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  محيط كشت توليد باكتري بومي گرمادوست  سازي بهينه
Cohnella sp. A01، سازي آنزيم كيتيناز و بررسي فعاليت  خالص

  كشي آن قارچ
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 ،هـا  پوستان بوده ديواره سـلولي بيشـتر قـارچ    كيتين جزء اصلي كوتيكول حشرات و پوسته سخت
هايي هسـتند كـه نقـش تجزيـه      كيتينازها از آنزيم. دهد ها و نماتدها را تشكيل مي ي از جلبكبعض

 اصـولاً  ،كننـد  ها كيتيناز را براي هضم كيتين توليد مـي  باكتري. كيتين نامحلول را بر عهده دارند
جهـت بررسـي    پـژوهش در ايـن  . كننـد  آنها از كيتين به عنوان منبع كربن و انرژي استفاده مـي 

آنزيم كيتيناز . اكثر توليد آنزيم كيتيناز پنج نوع محيط كشت مختلف مورد بررسي قرار گرفتحد
سـازي   خالص ،كه توانايي توليد كيتيناز را دارد) Cohnella sp.A01( ي بومي ايران از اين سويه

ساعت باكتري به  24بعد از گذشت . كشت منتقل شد باكتري بعد از كشت اوليه به محيط پيش. شد
همگي حاوي كيتين كلوئيدي به عنوان جزء اصـلي بودنـد، جهـت     كهنج محيط كشت مختلف پ

 2SO4(NH4)بيشترين توليد آنزيم مربـوط بـه تيمـاري بـود كـه شـامل       . توليد كيتيناز منتقل شد

دي نيتـرو   5و  3سنجش فعاليت آنزيم كيتيناز به كمك معرف رنگي  .بود Agar 0.1% و  0.05%
دهـي   بعد از رسـوب . ها توسط آمونيوم سولفات انجام شد دهي پروتئين سوبساليسيليك اسيد و ر

حداكثر عملكرد ايـن بـاكتري   . ها با آمونيوم سولفات ميزان فعاليت آنزيمي افزايش يافت پروتئين
در طـرح   SASافـزار   براي توليد آنزيم كيتيناز در اين پنج نوع محيط كشت توليد با كمك نـرم 

سازي شده كيتيناز بـر   اثر مهاركنندگي آنزيم نسبتاً خالص. رسي قرار گرفتكاملاً تصادفي مورد بر
شوند نيز مورد بررسي قرار  زاي گياهي محسوب مي هايي كه عوامل بيماري روي تعدادي از قارچ

زاي گياهي ثابت  آنزيم كيتيناز بر روي چهار قارچ بيماري) ضد قارچي(گرفت و اثر مهاركنندگي 
  .شد

 

 ديهاي كلي واژه
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  مقدمه

 ،)poly-β-1,4-N-acetyl-D-glucosamine )GlcNAc ،نكيتـــــــي
فراوان در طبيعـت بعـد از سـلولز و جـزء اصـلي       بيوپليمردومين 

ديـواره   ،كيتـين . پوسـتان اسـت   كوتيكول حشرات و پوسته سخت
هـا و نماتـدها را تشـكيل     ها و بعضي از جلبك سلولي بيشتر قارچ

توليـد كيتـين و   ). Flach et al., 1992; Gooday, 1996(دهـد   مـي 
  N-acetylglucosamineمـــواد تجزيـــه شـــده از آن ماننـــد   

بدليل  ،پوستان از ضايعات پوسته سخت chitooligosaccharidesو
 ,.Simpson et al (اي اسـت   فرآيند محدود و پيچيـده  ،هزينه بالا

1994; Martinou et al., 1995; Aloie et al., 1996; Keyhani et 

al., 1999; Khor, 2002; Tharanathan et al., 2003 .(  كيتينازهـا
هايي هستند كه نقش تجزيـه كيتـين نـامحلول را بـر      يكي از آنزيم
 ،كننـد  ها كيتيناز را براي هضم كيتين توليد مـي  باكتري. عهده دارند

