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  دهيچك
  
 ـل بوته ميعلائمي از قبدر استان لرستان  ييشن دنايگياه دارويي آوبه عمل آمده از گلخانه و مزارع کشت شده  يهاديبازد يط ، مـرگ  يري
 ،يپس از شستشو و ضـدعفون و  يجمع آور يماريعلائم ب يدارا يهانمونه. شد ديدهريشه  طوقه و ناحيه در پژمردگي و پوسيدگي اهچه،يگ

 ـشد که بر اساس اصول کـخ، جدا  يجداساز يقارچ هيمار شش جدايب يهااز نمونه. کشت شدندPDAط يدر مح جـاد  يقـادر بـه ا    Ka2هي
 يهايژگيواز  دست آمدهبهج ينتا. اهچه شديت مرگ گيشگاه و گلخانه و در نهايط آزمايشن در شرايآو يهااهچهيشه گيطوقه و ر يدگيپوس
مطابقـت داشـته و    Rhizoctonia solani Kuehnمارگر بـا قـارچ   يب هيکه جداط کشت نشان داد يمح يرو افتهيمارگر رشد يب يشناسختير

 ـجدا ITS ه يناح يتوالن ييت با تعيدر نها. تعلق داردAG 2-2  يبه گروه آناستوموز ،يآناستوموز مرجع يهاهيبا جدا شدنجفت براساس  ه ي
د ييتأ R. solani (AG 2-2)مارگر به  ين بيمشابه موجود در بانک ژن، مطابقت ا يه هايجدا ITS يبا توال يکيلوژنتيم درخت فيمذکور و ترس

  .شوديران گزارش ميدر ا ييشن دنايآواه يباشد که از گين بار مياول يبرامارگر ين بيا. شد
  
  
  
  

  
  
  

  شهير يدگي، پوسييشن دناي، آو Rhizoctonia solani AG 2-2:  يديكل  يها واژه
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  دانشگاه تهران، کرج ،يعيو منابع طب يکشاورز سيپرد ،بيماری شناسی گياهیاستاد و  اريدانش ،دانش آموخته کارشناسی ارشد بيبه ترت . ١
  تهران ،يبهشت ديدانشگاه شه ،ييدارو هيو مواد اول اهانيپژوهشکده گار ياستاد. ٢
  قدمهم
ــگ ــياه داروي ــايآو ي از  (Thymus daenensis) ييشــن دن

ل داشـتن  ي ـباشد که بـه دل يران ميا يبوم ييدارو يها گونه
آزاد  يفنـول  يهاديمول بالا در اسانس و اسيکارواکرول و ت

ک بـالا  يولوژيت بيد در عصاره، فعاليک اسينيژه رزماريبه و
رو بـه   ناز آ  اسـتفاده  ييو غـذا  ييع دارويداشته و در صنا
اه در ي ـن گيت ايبنابر اهمJamzad 2009). (گسترش است 

کـردن آن در   يدر جهت زراع يقاتيتحق يهاتيفعال ران،يا
د يدانشـگاه شـه   يـي ه داروي ـاهان و مـواد اول يپژوهشکده گ

 يدر راستا آن يل بالايشروع شده که نشان از پتانس يبهشت
  .باشديشدن م يزراع
زبــان آفــات و ياهــان، مير گيز ماننــد ســايــاه نيــن گيــا

بـه   يدهايبازد يکه طيزا بوده به طورخسارت يها يماريب
 يمـوارد  ۱۳۹۰عمل آمده از مزارع کشت شده در تابسـتان  

جـاد  ياغلـب عوامـل ا   .شـد  ديده يريو بوته م ياز پژمردگ
تواننـد  ياندکـه م ـ يقارچ يمارگر هاياهچه، بيکننده مرگ گ

ــگ ــه ي ــر مرحل ــور  يااه را در ه ــد م ــرار  از رش ــه ق   د حمل
 ــ دهنــد و د ـباعــث کــاهش تعــداد بوتــه و محصــول شون

(Agrios 2005) .قـات صـورت گرفتـه تـاکنون،     يطبق تحق
 يـي اهـان دارو ياهچـه گ يو مرگ گ يريمعوامل مسبب بوته

