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   باكتريتفاده ازبا اسكلزا ريزوكتونيايي مرگ گياهچه  بيماري  بيولوژيكلكنتر

 Burkholderia cepacia  
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  چكيده

 .مورد توجه قرار گرفته اند    تاگونيست  هاي آن   با استفاده از ميكروارگانيسم    خاكزادكنترل بيولوژيكي عوامل بيماريزاي     

شديداًً به عنـوان عوامـل بيولوژيـك مـورد      Burkholderia cepacia Burkholderجدايه هاي باكتري خصوص ه ب

هدف اين تحقيق شناسايي يك عامل موثر كنترل بيولوژيك عليه بيماري مرگ گياهچـه كلـزا ناشـي از                   . تحقيق هستند 

مرگ گياهچه ريزوكتونيايي يكي از بيماري هاي مهم اين گياه صنعتي .  مي باشدKuehn  Rhizoctonia solaniقارچ

كليه جدايه هاي انتخابي در آزمايشگاه با استفاده از روش كشت متقابل عليـه قـارچ عامـل بيمـاري بررسـي                  . مي باشد 

بر اساس  . ي قرار گرفتند   تكميل يدو جدايه داراي خاصيت آنتاگونيستي در آزمون هاي گلخانه اي مورد بررسي ها            . شدند

جدايـه  . تعلق داشـت  Burkholderia cepaciaبه Bu1 آزمون هاي مورفولوژيكي، بيوشيميايي و فيزيولوژيكي، جدايه

Bu1 ، B. cepaciaتيمار بذر و خاك با بـاكتري باعـث   .  بيشترين اثر آنتاگونيستي را عليه مرگ گياهچه كلزا نشان داد

نتايج مطالعه بر روي مكانيسم هاي بيوكنترل جدايه ها نـشان        .  درصد گرديد  62 و   56كاهش مرگ گياهچه به ترتيب با       

همچنين اين جدايه قادر به توليد سيدروفور، آنزيم . توليد آنتي بيوتيك و متابوليت هاي فرار مي كندBu1 داد كه جدايه 

لزا بوده و باعث افزايش رشد گياه كلـزا         اين جدايه يك كلونيزه كننده قوي ريشه ك       . پروتئاز و سيانيد هيدروژن مي باشد     

.طور معني داري در مقايسه با شاهد مي گردده ب
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مقدمه

 از L. Brassica napus گياه كلزا با نام علمي

ــره ــوتي ــب ب ــم(Brassicaceae)  ش ــرين   از مه ت
. باشـد  هاي توليدكننده دانه روغني در جهان مي   گونه

افزايش كشت كلزا عمدتاً بـراي توليـد روغـن بـوده       
است كه كشت تجاري آن در اواسط قرن بيـستم در        

م ه ـهـاي م ي  يكي از بيمار .كشور كانادا آغاز گرديد   
 Kuehn  Rhizoctoniaدر اثـر  آن مـرگ گياهچـه  

solaniهـاي   ارچ اين قارچ يكي از ق ـ.)2 ( مي باشد
داشتن دامنه ميزباني . پلي فاژ بيماريزاي گياهي است

وسيع، قدرت بيماريزايي شديد تحت شرايط اقليمـي        
 چنين مقاومت بسيار زيـاد اسـكلروت   اعد و هممس

شرايط نامـساعد موجـب گرديـده       در  هاي اين قارچ    
 است تا در بسياري از گياهان زراعي به عنوان بيمـار    

هـاي   ده و يكي از قارچگر بسيار خطرناك مطرح بو
 ).4 و3( مي شودمحدود كننده كشت كلزا محسوب 

هاي اخير امكان كنترل بيولوژيـك عوامـل    در سال
 با قارچي و باكتريايي ريشه گياهان زراعي   بيماريزاي  

 هاي آنتاگونيست از قبيـل     استفاده از ميكروارگانيسم  

 )(shirahmad_sarani@yahoo.comدانشگاه زابل  ،دانشكده كشاورزيعضو هيئت علمي : نده مسئولنويس -1

   دانشگاه تهران، پرديس كشاورزي و منابع طبيعيياران گروه گياهپزشكيدانش به ترتيب استاد و  - 4و2،3
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Burkholderia cepacia    مورد توجه قـرار گرفتـه
خود آلوده به قارچ ندر مزارع باكتري  ين ا.)25(است 

Aphanomyces   ــشه داراي ــيدگي ري ــل پوس  عام
 بـاكتري   AMMP جدايـه پتانسيل بيوكنترل بوده و     

باعث افزايش محصول نخـود در مزرعـه شـده و از            
شدت علايم و خـسارت بيمـاري جلـوگيري نمـوده           

ــت ــاثير  .)25 (اس ــه ت ــده ك ــزارش ش ــاكتري  گ    ب
B. cepaciaتفـاوت  ل سم متالاكـسي  در مقايسه با 

زيادي نداشته ولي در مقايسه با تيمار شاهد آلـوده و           
 و كنتـرل  هداشـت بذر تيمار نـشده تفـاوت معنـي دار        

چهـار  ). 25(ده اسـت   درصـد بـو  90باكتري در حـد   
 و  PDAجدايه اين باكتري را بر روي محيط كشت         

KB   برخي از عوامل بيماريزاي مهم گياهي       عليه بر 
 كه ميانگين    و مشاهده گرديد    داده مورد بررسي قرار  

هـا  هر يك از ايـن جدايـه        اله بازدارنده براي    هقطر  
 KB  كـشت باشد و ميزان آن در محـيط      متفاوت مي 

هــايي كــه در ايــن  ز قــارچ و ا بــودPDAكمتــر از 
 بـه تـوان    قـرار گرفتنـد مـي    اسـتفاده آزمايش مورد

Macrophomina phaseolina Tassi ، 

Pythium ultimum Trow ،  Sclerotium 

rolfsii Sacc ،  Fusarium oxysporum 

Kuehn.  و Schlecht Rhizoctonia solani 

 توليد تركيبات   B.cepaciaباكتري   .)6 (نمود شارها
نمايـد     ميو التريسيدين    پيولوتئورين   ،پيرول نيترين 
بيولوژيكي عوامـل بيمـاريزاي برگـي،        كه در كنترل  

