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 چکیده

از جمله آفات مهمي است که مر ساله عملکرد علوفه گیاه يونجه را تحت تأثیر  Hypera postica Gyllسرخرطومي برگ يونجه 

نتايج ژنوتیپ حاصل از  16بیوز و تحمل زنوز، آنتيبرد. در اين مطالعه سازوکارمای آنتيکامل از بین مي طوربهقرار داده و چین اول آن را 

در قالب طرح کاملاً  1393درجه سلسیوس در فروردين و ارديبهشت  27تا  18روز بین با نوسان دمای شبانه خانهای در گلغربال مزرعه

مای مختلف با ما در ژنوتیپمای بیان شده و تفاوت بیان آنچنین میزان پروتئینتصادفي و با چهار تکرار مورد بررسي قرار گرفت. مم

شده مورد ما با تعداد لارومای سرخرطومي جلب، تراکم تريکوم و میزان کلروفیل برگ و نیز ارتباط آنSDS-PAGEاز روش استفاده 

از  SDS-PAGEعدی بُی حاصل از مطالعات الکتروفورز يکماای و دادهبین صفات گلخانه بستگيممارزيابي قرار گرفت. برای تشخیص 

مای مورد نشد. ژنوتیپمشامده مای مولکولي انه و دادهخگیری در گلداری بین صفات مورد اندازهمعني يبستگممآزمون مانتل استفاده شد. 

در اين میان،  بندی شدند.حساس و حساس دستهدر سه خوشه مقاوم، نیمه Wardسله مراتبي اساس تمام صفات به روش سللعه برمطا

ت به لارو مای دارای پتانسیل مقاومژنوتیپ عنوانبهتوانند يم "108کدی " و "106ممداني "، "2تالنت "، "بميمحلي"مای ژنوتیپ

 مورد بررسي قرار گیرند. بیشترمای تکمیلي، نظر قرار گرفته و در آزمونسرخرطومي برگ يونجه مد

 SDS-PAGEعدی بُکيبیوز، سازوکار تحمل، سرخرطومي برگ يونجه، الکتروفورز زنوز، سازوکار آنتيسازوکار آنتي واژگان کلیدی:

Abstract 

The alfalfa weevil (Hypera postica Gyll) is a serious pest that adversely affects alfalfa forage yield and 

completely destroys the harvest in the early season every year. In this study, we evaluated the mechanisms of 

antixenosis, antibiosis and tolerance of 16 genotypes obtained from the screening field, between 18 and 27 °C in 
April and May 2014 in a completely randomized design with four replications at the greenhouse condition. The 

rate of expressed proteins and their differences within genotypes were analyzed using SDS-PAGE method. The 

trichome density and leaf chlorophyll content and their impact on the quantity of weevil larvae were evaluated. 
We used Mantel test to determine the correlation between greenhouse features and data from one-dimensional 

SDS-PAGE electrophoresis. No significant correlation was observed between the traits in the greenhouse and 

molecular data. Using ward method, the studied genotypes were divided into three groups: resistant, moderately 
susceptible and susceptible. The genotypes "Mahali-Bami", "Talents 2"," Hamadani 106" and "code 108" can be 

further investigated in the future for their potential resistance to alfalfa weevil larvae. 

Key word: Antixenosis mechanism, Antibiosis mechanism, Tolerance mechanisms, Alfalfa weevil, One-
dimensional SDS-PAGE electrophoresis 

 

 مقدمه

با سطح  (.Medicago sativa Lگیاه يونجه )

ترين از مهم يکي میلیون مکتار در ايران 65/0کشت زير

علت دارا بودن رود که بهشمار ميای بهگیامان علوفه

ما و امینترکیباتي مانند پروتئین، مواد معدني، انواع ويت

مای ثانويه نظیر ساپونین، برتری خاصي برخي متابولیت

. (Zareet al., 2009)ای دارد نسبت به ساير گیامان علوفه

مای زيستي يونجه در مناطق مطالعه راجع به جنبه

ربوط به خاستگاه آن طبق مطالعات آمايش سرزمین م

اممیت است؛ چرا که بخش کشاورزی، ضروری و با
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جود دارد که ايران ناحیه مرکزی خاستگاه اجماع کلي و

 باشد. ولیکن اممیت، وفور وجغرافیايي يونجه مي

جمله استان ممدان پراکنش آن در منطقه غرب کشور از

(. Kakaei & Mazaheri-Laghab, 2014حائز اممیت است )

ای در استان ممدان از اولويت زراعت گیامان علوفه

در اغلب نقاط  ماخاصي برخوردار بوده و کشت آن

استان رايج و سطح وسیعي از اراضي زراعي به کشت و 

تولید يونجه اختصاص يافته است. در اين میان، 

يکي از  Hypera postica Gyllسرخرطومي برگ يونجه 

وب آفات کلیدی و عوامل محدودکننده يونجه محس

توجهي به مزارع شود که مر ساله خسارت قابلمي

د. اين آفت در مراحل مختلف کنکشت يونجه وارد مي

کند، ولي خسارت لاروی و بلوغ از يونجه تغذيه مي

عمده آن مربوط به لارومای سنین سوم و چهارم 

ترين روش کنترل اين باشد. مبارزه شیمیايي متداولمي

آفت است، ولي بهتر است در کنار استفاده از سموم 

 مای مديريتي نیز در کنترل اينشیمیايي، ساير روش

 (. Khanjani, 2009آفت مدّنظر قرار گیرد )

ترين مای مقاوم يکي از مطمئناستفاده از ژنوتپ

 مای کنترلي بوده و برای کشاورزان روش

 مزينه است کم ای مطمئن ودر حکم بیمه

(Seyyedi-Sahebari, 2007عمده .) ترين مزيت کشت

مای يافتن میزان مزينهگیامان مقاوم به حشرات کامش

مای کنترل حشرات يا لید است؛ زيرا مقداری از مزينهتو

با کاشت بذر يا کلون مقاوم صرفه ماتمامي اين مزينه

که تولید و ازآنجايي (.Smith, 1989شود )مي جويي

مای مقاوم به آفات، روشي اساسي استفاده از ژنوتیپ

يابي مای کنترل آفات است، دستساير روش نسبت به

 باشد يادی برخوردار ميبه آن از اممیت ز

(Khanjani, 2009.)  مقاومت به  منظوربهغربال ارقام

نژادی اغلب مای بهما، در برنامهآفات و بیماری

محصولات کشاورزی از اممیت شاياني برخوردار بوده 

گیرد. بر اين و در بیشتر کشورما مورد توجه قرار مي

نژادی به مایاساس، لزوم پرداختن به اين امر در برنامه

يونجه در کشور و به ويژه در استان ممدان روشن 

 گردد. مي

مای اولیه مرتبط با ما از جمله متابولیتپروتئین

يابي حشرات آفت مستند که در ايجاد سازوکار میزبان

. يکي از روش(Smith, 1989)زنوز گیاه نقش دارند آنتي

مای ژل ستفاده ازما امای بررسي بیان پروتئین

حضور باند روفورز است که طي آن حضور يا عدمکتال

 ی مختلف و يا در شرايط ماپروتئین در ژنوتیپ

 گیرد تنش مورد مقايسه قرار ميتنش و عدم

(Naghavi et al., 2007 چندين گروه پروتئین دفاعي در .)

