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هب  خدا نام

  ايران صنعتي تتحقيقا و استاندارد مؤسسة با آشنايي
 

و  اسـتاندارد  مؤسـسة  مقـررات  و قـوانين  اصلاح قانون 3مادة يك بند موجب به ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة
 نـشر  و تـدوين  تعيـين،  وظيفـه  كـه  اسـت  كـشور  رسـمي  مرجـع  تنهـا  1371 مـاه  بهمن مصوب ايران، صنعتي تحقيقات

  .ددار عهده به را ايران) رسمي(استانداردهاي ملي 
*  و مراكـز  نظـران   صـاحب كارشناسـان مؤسـسه   از مركـب  فني هاي كميسيون در مختلف هاي حوزه در استاندارد تدوين

بـه   توجـه  بـا  و ملـي  مصالح با همگام وكوششي شود مي انجام مرتبط و آگاه اقتصادي و توليدي پژوهشي، مؤسسات علمي،
-مصرف توليدكنندگان، شامل نفع، و حق صاحبان منصفانة و آگاهانه مشاركت از كه است تجاري و توليدي، فناوري شرايط

 مـي  حاصـل  دولتـي  غيـر  و دولتي هاي سازمان نهادها، تخصصي، و علمي مراكز كنندگان، وارد و كنندگان، صادركنندگان

 ارسـال  مربوط فني هاي كميسيون اعضاي و نفع ذي مراجع به نظرخواهي براي ايران ملي نويس استانداردهاي پيش .شود

 عنـوان  بـه  تـصويب  صـورت  در و طـرح  رشـته  آن بـا  مـرتبط  ملي كميتة در پيشنهادها و نظرها از دريافت پس و شودمي

  .شود مي منتشر و ايران چاپ )رسمي( ملي استاندارد
 مـي  تهيـه  شـده  تعيـين  ضوابط رعايت با نيز ذيصلاح و مند علاقه هاي سازمان و مؤسسات كه استانداردهايي نويس پيش

بدين ترتيب،  .شود مي منتشر و چاپ ايران ملي استاندارد عنوان به تصويب، درصورت و بررسي و طرح ملي كميتةكنند در
ملـي   كميتـة  در و تدوين 5 شمارة ايران ملي استاندارد در شده نوشته مفاد اساس بر كه شود مي تلقي ملي استانداردهايي

  .باشد رسيده تصويب هب دهدمي تشكيل استاندارد مؤسسه كه مربوط استاندارد
1 المللـي   بـين   كميسيون(ISO)استاندارد  المللي بين سازمان اصلي اعضاي از ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة

4(IEC)الكتروتكنيك  3 رابـط  تنهـا  به عنـوان  و  است2  كميـسيون  (OIML)قانوني  شناسي اندازه المللي بين سازمان  و

 و كلـي  شـرايط  بـه  توجـه  ضـمن  ايران ملي استانداردهاي تدوين  در.كند مي ليتفعا كشور در 5(CAC)كدكس غذايي 
-مـي  گيـري بهـره  بينالمللي استانداردهاي و جهان صنعتي و فني علمي، پيشرفتهاي آخرين از كشور، خاص هاي نيازمندي

 از حمايـت  بـراي  نون،قـا  در شـده  بينـي  پيش موازين رعايت با تواند مي ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة.شود

 محيطي زيست ملاحظات و محصولات كيفيت از اطمينان حصول عمومي، و فردي ايمني و سلامت كنندگان، حفظ مصرف

 تصويب اب وارداتي، اقلام يا / و ر كشو داخل توليدي محصولات براي را ايران ملي استانداردهاي از اجراي بعضي اقتصادي، و

 اجراي كشور، محصولات براي المللي بين بازارهاي حفظ منظور به تواند مي مؤسسه . نمايد ياستاندارد، اجبار عالي شوراي

 از كننـدگان  اسـتفاده  بـه  بخشيدن اطمينان براي همچنين . نمايد اجباري را آن بنديو درجه صادراتي كالاهاي استاندارد

 كيفيت مديريت هاي سيستم صدورگواهي و زيممي بازرسي، آموزش، مشاوره، در زمينة فعال مؤسسات و زمانها سا خدمات

 گونـه دام  ايـن  استاندارد مؤسسة ، سنجش وسايل )واسنجي(كاليبراسيون  و مراكز ها آزمايشگاه محيطي،زيست مديريت و

 لازم، شـرايط  احـراز  صـورت  در و كنـد  مـي  ارزيـابي  ايران تأييد صلاحيت نظام ضوابط اساس بر را مؤسسات و ها سازمان

كاليبراسـيون   يكاهـا،  المللـي  بين دستگاه ترويج .كند نظارت مي آنها عملكرد بر و اعطا ها آن به صلاحيت تأييد گواهينامة
 ايران ملي استانداردهاي سطح ارتقاي براي تحقيقات كاربردي انجام و گرانبها فلزات عيار تعيين سنجش، وسايل )واسنجي(

  6.است مؤسسه اين وظايف ديگر از

                                                 
 ايرانصنعتيتحقيقاتواستانداردموسسة *

1. International organization for Standardization 
2. International Electro technical Commission 
3 International Organization for Legal Metrology(Organization International de Metrology Legal) 
4 . Contact point 
5 . Codex Alimentarius Commission 

  

 ب 



  ين استانداردكميسيون فني تدو

   نمونه برداري از بي مهرگان موجود در خاك –كيفيت خاك  " 
  " و استخراج آن با فرمالين  با دستجدا كردن كرم خاكي: قسمت اول

  

  

  يا نمايندگي/ سمت و   :رئيس 
  

  )ليسانس شيمي(  ايران استاندارد و تحقيقات صنعتي سازمان  عطروش، محمدصادق
  ) گرايش صنعتي،س مديريتفوق ليسان(