رداشـت  هـاي پـس از ب      خاكزي و همچنين بيماري   
چنـين   هـم  يباكتراين  .)14 و13 ،12 ،11( مؤثرند

 .نمايـد   مـي  2پيـوكلين و   ١سپاباكتينتوليد سيدروفور   
تركيبات تأمين آهـن بـراي سـلول        نقش اصلي اين    

سيدروفورها ضمن افزايش رشد گياه، در ). 22( است
كنترل بيولـوژيكي عوامـل بيمـاريزاي گيـاهي نيـز           

در كلـونيزه كـردن      توانايي يك آنتاگونيست     .مؤثرند
ريشه يك شرط مهـم در توانـايي آن بـراي كنتـرل         

                                                 
1- Cepabactin 

2- Pyocholin 

كاهش بيمـاري  . )30 و29(  استي ريشهاه بيماري
ــر    ــي در اث ــود فرنگ ــري نخ ــه مي  Pythiumبوت

ultimumــ   افــزايش���� B. cepacia وســيله ه  ب
 باكتري روي ريشه گيـاه همبـستگي معنـي          جمعيت

ــت ــتداري داش ــا .)25( ه اس  در B. cepaciaثير ت
هـا اثـر بهتـري       نيزاسيون ريشه از ديگر باكتري    ولك
اين باكتري داراي تركيبات فـرار ضـد قـارچي           .رددا

نيزه كـردن ريـشه     وكل  و افزايش رشد بوده و توانايي    
هاي بيمـاريزاي    عليه قارچچنين هم و ددار  راذرت

ايـن  . دباش  رت داراي قدرت بازدارندگي مي    خاكزي ذ 
ــاكتري  ــهبــ ــارچعليــ ــاريزاي  قــ ــاي بيمــ   هــ

 R. solani   وP. ultimum  و بكار رفته گياه پنبه
 .)10( داراي خاصيت بازدارنـدگي زيـاد بـوده اسـت         

هدف اين تحقيق شناسايي يك عامل مـوثر كنتـرل    
بيولوژيك عليه بيماري مرگ گياهچه كلزا ناشـي از         

  . مي باشدR. solaniقارچ 
  

  ها مواد و روش

ــازي  ــايي جداس ــارچ و شناس  Rhizoctoniaق

solaniهاي آلوده  از خاك و گياهچه
  

هاي آلوده كـه داراي علائـم شـانكر در            گياهچه
 بودند پس از انتقال بـه  مرگ گياهچه  وناحيه طوقه

  دقيقه زير جريـان    30آزمايشگاه و شستشو به مدت      
 درصـد هيپوكلريـت     5/2، با محلول     شير  آب ملايم  

 سطحي گرديدنـد   دقيقه ضدعفوني  3سديم به مدت    
ر شستــشو بــا آب مقطــر ســترون و بــا و پــس از دو

 بـه   كـن سـترون    روي كاغذ خـشك      رطوبت زدايي 
 سپس به محـيط آب      .ندتر بريده شد   قطعات كوچك 

ها  تشتك منتقل و     درون تشتك پتري    درصد 2آگار  
گـراد    درجـه سـانتي    25رت وارونه در دمـاي      صوه  ب

ها از  براي جلوگيري از رشد باكتري. ندنگهداري شد
استرپتومايـسين بـه ميـزان      آنتي بيوتيـك سـولفات      

 روز  2بعـد از    .  شـد  اسـتفاده  ميلي گرم در ليتـر    100
 استريوميكروسكوپ دو چـشمي     به كمك ها   تشتك

ــارچ ــايي كــه خــصوصيات عمــومي   بررســي و ق ه
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هـاي حـاوي    ريزوكتونيا را نـشان دادنـد بـه تـشتك       
كــشت هــاي .  منتقــل شــدندPDAمحــيط كــشت 

ه  از حاشـي   هـا   هيـف   نوك خالص قارچ با جداسازي   
ها درون لوله آزمـايش      اين كشت .  بدست آمد  پرگنه

گـراد    درجـه سـانتي    4 در دماي    PDAحاوي محيط   
 ماه يكبـار تجديـد   2نگهداري و هر   ) درون يخچال (

 ،24( كليـدهاي    براي شناسايي قارچ از    .كشت شدند 
صفات مورد اندازه    .استفاده شد ) 3(و روش   ) 31و26

) 2 تعيــين قطــر هيــف) 1 گيــري عبــارت بودنــد از
بررسـي  ) 3  قـارچ   پرگنـه  گيري رشـد شـعاعي      اندازه

) 5ها    رنگ آميزي هسته  ) 4خصوصيات مرفولوژيكي   
  از روش كه براي انجـام آن تعيين گروه آناستوموزي  

  .استفاده شد )27(
تهيه مايه تلقيح بيمارگر و اثبات بيمـاريزايي آن         

  روي كلزا در شرايط گلخانه
 استفاده )23( براي تهيه مايه تلقيح قارچ از روش 

به اين ترتيب كه ابتدا قارچ روي محيط كـشت          . شد
PDA    گراد   درجه سانتي  20 روز در دماي     3 به مدت 

  ايـن  متـري از     ميلـي  5 قطعه   5 سپس .كشت گرديد 
 500 فلاسـك ت حـاوي قـارچ در يـك         محيط كـش  

رم بذر ارزن اتوكلاو شده و       گ 100ليتري حاوي     ميلي
.  قرار داده شـد    آب مقطر سترون  ميلي ليتر  20 مقدار
 درجـه  25مدت دو هفتـه در دمـاي      ه   ب فلاسكاين  

سپس دو گرم بذر ارزن به      . گراد نگهداري شد    سانتي
 4ازاي يك كيلوگرم خاك  اضافه و در هـر گلـدان             

علائـم  پس از دو تـا هفـت روز   . عدد بذر كاشته شد  
 كـه در     ظـاهر گرديـد    بصورت شانكرهاي تيره رنگ   

 مـرگ   ،سـپس   و گرفـت   فرا ابتدا بخشي از طوقه را    
 4 براي هر تيمـار  .دادگياهچه و پوسيدگي ريشه رخ  

درصد   وتكرار در يك طرح كاملاً تصادفي بكار رفت
  .)1( تلفات گياهچه محاسبه گرديد

 

