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 چکیده

ا هسانا قابل تمایشناسی وحشی با صفات ریخترود. علارغم اینکه کلاا و رردلمجاز بشمار میهای هرز غیروحشتی زا  عل  در استااناارد ملی توییا بذر کلاا، رردل 

های ر محمویهد پژوهش حاضر در راساای بهینه نمودن شناسایی و تشخیص بذر رردل وحشیباشا. دار امکانپذیر نمیبخصوص بذرو پوششدو گونه  وبذرتشخیص ویی 

 انجام کلاا کاریبذر در نمونه ایمللی آزمونبین بذور براساس قوانین سایر آزمون شتمارش شتناستی، شتیمیایی و مویکویی صتورت گرفت.     های ریختبذری کلاا با روش

 و DA ،DCسه نشانگر اراصاصی در آزمون مویکویی  .حایت تظاهر داشتشیمیایی پنج  . ناایج آزمونگرفت قرار KOH تیمار تحت بذرها شیمیایی آزموندر. گرفت

5S rDNA  و نشتانگر   کلاا و رردل وحشتیCruc  ناایج  براساسبکار برده شتا.   بویانشت  تیره  عنوان کنارل دارلی ویژهبهM-PCR ،  نشانگرهای اراصاصی بذرو

زفت  026و  239به ترتی  دو قطعه  DCو  DA هایزفت بازی تکثیر نمود که در بذورکلاا تکثیر نااشتتت و نشتتانگر 191قطعه  5S rDNAرردل وحشتتی با نشتتانگر 

 نشان داد یکوییموناایج های مافاوت بذور کلاا و رردل وحشتی درآزمون شتیمیایی با   مقایسته حایت تکثیر نمود که در رردل وحشتی تکثیر نااشتت.   در بذور کلاا بازی 

ماننا  عواملینیا و مرتبط با بذر رردل وحشی و کلاا های تظاهر صفات شتناسی و حایت های ریختویژگیمحاودیت  .ردو پنجم با رردل وحشتی مطابقت دا  دومحایت 

هام موازه با اب ایمللی آزمون بذربینمطابق استتاانااردهای را های بذری کلاا رردل وحشتتی از تودهشتتناستتایی و ایجاد محاودیت با تیمار شتتیمیایی دار بودن بذر پوشتتش

 ود.ا نمنارائه رواه و قطعی ناایج قابل اطمینان DNAمبانی بر اباارهای مویکویی در چنین مواردی ، کنامی

 پوشش بذرو  اراصاصی تابش، نشانگر مویکویی، شاتکلاا، رردل وحشی کلمات کلیدی:
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Abstract 

In the national standard for canola seed production, wild mustard is considered an illegal weed. Although canola and wild 

mustard can be distinguished by the morphological traits, it is not possible to distinguish the seeds of two species, especially 

the coated seeds. The present study was conducted to optimize the identification and detection of wild mustard seeds in 

rapeseed lots by morphological, chemical and molecular methods. The other seed count test was performed according to 

the rules of international seed test in rapeseed sampling. Chemical test design was performed under KOH treatment. The 

results of the chemical test were presented in five different status. Three specific markers of DA, DC and 5S rDNA were 

used, respectively. The Cruc marker is thought to be an internal control. Multiple polymerase chain reaction show 

amplification patterns of wild-mustard seed-specific markers with 5S rDNA amplified 190 bp that did not amplify in canola 

seeds. DA and DC markers in canola seeds amplified 239 and 625 bp, respectively, which did not amplify in wild mustard. 

According to molecular specific Profile and comparison with different status of rapeseed and wild mustard seeds in the 

chemical test, the second and fifth status were correspond with wild mustard. Limitation of morphological features and 

similarity of expression states of seed-related traits in wild mustard and rapeseed and factors such as seed coverage and 

chemical treatment restriction of wild mustard from rapeseed masses according International seed testing will not be 

possible, in which case DNA-based molecular tools will provide reliable and conclusive results. 
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 مقدمه

های در بین گونه (.Sinapis arvensis L)رردل وحشی

ای از زتتایگتتاه ویژه بویتتان()شتتتت  Brassicaceaeتیره 

یا در پای زنی سریع رردل وحشی. زوانهباشتا میبرروردار 

ابااای بهار باعث افاایش توان رقابای  در و رشتا سریع آن 

موز  کاهش  شگردیاه و عام کناریبا محصتتو ت  آن

 .(Rieger et al., 1999) شودکمیت و کیفیت محصول می

مقاومت در برابر ژن های منبع ارزشمنای از  رردل وحشی

 ;Snowdon et al., 2000) شتتکستتاگی غلا  ها وبیماری

Liu et al., 2014) نوع زایای از دارای همچنین  بوده و

ویی به عنوان  (Liu et al., 2015)باشا سیسام نر عقیمی می

 (.Brassica napus L) کلاایتتع عتل  هرز در ماارع  

 شود.محسوب می

سیار ب ش  بویان تیره گیاهانبذر بسیاری از که از آنجا

 تیره شتت  بویاناغل  و  باشتا شتبیه بذر رردل وحشتی می  

بذرهایی با رصتتتوصتتتیات   بنابراینهستتتانتا.  دگرگشتتتن 

، میاان شرایط محیطی، همچنین شودحاصل میحاواستط  

ممکن استتتتت بر روی نیا  رستتتیتتاگی بتتذر و فرآوری  

ایی شناس گردد. در اینصورتتاثیرگذار رصتوصتیات بذر   

یره تگل زرد های یکسایه بسیاری از گونهاز رردل وحشی 

  شتتتودبتتا مشتتتکلات و ابهتتامتتاتی موازتته می یتتانبوشتتت 

(Baxter et al., 2008). 

