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 مقدمه. 1

زيره سياه گياهي است دو ساله از خانواده چتريان با نام علمي 

Bunium persicum (Boiss.) ، از تيره چتريان(Apiaceae ) به

متر، با ساقه توخالي و شياردار که از قاعده سانتي 19-09ارتفاع 

کي شكل و گوشتدار و برگاي راست يا دوريشه. شودمنشعب مي

توکلي و ) هاي نازك، نخي شكل و سبز روشن داردهائي با بريدگي

ها سفيد يا صورتي کوچك به صورت چتر گل(. 3111معصومي، 

-متر و به رنگ قهوهميلي 0تا  4مرکب و ميوه بيضي شكل به طول 

بوي آن معطر و مطبوع و طعم آن تند و کمي سوزاننده . اي است

نامه داروهاي گياهيفصل
journal homepage: www.journal.iaushk.ac.ir 

 

 تأثير امواج فراصوت بر کارون در کالوس حاصل از کشت بافت زيره سياه

(Bunium persicum Boiss.) 
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هاي و استخراج متابوليتتوليد . گياهان داروئي منابع اصلي و با ارزش سازنده داروهاي مفيد هستند :مقدمه و هدف

است که در ساختار ميوه و اندام هوايي يك ترکيب طبيعي  کارون. ثير شگرفي بر صنايع داروسازي داشته استأثانويه ت

اهزيره  هاي توليد، نظير امواج با توجه به محدوديت توليد زراعي، کشت سلولي با اعمال محرك .وجود دارد سي

لذا تحقيق . تواند در جهت توليد متابوليت هاي ثانويه مؤثر و کارآمد باشدهايي است که ميفراصوت، از جمله روش

 ه اثر امواج فراصوت بر توليد متابوليت ثانويه و مهم موجود در گياه دارويي زيره سياهحاضر با هدف مطالع

(Bunium persicum )به نام کارون در کالوس حاصل از کشت بافت به مرحله اجرا درآمد. 

بار و دو بار صوت دهي با در اين تحقيق کالوس در محيط سوسپانسيون تحت تأثير تيمارهاي يك: روش تحقيق

مورد و توان خروجي ثابت کيلو هرتز  1/11ثانيه توسط حمام فراصوت با فرکانس  249و  19، 11، 29، 1، 9هاي انزم

کروماتوگرافي مايع با  پس از استخراج متابوليت ثانويه کارون، ميزان کارون توليد شده با روش .بررسي قرار گرفت

 . گرديداندازه گيري  (HPLC)کارآيي بالا 

. ثانويه کارون را به ميزان چشمگيري افزايش داد اثر تحريك کنندگي امواج فراصوت، سنتز متابوليت :نتايج و بحث

ثانيه صوت دهي بالاترين  11بار صوت دهي و زمان  2چه مشاهده گرديد ترکيب محيط هورمون دار با تيمار چنان

نيز در همه موارد کمترين ( فاقد صوت دهي)هد تيمار شا. هاي مورد بررسي ايجاد نمودميزان توليد کارون را در نمونه

 . ميزان کارون را داشت

امواج فراصوت مي توانند به عنوان يك محرك غير زنده، با تشديد پاسخ هاي دفاعي در  :صنعتي/ توصيه کاربردي 

 .گياه، سنتز متابوليت کارون را در نمونه هاي کشت بافت افزايش دهند
 

 

 فراصوت 
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سياه در نواحي گرم آسيا، اروپا، جنوب ايران و آفريقا  زيره. است

از ترکيبات شيميايي که توسط اين گياه (. 3111قاسمي، )رويد مي

، %(31تا  7)، ماده روغني %(1)توان به تانن شود ميساخته مي

 ،%(29تا  30)موارد زريني و مواد قندي مختلف  موم، موسيلاژ،

که حاوي ترکيبات ترپني و %( 0تا  1/1)مواد ازته و اسانس 

، دي %(19تا  21)مون ، لي%(79تا  19) چون کارونترپنوئيدي هم

باشند اشاره کرد هيدروکاروئول ميکاروئول و دي هيدروکارون،

کارون نوعي هيدروکربن مونوترپني و عضوي از (. 3170اميدبيگي، )