درصد تلفات گياهچه =  درصد كاهش بيماري در تيمار   

  درصد تلفات گياهچه در تيمار  -در شاهد آلوده   

  
مؤسـسه   تهيـه شـده از    (ايولا  از بذر كلزا رقم ه ـ    

هـا   براي انجام آزمـايش   )  نهال تهيه بذر و    و اصلاح
  .استفاده شد
هـاي موجـود در      باكتريو شناسايي   جداسازي  

    كشتخاك با استفاده از محيط 

 جداسازي باكتري موجود در خاك بـا اسـتفاده از       

 كـشت  محيطدر   و) 9( ١ هاجدرون و همكاران   روش
 100بـدين منظـور     . د گردي نجام ا TB-T اختصاصي

 و  منتقل TB-Tبه محيط   باكتري  رقت  ميكروليتر از   
. خش شد به كمك ميله شيشه اي بر سطح محيط پ        

 درجــه 28 در دمــاي نگهــداري ســاعت 48پــس از 
سانتي گراد پرگنه هايي كـه از نظـر شـكل و رنـگ       

 NAروي محـيط    بـر     انتخاب شده و   ،تفاوت داشتند 
ات خــصوصي .منتقـل گرديــد  جهـت كــشت خــالص 

هـاي   مرفولوژيك، فيزيولوژيك و بيوشيميايي جدايـه   
كتري شامل، واكنش گرم، احياي نيترات، لهانيـدن    با

سيب زميني، آرجـي نـين دي هيـدرولاز، هيـدروليز           
رشـد هـوازي و بـي       توليد اسپور،   ژلاتين و نشاسته،    

 King,  رنگدانه فلورسنت روي محيط توليد هوازي،

B محـيط    زرد يا نـارنجي در       تشكيل پرگنهYDC  و 
ستفاده  با اندولياو  توليد لوان   توليد مسيليوم هوايي،    

  .بررسي شد) 8 (و روش) 28(از كليدهاي 
بررسي قدرت بازداري از رشـد قـارچ بيمـارگر          

  درون تشتك پتري

سي قدرت بـازداري از رشـد قارچهـاي         ربراي بر 
اسـتفاده   )17( بيمارگر در شرايط آزمايشگاه از روش     

صـورت نقطـه اي     ه  ب ب كه باكتري   به اين ترتي   .شد
 بـه فاصـله     NA و   NA+PDAروي محيط كـشت     

متر از لبه تشتك كـشت داده شـد و سـه          سانتي 5/0
 قارچ مـورد  روز بعد قطعه اي از محيط كشت حاوي         

بـراي هـر    .  قـرار گرفـت    ينظر در وسط تشتك پتر    

                                                 
1- Hagedron et al. 

درصد تلفات = 

 در تيمار گياهچه
  تيمار تعداد گياهچه سالم در -تعداد گياهچه سالم در تيمار  شاهد غير آلوده

 تعداد گياهچه هاي سالم در تيمار شاهد غير آلوده 
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 بمدت  پتريتشتك هاي   .  سه تكرار بكار رفت    تيمار
گراد نگهداري   جه سانتي  در 24 روز در دماي     7 تا   2

وجود هاله بازدارندگي به عنوان واكنش مثبت       . شدند
 مقايسه قـدرت    براي. بازداري از رشد قارچ تلقي شد     

 باكتري تا ميـسليوم قـارچ       پرگنهبازدارندگي، فاصله   
گيري و ميانگين آنها بر اساس آزمـون دانكـن            اندازه

  .مقايسه شد% 5در سطح 
  ها نگهداري باكتري

ــ ــراي نگه ــدت ب  )32( از روشداري طــولاني م
  جدايـه كـشت جـوان     چنـد لـوپ از       .استفاده گرديد 
B. cepacia   رشد يافته روي محيطNA به درون 

 كـشت   NA كشتلوله هاي آزمايش حاوي محيط
 نگهـداري   سـترون  زير پـارافين مـايع       سپس .گرديد

همچنــين از روش نگهــداري در آب مقطــر  .گرديــد
 زيوم و ي سولفات من   مولار 1/0سترون حاوي محلول    

   .تجديد كشت متناوب نيز استفاده گرديد
 مـؤثر در    باكترياييهاي   متابوليتررسي توليد   ب

  خاصيت آنتاگونيستي
  توليد آنتي بيوتيك

 با. انجام گرفت  )21( اساس روش  اين آزمون بر  
 ميكروليتـر از سوسپانـسيون    100،  استفاده از پي پت   

بـه  ) شـاهد (آب مقطر سترون     جدايه هاي باكتري و   
 اضافه و پخش شد و بمدت سه روز در PDAمحيط 
پـس از  . گراد نگهـداري شـد    درجه سانتي 27دماي  

 اين مدت با استفاده از ميله شيـشه اي و آب مقطـر            
هـا از سـطح محـيط كـشت          اكتري، پرگنه ب  سترون

 پنبه سـترون آغـشته بـه كلروفـرم          آنگاه. شسته شد 
. داده شـد  قرار) صورت وارونه ه  ب(تري  درون تشتك پ  

. ها از بين رفتند يباٌ تمام باكتري دقيقه تقر30پس از 
متـر از حاشـيه       سانتي 5/0سپس يك حلقه به قطر      

ايت شـرايط سـترون در      كشت چهار روزه قارچ با رع     
داده قرار  كشت  حاوي محيط   هر تشتك پتري    وسط  

  درجـه سـانتي    27تشتك هاي پتري در دمـاي       . شد
انـدازه گيـري    وز   ر 3-7پس از   و   گراد نگهداري شد  

يش در قالـب    اين آزما . گرديدانجام   پرگنه قارچ قطر  

 تكـرار   سـه  هر تيمـار در      بود و طرح كاملا تصادفي    
) رشـد ميـسليوم   (د و داده هاي بدست آمده       انجام ش 

بندي  گروه. تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند  مورد  
 يـك   تيمارها با استفاده از آزمـون دانكـن در سـطح          

 درصـد بـازداري از رشـد ميـسليوم      . انجام شد  درصد
  .قارچ محاسبه گرديد

  توليد تركيبات فرار ضد قارچي

 در. جام گرفت ان) 21 (اين آزمايش مطابق روش   
 غلـيظ    از سوسپانـسيون   ميكروليتر 200 ،مرحله اول 