 6مجاورت محلول  در چنانچه بذرهای رردل وحشتتی

قرار گیرنا، در  UVنور و ستتتپح تحتت   KOH درصتتتا

ا تویی .شودستبا ایجاد می -اطرا  هر بذر فلورستانح زرد 

اه بذر پوس یه موسیلاژی را به وزود فلورسانح  تشعشات

. (Agrawal and Pawar, 1990) دهنانستتتبت میرردل 

ناایج نیا  (Himanshu et al., 2018) همینشتتو و همکاران

گاارش  KOHدرصتتا  6مشتتابهی را با استتافاده از محلول 

درصتتتا  3در محلول رقم برنج  26ور نمودن غوطتته کرد.

NaOH  واکنش های مافاوتی نشتتان داد ستتاعت  3به مات

بطوریکه طی  رنگی از زرد کمرنگ تا قرما قابل تفکیع 

هتای مافتاوتی با تیمار شتتتیمیانی بروز   واکنش ارقتام و  بود

 .(Nagendra et al., 2020) دادنا

آزمون استتااناارد فنل، آزمون فنل شتتیمیایی  تیمارهای

رقم گوزه  NaOH، 21و آزمون  KOHتغییر یافاه، آزمون 

 .(Vishwanath et al., 2013) مودرا مامایا نفرنگی 

روابتط فتتیلوژنی و   بتوضتتتو   ابتااهتتای متویتکتویتی     

نوم در ستتطژ ژ را بویانتیره شت  های تاکستونومیکی گونه 

 ;Samers and Demmon, 2002) ه استتتتآشتتتکار نمود

Flannery et al., 2006; Cheng et al., 2014) .

ها و روابط بین گونه DNAمبانی بر نشتانگرهای اراصتاصی   

یا مشخص و قابل تمازنح براسیکا ای بین گونههای دورگ

 ;Hasterok et al., 2001; La Mura et al. 2010) کنامی

Yan et al., 2014). 

 Transparent Testa Glabra 1 (TTG1)ژن 

هتتای یکی از تنظیم کننتتاه WD40کتننتتاه پروتئین  کتتا

فرآینتتاهتتای بیویوژیکی از زملتته تمتتایا ستتتلول اپیتتارمی 

 و تشتتکیل رنگ پوشتتش بذر استتت  کرکپوستتت، تمایا 

(Walker et al., 1999) . ژنTTG1  روی کروموزومA06 

نا کنه تنها رنگ پوشتتتش بذر را کنارل می B. rapa گونه

 ,.Zhang et al)کرک نیا نقش دارد بلکتته در تشتتتکیتتل 

ژن  ستتازی شتتاههای همستتان. تجایه و تحلیل توایی(2009

TTG1  از ستتتته ژنومA ،B  وC   7و  16، 3بتته ترتیتت 

لافات . براساس ارانشان دادنوکلئوتیاتفاوت در توایی ژن 

 و تشخیص شناسایی Cو  A ،Bاراصاصی موزود بین ژنوم 

نشتتتتانگرهتتای  بتتا طراحی Brassicaشتتتش گونتته زنح 

 (Yan et al., 2014). امکانپذیر رواها بوداراصاصی 

 رردل وحشیژنوم  دها نشان می مطایعات ستیاویوژی 

(SarSar, 2n=18) نوم با ژ یارتباط بیشاراینکه رغم علیB 

( (AACC, 2n=38کلاا ژنوم آیوتاراپلوییتتا ویی از دارد 

ستتتایر  (Schelfhout et al. 2004). بتتاشتتتا  میمافتتاوت 

 تشتتتتابتته   Bدهنتتا کتته ژنوم متطتتایعتتات نیا نشتتتتان می  

 ;Hosaka et al. 1990) دارد Cو  Aکتماری بتته ژنوم  

Chèvre et al. 1997; Song et al. 1988; Quiros et al. 1991; 

Truco et al. 1996.) 
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 نواحی زتتاا کننتتاه  توایی در چتنتتاشتتتکلی موزود 

5S rDNA کنا این امکان را فراهم می ،های مخال گونه

برای شتتناستتایی و تمایا که نشتتانگرهای اراصتتاصتتی ژنوم 

 .نمود طراحیای از گونه های اصلی های بین گونهدورگ

 با هایگونه  5S rDNAنشتانگرهای اراصاصی استافاده از  

هتتای مرتبط از زملتته و دورگ SarSarو  Cو A ، Bژنوم 

توانتا بستتتیتار کتاربردی و قتابل اطمینان     میکلاا و رردل 

 (La Mura et al. 2010).  باشا

، S. arvensisیابی ترانستتکریپاوم توایی با فناوری ااریر

های راص ژن های ماعادی از تواییامکان دستتتارستتتی به 

اراصتتتاصتتتی ژنوم  هایطراحی نشتتتانگر گردیا که فراهم

  شتتتاشتتتناستتتایی و تشتتتخیص فراهم  را بته منظور  رردل 

(Liu et al. 2014). 