. اين (Bowers, 1980)گیامان مشخص شده است 

ه يا در واکنش ما پس از واردآمدن آسیب به گیاپروتئین

يابند. مای گیامي تجمع ميبه حمله آفات در بافت

صورت مای دفاعي گیامي فقط بهبرخي از پروتئین

که حاليشوند، درعي در محل زخم تولید ميموض

مای سیستمیک ديگری منجر به توزيع و تجمع واکنش

مای شود. پروتئینما در سرتاسر گیاه مياين پروتئین

 مای پروتئیناز و آمیلاز نده آنزيمگیامي که بازدار

 مای گیامي که برای طور لکتینمستند و ممین

مای بشره مخاطي روده آفت سمي مستند، توانايي سلول

 محافظت از گیامان را در برابر حشرات دارا مستند 

(Kafie & Mahdavi Damghani, 2007 .) 

با تکمیل مطالعات مربوط به پارامترمای مقاومت 

بندی اطلاعات شايد بتوان به اين آفت و جمع يونجه

مای مختلف مايي ابتدايي در مورد نقش ژنوتیپقدم

به تصوير  سرخرطومي برگ يونجهنسبت به  يونجه

 کشید و گامي برای مديريت اين آفت مهم برداشت.

 مدف از اين مطالعه بررسي سازوکارمای مقاومتي 

مای يونجه و بیوز و تحمل برخي ژنوتیپزنوز، آنتيآنتي

 منظوربهمای با مقاومت نسبي بالاتر شناسايي ژنوتیپ
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مای مديريت تلفیقي ما در برنامهاستفاده کاربردی از آن

 چنین تعیین سرخرطومي برگ يونجه است. مم

نژادی با کمک مای مطلوب برای امداف بهژنوتیپ

 ماپروتئین بعدیيکتکنیک الکتروفورز 
 (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

)PAGE).-electrophoresis (SDS – ترکیبات  عنوانبه

و بررسي ارتباط بیان  -حاصل از متابولیسم اولیه گیاه

 ما با مقاومت از امداف ديگر اين مطالعه است.پروتئین

 

 هامواد و روش

، "لاداک"ژنوتیپ يونجه شامل  16در اين مطالعه 

، "بميمحلي"، "42 رشتف"، "54 ممداني"، "ورنال"

، "يزدی"، "106 ممداني"، "108کدی "، "ممداني"

، "25 محلات"، "811utece"، "2تالنت "، "ناراگامت"

از بین  "رينالي"و  "43فیض "، "99سفیدبوران قزوين "

پلاسم يونجه در مزرعه ژنوتیپ موجود در ژرم 150

 سینا، غربال شده و در دوتحقیقاتي دانشگاه بوعلي -علمي

 ای و آزمايشگامي مورد استفاده قرار گرفتند.بخش گلخانه

بازديدما از مزرعه تحقیقاتي  ای:بخش گلخانه

دلیل هيونجه برای دستیابي به لارومای سن سوم آفت )ب

ين خسارت را بیشترمای سه و چهار آفت اينکه سن

( از لارومای سن سوم Khanjani, 2009کنند )ايجاد مي

و اوايل فروردين  1392ند واخر اسف، در ااستفاده شد(

بدين .بار انجام شدصورت مر سه روز يکبه 1393

تصادفي از  طوربه، عمل تورزني در مر بازديد منظور

نقاط مختلف مزرعه انجام شد. لارومای سن سوم آفت 

 سپس به آزمايشگاه انتقال داده شدند.

، (Antixenosis) زنوزکار آنتي و بررسي ساز منظوربه

روز بین سینا با نوسان دمای شبانهدر گلخانه دانشگاه بوعلي

 1393درجه سلسیوس در فروردين و ارديبهشت  27تا  18

در قالب طرح کاملًا تصادفي و با چهار تکرار مورد بررسي 

مای مورد مطالعه در پیرامون يک ژنوتیپ قرار گرفت.

  90 30 بزرگ به شکل دايره و به ابعاد گلدان بسیار

متر از مم کشت شدند. سانتي 25قطر( با فاصله  ارتفاع )

ر ما با استفاده از نشانگرمای پلاستیکي دشماره ژنوتیپ

ای که گیامان دو مفتهکنار مر ژنوتیپ مشخص شد. زماني

بوده و از نظر ارتفاع و میزان رشد يکنواخت شدند، 

گ عدد در وسط گلدان بزر 50لارومای سن سوم به تعداد 

مای وسیله استوانهما بهزی شده و سپس گلدانرماسا

معیت حشرات تا توری با مش مناسب محبوس شدند. ج

که ژنوتیپ حساس خسارت شديد ديده يا جمعیت زماني

داری شد. پس از بالايي از حشره روی آن تجمع يابد، نگه

ساعت تعداد لارو مستقر شده روی مر  9و  6، 3گذشت 

بررسي ارتباط اين  منظوربهین چنژنوتیپ يادداشت شد. مم

مای فیزيولوژيک و مورفولوژيک سازوکار با برخي ويژگي

ای موجود در غده (Trichomes)مای کرکيونجه، تراکم 

مای مورد مطالعه يونجه با برگ ژنوتیپ

متر مربع، میلي 10و  5استريومیکروسکوپ و واحدمای 

از مر ، وهعلابهبرای مر ژنوتیپ در سه تکرار محاسبه شد. 

