
کشعلفبه).Sinapis arvensis L(یوحشخردلي هاتیجمعمقاومتی بررس
لیمتبنوروني تر

4احمدوندگودرزو3قرخلودیجاو،2راستگوي مهد،*2يقنبری عل،1يافشاري مهد

4/2/1396: تاریخ پذیرش24/3/1395: تاریخ بازنگري9/12/1394: تاریخ دریافت

چکیده 
در .دباشیمگندممزارعدربرگپهنهرزيهاعلفکنترلي براجیراي هاکشعلفازلیمتبنوروني تر

سالدرکرمانشاهانـاستازمزرعه38،دمـگنمزارعاومتـمقبهکوكـمشهرزيهاعلفاین آزمایش واکنش 
قالبدروآوريجمعمزارعازمقاومتبهمشکوكوحشیخردلبذور. گرفتقراری بررسمورد1391- 1392

مقاومتبروزعیسرصیتشخدر جهت. گرفتندقرارآزمایشموردتکرار3باتصادفیکاملي هابلوكطرح
مقاومتدرجهنییتع. شدندهیاولغرباللیمتبنوروني ترکشعلفکنندهکیتفکدزمصرف باهاتیجمع

زمیمکانی بررسي برا. یدگردانجامپاسخ-دزي هایمنحنازاستفادهبای سنجستیزآزمونکمکبهسپس
جینتاطبق. شداستفادهPJET1.2/bluntناقلباALSژنکلونازژهیوهب،یمولکولي هاروشازمقاومت

درصد90زانیمبهرای وحشخردلحساسي هاتیجمع،هکتاردرثرؤممادهگرم4/10دز،کیتفکشیآزما
کهشدندییشناسامقاومتیجمععنوانبههاتیجمعزادرصد50زینيگرغربالي هاشیآزمادر.کردکنترل

عنوانبهآنهاازدرصد5/31بالا،ی لیخمقاومتدرجهي داراآنهاازدرصد8/57،فیتاردوی بکروشاساسبر
هاي علفGR50،همچنین. شدندیی شناساکممقاومتي دارادرصد5/10وبالامقاومتدرجهبایی هاتیجمع

، دـباشان میـود مقاومت در این استـانگر وجـکه بیاس افزایش یافتـهرز حسبا علفقایسه هرز مقاوم در م
. ثر در هکتار افزایش یافتؤمگرم ماده1309، این مقدار به Z15اومـمقجمعیتکه براي کنترل طوريهب

ینه آمبا جایگزینی اسید122خردل وحشی نیز نشان داد که جهش در موقعیت آلانین DNAیابی توالی
.پرولین سبب بروز مقاومت از نوع جهش مبتنی بر محل هدف شده است

.PJET1.2/bluntناقلنتاز،یساستولاکتاتژن، پاسخ- دزجهش،،DNAتوالی یابی :واژگان کلیدي

.، مشهد، ایرانمشهدی فردوسدانشگاه،هرزي هاعلفعلومي دکتري دانشجو-1
ir.ac.um@ghambari)ي مسئولنگارنده(* .، مشهد، ایرانمشهدی فردوسدانشگاهاریدانش- 2
.، گرگان، ایرانگرگاندانشگاهاریدانش-3
.، همدان، ایرانهمداننایسی بوعلدانشگاهاریدانش-4

127- 142، صفحه 1396بهار، )41(1، شماره یازدهمعلمی ـ پژوهشی اکوفیزیولوژي گیاهان زراعی، جلد نشریه
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مقدمه
مهماجزايازیکیعنوانبههاکشعلف

موردجهاندرهرزهايعلفتلفیقیمدیریت
گذشتهي هادههی طدروگیرندمیقراراستفاده

هرزيهاعلفکنترلابزارنیثرترؤمعنوانبه
Beffa(اندشدهشناخته et al., استفاده). 2012

ومشابهعملگاهیجابایی هاکشعلفازمکرر
Beffa(محدودعملي هاگاهیجا et al., 2012 (

وشودیمهاکشعلفبهمقاومتتوسعهسبب
نیاولاز.نمایدیمترمشکلراهرزي هاعلفکنترل
سالدري توفوردکشعلفبهمقاومتگزارش
.Daucus carota Lیوحشجیهوبه1957

)Switzer, شیببههاکشعلفبهمقاومت، )1957
30حداقلباجهانسرتاسردرگونه200از

,Heap(استافتهیگسترشعملگاهیجا 2016.(
ALSهايهمسئول بروز مقاومت به بازدارندمکانیزم

و افزایش ALSاز طریق تغییر جایگاه آنزیم 
روز مقاومت به ـها سبب بکشمتابولیسم علف

Saari(شود میALSهاي بازدارنده کشعلف et

al., گزارش شده که با جایگزینی اخیراً).1994
مقاومت ALSدر ژن 122تیروزین به جاي آلانین 

شتر از بی(اوره هاي سولفونیلکشبالایی به علف
500بیشتر از (ها ، تریازولوپیریمیدین)برابر1000

هب) برابر16بیشتر از (ها و ایمیدازولینون) برابر
Han(آید وجود می et al, در تربچه ). 2012

Raphanus(وحشی  raphanistrum L.(، جهش
ه در گیاهان هموزیگوس و جایگزینی گلوتامین ب

یی بالاداراي مقاومت376جاي آسپارتیک اسید 
هاي سولفونیل کشبه علف) برابر100بیشتر از (

ها، و داراي مقاومت حد اوره و تریازولوپیریمیدین
هاي کشبه علف) برابر10کمتر مساوي (طی واس

