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 كيدهچ

 استان Lolium rigidum چچم مختلفيها توده مقاومتيمولكوليمبنايابيارز منظور به

در dCAPS روشبهيشيآزما ونات،يپروپيكسفنويلوكسيآريهاكشعلفبه فارس

از مقاومتبه مشكوك چچمتيجمع18.شد انجام راز،يش دانشگاهيوتكنولوژيب شگاهيآزما

 وارد،دادند نشانيمانزندهكش علفيشنهاديپيدوزهاباكه روزآباديفو نورآباد فسا، زرقان،

،DNA استخراج شامل مرحلهسهدر dCAPSشيآزما.شدند مقاومتيمولكوليهاشيآزما

.شد انجامكش علفبه مقاومتيمولكوليمبنانييتعيبرايميآنز هضمو PCRيهاشواكن

 مقاوم توده3 گوس،يهموز مقاوم توده11، چچم مورد بررسيتوده18ازكهداد نشانجينتا

درنيزولوسيا به جاينيلوسنهيآمدياسينيجانشكه،بودند حساس توده4و گوسيهتروز

نهيدآمياسدر جهشولازيكربوكسآميكوآنزلياست ترانسفرازليكربوكس كدكننده دامنه

ازيبرخيبالا مقاومتليدل احتمالاًلازيكربوكسآميكوانزلياستميآنز 1781تيموقع

.دباشميرمذكويهاكش علفبه چچميها توده

.لازيكربوكسآميكوآنزلياست،DNA استخراج آنزيمي،مهض،PCR:كليدي هايواژه

 مقدمه
ها علفكشبه مقاومت اخيريها سالدر كلي طور به

 است شده تبديل دنيادر مهم تحقيقاتازيكي به
)Preston, 2004.( به منجرها علفكشاز مداوم استفاده

 مورد اولين.است شدهآنهابهممقاو هاي بيوتيپ ظهور
 آنها معرفيازپس كوتاهي مدت ها،كشعلفبه مقاومت

 ,.Powles et al) بود Lolium rigidumاز بيوتيپيدرو

1997).
 هاي روشها علفكشبه مقاومت مطالعه براي

 زيست هاي آزمايش شاملكه دارد وجود گوناگوني
و ديش پتريدر سنجي زيست گلدان،در سنجي
از استفاده امروزه.باشدمي مولكولي هاي آزمايش
 نيزو مقاومت سريع شناسايي هدفبا مولكولي، مطالعات

 استقبالاز مقاومت، ايجادكننده مكانيزم تعيين
 است شده روبرو دنيا سراسر محققين بيندراي گسترده

(Fraga & Tasende, 2003).
 كمتر هزينهو وقت صرفبامطالعات مولكولي

واست شده آنزيمي سنجش هاي روش جانشين  اين،
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در مختلفي هاي صورتهب اخير هاي سالدر روش
 بازدارندهيهاكش علفبه مقاومت مكانيزم شناسايي

ستا گرفته قرار استفاده موردآ كوآنزيم استيل
(De´lye & Michel, 2005).

 چندشكل DNA شامل مولكولي، نشانگرسه كاربرد
از حاصل قطعات طول تفاوتو ادفيتص شده تكثير
2ساده تكراري هاي رديفو)DNA1)RFLP هضم

)(SSR اكولوژيو مقاومت ژنتيك تحقيقات برايرا 
 آنزيم بازدارنده هاي علفكشبه مقاوم هرز هاي علف

شد برده كارهب)ACCase( كربوكسيلازآ كوآنزيم استيل
De´lye et al., 2002).( در ستردهگ طوربهها روش اين

 روشيك انتخاب.رودمي كاربه هرز هاي علف تحقيقات
 قابليت تكنيكي، ملاحظات مطالعه، هاي هدفبه بسته

.دارد روش كاربردو آزمايشگاهي موادبه آسان دسترسي

 تحقيقاتدر گيري چشم طوربه ژنتيكي، مطالعات
 تحقيقات هاي هدف.است يافته افزايش هرز علف

