مب(خود داشتند 

، در معرض )مي باشد ATيا AC صورت هتروزيگوس يعني

را ايجاد نمودند  bp165و  bp130آنزيم برشي، هر دو باند 

)RS) ( هاي جهش  شايان ذكر است كه گونه). ب 1شكل

كنند كه اين نيز دليل  bp 165 ، بايد توليد باند)RR(يافته مقاوم

) مقاوم(يافته بر وجود فرم هموزيگوت آلل گونه جهش 

هاي جهش يافته  در اين آزمايش گونه. باشد مي CCيا TTيعني

  .مشاهده نشد) RR(مقاوم 

هاي علف هرز،  در ادامه بر اساس موارد فوق، به تفكيك گونه 

هاي حساس و مقاوم آنها مشخص شد  تعداد بيوتيپ

از آنجا . كه در ادامه مورد بحث قرار خواهد گرفت) 2جدول(

در اين گزارش فقط نتايج حاصل  ها زياد بود، نهكه تعداد نمو

هاي يولاف وحشي آورده شده  و برش آنزيمي توده PCRاز 

  ).1شكل (است 

 هاياي و مولكولي در گونه هاي گلخانه نتايج آزمايش 2جدول 

P. paradoxa, Phalaris. Minor 
 Avena ludoviciana, P. Brachystachys و Lolium multiflorum 

Lam. 69در اين جدول اطلاعات مربوط به . دهد را نشان مي 

خوني هاي هرز باريك برگ يولاف وحشي،  توده از علف

از استانهاي  1386و  1385هاي  و چچم كه طي سال واش

آوري و مقاومت و يا  فارس، خوزستان، گلستان و ايلام جمع

، از ACCaseكش هاي بازدارنده  حساسيت آنها نسبت به علف
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 كشت گياه كامل در گلدان، مطالعه شده بود طريق روش

)Zand et al., 2009 (همانطور كه در مواد و . آورده شده است

روش ذكر شد، براي تعين توده هاي مقاوم از روش ادكينز و 

 .استفاده شد) Adkins et al., 1997(همكاران 

  

اي و مولكولي در يولاف  مقايسه نتايج آزمايشات گلخانه

  ).Avena spp(وحشي 

 30اي نشان داد كه از  نتايج حاصل از آزمايشات گلخانه 

هاي خوزستان،  بيوتيپ يولاف وحشي بررسي شده در استان

بيوتيپ احتمالا مقاوم و  19مقاوم،  بيوتيپ 10فارس و ايلام، 

بر اساس نظر موس و همكاران . باشند بيوتيپ حساس مي 1

)Moss et al., 2007(م در واقع همان هاي احتمالا مقاو، توده

مقاومت آنها بالاست، ولي احتمالاً  هاي مقاومي هستند كهتوده

  .دهد كش را كاهش مي اثر علف

آزمايشات مولكولي انجام شده بر روي بيوتيپ هاي فوق نيز 

بيوتيپ حساس  4و ) RS(بيوتيپ مقاوم 26 نشان دهنده وجود

)SS (اي  چنانچه توده هايي كه در آزمايش گلخانه. است

هاي مقاوم بدانيم  اند را نيز توده احتمالا مقاوم شناخته شده

)Moss et al., 2007( نتايج آزمايش مولكولي در سه مورد با ،

به عبارتي . اي همخواني نخواهد داشت نتايج آزمايش گلخانه

مشابه نتايج آزمايش % 90نتايج آزمايش مولكولي در حدود 

است كه پرايمر اين نتايج حاكي از آن . اي است گلخانه

جانشيني  انتخاب شده براي اين آزمايش كه جهش ناشي از

كند،  را تعيين مي) Ile/Leu 1781(لوسين به جاي ايزولوسين 

هاي مقاوم را شناسايي كند و  از بيوتيپ ٪90توانسته حدود 

را به عنوان  جانشيني لوسين به جاي ايزولوسيندر ضمن 

هاي مورد مطالعه معرفي  ترين مكانيزم مقاومت در بيوتيپ مهم

عدم همخواني بين نتايج  ٪10شايان ذكر است كه . كند

اي و مولكولي را مي توان هم به مكانيزم  آزمايشات گلخانه

و هم ) افزايش متابوليسم( مقاومت مبتني بر غير محل هدف

) Ile /Leu 1781 به جز(هاي ايجاد شده در ساير نقاط  به جهش

آنكه مقاومت مبتني بر محل ضمن  Delye. مربوط دانست

هاي بازدارنده  كش هدف را مهمترين مكانيرم مقاومت به علف

ACCase هاي هرز  داند، نقش متابوليزم در مقاوم شدن علفمي

داند ها را نيز منتفي نمي كش باريك برگ نسبت به اين علف

)Delye, 2005.(  

  