    
    :دبير 

  گوهري، اخترالسادات   ايرانانجمن دارندگان نشان استاندارد
  )ليسانس مهندسي شيمي(

    
   )اسامي به ترتيب حروف الفبا( : اعضاء 

  ابراهيم،الهام  ايرانانجمن دارندگان نشان استاندارد
  )ليسانس شيمي(

  ارسالي،سارا  ان استاندارد ايرانانجمن دارندگان نش
  )فوق ليسانس شيمي تجزيه( 

  
شركت بازرسي مهندسي معيارگران جهان  اسماعيل بيگي، زهره   )ليسانس شيمي(

  اميري، ندا  شركت بازرسي مهندسي معيارگران جهان
  )فوق ليسانس بيوفيزيك(

  قزاقي،سارا  ايرانانجمن دارندگان نشان استاندارد
(  )فوق ليسانس مهندسي كشاورزي
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 پيش  گفتار

جدا كردن با دسـت     : ول نمونه برداري از بي مهرگان موجود در خاك قسمت ا          –كيفيت خاك   « استاندارد  
انجمـن  ، كه پـيش نـويس آن در كميـسيون هـاي مربـوط توسـط                 » كرم خاكي و استخراج آن با فرمالين      

مـورد  5/12/88 مـورخ  بيولـوژي  ميكـرو   اجلاس كميته ملـي اسـتاندارد  255 در دارندگان نشان استاندارد
انين و مقررات موسسه اسـتاندارد       قانون اصلاح قو   3تصويب قرار گرفته است، اينك به استناد بند يك ماده           

  . شود ، به عنوان استاندارد ملي ايران منتشر مي1371و تحقيقات صنعتي ايران، مصوب بهمن ماه 
هـاي ملـي و جهـاني در زمينـه صـنايع ، علـوم و                  براي حفظ همگامي و هماهنگي با تحـولات و پيـشرفت          

اهد شد و هر پيشنهادي كـه بـراي اصـلاح و        خدمات، استانداردهاي ملي ايران در مواقع لزوم تجديدنظرخو       
نظر در كميسيون فني مربوط مـورد توجـه قـرار خواهـد               تكميل اين استانداردها ارائه شود ، هنگام تجديد       

  . بنابراين بايد همواره از آخرين تجديدنظر استانداردهاي ملي استفاده كرد. گرفت
  : ده قرار گرفته به شرح زير است اين استاندارد مورد استفاتدوين منبع و مأخذي كه براي 

ISO 23611-1:2006- Soil quality – sampling of soil invertebrates – part1: Hand- 
sorting and formalin extraction of earthworms. 
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  مقدمه

 .اين استاندارد بدليل لزوم رشد استانداردسازي روش هاي جانورشناسي خاكي در مزارع تدوين شده اسـت               
مـي  بـوده و نمونه برداري، استخراج و نگهداري بي مهرگان موجود در خـاك     شامل  اين روش ها    بطور كلي   

  :دهد، براي مقاصد زير ضروري هستند
   خاك ها شامل ارزيابي كيفيت خاك1طبقه بندي زيستي -
  خاك و نظارت طولاني مدت 2نشانگرهاي زيستي -

 ........3 شـماره  ملـي ايـران   اسـتاندارد   به  (خاكي  ارزشيابي اثرات مواد شيميايي موجود در حيوانات         -
 )مراجعه شود

،بايد با روش هاي استاندارد     هستند  بدليل اينكه داده هاي مربوط به اين مقاصد،اساس تصميمات فراگيري           
در واقـع   ). ناحيه مورد نظر درمان شود يا خير      يك  به عنوان مثال آيا توصيه مي شود كه         . (گرد آوري شوند  

زيـست  ، يكي از مهمترين دلايلي است كه چرا طبقه بنـدي زيـستي و             روش هاي استانداردي   چنين   فقدان
  .در مقايسه با نواحي آبي نسبتاً به ندرت استفاده شده است) مثل خاك( در زيستگاه خاكي 4سنجشي

، تحقيق در مورد نقش كرم هـاي خـاكي     بوم شناختي براي مطالعات آرايه بندي و      فوق  در ابتدا روش هاي     
بدون ترديد، اين حيوانات مهمترين بي مهرگان موجود در         . اكوسيستم هاي مختلف خاك توسعه يافتند     در  

  . خاك در نواحي معتدل و به ميزان كمتر در نواحي استوايي مي باشند
بعنوان مثال هوادهي، گنجايش    (، داروين تاثير اين جانوران را در ساختار خاك          )1881سال  (چندي پيش   
.  خاك شبيه تجزيه بستر جانور و چرخه مواد مغـذي آن بـه خـوبي شـناخته بـود                  عملكردو  ) نگهداري آب 

 هـاي غـذايي خـاكي مهـم         شـبكه خيلي بالاي اغلب آن ها، مي توانند در بسياري از            5زيستي تودهبخاطر  
  .باشند
فيـد  كه اين روش هاي استاندارد شده براي تمام موجودات زنده درون خاك امكان پـذير و يـا م                   يياز آنجا 

  .، مهمترين آن ها انتخاب شده اندنمي باشد
  

 

 
1-Bioclassification 
2-Bioindicator 

  . مراجعه شود ISO1126-3دارد بين المللي تا تدوين استاندارد ملي به استان-3
  

4-Bio-assesment  
 
5-Biomass 



   نمونه برداري از بي مهرگان موجود در خاك –كيفيت خاك 
   با فرمالين آن و استخراج كرم خاكيجدا كردن با دست: قسمت اول