توسط ميله شيـشه اي برسـطح    جدايه هاي باكتري
پخـش شـد و    NGA وPDA  هاي كـشت  محيط

 27ه روز در دمـاي      مـدت س ـ  به  تشتك هاي پتري    
 در. وبـاتور نگهـداري شـد     گـراد در انك    درجه سانتي 
متـر از     سـانتي  5/0، حلقه هايي به قطـر       مرحله دوم 

روزه قارچ در مركز تشتك پتري       حاشيه كشت چهار  
سپس در كنار شـعله بـا       .  كشت گرديد  PDAحاوي  

رعايت شرايط سترون تشتك هاي پتري حاوي قارچ 
 ـ ي پتــري حــاوي طــور وارونــه روي تــشتك هــاه ب

توسط نـوار    هاي انتاگونيست قرار داده شد و      باكتري
  در ظـروف كـشت   . املا مسدود گرديدنـد   پارا فيلم ك  

 روز 3-7مــدت ه گــراد بــ ي درجــه ســانت27دمــاي 
در تشتك پتري شاهد فقـط حلقـه        . نگهداري شدند 

تـشتك  حاوي قـارچ در مقابـل        PDAاي از محيط    
  بـدون بـاكتري    NGAو   PDA حـاوي    پتريهاي  

ش در قالـب طـرح كـاملا        ايـن آزمـاي    .قرارداده شـد  
  تكرار انجام گرفـت و سههر تيمار در بود و  تصادفي  
) رشـد ميـسليوم   ( بدست آمده از آزمـايش       داده هاي 

بندي  گروه. تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند  مورد  
يـك  تيمارها با استفاده از آزمـون دانكـن در سـطح            

رشـد ميـسليوم   درصـد بـازداري از    .  انجام شد  درصد
  . روز محاسبه گرديد3-7قارچ پس از 
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  توليد سيدروفور

ــ ــيدروفور از روش ب ــد س ــي تولي  )30( راي بررس
١در اين روش از محيط      . استفاده شد 

CAS  اسـتفاده  
 ،در صورتي كه باكتري توليد سيدروفور كنـد       . گرديد

شـود    به نارنجي مـي    از آبي    باعث تغيير رنگ محيط   
 CAS آهــن از محــيط كــه در اثــر خــارج ســاختن

 پرگنـه اندازه هاله ايجـاد شـده در اطـراف          . باشد  مي
. باكتري با ميزان سـيدروفور رابطـه مـستقيمي دارد         

بـا اسـتفاده از    براي هر باكتري ميانگين بدست آمده  
با يكديگر مقايسه يك درصد آزمون دانكن در سطح   

  . شد
  توليد پروتئاز

 با توجه به نقش پروتئاز به عنوان يكي از
مكانيسم هاي كنترل بيولوژيكي، بررسي توليد آنزيم 

به اين .  گرفتصورت )23( اساس روش برپروتئاز 
SMA ترتيب كه ابتدا محيط كشت

 گرم 15 شامل 2
 و 3خوني گرم آگار 4 گرم عصاره مخمر، 5پودر شير، 

گرم آگار باكتريولوژيك تهيه و درون اتوكلاو  5/13
 SMAشت هاي حاوي محيط ك تشتك. سترون شد

.  ساعت نگهداري شد24مدت ه  درجه ب27در 
 باكتري پرگنهتشكيل يك هاله بي رنگ در اطراف 

  .نشانه فعاليت پروتئاز است
  توليد سيانيد هيدروژن

 )5( هيدروژن از روش براي بررسي توليد سيانيد
پتري تشتك  3ابتدا براي هر جدايه  .استفاده گرديد
 100تريداخل هر پ .شدتهيه NA  حاوي محيط

. گرديدميكرو ليتر از سوسپانسيون باكتري پخش 
% 2شامل (سپس كاغذ صافي آغشته به معرف 

در قسمت درب  )اسيد پيكريك% 5 كربنات سديم و
 نوار پارا فيلم بادرب پتري . داده شدپتري قرار 

 گاز  تا از خروج هرگونه متابوليت فرار وده شدچسبان
ها به  تريآنگاه پ . جلوگيري شودHCNاز جمله 

                                                 
1- Chrome Azurol S  

2- Skim Milk Agar  

3 - Blood Agar Base    

  

گراد در انكوباتور   سانتي27صورت واژگون در دماي 
در صورت توليد  .نددبه مدت يك هفته نگهداري ش

HCN تغيير رنگ كاغذ صافي ،توسط باكتري 
قهوه  آغشته به محلول معرف از رنگ زرد به كرم،

  آجري ديده مي شود كه وقهوه اي تيره اي روشن،
اكتري مي توسط بHCN توليد نشانه تفاوت در 

 و HCN توليد حداقل مقدار رنگ كرم بيانگر .باشد
  . استHCNرنگ آجري مبين حداكثر توليد 

  تعيين قوه ناميه بذرها

هاي استاندارد   براي تعيين قوه ناميه بذر از روش      
بذركلزا رقـم   عدد   400بر اين اساس    . استفاده گرديد 

و در هـر تـشتك   طـور تـصادفي انتخـاب    ه  هايولا ب 
كاغـذ صـافي مرطـوب      متري حاوي    تي سان 9پتري  
متـر از     سـانتي  2 عدد بذر به فاصله حدود       20تعداد  

 20±3ظروف پتري در دماي     . يكديگر قرار داده شد   
اولـين شـمارش    . گراد نگهداري شـدند    درجه سانتي 

بذرهاي جوانه زده در روز دوم و شمارش نهـايي در           
درت جوانـه   به اين ترتيب ق ـ   . روز هفتم انجام گرديد   

  .شدتعيين بذور  زني
در كـاهش   هاي آنتاگونيست    بررسي اثر باكتري  

   در شرايط گلخانهبيماري

 بشرح زير   )18 (براي انجام اين آزمايش از روش     
بذر روي   قارچ بيماريزا    مايهپس از تهيه    :  شد استفاده

 ـ  (و اضافه كردن آن به خاك        ارزن ذر ارزن  دو گرم ب
ي ر روش آغشته سـاز     د )به ازاي يك كيلوگرم خاك    

ليتـر    ميلـي  50مقـدار   ) سترون و غير سـترون    (خاك  
 درباكتري  سلول   109سوسپانسيون هر جدايه حاوي     

