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 The present experiment set out to rapidly detect some mechanisms of resistance 

to the herbicide tribenuron-methyl in Sinapis arvensis. For this purpose, a 

chitosan microneedle was utilized to extract DNA, and then, to detect 

mutations, sequencing of the acetolactate synthase (ALS) gene through PCR 

product was carried out. During a separate process, the insecticide malathion 

was also used to determine the metabolic resistance mechanism. The results of 

the present study indicated that using the microneedle reduced the DNA 

extraction time to five minutes compared to the conventional approach. The 

ALS gene sequences in the FR3 (resistant) and S (susceptible) populations did 

not differ from the sensitive sequences available in GenBank; therefore, no 

mutations were observed in the gene. In a dose-response experiment with 

different doses of the herbicide tribenuron-methyl (up to eight times the 

recommended dose; that is, 20 grams of active ingredient per hectare), applied 

with pretreatment of malathion (a dose of 1000 grams of active ingredient per 

hectare) two hours before the herbicide treatments, and without malathion 

pretreatment as well, the resistant FR3 population had 23 times more resistance 

than the susceptible (S) population in the presence of tribenuron-methyl and 

without malathion pretreatment. Pretreatment with malathion significantly 

 (p≤ 0.01) reduced herbicide resistance (RI= 1.15) in the FR3 population, 

which indicated metabolism-based resistance to tribenuron-methyl. 
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 استخراج :ی کلیدیهاواژه

DNA، به مقاومت یابی ژن،توالی 

 .میکرونیدل کش،علف

 متیلبنورونتری کشعلف به مقاومت هایمکانیزم از بعضی سریع تشخیص آزمایش، انجام از هدف 

 تجه کیتوزان میکرونیدل از منظور این به که بود (Sinapis arvensisوحشی) خردل هرز علف در

 استفاده ورهمینط و جهش تشخیص جهت( ALS) سنتازاستولاکتات ژن یابیتوالی از و DNA استخراج

 از استفاده ادد نشان پژوهش نتایج. شد استفاده متابولیسمی مقاومت مکانیزم تعیین برای مالاتیون از

 هایوالیت. داد کاهش دقیقه پنج به معمولی، روش به نسبت را DNA استخراج زمان مدت میکرونیدل،

 ژن بانک در موجود مرجع هایتوالی با مقایسه در )حساس( S )مقاوم( و FR3 هایتوده در ALS ژن

 دزهای با خپاس-دز آزمایش در. دنش مشاهده مذکور ژن در یجهش گونههیچ نتیجه در ؛نداشته تفاوتی

 با که( هکتار در موثره ماده مگر 20 شدهتوصیه دز برابر هشت تا) متیلبنورونتری کشعلف مختلف

 و کشلفع تیمارهای از قبل ساعت دو (هکتار در موثره ماده گرم 1000دز  ( مالاتیون تیمارپیش

 برابر 23 ،(S) ساسح توده به نسبت FR3 مقاوم توده دند،ش اعمال مالاتیون تیمارپیش بدون همینطور

داشت. همچنین  مالاتیون تیمارپیش بدون و متیلبنورونتری کشعلف حضور در بیشتر مقاومت

 FR3درجه مقاومت توده  p≤0.01)داری )طور معنیهاده از آن بتیمار مالاتیون نسبت به عدم استفپیش

وق فمتیل در توده بنوروندهنده مکانیزم مبتنی بر متابولیسم تری( که نشانRI= 15/1(را کاهش داد 
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 مقدمه

ها نقش موثری در افزایش عملکرد کشعلف

طور میانگین عملکرد هزیرا ب ،گیاهان زراعی دارند

 %23های هرز گیاهان زراعی در اثر رقابت با علف

سهم  2019به همین دلیل در سال  ؛ابدیکاهش می

ها، کشها از کل آفتکشجهانی فروش علف

(. از اولین Sharma et al., 2019% بوده است ) 5/47

تاکنون  شدتولید  1940کشی که در سال علف

ها بسیار پیشرفت داشته کشتکنولوژی تولید علف

هایی با محل کشرغم تولید علفاست. هرچند علی

هایی در صاصی، همچنان چالشهدف کاملا اخت

از جمله  ؛ندها وجود دارکشاستفاده از علف

ها برای گیاهان زراعی به کشبودن علفانتخابی

کش در گیاه دلیل شباهت زیاد محل هدف علف

شود هرز که این موضوع باعث می زراعی و علف

کش با مشکل مواجه کشف مولکول جدید علف

های اصلی از مکانیزم(. یکی Gianessi, 2013) شود

کش برای گیاه زراعی، قابلیت بودن علفانتخابی

کش توسط گیاه زراعی است که در متابولیسم علف

های کش توسط آنزیماین حالت تجزیه علف

-، گلوکوزیل1(450CYP) 450پیسیتوکروم

صورت  3ترانسفراز-اس-و گلوتاتیون 2ترانسفراز

 ;Mallory-Smith & Sanchez, 2011گیرد )می

Lamberth et al., 2013.) 

