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 خلاصه

 
عطر و طعم   . برنج یکی از مهمترین گیاهان زراعی بوده و دارای نقش تعیین کننده ای در اقتصاد کشور می باشد               

حقیق حاضر سعی گردید    در ت . یکی از صفات مهمی است که نقش اساسی در بازارپسندی و قیمت برنج داراست              
 رپید همبسته با ژن کنترل کنندۀ عطر و طعم برنج در نسل در حال                  (OPAG-08)تا کارآیی نشانگر مولکولی     

. استفاده گردد ) MAS) 1 مورد ارزیابی قرار گیرد و از آن در انتخاب بوسیلۀ نشانگرهای مولکولی                 F2تفکیک  
 را  F1سپس نسل   .  تلاقی داده شد   IR28 در رقم غیر معطر      برای تحقق این موضوع، در سال اول رقم معطر رشتی         

 کشت  F2 از آن بدست آمد و در سال سوم بذر             F2کشت کرده و بذر تودۀ       ) سال دوم (در سال زراعی بعد      
رپید استفاده  ) (OPAG-08 تک بوته های نسل دوم برای انتخاب گیاهان معطر به کمک نشانگر             DNAاز  . گردید
نتایج بدست آمده از تجزیه و تحلیل        . نیز برای تست آللی استفاده شدند      ) F3بذور  (آن  بذور حاصل از    . گردید

غیر :به ترتیب ارقام معطر    (15:1نشان داد که این صفت  با دو ژن به نسبت             F2فنوتیپی عطر و طعم برنج در نسل        
ز طریق تست آللی بذور      در آزمایشگاه ا   F2گیاهان هموزیگوس معطر    .  درصد کنترل می شود   95با احتمال   ) معطر

F3) سپس آزمون گیاهان هموزیگوس معطر نسل        . مشخص گردیدند ) فنوتیپینگF2      از طریق نشانگر مولکولی 
نتایج بدست آمده نشان داد که میزان کارآیی این نشانگر در انتخاب مولکولی               . صورت گرفت ) ژنوتیپینگ(رپید  

(MAS) درصد می باشد62/70 برابر با  . 
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1. Marker Assisted Selection   

 مقدمه
 يكي از مهمترين       (.Oryza sativa L)كيفيت برنج     

خصوصيات گياه برنج مي باشد كه تأثير زيادي بر قيمت و ارزش            
اصلاح ارقام  . داردآن در بازار، همچنين مشتري پسندي آن           

پرمحصول با كيفيت مطلوب مستلزم شناخت ماهيت ژنتيكي            
 ). ٢٠(ارقام خصوصاً عطر و طعم آنها مي باشد 

مطالعات زيادي براي درك كنترل ژنتيكي عطر و طعم برنج           
تاكنون تكنيك هاي زيادي  براي تشخيص و       . انجام گرديده است  

ت در برنج بكار     ارزيابي عطر و طعم و چگونگي توارث اين صف           
از بين همة تركيبات معطر شناخته شده، مادة        . گرفته شده است  

 پيرولين مهم تر از بقية تركيبات معطر فرار           - ١ –  استيل -٢
شناخته شده  است و وجود اين ماده در تمام قسمت هاي گياه              

 e-mail:  amirtavassoli@usa.com    امير توسلي: مكاتبه كننده
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وجود اين ماده معطر در     ). ١٩(بجز ريشه به اثبات رسيده است        
نج از قبيل باسماتي، دلا،  جاسمين و عنبربو        بيشتر ارقام معطر بر   

 ).٢١، ١١، ٦، ٥، ٢(استخراج و اندازه گيري شده است 
 -٢با اندازه گيري مقدار مادة     ) ١٣٨١(نعمت زاده و همكاران    

 و  ٣، عنبربو، آمل  ٣٧٠ پيرولين در ارقام دلا، باسماتي       -١-استيل
 از طريق     ٣ و دلا در آمل        ٣٧٠تلاقي هاي دلا در باسماتي      

گازكروماتوگرافي، اين ماده را تركيب مهمي جهت وجود عطر و            
طعم عنوان نمودند و نيز آنها بين ميزان اين ماده در ارقام معطر              

 .اختلاف معني داري را گزارش كردند
از آنجايي كه مبناي انتخاب در پروژه هاي اصلاح نباتات،             