بودند، در ) ایمازاماکس و ایمازاتاپیر(ایمیدازولینون 

کش ایمیدازولینونی ایمازاپیر که به علفحالی
Yu(حساس بودند  et al, 2012.(

نقش،مقاومتموقعبهوقیدقصیتشخ
بهوهاکشعلفبهمقاومتتیریمددری مهم
مطلوبطوره ب. داردآنانداختنقیتعو
محصولاتدیتولمزارعدیباگاندکنندهیتول

تاخیر در سمتبهمناسبتیریمدباراي کشاورز
ها یا جلوگیري از به کشایجاد مقاومت به علف

Burgos(هاي مقاوم سوق دهندنهوجود آمدن گو

et al., گان محصولات در واقع تولید کننده).2013
هاي تلفیقی که به عملیاتکشاورزي به جاي این

هاي هرز بیندیشند و از برنامههايکنترل علف
هاي هرز استفاده کنند و مقاومت به پایش علف

ها را سریع تشخیص دهند، به اتخاذ کشعلف
و اقتصادي براي تولید محصولات هاي راحتروش

Burgos(کنندفکر می et al., 2013 .(
با توجه به غالبیت خردل وحشی در مزارع 
گندم کرمانشاه، قدرت رقابتی بالاي خردل وحشی 
با گندم و کاهش محسوس عملکرد گندم و ابراز 

هرز خردل نارضایتی مردم منطقه از کنترل عف
تريجمله هاي رایج ازکشوحشی توسط علف

کش، زمینه بررسی مقاومت به علفمتیلبنورون
هاي آنزیم استولاکتات از بازدارندهمتیلبنورونتري

اي منظور پایش مزرعهسینتاز را در این تحقیق به
و بررسی ارزیابی سطوح مقاومت استقرار مقاومت،

با متیلبنورونتريکشمکانیزم مقاومت به علف
ویژه روش کلون هولی برایج و مولکهايروش

1PCR)و انتقال ژن ) اي پلیمرازواکنش زنجیره
و انتقال به DH5αخردل وحشی در باکتري 

ک روش سریع، یعنوان بهPJET1.2/bluntنافل
.را فراهم آورددقیقکارآمد و 

1 - polymerase chain reaction
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هامواد و روش
ايمزرعهمطالعات 

اي براي اثبات مقاومت هاي مزرعهبررسی
کشبه مقاومت به علفهاي هرز مشکوكعلف
با بررسی مزارعی با سابقه مصرف متیل بنورونتري

هاي سرپل دهاب، از شهرستانسال 7تا 5حداقل 
. انجام شدغرب و کرمانشاه قصرشیرین، گیلان
آوري پاشی نشده جهت جمعانتخاب مزارع سم

گیري با بذور حساس در مزارع گندم انجام و نمونه
پیشنهادي توماس اساس روش برWالگوي

)Thomas, .انجام گرفت)1985
تعیین دز تفکیک کننده

ه، بکنندههاي تعیین دز تفکیکآزمایش
صورت طرح بلوك کامل تصادفی با شش تکرار در 

2- 4هرز در مرحله هايعلف. گلخانه انجام شد
Beckie(برگی et al., هاي کسرينسبتبا )2000

برابر 2و 1، 2/1، 4/1، 8/1، 16/1، 32/1، صفر(
تري بنورون متیل کشدز توصیه شده علف

Granestar()گرم در هکتار20( 75% DF, 750 g

ai. Kg-1 tribenuron-methyl, DF, DuPont,
France(پاش پشتی شارژري با دستگاه سم) مدل

با نازل بادبزنی یکنواخت ) ماتابی الگانس پلاس
ال که کیلو پاسک200و فشار ) 8002(زرد رنگ 

لیتر محلول سم در هکتار 290بر اساس پاشش 
;Tee-jet 8002(پاشی شدندسم،کالیبره شده بود

Spraying Systems Co., Wheaton, IL( .سپس،
هاي لازم شامل، شمارش تعداد گیاهان گیرياندازه

گیري وزن خشک زنده مانده در هر گلدان و اندازه
پاشی سمروز پس از28هاي زنده مانده، بوته

.صورت گرفت
هاي خردل وحشیجمعیتغربال اولیه 

هاي مشکوك جمعیتمنظور غربال اولیه به
با ،متیلبنورونتريکش علفبه مقاومت به 

بنورونتريکش کننده علفاستفاده از دز تفکیک
هاي صورت طرح بلوكهآزمایش گلدانی ب،متیل

.تکرار در گلخانه انجام شد3کامل تصادفی با 
کلیه مراحل مشابه روش انجام شده در آزمایش 
تفکیک دز انجام گرفت و به منظور محاسبه آنها از 

.استفاده شد) 2(و ) 1(معادلات 

Y=N1/N0˟100) 1(معادله 

درصد گیاهان زنده مانده پس از Y:که در آن 
نده پس از تعداد گیاهان زنده ماN1:پاشی،سم
پاشی تعداد گیاهان قبل از سمN0:پاشی و سم
.باشدمی

Y=Wt/Wc×100)  2(معادله 

درصد وزن خشک گیاهان زنده Y:که در آن 
اهد بدون ـپاشی نسبت به شمانده پس از سم

وزن خشک گیاهان زنده مانده پس Wt:کش، علف
پاشی ن سموزن خشک گیاهاWc:پاشی و از سم

.نشده است
هاي زیست سنجی در گلدان با آزمایش

پاسخ -استفاده از منحنی هاي دز
هاي جمعیتمنظور تعیین درجه مقاومتبه

کش تري بنورون کننده علفمقاوم به دز تفکیک
هاي غربال اولیه، متیل، پس از اجراي آزمایش