تصادفي انتخاب شده و با استفاده  طوربهبرگ  10ژنوتیپ 

ساخت کشور ژاپن، میزان  SPADسنج از دستگاه کلروفیل

گیری شد. رگ مر ژنوتیپ اندازهکلروفیل موجود در ب

وسیله لارومای سن میزان آسیب وارد شده بهنهايت در

 بندی عیني سوم سرخرطومي با روش درجه

دادن از عدد صفر تا نه  از طريق نمرهای( و )مشامده

(Samerz & Lehman, 1976)  .تعیین گرديد 

 8نیز ( Antibiosis)بیوز بررسي سازوکار آنتي منظوربه

سانتي 20عدد بذر از مر ژنوتیپ در گلداني با قطر دمانه 

کود حیواني پوسیده و  متر که با مخلوط خاک زراعي،

کشت گرديد. زماني  ماسه به نسبت مساوی پر شده بود،

سیله قیچي ورسیدند، بهمتری سانتي 15طول ما بهکه ساقه

از کف بريده شده و به آزمايشگاه منتقل شدند. از مر 

ساقه انتهايي برش داده شد و داخل  4ژنوتیپ، تعداد 

متر قرار داده شدند. قسمت سانتي 15ظروف پتری با قطر 
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ورت نیاز روزانه برش با پنبه مرطوب پوشانده شد و در ص

لارو سن سوم پس از توزين اولیه  7شد. سپس آبفشاني مي

گرم، با استفاده  0001/0حساس با دقت  ANDبا ترازوی 

موی نرم ابريشمي در مر پتری قرار داده شد. پس از از قلم

اندازی نکرده گذشت چهار روز که منوز لاروما پوست

لاروما  میروند و در سن سوم بودند، میزان مرگبود

گیری شد. شاخص ما مجدداً اندازهيادداشت و وزن آن

مقاومت برای مر ژنوتیپ با استفاده از نسبت میانگین وزن 

لارومای زنده در پايان آزمايش به میانگین وزن لارومای 

 زنده در ابتدای آزمايش، محاسبه شد 

(Seyyedi-Sahebari, 2007 بر اين اساس، شاخص معادل .)

مای صه وجود حساسیت متوسط و شاخدمندنشان 1

گر حساسیت زياد و ترتیب نمايانبه 1تر از بالاتر و پايین

 ما تلقي شدند.مقاومت ژنوتیپ

نیز، ( Tolerance)بررسي سازوکار تحمل  منظوربه

بهگیامچه  5بذر از مر ژنوتیپ کشت و تعداد  10تعداد 

یه ما نگه داشته شده و بقيکنواخت در تمام گلدان طور

لارو سن  20مای غیرشامد با حذف شدند. سپس گلدان

وسیله بدون رماسازی لارو به مای شامدسوم و گلدان

در طول مدت مای توری پوشانده شدند. استوانه

 مایازای تعداد معیني از گیامچهآزمايش تعداد لارو به

ما مر منظور گیامچهيونجه ثابت نگه داشته شد و بدين

ترين که حساساين آزمايش تا زماني کنترل شدند.روز 

ژنوتیپ کامش رشد محسوسي نشان دمد، ادامه يافت. 

مای آلوده و شامد تمامي گلدانمای يونجه سپس ساقه

ما تر و خشک آنبر و وزن وسیله قیچي باغباني کفبه

گیری شد. در نهايت با استفاده از ترازوی حساس اندازه

اساس نسبت برژنوتیپ شاخص تحمّل برای مر 

 عملکرد گیامان آلوده به شامد، محاسبه گرديد.

گرم از برگ میلي 200ابتدا  بخش آزمایشگاهی:

 مای يونجه طي مراحل آلوده و شامد، درژنوتیپ

ديد. حضور نیتروژن مايع و در ماون چیني پودر گر

و  %10اسید کلرواستیکسپس به آن بافر استخراج تری

پس  م زده شدند.مبهبار  استون اضافه گرديد و چندين

مدت يک ساعت ده بهدست آمهاز قرار دادن مخلوط ب

ما، درجه سلسیوس و رسوب پروتئین -20در دمای 

رجه د 4دار )با دمای ما به سانتريفیوژ يخچالنمونه

  دقیقه با دور 15مدت سلسیوس( انتقال داده شد و به

 g14000 ( 70سانتريفیوژ شدند. محلول شستشو  

 100با استون به حجم  DTT( Dithiothreitol)گرم ليمی

ب، اضافه مانده در میکروتیولیتر( به رسوب باقيمیلي

دقیقه در  20مدت آمده به دستهگرديد. سوسپانسیون ب

درجه سلسیوس قرار گرفتند تا  -20يخچالي با دمای 

کامل رسوب  طوربهمای موجود در میکروتیوب پروتئین

ما دو تا سه يک از ژنوتیپ رای مرکنند. اين عمل ب

مرتبه )بسته به میزان آلودگي غیرپروتئیني( تکرار شد و 

مای پروتئیني در دمای آزمايشگاه خشک نهايتاً نمونه

 بافر نمونه  μl  500پس از اين مرحله،شد. 

(Lysis buffer  =Sample buffer ) ،شامل اوره 

 PMSFآب دوبار تقطیر، تريس، تیواوره،

(Phenylmethylsulfonyl fluoride)  وDDT  بهmg 100  از

 2مدت ر مر لوله اضافه شد. سپس بهشده دپودر خشک

 داری و چندين بار ورتکسساعت در دمای اتاق نگه

دقیقه در  20مدت گرديد. پس از آن، مخلوط حاصل به

سانتريفیوژ شد. در اين   g12000  دمای اتاق و دور

سوبات دور ريخته شد. از مرحله مايع رويي جدا و ر

محلول روئي برای مطالعه سنجش پروتئین )الگوی 

مای کل( استفاده الکتروفورزی و مقدار کمي پروتئین

 گرديد که سنجش پروتئین با استفاده از روش 

Bradford (1976)  .انجام شد 

 در اين تحقیق برای الکتروفورز پروتئین 

روفورز در )الکت SDS-PAGEبافت برگ يونجه از روش 

آمید در حضور سديم دو دسیل سولفات( اکريلژل پلي

 5کننده درصد و ژل متراکم 5/12کننده و در ژل جدا
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 با بعضي  Laemmli (1970)درصد به روش 

ما با استفاده از آمیزی ژلتغییرات استفاده شد. رنگ

مای از پروتئین انجام گرفت. R-250بلو کوماسي

کیلودالتون(، آلبومین گاوی  78) اوترانسفريناستاندارد 

اکتینیدين  کیلودالتون(، 45کیلودالتون(، اوآلبومین ) 66)

کیلودالتون( و  18لاکتوگلوبولین )-کیلودالتون(، بتا 29)

 نشانگر در ژل  عنوانبهکیلودالتون(  14لیزوزيم )

 استفاده شد.

