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بررسی اثرات ترکیب سنتتیک GR60 و سوسپانسیون 
قارچ  Fusarium oxysporum روی جوانه زنی 

)Orobanche cernua( بذور گل جالیز

چکيد ه   
   گل جاليز )Orobanche cernua(، علف هرز انگلی مطلقی است که باعث کاهش عملکرد بسياری از گياهان مهم زراعی 
مانند آفتابگردان، سيب زمينی و گياهان جاليزی می شود. در اين تحقيق، تاثير ترکيب GR60 )محرک جوانه زنی گل جاليز(  
خراش دهی و سوسپانسيون اسپور ايزوله ای از قارچ Fusarium oxysporum )به عنوان عامل بيولوژيك( روی جوانه زنی 
بذر گل جاليز بررسی شد. در ابتدا اثر غلظت های 0، 1، 2 و ppm( 5(  از ترکيب GR60 و تيمار خراش دهی بذور روی جوانه 
زنی بذور گل جاليز مطالعه شد. نتايج نشان داد که غلظت 2 پی پی ام از ترکيب GR60 بالاترين درصد )50%( و غلظت 5 پی 
پی ام کمترين درصد  جوانه زنی بذور)%4-3( را باعث شد. تيمار خراش دهی اثر معنی داری روی جوانه زنی بذور  گل جاليز 
نداشت. سوسپانسيون اسپور قارچ F. oxysporum  با غلظت 106 ×1 اسپور در ميلی ليتر، در مقايسه با شاهد، بطور معنی 
داری موجب کاهش جوانه زنی بذور گل جاليز شد. استفاده از ترکيبات سنتتيکی همچون GR60 به عنوان محرک جوانه زنی 
 F. oxysporum  بذور گل جاليز در غياب گياه ميزبان و هم چنين استفاده از عوامل بيوکنترل هم چون ايزوله هايی از قارچ

ممکن است به عنوان دو روش برای کاهش بانك بذر و کنترل اين علف هرز انگلی مورد نظر قرار گيرد.

کلمات کليد ی: گل جاليز،  Orobanche cernua، Fusarium oxysporum، GR60، جوانه زنی بذر، خراش دهی

در 

زراعت و باغبانی شماره 80 ، پاییز 1387

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


20 زراعت و باغبانی
د ر

Pajouhesh & Sazandegi No 80 pp: 19 - 24

The effects of GR60 compouned and Fusarium oxysporum spore suspension on Orobanch cernua seed 
germination
 By: S. Hasannejad, Ph.D. Student of Tehran University and H. M. Alizadeh, Associate Professor of Tehran 
University
 Broomrape (Orobanche sp.) is a phanerogamich holoparasitic weed that causes considerable yield losses in some of 
important crops family including Asteraceae, Solanaceae, Cucurbitaceae. In this research, the effects of GR60 (seed 
germination stimulator), scarification and spore suspension Fusarium oxysporum (biocontrol agent) on O. cernua seed 
germination were investigated. At the first, the effects of various concentration of GR60 (0, 1, 2 and 5 ppm) on O. 
cernua seed germination was studied. Results showed that treating the seeds with 2ppm of GR60 resulted in the highest 
seed germination (50%), whereas 5 ppm of GR60 caused the least seed germination (3-4%). Scarification treatment 
did not have a significant effect on O. cernua seed germination. The effects of F. oxysporum suspension (1×10 6 
spores/ml) on O. cernua seeds was also investigated. Results showed that F. oxysporum suspension caused significant 
reduction in O. cernua seed germination (60%). Application of both methods, the synthetic compounds such as GR60 
for stimulating O. cernua seed germination in absence of host plant and biocontrol agents such as some isolate of F. 
oxysporum, can be used for reduction of the broomrape seed bank and control of this parasitic weed.

 Key words: Broomrape, Orobanche cernua, Fusarium oxysporum, GR60, Scarification, Seed germination.