ــاقـــــارچ عمـــــدتاً  Fusariumاز جملـــــه  ييهـــ

solani،Phytophthora cryptogea،Ph. drechsleri  ، 

Rhizoctonia solani وPythium sp.  انــد شــده يمعرفــ
(Shafizadeh et al. 2010) .ـا يهايماريب يتاکنون رو  ن ي

در  يقات کم ـيشه و طوقه تحقير يهايماريب اه خصوصاًيگ
در  يز گزارش جـامع يا نيران صورت گرفته است و در دنيا

مهم  يهااز قارچ يکيق حاضر يلذا در تحق. ستيدسترس ن
شـن در اسـتان   يآواهچـه  يگ يو پژمردگ ـ يري ـعامل بوته م

تر شدن دانش يشده تا ضمن غن يلرستان مشخص و معرف
بتوان بـه اقـدامات    ،يياهان دارويمارگر گيب يهاما از قارچ

  . افتيدست  يماريب ييايمير شيکنترل غ برایلازم 
  

  يروش بررس
شـرکت   یه نشايته يهامار از گلخانهيب ياهيگ يهانمونه

آبـاد  در حومه خرمخرمان و مزارع کشت شده  يداروساز
. شگاه منتقل شدنديو به آزما يآور، جمع)منطقه کشکان(

آنها  يان آب، خاک روير جريدر ز هاشهيربعد از شستن 
ناحيه طوقه و ريشه كـه داراي علائـم مشـكوك    . شدجدا 

 ١٠- ١٥به بيماري بود، در زير جريان ملايم آب به مدت 
هيپوكلريـت   آلوده در يهاشهير. دقيقه كاملاً شسته شدند

سـه  گرفتـه و  درصد به مدت سه دقيقـه قـرار    ٥/٢سديم 
كاغـذ صـافي    يمرتبه با آب مقطـر سـترون شسـته و رو   

 سپس قطعـات كـوچكي بـه انـدازه    . دندشسترون خشك 
متر با كمك اسکالپل از مرز ناحيه آلـوده   ميلي ٥×٥ حدود

آگـار   - و آب PDAکشت  هایو سالم جدا و روي محيط
 بـه  شـده  كشـت  پتـري  هايتشتك. کشت داده شدند% ۲

 وس نگهـداري يدرجه سلس ـ ٢٥ يروز در دما ٥- ٧ مدت

 نوك روش از يه قارچيجدا سازيخالص به منظور .شدند

استفاده شد و سـپس بـا   % ۲ آگار - محيط آب يريسه رو
 .گرديده يکشت خالص ته PDA انتقال به محيط

 ـزادما تهيـه  بـراي   روش ارزن و طبـق  بـذر  از قـارچ  هي

اسـتفاده  ) (Maurhofer et al. 1994 همكـاران  و رمـارهوف 
سـه قـارچ درون   يچنـد عـدد بـذر ارزن پوشـيده از ر    . شد

 سهتشتک  پتري حاوي كاغذ صافي مرطوب در کنار ريشه 
قـرار داده  ) اهچـه يعـدد گ  ١٠حـدود  (اهچـه زنـده   يگرم گ
 ـن زادمايهمچن. شدند ه قـارچ بـه خـاک سـترون اطـراف      ي
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  هــاضــافه شــد و گلــدانشــن کاشــته شــده ايآو يهــا بوتــه
  شـدند  يط گلخانـه نگهـدار  يبه مـدت سـه هفتـه در شـرا    

(Sneh et al. 1991) .با سه تکـرار در   ييزايماريش بيآزما
 يمـار يشدت ب. انجام شد يقالب طرح  بلوک کامل تصادف

و  نـگ يکارلاس ي ـاهچه ها بـر اسـاس مق  يک از گيهر  يرو
ادداشـت  ير يي ـتغ يبا کم (Carling et al. 2002) همکاران

شـه  يشـدن ر  ای قهـوه ؛  صفرم، نمره يفاقد علا: شد يبردار
 ای قهـوه ؛ ۲ل، نمـره  ي ـپوکوتيشـدن ه  ای قهوه؛ ۱چه، نمره 

اهچـه،  ي؛ مرگ کامل گ۳ل، نمره يپوکوتيهشه چه و يشدن ر
 .۴نمره 

 يهــايمــارگر و انجــام بررسـ ـ يب ييجهــت شناســا 
از نمونـه   ينـازک  يهـا ، به کمک دست برشيکروسکوپيم