   1   و دامنه كاربردهدف

 از خـاك هـاي       استاندارد، تعيين روش هاي نمونه برداري و نگهداري كرم هاي خـاكي            ينهدف از تدوين ا   
مثـال  براي  . (نشانگرهاي زيستي مي باشد   به عنوان   مزارع بعنوان پيش نيازي براي استفاده از اين حيوانات          

  ) ارزيابي كيفيت يك خاك به عنوان زيستگاه موجودات زندهدر
1 بطـور  . كـاربرد دارد  خاكي كه در آن كرم هاي خاكي وجود دارنـد،            هايپ  بيوتو اين استاندارد براي تمام   

 مـشخص شـده و راهنمـاي        ..........2 شـماره     ملي ايران  استانداردبا مطابقكلي روش نمونه برداري از مزرعه       
  ملـي ايـران     اسـتاندارد  مطـابق تعيين اثرات مواد آلوده كننده بر روي كرم هاي خـاكي موجـود در مـزارع                 

منطقه اي  / ي شرايط آب و هوايي    اين جزئيات مي توانند بر حسب الزامات مل       . ارائه شده است   ...........3شماره
  ).به پيوست پ مراجعه شود. (ناحيه نمونه برداري شده متغير باشند

 و بـراي اسـتفاده در شـرايط آب و هـوايي يـا          نـدارد اين استاندارد براي محيط هاي شـبيه خـاك كـاربرد            
ديگـر  روش هـاي مـورد اسـتفاده بـراي          . مشكل مي باشـد   ) مثل كوهستان هاي مرتفع   (جغرافيايي سخت   

در قـسمت هـاي ديگـر        )هالان  وكلمب (collembolan  اي موجودات زنده موجود در خاك نظير      گروهه
  .اين استاندارد پوشش داده مي شوند

4 نمونه برداري  آن   بي مهرگان    خاك كه از  ناحيه اي از   خاكشناسيتوصيف ويژگي هاي    براي  اين استاندارد،   
  .كاربرد ندارداست ،شده 

  ، ميـزان كـربن آلـي و گنجـايش نگهـداري آب     C/N، توزيع انـدازه ذرات، نـسبت     PHبراي اندازه گيري     
  .دنپيشنهاد مي شو...............5 شمارهاستانداردهاي ملي ايرا ن

  
  
  
  
  
  
  
  

                                                 
.1-biatope 

  مراجعه شودISO1038-1تا تدوين استاندارد ملي به استانداردبين المللي -2
  مراجعه شودISO112683-3تا تدوين استاندارد ملي به استانداردبين المللي  -3

.4-pedological 

ي ملي به استاندارد هاي بين تا تدوين استاندارد ها-5
  مراجعه شودISO11461,ISO11465,ISO10390,ISO10694,ISO11274,ISO11277المللي

1 



  
 لزامي مراجع ا    2

ها ارجاع داده شده است       المللي به آن    مدارك الزامي زير حاوي مقرراتي است كه در متن اين استاندارد بين           
  .شوند المللي محسوب مي دين ترتيب آن مقررات جزئي از اين استاندارد بينب

  در صورتي كه به مدركي با ذكر تاريخ انتشار ارجاع داده شده باشد، اصلاحيه ها و تجديدنظرهاي بعدي آن              
اسـت    ها ارجاع داده شده     در مورد مداركي كه بدون ذكر تاريخ انتشار به آن         . مورد نظر اين استاندارد نيست    

  . ها موردنظر است هاي بعدي آن همواره آخرين تجديدنظرها و اصلاحيه
  :استفاده از مراجع الزامي زير براي اين استاندارد الزامي است

  
  

 
2-1  ISO 10381-1, Soil quality _ Sampling _ Part 1: Guidance on the design of 
sampling programmes  
2-2  ISO 10390, Soil quality _ Determination of pH  
2-3  ISO 10694, Soil quality _ Determination of organic carbon and total carbon after dry 
combustion       (elementary analysis)  
2-4  ISO 11268-3, Soil quality _ Effects of pollutants on earthworms _ Part 3: Guidance 
on the      determination of effects in field situations  
2-5  ISO 11272, Soil quality _ Determination of dry bulk density 
2-6  ISO 11274, Soil quality _ Determination of the water-retention characteristic _ 
Laboratory methods 
2-7  ISO 11277, Soil quality _ Determination of particle size distribution in mineral soil 
material _ Method by sieving and sedimentation 
2-8  ISO 11461, Soil quality _ Determination of soil water content as a volume fraction 
using coring      sleeves _ Gravimetric method  
2-9  ISO 11465, Soil quality _ Determination of dry matter and water content on a mass 
basis _ Gravimetric method                   

 
 

 لاحات و تعاريفطاص     3

  .مي روددر اين استاندارد تعاريف و اصطلاحات زير بكار 

  كرم خاكي 3-1

تـا   چنـد سـانتي متـر        ازكرم هاي خاكي ساكن در سوراخ هاي بزرگي هستند كه طـول كـرم هـاي بـالغ                   
  . شاخه كرم هاي حلقوي مي باشند، رده مژه داران،به راسته كم تارانو متعلق بوده  متريك حدود

  

2 



)خارجي(غيربومي  گونه هاي  3-2  1

  . شده اند شناساييجهان است كه بطور معمول توسط انسانكرم هاي خاكي موجود در بسياري از مناطق 

 aporrectodea    ماننـد 2  لومبرسـيد  مثال هاي كـاملاً شـناخته شـده از ايـن گونـه هـا، چنـدين گونـه        -1يادآوري

caliginosa)    يا گونـه هـاي     ) ند ولي در حال حاضر در آمريكا و استراليا نيز زندگي مي كنند             اروپا آمده ا   -در ابتدا از آسيا
مـي  ) يا گينه آمده است/ برزيل و احتمالاً از شمال  (ponto scolex corethrurusموجود در مناطق استوايي مانند 