خوني اي و مولكولي در  مقايسه نتايج آزمايشات گلخانه

  ).Phalaris spp( اشو

 33اي انجام شده بر روي  بر اساس نتايج آزمايشات گلخانه 

هاي خوزستان،  جمع آوري شده از استان خوني واشبيوتيپ 

بيوتيپ احتمالا مقاوم  17بيوتيپ مقاوم، 15فارس و گلستان، 

هاي بازدارنده سنتز  بيوتيپ نيز حساس به علفكش 1و 

آزمايشات مولكولي انجام شده بر روي . اسيدهاي چرب است

 3(بيوتيپ مقاوم  25بيوتيپ هاي فوق نشان دهنده وجود 

با . بيوتيپ حساس بود 8و ) RSبيوتيپ  22و  RRبيوتيپ 

اي و مولكولي مشخص شد كه  مقايسه نتايج آزمايشات گلخانه

اي احتمالا مقاوم  گلخانههايي كه در آزمايش  چنانچه توده

 ,.Moss et al(هاي مقاوم بدانيم شناخته شده اند را نيز توده

مشابه نتايج آزمايش % 78، نتايج آزمايش مولكولي )2007

اي  عدم همخواني بين نتايج آزمايشات گلخانه. اي است گلخانه

هاي ايجاد شده در ساير نقاط  توان به جهش و مولكولي را مي

  ). Delye, 2005(مربوط دانست ) Ile/1781/Lueبه جز(
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RS (بيوتيپ هتروزيگوت مقاوم يولاف وحشي.  

Figure 1- Results of PCR (A and B) and digestion (C and D). Susceptible biotype (SS) and Heterozygote and Resistance biotype (RS) 
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Results of PCR (A and B) and digestion (C and D). Susceptible biotype (SS) and Heterozygote and Resistance biotype (RS) 
of Avena ludoviciana.   

165
0 

16                                                                       

PCRنتايج حاصل از  -1 شكل

Results of PCR (A and B) and digestion (C and D). Susceptible biotype (SS) and Heterozygote and Resistance biotype (RS) 
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اي و مولكولي درچچم  مقايسه نتايج آزمايشات گلخانه