ا ب ای پلیمراز چنتاگتانته   واکنش زنجیره ایدر مطتایعته  

ژنوتیپ از  C 121و  A ،Bنشتتانگرهای اراصتتاصتتی ژنوم   

توانستتت به شتتش گونه  Brassicaزنح های مخال  گونه

 .(Koh et al., 2017) تفکیع کنا

استتتااناارد ملی توییا بذر کلاا، عل  هرز  بتا توزته به  

باشا. براین مجاز میهای هرز غیررردل وحشی زا  عل 

استاس در طبقه سوپراییت و اییت تعااد بذر رردل وحشی  

گرم  111عاد در  3صتفر و در طبقه گواهی شاه حااکثر  

علارغم اینکه کلاا و ، ( SPCRI, 2016)تعیین شتتاه استتت

شتتناستتی برگ، ستتاقه، و  ریخترردل وحشتتی با صتتفات 

قابل تمایا هستتتانا ویی تشتتتخیص بذرو دو گونه  گلبرگ 

 ا.باشتتدار دشتوار و امکانپذیر نمی بخصتوص بذرو پوشتش  

پژوهش حاضتر در راساای بهینه نمودن شناسایی و  بنابراین 

های بذری کلاا با تشتخیص بذر رردل وحشتتی در محمویه 

رورت شتناستی، شتیمیایی و مویکویی ضتت   های ریختروش

 .دارد

 هامواد و روش

در مؤستتستته تحقیقات  1396در ستتال  پژوهش حاضتتر

ونا ر تحقیق. در این گرفتثبت و گواهی بذر و نهال انجام 

 تشتتخیص بذر عل  هرز رردل وحشتتی در محمویه بذری 

، شتتیمیایی و مویکویی شتتناستتیریختدر ستته مرحله  کلاا

 انجام گرفت.

 شناسیخصوصیات ریخت -1

 براساسوص فیایکی و شتمارش سایر بذور  لآزمون ر

 ایستتتاتتا بتتذرهتتای بتین ایمللی آزمون انتجتمتن    قتوانتیتن    

(ISTA, 2021) .در آزمون رلوص فیایکی انجام گرفت، 

نمونه مورد آزمون به ستته زا  بذر رایص، ستتایر بذرها و  

براستتتاس تخمین وزنی حااقل  مواد زاما تفکیع گردیا.

 2611ماشتتتکل از میاان نمونته در آزمون رلوص فیایکی  

که برای بذر کلاا مطابق قوانین بین  باشتتتاواحا بذری می

گرم برآورد  11 معادل های بذری این میاانایمللی آزمون

بتتاین ترتیتت  بتتذرهتتایی کتته از یحتتا    .شتتتتاه استتتتت 

گرم نمونه کاری مشتتکوک به  11مورفویوژیکی در میاان 

 .رردل وحشی بودنا

بذور  ستتتازیدر آزمون شتتتمتارش ستتتایر بتذور، زاا   

گرم نمونه  111در  های گیاهیگونههای هرز و سایر عل 

ک مشکوشناسی ریختبذوری که به یحا  و انجام  کاری

ا کو ر بنییدر زیر بو زااستتازی  ،به رردل وحشتتی بودنا

. بتتذور مورد بررستتتی قرار گرفتتتبرابر  21نمتتایی گربا

دل به عنوان ررفاقا شیار شکمی  ومشکوک کاملا کروی 

 .(ISTA, 2021)وحشی در نظر گرفاه شانا 

 آزمون شیمیایی -2

ضتاعفونی شتاه و ضاعفونی   حایت دو در بذرهای کلاا 

های رردل وحشتتی از بوته) شتتاها بذر رردل وحشتتی ،نشتتاه

رفانا. گ مورد اسافاده قرارآزمون شیمیایی در (زاا شاه بودنا

ذیل  اصلی به شر  تغییراتی در روشبا اعمال آزمون شیمیایی 

مار( با ستتتانای9دیش )بذرهای هر نمونه در پاری انجتام شتتتا؛ 

 21دقیقه در دمای  16تا  31، به مات قرار داده شتتتافتاصتتتله  

نج پKOH (MERK, Germany ) بتتا گراددرزتته ستتتانای

و اثر واکنش شتتتیمیایی با اشتتتعه فرابنفش  تیمار شتتتانادرصتتتا 

(UV) ذرو حاصل ب یهاایگوبراساس . مورد بررسی قرار گرفت
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مشتتکوک به رردل وحشتتی و کلاا قابل تفکیع و شتتناستتایی   