 بندي تقسيم دسته چندبه توانميرا هرز علف مولكولي
 هرز هاي علف ژنتيكي تنوع الگوهاي ارزيابي:نمود

 محل تعيين،هرز هاي علف تاكسونومي تشخيص،مهاجم
 هرز هاي علف مقاومت تشخيصو هرز هاي علف منشأو
.)De´lye et al., 2004(ها علفكش به

 ايزولوسين جايهب لوسين اسيد آمينو شدن جانشين
آ كوآنزيم استيل آنزيم اتصال محلدر 1781 موقعيترد

 باعثكه كندمي ايجاداي نقطه جهشي،كربوكسيلاز
،Avena fatua جملهازها گراس اكثر مقاومت

Alopecurus myosuroides.،Lolium spp.،به
 تبديل امر، اين علت.شودمي ديمو فوپ هاي علفكش
 موقعيتدر)T( تيمينو)(C سيتوزينبه (A) آدنين
آ كوآنزيم استيل آنزيم رمزكننده توالي 5341

.(De´lye et al., 2002) باشدميها گراسدر كربوكسيلاز
 قابلآللبه وابسته تكثير تشخيصبا جهش اين

بر مبتني مقاومت شناسايي جهتود،باشمي شناسايي
از برگ باريك هرز هاي علفاز تعداديدر هدف محل
 گرفته قرار استفاده مورد Lolium rigidum جمله
 ,.Christoffers et al., 2002; De´lye et al)است

2002; Zhang & Powles, 2006).

1. Restriction Fragment Length Polymorphism 
2. Simple Sequence Repeat 

CAPSيا� RFLP–PCR نشانگرهاياز يكي 
 اين.دشومي استفاده منظور اين برايكه است مولكولي

 دارد، فوايديآللبه وابسته تكثير ارزيابيبه نسبت روش
 استفاده بارزهم ماركرهاياز روش اينرد جمله از

و هموزيگوس هاي توده تشخيصبه قادركهدشو مي
 ;Kaundun & Windass, 2006)دباشمي هتروزيگوس

Barth et al., 2002).
 است دهنده برش آنزيم ضروري،و مهم جزء اينجا در

و مقاوم گونهدر يافته جهش DNA تشخيصبه قادر كه
 ناحيه درT ياA،C هايآلل سفانهأمت.دباشمي حساس
 كربوكسيلاز،آ كوآنزيم استيل آنزيمژن)1781( 5341

 قابل موجود شده شناخته هاي آنزيمازيك هيچ با
 روش جايگزين روشي بنابراين.دباشمين تشخيص

CAPS شد ارايه مشكل اينحل منظوربه.dCAPS يك
 بينيصتشخبه قادركه است ارزان نسبتاًو ساده روش
درد،باشمي هموزيگوسو هتروزيگوس مقاوميها توده

بهدتوانمي برگ باريك هرز هاي علف بيشتر براي ضمن
باآن تفاوت تنها ).Neff et al., 1998( شود برده كار

 مورد پرايمرهايدوازيكيدركه است اين CAPS روش
به تغيير ياچنديك CAPS روشدر،PCR براي نياز

 برش ناحيه تشخيص امكان آن، نتيجهدركههآمد وجود
 ميسر يافته جهشو وحشي DNA توالي براي خورده
.(Barth et al., 2002) است شده

 لوسين توسط ايزولوسين جانشيني رويبراي مطالعه
 نشان براي روباهي،دمدر ACCase 1781 درموقعيت

 هاي علفكشبه مقاومت باعثكه كليدي جهش دادن
در ديون هگزان سيلكوو پروپيونات فنوكسي آريلوكسي

 اين.شد انجام،هشد ارزنو يولاف،روباهيدم چچم،
در سيتوزينيا تيمينبه آدنين تبديلاز جانشيني
دمدر ACCase كدكننده تواليدر 5341 موقعيت
 شودمي ايجادها گونه ديگردر مشابه موقعيتو روباهي