50بقاء، حفظدرصد80هایی با حداقل جمعیت
ک و کسب نمره بیش از شش در وزن خشدرصد

سیستم استاندارد ارزیابی چشمی بر اساس روش
EWRC1)Beckieاروپایی et al., به ،)2000
هاي مقاوم در نظر گرفته شدند و جمعیتعنوان 

هاي حساس در آزمایش واکنش جمعیتبه همراه 
صورت جداگانه ولی بهجمعیتبه دز براي هر 

کامل تصادفی با هايهمزمان در قالب طرح بلوك
، 2/1،1، 4/1، 8/1، 16/1، صفر(دز 11تکرار و 3

1 - European Weed Research Council
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برابر دز 256و 128، 64، 16،32، 8، 4، 2
) ثره در هکتارؤبر حسب گرم ماده مکنندهتفکیک

هاي تا با استفاده از ارزیابی منحنی،قرار گرفتند
، هاي حساس و مقاومجمعیت) 1شکل (پاسخ-دز

هاي جمعیتر یک از ها فاکتور مقاومت یدرجه 
حساس جمعیتنسبت به مشکوك به مقاومت

).3معادله(شود مشخص

)                3(معادله 
مورد تیجمعدرجه مقاومت RF:که در آن 

کش که دزي از علفGR50 (R)و GR50 (R)نظر،
درصد اثر بازدارندگی 50مال ترتیب سبب اعهب

. کندهاي مقاوم و حساس میتیجمعروي 
هاي هاي آزمایشزیه و تحلیل دادهـتجتجه

هاي زیه رگرسیونی با معادلهـزیست سنجی از تج
) 5معادله (و چهار پارامتره ) 4معادله (سه پارامتره 

Streibig(شدستفادها et al., 1993(.

)4(معادله 
)5(معادله

درصد نسبت به (میزان پاسخ : Yکه در آنها 
حد بالاي : dکش، دز علف: X،در دز) شاهد

منحنی در شیب: bحد پایین منحنی، :cمنحنی، 
. باشدمیGR50میزان :eو GR50نقطه 

هاکشتعیین مکانیزم مقاومت به علف
1730از جفت باز835منظور مطالعه به

با DNAجفت باز گیاه خردل وحشی استخراج 
Dellaporta(روش دلاپورتا et al, صورت )1983

اي پلیمرازهاي زنجیرهواکنشتهیه مخلوط . گرفت
میکرولیتر مطابق شرکت سازنده 25در حجم 

.با استفاده از کیت انجام شد) شرکت سیناژن(
مورد )1جدول(آغازگرهاي رفت و برگشت 

طراحی اي پلیمرازهاي زنجیرهده در واکنشاستفا
مطابق با روش آزمایشگاه DNAتخلیص.ندشد

. انجام شد)2007(لامیتینا دانشگاه پنسیلوانیا 
با استفاده از کیت PCRمحصول سازي همسانه

CloneJETTM PCR Cloning شرکت فرمنتاز
)http://ir.thermofisher.com(انجام شد.

تعد مطابق با روش تهیه سلول هاي مس
,et al(سمبروك و همکاران  1989Sambrook ( با
هاي بعد از شناسایی کلنی. کمی تغییر انجام شد

منظور تایید هب، PCRنوترکیب با روش کلنی 
آغازگرهاي یونیورسال با PCRنوترکیبی از واکنش 

pJET1.2FوpJET1.2R که در کیت وجود
شرکت دنا طبق دستورالعمل (استفاده شد ،اشتد

,DENAzist Asia). زیست آسیا Mashhad, Iran.

Available at: http://www.denazist.com
NCبا کیت DH5αاستخراج پلاسمید از باکتري 

انجام )شرکت دنا زیست آسیاطبق دستورالعمل (
روژن ــرکت ماکـدر شDNAیابی والیــت. شد
.رت گرفتجنوبی صوکره

تجزیه، تحلیل و ترسیم نمودارهاي زیست 
و بسته نرم Rافزار توسط نرمدر گلدانسنجی
طراحی پرایمر .انجام شد2.0.1نسخه drcافزاري
الاین . انجام شدVector NTI ver8.0افزار با نرم

Bio Editافزارتوالی با استفاده از نرمردیفی ا همی

در پایگاه BLASTافزار انجام شد و در نرم
. مورد بررسی قرار گرفتNCBIاینترنتی 

ا یها به اسیدهاي آمینه ترجمه توالی
ها به فرمت فستا، پروتیین، تغییر فرمت نمونه

) ORFا یترین فریم طویل(انتخاب بهترین فریم 
هاي فعال در ها و تعیین محلبراي بلاست پروتیین

ثر و ؤهاي مو مشخص کردن جهشALSژن 
قابل دسترس در ثر از نرم افزارهاي آنلاینؤغیرم

وhttp://www.ebi.ac.uk/interproهاي سایت
http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss
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یین نقاط حفاظت شده نیز از براي تع.استفاده شد
در سایت M-Coffeeافزار آنلاین نرم

http://www.tcoffee.orgاستفاده شد.
نتایج و بحث

اي و دز تجزیه و تحلیل مطالعات مزرعه
تفکیک کننده

بر اساس مطالعات انجام شده توسط ویسی و 
Veisi(نهمکارا et al., هرزِ خردلِ، علف)2012

شیرین، هرسین، هاي قصروحشی در شهرستان
کرمانشاه، صحنه و سرپلغرب، کنگاور،گیلان

لذا بر اساس تجزیه و تحلیل . باشدذهاب مطرح می
آوري بذور مشکوك جمعشروع به اطلاعات فوق، 

، )20(هاي سرپل ذهاب به مقاومت از شهرستان
) 6(کرمانشاهو ) 6(، قصر شیرین)6(غرب گیلان