كننـد   اصولا آنها از كيتين به عنوان منبع كربن و انرژي استفاده مـي 
)Wiwat, 1999 .(تيناز از خانواده آنزيمي كيE.C 3.2.1.14  بوده كه

-N-acetyl-β-Dرا در مولكـــول  1,4β-هيـــدروليز پيونـــدهاي  

glucosamine از كيتيناز . دهد در كيتين و كيتين دكسترين انجام مي
هـاي قـارچي در گياهـان و حشـرات      تـوان در كنتـرل بيمـاري    مي

در بخـش  ). Patil et al., 2000; Wang et al., 2001(استفاده كرد 
بيولوژيك ضد قارچي در كيتينازهـاي مختلـف    اثرهاي ،كشاورزي

بسـيار حـائز اهميـت     ،انـد  ها توليد شـده  كه توسط ميكروارگانيسم
بـه هيـدروليز كيتـين در     ايـن اثرهـا  ). Tang et al., 2001( هستند

 ;Sietsma et al., 1979(شـود   ديواره سـلولي قـارچ مربـوط مـي    

Fleuri et al., 2005( . 

 Cohnella SP. A01از باكتري بومي  كيتينازآنزيم  پژوهشدر اين 
ــالص  ــد و خ ــد  تولي ــازي ش ــانواده    .س ــه از خ ــاكتري ك ــن ب اي

Paenibacillaceae  و نژادBacillus     است يك بـاكتري مقـاوم بـه
است كه اين باكتري بعد از قرار گرفتن  نشان داده شده. گرما است

در  Nutrient agarsو TSســاعت در  24در انكوبــاتور بــه مــدت 
ايـن رشـد   . كنـد  درجه سلسيوس به خوبي رشد مي 25-30دماي 

 Ash et(گيرد  درجه سلسيوس نيز صورت مي 55خوب در دماي 

al., 1994 .(   در ادامه اثر مهاركنندگي اين آنزيم بر روي سـه قـارچ
  .ت گياهي بررسي شده استآف
  

 ها روشومواد

 كيتيناز توليد

  .در محيط كشت زير انجام شد اوليهكشت 
Trace element 0.1% ,Yeast extract 0.5%, Tryptone 1%, 

Pepton 0.03%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.07%, KH2PO4 

0.03%, CaCl2.7H2O 0.013%, MgSo4.7H2O 0.05%, 

(NH4)2SO4 0.1%, Agar 2%, Glucose 0.2%, Colloid Chitin 

0.5% ( Zarei et al., 2011). 
  .از تركيبات زير استفاده شد Trace elementبراي تهيه 

ZnSO4.7H2O 0.014%, MnSO4.2H2O 0.016%, FeSO4.7H2O 

0.05%, CoCl2 0.02% 
بـراي  . كشت منتقـل شـد   باكتري به محيط پيش بعد از كشت اوليه

  .زير استفاده شد كشت از تركيبات محيط پيش
Trace element 0.1% ,Yeast extract 0.5%, Tryptone 1%, 

Pepton 0.03%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.07%, KH2PO4 

0.03%, CaCl2.7H2O 0.013%, MgSo4.7H2O 0.05%, 

(NH4)2SO4 0.1%, Agar 0.2%, Glucose 0.2%, Colloid 

Chitin 0.5% ( Zarei et al., 2011). 

  
 Cohnella sp. A01توليـد بـاكتري    كشـت محـيط  سازي  بهينه

 جهت توليد حداكثر آنزيم كيتيناز 

 Cohnellaجهت بررسي حـداكثر توليـد كيتينـاز توسـط بـاكتري      

sp.A01  پنج نوع محـيط كشـت توليـد بـا      ،توليد كشتدر محيط
هـا   تمامي محـيط كشـت  . اجزاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت

  .شامل موارد زير بودند
Colloid Chitin 0.25%, K2HPO4 0.035%, Trace element 

0.05%, Yeast extract 0.015%, Pepton 0.015%, NaCl 

0.05%, MgSo4.7H2O 0.025%, KH2PO4 0.015% ( Zarei et 

al., 2011). 