ر ي ـمختلـف نظ  يهـا ه شد و با استفاده از محلوليته يقارچ
  نيلاکتوفنـــول و ســـافران   -لاکتوفنـــول، کـــاتن بلـــو  

حاصل  يهانمونه. د نمونه آماده شدياسلا (Safranin-O)اُ 
بـه  . مورد مطالعه قرار گرفتند يکروسکوپ نوريله ميبه وس

ــورکل ــت تع يط ــيجه ــام جداي ــن ن ــارچي ــارگر، يب يه ق م
 يهـا سـه، وجـود انـدام   ير يهـا يژگ ـير وينظ ياتيخصوص
 PDA ييط غــذايمحــ يپرگنــه رو يو مورفولــوژ يبــارده

تـر قـارچ از   شناسايي كامـل  يبرا. مورد مطالعه قرار گرفت
) (Parameter & Whitney 1970 يمتر و ويتن ـاپـار روش 

 ـاستفاده گرد بـر اسـاس روش    ن تعـداد هسـته  يـي در تع .دي
 ـ، لا(Bandoni 1979) يباندون ط کشـت  ياز مح ـ يه نـازک ي
لام قرار داده شـد و سـپس    يقارچ رو يهاوميسليم يحاو

 ـن اُ و يسـافران  ييايک قطره محلول قلي ک قطـره محلـول   ي
سـه  ير يهـا تعـداد هسـته   .درصد به آن اضافه شد ۳پتاس 

 X ۴۰۰ ييبـا بزرگنمـا   يکروسکوپ نوريتوسط م يشيرو
  . ديمحاسبه گرد

ــيتعدر  ــروه ني ــتوموز گ ــارت از روش ،يآناس ن و يم
 روش قـت يدر حق کـه   (Martin & Lucas 1984)وکاسل

 باشد،يم نامعلوم يهاهيجدا با مرجع يهاهيجدا کردنجفت

 طيمح ـ از نـازک  هيلا کي سترون يهالام يرو .شد استفاده
 به قطـر  ييهاسکيد. قرار داده شد %٧/١ آگار – آب کشت

 ـجـوان جدا  پرگنـه  هياز حاش ـمتـر   يليپنج م مرجـع   يهـا هي
 دوه و به فاصـله  يمارگر تهيه نامعلوم بيو جدا يآناستوموز

بعـداز  . لام مقابل هـم قـرارداده شـد    ياز هم، رومتر يسانت
 ها توسـط محلـول  سهيه تماس ريساعت رشد، ناح ٢٤-٤٨
 يکروسکوپ نـور ير ميشد و ز يزيآمکاتن بلو رنگ يرنگ
 .دش يبررس

ــتأ ــا ديي ــتوموز  ييشناس ــروه آناس ــتفاده از   يگ ــا اس ب
اســتاندارد موجــود در بانــک ژن  يآناســتوموز يهــا يتــوال

National Center for Biotechnology Information, NCBI (
، انجــام گرفــت يکيلــوژنتيدرخــت ف يق بررســيــو از طر

(Hsiang & Dean 2001). ياستخراج د براین منظور يبد 
ر يونيت بـا ي ـ، از کيمورد بررس ينمونه قارچ يژنوم يان ا

(AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit – Bioneer)  استفاده
 DNAژنـوم   ITS1- 5.8S- ITS2ه ي ـر ناحي ـجهت تکث. شد
  يب آغازگرهـــــايـــــنمونـــــه از ترک يبـــــوزومير

ITS5 )5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3' ( ــه ب
بـه  ) 'ITS4 )5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3همراه 

و ) Forward( ميمسـتق  يهـا ب بـه عنـوان آغـازگر   يترت
  ).White et al. 1990( استفاده شد) Reverse( معکوس

ترموسـايكلر  ه مورد نظر بـه کمـک دسـتگاه    ير ناحيتکث
)thermal cycler, Eppendorf ( الکتروفـورز  انجام شد که

از ژنوم با اندازه مورد  ير بخشينشانگر تکث PCR محصول 
شـد و بـا قـرار دادن     ين توالييقطعه مورد نظر تع. نظر بود

و با اسـتفاده   NCBIگاه اطلاعات يده در پادست آمهب يتوال
 Blast (Basic Local Alignment Search Tools) از برنامــه

معتبر موجـود   يها يه براساس تواليجدا يمولکول ييشناسا
ــات ــک اطلاع ــاس  GenBank database يدر بان ــر اس و ب
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ــالاتر ــن ميبـــ ــت يـــ ــام گرفـــ ــباهت انجـــ   زان شـــ
 (http: //ncbi. nih.gov/BLAST; Altschul et al. 1990) .