کش و نارضایتی ترتیب سابقه مصرف علفبه
خت و صورت یکنواهکشاورزان و پراکنش آنها ب

برداري شد و موقعیت اي اقدام به نمونهلکه
برداري شده با دستگاه هاي نمونهجغرافیایی مکان

GPS ها خودداري شده از آوردن داده(ثبت شد
ی رفـمصدزبودنمتفاوتبهوجهـتبا).است
ریمقادمزرعه،باسهیقامدرگلخانهدرهاکشعلف

بالیمتبنوروني ترکشعلفکنندهکیتفکدز
وزني براپارامترهسهگامپرتزبعتاازاستفاده
جینتا. شدمحاسبهی وحشخردلهرزعلفخشک

کشعلفکنندهکیتفکدزکهدادنشاندزکیتفک
بود،g a.i ha-14 /10گلخانهدرلیمتبنوروني تر
شدههیتوصکشعلفسومکیباًیتقرکهي طورهب

خردلي درصد90کنترلبهقادرمزرعهدر
).2جدول(بودگلخانهطیشرادرحساسی وحش

هاي خردل جمعیتآزمایش غربال اولیه 
وحشی

براي اطمینان از مقاوم بودن بذور مشکوك 
وحشی و اطلاع از درصد خردل به مقاومت 

آوري جمعهايبه مقاومت، نمونهآلودگی مزارع
اس اساي، برهاي گلخانهشده از مزارع در آزمایش

ه مانی از شاهد و کاهش وزن خشک بدرصد زنده
. صورت درصد از شاهد مورد بررسی قرار گرفتند

شود مشاهده می3طور که در جدول همان
, Z7, GI4 ,S,Z1,Z2,  Z5,Z6, k1هايجمعیت

k2,k3 ,k4,k5 ,k6 ,GI1 ,GI4 ,GA1 ,GA2, GA3 ,
GA4 ,GA5 وGA6 به دز تفکیک کننده حساسیت

و سایر ) هاي هاشور خوردهجمعیت(نشان دادند 
,GI2 ,GI3,GI5 ,GI6, Z11,Z12, Z13يهاجمعیت

Z14,Z15,Z16,Z17,Z18,Z19,Z20 ,Z4 ,Z8 ,Z9,
Z10و Z3لذا .ودندـاومت بـکوك به مقمش

و همکاران موسمذکور طبق نتایج يهاجمعیت
)Moss et al., هاي جمعیتعنوان به) 2007

. مشکوك به مقاومت در نظر گرفته شدند
هاي جمعیتبیشترین ،طبق نتایج فوق

مشکوك به مقاومت به تري بنورون متیل در 
طوري که هشهرستان سرپل ذهاب وجود داشت، ب

75(مزرعه 15برداري شده، مزرعه نمونه20از 
هاي مشکوك به مقاومت به جمعیتداراي ) درصد
6از ،همچنین. کش تري بنورون متیل بودندعلف

غرب، برداري شده از شهرستان گیلانمزرعه نمونه
هاي جمعیتداراي ) درصد6/66(مزرعه 4

تري بنورون کشمشکوك به مقاومت به علف
هاي هاي شهرستاندر ضمن جمعیت. متیل بودند
کش تري بنورون و کرمانشاه به علفقصرشیرین 

هاي کرمانشاه از جمعیتمتیل حساس بودند که 
هاي جمعیتحساسیت بالایی در مقایسه با 

). 3جدول(قصرشیرین برخوردار بودند 
و نتایج ویسی و همکاران لذا طبق نتایج فوق 

)Veisi et al., که درصد فراوانی و شاخص ) 2014
ترتیب به2002غالبیت خردل وحشی را در سال

ترتیب به2010درصد و در سال 8/34و 5/19
درصد در استان کرمانشاه بیان کرد 8/54و 1/31
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ر مزارع داراي پراکنش ـو با توجه به اینکه اکث
هرز هاياحتمال گسترش علف،باشنداي میلکه

غرب هاي سرپل ذهاب و گیلانمقاوم در شهرستان
ن نیز در مراحل و در شهرستان قصرشیریستابالا

چنانچه روند گسترش ،لذا. باشدابتدایی می
اي هها مدیریت نشود، در آیندکشمقاومت به علف

نزدیک شاهد روند گسترش مقاومت در تمامی 
. هاي کرمانشاه خواهیم بودشهرستان

اینکه خردل وحشی گیاهی با توجه به 
کشاورزان در استقاده از باشد ودگرگشن می

هاي برداشت را شت گندم، ماشینهاي برداماشین
کنند، این احتمال وجود دارد که بذور تمیز نمی

اي به مزرعه دیگر و از خردل وحشی از مزرعه
شهرستانی به شهرستانی دیگر و حتی با عدم 

هاي همزمانی فصل برداشت غلات و تردد ماشین
برداشت در سرتاسر کشور شاهد گسترش روز 

اومت ـدي مقـجافزون مزارع کشور با مشکل 
،بنابراین. ها باشیمکشهرز نسبت به علفهايعلف

با توجه به نقش و جایگاه عمده گندم در کشور و 
اهمیت اقتصادي و استراتژیک آن و بحران کم آبی 

هاي رسد که در روشنظر میه در کشور لازم ب
مدیریت آن تجدید نظر اساسی صورت گیرد و از 

هرز در این هايهاي تلفیقی مدیریت علفروش
. زمینه استقبال شود

با توجه به بروز مقاومت زود هنگام به ضمناً
25کش تري بنورون متیل به دلیل کاربرد علف

Zand(ساله  et al., آن در مزارع کشور ) 2012
هاي هاي بازدارندههایی از سایر گروهکشثبت علف