 (.Van der Berg and Vierbergen, 1979 ) گردیا

 آزمون مولکولی-3

 ژنومی از تع بذر DNAاساخراج 

DNA به و کلاا و رردل مشتکوک و شاها  بذر ژنومی

 هب تیره ش  بویانهای مخال  گونه وهمراه تعاادی از بذر

از  DNAاساخراج براساس دساورایعمل تع بذر صتورت  

 .اساخراج گردیا (Jamali et al., 2017) بذر

 درو رردل وحشتتتی  متتتع بتتذر کلاا، شتتتلغم و کل

 TEمیکروییار بافر  111حاوی ییاری میلی 2های میکروتیوب

اه دساگبوستتیله قرار داده و به همراه یع عاد ستاچمه فلای  

 کاملاً( Tissue Lyser II, Qia gen , Germany) تیشو یار

میکروییار بافر اساخراج حاوی  311 بلافاصتله  .ررد شتانا 

(0.5 M Tris pH 7.5, 0.35 M NaCl،0.5% SDS  به )

 26گراد به مات درزه سانای 06ها اضافه و در دمای تیوب

پح از دقیقته در حمتام آبی نگهتااری شتتتانتا. فاز رویی     

دقیقه با  11ه مات ب ,R)  (Eppendorf 5430ستتاناریفیوژ  

 مناقلو اساریل  زایاهای به تیوب،  rpm 13111 سترعت 

 مخلوطمو ر اضافه و  6/1و یع دهم حجم اساات پااسیم 

دقیقه روی یخ نگهااری سپح به مات  16شانا. به مات 

. دو برابر حجم شتتاناستتاناریفیوژ  rpm 13111دقیقه با 11

 3درصا و یع دهم حجم اساات سایم  90اتانول  ،عصاره

 rpm 7111دقیقه در  7و به مات اضافه به فاز رویی مو ر 

ب و به رستتو را رارج نموده فاز رویی. گردیاستتاناریفیوژ 

DNA ،011  به مات  و اضتتافهدرصتتا  71میکروییار ایکل

 و فاز روییشاه ساناریفیوژ  rpm 0111دقیقه با سرعت  11

 71 پح از رشتتتع شتتتان در معر  هوا،. نمودرا رارج 

. شااضافه  DNAمیکروییار آب دیونیاه اساریل به رسوب 

ستتتاگاه دها به ترتی  با استتتافاده از کمیت و کیفیت نمونه

( و ایکاروفورز ND-1000استتپکاوفوتومار )نانودرام مال 

 در DNAدرصتا تعیین شا و غلظت نهایی   6/1ژل آگارز 

 .تنظیم شانانو گرم بر میکروییار  26

 مشخصات آغازگرهای اسافاده شاه در تحقیق حاضر -1زاول 

Table 1- Primer characters used in this study 

نام 

 آغازگر

Primer 

 ('3-'5) توایی

Sequence 

 اناازه قطعه

bp 

Size 

ژنوم / ژن ها  

 بینی شاهپیش

Genome/ 

target genome 

 دما

Temperature 

 منابع

References 

DA 
F: GGGTTTTCGCCTCGGTCTCC 

R: ACTCCCCTGGTGCCGCTGC 
239 AA 58 

Yan et al. 

2014 
DC 

F: ACTCCGACTCCATGTCCCTCA 

R: ACACTCCCCTGGTGCCTTTCA 
625 CC 58 

Cruc 
F: CCATCCTTCGCTTCCTTCGT 

R: GTCGAACACTCTGTCACCGT 
325 BnC1 58 

Jamali et al., 

2017 

S-5S 

rDNA 

F:CTTGGTCGGTGATAGCTCAT 

R:GCAACGGAAGTGCACCGT 
190 SarSar 60 

La Mura et al. 

2010 

 

راج های اساخبه منظور اطمینان از براستیکا بودن نمونه 

به عنوان  BnC1شاه از نشانگر اراصاصی  ژن کروسیفرین

 Jamali et) استتافاده گردیابویان تیره شتت کنارل دارلی 

al., 2017)  دو نشتتتانگر اراصتتتاصتتتی ژنوم .A  وC  برای

های کلاا و نشانگر اراصاصی شتناسایی اراصاصی دورگ 

S-5S rDNA  برای ژنوم رردل وحشتتتی(SarSar)  در نظر

  (La Mura et al. 2010; Yan et al. 2014).گرفاه شتتا

 1کامل آغازگرهای استتافاده شتتاه در زاول مشتتخصتتات 

 فهرست شاه است.