 Clustalه با استفاده از نـرم افـزار   يجدا يکيلوژنتيارتباط ف

W  انجام شد(Larkin et al. 2007) . يکيلـوژنت يدرخـت ف 
ن يـي اسـتاندارد تع  يآناسـتوموز  يهـا ه بر اساس گروهيجدا

 ;Hsiang & Dean 2001)شــده موجــود در بانــک ژن 

Sharon et al. 2006)  به روش maximum parsimony و
تکرار به کمـک   ۱۰۰۰با   (Bootstrap)يآزمون اعتبارسنج

 Molecular Evolutionary Genetics Analysisنرم افـزار 
  .(Kumar et al. 2008)د شم يترس

  
 ج و بحثينتا

 شـش  بـا  پتـري  درون شنيآو ريشه زنيمايه از پس ده روز

 كلنيـزه  شدت به ka2 هياها توسط جدشهير ،يقارچ هيجدا

شـن  يوآ گيـاه  روي ka2ه يتوسط جدا يماريعلائم ب. ندشد
 يـا  روشـن  رنـگ  ايقهوه هايو زخم پوسيدگي صورت به

 مشـاهدات  با علائم اين شدندكه ديده گياه ريشه روي تيره

 ي، رزمـار (Li 2000)طيـب  سـنبل  دارويـي  گياهـان  روي
(Holcomb 1992; Oji-Ardebili et al. 2008) و  

  (.Sharifnabi et al)( و همکـاران  نبـي  شـريف هـاي  يبررس
 ـدو هفته پـس از ما . روي گياه اسپرس مشابه بودند  ـهي  يزن

  ).١ شکل(د يظاهر گرد يرينشاها، علائم بوته م
مـار  يآلـوده و ت  يمارهاين تيبر اساس آزمون دانکن ب

در . وجود داشـت  ياختلاف معنادار% ۵شاهد در سطح 
ــيزايمــاريآزمــون ب ــم ي % ۸۰شــه ير يدگين پوســيانگي

، مطـابق  يـي زايمـار يبعد از انجام آزمـون ب . محاسبه شد
 يآلـوده جداسـاز   يهـا شـه يه قارچ از رياصول کخ جدا

  .ديگرد
ابتدا  PDAط يمح يپرگنه قارچ رو: مارگريب ييشناسا

روشن  ياج به رنگ کرم تا قهوهيد رنگ بوده و بتدريسف

انشعابات زاويه قائمه ها با قطرهاي متفاوت با سهير .شد
 يدر قاعده انشعابات فرورفتگي مشخص ـ. تا حاده بودند

ديده شد و ديواره عرضي كمي بالاتر از محل فرورفتگي 
هـاي مونيليوئيـد قـارچ    سـلول . شـد  ديـده در انشعابات 

هـاي سـاده و   هشکل بودند و به صورت زنجير يا بشکه
 .اي مشاهده گرديدنـد منشعب و به رنگ شفاف تا قهوه

 يدي ـلوئيمون يهاميكرومتر و قطر سلول ۵- ۹سه يقطر ر
 يآميـز بعـد از رنـگ  . کرومتر محاسبه شـد يم٩/١٣تا  ١١
هسته در هـر   ۷ تا ٣تعداد   اُها با محلول سافرانينسهير

سه مشاهده گرديد و بر همين اساس گونه ايـن  يسلول ر
  ).٢ شکل( ص داده شديتشخ  R. solani  جدايه

روش جفـت  قـارچ کـه از    يستوموزن گروه آناييدر تع
نامعلوم اسـتفاده شـد،    يهاهيمرجع با جدا يهاهيکردن جدا