شـمارش   (در متيل سلولز يك درصـد      گرم خاك هر  
در روش  .  شـد  اسـتفاده  )باكتري از روش سري رقت    

بذور سترون شده كلـزا بـه مـدت         آغشته سازي بذر،  
 109 دقيقه در سوسپانـسيون هـر جدايـه حـاوي            15

. ليتر غوطه ور شـدند      در ميلي  )cfu(4باكتري  لول  س
انجام شـد   )7 ( مطابق روش تهيه مايه تلقيح باكتري   

                                                 
4- Colony forming unit   
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تلقـيح    دو نحوه تيمار بذر و تيمـار خـاك بـا مايـه    و
  مطـابق روش    بنوميـل   قـارچكش  از. دمقايسه شـدن  

جهت مقايسه با اثر    اي    هاي گلخانه  در آزمايش  )15(
در هر گلـدان    . استفاده شد هاي آنتاگونيست    باكتري

 13هـايي بـه قطـر        از گلدان  . عدد بذر كاشته شد    4
 ـ   متر استفاده شد و آبياري گلدان       سانتي طـور  ه  هـا ب
 پارامترهاي مـورد    .انجام گرفت ت   ساع 48 هر   منظم

 ارزيابي تعداد بـذور جوانـه زده پـس از چهـار هفتـه             
براي هر تيمار سه    . بود) نگهداري در شرايط گلخانه   (

. كامل تصادفي بكار رفـت    بلوك   تكرار در يك طرح   
  .اين آزمايش دو مرتبه در شرايط يكسان تكرار شد

 بررسي كلونيزاسيون ريشه كلزا توسط بـاكتري 

  هاي آنتاگونيست

 اسـتفاده  )16( شبراي انجام ايـن بررسـي از رو  
 دو هفته پس از كاشت بذور آغشته به بـاكتري . شد

هاي آنتاگونيست در آزمايش گلخانـه اي بـراي هـر      
هاي آنهـا تـوزين       تيمار سه گياهچه انتخاب و ريشه     

تـر بريـده شـد و        ها به قطعات كوچك     ريشه. گرديد
 درصـد نمـك     85/0ليتر از محلول       ميلي 100درون  

 دقيقـه روي شـيكر قـرار     30مدت  ه  طعام ريخته و ب   
رقت هاي مناسب   . داده شد تا كاملاً يكنواخت گردد     

 100ار  تهيه و بـا اسـتفاده از پـي پـت پاسـتور مقـد              
ليتر از هر نمونه روي محيط كشت كينـگ ب            كرومي

حاوي آنتي بيوتيك سـولفات كانامايـسين و محـيط          
پس از نگهداري در دماي     .  پخش گرديد  NAكشت  

 ســاعت شــمارش بــاكتري 48 درجــه بــه مــدت 25
  . بود5/6 × 106 باكترياوليه جمعيت  .صورت گرفت

 در  كلـزا بررسي اثر بـاكتري در افـزايش رشـد          

  R.solani قارچ ط عاري ازشراي

سـازي خـاك و     اين آزمايش به دو روش آغـشته      
فاكتورهـاي رشـدي    در اين روش    . بذر انجام گرفت  

هـاي هـوايي و    گياه شامل، وزن تر و خشك انـدام 
 هفته بررسـي شـد      4وزن تر و خشك ريشه پس از        

 و هاي هـوايي  براي اندازه گيري وزن خشك اندام(
گراد به مـدت    جه سانتي  در 70ها در آون       نمونه ريشه

خـشك شـدن     پـس از  و   ساعت نگهداري شـده      48
چهار تكـرار   از  براي هر تيمار    ). بلافاصله وزن شدند  

در تيمـار شـاهد از بـذر معمـولي كـه            . استفاده شـد  
در روش  . ضدعفوني سطحي شده بود استفاده گرديد     

 ليتـر  ي ميل50ها با   خاك گلدان خاك،سازي آغشته
 سـلول   1×109 حاوي   باكترياز سوسپانسيون جدايه    

 و در روش آغـشته سـازي بـذر از           در هر گرم خاك   
 بـا   .ميلي ليتر اسـتفاده شـد      سلول در    1×109غلظت  

 1×109توجه به اينكه براي هـر گـرم خـاك تعـداد             
شود بنـابراين     استفاده مي واحد تشكيل دهنده پرگنه     

ــر اســاس وزن خــاك، ــاز  مــورد جمعيــت ابتــدا ب ني
 بر اسـاس حجـم و وضـعيت         باكتريايي تعيين شد و   

ها، مقـدار آب متناسـب بـراي آنهـا      رطوبتي گلدان
مشخص شد به نحوي كه پس از افزودن اين مقدار          

  .آب از زير گلدان بيش از چند قطره خارج نشود
بررســي اثــر بــاكتري آنتاگونيــست بــر كــاهش 

   خاك غير سترونبيماري در شرايط

 سـازي خـاك غيـر       اين آزمايش بصورت آغـشته    

ــترون ــارچ  س ــه ق ــوده ب ــاكتري  R.solani آل ــا ب  ب
 سـازي   آغـشته در روش   . آنتاگونيست انجـام گرفـت    

 ابتدا خاك در هر گلدان با مايـه تلقـيح قـارچ             خاك،
 ليتـر  ي ميل50ها با  خاك گلدانسپس . مخلوط شد

 سـلول   1×109 حاوي   باكترياز سوسپانسيون جدايه    
 بـذر در هـر   4تعـداد  . مخلوط شـد در هر گرم خاك    

پارامترهاي مـورد ارزيـابي تعـداد     .اشته شدگلدان ك
سالم پـس از چهـار هفتـه        گياهان  بذور جوانه زده و     

اين آزمايش دو مرتبه در شرايط يكسان تكـرار         . بود
 در هر مرتبه سه تكرار براي هر تيمار، در قالـب            .شد

ها  گلدان . كامل تصادفي بكار رفت بلوكيك طرح
يان آبياري  در گلخانه نگهداري شده و يك روز در م        

 2شاهد آلوده حـاوي  : تيمارها عبارت بودند از .ندشد

شـاهد غيرآلـوده    ،گرم مايه تلقيح قارچ در هر گلدان
 گرم ارزن فاقـد مايـه تلقـيح قـارچ در هـر              2حاوي  
كـش   هـا بـا قـارچ    سازي خاك گلدان آغشته، گلدان