)(Kaundun & Windass, 2006.جهش I1781L 
به وابسته تكثير پيشرفته هاي سنجش توسط تواند مي
 بين تواند نمي هايي سنجش چنين.شود مشخص آلل

تك واكنشدر بودن هتروزيگوسو بودن هموزيگوس
 شكلي چند توالييك.شود قائل تمايز پليمرازاي زنجيره

3. Cleaved Amplified Polymorphic Sequence 
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 679 ... هاي چچم رديابي مولكولي مقاومت توده:و همكاراندستوري

 وضعيت توصيف براي)dCAPS( شده مشتق يافته تكثير
I1781L آنزيمدر ACCase كه دارد وجود هرز هاي علف

 آسان، دسترسي،)dCAPS( روش اين هاي مزيت
و هاست گونه بين انتقال بالاي قابليتو بودن، اقتصادي

و Leu/Leu1781 هموزيگوسي مقاومت تواند مي
 تشخيص جداگانه طوربهرا Ile/Leu1781 هتروزيگوسي

البغآلل فراواني صحيح گيري اندازه براي اساسيو دهد
.كند فراهم شده گرفته جمعيتدر ليوسين
 StySQ I،Nsp( دهنده برش آنزيم5از روش اين در

I،Nla III،Fok I وNsi (مقاومو حساس هاي توده براي 
 يولافو چچم روباهي،دم جملهاز هرز علف گونه چند

به وابستهكه اين دليلبه Nsi آنزيمكه نمودند استفاده
 وليد،باشمي يافته جهش احيهن طرفيكدر توالي
 بقيهازتر مناسب نبودند، شكل اينبهها آنزيم ساير

و PCR انجامازپس روش ايندر.شد داده تشخيص
 ايجاد bp165 باندها توده تمامي ژل، روي الكتروفورز

 دهنده، برش آنزيم توسط هضمازپسولي كنند مي
 هاي ودهت،bp130 باند،)AA()حساس( وحشي هاي توده

 165bp باند،)TT،CC( هموزيگوس)مقاوم( يافته جهش
)AC،(AT هتروزيگوس)مقاوم( يافته جهش هاي تودهو

 كنندمي توليدرا bp165و bp130 بانددو هر
(Kaundun & Windass, 2006).

به مقاومت مولكولي پايه رويبر بررسي طبق
 چچم جمعيتدودر ديم ستوكسيكش علف

Lolium multiflora جانشينييككهشد داده نشان 
lle-418-leu آنزيمدر ACCase چچم كلروپلاست 

 ستوكسيبه مقاومت ايجاد باعث)AV710293 شماره(
 تحقيق ايناز هدف.(White et al., 2005) شودمي ديم

 هايكش علفبه چچم مختلفيها توده مقاومت ارزيابي
 dCAPSليمولكو روشبه ACCase آنزيم بازدارنده

.دباش مي

ها روشو مواد
 بود چچم توده7 شامل آزمايش ايندر گياهي مواد

و مقاوم توده عنوانبه پاسخ- دوز هاي آزمايشدر كه
 ).Zand et al., 2008( بودند شده شناخته حساس
 مذكور آزمايشدر شده داده برازش معادلات

يبرا پارامتريسه معادلهاز استفاده با)سنجي زيست(

و سمپاشياز پيشبه نسبت مانده باقي چچم تعداد
و RF2،RF4،RF6يها تودهكه داد نشان R/S شاخص

RF1 بودند آزمايش ايندرها توده ترين مقاوم ترتيببه 
درو 7RF،5RF،3RFيها توده ترتيببهآنازپسو

 آزمايش، ايندر بعدي توده11.گرفتند قرارS توده آخر
 بود مقاومتبه مشكوك شدهيآور جمعياه توده شامل

يهاكش علفاز آنهادركه فارس استان مزارعاز كه
 كوآنزيم استيل آنزيم گان بازدارند گروه(كش برگ باريك

در مقاومت بروز احتمالو شده استفاده)آكربوكسيلاز
 توده،18 اين همگيكه بود شده داده تشخيص آنها

 يعني نهايي آزمايش وارد مقاومت، مكانيزم تعيين جهت
بر آزمايش اين.شدند مقاومت مولكولي مبناي تعيين
 استخراج شامل مرحلهسهدر dCAPS روش اساس
DNA،هاي واكنش PCR،از استفادهبا آنزيمي هضمو
 ,Kaundun & Windass)شد انجام دهنده برش آنزيم

2006).