 از  خود صفت مورد نظر مي باشد، از اين رو مي توان با استفاده             
انتخاب . نشانگرهاي ملكولي مسير اصلاح را كوتاه و دقيق تر نمود        

روشي است كه ژن يا      ،  (MAS)به كمك نشانگرهاي ملكولي      
ژن هاي مورد نظر را مي توان بر اساس پيوستگي كه با يك                 

 ).١( نشانگر ژنتيكي دارند تشخيص داده و انتخاب  نمود
انتخاب در  انتخاب به كمك نشانگر، در حقيقت مي تواند            

همچنين انتخاب صفاتي كه امتيازدهي آنها      . نسل هاي اوليه باشد  
استفاده از قدرت انتخاب به كمك      . مشكل است را ساده مي سازد    

نشانگرها نسبت به اصلاح سنتي صرفه جويي در هزينه ها را در بر           
در انتخاب به كمك نشانگرها گزينش برپاية ژنوتيپ         ). ٢٤(دارد  

كه به ژن مورد نظر همبستگي        ) ة فنوتيپ آن  نه برپاي (نشانگر  
  ).٩( مي گيرد انجامداشته 

معتقد به وجود يك ژن       ) ١٩٩٤(در اين راستا پينسون       
 و دو ژن    PI 467917 و لاين  ٨٥مغلوب در رقم معطر جاسمين      
او همچنين معتقد بود    .  بود ١٠٠مغلوب در رقم دراگون آي بال       

طر و طعم در رقم       يكي از اين دو ژن با ژن كنترل كنندة ع             
 داراي لوكوس مشترك بوده      PI 467917لاين   و   ٨٥جاسمين  

 .است
 آغازگر رپيد براي نشانمند كردن      ٥٥٠از  ) ١٩٩٥(زاده   نعمت

كنترل كنندة عطر و طعم در برنج استفاده كرد و تنها           ) هاي(ژن  
 بين ارقام معطر و غير معطر        AN-01 و   OPAG-08دو آغازگر   

آغازگر اولي در ارقام معطر ايجاد يك         . چندشكلي ايجاد كردند  
و دومي در ارقام    )  سانتي مورگان  ٩/٦با فاصلة    ( ٨٠٠ bpباند  

 با فواصل  (٩٠٠ bp و    ١٢٠٠ bpغيرمعطر ايجاد دو باند        

سپس با استفاده از نشانگر      . نمود)  سانتي مورگان  ٤/١٦ و   ٩/٨
RFLP              نتايج نشانگر رپيد را تأييد و مشخص نمود كه نشانگر 

OPAG-08        برنج قرار داشته و با        ٨ بر روي كروموزوم شمارة 
 همبستگي شديدي داشته و        RZ617و RG978 نشانگرهاي

 . سانتي مورگان بوده است١/٢ و ٧/١ فاصلة آنها به ترتيب
 آغازگر تصادفي را مورد     ٣٠٠تعداد  ) ١٩٩٦(جين و همكاران    

 بررسي قرار دادند و به يك نشانگر رپيد با استفاده از آغازگر                
OPC-06               دست يافتند كه در ارقام برنج غيرمعطر باندي را 

لازم به ذكر است كه رقم         .  ايجاد مي نمود   ٥/١ kbp بطول
 و رقم   KDML 105معطري كه آنها مورد بررسي قرار دادند          

 .  بوده استCT9993غيرمعطر آنها 
  fgr را با ژن      RG28ارتباط  ) ١٩٩٦(لوريكس و همكاران     

 ٨/٥تأييد كردند و آنرا در حدود       ) و طعم ژن كنترل كنندة عطر    (
همچنين دو مكان كمي جهت       . سانتي مورگان بدست آوردند    

 و ديگري بر    ٤كنترل صفت معطر بودن؛ يكي بر روي كروموزوم          
 . را مشخص نمودند١٢روي كروموزوم 

گزارش كردند كه با كاربرد         ) ١٩٩٥(زنگ و همكاران       
 باشد،  cM٥كمتر از   نشانگرهايي كه فاصلة آنها از ژن مطلوب          

) ١٩٩١(مطالعة يو و همكاران     . خواهد بود % ٧٥/٩٩دقت انتخاب   
كه براي بررسي    ) F3جامعة  (نشان داد كه در آزمون نتاجي          