مورد  533در حال حاضر در سطح جهانی، 

 273محل هدف( در  ×)گونه  کشمقاومت به علف

کش با نحوه عمل علف 21گونه علف هرز نسبت به 

                                                           
1. Cytochrome P450 

2. Glucosyltransferase 

3. Glutathione S-transferase 

شده موجود کش ثبتعلف 32متفاوت از کل 

ها با کشاست. مصرف متوالی علف شدهگزارش 

اصلی بروز مقاومت نحوه عمل یکسان یکی از عوامل 

مقاومت  (.Heap, 2024باشد )های هرز میدر علف

ها به دو گروه مقاومت کشهای هرز به علفعلف

و مقاومت غیر وابسته  4(TSR) هدف وابسته به محل

شوند. بندی میطبقه 5(NTSRبه محل هدف )

به صورت انتخابی  ALSهای بازدارنده کشعلف

برگ رگ و باریکبهای هرز پهنبرای کنترل علف

شوند و به دلیل کنترل طیف وسیعی از مصرف می

های هرز و مقدار کم مصرف به عنوان ابزار علف

کار ههای هرز بمهمی در مدیریت شیمیایی علف

(. در ایران برای Mazur & Falco, 1989روند )می

خردل وحشی مقاوم به  2009بار در سال  اولین

در مزارع گندم  ALSهای بازدارنده کشعلف

های فارس، گلستان، خوزستان و کرمانشاه استان

های (. جهشAxhgar et al., 2022گزارش شد )

که تاکنون شناسایی شده و باعث بروز  ALSژن 

ند شومی ALSهای بازدارنده کشمقاومت به علف

، Ala122 ،Pro197 ،Ala205 ،Phe206شامل 

Asp376 ،Arg377 ،Trp574 ،Ser653  وGly654 

  ;Bahmani et al., 2016د )نباشمی

Tranel et al., 2019; Khaledi et al., 2020 .)

های هرز در علف ALSهای ژن هرچند بیشتر جهش

در  ALSهای بازدارنده کشتیمار شده با علف

شناسایی  Trp574و  Pro-197های ژنی جایگاه

 (.Yu & Powels, 2014شدند )

4. Target-site resistance 

5. Non-target-site resistance 
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در مناطق  برگهای هرز پهندر میان علف

های هرز خردل وحشی، پنیرک مختلف ایران، علف

(Malva neglecta)، خارمریم 

 (Silybum marianum)، ( آمیAmmi majus ،)

(، خاکشیر Rapistrum rugosumشلمی )

(Descurainia Sophiaصابونک ،) 

 (Vaccaria hispanicaبی ،)راختی 

 (Galium aparine یونجه زرد ،) 

(Melilotus indicus و تربچه وحشی )

(Raphanus raphanistrumبه علف )کش تری-

 انددهشمتیل مقاوم بنورون

 (Tahmasebi et al., 2024)های هرز . از بین علف

واش، های هرز چچم، خونیبرگ، علفباریک

سوروف و یولاف وحشی به یک یا دو گروه از 

 اندها مقاوم شدهکشعلف

 (Haghnama & Mennan, 2020;  

Sasanfar et al., 2021.) 