ای پس از ي حاصل از بخش گلخانهمای کمّداده

طرفه آنووا ا آزمون تجزيه واريانس يکلازم، بمای تبديل

(One-way ANOVA )لیل قرار گرفتند. مورد تجزيه و تح

دار به روش صورت مشامده اختلاف معنيتیمارما در

 افزار با استفاده از نرم( Tuckey-b)بي -توکي

SPSS Ver 15 مای مورد مطالعه بندی شدند. ژنوتیپگروه

 مای م شاخصيونجه در نهايت با استفاده از تما

 Ward (1963)شده به روش سلسسله مراتبي گیریاندازه

بندی شدند. در بخش مولکولي نیز جايگاه مر يک خوشه

ما طريق حرکت نسبي آن از باندمای پروتئیني روی ژل از

اساس صورت اعداد کمي بیان گرديد. برمشخص و به

صفر( در  وجود )عدد يک( يا عدم وجود مر باند )عدد

 ما و متغیرما طرفه ژنوتیپمختلف، ماتريس دو فواصل

اساس ضريب تشابه برای دست آمد. تجزيه خوشههب

 NTSYSافزاربا کمک نرم UPGMAجاکارد و از آزمون 

pc-2.02   و از روش تجزيه به محورمای اصلي برای

تفسیر ماتريس فاصله ژنتیکي استفاده شد. بعد از تجزيه 

 سب دندروگرام با ای جهت آزمون برازش مناخوشه

مای کیفي، ماتريس کوفنتیک محاسبه گرديد. جهت داده

مای بین دندروگرام بستگيممتشخیص رابطه میزان 

ديگر از ای با مممای نشانگری و گلخانهحاصل از داده

 افزار کمک نرمبه (Mantel, 1967)آزمون مانتل 

xlstat 2015  .استفاده گرديد 

 

 نتایج

ج تجزيه واريانس بین تعداد نتاي: زنوزآنتی

شده پس از  ی جلبلارومای سرخرطومي برگ يونجه

 ، = 0001/0Pداری نشان داد )ساعت اختلاف معني 3

15df =   364/5وF =  ،ين میانگین بیشتر(. در اين زمان

تعداد لارو روی ژنوتیپ يزدی و ناراگامت )با میانگین 

 تیپژنو روی آن مقدار ينکمتر و( 50/5 ± 866/0

( به 25/0 ± 0250/0)با میانگین 99وران قزوين سفیدب

چنین بین میانگین تعداد (. مم1ثبت رسید )جدول 

ساعت نیز  6لارومای سرخرطومي برگ يونجه پس از 

دار مشامده مای مختلف يونجه اختلاف معنيدر ژنوتیپ

ی که طوربه(.  = 109/11Fو   = 0001/0P = ، 15dfشد )

مای ژنوتیپ رو جلب شده مربوط بهين تعداد لاتربیش

و  6 ± 408/0ترتیب با میانگین )به 25يزدی و محلات 

ين تعداد آن مربوط به ژنوتیپ کمتر( و 50/5 ± 645/0

(. 1بود )جدول  (5/0 ± 288/0بمي )با میانگین يمحل

داری بین چنین اختلاف معنينتايج اين مطالعه مم

ر تعداد لارومای جه از نظمای مختلف گیاه يونژنوتیپ

 ساعت از شروع آزمون نشان داد  9شده پس از  جلب

(0001/0P = ، 15df =   208/12وF =  که طي آن )

ين بیشتر( 25/6 ± 478/0ژنوتیپ يزدی )با میانگین 

 )با میانگین 99بوران قزوين مقدار و ژنوتیپ سفید

(. 1را دارا بودند )جدول ين مقدار کمتر (5/0 ± 05/0

ين میانگین تعداد لاروما کمترين و بیشترنیز، در مجموع 

 99بوران قزوين و سفیدمای يزدی یپترتیب در ژنوتبه

 (. = 843/19Fو   = 0001/0P = ، 15df) مشامده شد

مای حاصل از مقايسه میانگین تراکم کرک داده

مای مورد مطالعه يونجه، نوتیپموجود در پشت برگ ژ

 دار بودند نظر آماری دارای اختلاف معنياز

(0001/0P = ، 15df =   269/87وF = ) نتايج نشان داد .

ين میانگین تراکم کرک را ژنوتیپ ممداني بیشترکه 

ين آن را کمتر( و 261 ± 358/4)با میانگین  54
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( دارا 33/52 ± 565/6)با میانگین  ممدانيژنوتیپ 

  (.2بودند )جدول 

لعه مای مورد مطاژنوتیپبین میزان کلروفیل برگ 

داری مشامده شد نظر آماری اختلاف معنييونجه از

(0001/0P = ، 15df =   114/5وF = ) ژنوتیپ ممداني .

ين و ژنوتیپ بیشتر( 85/60 ± 095/1)با میانگین  106

 میزان ينکمتر( 75/39 ± 007/4)با میانگین  54ممداني 

 (. 2 جدول) بودند دارا را برگ کلروفیل

  يونجه مایژنوتیپ بآسی درصد میانگین مقايسه

(0001/0P = ، 15df =   023/6وF = )  نشان داد که

ين درصد بیشتر( دارای 75 ± 5 )با میانگین يزدیژنوتیپ 

 دارای( 50/12 ± 5/2آسیب و ژنوتیپ رينالي )با میانگین

 .(2)جدول  بودند آفت به آسیب درصد ينکمتر

داری بین تراکم تريکوم برگ معني بستگيمممیچ 

 مای بادمجان و درصد آسیب مشامده نشد. تیپژنو

دار و مثبت بین میزان کلروفیل معني بستگيمميک اما 

 ( به ثبت رسید.553/0)برگ و درصد آسیب 

بررسییي مقییادير شییاخص مقاومییت  بیههوز:آنتههی

محلیي، 54مای ممیداني د که ژنوتیپبیوز نشان داآنتي

 ترتییب بیا شیاخص)به 106و ممداني  108بمي، کدی 

( دارای مقاومیییت 66/0و  68/0، 97/0، 9/0بییییوز آنتي

بیوز بالاتر ما )با شاخص آنتينسبي مستند. ساير ژنوتیپ

( از حساسیییت بییالايي برخییوردار بییوده و ايیین 1از 

از سیاير  بیشیتر811utece  ويژه در ژنوتییپحساسیت به

ومییر ين درصید مرگبیشیتر(. 3ما بود )جیدول ژنوتیپ

و  108کییدی مییای ر ژنوتیپلارومییای سییرخرطومي د

ومییر ين مقیدار درصید مرگکمترلاداک مشامده شد و 

 (. 3 مربوط به ژنوتیپ ناراگامت بود )جدول

 

زنیوز ژنوتیپ يونجه مورد مطالعه طي بررسي سازوکار آنتي 16شده روی  تعداد لارومای سرخرطومي برگ مستقر -1جدول 

 .ایدر شرايط گلخانه

Table 1. Number of weevil larvae settled on the 16 studied alfalfa genotypes under greenhouse conditions during the 

study mechanism antixenosis. 