مقد مه
گل جالیز).Orobanche spp( گیاه��ی فاقد كلروفیل و انگل مطلق 
ریشه گیاهان دو لپه ای بوده، كه بیشتر در نواحی گرم و خشک و همچنین 
نواحی معتدل و نیمه خشک كشورهای مدیترانه ای، اروپای شرقی و جنوبی 
و خاورمیان��ه از جمله ایران آلودگی ایجاد می كند )6(. این علف هرز انگلی 
به دلیل ارتباط فیزیولوژی نزدیک با میزبان خود، فعالیت های متابولیسمی 
میزبان را مختل كرده، ارزش كمی و كیفی محصول را كاهش داده و بس��ته 
به میزان و زمان آلودگی بین 5% تا 100% به گیاه میزبان خس��ارت می زند 
)8، 17(. این گیاه انگلی دارای  دامنه میزبانی وسیعی است كه گیاهان مهم 
زراعی هم چون آفتابگردان، سیب زمینی، كدوئیان، شب بوها، لگومینوزها و 
چتریان میزبان آن هس��تند )8، 12(. مدیریت گل جالیز به دلیل تولید بذر 
فراوان، خواب طولانی بذور در خاك )13 تا 20 س��ال(، عدم جوانه زنی آن 
در غیاب میزبان، ارتباط نزدیک با میزبان و رشد رویشی سریع پس از خروج 
از خاك مش��كل اس��ت )5(. روش های مختلفی برای كنترل این علف هرز 
انگلی توصیه شده ولی هیچ كدام از این روش ها نتوانسته سطح قابل قبولی 
از كنترل را داشته باشند. مثلًا وجین كه بعد از اتصال به ریشه گیاه میزبان 
و نمایان ش��دن در سطح خاك صورت می گیرد روش مناسبی برای كاهش 
خس��ارت در همان سال زراعی نیس��ت، بلكه تنها می تواند از افزایش بانک 
بذر جلوگیری نماید. تناوب زراعی و كش��ت گیاهان غیر میزبان )كه عمدتاً 
گیاهان غیر تجاری را ش��امل می شود(، به دلیل خواب طولانی بذور، دامنه 
میزبانی وس��یع و عدم تمایل كش��اورز به كشت چنین گیاهانی عملی نبوده 
و قابل توصیه نیس��ت. به دلیل ارتباط تنگاتنگی كه این علف هرز با میزبان 
خود برقرار می كند، اس��تفاده از س��موم ش��یمیائی از جمله علفكش های 
انتخابی و سیس��تمیک مشكل بوده و ممكن اس��ت به گیاه زراعی خسارت 
بزند، مگر اینكه از واریته های زراعی تراریخته )متحمل به علفكش( استفاده 
كرد )17(. جوانه زنی بذور این علف هرز انگلی از مراحل حس��اس و بحرانی 
در مدیریت آن می باش��د. به طوری كه اگ��ر پس جوانه زنی بذر به طریقی 

بتوان از اتصال لوله تندش این گیاه انگلی به ریش��ه گیاه میزبان جلوگیری 
نم��ود، خس��ارتی به میزبان وارد نخواهد ش��د. برای از بی��ن بردن بذور گل 
جالیز، روش های مختلفی از جمله آفتاب دهی و ضدعفونی خاك با استفاده 
از گازهای تدخینی )هم چون متیل بروماید( توصیه شده، ولی این روش ها 
پرهزینه، غیر اقتصادی و در س��طح وس��یع قابل اجرا نیست )11(. مطالعات 
 )GR 1روی م��واد محرك جوان��ه زنی )آنالوگ های اس��تریگول و تركیبات
برای تحریک به جوانه زنی بذور در غیاب گیاه میزبان، از سال 1960 شروع 
ش��د )10(. تركیبات GR، تركیباتی هس��تند كه ب��رای تحریک جوانه زنی 
بذور گل جالیز و اس��تریگا استفاده می شوند، از جمله این مواد می توان به 
GR602  اشاره نمود كه توسط رضوی در سال 1380 سنتز شد )2(. اولین 

محرك طبیعی برای جوانه زنی بذور گل جالیز و استریگا، استرایگول بود كه 
توس��ط كوك و همكاران )1966( از ترشحات ریشه پنبه بدست آمد )18(. 
بعد ها از آنالوگ های اس��ترایگول ب��رای تحریک جوانه زنی بذور گل جالیز 
استفاده شد )10(.  این مواد در غلظت های بالا مانع از جوانه زنی بذور گل 
جالیز می ش��وند و در غلظت های پائین ب��ه عنوان محرك آن عمل نموده، 
و بذور جوانه زده در غیاب میزبان از بین می روند )10(. اس��تفاده از عوامل 
میكروبی همچون قارچ های آنتاگونیس��ت برای كنترل گل جالیز در مراحل 
 اولیه و  حساس از چرخه زندگی مطرح می باشند. در بین عوامل میكروبی، 
ایزوله هایی از قارچ فوزاریوم ).Fusarium sp( بیش��تر از همه مورد توجه 
Fusarium oxysporum Jac. است. اولین بار یاچوس��كی )1904( از