های بازدارنده کشدر مجموع مقاومت به علف

ACCase ،ALS های اکسینی در کشو علف

رین تر است و بیشتها ، شایعکشمقایسه با سایر علف

 TSRشده از نوع مقاومت مکانیزم مقاومت شناسایی

-بوده هر چند مقاومت متابولیسمی نسبت به علف

راخ گزارش تیدر علف هرز بی های اکسینیکش

 (Nosrati & Muhammadyari, 2018).شده است 

ها حاکی از ، بیشترین گزارشTSRدر مقاومت 

کش تغییر ساختار و فعالیت آنزیم محل هدف علف

باشد که در در اثر جهش )تغییر اسیدهای آمینه( می

های با نحوه عمل کشاثر مصرف متوالی علف

                                                           
6. Polyvinyl alcohol 

در  (.Gaines et al., 2020) افتدیکسان اتفاق می

کش قادر نتیجه جهش در جایگاه فعال آنزیم، علف

نیست به محل هدف خود متصل شود به همین دلیل 

کش فعالیت آنزیم متوقف نشده و یا به عبارتی علف

کارایی نخواهد داشت. بنابراین پدیده مقاومت به 

های کش یک چالش جدی در کشف مولکولعلف

 (.Evans et al., 2016باشد )میکش جدید علف

های اخیر، تحقیقات بسیار زیادی در در سال

کش در های مقاومت به علفزمینه شناخت مکانیزم

های ها روشهای هرز انجام شده و بر اساس آنعلف

ه است. نکته مهم این است ک شدهمدیریتی نیز ارائه 

های هرز با توجه به ادامه روند تکامل مقاومت علف

های ها لازم است همچنان مکانیزمکشعلف به

های ها مولکولمقاومت شناسایی شده و براساس آن

 کش جدید ساخته شوندعلف

 (Tranel et al., 2019 .) 

کیتوزان پلیمر کربوهیدرات طبیعی است که از 

های شیمیایی و شدن کتین از طریق روشاستیلهدی

و  آید و در پوست میگودست میهبیولوژیکی ب

خرچنگ به مقدار زیاد وجود دارد و تا حدود زیادی 

کشی داشته و در باکتری و قارچخاصیت آنتی

 کندها را نیز کنترل میمواردی ویروس

 (Campos et al., 2010; Kong et al., 2010 .)

تاکنون تنها سه مورد استفاده از میکرونیدل جهت 

-لونیکه از پلی شدهاز گیاه گزارش  DNAاستخراج 

پلیمر مصنوعی  PVAاند. ساخته شده 6(PVAالکل )

محلول در آب است و مدت زمان جذب محتویات 

 باشددقیقه می یکسلولی از این طریق 
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 (Rajesh et al., 2019; Osterman et al., 2020; 

Selz et al., 2023.) 

 ها در حوزه علوم پزشکی و در زمینهمیکرونیدل

ر دارو مورد استفاده قراتحقیقات، درمان و انتقال 

ها جهت شناسایی زگی از میکرونیدلگیرند و به تامی

شود که زای گیاهی استفاده میژنومی عوامل بیماری

الکل است ونیلها از پلیجنس این نوع میکرونیدل

(PVA) ه تا به دلیل استحکام زیاد بتوانند از دیوار

سلولی گیاهی عبور کرده و محتویات سلول را جذب 

 ,.Trout et al., 1997; Rajesh et alنمایند )

2019; Ostermann et al., 2020 میکرونیدل .)

دیگری از جنس کیتوزان وجود دارد که 

ل به همین دلی ؛کربوهیدرات بوده و قابل تجزیه است

-ضمن سازگاری با طبیعت دارای خواص آنتی

 باشدکشی میباکتریایی و قارچ

 (Campos et al., 2010; Kong et al., 2010 با .)