  .باشد

  .مراجعه شود15-ت بند  پيوست ت،به-2 يادآوري

3    ين جنسيز   3-3

وپوستي ضخيم كه تنها در كرم هاي بالغ نزديك به شكم آن ها بـوده و در آخـر پيلـه را                      حلقه يا زيني از ر    
  .تشكيل مي دهد

    4  كلياصول

 با استفاده از تركيب دو روش مختلف زيـر نمونـه             را مي توان     كرم هاي خاكي موجود در يك ناحيه معين       
  : كردبرداري
يـا حجـم معـين      ) 2cm000025/0ثال  بعنوان م (جدا كردن با دست جانوران از يك سطح معين           -

  )cm20cm×50cm×50بعنوان مثال (
 استخراج كرم ها از خاك با بكاربردن فرمالين -

بعد از استخراج، كرم هاي خاكي مرتب شـده و بـه   . هر دو روش از مدت ها قبل به خوبي شناخته شده اند       
امحدود در يك مجموعـه انبـارش       ندر آنجا طوري نگهداري شوند كه بتوانند بطور         . آزمايشگاه منتقل شوند  

 كرم هـاي خـاكي نيـز توضـيح          توده زيستي علاوه بر آن تعيين     ). رده بندي به منظور   بعنوان مثال   . (،دشون
يـا  )  2cm10000معمولاً (مي توانند مجدداً براي سطح توده زيستي  در پايان، فراواني و مقادير. داده شود

   .به ندرت براي كميت هاي حجم محاسبه شوند

، روش هاي   )مثل استخراج الكتريكي يا استفاده از خردل بعنوان يك استخراج كننده شيميايي           ( در شرايط ويژه     -1يادآوري
علاوه بر آن، به نظر مي رسـد  ). به پيوست الف مراجعه شود. (ديگر مفيد بوده اما بعنوان يك روش معمول توصيه نمي شوند     

  . گر به جز فرمالين داراي بازده كمتري خواهد بوداستخراج با استفاده از مواد شيميايي ديكه 

                                                 
 
1-peregrine  

  
  Lumbricid-2                                                                                                                                     گونه اي از كرم خاكي

   
3- clitellum 
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بر پوشش دادن كل جانوران  نمونه برداري از كرم هاي خاكي اغلب شامل برنامه هاي كنترلي گسترده با تلاش        -2يادآوري  
  )بعنوان مثال جانوران بزرگ. (موجود در خاك يا قسمتهايي از آن مي باشد

هـا بـوده كـه در       لومبرسـيد    متعلق بـه خـانواده    غير بومي   ه بندي كرم هاي خاكي      بيشتر اشاره هادر مورد رد      -3يادآوري
  .پيوست ب ارائه شده است

 معرف ها    5

  ]) درصد حجمي( فرمالدئيد 4%محلول [ فرمالين  5-1
  ]) درصد حجمي( فرمالدئيد 37%محلول [ فرمالين  5-2
  )درصد حجمي (70%، اتانول  5-3

 دستگاه ها    6

  . وسايل زير استفاده مي شودوزمايشگاهي استاندارداز تجهيزات آ

   استفاده مي شودml500 و ml250براي انبارش كرم ها از ظروفي با گنجايش :  ظروف پلاستيكي 6-1

   دستكش هاي پلاستيكي 6-2

   پنس ها 6-3

  2m2 تا 2m1 قطعه اي از روكش هاي پلاستيكي ضخيم،  6-4

   بيل يا بيلچه 6-5

  ) برابر40 تا 10(صوص كالبد شكافي با بزرگنمايي كم  ميكروسكوپ مخ 6-6

  . باشدg200 تا g01/0از  ترازو كه قادر به توزين  6-7

  ) در هر قطعه زمين نمونه برداريL20( همراه با آب L20 ظرف فلزي براي آب با گنجايش ترجيحاً  6-8

   آب پاش 6-9

  .گيرندمي كه روي ظرف قرار  برچسب هايي  و خودكار، دفتر يادداشت، ماژيك ضد آب 6-10

  مثال براي اندازه گيري دماي هوا بعنوان ، دماسنج 6-11

   محفظه خشك كن براي تعيين رطوبت خاك 6-12
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 آزمونروش    7

   نمونه برداري  7-1

 كلي 1-1-7  ات

جدا كردن با دست و استخراج      : نمونه برداري از كرم هاي خاكي با تركيب دو روش مختلف انجام مي شود             
  .ا فرمالينب

 بررسي هاي مختلف كه در مورد شناخت محـيط           و   تحقيقات سنجي انجام شده    چندين مطالعات    براساس
  .  ، اين تركيب به وضوح توصيه شده استصورت گرفته زيست كرم هاي خاكي 

يعنـي  (بهتر است نمونه برداري در مواقعي از سال انجام شود كه جـانوران تحـت تـاثير شـرايط محيطـي                      
 زمـان   .)يعنـي بـا فرمـالين واكـنش ندهنـد         ( نباشند   1در مرحله دياپاز  ) يا دماهاي بالا  /كم خاك و    رطوبت  

بهتر اسـت كـرم   . ن و به ويژه وسط تابستان مي باشد نامطلوب براي نمونه برداري در نواحي معتدل، زمستا       
 در ظـروف    هاي خاكي نمونه برداري شده از زمين هـاي مـشابه امـا بـا دو روش نمونـه بـرداري متفـاوت                      

توصيه مي شود بعد از پايان فرآيند نمونه بـرداري، خـاك كنـده شـده و              . پلاستيكي جداگانه انبارش شوند   
در بعضي موارد، تنهـا اسـتفاده از يكـي از دو روش             .  و اصلي آن برگردانده شود     مورد بررسي به حالت اوليه    