 Xi-21ميزان دقت انتخاب به كمك نشانگر در تعيين ژن مقاوم            
 با آغازگر  STSبر اساس نشانگر    ) سوختگي باكتريايي در برنج   (

pTA248 درصد بود٩١زان دقت آن  صورت گرفت مي . 
مطرح كردند كه پس از       ) ١٩٩٥( هيتال ماني و همكاران    

 دقت انتخاب در تشخيص         RG456شناخت ماركر جانبي       
گياهان هموزايگوت مقاوم به بلاست در يك جامعة در حال               

بنابراين دقت انتخاب به كمك نشانگر      . ، صد درصد بود   F2تفرق  
 با ژن   cM٥ اصلة آنها تا     با استفاده از نشانگرهاي جانبي و ف        

 .  درصد برخوردار مي باشد٧/٩٩هدف از حداقل 
اگرچه روش هاي مختلف ارزيابي عطر و طعم برنج توسط             
محققان مختلف ارائه گرديد اما براي تسهيل در انتخاب                  
مخصوصاً در نسل هاي در حال تفكيك استفاده از نشانگرهاي             

انتخاب در  مولكولي از جمله رپيد باعث تشخيص سريع و               
 .نسل هاي اوليه از اهميت خاصي برخوردار است
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 مواد و روش ها
والد  (IR28، رقم   )والد معطر (در اين تحقيق از رقم رشتي        

.  حاصل از تلاقي آن ها استفاده گرديد      F2 و   F1، نتاج   )غير معطر 
 در مزرعة آزمايشي معاونت مؤسسة      ١٣٧٧والدين تلاقي در سال     

 ١٣٧٨در سال   .  تلاقي داده شدند    برنج در آمل كشت و با هم        
پس . تلاقي بدست آمد    F2 برداشت و نسل     F1 بوتة   ٢٠بذرهاي  

 ٢٠٠از كاشت بذور و انتقال نشاء ها به زمين اصلي، برگ هاي               
به آزمايشگاه منتقل    ) در هنگام حداكثر پنجه زني      (F2بوتة  
 بذر  ١٠ نيز تعداد     F2 از بذور بدست آمده از هر تك بوته       . گرديد

) ١٩٧٨(ور تصادفي انتخاب شده و طبق روش سود و صديق            بط
. اقدام به تشخيص وجود يا عدم وجود عطر در تك بذرها گرديد            

خالص يا   (F2 يا همان آزمون نتاج به ژنوتيپ        F3از فنوتيپ بذور    
پي برده  )  از لحاظ صفت عطر و طعم      F2ناخالص بودن بوته هاي    

 طبق  F2كيك   تك تك بوته هاي جامعة در حال تف         DNA. شد
پس از  . استخراج گرديد ) ١٩٨٣(روش دلاپورتا و همكاران        
 مساوي از افراد      DNA ها،     DNAكنترل كيفيت و كميت        

خالص نسل دوم با هم مخلوط و به صورت تجزيه و تحليل                  
-OPAG( از طريق تكثير با استفاده از آغازگر          (BSA)توده اي  

 آناليز  اقدام به  ) `AAGAGCCCTC – 3 – `5 با توالي     08
 هاي رقيق شده در آناليز رپيد طبق             DNAاز  . رپيد گرديد 

 ٥/٢ ميكروليتري،   ٢٥در هر واكنش     . شد تركيب زير استفاده     
 واحد آنزيم    ٥/١ ميلي مولار،    ١با غلظت     dNTPs ميكروليتر

DNA    ،ميكروليتر   ٣ تك پلي مراز DNA)     ٥٠با غلظت تقريبي 
 ٥/٢ ميكرو  مولار،   ١٠ظت   ميكروليتر آغازگر با غل     ٥/١،  )نانو گرم

 ميكروليتركلريد منيزيوم با     ٢/٣ ،PCR (10X)ميكروليتر بافر   
تيوب حاوي مواد فوق را در      .  ميلي مولار اضافه گرديد   ٥/١غلظت  

 ٢ درجه به مدت       ٩٤دستگاه ترموسايكلر با پروفيل حرارتي         
 از همديگر براي يك     DNAدقيقه براي عمل جداشدن دو رشته       