برای كنترل بیولوژیكی گل جالیز اس��تفاده كرد )Linke .)9 و همكاران از 
Orobanche crenata و O. minor،  16 گونه عامل قارچی جداسازی 
و شناس��ائی كردند كه جنس غالب آنها را فوزاریوم تش��كیل می داد )10(. 
 F. oxysporum در ای��ران، بنی هاش��می و احم��دی ایزوله ای از ق��ارچ
Schecht را از ساقه O. aegyptiaca در مزارع گوجه فرنگی جداسازی 
نمودند )1(. مظاهری و همكاران ایزوله ای از قارچ F. solani را به عنوان 
عامل بیوكنترل گل جالیز مزارع توتون گزارش كرده و توانس��تند در س��ال 
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1367 در شرایط مزرعه ای جمعیت گونه  O. aegyptiaca را تا 75/23 
درص��د و گون��ه O. cernua را ت��ا 91/3 درصد كاهش دهن��د )3(. تا به 
امروز گون��ه های مختلفی از فوزاریوم برای كنترل گل جالیز معرفی ش��ده 
اس��ت ولی روی بذور گل جالیز و حساسیت بذور به قارچ فوزاریوم و كنترل 
بیولوژیك��ی در مرحله بذری و جوانه زنی كمتر كار ش��ده اس��ت. اولین بار 
 F. oxysporum. و همكاران در مطالعات س��یتولوژیكی روی Thomas
f. sp. orthoceras نشان دادند كه این قارچ با تولید لوله تندشی و مكینه 
به داخل بذور گل جالیز نفوذ نموده و از جوانه زنی آنها جلوگیری می كنند 
)19(. این تحقیق دارای دو بخش می باشد. در بخش نخست، تاثیر تركیب 
سنتتیک GR60  در غلظت های مختلف و همچنین خراش دهی بذر روی 
میزان جوانه زنی بذور گل جالیز  )O. cernua( بررس��ی ش��د و در بخش 
دوم تأثیر ایزوله ای از قارچ  F. oxysporum جداسازی شده از بوته های 
گل جالی��ز در جلوگیری و یا كاهش جوانه زنی بذور این گیاه انگلی ارزیابی 

گردید. 
  