 DeCarvalhoand et)خانواده ترکيبات بيوشيميايي ترپنوئيدها 

al. 2006 )هاي ها يا روغناست که از مهمترين اجزاي اسانس

ها از جمله طور طبيعي در بسياري اسانسمعطر گياهي بوده و به

. شودميوه و اندام هوايي زيره، نعناع، شويد و ميوه مرکبات يافت مي

 (. Wagner, 1894)بيشترين ميزان آن در بذور زيره و شويد است 

قاسمي، )ان کرم کش، مقوي، مدر عنو به نوين طب کارون در

، کاهش دهنده چربي خون و از جمله ترکيبات شيميايي (3111

اين ترکيب (. 3110نجف پور نوائي، )مؤثر در درمان سرطان است 

ها و ها، خوشبو کنندهاي، دهان شويهدر صنايع غذايي و ادويه

، ها، در داروهاي شيرافزا، کارميناتيف، کارامينانواعي از صابون

ميكسچرها، سينكل، عطرها، در اروماتراپي و پزشكي مكمل يا طب 

ساير خواص درماني (. 3110نجف پور نوائي، )جايگزين کاربرد دارد 

اين ترکيب عبارتند از تقويت کننده و نيرو دهنده، درمان اختلالات 

، ضدعفوني (ضد نفخ، ضد قولنج، بادشكن و اشتها آور)گوارشي 

و نيز ضد ( Karim et al., 1977)يرافزا کننده، قاعده آور و ش

علاوه بر اين در (. 3119احمدي، )اسپاسم و ضد ميكروب است 

-زني غدهکشاورزي به عنوان يك آفت کش و عامل بازدارنده جوانه

گيرد هاي سيب زميني حين انبارداري مورد استفاده قرار مي

(Wagner, 1894.) 

-ها در زمينهاسانسبا توجه به اهميت جهاني و کاربرد وسيع 

چنين با توجه به مشكلات زراعي، تغييرات آب و هاي گوناگون، هم

هاي گياهي به منظور توليد و استفاده از هوايي، آفات و بيماري

هاي ديگري نظير کشت سلولي با اعمال گياهان دارويي، از روش

توان هاي توليد، جهت به دست آوردن مواد مؤثر گياهي ميمحرك

هاي کشت بافت پرکاربرد و سودمند هر چند روش. نمود استفاده

آوري کشت هاي ثانويه با استفاده از فنهستند اما توليد متابوليت

. آوري استهاي زيستي و زيست فنبافت هنوز هم دچار محدوديت

-هاي توليد شده در اين فنيكي از اين موارد درصد پايين متابوليت

 . (Tripathi & Tripathi, 2003)باشد آوري مي

پليمرهاي )هاي گياهي با اليسيتورهاي زيستي تيمار سلول

ها، اسيدهاي ارگانيك کوچك و يا ترکيبات گليكان، گليكوپروتئين

، UV، USامواج )و غير زيستي ( هاي قارچياستخراج شده از سلول

چون ساليسيليك اسيد، متيل ها، فلزات سنگين و موادي همنمك

ورهاي قارچي، نيترات نقره، آراکيدونيك اسيد و جاسمونات، اليسيت

همواره يكي از مؤثرترين ابزارهايي است که سنتز ( واناديل سولفات

 ,Roberts & Shuler)دهد هاي ثانويه را افزايش ميمتابوليت

1997.) 

ها حقيقتي که تاکنون به بررسي عوامل مؤثر در توليد متابوليت

الباً از عوامل شيميايي به عنوان در شرايط آزمايشگاهي پرداخته، غ

که امواج فراصوت به عنوان يك اند، در حاليمحرك استفاده نموده

آوري نوين غير حرارتي، محرکي فيزيكي و منبع انرژي ايمن و فن

هاي ثانويه، بي خطري است که ضمن تحريك سنتز متابوليت

 DiCosmo)هاي شيميايي را نيز ندارند تأثيرات نامطلوب محرك

& Misawa, 1985) . 

از جمله دلايل استفاده از امواج فراصوت آن است که ترکيبات 

مفيد تحت شرايط کنترل شده و بدون تأثير تغييرات اقليمي توليد 

هاي ها و آفات در سلولشوند، امكان نفوذ و توسعه ميكروبمي

تحت کشت وجود ندارد، امكان اعمال کنترل بر مسيرهاي توليد 

هاي توليد و فرآوري اين ترکيبات و به اين ترتيب هزينهفراهم است 

امواج فراصوت بسته به گونه گياهي، . ارزشمند کاهش خواهد يافت

دهد طور معني داري افزايش ميهاي ثانويه را بهسنتز متابوليت

(Dörnenburg & Knoor,1995 .) 