 ای پلیمرازواکنش زنجیره

 بتتا استتتافتتاده از ستتتتاده  ای پلیمرازواکتنش زنجیره 
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Master Mix  دو برابر آماده )شتتترکت ستتتیناژن( با غلظت

(2X) ، واحتتا آنتایتتم   16/1حتتاویDNA  ،3پتتلتتیتتمتتراز 

انجام شتتتا. ، dNTPsمیلی مو ر  1/1و  2MgClمو ر میلی

 11بتته میاان  PCRمیکروییار واکنش  21برای تهیتته حجم 

میکروییار از هر کاام از 6/1میکروییار مسار میکح آماده، 

ایگو به  DNAمیکروییار  2 وآغازگرهای پیشتترو و پستترو  

ای در واکنش زنجیرهنتانوگرم استتتافاده شتتتا.    61غلظتت  

و  Cruc ،DCاز ستته زفت آغازگر  (Multiplex) چناگانه

S-5SrDNA  بتته ترتیتت  بتته عنوان کنارل دارلی، آغتتازگر

ده اسافا در یع واکنش اراصتاصتی کلاا و رردل وحشی  

به میاان  PCRمیکروییار واکنش  21. برای تهیه حجم شتتا

میکروییار از هر 3/1میکروییار مستتتار میکح آمتتاده،  11

کنارل و (DC)اراصتتاصتتی ژنوم کلاا کاام از آغازگرهای 

میکروییار از هر کاام از آغازگرهای  7/1 و (Cruc)دارلی 

میکروییار  2و  ((S-5S rDNAارصتتاصتتی رردل وحشتتی  

DNA   نتتانو گرم استتتافتتاده شتتتتا   61ایتگو بتته غلظتتت  

(Jamali et al., 2017). 

ا بنواحی اراصتتتاصتتتی های حرارتی برای تکثیر چرره

از  استتتافادهبا  ستتتاده و چناگانه پلیمراز ایهواکنش زنجیر

 Master cycler)مال  (Eppendorf سایکلردساگاه ترمال 

Gradient   سازی مرحله واسترشاه  :به شتر  ذیل انجام شتا

 36دقیقه،  3به مات  گراددرزه ستتتانای 96اوییه در دمای 

 سلیسوسدرزه  91سازی در دمای چرره شتامل واسترشاه  

ثانیه، اتصتال آغازگرها در دمای بهینه شاه هر   31به مات 

و برای واکنش ( 1کتتاام از آغتتازگرهتتا )مطتتابق زتتاول 

به مات  سلیسوسدرزه  01دمای اتصتال  پلیمراز چناگانه 

 31به مات  سلیسوسدرزه  72ثانیه، گسارش در دمای  31

درزه  72ثانیه، ستپح یع مرحله گسارش نهایی در دمای  

 6/1از ژل آگارز  .تنظیم گردیادقیقه  6به مات  سلیسوس

  از رنتتگو PCR محصتتتول درصتتتتا برای بتتارگتتذاری  

(Biotium) TMGel Red اسافاده گردیاآمیای برای رنگ. 

توسط نور آشتکار شاه   PCRمطلوبی از محصتول   تصتویر 

  دستتتتتاتتگتتاه ژل داک   در (UV)متتاورا  بتتنتتفتتش    

(G:BOX, SYNGENE, UK) ثبت شا. 

 نتایج

 شناسیهای ریختبراساس ویژگیشناسایی  -

پوساه  ،مارمیلی 6/1تا  1اناازه حاود  بابذرهای کروی 

ر ناحیه دبذر مخطط و برزساگی کوچکی به سمت بیرون 

  در نظر گرفاتته شتتتتا  وحشتتتی رردلبتته عتنتوان   نتتا  

(ISTA, 2021)کننتتاه ایا امتتم ی از مهمارین ویژگی. یک

کلاا، وزود شتتیار عرضتتی عمیق در از رردل وحشتتی  بذر

قابل که در رردل وحشتتتی این شتتتیار  باشتتتا میبذر کلاا 

نیا بذرهای رردل  ستتتایر مطایعات در بتاشتتتا. نمی رویتت 

ای تیره و به های ستتتیاه تا قهوهکروی، به رنگرا وحشتتتی 

 ,.Warwick et al) توصتتتی  نمودنامار میلی 1-2اناازه 

2000; Husrev, 2003). 

 
(b) 

 
(a) 

 (B. napus)کلاا  (b) (S. arvensis)رردل وحشی  (a) -1 شکل

Figure 1- Seed picture (a) wild mustard (S. arvensis) B: Rapeseed (Brassica napus) 
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 به روش شیمیاییشناسایی  -