-تغییر در ساخت میکرونیدل کیتوزان و استحکام

وجه به تاز این نوع میکرونیدل با  ،هابخشیدن به نیدل

از  DNAتوان به منظور استخراج خواص فوق می

ای به بافت بافت گیاه و تحقیقاتی که نیاز است ماده

خاصی از گیاه وارد شود و نیز در کشاورزی دقیق 

جهت افزایش کمی و کیفی محصولات زراعی 

ا بکه از برگ گیاه در حال رشد استفاده کرد. زمانی

صورت  DNAمیکرونیدل کیتوزان، استخراج 

شده روی متحقیقات انجاگیرد با توجه به گزارشمی

سایر موجودات احتمالاً به دلیل خاصیت 

های روی برگ کشی، خراشباکتریایی و قارچآنتی

زای فوق جلوگیری کرده و از ورود عوامل بیماری

 دهد.گیاه آلوده نشده و به رشد خود ادامه می

های هرز نیاز است به منظور مدیریت علف

ها در مقیاس وسیع در دسترس اطلاعات ژنومی آن

های متعددی از بایستی نمونه ،در این راستا .اشدب

 مناطق مختلف مورد بررسی قرار گیرند که در شرایط

های هرز مشکوک به برداری از علففعلی، نمونه

ها به آزمایشگاه زمان زیادی مقاومت و ارسال آن

یابد. ها نیز کاهش میلازم داشته و کیفیت نمونه

 ده از میکرونیدلبنابراین در این تحقیق با استفا

از بافت برگ  DNAکیتوزان امکان استخراج سریع 

های مقاومت مبتنی بر محل تازه و بررسی مکانیزم

ن هدف و نیز مقاومت متابولیسمی با کاربرد مالاتیو

در علف هرز خردل وحشی مورد ارزیابی قرار 

 گرفت.

 

 ها مواد و روش

از  (.Sinapis arvensis Lبذر خردل وحشی )

مزرعه گندم فیروزآباد واقع در روستای خوید مبارکه 

 34از سطح دریا، طول جغرافیایی متر  735 با ارتفاع

 28دقیقه،  47درجه و عرض جغرافیایی  25دقیقه، 

که کشاورز از حالیدر 1393درجه در سال زراعی 

های بازدارنده کشکنترل خردل وحشی توسط علف

ALS در مرحله بعد این دشآوری ناراضی بود جمع .

( به همراه توده FR3توده مشکوک به مقاومت )

از مزارع دیم که در آن از ه شدآوریجمعدیگر 

( وارد آزمایش Sکش استفاده نشده بود )توده علف

غربال شدند که در آزمایش مذکور هر دو توده 

(FR3( و )Sبا استفاده از دز توصیه )کش شده علف

گرم ماده موثره در هکتار( در  20) متیلبنورونتری

برگی سمپاشی شدند که بر اساس  سه تا چهارمرحله 
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% وزن تر( توده  80نتایج آزمایش غربال )بر اساس 

FR3 مقاوم و توده ،S حساس بود )نتایج نشان داده ،

اند(. در این تحقیق میزان و نوع مکانیزم مقاومت نشده

خ و تیمار پاس-با استفاده از آزمون دز FR3توده 

. همچنین به منظور شدمالاتیون به شرح زیر تعیین 

 یابی انجام شد.توالی ALSبررسی جهش در ژن 

 اسخپ-آزمایش غربالگری و دز

از  بعد Sو  FR3های ابتدا بذرهای هر یک از توده

های عدد به گلدان 20شدن به تعداد دارجوانه

ی حاوسانتیمتر با سه تکرار که  30پلاستیکی با قطر 

نه بودند منتقل و در گلخا 3:1پیت و پرلیت با نسبت 

هار سه تا چ دانشگاه آزاد اسلامی فیروزآباد تا مرحله

 صورت زیرهبرگی رشد کردند و در این مرحله ب

های هر سمپاشی شدند. در قسمت اول آزمایش بوته

کش دو ساعت قبل از تیمار علف Sو  FR3توده  دو

گرم  1000) کش مالاتیونبا حشره متیلبنورونتری

با  Sماده موثره در هکتار( سمپاشی و سپس توده 

 FR3و توده  10و  5، 5/2، 25/1، 63/0، صفردزهای 

)گرم ماده  160و  80، 40، 20، 10، صفربا دزهای 

 حرکمت نازل با موثره در هکتار( با استفاده از سمپاش

لیتر در هکتار و  400و حجم محلول  8004جت تی

سمپاشی شدند و در قسمت دوم  kpa200فشار 

کش فوق و آزمایش، هر دو توده با دزهای علف

 دند.شسمپاشی  تیمار مالاتیونبدون پیش

 (LD50) یسه هفته پس از سمپاشی درصد بقا

با  LD50 د.شگیری های خردل وحشی اندازهبوته

توسط معادله  Sigmaplot 12.0افزار استفاده از نرم

خطی لجستیکی زیر  ( غیرمعادله یکپارامتره )سه

 (.Lu et al., 2023دند )شمحاسبه 
                                                           

7. Resistance index   

] = Y                      (             1معادله )
𝑎

1+(
𝑋

𝑋0
)
𝑏]  