و محل كد، اساسبر شدهيآور جمعيها توده-1 جدول
يآور جمع سال

 توده كد
 محل

يآور جمع
 سال

يآور جمع
FR1،FR2،FR3،FR4،
FR5،FR6،FR7،FS15 

85 زرقان

FR12،FR13،FR14،FS18 86 فيروزآباد
FR11،FR10،FS16 87 نيريز
FR9،FS17،FR8 78 فسا

 DNA استخراج
از بوته چند سالمو جوانيها برگ منظور، اين براي

 درون بلافاصلهوشد انتخاب تصادفي طورهب توده هر
 منجمد مايع نيتروژندرو گرفت قرار آلومينيومي فويل

 گراد سانتي درجه80 منفي دمايبا فريزر درون سپسو
 تهيه بافر CTAB روشبه ابتدا كار اين براي.قرارگرفتند

:از بودند عبارتها غلظتو مواد بافر، تهيه براي.گرديد
CTAB ليتر، ميليبر گرم ميلي20نميزابه Tris به
،مولار ميلي20 ميزانبه EDTA،مولار ميلي100 ميزان
NaCl مولار4/1 ميزانبه.

20آنبه بالا، پودري مواد ردنك مخلوطاز پس
 دقيقه10 مدتبه سپسوشد اضافهآب ليتر ميلي
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ياو گراد سانتي درجه65 دمايبا جوش ماريبن درون
 شدنحل كاملاًتاشد داده قرار مگنت درون دقيقه 20

 صورت استخراج دويل روش طبق سپس.گرفت صورت
.(Doyle & Doyle, 1987) گرفت

 هاون داخلدر چچم برگ بافتاز گرم25/0 ابتدا
 شكلبه مايع نيتروژن توسط سپسوشد ريخته چيني
 بافت كوبيدنبا همزمان ضمندر.درآمد يكنواختي پودر
 اكسيدانتي آنتي شدن، اكسيداز جلوگيري منظوربه برگ،

 آنتي توانمييا(شد اضافه سولفات متيلدي نام به
به است، مايعكهرا بتامركاپتواتانول-2 نامبه اكسيدانتي

 800 مقدار سپس)نمود اضافه بالادر شده تهيه بافر
 شده پودر بافتبهرا بالادر شده تهيه بافراز ميكروليتر

 ليتري ميلي5/1 اپندورف تيوببه بعدوشد اضافه
 مدتبه اپندورف تيوب بعد، مرحلهدر.شد منتقل

 گرفت قرار گراد سانتي درجه70 دمايدر دقيقه25-15
مهبه ورتكس دستگاه توسط بار چندين مدت ايندرو

:كلروفرم 1:24 محلول ليتر ميكرو 800 سپس.شد زده
 تكان خوبيبه تيوبوشد اضافه نمونهبه الكل ايزوآمين

 10000درو دقيقه10 مدتبه نمونه سپس.شد داده
در سانتريفيوژ،ازپس.شد سانتريفيوژ دقيقه،در دور

 بالايي، لايهكهشد تشكيل لايهسه اپندورف، لوله داخل
 قسمتدروها پروتئينو زايد مواد مياني لايه آبي، فاز

 اختلاطاز قبل فاصلهبلا.داشت قرار كلروفرمهم پايين
 بود، آبي فاز همانكه رويي شفاف لايه ها، لايه مجدد
5/1 اپندورف لوله داخلبهوشد برداشته پيپت توسط
 حجم عمل اينطيشد منتقل ديگري ليتري ميلي