 KOH نشتتان داد واکنش تیمار شتتیمیاییحاصتتل ناایج 

با تشعشع سبصورت یع  در بذر رردل وحشیپنج درصا 

( a 2 شکل) یاباتظاهر میبذر  پیرامونرنگ یکنوارت در 

ر دچنین تشتعشتعی را   ویی بذرهای ضتاعفونی نشتاه کلاا   

تیمار ناایج  .(b 2 شتتکل) دهنانمینشتتان  KOHواکنش با 

 ون در بتترگ و ویتتربتترگتتن  بتتا نتتاتتایتتج  شتتتتمتتیتتایتتی   

(Van der Berg and Vierbergen, 1979) .مطابقت داشت 

ای با رنگ هایه ،کلاا ضتتاعفونی شتتاههای بذر  بعضتتی از

ان نشمشتابه در بذور رردل وحشتی ویی با شتات مافاوت    

 2 لشک) در نظر گرفاه شاکاذب که به عنوان رنگ  دادنا

c).   بنتتابراین چنین نایجتته گیری شتتتتا موادی کتته برای

 KOHرود نیا ممکن استتت با کار میضتتاعفونی بذرها به

 .انواکنش نشان ده

در آزمون شیمیایی کلاا ضاعفونی شاه چناین حایت 

بتتذرهتتایی کتته از یحتتا   -1ه گردیتتا مخال  مشتتتتاهتتا

فویوژیکی شتباهت به رردل وحشتی داشانا ویی پح از   مر

شکل از  a)حایت  آزمون شتیمیایی، واکنشتی نشتان ناادنا   

های رنگی با نور -بتذرهتایی در اطرا  آنهتا هتایه     - 2 (3

 رردل وحشتتی( قابل مشاهاه بود تابناه مشتابه شتاها) بذر  

 (.3شکل از  b)حایت 

در اطرا  بذر هایه ای با رنگ مشابه شاها تشکیل  -3

شا ویی شات تابش آن نسبت به شاها اناک بود )حایت 

a 1شکل  از) 

در اطرا  بتذر هتایته ای بتا رنگ و شتتتات تابش      -1

 (6شکل از a مافاوت از شاها تشکیل شا )

با رنگ مافاوت از شتتتاها  در اطرا  بتذر هایه ای  -6

از  aتشتکیل شتا ویی شتات تابش آن مشابه با شاها بود )   

 .(0شکل 

  
(a) (b) 

 

(c) 

 KOHبذر کلاا ضاعفونی نشاه تحت تیمار UV (b )زیر نور  KOH بذر رردل وحشی تحت تیمار (a)تشعشع بذر رردل وحشی و کلاا  -2 شکل

 .UVو در مجاورت نور KOHمقایسه تشعشع بذر رردل وحشی با بذر کلاا ضاعفونی شاه در بسار UV (c )زیر نور 

Figure 2- Wild mustard and rapeseed seeds radiation UV (a) Wild mustard seeds exposed to KOH under UV 

(b) Rapeseed exposed to KOH under UV (c) comparison of wild mustard radiation with treated rapeseed 

exposed to KOH under UV 
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 UV و در مجاورت نور KOHاز محمویه بذری کلاای ضاعفونی شاه در بسار  واکنش بذرهای مشکوک به رردل وحشی -3شکل 

Figure 3- Reaction of suspected seeds to wild mustard (S. arvensis) from rapeseed treated seed lot in 

exposed to KOH under UV 

 

 

 )حایت سوم(UV  و در مجاورت نور KOHواکنش بذرهای مشکوک به رردل وحشی مساخرج از محمویه بذری کلاای ضاعفونی شاه در بسار  -1شکل 

Figure.4- Reaction of suspected seeds to wild mustard (S. arvensis) from rapeseed treated seed lot in 

exposed to KOH under UV (The third status) 

 

 

 چهارم()حایت UV و در مجاورت نور KOHواکنش بذرهای مشکوک به رردل وحشی مساخرج از محمویه بذری کلاای ضاعفونی شاه در بسار  -6 شکل

Figure 5- Reaction of suspected seeds to wild mustard (S. arvensis) from rapeseed treated seed lot in exposed 

to KOH under UV (The forth status) 

a 

b 
 خردل وحشی به عنوان شاهد

Wild mustard (control) 
 

a 

a 
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 .)حایت پنجم(فرابنفش و در مجاورت نور KOH تیمارمحمویه بذری کلاای ضاعفونی شاه در  درواکنش بذرهای مشکوک به رردل وحشی  -0 شکل

Figure 6- Reaction of suspected seeds to wild mustard (S. arvensis) from rapeseed treated seed lot in exposed 

to KOH under UV (The fifth status). 

 

های مشکوک به رردل نمونه از هر کاام از پنج حایت

رار مورد بررسی ق مویکویینشانگرهای با اناخاب و و کلاا 

 .ناگرفا

 DAنشانگر اراصاصی دو با اسافاده از های کلاا نمونه

 تکثیرزفتتت بتتاز  026و  239 هقطعتتدو بتته ترتیتت   DCو 

از ژنوم رردل  (AACC). به دییل تفاوت ژنوم کلاا نانمود

(SarSar)،   با  وحشتتتیرردل هتای مشتتتکوک بته   نمونته

(. از طر  7تصتتویر) شتتانانتکثیر  DCو  DAنشتانگرهای  

 ر ودر بتتذ S-5S rDNA نشتتتتانگر اراصتتتتاصتتتی   دیگر

S. arvensis تکثیر نمود کتته  یزفتتت بتتاز 191ای قطعتته

 (.6 شکل) تکثیر نشانا با این نشانگر های کلاانمونه

 
 .(S. arvensis) و بذور مشکوک به رردل ،های کلاادر نمونه AA  ،CCمرتبط با ژنوم DCو  DAایگوی تکثیری آغازگرهای اراصاصی  -7 شکل

 :A زفت بازی از ژنوم  239تکثیر قطعهAA. .کلاا. باای بذری مرتبط هنمونه 21تا  12بذور مشکوک به رردل. شماره های  11تا 1های شماره 

B : زفت بازی از ژنوم  026تکثیر قطعهCC کلااباای بذری مرتبط هنمونه 21تا  12بذور مشکوک به رردل. شماره های  11تا 1. شماره های. 