𝑎  ،حد بالاییb  ،شیب منحنی𝑋 کش، دز علف

𝑋0 درصدی بقاء  50کش که سبب کاهش دز علف

درصد بقاء نسبت به شاهد و  Y ،(50LDشود )می

 2از معادله ، 3FRتوده  )RI(7شاخص مقاومت 

 د.شمحاسبه 

𝑅𝐼(                               2معادله ) =
𝐿𝐷50𝐹𝑅3

𝐿𝐷50𝑆
 

های مربوط به درجه تجزیه واریانس داده 

و  SAS 9.1افزار با استفاده از نرم (RI)مقاومت 

 در سطح احتمال tمقایسات میانگین بر اساس آزمون 

 .شدانجام  (01.0Pیک درصد )

های احتمالی در بروز مقاومت بررسی جهش

 کشبه علف

از بافت برگ به روش  DNAالف( استخراج 

CTAB (Aboul-Muaty & Oraby, 2019) 

 20ابتدا حدود  CTABبه روش  DNAدر استخراج 

گرم از نمونه برگ خردل وحشی توسط نیتروژن میلی

لیتر ریخته و میلی 5/1مایع پودر شده و داخل ویال 

و ورتکس  به آن اضافه CTABمیکرولیتر بافر  500

ماری و در دمای دقیقه در بن 30د. نمونه به مدت ش

درجه سانتی گراد نگهداری شد. در مرحله بعد  55

الکل:کلروفرم ایزوآمیل 1:24محلول  میکرولیتر 500

کردن به و پس از چندمرتبه اینورت هبه نمونه اضاف

دور در دقیقه سانتریفیوژ  13000دقیقه در  هفتمدت 

 500شد. پس از برداشت فاز آبی از ویال، حدود 

و به مدت  همیکرولیتر ایزوپروپانول سرد به ویال اضاف

ز آن به دقیقه در یخچال نگهداری شده، پس ا 15

دور در دقیقه سانتریفیوژ  11000دقیقه و با پنج مدت 
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شد. در این مرحله ایزوپروپانول به آرامی از ویال 

شست و  %70خارج و محتویات ویال توسط اتانول 

میکرولیتر  20شو داده و پس از حذف اتانول مقدار 

کرده  هآب مقطر تزریقی اتوکلاو شده به ویال اضاف

 شده مورداستخراج DNAت، و پس از چندبار پیپ

 استفاده قرار گرفت.

از بافت برگ با استفاده  DNAب( استخراج 

 از ورقه میکرونیدل بر پایه کیتوزان 

میکرومتر و  250ها به شکل هرم حدود طول نیدل

متر و سانتی 1x 1میکرومتر به ابعاد  30قاعده آنها 

مربع  مترمیکرونیدل بر سانتی 484تراکم تقریبی 

باشد تا بتواند از لایه کوتیکول عبور کرده و به می

ها د )میکرونیدلوشهای مزوفیل برگ وارد سلول

ها با توجه به نوع گیاه متفاوت توخالی بوده و طول آن

 بهرا  DNAخواهد بود( و محتویات سلول از جمله 

 کنددقیقه جذب می پنجمدت 

 (Akbar & Begum, 2020.) 

، میکرونیدل از سطح برگ پس از مدت مذکور

، TE (10mM Tris-Hclبرداشته شده و توسط بافر 

1mM EDTA ،pH=8 میکرولیتر روی  50( به حجم

بار انجام دو تا سه  سطح میکرونیدل تزریق کرده و با

پیپت )قبل از اینکه بافر روی میکرونیدل کف کند(، 

وسیله سمپلر برداشته و داخل ویال قرار داده هبافر را ب

استفاده  شده مورداستخراج DNAه در این مرحله ک

 قرار گرفت.

با استفاده از طراحی  ALSیابی ژن توالی

 پرایمرهای اختصاصی

و ترادف ژن  Vector NTIافزار با استفاده از نرم

ALS  پرایمرهای مناسب برای تکثیر ژنALS 

 طراحی و ساخته شدند:
SARF-5′-CTA TCT CCT ACG TTA TGA 

GCC-3′ 
SARR-5′-TCG AGC TTT CCC GTG ACA 

CG-3′ 

شده بالاترین درصد تشابه را یابیهای توالیقطعه

و  ALS KNF2(FJ655875.1)های ( با ژن98%)

MRS(FJ655877.1)  موجود در بانک ژن داشتند و

درجه  94( در دماهای 1بر اساس مقادیر جدول )

گراد درجه سانتی 94دقیقه،  پنجگراد به مدت سانتی

 سهگراد به مدت درجه سانتی 52دقیقه،  سهبه مدت 

 35دقیقه و سه گراد به مدت درجه سانتی 72دقیقه، 

دقیقه و  پنجگراد به مدت درجه سانتی 72سیکل، 

تکثیر  PCRگراد )توقف(، در درجه سانتیچهار 

 شدند.
 