Lolium spp.)(  

در رابطه با علف هرز چچم جمع آوري شده از استان فارس 

 1بيوتيپ مورد بررسي  6اي از بين  در آزمايشات گلخانه

بيوتيپ احتمالا مقاوم بودند و بيوتيپ  5بيوتيپ مقاوم و 

نتايج آزمايشات مولكواي اين بيوتيپ . حساسي مشاهده نشد

. بود ) RSبيوتيپ  6( بيوتيپ مقاوم  6ها نشان دهنده وجود 

هايي كه در آزمايش در مورد اين علف هرز نيز چنانچه توده

هاي مقاوم اند را نيز تودهاي احتمالا مقاوم شناخته شده گلخانه

 %100اي  ، نتايج آزمايش گلخانه)Moss et al., 2007(بدانيم 

  . مشابه نتايج آزمايش مولكولي است

  اي و مولكولي  مقايسه كلي نتايج آزمايشات گلخانه

توده مورد بررسي ، نتايج آزمايش مولكولي و  69در كل از 

توده با هم همخواني نداشت، به عبارتي با  10اي در  گلخانه

 1781استفاده از پرايمر تعيين كننده بروز جهش در نقطه 

)Ile/Leu 1781 (اطمينان بروز مقاومت را تعيين % 85توان با  مي

هاي هرز مثل  بايد توجه داشت كه در برخي علف. نمود

واني خهم خوني واشيولاف وحشي و چچم نسبت به 

اي و مولكولي بود كه  بيشتري بين نتايج آزمايشات گلخانه

واني بين نتايج خعدم هم ٪15حدود . جاي بررسي بيشتر دارد

توان هم به مكانيزم  اي و مولكولي را مي آزمايشات گلخانه

و هم ) يسمافزايش متابول( مقاومت مبتني بر غير محل هدف

) Ile /Leu 1781 به جز(هاي ايجاد شده در ساير نقاط  به جهش

  . مربوط دانست

هاي بازدارنده استيل كوآنزيم آ مكانيزم مقاومت به علفكش

اول حضور : به چهار صورت امكان پذير است كربوكسيلاز

آنزيم هدف غير حساس در گونه مقاوم كه از طريق يك 

ايجاد مي  ACCaseجهش ساده نيمه غالب در ژن ساختاري 

، دوم ايجاد جهش در غشاء گونه مقاوم كه سبب قطبي  شود

شدن مجدد غشاء پس از القاي حالت غير قطبي از سوي 

، سوم اختلاف در متابوليسم  ACCaseهاي بازدارنده  علفكش

علفكش در پيكر گياه مقاوم و حساس و چهارم توليد آنزيم 

ACCase  براي جبران آنزيم مختل شده از سوي علفكش در

 & Kaundun & Windass, 2006; Delye( هاي مقاومگونه

Michel, 2005(.  

هاي بازدارنده استيل هر چند مكانيزم مقاومت به علفكش

به چهار صورت فوق امكان پذير است،  ربوكسيلازكوآنزيم آ ك

ولي در بيشتر تحقيقات غير حساس شدن آنزيم هدف به 

بعنوان مكانيزم اصلي شناخته  ACCaseهاي بازدارنده  علفكش

 ,Kaundun & Windass, 2006; Delye & Michel(شده است 

و از اين رو تفاوت در نوع مكانيزم مقاومت از جمله ) 2005

  .ست كه در آينده بايد مورد مطالعه قرار گيردمواردي ا

بر اساس مكانيزم اول كه يك جهش ساده مي تواند باعث 

هاي  كش بروز مقاومت شود، تاكنون براي مقاومت به علف

چندين جهش گزارش شده است كه  ACCaseبازدارنده 

ترين آنها شامل جايگزيني سيستئين به جاي تريپتوفان در  مهم

، جايگزيني آسپارژين به جاي 1999و  2027جايگاه 

، جايگزيني آلانين به جاي 2041در جايگاه  لوسينايزو

و جايگزيني گلايسين به جاي  2096گلايسين در جايگاه 

) Delye, 2005(مي باشد  2078آسپارتيك اسيد با در جايگاه 

. هاي خاص استفاده نمود كه براي تعيين آنها بايد از پرايمر

لوسين به جاي  جهش غالب جايگزينيالبته از آنجا كه 

و اين ) Perston, 2003(است ) Ile /Leu 1781( ايزولوسين

موضوع در اين آزمايش نيز تاييد شده است، بنابراين براي 

هاي ملكولي براي تعيين مقاومت،  استقاده گسترده از روش

مقرون به صرفه ترين پرايمر، پرايمري است كه در اين 

  .قرار گرفته است آزمايش مورد استفاده

Perston لوسين ايزولوسين به جاي  جايگزيني)Ile /Leu 1781 (

 Try/ Sys( 2027و جايگزيني تريپتوفان با سيستئين در جايگاه 

كر ذهاي مقاوم  را مهمترين مكانيزم مقاومت در بيوتيپ) 2027

اند كه دليل مشخصي تا كنون براي اين  اند و عنوان كرده كرده

  .(Perston, 2003) داده نشده استيص خامر تش

اي و مولكولي بيانگر  در نهايت مقايسه نتايج آزمايشات گلخانه

توان مقاومت  مي) ٪15حدود (آن است كه با اندكي خطا 
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را با  ACCaseهاي ههاي بازدارندكشهاي هرز به علف علف