سـازي   آغـشته  و    گرم مايه تلقـيح قـارچ      2+ بنوميل  
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 حـاوي   Bu1نسيون جدايه   ها با سوسپا   خاك گلدان 
 گرم مايه تلقيح    2+  سلول در هر گرم خاك       1×109
  .قارچ

  نتايج

   R. solaniشخصات قارچ م 

جدايه ريزوكتونيايي كـه در ايـن تحقيـق مـورد           
  استفاده قرار گرفـت متعلـق بـه گـروه آناسـتوموزي           

 1-2AG       روي  ، بوده كه علاوه بر پوسيدگي ريـشه 
هيپوكوتيل گياهچه بلافاصـله بـالاي سـطح خـاك          
شانكرهاي فرورفته بيضي شكل ايجاد نمود كـه بـا          

براي اين گـروه آناسـتوموزي    هاي ارائه شده   ويژگي
در ابتـدا   پرگنه قـارچ    رنگ   .)27 و   24( مطابقت دارد 

 ،بـه كـرم   مايـل    بـه رنـگ سـفيد         سفيد است و بعداً   
 ـ ت اي  اي روشـن تـا قهـوه        قهوه . يابـد   ر مـي   تغيي ـ رهي

ها به طور منفرد و در بعـضي از مـوارد بـه           اسكلروت
صـورت پراكنـده و در بعـضي از مـوارد بـه صـورت       

مع در سطح زيـرين در تـشتك و يـا در سـطح              تمج
 5/2 تـا    4/0اندازه آنهـا    . ندشدمحيط كشت تشكيل    

 زاويه حـاده و      با ها هم   انشعابات هيف . ميليمتر است 
قاعـده انـشعابات داراي     هم با زاويه قائمه بوده و در        

كمـي بـالاتر از محـل       . نـد بودفرورفتگي مـشخص    
د كه شفرورفتگي در انشعابات ديواره عرضي تشكيل 

ــي در     ــل فرورفتگ ــي از مح ــواره عرض ــله دي فاص
 3 و بطـوركلي     بودهاي مختلف با هم متفاوت        جدايه

هاي هيف به اندازه  طول سلول. بود ميكرومتر  25تا  
ه هاي مونيليوئيد ب    سلول . ميكرومتر است  290ا ت 25

ده ش ـ  هاي ساده و يا منشعب تشكيل         صورت زنجيره 
اي اسـت و      اي روشن تـا قهـوه        و رنگ آنها قهوه    بود

تعـداد  .  ميكرومتـر اسـت    9-16×12-28اندازه آنهـا    
. باشـد   عـدد مـي  12 تا 3هاي هيف   هسته در سلول  

 ميكرومتـر بـوده و دمـاي        4/9 تا   8/5ها   قطر هيف 
گـراد و    درجـه سـانتي  27تا24دايه بهينه براي اين ج  

  .متر است  ميلي17 روزانه قارچ شعاعي ميزان رشد

 اسـاس   بـر  ايبورخولدر Bu1  صوصيات جدايه خ

فيزيولــوژيكي و  ،مورفولــوژيكيهــاي  آزمــون

  بيوشيميايي

و  8/6 و PH 7/5رشـد در     قادر بـه     Bu1  جدايه
 ـا . درصد مي باشد   3و1  طعام نمك يـه گـرم    ن جدا ي

و پيگمان غيرفلورسنت    ورشد هوازي   داراي   منفي و 
اكـسيداز و   جدايـه    .مي باشـد   قادر به احياي نيترات   

از منابع كـربن ال     . دي هيدرولاز مثبت بود     نين  آرجي
آرابينوز، دي گـالاكتوز، تـري هـالوز، سـوربيتول، ام           

ــ اآلانين، آدونيتــول اســتفاده اينوزيتــول، ســاكارز، بت
 بـود ن ژلاتين   هيدروليز نشاسته و  ولي قادر به     ،هنمود

بيوشيميايي و  ،  يكيمورفولوژخصوصيات  ). 1جدول  (
با خـصوصيات ذكـر شـده    Bu1 فيزيولوژيكي جدايه

 ـ باكتريبراي  Burkholderia cepacia )8  ه گون
  .مطابقت داشت )28 و

ــسم ــاي مكانيـ ــدگي هـ ــه  دربازدارنـ   جدايـ

 B. cepacia   

اين جدايه قادر به توليد آنتي بيوتيك، تركيبـات         
يدروفور، سيانيد هيدروژن و آنزيم پروتئاز مي       فرار، س 

 ).2جدول( باشد

هـاي كلـزا      بررسي قـدرت كلونيزاسـيون ريـشه      

  توسط باكتري آنتاگونيست

هاي رشد   نتايج حاصل از شمارش كلني باكتري     
 هـاي كلـزا   يافته روي محيط كشت مربوط به ريـشه  

درون خاك آلـوده پـس از دو هفتـه نـشان داد كـه               
 كلـوني   ( 8/2×108 به   5/6 × 106 از جمعيت باكتري 

  . رسيد)بر گرم ريشه
مقايــسه نحــوه كــاربرد مايــه تلقــيح بــاكتري در 

  گلخانه
 تعيـين    درصـد  96در حـدود    كلزا  بذور  قوه ناميه   

ميزان تاثير جدايه بـاكتري در روش آغـشته         . گرديد
بهتر از روش آغشته سازي     )  درصد 62(سازي خاك   

 ).1شكل( بود)  درصد56(بذر
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  B. cepacia   خصوصيات فيزيولوژيكي و بيوشيميايي جدايه-1جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .اين لهيدگي براي گياه كلزا مضر نيست  -1

  

  

 