واکنش  در ALSمواد مورد استفاده برای تکثیر ژن  -1جدول 

PCR. 
Table 1. Materials used for amplification of the ALS gene in 

PCR reaction 

 مواد مقدار

7 μl Master mix 
1 μl F 
1 μl R 
9 μl Water 
2μl

20
 

𝐷𝑁𝐴

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
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شده در استفاده DNAلازم به ذکر است مقادیر 

طور هو میکرونیدل ب CTAB، از روش PCRواکنش 

میکرولیتر مطابق جدول استفاده  یکسان و به مقدار دو

 Sو  FR3های توده PCRشد. سپس از محصول 

میکرولیتر و جداگانه جهت  20هرکدام به مقدار 

تعیین توالی با روش سنگر به آزمایشگاه دنازیست 

 دند.شارسال 

 

 بحث نتایج و

 پاسخ-آزمایش دز

پارامتره لجستیکی و تعیین درجه سهبرازش توابع 

 ( و 2بر اساس درصد بقا )جدول  FR3مقاومت توده 

به  FR3( نشان داد که میزان مقاومت توده 1)شکل 

تیمار متیل، بدون پیشبنورونکش تریعلف

-در ؛)شاهد( بود Sبرابر بیشتر از توده  23مالاتیون، 

 FR3تیمار مالاتیون، واکنش توده که با پیشحالی

باشد و درجه مقاومت این توده می Sمشابه توده 

15/1=RI  67/2و درصد بقا=LD50  مشابه توده

تیمار با پیش FR3حساس بوده است. بنابراین توده 

 20متیل، بنورونکش تریمالاتیون، نسبت به علف

تیون تر از حالتی است که تیمار مالابرابر حساس

 استفاده نشده است. 

عنوان ههای مختلف، مالاتیون ببراساس یافته

شناخته شده است و در  CYP450بازدارنده آنزیم 

کش این تحقیق با کاربرد مالاتیون، علف

نشده )به دلیل توقف فعالیت تجزیه متیلبنورونتری

( و مقاومت متابولیسمی عامل عدم CYP450آنزیم 

 FR3در توده  متیلنورونبکش تریکارآیی علف

باشد که مشابه نتایج تحقیقات جوگولام و شیام می

باشد می (2022) و لی و همکاران (2019)

(Jugulam & Shyam, 2019; Li et al., 2022.) 
 

 DNAاستخراج 

پس از شناسایی توده مقاوم در مزرعه و آزمایش 

های مقاومت غربال اولیه، به دلیل اینکه بیشتر مکانیزم

باشند لذا جهت تعیین مکانیزم مبتنی بر جهش می

مقاومت، مبنای مولکولی مورد سنجش قرار گرفت. 

به منظور تشخیص جهش در نمونه مورد آزمایش، 

با  FR3از بافت تازه برگ توده  DNAابتدا استخراج 

د. شو میکرونیدل انجام  CTABهای استفاده از روش

توسط پرایمرهای  bp800سپس تکثیر قطعه 

SARF/SARR 2 که در شکل شدخوبی انجام به 

های مختلف استخراج شده به روشقطعه تکثیر

DNA  .مربوط به هر دو توده نشان داده شده است

در  DNAشده نشانگر کیفیت خوب باندهای تشکیل

 باشند.هر دو روش استخراج می
 

 ALSبررسی تعیین توالی ژن 

 آمده حاصل ازدستهب 810و  bp 800های توالی

های موجود در بانک ، با توالیALSیابی ژن توالی

( با استفاده از برنامه بلاست NCBIژن )

(Blast/http://www.ncbi.org .مقایسه شدند ) 

 FR3های های مربوط به تودهپس از بلاست ژن

(. بنابراین 3)جدول  شدای شناسایی نجهش نقطه Sو 

مربوط به تغییر نوکلئوتیدهای ژن  FR3مقاومت توده 

ALS های مختلف باشد. همچنین کیفیت فرمنمی

های هر دو توده بر کیفیت خوب استخراج آلل

DNA  ( که با 3در هر دو روش دلالت دارد )شکل

مطابقت  2019نتایج تحقیق راجش و همکاران، 

(. همانطور که در Rajesh et al., 2019داشت )
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در  Sو  FR3های د تودهشومی( مشاهده 3جدول )

و همچنین  248، 212، 181، 178، 175نقاط 

 های فوق با آرابیدوبسیستوده

 (Arabidopsis thaliana)  با کد رفرنس

AT3G48560  586، 475، 188، 178، 167در نقاط 

دارای جانشینی مترادف هستند که باعث تغییر  616و 

به همین دلیل تغییری در  ؛اسیدآمینه نشده است

 فعالیت آنزیم مشاهده نشده است.