  مواد و روش ها
تعيين اثر غلظت های مختلف ترکيب سنتتيك GR60 و خراش دهی 

روی بذور گل جاليز
   ای��ن آزمایش بص��ورت فاكتوریل )دو فاكت��وره( در قالب طرح كاملًا 
تصادفی با 4 تكرار در ش��رایط آزمایش��گاهی انجام ش��د. فاكتور اول در دو 
س��طح ش��امل تیمار خراش دهی و عدم خراش دهی )شاهد( و فاكتور دوم 
در چهار س��طح ش��امل غلظت های 0، 1، 2 و ppm 5 از تركیب سنتتیک 
GR60 ب��ود. ق��وه نامیه3 ب��ذور گل جالیز ب��ا اس��تفاده از روش Linke و 
Sakend اندازگی��ری ش��د )13(. روش كار به این ص��ورت بود كه 5 میلی 
گرم از ب��ذور گل جالیز )O. cernua( را در ارلن 30 میلی لیتری ریخته، 
ب��ه هر ك��دام 3 میلی لیتر محل��ول تترازولیوم TTC( %1(4  افزوده ش��د. 
سپس بذور در تاریكی مطلق و در دمای 35 درجه سانتی گراد به مدت 72 
 س��اعت قرار داده شد. آنگاه با پی پت موئین محلول TTCرا از داخل پتری 
دیش ها بیرون كش��یده،  س��پس این بذور به م��دت 10 دقیقه با آّب مقطر 
شسته شدند. از هر نمونه حدود 500 عدد بذر در زیر بینوكولر شمارش شد 
و از روی درصد بذور رنگ شده )قرمز(، درصد بذور زنده تعیین گردید )13(. 
خراش دهی بذور با كاغذ س��مباده بسیار ظریف )1500(، با10 بار كشیدن 
آرام كاغذ س��مباده روی بذور انجام شد. ضد عفونی سطحی بذور گل جالیز 
با هیپوكلریدس��دیم 10 درصد به روش Paker و همكاران انجام شد )16(. 
ب��رای این كار، 15گرم بذر O. cernua در هیپوكلریدس��دیم10 درصد به 
مدت 2 دقیقه قرار داده ش��ده، س��پس 3 مرتبه با آب مقطر شستش��و داده 
شدند. برای شروع آزمایش، سه عدد كاغذ صافی در كف هر پتری دیش قرار 
داده شد و تعداد 500 بذر ضدعفونی شده توسط نوك اسكارپل استریل در 
محیطی كاملًا اس��تریل در هر پتری دیش گذاشته شد. برای تامین رطوبت 
در طول دوره آماده س��ازی بذور در هر پتری دیش، مقدار 3 میلی لیتر آب 
مقطر اضافه شد. بذور به مدت دو هفته در دمای 25 درجه سانتی گراد و در 
تاریكی مطلق در داخل ژرمیناتور قرار داده شدند تا آمادگی دریافت محرك 
جوانه زنی را داش��ته و جوانه بزنند. ب��رای تهیه غلظت های مختلف تركیب 
س��نتتیک GR60، مقدار 5 میلی گرم از پودر این ماده را در 10میلی لیتر 
اس��تون حل كرده، با اضافه كردن آب مقطر استریل به آن، حجم محلول به 

0/5 لیتر رسانده شده و محلول اصلی )اولیه( با غلظت ppm 10 تهیه شد. 
از این محلول غلظت های 1،2 و ppm 5 س��اخته ش��د. در تیمار شاهد از 
آب مقطر اس��تفاده شد. بعد از این دوره 4 میلی لیتر از غلظت های مختلف 
تركیب GR60 به هر پتری دیش اضافه شد. سپس پتری ها با نوار پارافیلم 
بس��ته ش��ده و با فویل آلومینیومی پوشانده ش��دند. آنگاه پتری ها برای دو 
هفت��ه در داخ��ل ژرمیناتور در دمای 20 درجه س��انتیگراد و تاریكی مطلق 
قرار داده ش��دند. پس از دو هفته، پتری ها از ژرمیناتور خارج ش��ده و زیر 
بینوكولر درصد جوانه زنی در هر واحد آزمایش��ی تعیین گردید. در شمارش 
بذور جوانه زده، رش��د لوله تندش به ان��دازه 130-90 نانومتر معیار جوانه 

زنی قرار گرفت.