ALSهاي شیمیایی و نهادینه و سایر خانواده
هاي تلفیقی مانند تناوب ه از روشکردن استفاد

زراعی و آیش در به تاخیر انداختن مقاومت نقش 
.ثرتري ایفا خواهند نمودؤم

زیست سنجی در گلدان با استفاده از 
پاسخ - منحنی هاي دز

نتایج حاصل از تجزیه رگرسیونی با معادلات 
داري سه و چهار پارامتره گامپرتز بیانگر عدم معنی

ها و صحت جمعیتش در تمامی آزمون عدم براز
ه ب). 1و شکل4جدول(معادلات برازش داده بود

S ,Z1,Z2,Z5,Z6,Z7هاي جمعیتطوري که 

,GA1 ,GA2,GA3,GA4 ,GA5 ,GA6 ,GI1, GI4

پاسخ - با بیشترین شیب منحنی در منحنی دز
متیلبنورونکش تريداراي حساسیت بالا به علف

Z3, Z4,Z8هايیتجمع، و )1و شکل4جدول(

,Z9,Z10,Z11,Z12,Z13,Z14,Z15,Z16, Z17, Z18 ,
Z19,Z20 ,GI2 وGI3 ،با شیب منحنی کمتر

کش درجات بالایی از مقاومت را نسبت به علف
و شکل4جدول(تري بنورون متیل نشان دادند

با وجود اینکه نتایج حاصل از آزمون غربال . )1
ال بروز مقاومت در اولیه نشان دهنده احتم

باشد، اما براي تایید آن انجام ها میجمعیت
ر ـپاسخ یک امر ضروري به نظ-هاي دزآزمایش

,Gherekhloo(درسمی ترین مرسومازیکیو)2008
ها استفاده کشها براي اثبات مقاومت به علفروش

Beckie(پاسخ است- از روش دز et al., 2000( .
پاسخ وزن خشک - دزهاي آزمایشطبق نتایج

کش، هرز خردل وحشی با افزایش دز علفعلف
طی یک روند سیگموئیدي و با تابعیت از تابع 

قرخلو . گامپرتز یک روند کاهشی را طی کرد
)Gherekhloo, نیز نتایج مشابهی گرفت و ) 2008

هرز یولاف گزارش نمود که وزن خشک علف
کش کاهش زایش دز علفـاوم با افـوحشی مق

داري بین اختلاف معنی،همچنین. ابدیمی
هاي جمعیتکش و هاي مقاوم به علفجمعیت

با GI2و Z8هاي جمعیتحساس مشاهده شد و 
داري بادرصدي تفاوت معنی85حدود اطمینان 
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هاي جمعیت حساس نداشتند و اختلاف جمعیت
GI5وGI6 دار نشد حساس معنیجمعیت نیز با

پاسخ -هاي دزیاختلاف بین منحن). 5جدول(
هاي مختلف بیانگر وجود اختلاف بین جمعیت

باشد که پارامترهاي ها میجمعیتدرجات مقاومت 
دست آمده از توابع گامپرتز و مقایسه آماري آنها هب

). 4جدول(باشد ید این اختلاف میؤنیز م
کش پاسخ به علف-نتایج آزمایش دز،همچنین

کشی که علفمتیل نشان داد که میزانبنورونتري
هاي مقاوم را در جمعیتلازم است وزن خشک 

گرم 04/5حساس که مقدار آنجمعیتمقایسه با 
درصد 50به میزان ،باشدثره در هکتار میؤماده م

طور قابل توجهی افزایش به)GR50(کاهش دهد
ترتیب در این مقدار به،کهطوريبه. یافته است

Z3, Z4,Z8,Z9,Z10,Z11,Z12,Z13(هاي جمعیت

,Z14,Z15,Z16, Z17, Z18 ,Z19,Z20 ,GI2 ،GI3،
GI5وGI6(9/469 ،3/67 ،9/342 ،4/584 ،

9/549 ،711 ،1/1048 ،9/367 ،1/1090 ،
2/1309 ،5/1037 ،2/1073 ،3/437 ،0/583 ،
گرم ماده 3/41و 0/625،5/40، 0/429، 0/1117
ظر ها از نباشد که این نسبتدر هکتار میثرؤم

دار دار بوده و بیانگر مقاومت معنیآماري معنی
د باشهاي مورد مطالعه در آزمایش میجمعیت

1طور که در شکلهمان،همچنین. )4جدول(
حساس طی جمعیت شود، وزن خشک دیده می

یک روند سیگموئیدي کاهش یافت که سرعت و 
اوم به ـهاي مختلف مقجمعیتدت آن در ـش

رجات متفاوت مقاومت کش با توجه به دعلف
که شروع کاهش در روند طوريمتفاوت بود، به

جه مقاومت هایی با درجمعیتسیگموئیدي در 
تر اتفاق افتاد هاي پایینپایین زودتر و در غلظت

هاي زیست طبق نتایج آزمایش،بنابراین). 1شکل(
هاي جمعیتتوان نتیجه گرفت که اکثر سنجی می

سرپل ذهاب با توجه آوري شده از شهرستانجمع
متیل، بنورونکش تريبه سابقه بالاي مصرف علف