در نهایت نتایج آزمایش حاضر بیانگر این است 

تواند که استفاده از میکرونیدل از جنس کیتوزان می

های هزینه مکانیزمدر تشخیص سریع، صحیح و کم

همچنین نتایج  .بر مبنای جهش کاربرد داشته باشد

با  FR3د که توده مقاوم داتیمار مالاتیون نشان پیش

درجه مقاومت بالا دارای مکانیزم مقاومت 

عامل ایجاد  CYP450متابولیسمی بوده و آنزیم 

 باشد. مقاومت در این توده می

با توجه به اهمیت مقاومت مبتنی بر متابولیسم به 

ها، لازم کشدلیل طیف وسیع مقاومت به انواع علف

کاهش تکامل  شیمیایی جهت های غیراست مدیریت

. در برنامه جامع مدیریت شوندمقاومت اعمال 

های با کشهای هرز، کاربرد علفشیمیایی علف

توانند ضمن کنترل مکانیسم عمل جدید می

های هرز، روند های موجود در جمعیت علفجهش

کش را کاهش دهند تکامل مقاومت به علف

(Murphy & Tranel, 2019 همچنین با شناسایی .)

های غالب در مناطق مختلف، ع جهشانوا

هایی ساخته و تجاری شوند که قادر باشند کشعلف

های هرز آنزیم دارای جهش خاص را در علف

هایی که ژن با قابلیت کنترل نمایند. در آینده، آنزیم

عنوان محل هدف بهزایی کمتری داشته باشند جهش

 ها موردکشکش در تحقیقات توسعه علفعلف

  ;Duke, 2012گیرند )قرار میاستفاده 

Kraehmer, 2012; Gressel, 2020 .) 

شده، در نهایت با توجه به پژوهش انجام

تواند به با استفاده از میکرونیدل می DNAاستخراج 

آسانی در مزارع با مقیاس وسیع جهت ارزیابی 

ها توسط کشهای هرز به علفمقاومت علف

 محققین و کشاورزان انجام گردد.
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( و توده حساس FR3در توده مقاوم ) متیلبنورونکش تری( به علفLD50میزان مقاومت از نظر درصد بقا ) -2جدول 

(Sخردل وحشی با پیش )سهتیمار مالاتیون براساس پارامترهای حاصل از برازش معادله تیمار مالاتیون و بدون پیش-

 پارامتره لجستیکی.
Table 2. Resistance of resistant (FR3) and susceptible (S) Sinapis arvensis populations to tribenuron-methyl with or 

without pretreatment of malathion, using a three-parameter log-logistic model based on 𝐋𝐃𝟓𝟎 
 (RIمقاومت ) درجه تبیین ضریب 𝑳𝑫𝟓𝟎 شیب منحنی b حد بالاa توده

FR3 − (M) 100.32 (2.28) 1.42 (0.34) )2.1( 53.5 0.99 a23 

FR3 + (M) 100.28 (4.7) 2.14 (0.28) )1.8( 2.67 0.97 b1.15 

S + (M) 100.21 (3.2) 1.27 (0.27) )4.38( 2.45 0.99  

S − (M) 99.1 (3.6) 2.4 (0.42) )4.89( 2.33 0.98  

(+M) تیمار مالاتیون، پیش(−M) ( بدون استفاده از مالاتیون، درجه مقاومتRI )Resistance index مقادیر خطای استاندارد در پرانتز. بر اساس آزمون ،t توده ،

 از نظر درجه مقاومت در سطح احتمال یک درصد (a)تیمار مالاتیون نشان داده شده با حرف بدون پیش FR3مقاوم 

(01.0p) 3دار با توده دارای اختلاف معنیFR باشد.با استفاده از مالاتیون می 

(+M) Malathion pretreatment; (−M) without malathion pretreatment; Resistance Index (RI); standard error values are shown in parentheses. 