 
Mean ± Standard Error 

Genotype Row 
Total After 9 hour,s After 6 hour,s After 3 hour,s 

1.33 ± 0.235 gh      1 ± 0.408 g-i      2 ± 0.408 def      1 ± 0.408 de Ladak 1 

     2 ± 0.136 fg 0.75 ± 0.478 hi   3.5 ± 0.288 bcd 1.75 ± 0.478 cde Vernal 2 

1.58 ± 0.284 gh 1.25 ± 0.478 f-i 1.25 ± 0.478 ef 2.25 ± 0.478 cde Hamedani 54 3 

2.33 ± 0.192 efg   2.5 ± 0.655 c-f  1.55 ± 0.288 ef      3 ± 0.408 bcd Tafresh 42 4 

1.91 ± 0.083 fg   2.5 ± 0.25 d-g   0.5 ± 0.288 f      3 ± 0.408 bcd Mahali- Bami 5 

3.58 ± 0.416 cd      1 ± 0.408 g-i      5 ± 0.408 ab 4.75 ± 0.853 ab Hamedani 87 6 

2.91 ± 0.25 def      3 ± 0.408 b-d   4.5 ± 0.645 abc 1.25 ± 0.25 de Kodi 108 7 

1.75 ± 0.159 g   2.5 ± 0.288 c-f      1 ± 0.408 ef 1.75 ± 0.478 cde Hamedani 106 8 

5.91 ± 0.284 a 6.25 ± 0.478 a      6 ± 0.408 a   5.5 ± 0.866 a Yazdi 9 

4.66 ± 0.593 b      4 ± 0.408 b   4.5 ± 0.645 abc   5.5 ± 1.707 a Naragamet 10 

2.83 ± 0.419 def   1.5 ± 0.288 e-i 3.25 ± 0.478 cd 3.75 ± 0.75 abc Talent 2 11 

2.33 ± 0.43 efg      2 ± 0.707 d-h   2.5 ± 0.288 de   2.5 ± 0.645 de 811utece 12 

4.41 ± 0.159 bc 3.75 ± 0.25 bc   5.5 ± 0.645 a      4 ± 0.408 abc Mahalat 25 13 

0.66 ± 0.471 h   0.5 ± 0.05 i 1.25 ± 0.946 ef 0.25 ± 0.025 e Sefeedbouran-Ghazvin 99 14 

4.75 ± 0.369 b      4 ± 0.408 b   4.5 ± 0.288 abc 5.75 ± 1.30 a Faze 43 15 

3.33 ± 0.235 de 2.75 ± 0.25 b-e 3.25 ± 0.853 cd      4 ± 0.912 a Reinaly 16 

 (.Tukey-b (p < 0.01)باشد )ما ميدار بین میانگیندمنده اختلاف معنيحروف غیرمشابه در مر ستون نشان
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  .ژنوتیپ مورد مطالعه يونجه 16مقايسه میانگین تراکم کرک موجود در پشت برگ، میزان کلروفیل و درصد آسیب  -2جدول 

Table 2. Comparison of mean trichome density on the leaves, chlorophyll content and percent injuried of the studied 16 

alfalfa genotypes. 

 

Mean ± Standard Error 
Genotype Row 

injury Percent chlorophyll content Trichum density 
     25 ± 7.35 cde 46.32 ± 5.319 d-g 137.33 ± 3.48 bcd Ladak 1 

38.75 ± 4.26 bc 44.47 ± 4.010 e-g        85 ± 1 de Vernal 2 
  17.5 ± 2.5 de 39.75 ± 4.007 g      261 ± 4.358 a Hamedani 54 3 
     25 ± 6.45 cde 47.92 ± 0.634 c-g 168.33 ± 6.565 bcd Tafresh 42 4 
41.25 ± 8.26 bc   57.2 ± 1.067 a-c 116.33 ± 4.055 cde Mahali- Bami 5 
36.25 ± 5.54 bcd 57.17 ± 1.142 a-c   52.33 ± 6.565 e Hamedani 87 6 
     40 ± 7.07 bc   54.3 ± 1.926 a-d      112 ± 8.504 cde Kodi 108 7 
  22.5 ± 7.5 cde 60.85 ± 1.095 a      170 ± 2.645 be Hamedani 106 8 
     75 ± 5 a 58.42 ± 3.811 ab 118.67 ± 5.925 cde Yazdi 9 
     30 ± 7.07 cde 54.22 ± 0.597 a-d 158.33 ± 8.171 bcd Naragamet 10 
  37.5 ± 4.78 bcd 52.37 ± 1.144 a-e      134 ± 7.549 bcde Talent 2 11 
  42.5 ± 6.29 bc 52.42 ± 0.645 a-e 208.33 ± 5.487 ab 811utece 12 
  52.5 ± 7.5 b 57.42 ± 3.702 ab      126 ± 6.082 bcde Mahalat 25 13 
     25 ± 5 cde 49.87 ± 2.385 b-e 173.33 ± 4.33 bc Sefeedbouran-Ghazvin 99 14 
31.25 ± 6.57 cde   42.9 ± 4.341 fg      103 ± 0.577 cde Faze 43 15 
  12.5 ± 2.5 e   44.5 ± 1.69 e-g      108 ± 0.577 Reinaly 16 

 (.Tukey-b (p < 0.01)باشد )ما ميدار بین میانگیندمنده اختلاف معنيتون نشانحروف غیرمشابه در مر س

 

 .ایمورد مطالعه يونجه در شرايط گلخانه ژنوتیپ 16 میرودرصد مرگ بیوز و تحمل وشاخص مقاومت سازوکار آنتي -3جدول 
Table 3. Resistance index of antibiosis and tolerance mechanism and mortality rate of 16 studied alfalfa genotypes under 

greenhouse conditions. 