رسانده  8/7تا  5/7هاي تهيه شده به  كشت محيطتمامي  pHسپس 
كشت حاوي  پيشمحيط  از ml4 ،هاي توليد بعد از تهيه محيط. شد

كشـت   سـاعت در محـيط پـيش    24كه  Cohnella sp.A01باكتري 
رشد كرده بود به اين پنج محيط توليد متفـاوت اضـافه شـد و در    

ــر روي يــك   60دمــاي  ــه مــدت ســه روز ب   درجــه سلســيوس ب



 و همكاران نغمه عبيري  ...گرمادوست  سازي محيط كشت توليد باكتري بومي بهينه

 

 1391 و تابستان بهار/ 1شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي  17

 

   
  
  

 منبع
Source 

تيمارهاي متفاوت محيط كشت 
 توليد

Different treatment for 
production culture  

محيط 
  كشت

Culture 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها  

Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 

coenzyme) 

(NH4)2SO4 0.05% 1 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)اسيدها  

Nitrogen (including amino acids 
and nucleic acids) 

(NH4)NO3 0.1%. 2 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها  

Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 

coenzyme)  

(NH4)2SO4 0.05%, Agar 
0.1% 

3 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
و ) ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها

)ها كوفاكتور برخي آنزيم(كلسيم   
Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 
coenzyme) and calcium (cofactor of 

some enzymes) 

Agar 0.1%, CaCl2.7H2O 
0.0065%, (NH4)2SO4 

0.05% 

4 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها  

Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 

coenzyme)  

(NH4)2SO4 0.05%, NaCl 
0.25%  

 )increaseافزايش (

5 

  
  .هداري شدنددور در دقيقه نگ 160شيكر با 

  
  سنجش فعاليت آنزيم كيتيناز

دي نيتـرو   5و  3سنجش فعاليت آنزيمي به كمـك معـرف رنگـي    
 DNS )1gr DNS, 30gr Potassium sodium ياساليسيليك اسيد 

tartrate, 1.6 gr NaOH(  به روشMiller )1959 (يك . انجام شد

  واحــد فعاليــت آنزيمــي بــه صــورت تشــكيل يــك ميكــرو مــول
N-acetylglucosamine در شرايط سنجش در نظر گرفته شد.  

  
 سولفات  سازي نسبي توسط آمونيوم خالص

درجه سلسيوس، آمونيوم سولفات بـه محلـولي كـه از     4در دماي 
  اضـافه شـد و بـه     ،بدست آمد) روشناور(سانتريفوژ محيط كشت 

 تيمارهاي متفاوت استفاده شده در پنج نوع محيط كشت توليد براي بررسي حداكثر توليد آنزيم كيتيناز -1جدول

Table 1- Different treatments used in five media with the objective of achieving the maximum 
production of Chitinase 
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Rhizctonia solani   و مرگ گياهچه لوبياقارچ عامل بيماري شيت بلايت برنج  

The fungi responsible for Sheath blight of Rice and seedling 
death of Bean 

Bipolaris sp.  اي برنج عامل بيماري لكه قهوه 

Responsible for brown spot disease of Rice    
Botrytis cinerea   عامل بيماري كپك خاكستري 

Responsible for grey mould disease   
Macrophomina phaseolina   پوسيدگي زغال چوبعامل بيماري 

Responsible for Charcoal Rot disease   

Alternaria brassicocola  عامل بيماري سوختگي كلزا  

Responsible for burn Rapeseed disease 

  
درجـه سلسـيوس قـرار داده و     4مدت يك شـبانه روز در دمـاي   

رسـوب  . دقيقـه سـانتريفوژ شـد    45 به مـدت  g17000سپس در 
ميلـي   Tris- base 20بـافر  (بدست آمده در حـداقل ممكـن بـافر    

سپس محلول حاصل در كيسه دياليز . شد حل) pH=  5/8مولاربا 
كيسه دياليز حاوي محلـول  . ريخته و دياليز شد )kDa10با اندازه (

 Tris- base 20بـافر  (به درون ارلن بزرگي كه حاوي دو ليتر بـافر  
ساعت  12بافر هر . بود؛ انتقال داده شد)   pH= 5/8ميلي مولار با 
سـاعت و از بـين رفـتن نمـك      24بعـد از گذشـت   . تعويض شد