   بررسي تعدادي از مكانيسم هاي آنتاگونيستي در بازداري از رشد بيمارگر-2 جدول

بازدارندگي 

 عليه قارچ 
)6 (

)5)(4(
 

سيانيد 

هيدروژن 
)3(
 

پروتئاز 
)2(
 

سيدروفور 
)1(
 

فرار  ترشحات

 محيط روي

NGA )6) (5(   

 فرار ترشحات

 محيط روي

PDA )6) (5(  

  )5()6(توليد

 آنتي بيوتيك
هيجدا  

11 + + + 3/25  9/25  2/39  Bu1 
  

  .باشد  نشانه توليد سيدروفور ميCASايجاد هاله نارنجي اطراف باكتري روي محيط  )1       

  . تعيين شدSMAفعاليت پروتئاز بر اساس بيرنگ نمودن محيط  )2

 .ي آغشته به معرف تعيين شدتوليد سيانيد بر اساس ميزان تغييررنگ كاغذصاف )3

  متر  فاصله بين ميسليوم قارچ و كلني باكتري روي پتري بر حسب ميلي) 4

  جلوگيري از رشد قارچ در سطح يك درصد نسبت به شاهد صد تاثير جدايه دردر) 5

  .هر عدد ميانگين سه تكرار است) 6

   Bu1  جدايه خصوصيات  صوصياتخ    

  _   آزمون گرم

 +  Levan formation  توليد لوان

  +  Oxidase  اكسيداز

  +  Nitrate recluction  احياي نيترات

  +  Potato rot  1لهانيدن سيب زميني

  _  Arginin dihydrolase  آرجي نين دي هيدرولاز

  -  HR  واكنش فوق حساسيت در شمعداني

Growth at 4  گراد  درجه سانتي4رشد در  Co  +  

Growth at 41  تگراد  درجه ساني41رشد در  Co  +  

  _  Gelatin hydrolysis  هيدرولاز ژلاتين

  -  Starch hydrolysis  هيدروليز نشاسته

    Utilization of  استفاده از

  +  L-Arabinose   آرابينوز-ال

  +  D-Galactose   گالاكتوز-دي 

  +  Trehalose  تري هالوز

  +  Sorbitol  سوربيتول

  +  M-Inositol   اينوزيتول-ام 

  +  Sucrose  ساكارز

  +  B-alanine  آلانين-بتا

  +  Adonitol  آدونيتول

  _  Sodium tartarate تارتارات سديم
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   گلخانهشرايط در  بذر وخاك يبه دو روش آغشته ساز تلقيح باكتري مقايسه نحوه كاربرد مايه -1شكل 

  

  

  خاك غير سترونبررسي در شرايط 

هـاي    همه تيمارها از نظر ميانگين تعداد گياهچه      
. دار داشـتند    درصد اخـتلاف معنـي     5 سالم در سطح  

) تيمـار شـاهد  (ها با قـارچ    آلوده نمودن خاك گلدان   
  گرديـد  لـزا كهـاي     درصد تلفات گياهچـه    96موجب

  ).3جدول(

تأثير جدايه آنتاگونيست بر فاكتورهاي مختلـف       

  مارييط عاري از عامل بي در شرارشدي

  ايــن جدايــه موجــب افــزايش رشــد گيــاه كلــزا 
) هاي هـوايي   اندام افزايش وزن تر وخشك ريشه و     (

در مقايسه با شاهد در روش آغشته سـازي خـاك و            
).4جـــدول( روش آغـــشته ســـازي بـــذر گرديـــد

  

  

  

  خاك غير سترونهاي كلزا در شرايط  آنتاگونيست در كاهش مرگ گياهچه  تأثير جدايه-3دول ج

 تيمار
هاي  ميانگين تعداد گياهچه

 سالم

درصد 

 تلفات

درصد تأثير 

2تيمارها  

گروهبندي 

)1(%)5(تيمار  

04/0 شاهد آلوده  96 - a 

شاهد غيرآلوده       1 - 100 c 

 b 80  16  80/0 بنوميل

Bu1 66/0  30 66 b 

  .بر اساس آزمون دانكن اختلاف معني دار ندارند% 5اعداد هر ستون با حروف يكسان در سطح ) 1

  .هر عدد ميانگين سه تكرار است) 2

  

  

٠ 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

آلوده شاهد غيرآلوده شاهد   Bu 1 بنوميل 

ماريت  

تاث
د 

رص
د

ري
 

 بذر

 خاك
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وزن تر و خشك اندامهاي هوايي و وزن تر و خشك   تأثير جدايه هاي آنتاگونيست بر-4جدول 

  مارگريط عاري از عامل بياك در شرا خروش آغشته سازي بذر و ريشه، در روش آغشته سازي

.بر اساس آزمون دانكن اختلاف معني دار ندارند% 5اعداد ستون كه با حروف يكسان در سطح  -1      

  ).هر عدد ميانگين سه تكرار است (

  

  بحث

 در اغلب مناطق جهان به عنوان R.solaniقارچ 
محــصولات كــشت يكــي از عوامــل محدودكننــده 

زراعي مختلف از جمله كلزا محسوب شـده و باعـث          
 در. شـود   ايجاد خـسارت زيـادي بـه محـصول مـي          

 اين قارچ باعث پوسيدگي هيپوكوتيل ااستراليا و كاناد
جدايه باكتري مورد ). 19 (و مرگ گياهچه شده است

ايش تاثير زيـادي در شـرايط گلخانـه بـه روش            آزم
آغشته سازي خاك و بذر داشت ولـي روش آغـشته           
سازي خاك با سوسپانسيون باكتري نتيجـه بهتـري         

كـه ايـن بـا       نسبت به آغشته سازي بذر ايجاد كـرد       
 .مطابقت دارد ) 1(نتايج تحقيق احمدزاده و همكاران      

يـه  در آزمايش تاثير آنتي بيوتيك توليد شـده از جدا         
Bu1    در محيط كشت PDA    مـشخص گرديـد كـه 

آنتي بيوتيك توليد شده توسط اين بـاكتري، باعـث          
جدايـه   .بازداري از رشد در مقايسه با شاهد مي شود        

5.5 B  B.cepaciaهـاي   بيوتيـك  آنتـي  توليـد   با
  پيــــرول نيتــــرين و فنــــازين باعــــث كنتــــرل

 R. solaniبيوتيـك يكـي از     توليد آنتـي . مي شود
هاي كنترل بيولوژيكي اسـترين       مسمكاني مهم ترين 

AMMDR1   باكتري B.cepacia  باشـد كـه        مـي
 و كاهش شدت    يميري پيتيوم      منجر به كاهش بوته   