 

Index of tolerance Mortality rate  Index of antibiosis Genotype Row 
0.69 14.28 1.30 Ladak 1 

0.64 10.71 1.30 Vernal 2 
0.70 3.57 0.9 Hamedani 54 3 
1 3.57 1.25 Tafresh 42 4 
1.48 10.71 0.97 Mahali- Bami 5 
0.27 3.57 1.25 Hamedani 87 6 
1.33 17.85 0.68 Kodi 108 7 
0.64 14.28 0.66 Hamedani 106 8 
1.02 7.14 1.03 Yazdi 9 
0.70 0 1.2 Naragamet 10 
0.83 3.57 1.35 Talent 2 11 
0.55 7.14 1.8 811utece 12 
0.61 7.14 1.4 Mahalat 25 13 
0.81 3.57 1.3 Sefeedbouran- Ghazvin 99 14 
0.38 3.57 1.37 Faze 43 15 
0.31 10.71 1.6 Reinaly 16 

 

بررسي شیاخص تحمیل و وزن خشیک و  تحمل:

میای مای مورد مطالعه نشان داد کیه ژنوتیپتر ژنوتیپ

، 106، ممیداني 87، ممیداني 54لاداک، ورنال، ممداني 

 43ينیالي و فییض ، ر25، محیلات 811uteceناراگامت، 

میای آلیوده ای در گلیدانکامش عملکرد قابل ملاحظیه

(. در 3انید )جیدول داشیتهمیای سیالم نسبت به گلیدان

مییای مییای آلییوده متعلییق بییه ژنوتیپکییه گلییدانحییالي

کامش  108و کدی  106 ، ممداني99سفیدبوران قزوين

 اند. گیری نداشتهعملکرد چشم
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مییای حاصییل از ، ب، ج و د( ژل)الییف 2شییکل 

ژنوتیپ مورد مطالعه يونجه را  16بعدی الکتروفورز يک

تغذيه سرخرطومي برگ يونجیه عدم در شرايط تغذيه و

 دمد. نشان مي

کارمای مییای کیفییي سییازودنییدروگرام حاصییل از داده

اساس حضور يا عدم حضور بانیدمای پروتئینیي ای برگلخانه

r = 92/0يب کوفنتیک مطلوب و ضريب تشابه جاکارد با ضر

دست آمد. خیط برشیي دنیدروگرام در هب 2صورت شکل به 

میا در سیه اسیاس آن ژنوتیپبر رسم گرديید و 35/0مقیاس

مییای لاداک، رينییالي، بندی شییدند. ژنوتیپگییروه خوشییه

بمي )بیهو محلي 43، فیض 42، تفرش 54داني ممداني، مم

( در خوشییه 5و  15، 4، 3، 6، 16، 1مای ترتیییب بییا شییماره

میای ( در خوشه دوم و ژنوتیپ2ورنال )شماره  اول، ژنوتیپ

، 2، يیییزدی، تالنیییت 811utece، 106، ممیییداني 108کیییدی 

ترتییب بیا )به 25و محلات  99بوران قزوين ناراگامت، سفید

( در خوشیه سیوم 13و  14، 10، 11، 9، 12، 8، 7مایشماره

میای توسیط داده میا نییزقرار گرفتند. تشابه ژنتیکیي ژنوتیپ

اساس ضريب تشابه جاکیارد ای برکارمای گلخانهکیفي سازو

میای ين شیبامت بیین ژنوتیپبیشیترمتغیر بیود.  1تا  1/0از 

و  108، لاداک و رينییالي، کییدی 42و تفییرش  54ممییداني 

، 811uteceو  106و يییزدی، ممییداني  106يییزدی، ممییداني 

ودار مشییامده شیید. نتییايج حاصییل از نمیی 811uteceيییزدی و 

ای با نتايج حاصل از ماتريس ضیرايب تشیابه جاکیارد خوشه

باشید. سو بودنید کیه میورد انتظیار ميدر انطباق با مم و مم

 بسیتگيمیمبررسیي  منظیوربهآزمون مانتل نشانگر پروتئیني 

مای مولکیولي حاصیل از ای و دادهخانهمای گلپیرسون داده

ه شیده اسیت. نشیان داد 3در شیکل  میا،الکتروفورز پروتئین

 r(AB) ns = - 0.050 ،p-value (Twoاسیاس ايین آزمیون )بر

tailed) = 0.628  وAlpha = 0.05 داری معنیي بسیتگيمم( میچ

 ما مشامده نشد. بین اين داده
 

 
، رينالي، لاداک، 42 )تفرش -الفيونجه. مای باندمای پروتئیني حاصل از الکتروفورز پروتئین برگ ژنوتیپ -1شکل 

، 43 ، فیضLutece 81)يزدی،  -(، ج54 ، ناراگامت، ممداني، ممداني108 )کدی -ب (،99دبوران قزوين سفی

 (. 25 بمي، محلات، ورنال، محلي2)تالنت -( و د106 ممداني
Fig. 1  . Protein patterns of alfalfa genotypes leaf protein electrophoresis (a) (Tafresh42, Reinaly, Ladak, Sefeedbouran- 

Ghazvin 99), B (kodi108, Naragamet, Hamadani, Hamadani54), C (Yazdi, Lutece 81, Faze43, Hamadani106) and 

(d) (Talent2, Vernal, Mahali-Bami, Mahalat25).  
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ه براسیاس ژنوتییپ میورد مطالعیه يونجی 16ای مای گلخانیهمای کیفي سیازوکارمایحاصل از دادهدندروگرام  -2 شکل

 .ضريب تشابه جاکارد
Fig. 2. Qualitative data dendrogram of greenhouse mechanisms 16 genotypes studied based on Jaccard coefficient. 

 

 
 

ژنوتیپ مورد مطالعه يونجه در شیرايط تغذيیه سیرخرطومي بیرگ  16میستوگرام آزمون مانتل نشانگر پروتئیني  -3شکل 

 .ایمای گلخانهدهيونجه با دا

Fig. 3. Mantel test Histogram of protein marker 16 genotypes studied alfalfa in condition feeding alfalfa weevil with 

greenhouse data. 