 گونه حيواني در لانه هاي زيرزمينـي        مناسب مي باشد، بعنوان مثال در صورتيكه در ناحيه مورد نظر، هيچ           
، در نواحي كه كـرم هـاي   هم چنين . در عمق زياد وجود نداشته باشد، استخراج با فرمالين ضروري نيست         

) قسمت هايي از آمريكاي جنوبي، آسياي جنـوب شـرقي و اسـتراليا            (خاكي عظيم الجثه زندگي مي كنند       
 2TSBF  مشابه كـه بعنـوان روش   ي، يك روش خيلي     براي نواحي استواي  . مفيد نيست جدا كردن با دست     

  )به پيوست پ مراجعه شود(اصلاح شده شناخته مي شود، مناسب است 
 معمولاً كرم هاي خاكي بعد از نگهداري مورد مطالعه قرار مي گيرند، امـا اگـر طيـف گونـه هـا در ناحيـه نمونـه                  -يادآوري
به پيوست ب مراجعـه   (مي توانند مورد بررسي قرار گيرند  زنده نيز    شناخته شده باشد، كرم ها بصورت     امل  كبه طور   برداري  

  )..شود
در مورد كرم هاي خاكي جمع آوري شده مورد استفاده جهت انجام تجزيه و آزمون هـاي بيـشتر، بعنـوان                     

 ، توصيه مي شود كه كرم هـا         زيست سنجشي  يا استفاده در     3يزيست نشانگر   مثال براي اندازه گيري هاي      
در مـورد اسـتخراج بـا فرمـالين،         . بـه شـوند   واحيه نمونه برداري انبارش يـا انك      وچكي از خاك ن   در بخش ك  

  . استضروري شستن كرم ها با آب لوله كشي قبل از انكوباسيون در خاك

 2-1-7   جدا كردن با دست

بعـاد  اغلـب يـك مربـع بـه ا        . بدليل اندازه منحصر به فرد كرم ها، بايد قطعه بزرگي از زمين شناسايي شود             
cm50×cm50              مناسب است، چون بالغ ترين كرم هاي خاكي تقريباً طولي بـين cm1   تـا cm20 دارنـد  .

                                                 
1- diapause  متابوليسم همراه است                                             دوره اي از تكامل و يا رشد بعضي حشرات كه با كاهش قابل ملاحظه  
2-Tropical soil Biology and fertility 
3-Bio marker 
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 يـا   PH >5/4بعنوان مثال خـاك هـايي بـا          ( كم است    چگالي كرم هاي خاكي   كه  بهرحال در محل هايي     
  بـا  بقمطـا ) (2cm100(بهتر است از قطعه هاي بزرگتري از زمين نمونـه بـرداري شـود               ) نواحي خرمن ها  

بعنوان مثـال  ( كرم هاي خاكي يبعبارت ديگر در نواحي با چگالي بالا). ............1 شمارهملي ايراناستاندارد  
حتـي  .  كـافي اسـت  m8/1 2قطعه كوچكي از زمين بـا مـساحت   ،) بيشتر مراتع موجود در مناطق معتدل

م هاي خاكي و بنابراين متغيـر        زياد تعداد هر يك از كر       باعث كم شدن   )2m6/1مثل  (كوچكتر  نمونه هاي   
 بـار تكـرار نمونـه    16به عبارت ديگـر  (بودن آن ها شده كه مي تواند منجر به افزايش تعداد نمونه ها شود        

  ).برداري
بـراي بيـشتر نـواحي      (شـود  از قطعـه زمـين كنـده         cm20در هر حالت، بوسيله يك بيل يا بيلچه تا عمق           

خـاك حفـر شـده      ). صوصيت آن ناحيه نيز بستگي دارد      مناسب است ولي عمق به خ      cm20معتدل، عمق   
 ي اين عمل در مزارع انجام مي شود ولي در مناطقي بـا آب و هـوا                قطعه پلاستيكي پخش شود،     روي يك   

بعد از آن براي يافتن كرم خـاكي، خـاك بـا            .  كل روش انجام آزمون در آزمايشگاه يا گلخانه انجام شود          ،بد
كرم هاي خاكي بزرگ با كمـك دسـتكش هـاي پلاسـتيكي و كـرم هـاي               . احتياط مورد بررسي قرار گيرد    

براي جلوگيري از آسيب ديدن بيشتر كرم ها، بهتر اسـت           . خاكي كوچك به كمك پنس  جمع آوري شوند        
در صورتيكه در حين كندن خاك، كرم ها با بيل دو تكه شوند،             . تنها قسمت شكمي بدن آن ها لمس شود       

 چون در تعيين تعداد كرم ها تنها ، بايد هر دو قسمت را جمع كرد      در دست  توده زيستي براي اندازه گيري    
  .قدامي بدن آن ها شمارش مي شودقسمت 

شناسايي مي شود كه ايـن      زين جنسي    با يك چشم غيرمسطح، انتهاي قسمت قدامي يك كرم بالغ با موقعيت              -1يادآوري 
  .محل بيشتر به سر آن نزديك است تا دم

در ظـروف پلاسـتيكي بـا        70%خاكي جمـع آوري شـده بلافاصـله در محلـول اتـانول            بهتر است كرم هاي     
ايـن ظـروف    . قرار گيرنـد  ساعت   24  بمدت دست كم نيم ساعت و حداكثر          ml500 يا   ml250گنجايش  

 غيرفعـال بـودن    مثـل   (. بايد داراي برچسب بوده و بهتر است كليه مشاهدات در دفتر يادداشت ثبت شوند             
  ) كرم ها