مقاومت در سطح بالایی حادث شده است و در 
غرب نیز در چند سال آینده شهرستان گیلان

.رودمتیل میبنوروناحتمال مقاومت بالا به تري
بندي بندي مقاومت و رتبهتعیین درجه

کش تري هاي خردل وحشی به علفجمعیت
بنورون متیل

بندي بکی و تاردیف سیستم رتبهاز
)Beckie and Tardif, بندي منظور رتبههب) 2012

طبق سیستم . هاي مقاوم استفاده شدجمعیت
,Beckie and Tardif(بکی و تاردیفبندي رتبه

د، به ها در سه گروه قرار گرفتنجمعیت)2012
Z9,Z10(هاجمعیترصد از د89/57طوري که 

,Z11,Z12,Z14,Z15,Z16, Z17,Z19, Z20وGI3(
درصد 57/31و ) VH(داراي مقاومت خیلی زیاد 

داراي )GI2وZ3, Z4,Z8,Z13, Z18(ها جمعیتاز 
GI5(هاجمعیتدرصد از 5/10و ) H(مقاومت بالا 

-کش تريداراي مقاومت کم به علف) GI6و

). 5جدول(متیل بودند بنورون
هاکشتعیین مکانیزم مقاومت به علف

دادنشانDNAی ابی یتوالازحاصلجینتا
و113،117،122ي هاتیموقعدرجهشکه

اهیگباشدهدادهقیتطب(ALSژن123
به). 2شکل(استگرفتهصورت) سیدوبسیاراب
نیمحققریساتوسط122تیموقعگزارشلیدل
)Yu and Powles, 2014; Heap, نیا)2016

دادهصیتشخثرؤمجهشعنوانبهژنازتیموقع
. شد

ی نیگزیجاو122نیآلانتیموقعدرجهش
کشعلفبهمقاومتبروزسببنیپرولنهیآمدیاس
ی نیگزیجا). 2شکل(استشدهلیمتبنورونيتر

ن،یترئوننهیآمي هادیاستوسط122نیآلان
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يهاعلفمختلفي هاگونهدرنیوالونیروزیتا
هباست،دهیرساثباتبهنیمحققتوسطزینهرز
مختلفنهیآمي دهایاسی نیگزیجااثردرکهيطور

ي هاالعملعکسبروزسبب122نیآلاني جاهب
استولاکتاتي هابازدارندهبهALSژنازی متفاوت

نیروزیتای نیگزیجاکهيطورهباست،شدهنتازیس
بهمقاومتسبب122نیآلانتیموقعدر

وهااورهلیسولفونها،نونیدازولیمیاي هاازدارندهب
بهآنپاسخواستشدههانیدیمیریازولوپیتر

وهاوبنزواتیتلینیدیمیریپي هاکشعلف
نشدهنییتعهانونیازولیترلینوکربونیآملیسولفون

Tranel(است et al., 2016(.
سبب122نیآلاني جاه بنیوالی نیگزیجا

وهانونیدازولیمیاي هاکشعلفهبمقاومتبروز
ازولویتري هابازدارندهبهنسبتتیحساس

شدههاوبنزواتیتلینیدیمیریپوهانیدیمیریپ
وهااورهلیسولفوني هابازدارندهپاسخواست

نییتعهانونیازولیترلینوکربونیآملیسولفون
Tranel(استنشده et al., 2016(.

گیري کلینتیجه
کننده در شرایط گلخانه براي کغلظت تفکی

.بودg a.i ha-14/10کش تري بنورون متیلعلف
م در مقایسه با هرز مقاوهايعلفGR50،همچنین

هرز حساس افزایش یافته است که بیانگرهايعلف

که طوريهوجود مقاومت در این استان است، ب
مقدار به این،Z15مقاوم جمعیت براي کنترل 

در هکتار افزایش یافته ثرؤمگرم ماده1309
ها بر اساس روش بکی جمعیتبندي در رتبه. است

هرز در سه گروه با مقاومت هايو تاردیف علف
.خیلی زیاد، مقاومت بالا و مقاومت کم قرار گرفتند

کشدر بررسی مکانیزم مقاومت علف،همچنین
با استفاده از کلون ژن خردل متیلبنورونتري

مشخص شد ALSژن DNAیابی وحشی و توالی 
وع جهش مبتنی بر محل هدف ـکه جهش از ن

122امینه پرولین در موقعیت باشد که اسیدمی
،بنابراین. جایگزین اسیدامینه آلانین شده است
ها کشلفعدرك مکانیزم و ژنتیک مقاومت به 

هاي مدیریتی یی شیوهآتواند به افزایش کارمی
. ها منجر شودکشهاي هرز مقاوم به علفعلف

دام ـککه این اطلاعات در تعیین اینهمچنین 
ها کشدر ترکیب یا تناوب با سایر علفهاکشعلف

منظور جلوگیري از مقاومت مبتنی بر محل هب
هدف یا مبتنی بر متابولیسم مورد استفاده قرار 

علاوه بر موارد .ز اهمیت استیبسیار حا،گیرد
کش عی که علفتواند موقاین اطلاعات میفوق، 

هاي هرز هاي تلفیقی مدیریت علفجدید در برنامه
عنوان یک روش هگیرد بمورد استفاده قرار می

به ها را مقاومت انتخابی بیوتیپاساسی، شانس 
.کاهش دهدمیزان قابل توجهی 

ALS ژنی توالي برااستفادهموردي آغازگرها- 1جدول
Table 1- Primers utilized to sequence the acetolactase synthase gene

توالی
'5- '3Sequence

آغازگر
Primers

AAACCGTCTTCGCTTACCCAGGAG ALS1for.

TTAGCCCTGCTAGCAAAAGCCTCG ALS1rev.