 درجه سانتيگراد،   ٩٤ دقيقه   ١متوالي كه شامل     سيكل   ٤٥بار و   
 ٣٨ دقيقه   ١ در هر سيكل،      DNAجهت جدا شدن دو رشته        

درجه سانتيگراد، جهت اتصال آغازگرها به توالي هاي مكمل خود         
 درجة سانتيگراد جهت تكثير     ٧٢ دقيقه   ٢ و   DNAدر رشته هاي   

 .رشته هاي جديد استفاده گرديد

ده هاي حاصل را در ژل       ، فرآور PCRپس از اتمام عمل       
 درصد تزريق كرده و پس از رنگ آميزي با اتيديوم             ٥/١آگاروز  

 عكسبرداري انجام   UVبرومايد به كمك دستگاه عكسبرداري با        
، اندازة  Photocaptureسپس با استفاده از نرم افزار          . گرفت

باندهاي بدست آمده از طريق مقايسه با بانـدهاي نشانگر  وزني            
همچنين براي تصحيح درصد نوتركيبي از          . مشخص گرديد 

 ):١٠(ضريب هالدين طبق روش زير استفاده گرديد 
 

  ١٠٠                                                    * θ = ) درصد نوتركيبي( 

 
)فاصلة ژن تا نشانگر(  X= - ٥/٠  Ln  ( ١-٢ θ)  

١٠٠- = ميزان كارآيي بدست آمده   X 
 

 نتايج 
 فنوتيپي حاكي از آن است كه اين صفت توسط          نتايج آزمون 

 زيرا كاي اسكور بدست آمده       . دو ژن مغلوب كنترل مي شود      
)٢=١٤/٠χ (    بين افراد غيرمعطر به معطر       ١:١٥با نسبت ژنتيكي 

 درصد اختلاف معني داري      ٩٥با كاي اسكور جدول با احتمال        
/٠٥) ١ (=٨٤/٣(نداشت  

٢
٠χ .(      بطور كلي نسبت هاي بدست آمده

راي گياهان برنج معطر به غيرمعطر گوناگون بوده و برخي از              ب
 ١٢ ،٤ ،١٩ ،٢ ،٣ ،٢٠ ،٢٣ (٣:١،  )١٨،  ١٧ (١:٣آنها عبارتند از    

، ٢٢ (١٥:١،  )٨ (١:١٥،  )٢٦،  ١٤ (١٣:٣،  )٢٥،  ٢٣ (٧:٩،  )١٦ و
؛ كه از جمعيت در حال تفرق ايجاد شده از تلاقي بين             )٢٧،  ١٣

در حقيقت صفت عطر و     . ه اندارقام معطر و غير معطر گزارش شد      
 و نمي توان   طعم داراي يك محدودة كمي جهت ارزيابي مي باشد       

آن را تنها به دو گروه معطر و غيرمعطر دسته بندي نمود و نيز                
 تركيب ميزانكه  ) ١٣٨١ (همكاران و نعمت زادهطبق پژوهش   

 طريق كمي از   بصورت را) پيرولين -١ استيل -٢ (معطر
 معني داري اختلاف نموده بودند،  ندازه گيريا گازكروماتوگرافي

 رو اين از.  گزارش كردند  معطر ارقام بين   در ماده اين ميزان بين
 بصورت صفت اين احتمالاً كه داشت اذعان نكته اين به مي توان

 آن به مربوط ژن هاي شناسايي جهت و شده كنترل كمي
 .گرفت كمك ها QTL از مي بايست

 تعداد افراد نوتركيب
 

 F2تعداد كل افراد هموزيگوس جمعيت 
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و ) معطر( رقم رشتي    DNAآناليز  پس از   نتايج بدست آمده    
IR28) با آغازگر رپيد     ) غيرمعطرOPAG-08      نشان داد كه  ،

اين نشانگر در ارقام معطر رشتي و صدري داراي باندي به اندازة             
bpمي باشد در حالي كه در ارقام غيرمعطر          ٨٠٠ IR28  ٣ و آمل 

 اين بررسي، نتايج نعمت زاده     ). ١شكل(چنين باندي ديده نشد      
 با ژن عطر و طعم برنج        OPAG-08 را در همبستگي      )١٩٩٥(