 

 بحث

ما روی برگ در گیاه نسبت به تغذيه پراکنش کرک

ته. واري(Levin, 1973)کند خوارما مقاومت ايجاد ميگیاه

ای، نسبت به مای غدهمای يونجه دارای کرک

زنوزی نشان مييونجه مقاومت آنتيسرخرطومي برگ 

. مطالعات ژنتیکي نشان (Danielson et al., 1987)دمند 

مای اد کرک در ژنوتیپدمد که از نظر تراکم و تعدمي

 & Agren)ژنتیکي بالايي وجود دارديونجه تنوع

Schemske, 1994; Mauricio & Rausher, 1997; Roy et al., 

1999; Clauss, 2006). چنین، پذيرش يک گیاه توسط مم

جمله لفي ارتباط دارد که ازيک آفت به فاکتورمای مخت

مای حسي کردن گیاه با استفاده از اندام توان به تستمي

بردن قطعات دماني به داخل بافت و يا سلول  حشره، فرو

از گیاه مورد نظر خود  گیامي و در نهايت تغذيه حشره

. در نتیجه، مقدار زياد تراکم  (Smith, 1989)اشاره نمود 

تواند مای با مقاومت نسبي يونجه ميتريکوم در ژنوتیپ

 بستگيممعلت یح )بهيک فاکتور نسبي عدم ترج عنوانبه

ما توسط لارو ار( اين ژنوتیپدمعنيمنفي ولي غیر
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العه با نتايج نتايج اين مطسرخرطومي برگ باشد. 

Danielson et al.(1987) .مطابقت داشت  

زنوزی از طريق در موارد خاصي ايجاد مقاومت آنتي

ايجاد تغییر در رنگ شاخه و برگ و يا تفاوت در میزان 

 در واقع، مر . (Smith, 1989)کلروفیل گیامان میسر شده است

تر باشد، تعداد لارومای چه برگ يک رقم سبزتر و شاداب

ی را به خود جلب خوامد نمود. در نتیجه، اختلاف تربیش

مای مختلف از نظر میزان کلروفیل، دار بین ژنوتیپمعني

ما ای مر کدام از ژنوتیپدمنده تفاوت در ارزش تغذيهنشان

در برابر لارومای سرخرطومي برگ يونجه بوده است. چرا 

، حشرات بیشترابراز نمودند که  Toress et al., (2001)که 

گذاری انتخاب ميرای تغذيه و تخممايي از گیاه را بمکان

-ای فراواني نسبت به ساير مکانکنند که دارای ارزش تغذيه

تر، مای تازهمای دارای برگچنین حشرات بوتهما باشد. مم

را نسبت به ساير  بیشترتر و با میزان کلروفیل برگ جوان

 (.Shararbar, 2014دمند )ترجیح مي بیشترما بوته

مای مختلف يک وجود سازوکار تحمل در ژنوتیپ

 گونه، اغلب با مقايسه وزن خشک )عملکرد( در گیامان

شود نظر تعیین ميآلوده و غیرآلوده ژنوتیپ مورد

(Seyyedi-Sahebari, 2007بر .)گیری اساس منابع، اندازه

گیری آسیب حشرات به گیامان معمولًا مفیدتر از اندازه

باشد؛ چرا ما ميز جمعیت حشرات روی آنرشد و تمرک

نژادی کامش میزان مای بهکه مدف نهايي اغلب برنامه

خسارت و در نتیجه افزايش عملکرد و کیفیت محصول 

مای در اين مطالعه بین ژنوتیپ. (Smith, 1989)باشد مي

مورد مطالعه از نظر صفت درصد آسیب، تنوع وجود 

نژادگر را جهت ب بهداشت که اين موضوع دامنه انتخا

انتخاب ژنوتیپ مقاوم به آفت سرخرطومي در برنامه 

نیز  Shararbar (2014) دمد.اصلاح گیاه يونجه افزايش مي

مای در مطالعه سازوکارمای مقاومت برخي ژنوتیپ

فرنگي، اين پره مینوز گوجهبادمجان نسبت به شب

 ما را دارای تنوع معرفي نمود. ژنوتیپ

 % 5دار در سطح احتمال مثبت و معني بستگيمميک 

بین درصد آسیب با تعداد لارو و میزان کلروفیل برگ وجود 

دمد که مرچه میزان کلروفیل داشت. اين موضوع نشان مي

مای باشد، احتمالاً لارومای سرخرطومي، برگ بیشتربرگ 

ی بیشترتر ديده و مقدار تغذيه تر و خوشمزهيونجه را تازه

مای ابراين ما شامد آسیب زيادی روی ژنوتیپاند. بنداشته

ايم. به عبارت ديگر، تعداد زياد ، بودهبیشتربا میزان کلروفیل 

لارو روی مر ژنوتیپ احتمالًا تغذيه زياد و متعاقباً آسیب 

زياد را باعث شده است. در واقع ممکن است تغذيه مر يک 

ما زياد از لاروما بسیار ناچیز بوده باشد، اما چون تعداد آن

 اند. بوده است، آسیب زيادی ايجاد کرده

Seyyedi-Sahebari (2007)مای مورد ، نیز در میان ژنوتیپ

زنوز برخي ژنوتیپوکار آنتيساز مطالعه خود در بررسي

مای مای يونجه نسبت به سرخرطومي برگ يونجه، ژنوتیپ

را دارای مقاومت نسبي  شده ين تعداد لارو جلبکمتربا 

، در مطالعات (Rattcliffe & Elgin, 1990)که، درحاليدانست

تنها عامل مای يونجه ابراز نمودند که آزمايشگامي گیامچه

 باشد.کار تحمل ميومقاومت مربوط به ساز

کنند که افزايش رشد يک مطالعات پیشین ثابت مي

تنها به مقدار ماده غذايي، بلکه به کیفیت ماده جمعیت نه

. از طرفي، در (Hesler, 2005)رتباط دارند غذايي نیز ا

میر وخوار، نرخ بقای بالا و درصد مرگحشرات گیاه

بودن کیفیت تغذيه  دمنده بهترپايین نشان

 ;Awmack et al., 2002; Greenberg et al., 2002)باشدمي

Pereyra & Sanchez., 2006)ومیر . در واقع، درصد مرگ

بیوزی شي از اثرات آنتياتواند نبالا و کامش وزن مي

، ممداني 108مای کدی اساس نتايج، ژنوتیپباشد. بر

بیوزی تنها دارای شاخص آنتي، نه54 و ممداني 106

ما ومیر لاروی آناند، بلکه درصد مرگبوده 1تر از پايین

بوده است. بنابراين  بیشترما نیز نسبت به بقیه ژنوتیپ

مای دارای ژنوتیپ انعنوبهما را توان اين ژنوتیپمي

 Seyyedi-Sahebariبیوزی معرفي کرد. مقاومت آنتي
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تر از بیوزی پايیننیز ارقام يونجه با شاخص آنتي (2007)

بیوزی ين تأثیر آنتيبیشترومیر بالا را ارقام با و مرگ 1

روی لارومای سرخرطومي برگ و در نتیجه ارقام 

ی ماژنوتیپ اساس شاخص تحملبرمقاومي دانست.