08/0 معادل بلافاصلهو تعيين نيز شده برداشته محلول
و اضافه نمونهبه سرد آمونيوم استات محلول، حجم

 الكل ايزوپروپانولآنبه محلول،آن حجمبا برابرپسس
 مدتبه نمونه سپس.شد مخلوط خوبيبهو اضافه سرد
 گراد سانتي درجه-20 دمايدر فريزر داخلدر دقيقه15
به دوباره نمونه شده، ياد زمانطيازپس.گرفت قرار

 دستگاه درون دقيقهدر دور 7000باو دقيقه5 مدت
 مشاهدهبا مرحله ايندر.شد سانتريفوژو گرفته قرار

 بعدوشد خارج احتياطبا رويي محلول،DNA رسوب
 ميكروليتر DNA،700 رسوب شستشوي منظور به

 بعد، درمرحله.شد اضافه نمونهبه سرد درصد70 اتانول
 دقيقهدر دور 11000با دقيقه1 مدتبه نمونه

و شده خارج اضافي محلول دوبارهآنازپسو سانتريفوژ
 محلول بازو انجام درصد70 اتانولبا دوباره عمل همين
20 مدتبهها لوله سپس.شد خارج احتياطبا اضافي
تا گرفت قرارالكل كننده خشك دستگاه درون دقيقه

 كامل شدن خشكازپس.شود خشكالكل باقيمانده
 مقطرآب ميكروليتر 200 آخر، مرحلهدر رسوب،
 سپس شد،حل كاملاًتا شده اضافه رسوببه استريل
 كيفيو كمي ارزيابي.گرفت قرار-20 فريزر درون

DNAاسپكتروفتومتراز استفادهبا شده استخراج هاي 
 280و 260 هاي موج طولدر جذب ميزان.شد تعيين
 تعيين براي نيز 280/260 نسبتازو گيري اندازه نانومتر
آن مقداركه شد، استفاده DNA هاي نمونه خلوص
و كمتر ناخالصي وجودبر دليل8/1 مساوييا بزرگتر
 بيشتر اطمينان منظوربه ضمندر.دباشمي بهتر كيفيت

 آگاروزژل روي الكتروفورزاز DNAيها نمونه كيفيت از
بر باند تشكيلكهشد استفاده TBE بافردر درصد1

.بود DNA وجودبر دليلژل روي
 PCR هاي واكنش
 وسيلهبه شده ارايه دستوركار طبقهاشواكن اين

Kaundun & Windass (2006) آغازگردو.گرفت انجام 
 عبارت محققين اين وسيلهبه شده توصيه پسروو پيشرو
يتوالبا پيشرو آغازگر:از بودند

5'CTGAATGAAGAAGACTATGGTC3' 

 تواليبا پسرو آغازگرو
5'AGAATACGCACTGGCAATAGCAGCACTT
CCATGCA3' 

 ذوب دمايو4/0 برابررو پيش آغازگر CG درصد
 آغازگر CG درصدو گراد سانتي درجه62با برابر آغازگر

 104با برابر آغازگر ذوب دمايو48/0 برابررو پس
.گراد سانتي درجه

 هاي غلظتو PCR واكنشدر رفته كاربه مواد
 نانوگرمTemplate DNA )50:از بودند عبارت مربوطه

 پنجاهX1(،Mgcl2 ميزان( PCR Buffer،)ليتر ميكرو بر
2/0( مولار ميليده dNTP،)مولار ميلي2( مولار ميلي
در واحد05/0( Taq Polymerase،)مولار ميلي

)پيكومول10هركدام( PrimerRو PrimerF،)ميكروليتر
.ميكروليتر75/16 مقدار بهH2O چنينهمو

 صورتبه PCRاهدستگدر نظر مورد هاي واكنش
 شرحبه هاي زمان مدتو دماهادر حرارتي هاي واكنش
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 دقيقه،4 مدتبه گراد سانتي درجه94:شد انجام زير
 درجه60 ثانيه،30 مدتبه گراد سانتي درجه 94