پس از آزمودن والدين براي وجود باند مورد            . تأييد مي نمايد 
) معطر يا غيرمعطر خالص     (F2انتظار، كلية افراد هموزيگوس       
و پس از مقايسه بين      ) ٢شكل(مورد آزمون رپيد قرار گرفتند        

درصد ،  )١جدول(نتايج تجزيه و تحليل فنوتيپي با ژنوتيپي             
 محاسبه  %٢٢نوتركيبي بر اساس نسبت افراد نوتركيب برابر            

گرديد و پس از اعمال ضريب تصحيح هالدين، درصد نوتركيبي            
 سانتي مورگان  ٣٨/٢٩به فاصله برحسب سانتي مورگان برابر          

 . برآورد شده است
 :درصد نوتركيبي و ضريب تصحيح هالدين عبارتند از

 
١٠٠ =  *     ١٠٠ = %٢٢ *                                       θ = )درصد نوتركيبي( 

 
)فاصلة ژن تا نشانگر (  X= - ٥/٠  Ln  ( ١-٢ θ) = ٣٨/٢٩  cM 

١٠٠-٣٨/٢٩ = ميزان كارآيي بدست آمده   =  % ٦٢/٧٠  
 

 
) غير معطر  (٣  و آمل   IR28و  ) معطر( ارقام رشتي و صدري       -١شكل

ماركر وزني = OPAG-08) Kbپيد با استفاده از آغازگر       در آزمون ر  
1Kb Plus DNA Ladder  ،A =٣آمل  ،I =IR28  ،R =  رشتي و 

S =صدري.( 

با ) OPAG-08( آزمون لينكاژ بين نشانگر مولكولي رپيد -١جدول
 .ارزيابي فنوتيپي

 عطر
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)ارزيابي ژنوتيپي(

شمارة
 بوته

- + ١ - - ٨٥ 
- - ٣ - - ٩١ 
- - ١١ + - ١١٦ 
+ + ١٧ + - ٣٣ 
+ + ٣١ - - ٣٥ 
+ + ٣٧ - - ٦٠ 
+ + ٥٥ - - ٦٧ 
+ + ٥٧ + - ٨٢ 
+ + ٦٨ - - ١٠٣ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 در آزمون رپيد با استفاده از آغازگر  F2 تعدادي از افراد -٢شكل

OPAG-08، A = بوتة معطر وNA = ،بوتة غيرمعطرKb =ماركر وزني
1Kb Plus DNA Ladder. 

 
 بحث

 با ژن عطر    OPAG-08تجزيه و تحليل لينكاژ يا همبستگي       
) غيرمعطر (IR28با رقم   ) معطر(و طعم در تلاقي رقم رشتي         

نشان داد كه اين نشانگر با ژن اصلي عطر و طعم برنج                       
ر مورد نظر با ژن عطر و طعم نيز           فاصلة نشانگ . همبستگي دارد 

  سانتي مورگان و ميزان كارآيي استفاده از اين نشانگر              ٣٨/٢٩
بنا به نتايج حاصله اينگونه تصور        .  درصد برآورد گرديد    ٦٢/٧٠

bp٨٠٠

                 Kb     NA  A    NA    NA  NA    A     A     NA 

 تعداد افراد نوتركيب
 F2  تعداد كل افراد هموزيگوس جمعيت 

٤ 
١٨ 

    Kb      A    I    R   S   A    I   R   S 

bp٨٠٠



٩١٥ ...و طعم برنج به كمك نشانگر تجزيه و تحليل ژنتيكي عطر : توسلي و همكاران

 ٨ كه بر روي كروموزوم شمارة        OPAG-08مي شود كه نشانگر    
قرار دارد، نشانگر اصلي بوده و همبستگي زيادي با ژن اصلي               

از سوي ديگر نسبتهاي      . ل كنندة عطر و طعم داراست       كنتر
گوناگوني كه تاكنون بدست آمده توارث منوژنيك اين صفت را            

 بدست آمده   ١٥:١همچنين با توجه به نسبت      . زير سؤال مي برد  
در اين پژوهش از نظر كلاسيك وجود دو ژن غالب توأم را                   

مختلف در ضمن اختلاف در ميزان عطر در ارقام         . معرفي مي كند 
پس مي توان  . هم مي تواند دليل كاملتري براي اين موضوع باشد        