، 106، ممداني 87، ممداني 54لاداک، ورنال، ممداني 

 43، رينالي و فیض 25، محلات 811uteceناراگامت، 

توانايي چنداني به جبران خسارت ناشي از تغذيه 

که ی سرخرطومي برگ يونجه ندارند. درحاليلاروما

و  106، ممداني 99 مای سفیدبوران قزوينژنوتیپ

زني و قدرت جوانه با افزايش رشد رويشي 108کدی 

خود قادرند خسارت ناشي از تغذيه لارومای 

 عنوانبهسرخرطومي برگ يونجه را جبران نموده و 

گردند ما در اين مطالعه معرفي ميترين ژنوتیپمتحمل

 که اين نتايج با نتايج مطالعات 

Seyyedi-Sahebari (2007) مای روی برخي ژنوتیپ

نجه مطابقت يونجه نسبت به سرخرطومي برگ يو

 داشت.

ما در يک در ارزيابي و مطالعه مقاومت بین ژنوتیپ

مای گونه گیامي خاص، قبل از شناسايي و معرفي روش

نوين و جديد، استفاده از نشانگرمای مولکولي صفات 

مای اخیر دانش کرد. در سالظامری نقش عمده را ايفا مي

بیوتکنولوژی کمک شاياني به تشخیص روابط ژنتیکي 

مای گوناگون ما در میان ژنوتیپقاومت و تبارشناسي آنم

کرده است. نشانگرمای مولکولي و صفات ظامری به 

مای توانند ابزار مفید و سودمندی در روشتنهايي نمي

ديگر توانند مکمل ممآماری باشند، ولیکن مر دو روش مي

(. ما در et al., 2014 Mireki؛ Martinez et al., 2008باشند )

مای مورد مطالعه ين مطالعه تنوع زيادی را در ژنوتیپا

مای بیان شده در زمان تغذيه يونجه از نظر پروتئین

اساس مايي که بريونجه يافتیم. ژنوتیپسرخرطومي برگ 

ای دارای ماتريس ضريب تشابه جاکارد و نمودار خوشه

شبامت زياد بودند، در نهايت در يک گروه از نظر مقاومت 

تواند ابزار مفیدی قرار گرفتند. اين موضوع ميو حساسیت 

نژادگران باشد. برای تعیین روابط ژنتیکي مقاومت توسط به

داری بین مقاومت به مثبت و معني بستگيمماما میچ 

ما مشامده نشد. اين موضوع سرخرطومي و بیان پروتئین

ما از ما از ساير روشتواند بیانگر آن باشد که ژنوتیپمي

مای ثانويه )مانند ساپونین( برای ولید متابولیتجمله ت

اند که در مقاومت به سرخرطومي برگ يونجه بهره گرفته

اين مطالعه مورد بررسي قرار نگرفته است. از طرف ديگر، 

مای بیان شده در دار، پروتئینغیرمعني بستگيممبا وجود 

مای دخیل در ما ممکن است از پروتئینبرخي ژنوتیپ

از جمله  بیشترمای بوده باشند که نیاز به بررسيمقاومت 

شناسايي  منظوربهما انجام الکتروفورز دوبعدی پروتئین

 ما دارد. کدام از آن نقش مر

 

 گیری کلینتیجه

دست آمده های بکلي و براساس نمودار خوشه طوربه
بیوز و تحمل و نیز بیان زنوز، آنتيآنتياز سازوکارمای 

مای يونجه در سه سطح (، ژنوتیپ4ل ما )شکپروتئین
مای بندی شدند: ژنوتیپصورت زير دستهمقاومتي به

، محلات 106، ناراگامت، لاداک، ورنال، ممداني 54ممداني 

25 ،811utece،  و  42، تفرش 99ان قزوين بورسفید ،2تالنت
، 14، 11، 12 ،13، 8، 2 ،1، 10، 3ترتیب با شماره يزدی )به

حساس، مای بینابین يا نیمهژنوتیپ ( در گروه9و  4

( 7 و 5مای )با شماره 108بمي و کدی  مای محليژنوتیپ
مای ممداني، رينالي و مای مقاوم و ژنوتیپگروه ژنوتیپ در

مای ( در گروه ژنوتیپ15و  16، 6)شماره  43فیض 

درصد  100صورت ای بهبندی تجزيه خوشهساس. گروهح
مای ژنوتیپ شخیص قرار گرفت.مورد تأيید تجزيه تابع ت

با بروز  108و کدی  106، ممداني 2بمي، تالنت  محلي

اند شناخته شدهمای امیدبخشي سطوحي از مقاومت، ژنوتیپ
زراعي و نظر گرفتن ساير نکات بهبا در بیشترو مطالعات 

فني جهت مقابله با خسارت سرخرطومي برگ يونجه 
 گردد. مي پیشنهاد
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 16میای بیوز و تحمل و بییان پیروتئینزنوز، آنتيای سازوکارمای آنتيدست آمده از تجزيه خوشههگرام بدندرو -4شکل 

 .(1963ژنوتیپ مورد مطالعه يونجه نسبت به سرخرطومي برگ يونجه براساس روش وارد )
Fig. 4. Dendrogram obtained from cluster analysis antixenosis mechanisms, antibiosis and tolerance and protein 

expression of 16 studied alfalfa genotypes of the alfalfa weevil, according to Ward's method (1963). 

 

 سپاسگزاری

از ممکاری مطلوب آقای دکتر علي مصطفايي 

پزشکي کرمانشاه و استاد مرکز تحقیقات بیولوژی 

ی ممهو  سرکار خانم مهندس فرناز سیدی صاحباری

کمک عزيزاني که نويسندگان را در جهت غنای گزارش 

 . نمودند بسیار سپاسگزاريم
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