CGACTCACTATAAGGGAGAGCGGC pJET1.2F

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG pJET1.2R
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کاربردبهتنسب) S(حساستیجمعخشکوزني براپارامترهسهگامپرتزتابعازشدهبرآوردED90ریمقاد- 2جدول
کنندهکیتفکدزنییتعمنظوربهلیمتبنوروني ترکشعلف

Table 2- Amounts of GR90 estimated from the dry weight of the sensitive-populations three
Gampertz function parameters for the use of tribenuron-methyl to determine the

discriminating dose

کشعلف
Herbicide

ریتاثنحوه
Mechanism of

action

ونیفرمولاس
Formulation

شدههیتوصدز
Recommended
dose (g/ha-1)

کیتفکدز
GR90

(g ai ha-1)
Discriminanting

dose

آزمون عدم 
برازش

Lack of fit
test

)گرانستار(لیمتبنوروني تر
Tribenuron-

methyl(Granestar)

ALSهبازدارند
ALS inhibitor

DF75% 15 10.4 (±1.4) 0.4ns

کشعلف) GR90(کنندهکیتفکدزبای وحشخردلمقاومتبهمشکوكي هاتیجمعي گرغربالشیآزماجینتا- 3جدول
.)انددهیگردمحاسبهشاهدازدرصدصورتبهپارامترها(لیمتبنورونيتر

Table 3- Results of screening test  wild mustard suspected  populations resistance of wild
mustard with discriminantig dose (GR90) of tribenuron-methyl ( Parameters were calculated

as a percentage of control)

خردلتیجمع
یوحش

Wild mustard
population

زندهدرصد
یمان

)شاهد(%
Survival

plant
(% of

control)

خشکماده
)شاهد(%

Dry
matter
(% of

control)

تروزن
)شاهد(%

Fresh
matter
(% of

control)

خردلتیجمع
یوحش

Wild mustard
population

زندهدرصد
یمان

)شاهد(%
Survival

plant
(% of

control)

خشکماده
)شاهد(%

Dry
matter
(% of

control)

تروزن
)شاهد(%

Fresh
matter
(% of

control)

1GI 0.0 100 100 1Z 25 76.0 75.6
GI2 100 24.0 28.6 2Z 25 76.6 81.2
GI3 100 26.9 20.9 Z3 100 15.5 31.2

4GI 0.0 100 100 Z4 100 14.5 25.3
GI5 75 36.1 40.4 5Z 25 75.8 62.7
GI6 75 26.0 30.2 6Z 50 48.6 58.7

1GA 50 67.5 66.7 7Z 50 68.0 59.8
2GA 50 68.6 73.0 Z8 100 29.8 24.1
3GA 50 62.5 68.0 Z9 100 19.1 17.0
4GA 50 65.4 67.1 Z10 100 19.1 17.0
5GA 50 57.9 66.7 Z11 100 17.3 13.0
6GA 50 60.1 59.6 Z12 100 14.0 15.8

1K 0.0 100 100 Z13 100 25.0 29.7
2K 0.0 100 100 Z14 100 18.5 32.0
3K .00 100 100 Z15 100 26.2 11.6
4K 0.0 100 100 Z16 100 18.9 9.2
5K 0.0 100 100 Z17 100 20.4 11.8
6K 0.0 100 100 Z18 100 19.5 15.6

S 0.0 100 100 Z19 100 20.2 13.8
Z20 100 18.5 11.0

.باشدی می وحشخردلمقاومي هاتیجمعنگرایبنخوردههاشوري هامکانوحساسي هاتیجمعانگریبخوردههاشوري هابخش
Shaded areas are represent sensitive populations and not hatching places represent are the resistant populations
of wild mustard.
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درلیمتبنوروني ترکشعلفمختلفي هادزبهوحساسمقاومي هاتیجمعبوتهتکخشکوزنپاسخروند- 1شکل
گلداندری سنجستیزي هاشیآزما

Figure 1- The response of the dry weight of resistant and susceptible populations to
different concentrations of tribenuron-methyl in the bioassay tests in plot



1396137بهار ،)41(1، شمارهیازدهمجلد،علمی ـ پژوهشی اکوفیزیولوژي گیاهان زراعینشریه

هاي مقاوم و دست آمده از برازش توابع سه و چهار پارامتره گامپرتز به مقادیر وزن خشک جمعیته پارامترهاي ب- 4جدول
پاشیچهارهفته پس از سممتیلبنورونکش تريحساس به علف

Table 4- Parameter estimates of Gompertz equation three and four parameters functions
fitted to shoot dry weight of susceptible and resistant of wild mustard population to

tribenuron-methyl herbicide four weeks after spraying

جمعیت
Population

شیب منحنی
Curve slope

حد بالا
Upper limit

یینحد پا
Lower limit

GR50

(g ai ha-1)