به عنوان يكي از ابزارهاي ( In-vitro)باززايي در کشت لوله 

آوري در توليد ترکيبات پايه گياهي با کيفيت بالا، قابل ت فنزيس

امواج فراصوت داراي . آوري اولتراسونيكاسيون استادغام با فن

محدوده . فرکانسي بيشتر از بازه فرکانسي شنوايي انسان هستند

به . باشدهرتز مي 29999تا  29فرکانس قابل شنيدن براي انسان 

هاي هرتز فروصوت و به فرکانس 29فرکانس صوتي پايين تر از 
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که با اين. گرددهزار هرتز فراصوت اطلاق مي 29صوتي بالاتر از 

باشند، اما فردي فراصوت و فروصوت توسط انسان قابل شنيدن نمي

گيرد دچار احساس ها قرار ميکه طولاني مدت در معرض آن

تاکنون (. Schroeder, 2007)گردد سرگيجه، تهوع و سردرد مي

اي جهت بررسي مواد توليد شده در کشت بافت گياه زيره طالعهم

آوري فيزيكي محرك به همراه امواج فراصوت به عنوان يك فن

بر اين اساس و با توجه به خواص درماني مختلف . انجام نشده است

و مهم گياه زيره سياه، توليد کالوس و مقايسه اثر امواج فراصوت بر 

هاي کالوس مورد مطالعه قرار ن در نمونهميزان سنتز متابوليت کارو

 .گرفت
 

 ها روش و مواد .2

در بخش کشت بافت  3110اين آزمايش در ارديبهشت ماه 

. پژوهشكده بيوتكنولوژي کشاورزي منطقه مرکزي ايران انجام شد

اي از هاي درون شيشهبذور زيره سياه جهت توليد گياهچه

يد فزوه اصفهان تهيه کلكسيون گياهان دارويي مرکز تحقيقات شه

 . شد
 

 ها جهت تهيه ريزنمونه آماده سازي گياهچه. 2-1
 

 %19، وايتكس % 79بذور پس از طي مراحل ضدعفوني با الكل 

گرم  ميلي 21/9و آب مقطر استريل، به محيط خواب شكني شامل 

BAP در ليتر 
. گرم در ليتر آگار و آب مقطر منتقل گرديدند 7و   3

گراد و  درجه سانتي 1هفته نگهداري در دماي  1 تا 2بذور پس از 

زماني که . انتقال يافتند MS 2 1/2  تاريكي جوانه زده و به محيط 

اي پايان يافت و درست قبل از ظهور برگ اصلي،  هاي لپه رشد برگ

هاي  هاي جوان آماده تهيه ريزنمونه و انتقال به محيط گياهچه

 .کالوس زايي بودند
 

 سکالوتوليد . 2-2

بدين . هاي ريشه استفاده شد جهت توليد کالوس از ريزنمونه

هاي ريشه به  متري از ريزنمونه سانتي 3تا  1/9منظور قطعات 

 1/9گرم در ليتر کينتين و ميلي 2حاوي  MSمحيط کشت پايه 

                                                 
9 6-Benzylaminopurine 
2 Murashig and Skoog 

NAAگرم در ليتر ميلي
. گرم در ليتر آگار کشت گرديد 1/1و  1

گراد  درجه سانتي 24با دماي  هفته در اتاق رشد 4ها به مدت نمونه

هاي توليد شده، جهت کالوس. و در شرايط تاريكي نگهداري شدند

 (.3شكل )هفته يكبار در محيط تازه واکشت گرديدند  4تكثير هر 

 

 

 
 

 Kin (2هاي توليد شده در ريزنمونه ريشه زيره در محيط کالوس .1شكل

mg/L) + NAA (0.5 mg/L)  
 
 

 به محيط سوسپانسيونانتقال کالوس . 2-3
انتقال کالوس به دو گروه محيط سوسپانسيون حاوي هورمون و 