امكان پذير است اما بدليل اينكـه تمـاس بـا ايـن             ) درصد حجمي ( فرمالين   4%ن فوري در محلول     قرار داد 
  ).بويژه در شرايط مزارع(نمي شود تركيب تا حد ممكن بايد به حداقل برسد، توصيه 

  
3  ريخت شناسيزيست شناسي براي جلوگيري از تغييرات  -2يادآوري قـرار  ناشـي از  )  پروسـتوميم بعنوان مثال وارونگي(2

كـرم هـاي    . شونددرون آب گرم گذاشته     ) حدود يك دقيقه  (دادن فوري در اتانول، هر يك از كرم ها مي توانند به مدت كم               
  . شده و بعد از آن مي توانند به محلول اتانول منتقل شوندشلخاكي درون آب 

  
  
  

                                                 
 مراجعه شودISO112683-3نداردبين المللي تا تدوين استاندارد ملي به استا-1

2-morphological 
3-prostomium                                                                                                                                                          
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  استخراج با فرمالين  7-1-3

ه خاك روي آن برداشته شده است براي استخراج         در طول مدت جدا كردن با دست، همان قطعه زميني ك          
قبل از آن به كمك آب پاش هاي بزرگ بايد ميزان كافي آب به قطعـه                . با فرمالين مورد استفاده قرار گيرد     

بـراي آمـاده سـازي محلـول        ).  در هر قطعه زمين نمونه بـرداري       L20حدود  (زمين مورد نظر منتقل شود      
 را در تقريباً    ) درصد حجمي  (37 % فرمالين   L25، در يك آب پاش      ) درصد. /5با درصد حجمي    (فرمالين  

L5    رقيق كردن   . كنيد آب رقيقL25  در   37 % فرمـالينL5           2/0 % آب منجـر بـه توليـد محلـولي حـدود    
 داخـل قطعـه زمينـي كـه خـاك روي آن              رقيق شده با دقت و بطور مساوي بـه         محلول فرمالين . مي شود 

 محلـول فرمـالين بـه خـاك         L20 اين مرحله بايد تا زماني تكرار شود كه          . ريخته شود  ،برداشته شده است  
مرحله، بـراي جمـع     در طول اين    . ميزان محلول فرمالين به خصوصيت خاك نيز بستگي دارد        و اضافه شود 

آوري تمام كرم هاي خاكي ظاهر شده بر روي سطح خاك بايد قطعه مورد نمونـه بـرداري مـورد مـشاهده        
  . بعد از كاربرد آخرين مرحله آب پاشي به پايان ميرسدmin 30رداري نمونه ب. قرار گيرد

بهتر است كرم هاي بزرگ با دست و به كمك دستكش هاي پلاستيكي  و كرم هاي كوچك با پنس جمع                     
. قدرت دفع كنندگي فرمالين باعث نمايان شدن سريع كرم هاي خاكي بر روي خاك مي شود               . آوري شوند 

قابـل رويـت   ) ترجيحاً تمـام آن  ( جمع آوري شوند كه بزرگترين بخش بدن آن ها           است زماني كرم ها   بهتر  
 ـ            بـراي  . خـاك پـس كـشيده مـي شـوند         درون  ه  باشد در غيراينصورت به آن ها آسيب رسيده يا مجـدداً ب

 و آسيب رسيدن به كرم ها، بهتر است تنها به قـسمت شـكمي بـدن آن هـا معمـولاً            يبرُجلوگيري از خود  
 شده بلافاصله در محلول اتـانول       كرم هاي خاكي جمع آوري    توصيه مي شود    . ست زد دزين جنسي   جلوي  

 قـرار   h 24و حـداكثر   min 30حـداقل   بمدت    ml500 يا   ml250در ظروف پلاستيكي با گنجايش       %70
  . اين ظروف بايد داراي برچسب بوده و بهتر است كليه مشاهدات در آن دفتر يادداشت ثبت شوند. گيرند

) آمريكاي جنوبي، آسياي جنوب شرقي و اسـتراليا       (ه كرم هاي خاكي عظيم الجثه وجود دارند         در نواحي ك  
 2m4توصيه مي شـود كـه فرمـالين روي سـطح           ، در صورت مناسب نبودن روش جدا كردن با دست            نيز و

ر د. قبل از انجام اين كار بايد تمام گياهان و بسترهاي جانوري روي سطح خاك برداشـته شـوند                 . بكار رود 
  .، فرايند نمونه برداري يكسان استبقيه مراحل 

ــودي     ــاي عم ــب زن ه ــه نق ــيچ گون ــورتيكه ه ــته  (در ص ــويژه از دس ــا  Lumbricus terrestrisب ي
Aporrectodea longa ( در ناحيه داده شده)زنـدگي نكننـد،   ) بعنوان مثال خاك هاي خيلي اسيدي

  .استخراج با فرمالين ضروري نيست
ي عمل جدا كردن با دست، وجود اين كرم هاي بزرگ بوسـيله پوسـته هـاي بـدن                   قبل از كندن خاك برا    

به قطـر  (لانه هاي زيرزميني آنها انداخته شده روي سطح و بسترهاي جانوري جمع آوري شده روي منافذ       
بعد از آن بايد هرگونه تصميم گيري در مورد اسـتفاده        . آساني قابل تشخيص مي باشد    به  ) cm5/0تقريبي  
  .لين مرحله به مرحله انجام شوداز فرما