محلول از كيسه خارج شده و سـنجش   ،محلول داخل كيسه دياليز
ــام      ــزيم انج ــود آن ــات وج ــراي اثب ــول ب ــر روي محل ــي ب آنزيم

  . )Harrison et al., 1993(شد
  

  سازي شده د قارچي آنزيم خالصض بررسي اثرهاي
انتخاب اين . براي اين منظور از پنج قارچ آفت گياهي استفاده شد

  .بالا و اهميت آنها است خسارتها به دليل  قارچ
كشـت داده   ،PDAديش در محـيط   تريپهاي قارچ در مركز  ايزوله

منتقـل   C 30◦ساعت به انكوباتور  24شدند و براي رشد به مدت 
رسـيد، چهـار    cm2ها تقريبـا بـه    كه قطر كلني قارچزماني . شدند

ديـش   تريپميليمتري از مركز  25ديسك كاغذي استريل در فاصله 
ها قرار داده شد و مقادير مسـاوي   هاي قارچ و در حوالي ميسيليوم

l)μ 50 ( از آنزيم نسبتا خالص شده)دهي با اسـتن  بعد از رسوب(، 
 ـ ،دقيقه 15آنزيم جوشانده شده به مدت   Tris- Base mM 20افر ب

هـاي يـك تـا چهـار در      و محيط كشت توليد به ترتيب به ديسك
 ها در دماي اتـاق و  تريپدر مرحله بعد . شرايط استريل اضافه شد

هاي كنترل  انكوبه شده تا زماني كه رشد كلني، ديسك ،دور از نور
وشانده و در عين حال يك هـلال در اطـراف ديسـك حـاوي     پرا 

 Lam et al., 2000; Ye(ديـد آورد  پت ضد قارچي آنزيم با خاصي

et al., 2000.(  
  

 آماري تجزيه

در يك طرح كاملاً تصـادفي   پژوهشهاي بدست آمده در اين  داده
)CRD (افزار  با سه تكرار با استفاده از نرمSAS )SAS Institute, 

هـاي حاصـل از    تجزيه واريـانس داده . تجزيه آماري شدند) 1994
مقايسـه  . يط كشت توليد در سه تكرار محاسـبه شـد  پنج تيمار مح

دار  ميانگين تيمارها با اسـتفاده از آزمـون حـداقل اخـتلاف معنـي     
)LSD (در سطح احتمال يك درصد انجام شد.  
  
 بحثوجينتا

در پـنج   Cohnella SP. A01توليد آنزيم كيتيناز توسط باكتري 
 نوع محيط كشت توليد

در پـنج نـوع    Cohnella SP. A01پس از سه روز رشـد بـاكتري   
هـا در   سنجش آنزيمي نمونه ،محيط كشت توليد با اجزاي متفاوت

نانومتر توسط دسـتگاه   530سه تكرار انجام شد و ميزان جذب در 
  .اسپكتوفتومتر خوانده شد

 پژوهشدر اين  بررسيپنج قارچ مورد  -2جدول 

Table 2- plant pathogenic fungus  
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 منبع تغييرات
Source of Variation 

 درجه آزادي
Degrees of 
Freedom 

 مجموع مربعات
Sum of 
Squares 

 ميانگين مربعات
Mean Square 

 Fارزش 
F value 

 **Treatment             4                1.00185                   0.25046             70.46 تيمار

 Error            10               0.03554                   0.00355 خطا

 Total            14               1.03739 كل
C.V-11.33% 

  
  جدول تجزيه واريانس

در سـطح احتمـال    Fشـود   مشاهده مي) 3( جدولكه در  همانطور
داري وجـود   ي بين تيمارها تفـاوت معنـي  دار است يعن معني 01/0
 دهنده دقت نشان  كه) C.V(همچنين مقدار ضريب تغييرات   .دارد