 AG-2-2 يبـا گـروه آناسـتوموز    R. solaniگونـه مـذكور   
  .شناسايي گرديد

مربوطـه   يکيلـوژنت يص،  درخت فين تشخيد اييتأ يبرا
مـارگر  يب R. solaniن درخت قرابـت  يدر ا. دشم يهم ترس

  اســتاندارد يبــه گــروه آناســتوموزشــن يآو يــياه دارويــگ
 AG 2-2  ٣ شکل(مشخص است.(   

 ياهي ـگ يزايماريفاژ بيپل يهاقارچ از R. solaniقارچ 
بـالا   ييزايماريع، قدرت بيوس يزبانيداشتن دامنه م. باشديم

 ـار زين مقاومـت بس ـ يمناسب و همچن يميط اقليدر شرا اد ي
ط نامســاعد موجــب ين قــارچ در شــرايــا يهــااســکلروت

 يمـارگر ياهان به عنوان بياز گ ياريده است که در بسيگرد
ن قـارچ بـه عنـوان    يا ايدر سراسر دن. خطرناک مطرح شود

شـود کـه بـه    يمارگر خاک برد  مخرب محسوب م ـيک بي
از لحاظ . کنديره حمله ميت ٦٦از  ياهيگونه گ ٢٣٠ش از يب

ــونوم ــR. solani  يکيتاکسـ ــپلکس يـ ــه کمـ   ک گونـ
(R. solani species complex) يبـرا . شـود يمحسوب م ـ 

 AG-13تا  AG-1از  يمتعدد يآناستوموز يهان گونه گروهيا
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ــ  ــ  يمعرف ــه بعض ــت، ک ــده اس ــود دارا  يش ــا خ  ـا يشـکل جنس ـ . (Ogoshi 1987)اسـت   ييها رگروهيز ياز آنه   ن ي

                
                              a                                                                 b  

 

اه سالم، ين؛ گيمار، سمت راست خط نقطه چياه بيگ:  R.solaniتوسط  ييشن دناياهچه آويشه و طوقه گير يجاد شده روي، علائم اa. ۱شکل 
   اهيگ يريبوته م  ، b.نيسمت چپ خط نقطه چ

Fig. 1.  (a) Symptoms of R. solani root and crown rot in Thymus daenensis (right of dotted line) compared to healthy plants 
(left of dotted line). (b) Plant root rot. 

  

 
  

 ka2مارگر يه بيدر جدا يديلوئيمون يها، سلولc، تعداد هسته و bسه؛ ي، انشعابات رa .۲شکل 
Fig. 2. (a) hyphal branching; (b) multiple nuclei; (c) monilioid cells of pathogenic isolate ka2 . 

  
اسـت کـه بـه     Thanatephorus cucumeris Donkقـارچ  

 ـکنـد و از تجز يت در خـاک رشـد م ـ  يصورت سـاپروف  ه ي
ن گونـه  يات مهم اياز خصوص. استسلولز  يقو يهاکننده

، يش ـيسـه رو ير يهـا بودن سلول ياتوان به چند هستهيم
ــا  ــمت انته ــودن قس ــوان، ير ييمنشــعب ب ــه ج ــود س وج

 ـل ديمشـخص در قاعـده انشـعاب، تشـک     يفرورفتگ واره ي
ل اسکلروت کـاذب  ي، تشکيرفتگبالاتر از فرو يکم يعرض

ــد کنيو همچنـــ ــوديديـــن فاقـ ــاره نمـ ــودن آن اشـ   وم بـ

(Ogoshi 1987). شـن   ياه آوي ـتاکنون از گT. kotschyans 
ــام    ــه ن ــگ ب ــه زن ــه گون ــاس   ،Puccinia epithyum يه

P. menthae وP. serpylli ـاز ا  ران گـزارش شـده اسـت    ي
(Ershad 2009) .ن قارچ يهمچنLeveillula taurica  عامل

اســت  شــده ياه معرفــيــن گيــز از ايــن يدک ســطحيســف
(Khodaparast et al. 2008) .  يهـا نمونـه  ١٣٨٨در سـال 

شـرکت گـل    يياهان دارويشن از مزرعه گيخشک شده آو
شـه و  يه طوقـه و ر يرنگ در ناح ياعلائم قهوه يدارو دارا
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ه ي ـکه پوست ناحيشاخ و برگ بودند که هنگام يدگيخشک
   ای قهـوه کـاملا   يهـا شه آنها کنار زده شد بافـت يطوقه و ر