Based on the t-test, the resistant population FR3 without malathion pretreatment (indicated by the letter a) shows a significant difference in 
resistance level at the 1% probability level (p ≤ 0.01) compared to the FR3 population treated with malathion. 

  

 هکتار( ماده موثره در)گرم  متیلبنورونتری

)1-ethyl (g a.i ham-Tribenuron 

 

 

 

 بقاء )درصد از شاهد(

Survival (% of control) 

 

● FR3 (-M) 

○ FR3 (+M) 

∆ S (-M) 

    S (+M) 

( به S( و حساس )FR3مقاوم )  (S. arvensis)های خردل وحشیدرصد بقاء توده -1شکل 

تیمار مالاتیون بر اساس یشتیمار مالاتیون و بدون پپیشمتیل با بنورونتری کشعلف

 .50LDپارامتره لجستیکی بر اساس پارامترهای حاصل از برازش معادله سه

Figure 1. Percentage survival of resistant (FR3) and susceptible (S) Sinapis arvensis 

populations to tribenuron-methyl with or without malathion pretreatment, using a 

three-parameter log-logistic model based on LD50. 
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( در علف هرز خردل وحشی S( و توده حساس )FR3در توده مقاوم ) ALSتوالی نوکلئوتیدی ژن  -3جدول 

 .بر اساس توالی ژن آرابیدوبسیس

Table 3. ALS nucleotide sequence in resistant (FR3) and susceptible (S) Sinapis arvensis populations, based 

on the Arabidopsis thaliana gene sequence. 

A B C D E F 

133 FR3 TCT  
Ser TCT 

S ACG  

167 
FR3 CTC  

Thr ACT 
S  CTT 

175 
FR3 GGT 

 Leu CTC 
S  

178 FR3 GGT  
Gly GGA 

S  GGC 

181 FR3  GAC 
Asp GAT 

S GAT  

188 FR3 
CCC  Pro CCT 

S 

193 FR3 
ACA  Thr ACA 

S 

197 FR3 
CCC  Pro CCC 

S 

212 FR3 GTT  
Val GTT 

S  GTC 

248 FR3 GGA  
Gly GGA 

S  GGG 

251 FR3 
TTG  Leu TTG 

S 

290 FR3 
GAC  Glu GAC 

S 

329 FR3 
GCG  Ala GcG 

S 

361 FR3 
GTG  Val GTG 

S 

376 FR3 
GAC  Asp GAC 

S 

379 FR3 
ACG  Thr ACG 

S 

428 FR3 
ACC  Asn AAC 

S 

475 FR3 
ACG  Thr ACT 

S 

574 FR3 
TGG  Trp TGG 

S 

577 FR3 
GGG  Arg GGG 

S 

586 FR3 
ACG  Thr ACA 

S 

616 FR3 
ACG  Thr ACA 

S 

Aهای بازدارنده کشای مقاومت به علفعلت جهش نقطهبر اساس کد ژن رفرنس که تاکنون به  : نقاطی روی ژنALS  ده است. شگزارشB :

: F،: اسیدهای آمینهE، شود )جانشینی مترادف(: تغییر نوکلئوتید در توده که باعث تغییر اسیدآمینه نمیD، : توالی نوکلئوتیدهاS، Cو توده  FR3توده 

، بر اساس کد رفرنس ALSهای بازدارنده کشعنوان گیاه مرجع و حساس به علفه ( بArabidopsis thalianaتوالی نوکلئوتید آرابیدوپسیس )

AT3G48560. 
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 باند تشکیل و وحشی خردل(Sحساس ) توده و(FR3مقاوم ) توده در PCR آزمایش نتیجه -2 شکل

 .کیتوزان میکرونیدل از و استفاده CTAB به روش DNA استخراج روش دو هر دربازجفت 800

Figure 2. PCR amplification of DNA extracted using microneedle and CTAB methods, showing the 

characteristic 800 bp band in resistant (FR3) and susceptible (S) Sinapis arvensis populations. 
 

 
شامل  DNAهای استخراج با روش FR3در توده مقاوم  ALSهای ژن آللکروماتوگرام  -3شکل 

 (.کیتوزان) 2( و روش CTAB) 1روش 
Figure 3. Chromatogram of ALS gene alleles in the resistant FR3 Sinapis arvensis population using 

DNA extraction methods, including method 1 (CTAB) and method 2 (microneedle).  
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