آزمون عدم 
برازش

Lack of fit
test

Z3 )0.07± (0.42 )0.05± (1.37 - )98.23± (469.91 0.05ns

Z4 )0.16± (0.57 )0.05± (1.35 )0.15± (0.47 )33.60± (67.36 0.99ns

Z8 )0.09± (0.58 )0.04± (1.42 - )54.73± (342.91 0.97ns

Z9 )0.04± (0.28 )0.05± (1.41 - )195.08± (584.49 0.99ns

Z10 )0.04± (0.29 )0.05± (1.42 - )169.32± (549.93 0.93ns

Z11 )0.05± (0.27 )0.07± (1.58 - )292.11± (711.02 0.94ns

Z12 )0.08± (0.34 )0.06± (1.54 - )409.53± (1048.13 0.99ns

Z13 )0.03± (0.24 )0.07± (1.56 - )142.12± (367.91 0.56ns

Z14 )0.03± (0.24 )0.05± (1.53 - )361.64± (1090.1 0.97ns

Z15 )0.02± (0.19 )0.04± (1.63 - )513.54± (1309.2 0.74ns

Z16 )0.07± (0.28 )0.070± (1.53 - )461.84± (1037.54 0.99ns

Z17 )0.06± (0.28 )0.07± (1.61 - )425.4± (1073.26 0.94ns

Z18 )0.06±(0.37 )0.05± (1.52 - )97.32± (437.36 0.85ns

Z19 )0.03± (0.27 )0.05± (1.56 - )167.53± (583.05 0.83ns

Z20 )0.05± (0.28 )0.05± (1.52 - )383.85± (1117.08 0.37ns

GI2 )0.03± (0.25 )0.05± (1.57 - )123.44±(429.08 0.84ns

GI3 )0.05± (0.22 )0.08± (1.29 - )460.36± (625.04 0.98ns

GI5 )0.07± (0.40 )0.05± (1.3 - )10.52± (40.5 0.9ns

GI6 )0.19± (0.59 )0.03± (1.17 - )21.81± (41.39 0.91ns

S )0.09±(0.55 )0.04± (1.04 - )0.99± (5.04 0.17ns

GR50 value is the tribenuron-methyl concentration that reduced  dry weight by 50%
ns: not significant
Values in parenthesis are standard error.
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فیتاردویبکروشازاستفادهبالیمتبنورونيترکشعلفبهمقاومیوحشخردليهاتیجمعمقایسه-5جدول
Table 5- Comparison of resistance wild mustard populations to herbicides of tribenuron-

methyl based on R rating system Beckie & Tardif

تیجمع
population

فیتاردوی بک
Beckie &

Tardif

مقاومتدرجه
RF

تیجمع
population

فیتاردوی بک
Beckie &

Tardif

مقاومتدرجه
RF

Z16 VH 205.8** Z3 H 93.2**
Z17 VH 212.9** Z4 H 13.3*
Z18 H 86.8** Z8 H 68.0ns

Z19 VH 115.6** Z9 VH 115.9**
Z20 VH 221.6* Z10 VH 109.1**
GI2 H 85.1ns Z11 VH 141.0**
GI3 VH 124.0** Z12 VH 207.9**
GI5 L 8.0ns Z13 H 72.9**
GI6 L 8.2ns Z14 VH 216.2*
S - Z15 VH 253.7*

Sحساستیجمع؛ Rمقاوم؛Lکممقاومت؛Hبالامقاومت؛VHوبالای لیخمقاومت؛RFباشدیممقاومي هاتیجمعمقاومتدرجهانگریب .**

ي داری معنعدمانگریبnsودرصد5سطحدري داری معن*درصد،1سطحدري داری معن
S =susceptible population; R= Resistance L= Low resistance; H= High resistance; VH= Very high resistance and
RF indicate resistance degree of resistant populations. ** Significant at 1%,* Significant at 5% and ns is not

significant.

             ....|....| ....|....|
120 130

MEIHQALASYPG GATVFEArabidopsis  GV
MEIHQALASYPG GATVFE--S
MEIHQALPCYPG GATVFE--10Z
MEIHQALPCYPG GATVFE--14Z
MEIHQALASYPG GATVFE--17Z
MEIHQALPCYPG GTTVFI--15Z
MEIHQALASYPG GATVFE--8Z
MEIHQALPCYPG GATVFE--4Z
MEIHQALASYPG GATVFE--3Z
MEIHQALPCYPG GAVFTE--13Z

Cons           :*********::*******

Z10 ,Z14 , Z17,Z15 ,Z8 ,Z4 ,Z3(هاي مقاوم تعدادي از جمعیتALSزن DNAاي از ردیفی توالی قطعههم–2شکل 

) AY042819یابی با شماره دست(و گیاه آرابیدوبسیس ) S(، حساس )Z13و 
Figure 2– Aalignment of partial DNA sequence of acetolactate synthase (ALS) gene from a

number of resistant (ZR3, ZR4, ZR8, ZR10, ZR14, ZR15, Z17 and ZR13), susceptible (S)
populations and Arabidopsis (GenBank accession number. AY042819)

.باشدوم و آرابیدوبسیس میزمینه خاکستري بیانگر اختلاف گیاهان مقامتن با تصویر
Text with Grey background indicates difference between the resistant and Arabidopsis ALS
gene.
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Investigating Resistance of Wild Mustard (Sinapis arvensis L.)
Populations to Tribenuron-Methyl Herbicide
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Abstract

Tribenuron-methyl is commonly used for post emergence control of broad leaf
weeds in wheat fields. In order to survey suspicious resistant weeds in wheat fields to
this herbicide thirty-eight fields of Kermanshah province were investigated during
2012- 2013. Seeds of suspected resistance of wild mustard were gathered and tested in a
randomized complete blocks design experiment with three replications. First, for early
detection of herbicide resistance, the suspected population was screened using
discriminating dose of tribenuron-methyl. Determining of the resistance degree was
conducted by whole plant bioassay tests using dose-response curves. The resistance
mechanisms were assayed by molecular methods, especially using the ALS gene
cloning by PJET1.2/blunt Vector. For susceptible populations, the concentration
required for complete control was 10.4 g ai ha-1 tribenuron-methyl. Also, in screening
tests 50% of populations as resistant populations were identified. According to the
Beckie and Tardif, it was found that 57.8% of these population did have a very high
degree of resistance, 31.5% with high resistance and 10/5% with low resistance degree.
GR50 of the resistant weeds was also increased as compared to sensitive weed, which
indicates resistance in this province, Thus to control the resistant populations Z15, this
amount increased to 1309 g ai ha-1.The results of DNA sequencing showed that
mutation by replacing proline amino acid at position Ala122 causes resistance based on
target-site mutation.

Key words: ALS gene, DNA sequencing, Dose-response, Mutation, PJET1.2/blunt
Vector.
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