  

  

  
  

 اساس بر ن قارچياستاندارد از ا يگروه آناستوموز ۱۳و  ييشن دنايمارگر آويب  Rhizoctonia solani ka2 يکيلوژنتيف درخت ميترس .۳ شکل
تکرار  ۱۰۰۰با  (bootstrap) يو آزمون اعتبار سنج maximum parsimony روش کمک به يبوزمير DNAژنوم   ITSهيناح يتوال
  . شد در نظر گرفته out groupبه عنوان  R. cerealisقارچ . است

Fig. 3. A maximum parsimony tree, illustrating the estimated phylogenetic relationships between Rhizoctonia solani  ka2 of 
Thymus daenensis and 13 standard anastomosis groups, based on ITS region of rDNA sequencing. Bootstrap is tested on 
1000 repeats. R. cerealis was used as out group. 

  
، يرس ـبر يد که طيز مشاهده گرديافته نير رنگ ييشده و تغ

ــه ــاگون  Fusariumو  Phythophthora cryptogea يه

solani ــ يجداســاز  .Shafizadeh et al)شــد يو معرف

ن طبق يبه عمل آمده و همچن يهايبر اساس بررس. (2010
بـر   يمبن ـ يتاکنون گزارش ـ (Ershad 2009) ارشادفهرست 
ران موجــود يــدر ا ييشـن دنــا يآو يرو R. solaniوجـود  

 ـن گـزارش از وجـود ا  ينخسـت ن يبنابرا. باشد ينم ن قـارچ  ي
  .است ييشن دنايآو يرو

اهميت  شن دركشور ازيبا توجه به اينكه گياه دارويي آو
بـرده شـده نيـز    بالايي برخوردار است و عامل قـارچي نـام  

، زنـد يمستقيما بـه ريشـه و طوقـه ايـن گيـاه خسـارت م ـ      
كه راهكاري مناسب در جهت جلـوگيري از   ضرورت دارد
هـاي آلـوده بـه سـاير     عامل بيماري توسط نشاانتقال قارچ 

با جلوگيري از آبيـاري غرقـابي   . نقاط كشور انديشيده شود
از ميزان خسارت ايـن   يتوان مقداريز ميو كشت صحيح ن

با توجه به عـدم امكـان اسـتفاده از تركيبـات      .قارچ كاست
كش به خاطر مصارف دارويي اين گيـاه، بـه   شيميايي قارچ

Rhizoctonia solaniAG4 HG-II AB000006

Rhizoctonia solaniAG-4 AB000006.1 

Rhizoctonia solaniAG4 HG-1 AB000015.1 

Rhizoctonia solaniAG7 AB000003.1
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زا يمـار يبيولوژيك در كنترل عوامـل ب  هايكارگيري روش
ادامه اين تحقيق نيز پژوهشـي بـه    در. باشدحائز اهميت مي

لوس و يباس ـ عوامـل آنتاگونيسـت ماننـد    منظور اسـتفاده از 
 (Pseudomonads fluorescent)هاي فلورسنت دسودومونا
، در هسـتند شـن  ياه آوي ـست گيهمز يهايزوباکتريکه از ر

باشـد و اميـد   گر در حال بررسي ميجهت كنترل اين بيمار
  .است موثر واقع شود

 
  يسپاسگزار

ــات ا ــبودجــه و امکان ق از محــل طــرح شــماره يــن تحقي
د يدانشـگاه شـه   يو فنـاور  يمعاونـت پژوهش ـ  ١٥١٩/٦٠٠

 يم يـر و قدردانـه تشکـليوسنـين شده که بديمتأ يبهشت
 يدکتـر محمـود   ياز جناب آقـا  نيهمچن نگارندگان. شود

خاطر هه نهال و بذر بيقات اصلاح و تهيسسه تحقمعاون مو
کمـال   ياستاندارد آناسـتوموز  يهاهيه جدايدر ته يهمکار

  .تشکر را دارند
  

  منابع
 يســيمــتن انگل) 111-109(جهــت ملاحظــه بــه صــفحات 

 .مراجعه شود

  