ــارچ    ــر ق ــي در اث ــود فرنگ ــشه نخ ــيدگي ري  پوس

Aphanomyces بررسـي پيرامـون   ). 6 (گـردد     مي 
  تـولي  Bu1 نـشان داد كـه جدايـه         توليد سـيدروفور  

كلـوپر و    نخـستين بـار   بـراي    . كنـد  يم ـ سيدروفور
 بر اهميت سـيدروفورها بـه عنـوان         )20 (١همكاران

هـا   هاي مهم آنتاگونيستي بـاكتري      يكي از مكانيسم  
 ــ  ــي بردن ــاهي پ ــاي گي ــه بيمارگره ــاكتر. دعلي   يب

B. cepaciaسـپاباكتين  و   توليد سيدروفور پيوكلين
 نقش اصلي اين تركيبات تأمين آهن براي .نمايد  مي

ا ضمن افـزايش رشـد      دروفورهسي. )22( سلول است 
بيولوژيكي عوامل بيماريزاي گيـاهي      كنترل در گياه،

 Bu1  جدايه ،پروتئازآنزيم  توليد  در مورد    .نيز مؤثرند 
توليـد   .كـرد  SAMتوليد پروتئاز روي محيط كشت      

ــاز از مكانيــسم هــاي مــؤثر در كنتــرل  آنــزيم پروتئ
 بيولوژيكي عوامل بيماريزاي گياهي توسـط بـاكتري      

 يكـي از اثـرات قابـل توجـه          ).18( رود  شمار مي ها ب 
 روي افـزايش    ، تـأثير آنهـا    ي آنتاگونيست ها باكتري

مورد استفاده افزايش  Bu1 جدايه. باشد رشد گياه مي
 هـاي  انـدام معني داري در رشد ريشه ها و وزن تـر       

هـاي موجـود در ناحيـه        باكتري.  كلزا داشت  ييهوا

                                                 
1- Klopper et al. 

  تيمارها

 وزن تر اندام  

هاي 

  )گرم(هوايي

 گروه

بندي 

  تيمارها

 وزن خشك اندام

 )گرم(يي هاي هوا

 گروه

بندي 

  تيمارها

وزن تر 

ريشه 

  )گرم(

 گروه

بندي 

  تيمارها

  وزن خشك

  )گرم( ريشه 

 گروه

 )1( بندي

  تيمارها

)بذر(  Bu1 99/2  a 343/0  a 57/0  a 211/0  a 

)بذر (شاهد   95/2  b 310/0  b 56/0  b 192/0  b 

)خاك ( Bu1 66/3  a 353/0  a 660/0  a 237/0  a 

)خاك(شاهد    34/3  b 34/0  b 633/0  b 220/0  b 
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 تنظيم كننده طور مستقيم با توليد بعضيه ريزوسفر ب
مستقيم از طريق  صورت غيره هاي رشد گياه و نيز ب

كنترل بيولوژيكي بيمارگرها و يا القـاي مقاومـت در          
). 32(شـوند    گياهان باعث افـزايش رشـد آنهـا مـي      

ــه ــزايش  AMMP B. cepacia جداي ــث اف  باع
بر اسـاس    ).25( محصول نخود در مزرعه شده است     
 ها روي بـذور و     نتايج محاسبه جمعيت اوليه باكتري    

هاي روي ريـشه پـس از دو         تعيين جمعيت باكتري  
 قادر به  جدايههفته در خاك آلوده مي توان گفت كه 

نه تنها جمعيت اوليه خود       و كلونيزه كردن ريشه بود   
محاسبه لگاريتمي ميـزان    ( 3/6را حفظ كرد بلكه از      

. برسـاند  45/8 به حـدود   )تشكيل دهنده كلني   واحد
ي يك باكتري براي كلونيزاسيون ريشه      معمولاً تواناي 

 شرط لازم براي فعاليت كنترل بيولوژيكي عليه قارچ       
كاهش بيماري  ). 18(شمار مي رود    ه  هاي بيمارگر ب  

ــارچ    ــر قـ ــي در اثـ ــود فرنگـ ــري نخـ ــه ميـ   بوتـ

 Pythium ultimum  بوسـيله  B. cepacia   بـا
افزايش جمعيت باكتري روي ريشه گياه همبـستگي        

 در B. cepacia يبـاكتر ). 20( معني داري داشـت 
ــاكترياز نيزاســـيون ريـــشه وكل ــر بـ ــا ديگـ ي هـ

يعني داراي سـرعت    ،   اثر بهتري داشت   سودوموناس
طيف  از  استفاده ،ميكروبي ضدمواد  توليد ، رشد بالا

هـاي خـارج     وسيعي از منابع كربني و توليـد آنـزيم        

 ها نـشان داد كـه بـاكتري    بررسي .)10( دسلولي بو
مـزارع  هاي   طور فعال در خاك   ه   ب هاي آنتاگونيست 

 كـاهش   عامل وجود داشته و احتمالاً      مناطق مختلف 
. دنباش ـ   مـي   خـاكزاد  هـاي  طبيعي برخي از بيمـاري    

باكتري آنتاگونيست جدا شده از ريزوسفر كلزا از نظر         
خواص آنتاگونيستي در آزمايشگاه و گلخانـه اثـرات         

بر اساس مطالعـات و     . قابل توجهي از خود نشان داد     
 ـ  بررسي در در ايـران    عمـل آمـده تـاكنون       ه  هاي ب

خصوص كنترل بيولوژيكي بيماري مـرگ گياهچـه        
روي كلزا با اسـتفاده از   R. solaniناشي از بيمارگر 

گونه فعاليـت    هيچ B.cepaciaباكتري آنتاگونيست   
پژوهشي صورت نگرفته است و ايـن تحقيـق بـراي     

  .گرفته استاولين بار صورت 
  

 سپاسگزاري

اين تحقيق با استفاده از اعتبارات معاونت       هزينه  
منـابع طبيعـي     محترم پژوهشي پرديس كشاورزي و    

دانشگاه تهران تامين شـده، كـه بدينوسـيله نهايـت           
آقايـان دكتـر     چنـين از   هم. سپاس به عمل مي آيد    

و دكتـر   افشاري آزاد   رحيميان، دكتر روحاني و دكتر      
يمانه به خاطر رهنمودهاي ارزنده شان صم     اعتباريان  

  .قدرداني مي شود
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