كم، براي ديگر موجودات زنده خاك شبيه بند پايان مشكلاتي را بوجود نمي   استفاده از فرمالين در غلظت هاي        -1يادآوري
  .آورد و اثرات منفي طولاني مدت نيز بر روي كميت هاي ميكروبي ندارد
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رشـد   فتـه كـاهش مـي يابـد و مـي توانـد              ارزش اين تركيب از نظر ميكروبي در بعضي روزها براي چند ه           
  تاخير بياندازد علف ها را با همان درجه اهميت بهقسمت هاي معيني از

 در خاك هاي حاوي خاك رس بالا، كندن گودال نمونه بـرداري مـي توانـد باعـث مـسدود شـدن لانـه هـاي                 -2يادآوري  
ا پيدايش كرم هاي موجود در لانه هاي زيرزميني عميـق           زيرزميني كرم ها در ته گودال شده و در نتيجه از نفوذ فرمالين وي             

 ـ. (در چنين شرايطي، منافذ پوشانده شده لانه هاي زيرزميني مي توانند قبل از كاربرد فرمالين باز شـوند                 . جلوگيري كند  ه ب
  )عنوان مثال به كمك يك چاقو

پوسـت بايـد     هنگام استفاده از فرمالين جهت جلوگيري از استنشاق يا تمـاس آن بـا                -هشدار
براساس برگـه داده هـاي ايمنـي    ). بعنوان مثال استفاده از دستكش(احتياط لازم را بعمل آورد      

دئيد منتشر شده اسـت، ايـن تركيـب         فرمال  37  %مواد كه توسط شركت توليد كننده محلول        
در ايـن رابطـه بـراي انـسانها شـواهد           (تحريك كننده پوست بوده و مي تواند سرطان زا باشد           

اين مطلـب بطـور قـانوني بـه اطـلاع      ). د و براي حيوانات شواهد كافي در دسترس است       محدو
  .كشورهاي صنعتي جهت استفاده علمي رسيده است

 2-7   نگهداري

  :دو روش امكان پذير استبه 
 فرمالين  4 %بعد از تثبيت، كرم ها بايد به مدت حداقل چهار روز و ترجيحاً يك يا دو هفته در محلول                  ) الف

درصـد   (70 %ن بايد براي يك دوره نامحـدود در محلـول اتـانول           بعد از آ  . نگهداشته شوند ) د حجمي صدر(
  .دنانبارش شو) حجمي

و ) درصد حجمي  (70%روش ديگر قرار گيري كرم ها بلافاصله بعد از جمع آوري در مخلوطي از اتانول              ) ب
بعد از آخرين نمونـه بـرداري بـا مـايع           اين مايع نگهدارنده روز     .  مي باشد  2 % به 98%  با نسبت  4 %فرمالين

  .نگهدارنده تازه تعويض شود
 چون گاهي اوقات سطح خـارجي كـرم         ،توصيه مي شود از نگهداري كرم ها در اتانول خالص اجتناب نمود           

 در مـواردي كـه    . نمي باشد ها به قدري نرم مي شود كه ديگر خيلي از مشخصه هاي مهم آن ها قابل ديد                  
  .  مطالعات بيوشيمي يا ژنتيك حفظ شود، نگهداري در فرمالين توصيه مي شود بافت كرم برايبايد

 تعيين 3-7  توده زيستي

 درون آب    دقيقـه  پـنج كرم ها بايـد بـه مـدت         .  با استفاده از ماده نگهدارنده انجام شود       توده زيستي تعيين  
يـك تـرازوي    بـا اسـتفاده از       آنجرم   و    شده   شسته شده و سپس به سرعت روي يك صفحه كاغذ خشك          

به خـاطر   . فرمالين انبارش شوند  / يا مخلوط اتانول   70 %بعد از آن بايد مجدداً در اتانول      . مناسب تعيين شود  
تغيير جرم در طول نگهداري و ميزان خاك در دل و روده كرم، انـدازه گيـري هـا بـا اسـتفاده از ضـرايب                          

 به نظر مي رسد كـرم هـا در   .مي شوندجانوران تصحيح توده زيستي  و براي تعيين كتابچهمنتشر شده در  
بعـد  . بنابراين هيچ جبراني ضروري نيست   .  جرم خود را از دست مي دهند       20 % تا 10%طول تثبيت حدود    
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 ضـرب  15/0اندازه گيـري شـده را در ضـريب    از آن براي بدست آوردن جرم خشك مي توان آخرين جرم          
  .كرد

جود در نواحي چراگاه ها و به ويژه ناحيـه اي تعيـين             بهرحال اين ضريب مي تواند براساس مواد معدني مو        
  .شده و بسته به شكل زمين به طور قابل ملاحظه اي متغير باشد

 در صورتيكه كرم هاي خاكي به صورت زنده شناسايي شوند، مي توانند مـستقيماً تـوزين شـوند                   -يادآوري
  )يا به صورت جداگانه يا گروهي ، برحسب قسمت ها و سن آن ها(

 ارزيابي داده ها    8

يا نظـارت  گر زيستي  خاك شامل نشان ي تواند براي طبقه بندي زيستي    اندازه گيري زير در نقاط پاياني م      
  : استفاده شودزيستي
  )تعداد كرم ها در سطح يا حجم(فراواني  -
 )جرم تازه يا خشك كرم خاكي در سطح يا حجم (توده زيستي -

 بوم شناختيده از نظر رده بندي ياتعداد گونه ها يا ديگر گروه هاي تعريف ش -

 )در درصد جمعيت(نسبت برتري  -

 )جوان/ بعنوان مثال نسبت بالغ (ساختار سني جمعيت  -

 تنوع ريخت شناسي در هر يك از كرم ها -

بـراي جـداكردن بـا دسـت و          ( نخست آنكه تعداد كرم ها شمارش شده و در هر نمونه جداگانه بيان شوند             
دوم اينكه، به منظور تعيين كل فراواني كرم ها بايد هر دو مقـدار بـا هـم                  ). جزااستخراج با فرمالين بطور م    