بررسی اثر قارچ Fusarium oxysporum روی جوانه زنی بذور گل 
جاليز 

   اث��ر ق��ارچ F. oxysporum هم��راه ب��ا غلظت ه��ای 0، 1، 2 و 5 
ppm از GR60 در آزمایش��ی بص��ورت فاكتوریل )دو فاكت��وره( در قالب 
ط��رح كام��لًا تصادفی در 4 تكرار روی گونه  O. cernua بررس��ی ش��د. 
غلظت های مختلف GR60 در چهار س��طح به عنوان فاكتور اول، مایه زنی 
و عدم مایه زنی سوسپانس��یون اس��پور در غلظت 106 ×1 اس��پور در میلی 
لیتر از قارچ F. oxysporum  در دو س��طح به عنوان فاكتور دوم در نظر 
گرفته ش��د. برای تهیه سوسپانس��یون قارچ، لازم بود ق��ارچ مذكور خالص 
س��ازی ش��ود، برای این كار از روش تک اسپور كردن Nelson و همكاران 
)15( اس��تفاده ش��د. برای تولید اس��پور كافی، كلنی تک اسپور شده روی 
 محیطPDA 5  كشت داده شد و برای مدت یک هفته در دمای 25 درجه 
س��انتی گراد قرار داده شد )15(. برای تهیه سوسپانسیون آبی قارچ با تعداد 
اس��پور معی��ن، به داخل پتری ه��اي حاوي قارچ، آب مقطر اضافه ش��ده و 
قس��مت روئی محیط PDA حاوی قارچ جمع ش��ده، از پارچه ململ عبور 
داده شد تا سوسپانسیون قارچ تهیه شود. از سوسپانسیون تهیه شده،  نمونه 
برداري ش��ده و در زیر میكروس��كوپ با هموسایتومتر6 و با استفاده از روش 
Bedawin و همكاران غلظت سوسپانس��یون اس��پورها بررس��ی شد. برای 
تهیه غلظت 106×1 اس��پور در میلی لیتر، از فاكتور رقت )غلظت مورد نظر/ 
غلظت موجود = فاكتور رقت( اس��تفاده ش��د )7(. بعد از ضدعفونی سطحی 
بذور، در هر پتری دیش س��ه عدد كاغذ صافی قرار داده ش��د، سپس 300 
عدد بذر توس��ط نوك اسكارپل استریل برداشته ش��ده و در محیطی كاملًا 
استریل و در زیر هود به داخل هر پتری دیش انتقال داده شد. مراحل آماده 
سازی و افزودن GR60 مطابق آزمایش اول انجام شد. در ادامه برای بررسی 
اث��رات این قارچ روی بذور گل جالیز، مقدار 2 میلی لیتر از سوسپانس��یون 
اسپورهای آن تهیه شده و به پتری دیش های مربوطه اضافه شد. در شاهد از 
آب مقطر بدون اسپور  قارچ استفاده شد. پتری ها با نوار پارافیلم بسته شده 
و بعد از پوش��اندن در فویل آلومینیومی برای دو هفته در ژرمیناتور با دمای 
20 درجه س��انتیگراد و تاریكی مطلق نگهداری ش��دند. یادداشت برداری از 
وضعیت جوانه زنی بذور، دو هفته بعد از مایه زنی سوسپانسیون قارچ انجام 
ش��د. برای توزیع نرمال قبل از تجزیه واریانس از نرم افزار MINITAB و 
فرمول Arc sin استفاده شد )4(. داده ها با نرم افزار SAS تجزیه واریانس 
ش��ده و میانگین تیمارها با آزمون چند دامنه ای دانكن مقایسه شدند. رسم 

نمودارها نیز با نرم افزار Excel انجام شد.
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نتايج و بحث
 GR60 نتای��ج بدس��ت آمده نش��ان داد ك��ه غلظت ه��ای مختلف   
روي جوان��ه زنی گونه O. cernua موثر مي باش��ند )ش��كل1(. بالاترین 
درص��د جوان��ه زن��ی O. cernua در غلظت 2  پی پ��ی ام )50 درصد( و  
 كمتری��ن آن در غلظت 5 پی پی ام مش��اهده ش��د. جوان��ه زنی در غلظت
"ppm  5 تفاوت معنی داری با شاهد نداشت. پائین بودن درصد جوانه زنی گونه

O. cernua حت��ی در غلظت 2 پی پی ام را م��ی توان به اثرات بازدارنده 
آنال��وگ های اس��تریگول )از جمل��ه GR60( در غلظت ه��ای بالاتر از حد 
توصیه ش��ده و یا كم بودن قوه نامیه بذور نس��بت داد )10(. زیرا در تس��ت 
قوه نامیه انجام ش��ده توسط TTC یک درصد، میزان جوانه زنی  بذور گل 
جالیز 65% برآورد ش��د. خراش ده��ی تغییر چندانی روی درصد جوانه زنی 
نداش��ته و از نظر آماری با تیمار ش��اهد )عدم خراش ده��ی( تفاوت معنی 
داری نش��ان ن��داد. ولی با كارب��رد GR60 با غلظت 2 پی پ��ی ام، خراش 
دهی بذور بطور معنی داری موجب كاهش جوانه زنی آنها ش��د )ش��كل1(. 
Thomas و همكاران در مطالعات س��یتولوژیكی به وجود پوس��ته ضخیم و 
چن��د لایه اي در اطراف بذر گل جالی��ز كه نقش حیاتی در بقای جنین آن 
دارد اش��اره كردند. بطوریكه هر گونه آس��یب وارده به این لایه ها، به جنین 
 صدمه زده و درصد جوانه زنی را كاهش می دهد )19(. سوسپانسیون قارچ
 O. اث��ر بازدارندگ��ی معن��ی داری روی جوان��ه زن��ی F. oxysporum
cernua داش��ت. سوسپانس��یون اس��پور این قارچ توانس��ت درصد جوانه 
زن��ي ب��ذور O. cernua را از 60% در تیم��ار ش��اهد )آب مقطر به جاي 
 GR60 سوسپانس��یون ق��ارچ( ب��ه 2% در غلظت 2 پ��ی پ��ی ام از تركیب
برس��اند )ش��كل2(. بذور پارازیت ش��ده با این قارچ، قابلی��ت جوانه زنی را 
 از دس��ت داده و از بی��ن رفتن��د. Thomas و هم��كاران نی��ز قابلیت نفوذ