گرم کالوس به  2 ± 91/9در اين مرحله . فاقد هورمون انجام شد

مايع  MSسي محيط کشت  سي 399سي حاوي  سي 219هاي ارلن

گرم در ليتر کينتين ميلي 2 مايع حاوي MSو نيز محيط کشت 

ها به مدت نمونه. انتقال يافتند NAAدر ليتر  گرمميلي 1/9همراه با 

و در شرايط تاريكي و در  rpm 339روز در شيكر انكوباتور با دور  23

ها تكميل گراد قرار داده شدند تا فاز رشد آن درجه سانتي 21 دماي

هاي سوسپانسيون توسط حمام ، صوت دهي نمونه23در روز . شود

                                                 
3 . 1-Naphthaleneacetic acid 
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( Model 1875,Crest Ultrasonics Ternton, N.J)فراصوت 

بار صوت دهي و ها به دو صورت يكصوت دهي نمونه. انجام گرفت

ثانيه و با  249و  19، 11، 29، 1، 9هاي دوبار صوت دهي با زمان

منظور اعمال تيمار دوبار صوت دهي، همان به. چهار تكرار انجام شد

توان خروجي . ساعت تكرار گرديد 24مدت زمان اول با فاصله 

مراحل واکشت . کيلو هرتز بود 1/11اه ثابت و فرکانس امواج دستگ

 . زير لامينار ايرفلو و تحت شرايط کاملاً سترون انجام شد
 

 احتمالياستخراج کارون . 2-4
 

 در شده توليد جداسازي و استخراج کارون احتمالي جهت

استفاده ( Tao & Pereira, 1997)کالوس از روش تائو و پريرا 

ز بعد از اعمال تيمارهاي صوت دهي، محيط کشت و رو 4. گرديد

ها به کمك فيلتراسيون از يكديگر جدا شده و با استفاده از سلول

ميكروليتر از  39سپس . ها عصاره گيري و تغليظ شدندمتانول نمونه

ليتر در ميلي 1تحت شرايط سرعت جريان  HPLCنمونه به دستگاه 

 UVو طول موج  21/72ت متانول با نسب/دقيقه و فاز متحرك آب

  Kromasil C18گراد و ستون درجه سانتي 21نانومتر و دماي  227

سطح زير نمودارهاي حاصل از . تزريق شد mm 0/4  ×219با ابعاد 

HPLC  با کمك نرم افزارChoromstar Light 6.3  محاسبه گرديد

 (. 2شكل)

 

 

 

 

 

 

 

منحني رگرسيون رابطه غلظت هاي مختلف استاندارد و سطح زير : 2شكل 
 منحني

 