در حال حاضر يكي . استفاده از روش مولكولي تشخيص داد

هاي  هاي تشخيص بيوتيپ ترين روش سريعترين و  از دقيق

  DNAتشخيص مبتني بر   كش، استفاده از روش مقاوم به علف

اين  روش كه بسيار سريع و ). Corbett & Tardif, 2006(است 

هاي مقاومي است  آسان است، فقط قادر به تشخيص جمعيت

به عبارت . كه مكانيزم مقاومت آنها تغيير محل عمل است

ي كه مكانيزم عمل آنها غير از تغيير محل ها ديگر جمعيت

 & Corbett(توان با اين روش شناسايي نمود  عمل است را نمي

Tardif, 2006; Delye et al., 2002 .( تحقيقات اخير حاكي از آن

ممكن  ACCaseاست كه هرچند مقاومت به بازدارنده هاي 

است به دليل افزايش متابوليسم نيز اتفاق بيافتد، ولي 

ها  كش ترين مكانيزم مقاومت به اين گروه از علف هعمد

مقاومت مبتني بر تغيير محل هدف است كه از طريق 

كلروپلاستي و  ACCaseهاي كد كننده موتاسيون در ژن

 Ile /Leu(سين ولايزولوسين به جاي  بخصوص جايگزيني

  ). Delye & Michel, 2005(افتد  اتفاق مي) 1781

بود،  (RRR)مقاوم اي فنوتيپ انهمواردي كه در آزمايش گلخ

خود را نشان  (RS)ولي در كار مولكولي بصورت هتروزيگوت 

هاي داد، احتمالا به اين دليل است كه بروز جهش در مكان

 صورت گرفته است 1781هاي ژني  ژني ديگر علاوه بر مكان

بنابراين نياز به آزمايشهاي تكميلي دقيق تر و بيشتر براي .

  .ها است مكانمطالعه ساير 

 Lolium و Phalaris paradoxa, P. Minor, P. Brachystachys, Avena ludoviciana اي و مولكولي در گونه هاي هاي گلخانه نتايج آزمايش -2جدول 

multiflorum.  

Table 1- Results of Glass-house and digestion in Phalaris paradoxa, P. Minor, P. Brachystachys, Avena ludoviciana and Lolium multiflorum.   

Province  Code 
 

Species  
  

City  
 

Results of 
Glass-house 
experiments* 

Results of 
digestions ** 

K
hu

ze
st

an
 

C/KH-D/84 Phalaris paradoxa Dezful RRR RS 
C/KH SH1/84  Phalaris minor  Shush RRR RS 
C/KH-SH/85  Phalaris paradoxa  Shush  RRR RR 
C/KH-S2/84  Phalaris brachystachys  Sousangerd RR RS 

C/KH-SHT/84  Phalaris minor  Shushtar RR RS 
C/KH-A1/84  Phalaris minor  Ahvaz RR RS 
C/KH-A3/84  Phalaris minor  Ahvaz RR RS 
C/KH-A4/84  Phalaris minor  Ahvaz RR RS 
C/KH-A7/84  Phalaris minor  Ahvaz RRR SS 
C/KH-R/84  Phalaris brachystachys  Ramhormoz RRR SS 

C/KH-A5/84  Phalaris minor  Ahvaz RRR RS 
C/KH-AN(S)/84  Phalaris minor  Andimeshk RRR RS 

F
ar

s
 

C/F-F1/85 Phalaris brachystachys  Fasa RR RS 
C/F-F3/85 Phalaris minor Fasa RRR RR 
C/F-F4/85 Phalaris minor Fasa RR RS 

C/F-SH2/85 Phalaris minor Shiraz RR RS 
C/F-F2/85 Phalaris brachystachys Fasa RR RS 

C/F-SH1/85 Phalaris minor Shiraz RR RR 
C/F-F(s)/85 Phalaris minor Fasa  RR SS 
C/F-ES2/85 Phalaris minor Estahban RR RS 

C/F-ES(S)/85 Phalaris minor Estahban RR SS 
C/F-M1/85 Phalaris minor Marvdasht RR RS 
C/F-M2/85 Phalaris minor Marvdasht RR SS 

C/F-M (s)/85 Phalaris minor Marvdasht RRR RS 

G
ol

es
ta

n
 

C/G1/85 Phalaris minor Gorgan RRR SS 

C/G3/85 Phalaris minor Kordkoy RRR RS 

C/G4/85 Phalaris minor Gorgan RRR RS 
C/G5/85 Phalaris minor Gorgan RRR SS 
C/G6/85 Phalaris minor Gorgan RR RS 
C/G7/85 Phalaris minor Aliabad RR RS 
C/G8/85 Phalaris minor Aliabad S SS 
C/G10/85 Phalaris minor Aliabad RRR RS 
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Province  Code 
 

Species  
  

City  
 

Results of 
Glass-house 
experiments* 

Results of 
digestions ** 

C/G(S)/85 Phalaris minor Gorgan RRR RS 

F
ar

s
 

W/F-M 2/85 Avena ludoviciana Marvdasht RRR RS 
W/F-M 4/85 Avena ludoviciana Marvdasht RRR RS 
W/F-S 1/85 Avena ludoviciana Sepidan RRR RS 
W/F- F2/85 Avena ludoviciana Fasa RR RS 