نتيجه را بدينصورت عنوان نمود كه اين صفت زماني كه ژن                
 وجود داشته باشد، تظاهر      - OPAG-08 همبسته با     –اصلي  

 كه توالي نشانگر همبسته با       –كرده و در صورت بروز ژن ديگر         
 در ارقام مذكور      ؛ ميزان عطر   -آن هنوز بدست نيامده است       

افزايش خواهد يافت كه اين نتايج، با نتايج بدست آمده در                 
از اين رو مي توان    . نيز مطابقت داشت  ) ١٩٩٤(پژوهش پينسون   

 در تفكيك بوته هاي معطر از غيرمعطر         OPAG-08از نشانگر   
البته با توجه به    . برنج در نسل هاي در حال تفكيك استفاده نمود       

در ) پيوسته (Coupling و وجود حالت      غالب بودن اين ماركر    
 استفاده  MASاين لينكاژ، نمي توان از اين نشانگر به سادگي در          

كرد و تنها مي توان از اين نشانگر در جهت انتخاب در جهت                 
يعني با حذف بوته هايي كه اين نشانگر را          . منفي استفاده كرد  

 دارا نباشند بوته هاي غير معطر هموزيگوس را حذف كرده و              
همچنين دليل اصلي   . فراواني افراد معطر را در جمعيت بالا ببريم       

فاصلة نسبتاً زياد اين نشانگر با ژن عطر و طعم به خاطر كوچك              
يكي از مشكلات عمدة    . بودن جامعة در حال تفكيك بوده است       

 اين است كه چون عطر و طعم         تحقيق دربارة عطر و طعم برنج      
 در حال   ة هر دانه برنج جامع     باشد و  برنج در آندوسپرم دانه مي     

داراي يك ژنوتيپ خاص بوده و از طرفي هر دانه             ،  F2تفكيك  

گرم وزن داشته، در نتيجه پس از         ميلي ١٠ الي   ٨برنج حداكثر   
حجم بسيار كم نمونه     ) بطور مستقل (ها   آرد نمودن تك دانه    

آنرا از طريق   فنوتيپي  امكان متصاعدشدن عطر و طعم و ارزيابي         
 و اگر يكي از بوته هاي        دن بسيار محدود مي نمايد    استشمام كر 

ناخالص در گروه افراد غيرمعطر خالص قرار گيرد، باند مذكور را            
به اين ترتيب در اندازه گيري فاصلة دقيق ژن        . تكثير خواهد كرد  

لذا پيشنهاد مي گردد اين      . با نشانگر تداخل ايجاد مي گردد       
اد معطر با افراد      تحقيق در جوامع ديگر حاصل از تلاقي افر           

همچنين . غيرمعطر و با تعداد نمونه هاي بيشتر صورت گيرد           
كه ارتباط  ( پيرولين   -١ استيل   -٢استفاده از اندازه گيري ميزان     

توسط دستگاه  ) بسيار نزديكي با عطر و طعم در برنج داراست           
گازكروماتوگرافي و ارزيابي اين صفت با استفاده از ارزيابي صفات          

 .د نتايج مقبول تري را ارائه نمايدكمي مي توان
 نشانگر، جهت  اين از مي توان فوق، موارد موفقيت صورت در
از آن ها در انتخاب مولكولي      استفاده نيز و  STSنشانگر   ساخت

 .استفاده كرد
 

 سپاسگزاري
در اينجا برخود لازم مي دانيم از مديريت معاونت مؤسسة             

 جناب آقاي مهندس     تحقيقات برنج كشور معاونت مازندران و       
 احمدي خواه به خاطر تأمين مواد اولية ژنتيكي تشكر             …اسدا
 …همچنين از اساتيد گرانقدر آقايان دكتر حشمت ا            . نمايم

 رحيمي  …رحيميان، دكتر نادعلي بابائيان جلودار، دكتر قدرت ا       
و آقاي مهندس سيد مهدي علوي كه با راهنمايي هاي خود و يا             

م و برخي از مواد آزمايشگاهي امكان          در اختيار گذاشتن لواز    
انجام اين تحقيق را فراهم نمودند كمال تشكر و قدرداني را                

 . بنمائيم
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