 تجزيه آماري. 2-5
تصادفي و در سه  ها به صورت فاکتوريل با طرح کاملاً آزمون

هاي حاصل از کليه آزمايشات با استفاده از  تكرار طراحي شد و داده

سطح زير . مورد تجزيه قرار گرفت SAS version 8افزار آماري  نرم

 Choromstarبا کمك نرم افزار  HPLCنمودارهاي حاصل از 

Light 6.3 دست آوردن سطح زير منحني ه و با ب محاسبه گرديد

مقايسه ميانگين . رسم شد Excel office 2007ها، نمودار  مربوطه در  

% 1انجام شد و سطح معني دار   LSDها بر اساس آزمون دانكن و 

 . در نظر گرفته شد
 

 بحث و نتايج .3

کليه عوامل مورد بررسي از جمله وجود يا عدم وجود هورمون 

در محيط سوسپانسيون، دفعات صوت دهي، مدت زمان صوت دهي 

ها تأثير بسيار معني داري بر ميزان توليد کارون و اثرات متقابل آن

( 1شكل )  HPLCهاي بررسي کروماتوگرام(. 3جدول )داشته است 

بار صوت  2بوليت توليد شده در تيمار دهد که همواره متانشان مي

بار صوت دهي  3تر و داراي اختلاف معني داري با تيمار دهي، موفق

 (. 2جدول )بوده است 

در اين تيمار اثر تحريك کنندگي امواج فراصوت بيشتر نمايان 

بار صوت دهي، امواج فراصوت به عنوان يك  2زيرا با اعمال  ،شودمي

هاي سوسپانسيون تحريك بيشتر نمونه محرك مكانيكي مؤثر، سبب

 .انگيزدهاي دفاعي بيشتري را بر ميشده و پاسخ

در آزمايش ديگري بر روي بررسي اثر امواج فراصوت بر ميزان 

توليد متابوليت ثانويه شيكونين مشاهده شده است هنگامي که 

 صوت دهي در دو مرحله انجام شده است، اثر تحريك کنندگي امواج 

بيشتر از قبل آشكار شده و سنتز شيكونين در مقايسه با  به مراتب

 ,Wu & Lin)برابر بيشتر بوده است  1و حتي  2بار صوت دهي يك

در مطالعات خود، دليل اين ( 3111)مرتضوي و مسكوکي (. 2003

موضوع را چنين بيان کرده اند که استفاده از امواج فراصوت، 

 .کنددانه را تسهيل مياستخراج ترکيبات آلي از مواد گياهي و 

ثيرات مكانيكي کاربرد اين امواج منجر به انتشار بيشتر حلال به أت

چنين هم .درون سلول ها و افزايش ميزان انتقال جرم مي شود

هاي زنده، منجر به آزاد تخريب برخي ديواره هاي بيولوژيك در بافت

مرتضوي و ) مي شود شدن بيشتر محتويات سلول در محلول

 11هاي مختلف صوت دهي، تيمار از ميان زمان (. 3111،مسكوکي

اثرات متقابل . ثانيه بهتر از ساير تيمارها، توليد کارون را افزايش داد

عامل مورد بررسي گوياي اين مطلب است که محيط هورمون دار  1
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ثانيه صوت دهي، براي  11بار صوت دهي و زمان  2همراه با تيمار 

 ي مورد بررسي ايده آل بوده است و توليد را هاتوليد کارون در نمونه

 (.2جدول )افزايش داده است % 77به بيش از  9از 

 

تزريق نمونه استوك استاندارد ( بالا: ) حاصل از  HPLCکروماتوگرام   .2شكل 

 تزريق عصاره ي نمونه هاي سوسپانسيون به دستگاه(: پائين) کارون به دستگاه ،   

 