W/F-ES 4/85 Avena ludoviciana Estahban RR RS 
W/F-M 1/85 Avena ludoviciana Marvdasht RR SS  
W/F-ES 1/85 Avena ludoviciana Estahban RR RS 
W/F-S(S)/85 Avena ludoviciana Sepidan RR RS 
W/F-F(S)/85 Avena ludoviciana Fasa RR SS 

W/KH-AN10/84 Avena ludoviciana Andimeshk RR RS 
W/KH-AN14/84 Avena ludoviciana Andimeshk RR RS 

K
hu

ze
st

an
  

W/KH-SH1/84 Avena ludoviciana Shush RR SR 

W/KH-SH5/84 Avena ludoviciana Shush RR SR 

W/KH-SH6/84 Avena ludoviciana Shush RR RS 
W/KH-SH8/84 Avena ludoviciana Shush RR RS 
W/KH-D1/84 Avena ludoviciana  Dezful RRR RS 
W/KH-D3/84 Avena ludoviciana Dezful RRR RS 

W/KH-AN3/84 Avena ludoviciana Andimeshk RRR RS 
W/KH-AN5/84 Avena ludoviciana Andimeshk RR SS 
W/KH-AN8/84 Avena ludoviciana Andimeshk RR RS 
W/KH-SH7/84 Avena ludoviciana Shush RRR RR 
W/KH-S4/84 Avena ludoviciana Sousangerd RR RS 
W/KH-A4/84 Avena ludoviciana Ahvaz  RR RS 

W/KH-SHT1/84 Avena ludoviciana Shushtar RR RS 
W/KH-AN1/84 Avena ludoviciana Andimeshk RRR SS 
W/KH-S3/84 Avena ludoviciana Bostan RRR SS 
W/KH-A6/84 Avena ludoviciana Ahvaz RRR RS 
W/KH-A9/84 Avena ludoviciana Ahvaz RR RS 

Ila
m

 

W/ I 1/85 Avena ludoviciana Ilam  RR RR 

  

S
us

ce
pt

ib
le

 
co

nt
ro

l
 

  Um5 Avena ludoviciana Canad S SS 

F
ar

s
 

R/F4/85 Lolium multiflorum Shiraz  RRR RS  
R/F6/85 Lolium multiflorum Shiraz RR RS 
R/F8/85 Lolium multiflorum Shiraz RR RS 
R/F1/85 Lolium multiflorum Shiraz RR RS 
R/F2/85 Lolium multiflorum Shiraz RR RS 
R/F(s)/85 Lolium multiflorum Shiraz RR RS 

RRR*: Resistant, RR:Probability resistant and S: Susceptible (Moss et al., 2007). 

RS**: Heterozygot resistant (I1781L) and SS: Susceptible (I1781I) 
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Comparison of Resistance of Grass Weeds to Clodinafop-Propargyl Using Glass-
House and Molecular Methods 

Eskandar  Zand1, Arash Razmi1, Fatemeh  Benakashani1, Fahimeh  Nazari1, Mehdi Rastgoo2  

1- Weed Research Department of Iranian Research Institute of Plant Protection 2- Ferdowsi university of mashhad 

Abstract 

In order to evaluate the efficacy of molecular method to detect the resistance of weeds to herbicides, 69 resistant or 
susceptible grass weed biotypes to clodinafop propargyl herbicide, including Lolium spp. (6 biotype), Avena spp. (30 
biotype), and Phalaris spp. (33 biotype) were studied,  dCAPS method as a simple method to diagnosis Ile1781Leu 
amino acid substitution in ACCase enzyme was used. The results of greenhouse experiment for Avena spp., Phalaris 
spp. and Lolium spp. were 90%, 79% and 100% similar to molecular experiment respectively. In general, the similarity 
of molecular method with current methods was about 85%. Isoleucine (Ile) to leucine (Lue) substitution at position 
1781 (Ile /Leu ) was the most common amino acid substitution selected with ACCase-inhibiting herbicide. The partial 
differences (about 15%) between glass-house and molecular methods also can explain by non-target site mechanism 
(enhancing metabolism) or another amino acid substitution.  
Key words: Resistance, Acetyl coA carboxylase, dCAPS method. 
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