 .كم استآزمايش است در حد پاييني است يعني خطاي آزمايشي 

  
  مقايسه ميانيگين تيمارها

و  2SO4 0.05%(NH4)بيشترين توليد آنزيم در تيمار سه كه شامل 
Agar 0.1% با توجه به اينكه تفاوت تيمار . بدست آمده است ،بود

اسـت و نتـايج نشـان دادنـد كـه       Agar 0.1% سه و يك فقـط در 
بنـابراين   ،داري بـين تيمـار سـه و يـك وجـود دارد      تفاوت معنـي 

گيري كرد كه حضور مقدار كمي از آگـار در محـيط    توان نتيجه يم
شـود و آگـار بـه     كشت توليد باعث افزايش توليد آنزيم كيتيناز مي

هاي  با بررسي. عنوان يك محرك در محيط كشت عمل كرده است
انجام شده از آنجاييكه شباهت زيادي بين ساختار شيميايي آگار و 

گيري كرد كه مقدار كـم آگـار در    هتوان نتيج كيتين مشاهده شد مي
محيط كشت همانند كيتين خاصيت القا كنندگي براي توليد آنـزيم  

  .كند كيتيناز را ايفا مي
 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

 .بدست آمد SASافزار  كرار كه توسط نرمتجزيه واريانس طرح كاملاً تصادفي با پنج تيمار و سه ت -3جدول 

Table 3- variance analysis in CRD with five treatments and three replications with SAS software  

 لفاتدهي با آمونيوم سو بعد از رسوب) دهي ب قبل از رسوب) سنجش فعاليت آنزيم الف -1شكل 

a (شاهد حاوي سوبستراي كيتيني و بافر  
b(نمونه سنجش فعاليت آنزيم حاوي سوبستراي كيتيني و آنزيم 

Figure 1- Enzyme Assay A) before precipitation B) After precipitation with Ammonium sulfate 
a) substrate (colloidal chitin) and buffer as Control 

b) substrate (colloidal chitin) and Enzyme as sample for enzyme assay 
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 خلوص

(Fold) 

Recovery 
(%) 

 غلظت پروتئين

Protein  
(mg/ml) 

 فعاليت ويژه

Special 
activity  
(U/mg) 

 فعاليت

Activity   
  (Unit) 

مراحل 
  سازي خالص

Purification step 

  محلول ناخالص 0.9 2.66 0.34 100 1
Unpurified 
Supernatant  

0.9 77 0.18 3.95 0.7  (NH4)2SO4 

  
 توليد كيتيناز

دهـي بـا آمونيـوم     آنـزيم قبـل و بعـد از رسـوب     فعاليـت سنجش 
. شـود  موجب تخليص بيشتر ميدهي  كه رسوب نشان دادسولفات 

  .مشهود است) 1( ايج در شكلاين نت
  

آنزيم كيتيناز مقـاوم بـه گرمـا از بـاكتري      سازي خالصمراحل 
Cohnella sp. A01  

گيـري غلظـت    سـازي نسـبي پـروتئين بـراي انـدازه      بعد از خالص
در هر . استفاده شد) Bradford, 1976(پروتئين از روش برادفورد 
نتـايج بـه   . بررسـي شـد  ) unit per mg(مرحله فعاليت ويژه آنزيم 

  .است 4صورت جدول 
همانطور كـه در  . فعاليت ويژه معياري براي خلوص پروتئين است

مشخص شده است عليرغم اينكه فعاليت آنـزيم كـاهش    4جدول 
دهي بـا آمونيـوم    پيدا كرده است فعاليت ويژه آنزيم بعد از رسوب

  سولفات افزايش يافته است يعني خلوص آنزيم بيشتر شده است
  
دهـي بـا آمونيـوم     بعد از رسـوب (كيتيناز خالص شده  رهاياث

 ها بر روي قارچ) سولفات

اسـتفاده شـد آنـزيم كيتينـاز      پژوهش اينهايي كه در  از ميان قارچ
هـا   همـانطور كـه در شـكل   . توانست رشد چهار قارچ را مهار كند

شود در بخش ديسك يك كـه آغشـته بـه آنـزيم بـود       مشاهده مي
ين ترتيب خاصيت ضدقارچي آنـزيم  بد. قارچي رشد نكرده است