ر نيز مؤيد اين مطلب است که استفاده از هاي ديگنتايج پژوهش

هاي کشت دقيقه بر نمونه 4تا  3حمام فراصوت به مدت 

 (Panax ginseng) سينگهاي گياه جينسوسپانسيون سلول

هاي ثانويه را تحريك کند و محتواي تواند بيوسنتز متابوليتمي

-هم (.Lin et al., 2001)درصد افزايش دهد  71ساپونين کل را تا 

 1تا  3استفاده از  (Wu & Lin, 2003)نين در مطالعه ديگري چ

هاي گونه دقيقه امواج فراصوت بر کشت سوسپانسون سلول

Lithospermum erythrorhizon  توانسته است بيوسنتز شيكونين

افزايش سنتز متابوليت در  .درصد افزايش دهد 09-79را به ميزان 

هاي وذ پذيري غشاء سلولتواند به دليل افزايش نفاين آزمايش مي

معمولاً عملكرد دو آنزيم کليدي . تيمار شده با امواج فراصوت باشد

که عبارتند از فنيل آلانين آمونيالايز و هيدروکسي بنزوئيك اسيد 

شود، به نظر گرانيل ترانسفراز، با استفاده از امواج فراصوت تشديد مي

بستر آنزيم را مي رسد امواج فراصوت ميزان انتقال سوبسترا بر 

ست که ااين در حالي ،(Wu & Lin, 2003)افزايش مي دهند 

ترين اثر امواج فراصوت بر روي آنزيم ها، غيرفعال سازي شدهشناخته

نزيم ها مي توان به ليپاز، ليپوکسيژناز، آاز جمله اين . ها مي باشدنآ

ت بر مبناي اطلاعا. پلي فنل اکسيداز و انواع پروتئازها اشاره کرد

نزيم ها به امواج آمنابع مشخص مي شود مقاومت اکثر  ارائه شده در

چنان زياد است که کاربرد اين امواج به تنهايي مي تواند فراصوت آن

 Alissadrakis et)  ثيرات کيفي نامطلوبي را به همراه داشته باشدأت

al., 2003 .)ثير اين امواج به پيوندهاي درون مولكولي، بين أشدت ت

نزيم و ماهيت گروه هاي آجايگاه فعال آنزيم، وزن مولكولي لي، مولكو

 مرتضوي و مسكوکي،)شرکت کننده در عمل کاتاليز بستگي دارد 

صورت مجزا ه ثير اين امواج در مورد هر گياه بايد بألذا ت(. 3111

 .بررسي شود

فاقد صوت )گردد، تيمار شاهد مشاهده مي 2چه در جدول چنان

نتايج اين . د کمترين ميزان کارون را داشته استدر همه موار( دهي

تحقيق تأييدي است بر اثر تحريك کنندگي مثبت و مؤثر امواج 

هاي کالوس حاصل از هاي ثانويه در نمونهفراصوت در سنتز متابوليت

کشت بافت گياه داروئي زيره سياه، اين در حالي است که برخي 

کالوس در شرايط عادي هاي مطالعات پيشين نشان مي داد که سلول

هاي ثانويه نيستند و تنها ممكن است تانن قادر به سنتز متابوليت

با توجه به اين (. 3114و  3111کاران، شمس اردکاني و هم)بسازند 

هاي دست آوردن متابوليتمطلب مي توان اظهار داشت که براي به

. ها ضرورت داردهاي کالوس استفاده از محركثانويه از سلول

هاي کند سلولدستاورد مهم اين آزمايش آن است که اثبات مي

کارگيري محرك مناسبي نظير امواج کالوس زيره تحت شرايط به

. باشندهاي ثانويه مفيد کارون ميفراصوت، قادر به سنتز متابوليت

-يعني پيش از تخصصي شدن و تمايز قادرند محصولاتي را که سلول

 . سازند توليد کنندا ميهها و بافتهاي تخصصي اندام
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 نتيجه گيري. 4

هاي بيولوژيك عملكرد اجزاء فعال در مسيرهاي سنتز مولكول

-خوش تغيير ميهاي فراصوت دست، با تابش(هاي ثانويهمتابوليت)

شود، در اين مطالعه ميزان توليد کارون در سلول هاي تحريك شده 

با . مشاهده شدهاي شاهد با امواج فراصوت بسيار بيشتر از سلول

توجه به پيچيدگي مسيرهاي بيوسنتز متابوليت هاي ثانويه، و تعدد 

توليد مصنوعي بسياري ي آنزيم هاي اين مسير، لذا هاي کدکنندهژن

از اين رو . ستا هاي ثانويه با دشواري هاي بسياري روبرواز متابوليت

-در بافتها را هايي که مقادير توليد اين متابوليتيابي به روشدست

دهند، دستاورد چشمگيري به حساب هاي زنده گياهي افزايش مي

توان به عنوان يك رهيافت مفيد و امواج فراصوت را مي. مي آيد

ها در کشت بافت محرکي غير زيستي، جهت افزايش سنتز متابوليت

آوري فنتي از اين آاميد است در مطالعات . قرار داد مورد استفاده

 .بهره جست مهم داروييتوليد ترکيبات بتوان در افزايش 

 

 
 

 هاتجزيه واريانس بررسي اثر تيمارهاي مختلف بر مقدار کارون در نمونه.  1جدول 

 

 اتمنابع تغيير درجه آزادي ميانگين مربعات درصد کارون

 (A)محيط هورمون دار يا بدون هورمون  3 **1120201

 (B)دفعات صوت دهي  3 **3172203

 (C)زمان هاي مختلف صوت دهي  1 **2130271

3902212** 3 A*C 

3917231** 1 B*C 

340201** 1 B*C 

337220** 1 A*B*C 

 خطا 41 3210
 

ns :درصد 1تفاوت معني دار در سطح احتمال *: درصد،    3تفاوت معني دار در سطح احتمال **: ،    عدم تفاوت معني دار 

 

 هايزان کارون استخراج شده از نمونهتاثير تيمارهاي آزمايش بر م. 2 جدول

 
 دوبار صوت دهي              

 
 

  بار صوت دهييک          

       تيمارها زمان           

 محيط هورمون دار محيط بي هورمون محيط هورمون دار  محيط بي هورمون

3244   o 3273   no 3210   o 3270  no 0 (فاقد صوت دهي) ثانيه 

1211  lmno 11200   d 2247    mno 33214  i 1 ثانيه 

1240   j 11271   b 7290   jk 11240   e 29 ثانيه 

30203  g 77204   a 34293   h 47227  c 11 ثانيه 

1231   kl 19243  f 4217   lm 31210  hi 19 ثانيه 

4221  lmn 1271  j 1207  lmno .29    j 249 ثانيه 

 

 .باشد مي بررسي مورد هاي گروه بين داري معني اختلاف عدم گربيان مشترك حروف *
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 .497. شهرکرد
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