خ��واب ح��ال  در  ب��ذور  ب��ه   F. oxysporum f. sp. orthoceras"
O. cumana را تایی��د كرده و گزارش كردند كه لوله های تندش حاصل 
از میكروكنی��دی های این ق��ارچ با تولید مكینه به قس��مت های حیاتی و 
ضخیم پوس��ته و تس��تای بذر نفوذ كرده، دیواره س��لولهای آندوسپرمی را 
تخری��ب نم��وده، سیتوپلاس��م غنی از لیپی��د و اجزاء پروتئینی س��لولها را 
متابولیز نموده و نابودي بذور گل جالیز را باعث مي ش��وند )19(. از این رو 
اس��تفاده صحیح و مناس��ب از آنالوگ های استرایگول )همچون GR60( و 
س��نتز تركیبات مش��ابه و ارزان قیمت به عنوان روشی برای تحریک جوانه 
زن��ی بذور گل جالیز می تواند س��طح بالائی از ب��ذور گل جالیز را در غیاب 
میزب��ان وادار ب��ه جوانه زنی كرده و مرگ آنها را باعث ش��ود و بدین ترتیب 
بان��ک بذر این علف هرز انگل��ي كاهش خواهد یافت. زی��را بذور جوانه زده 
ای��ن علف ه��رز انگلی ظرف چند روز پس از جوانه زنی باید به ریش��ه گیاه 
میزبان برس��ند تا بتوانند زندگی خود را ش��روع كرده و به س��یكل زندگی 
خ��ود ادام��ه دهند. این روش را مي توان خارج از فصل كش��ت یا در س��ال 
 آیش انجام داد. از طرفي با اس��تفاده از عوامل آنتاگونیس��ت خاكزي به ویژه 
 زیرگونه های��ی از قارچ F. oxysporum ك��ه اختصاصی عمل می كنند، 
م��ی تواند به عنوان روش��ی ب��رای بیوكنت��رل گل جالیز آنه��م در مراحل 
حساس��ي همچ��ون مرحله ب��ذري و دوران قبل از اتصال ب��ه میزبان مورد 
اس��تفاده ق��رار گی��رد )Musselman .)6 و هم��كاران و Dhnapal و 
 همكاران در مطالعات خود نش��ان دادند كه آلودگی بذور گل جالیز به قارچ
  F. oxysporum، كاهش آلودگي گیاه زراعي میزبان به گل جالیز را باعث مي شود

  )10، 14(. كنترل بیولوژیكی گل جالیز با استفاده از تركیبات طبیعي همچون 
 F. oxysporum آنالوگ ه��اي اس��ترایگول و عوامل قارچ��ي همچ��ون 
مي تواند به عنوان روشی امید بخش در مدیریت این علف هرز انگلي مطرح 

شود.

Orobanche cernua 0، 1، 2 و 5 پی پی ام( و تيمار خراش دهی روی جوانه زنی بذور( GR60  شکل1- اثر غلظت های مختلف ترکيب
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شکل2-  اثر غلظت 106 ×1 اسپور در ميلی ليتر از سوسپانسيون قارچ Fusarium oxysporum در غلظت های 

Orobanche cernua 0، 1، 2 و 5 پی پی ام(  روی جوانه زنی بذور( GR60 مختلف

پاورقی ها

1- Germination Reasone  
2 - متیل4--)-2اكس��و2،3-آ، 6آ- تتراهی��درو4- اچ- س��یكلوپنتا )ب( ف��وران3-- ایل��ون 

متوكسی( بوت2--ان4--الاید
3- Viability test

4 -5،3،2 تری متیل تترازولیوم كلرید
5- Potato Dextrose Agar
6- Hemicytometer
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