 :Mزفت بازی.  61 کش ژنومیرطNCآب : کنارل منفی. 

Figure 7- Specific markers profile DA and DC in AA and CC genome in rapeseed,  

and Suspicious mustard DNA (S. arvensis).  

A: Amplification 239 bp in AA- genome. Lane's 1-10 suspicious mustard DNA, Lanes of 12-21 DNA related 

to rapeseed. B: M: Size marker 100 bp. Amplification 625 bp in CC- genome. Lane's 1-10 suspicious 

mustard seeds. Lanes of 12-21 DNA related to rapeseed. M; Size marker 50 bp. NC: Negative control. 
 

a 
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 نمونه کلاا. 0و شماره  S. arvensis 6تا  1های شمارهزفت بازی  191قطعه  SarSar (S. arvensis)ژنوم  اراصاصینشانگر  -6 شکل

:M  زفت بازی.  111کش ژنومی رطNCآب : کنارل منفی. 

Figure 8- 5S rDNA Specific marker related SarSar genome (S. arvensis) amplified 190 bp. Lanes 1-5 in S. 

arvensis and 6 in B. napus.  

M: Size marker 100 bp. NC: Negative control. 

 

به  Crucو  DC ،S-5Sاستتافاده همامان از آغازگرهای 

پلکح امکان شتتناستتایی همامان ژنوم عنوان واکنش مویای

را در یتتع واکنش فراهم  (SarSar) و رردل  (C)کلاا 

به عنوان  بویانتیره شتت اراصتتاصتتی Cruc نمود. نشتتانگر 

زفت  326کنارل دارلی در هر دو گونه قطعه ای با اناازه 

دو نشتتانگر اراصتتاصتتی ژنوم کلاا و رردل به   باز تکثیر و 

زفتتت بتتاز تنهتتا در  191و  026ترتیتت  قطعتتاتی بتتا انتتاازه 

های کلاا و رردل وحشی تکثیر داشانا. به این ترتی  نمونه

استتتافاده همامان آغازگرهای اراصتتتاصتتتی ردیابی بذور  

رردل را در توده بتذری کلاا با اطمینان بستتتیار با  فراهم  

واکنش چناگانه اناازه قطعات تکثیری  (. در9نمود )شکل 

زفت  111نشتتانگرها بایا بنحوی اناخاب شتتود که حااقل 

 PCRباز از همایگر ارالا  داشتتاه باشتتنا. ناایج واکنش  

دها نشانگرها به اناازه کافی از همایگر چناگانه نشان می

فاصله داشاه و از یحا  سرعت و سهویت انجام کار و دقت 

های بذری و ردیابی بذور در توده وهاینته زهت استتتافاده 

مشتتکوک به رردل وحشتتی مقرون به صتترفه و کاربردی   

 باشا.می

 

 DCآغازگر  B. napus از S. arvensis هایزهت شناسایی همامان نمونه (Multiplex)ای پلیمراز چناگانه آزمون واکنش زنجیره -9 شکل

زفت بازی به عنوان  326و تکثیر قطعه تیره ش  بویان  (Cruc) کنارل دارلی. 11تا  3زفت بازی از شماره  026ژنوم کلاا و تکثیر قطعه  اراصاصی

 . 2و  1های زفت بازی در شماره 191و تکثیر قطعه  5S rDNAاراصاصی رردل نشانگر ها. کنارل دارلی در همه نمونه

:M زفت باز.  111کش ژنومی رط:NC .کنارل منفی 

Figure 9- Multiplex PCR assay for discriminating rapeseed (B. napus) from mustard (S. arvensis). DC 

marker related with rapeseed (C-genome) amplified 625 bp Lines 3-14. Specific marker for Brassicacea 

family amplified 325 bp used as internal control in all samples. 5S rDNA specific marker in charlock 

amplified 190 bp lanes 1, 2. M: Size marker 100 bp. NC: Negative control. 
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 بحث