به گراد سانتي درجه72،ثانيه30 مدتبه گراد سانتي
به گراد سانتي درجه72 سيكل،35در دقيقه1 مدت
.توقف گراد سانتي درجه4و دقيقه10 مدت

 گاروزآژلوير PCR محصولات تكثير، پاياناز پس
 اتيديوم رنگي مادهآن درونكه TBE بافردر درصد دو

 دقيقه60 مدتبه70 ولتاژبا بود شده ريخته برومايد
 ترانس دستگاهاز استفادهبا سپسو گرديد الكتروفورز
.شدريبرداعكسژلاز ايلوميناتور

 آنزيمي هضم
 قطعه تكثيرو PCR هاي آزمايش شدن انجاماز پس
 سوم مرحله ژل، روي الكتروفورزو bp 165 موردنظر
 آنزيماز استفادهبا آنزيمي هضم يعني آزمايش،

 توالي تشخيصبه قادركه Nsi دهنده برش
3-ATGCAT -5،از مرحله اين.گرفت انجام است

 درجه37 دمايرد ساعت24 مدتبه آزمايش،
.شد داده قرار گراد سانتي

 هضم آزمايشدر رفته كاربه هاي غلظتو مواد
10 ميزانبه PCR product:از بودند عبارت آنزيمي

 ميزانبه u5/0،Buffer ميزانبه Enzyme ميكروليتر،
X1،H2Oميكروليتر8 ميزان به.

 محصولات هضم، زماناز ساعت24 گذشتاز پس
كه TBE بافردر درصد2 آگاروزژلويريمآنز هضم
با بود، شده ريخته برومايد اتيديوم رنگي مادهآن درون
با سپسو الكتروفورز دقيقه60 مدتبه70 ولتاژ

 برداريعكسژلاز ايلوميناتور ترانس دستگاهاز استفاده
.شد

 بحثو نتايج
در شده انجام هاي ارزيابياز آمده دستبه نتايج

 نسبت ها، توده تماميدركه استآن نشانگر تحقيق اين
 دارد قرار استاندارد محدودهدر 280به 260 موج طول

 براي.است DNA مطلوب كيفيت دهنده نشان اين كه
ژل رويبر الكتروفورز،DNA كيفيتاز بيشتر اطمينان

 است، DNA كيفيت ارزيابي براي راهي نيز روش اين كه
 بايد الكتروفورز، انجامازپسشرو ايندر.شد انجام
 نيز اينجادركه شود مشاهدهژل رويبر ضخيم باندي
 تاييد مورد DNA مطلوب كيفيت پيشين، روش مانند
ها توده تماميدرژل رويبر ضخيم بانديو گرفت قرار

 دليلبه شده انجام PCR هاي واكنش نتايج.شد مشاهده
با مايشآزدر موجود پرايمرهاي بودن اختصاصي

 مشاهده1شكلدركه طور همانوشد انجام موفقيت
شد ديدهها توده همهدر bp165 نظر مورد باند شود، مي
.بود نظر مورد توالي تكثير دهنده نشان كه

و توليد PCRپس از اطمينان از موفقيت واكنش
 با استفاده PCRباند موردنظر، در مرحله بعد، محصولات

 در معرض هضم قرار گرفتند كه Nsi دهنده از آنزيم برش
 bp130توليد باند) حساس(هاي وحشي در اينجا، گونه

آلل گونه و اين نشان از وجود فرم هموزيگوس كردند
هاي جهشو گونه AA چچم يعني) حساس(وحشي 

 نمودند كه اين نيز bp 165، توليد باند)مقاوم(يافته 
يافته دليل بر وجود فرم هموزيگوس آلل گونه جهش

و گونهمي CCيا TTچچم يعني) مقاوم( هاي باشد
و جهش يافته را در خود  مقاومي كه هر دو آلل وحشي

دهنده وجود مقاومت مبتني بر آنزيم كه نشان(داشتند، 
،)باشد ميAT يا ACهدف به صورت هتروزيگوس يعني 
 را bp165و bp130در معرض آنزيم برشي، هر دو باند