 ,.Rhizctonia solani, Bipolaris spكيتيناز بر روي چهـار قـارچ   

Macrophomina phaseolina , Botrytis cinerea مشخص شد.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Cohnella sp. A01سازي نسبي كيتيناز ازمراحل خالص-4جدول

Table 4- Steps of Chitinase partially purification from Cohnella sp. A01  

شده بر  سازي كيتيناز خالص اثر مهاركنندگي آنزيم - 2شكل 
  .هاي مورد بررسي در اين پژوهش روي قارچ

Fّigure 2- Antifungal effect of purified chitinase on 
plant pathogenic fungus. 

بعد از رسوب با آمونيوم (آغشته به آنزيم است  1ديسك  .١
  )سولفات

1. Disc 1 enzyme (After precipitation with 
Ammonium sulfate)   

 آغشته به محيط كشت باكتري 2ديسك شماره  .2

2. Disc 2 bacteria culture 
 Tris- Baseآغشته به بافر  3ديسك شماره  .3

3. Disc 3 Tris- Base Buffer  
 )دقيقه 15(آغشته به آنزيم جوشانده شده  4ديسك شماره  .4

4. Disc 4 Inactivated enzyme (boiled 15 min)   
5. a) Rhizctonia solani b) Bipolaris sp.  c) 
Macrophomina phaseolina d) Botrytis cinerea  
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اثر مهاري كيتيناز حاصل از باكتري بـومي جـدا شـده روي رشـد     
آن را شايد بتـوان بـه نـوع     هاي قارچي و عدم مهار برخي از گونه

سوبستراي كيتينـي آن يعنـي درصـد استيلاسـيون كيتـين و محـل       
هاي استيل مربوط دانست؛ بدين صورت كه ديواره  قرارگيري گروه

كيتيني مختلف بـوده  ) subtypes(هاي  با زير نوع قارچيهاي  گونه
 به نحوي كه كيتيناز حاصل تنها روي برخي از آنها عمل مـي كنـد  

)Sasaki et al., 2002(.  
و همكاران انجام شد فعاليت ضـد   Dahiyaكه توسط  پژوهشيدر 

در برابر  Enterobacter sp. NRGقارچي كيتيناز استخراج شده از 
 ,.Dahiya et al(اثبات شده اسـت   R. solaniقارچ پاتوژن گياهي 

 Bacillusهمچنين كيتينازهايي با فعاليت ضـد قـارچي از   ). 2005

subtilis CH426 )Yang et al., 2009( ،Bacillus cereus J1-1 
)Wang et al., 2001( ،Bacillus sp. DAU101 )Lee et al., 

 ,.Fleuri et al( Cellulosimicrobium cellulans 191و ) 2007

  .استخراج شده است )2009
بررسي بر روي انتقال و بيان ژن كيتيناز گرمادوست از اين باكتري 

اي نزديـك بتـوان    نجام است و اميد است در آينـده بومي در حال ا
 هـاي  پـژوهش بـا اسـتفاده از   . اين ژن را به گياه هـدف انتقـال داد  

گياه برنج در نظر  اين ژنكانديداي اول براي انتقال صورت گرفته 
با انتقال اين ژن به گياه برنج و بيان آنزيم كيتيناز . گرفته شده است

ان گياه بـرنج را در برابـر دو بيمـاري    تو باكتريايي در گياه برنج مي
 Rhizoctoniaبيماري شيت بلايت كه توسـط قـارچ    ،مهم قارچي

solani اي كه توسط دو گونه قارچ  و بيماري لكه قهوهBipolaris 

sp. همچنـين اسـتفاده از   . اي مقـاوم كـرد   تا انـدازه  ،شود ايجاد مي
هـم بـه   و ) بـه صـورت پاشـيدن بـر روي گيـاه     (كيتيناز به تنهايي 

ها در آينده بسيار مؤثر بـوده و از نظـر    كش صورت تركيبي با قارچ
هـاي قـارچي ايمـن     اكولوژيك نيز براي كنترل بيولوژيك بيمـاري 

  ).Singh et al., 2007( خواهد بود
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