در مطتتایعته حتاضتتتر کتاربرد زتایتتای از نشتتتانگرهتتای      

 در تعیین رلوصاراصتاصی ژنوم در بخش آزمون سایر بذور  

رردل وحشتتتی به عنوان عل  هرز در . شتتتاستتتازی بهینهبذر 

 S-5SrDNAو  DA ،DCهای بذری کلاا با نشتتتانگرهای توده

ی اباشتتا. برای واکنش زنجیرهقابل شتتناستتایی و تشتتخیص می

زفت بازی از ژنوم  026با تکثیر قطعه  DCچنتاگانه نشتتتانگر  

با  DA کلاا و داشتان فاصله مناس  از دو قطعه دیگر از نشانگر 

 .(9)شکل  باشاتر میزفت بازی مناس  239اناازه 

با دقت و  DNAمبانی بر  نشتتتانگرهای اراصتتتاصتتتی 

میلی و تکزایگاین  گاینهبه عنوان تواننا میستتترعت با  

در تشتتتخیص و  شتتتناستتتیریختو های شتتتیمیایی آزمون

های بذری کلاا مورد تودهدر شتتناستتایی بذر رردل و کلاا 

 ا.ناسافاده قرار گیر

های شیمیایی را گمراه های بذری ناایج آزمونپوشتش 

 احامال ناایج مثبت کاذب و براین اساس و نمایامیکنناه 

ای هآزمونیا منفی کاذب در تشخیص نوع بذر وزود دارد. 

ژنوم بذر توستتتط بتا ها  قرار دادن   یمتا مستتتاق مویکویی

ناایج کاذب را به حااقل رساناه و نشتانگرهای اراصاصی  

 .دهنامی ی را ارائهقابل اطمینان ناایج

پایشتتی با عنوان شتتناستتایی  97تا  96های در طول ستتال

 جناای براستتاس بذر رردل وحشتتی از کلاا صتتورت گرفت.

واکنش رنگی  KOHبا تیمار  بتذر  121آزمون شتتتیمیتایی  

-5Sر آغازگ ای پلیمراز با. ناایج واکنش زنجیرهنشان دادنا

SrDNA زفت بازی را تکثیر  191نمونه قطعه  99 نشان داد

ناحیه  نمونته تکثیر  26شتتتا و رردل وحشتتتی بودنتا و در   

 اراصاصی رردل مشاهاه نشا.

 
در آزمون رلوص بذر و صحه گذاری  Cو  A ،Bبذور اناخاب شاه به عنوان سایر بذور با روش شیمیایی در سه پارت بذری مافاوت  -11 شکل

 . وحشی های رردلزفت بازی در نمونه 191و تکثیر قطعه   5S rDNAگرهای اراصاصیزبراساس آزمون مویکویی با آغا

A : رردل وحشی.  9-2کلاا و شماره های  1شمارهB: 6-3های و شماره نمونه کلاا 7و  2، 1هایشماره . 

 کنارل منفی. NC:زفت باز.  111کش ژنومی رط M:شود. رد می S. arvensisزفت بازی از نظر  191با عام تکثیر قطعه  Bدر  7نمونه شماره 

Figure 10- Seeds selected as off type seeds by chemical method in three different seed lot A, B and C in seed 

purity test and validation based on molecular test with S. arvensis specific marker and amplification of a 190 

bp in mustard samples.  

Lanes 1 (A), 1, 2 (B, C) and 7 (B) not amplified are rapeseed. M: size marker 100 bp. NC: Negative control. 
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ر با نشتتتانگ در آزمون مویکویی تکثیر نشتتتاه بتذرهای 

ستتتایر تر از کروی و ریاتر شتتتناستتتیریختاز نظر ، رردل

و پح از آزمون شتتتیمیایی نیا  بودنا کلاابتذرهتای غای    

دارای هتایته رنگی ویی بتا شتتتات کمار و مافاوت از بذر    

بوده و به عنوان رنگ کاذب طبقه شتتتاها رردل وحشتتتی  

 ساا لا، پژوهش حاضربا توزه به ناایج . ه بودنابنای شا

 هببذر رردل وحشی ریا بودن و شتباهت زیاد   شتود که می

یص برای تشخبه تنهایی  شتناسی ریخت رصتوصتیات   کلاا

کنتا و انجام  بتذر عل  هرز رردل وحشتتتی کفتایتت نمی   

که محمویه های از آنجائی. ت داردآزمون شیمیایی ضرور

بذری کلاا به صتتورت ضتتاعفونی شتتاه و یا پوشتتش دار   

با محلول  بذر یشتونا، ممکن استت مواد پوشش  عرضته می 

KOH و ناایج کاذب حاصتتتل شتتتود. واکنش نشتتتان دها 

نگی وزود هایه ردر آزمون شیمیایی  علاوه براینکه بنابراین

در  ایابنیا شتات تشعشع   و نیستت در پیرامون بذور کافی 

با ذور سایر ب شات تشعشععلارغم اینکه  .نظر گرفاه شتود 

محاودیت  ،شتتتاها بایا تنظیم گرددرردل وحشتتتی  ربذ

های شتتناستتی و نادیع بودن حایت ریخت رصتتوصتتیات 

در رردل وحشتتتی و کلاا و  تظتاهر صتتتفات مرتبط با بذر 

دار بودن بذر و ایجاد محاودیت با عواملی متاننا پوشتتتش 

ی های بذرتیمار شتیمیایی شتناستایی رردل وحشی از توده   

پذیر امکان ایمللی آزمون بذربینکلاا مطابق استتتاانااردهای 

نخواها بود، در چنین مواردی اباارهای مویکویی مبانی بر 

DNA .ناایج قابل اطمینان و قطعی ارائه رواهنا نمود 
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