ساير محققين با مطالعه اين روش بر روي. ايجاد نمودند
و يولاف، نتايج  تعدادي از باريك برگان از جمله چچم

 ,Kaundun & Windass)يكساني به دست آوردند 

2006; Rastgou, 2007).

 bpgene rulet(fermentas) 100هاهتود تماميدر bp 165 باند تشكيلو چچميها تودهدر PCR آزمايش نتيجه-1 شكل

bp1000

bp 500 

bp165 
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 ,FR1, FR2, FR4, FR5يها توده اساس، اين بر

FR7, FR8, FR9, FR10, FR12, FR13, FR14 به
و CCيا TTيعني هموزيگوس مقاوميها توده عنوان
يها توده عنوانبه FS1, FS2, FS3, FS4يها توده

و AA يعني ند،باشمي هموزيگوس همگيكه حساس
 مقاوميها توده عنوانبه FR3, FR6, FR11يها توده

.اند شده شناخته ATيا AC يعني هتروزيگوس
 1781اي در ناحيه چون در اين روش، جهش نقطه

آ قابل شناسايي مي به آنزيم استيل كوآنزيم باشد، پس
ها، جانشيني لوسين به جاي رسد در اين توده نظر مي

ب1781ايزولوسين در ناحيه   Kaundun)اشد اتفاق افتاده

& Windass, 2006).
 آمينه لوسين به جايدجانشين شدن اسي
كننده در محل اتصال 1781 ايزولوسين در موقعيت

آ پلاستيدي(CT)كربوكسيل ترانسفراز  ، استيل كوآنزيم
اي كليدي ايجادكننده مقاومت به اغلب يك جهش نقطه

و ديم در گونهكش علف هاي علف هرز باريك هاي فوپ
ميبر و تبديل آدنين.باشدگ  (A)اين امر حاصل جهش

 در 5341 در موقعيت (C)و سيتوزين (T)به تيمين
آ كربوكسيلاز در توالي كدكننده آنزيم استيل كوآنزيم

 Christoffers et al., 2002; De´lye)باشدميها اين گونه

et al., 2002a; De´lye et al., 2002b; De´lye et al., .
2002c; De´lye et al., 2004; De´ly, 2005; De´lye.

et al., 2005; De´lye &Micheal, 2005).
دو همچنين متذكر مي شود كه اختلاف در طول

آغازگر ارتباطي به سايت برشي ندارد؛ فقط در آغازگر 
بزرگتر، سايت برشي تعبيه شده است، به طوري كه 

ش و توالي قطعه كامل د، وقتي رونويسي انجام گرفت
در بيوتيپ ) Nsiدر اينجا سايت برشي(سايت برشي 

شود ولي در بيوتيپ مقاوم سايت برشي حساس كامل مي
و در هضم آنزيمي با آنزيم كامل نمي ، بيوتيپ Nsiشود

ماند، حساس برش خورده ولي بيوتيپ مقاوم كامل مي
 165بنابراين در الكتروفورز، باند مربوط به بيوتيپ مقاوم 

 135و باند مربوط به بيوتيپ حساس نوكلئوتيد
.آورد نوكلئوتيد به وجود مي

و 2078هاي محققين، جهش در نواحي طبق بررسي
و چچم سبب بروز مقاومت 1781  در دم روباهي كشيده

و ديم به فوپ مي ها در در حالي. شود ها كه جهش
 باعث مقاومت به 2078و 2041، 2027هاي موقعيت

مي فوپ  ,.De´lye et al., 2005; De'lye et al) شود ها

هاي با تحمل بيان كردند كه حتي در گونهآنها . (2002
 لوسينناحيه نيز جهش در poa. anuaذاتي نظير گونه 

در اين. سبب بروز مقاومت در اين گياه شده است 1781
 آنزيم 1781تحقيق نيز جهش در اسيدآمينه موقعيت 

به، احتمالاستيل كوانزيم آكربوكسيلاز  بروز مقاومت
مي علفكش . باشد هاي مذكور

و  مقاوم به L. rigidum مطالعه روي ذرت
كه هاي استيل كوآنزيم بازدارنده آ كر بوكسيلاز، نشان داد

در)1781جهش در ناحيه(تبديل ايزولوسين به لوسين
در بيشتر. دليل ايجاد مقاومت است،اين گياهان

آلل، جهت شناسايي تحقيقات از روش تكثير وابسته به 
). Zagnitko et al., 2001(اين جهش استفاده شده است 

آلل را   همچنين محققين، روش تكثير وابسته به
در1781اي در موقعيت جهت شناسايي جهش نقطه

 bpgene rulet (fermentas) 100 دهندهرشب آنزيماز استفادهبا چچميها توده PCR محصول آنزيمي هضم نتيجه-2 شكل

bp 500

bp165 
bp130  
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 چچمو Alopecurus myosuroides كشيده روباهي دم
L. rigidum دادند قرار استفاده مورد(De´lye et al., 

 داد نشان روش ايناز استفادهبا ديگر مطالعات.(2005
 موقعيتدر ايزولوسين به جاي لوسين قرارگيري كه

.دشومي وحشي يولافدرتمقاوم بروز سبب،1781
 حساس، هاي تودهدركه كردند مشاهده همچنين

 توده درDولي دارد، وجود پلاستيدي آنزيمدر ايزولوسين
 فرمدرهمو پلاستيدي درفرمهم لوسين مقاوم،

.(Christoffers et al., 2002)شد مشاهده سيتوسولي
درراآللبه وابسته تكثيروشر ديگر محققين
L. rigidum به لوسين جانشيني جهش شناسايي جهت

 تشخيص براي مناسب روشي عنوانبه ايزولوسين جاي
 & Zhang) كردند معرفي هدفبر مبتني مقاومت

Powles, 2006).
 جهت روش ايناز استفاده گستردگي رغم به

در تغييراتي اعمالبا شده، ياداي نقطه جهش شناسايي
 جهشييشناسا جهت،dCAPS روش،CAPS روش
 معرفيآ كوآنزيم استيل آنزيم 1781 ناحيهدراي نقطه
 مقايسهدر روش اين كارايي شد، مشخص همچنين شد،

 اين اولاً چون؛است بيشترآللبه وابسته تكثير روش با
و هموزايگوس هاي فرم تشخيصبه قادر روش

 هرز هاي علف اكثربه تعميم قابل ثانياً بوده هتروزايگوس
 اين توانميپس،باشدمي چچم جملهاز برگ باريك
 مكانيزمو مقاومت تشخيص منظوربهرا روش

در برگ باريك هرز هاي علف اكثردرآن ايجادكننده
 برد كاربه زياديها نمونه برايو ممكن زمان كمترين

)Kaundun & Windass, 2006.( 
 كلي گيري نتيجه

 آنزيم جهشاآنهدر مقاومتوزرب عاملكه هايي توده
،)هموزيگوس قاومم هاي توده(شد داده تشخيص هدف
 هاي آزمايش اساسبركه بودندييها توده همان
 بالايي مقاومتاز نيز)Zand et al., 2008( سنجي زيست

يادوبه عرضي مقاومت آنها تماميدرو بودند برخوردار
 آزمايشدر موجوديهاكش علفازكش علف سه

 زيست هاي آزمايشدركهاي تودهدر.بود شده مشاهده
 شدند داده تشخيص مقاوم گلدانو پتريدر سنجي

)Zand et al., 2008(،آزمايش ايندرولي )به)مولكولي
كه دارد وجود امكان اين شد، معرفي حساس توده عنوان

ها مكانيزم سايربر مبتنيها توده ايندر اومتمق مكانيزم
 اين،لذا.باشد ابوليسممتبر مبتني مكانيزم قبيل از

،مقاومت بروز تشخيصبر علاوه تواندمي آزمايش
.نمايد تعيينها تودهدررا مقاومت مكانيزم
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