براي بدست آوردن تعداد كرم ها در هر متر مربع، اين عدد بايد در يـك ضـريب ضـرب شـود                      . جمع شوند 
علاوه بر آن ساختار سني كرم      ).  ، چهار مي باشد    2m25/0 يا   cm50×cm50اين ضريب براي نمونه هاي      (

كرم هاي جـوان و بـالغ را مـي    (تعيين كرد  وان به كمك يك ميكروسكوپ مخصوص كالبد شكافي       را مي ت  
  ) از يكديگر تشخيص دادزين جنسيبه كمك توان 

   9 گزارش تحقيقات

  :گزارش تحقيقات بايد شامل اطلاعات زير باشد
  مرجعي براي اين استاندارد) الف
  شرح كاملي از طرح تحقيقاتي و روش اجراي آن) ب
  )بويژه خصوصيت هاي خاك(توصيف ويژگي هاي ناحيه مورد تحقيق ) پ
  روش نمونه برداري) ت
شرح شرايط نمونه برداري شامل تاريخ و مدت زمان نمونه برداري در مراتع و كميت هاي آب و هوايي                   ) ث

  شبيه دماي هوا
  )خراج با فرمالينجدا كردن با دست و است(تعداد كرم هاي گرفته شده، براي تشخيص بين دو روش ) ج
   زيستي تودهجزئيات تثبيت و نگهداري) چ
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  .بدست آمده كرم هايتوده زيستي در صورت مناسب بودن، ) ح
  . محاسبه شده اند مقاديري مجدداً) در صورت نياز(استاندارد ابعاد يا ديگر 2m1با ابعادبراي نمونه هاي ) خ
ري شده و تمام مشكلات موجود در پيشرفت آن هـا           تمام اطلاعات، شامل تمام داده هاي خام اندازه گي        ) د

  در طول تمام مراحل تحقيق
  بحث در مورد نتايج) ذ
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  پيوست الف

  )اطلاعاتي(

  نمونه برداريديگر روش هاي 

   روش استخراج الكتريكي 1-الف

ش  يك روش نمونه برداري ديگر به نام رو        علاوه بر روش جدا كردن با دست يا استخراج با فرمالين،           تيلمن
 بـراي توليـد ميـدان    cm52اين عمل با استفاده از يك حلقه هشت الكترودي به قطـر           . اكتت، معرفي كرد  

:  از عبـارت اسـت   فوايد اين روش    . الكتريكي انجام مي شود تا بوسيله آن كرم ها از درون خاك بيرون آيند             
ديگـر  شتر نـسبت بـه   سـرعت بي ـ كمتر و مشكلات  سمي، عدم نياز به آب و       عدم استفاده از مواد شيميايي    

مهمتر آنكه به نظـر مـي رسـد    .  است آنضعف اين روش شامل سنگيني و هزينه بالاي تجهيزات    . روش ها 
مقايـسه هـاي    ). بـويژه رطوبـت   ( به شرايط واقعي خاك بـستگي دارد          موفقيت اين روش بطور كامل     ميزان

          نــشان  بــه وضــوح يمختلــف، فوايــد واضــح روش هــاي الكتريكــي را در مقايــسه بــا روش هــاي شــيمياي
كـه   توصـيه مـي شـود     زمـاني   اين روش تنها    بنابراين  . )مراجعه شود )ت(به پيوست بعنوان مثال   (نمي دهد 

 هنگام ارزيابي اثرات شيميايي يا در نواحي حفاظت شـده            و وجود داشته باشد  هم  به  چندين قطعه نزديك    
  .اي كه جداكردن با دست مجاز نمي باشد

  ا خردل استخراج ب 2-الف

را مي توان با پـودر خـردل جـايگزين          ) ل فرمالين مث(ه موادي كه بالقوه سمي هستند       گان پيشنهاد كرد ك   
خردل به اين دليل انتخاب شده بود كه مي توانست باعث واكنش اجتناب پذير با كـرم هـاي خـاكي                     . كرد
ين بكـار مـي رود،       آب كه براي يك سـطح مع ـ       L10 پودر خردل مخلوط شده در       g60بعنوان مثال،   . شود

مقايسه بين روش هاي مختلف، نتايج مختلفي را ارائه مـي           . دقيقاً شبيه يك استخراج كننده عمل مي كند       
بـه روش خـردل در      اما بطـور معمـول بـازده اسـتخراج          ،دهد كه اين عمل ارزيابي را دچار مشكل مي كند         

يل ايزوتيوسيانات اسـت كـه يكـي از         مقايسه با روش فرمالين كمتر است، يك پيشنهاد جالب استفاده از ال           
متغيرپذيري ايجاد شـده بـا فرمولاسـيون هـاي          چون  اي تشكيل دهنده خردل با طعم تيز و تند است،           زاج

بهرحال داده هاي در دسترس اجازه تصميم گيري در مورد اينكه آيـا ايـن               . مختلف خردل كاهش مي يابد    
در مـورد ديگـر روش هـاي        .  يا خير، را نمي دهد     از فرمالين مي باشد   فرعي براي استفاده    روش، يك روش    

رفتاري، بهتر است استخراج با خردل با روش جدا كردن با دسـت تركيـب شـود چـون در غيـر اينـصورت              
   .دست كم گرفته مي شوند) lumbricus terrestrisبويژه (چگالي جمعيت كرم هاي خاكي 
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  پيوست ب

  )اطلاعاتي(

  ر بوميغيتعيين گونه ها در كرم هاي خاكي 

 نمونه برداري شده در بيشتر قسمت هاي اروپا همانند قسمت هاي  لومبرسيدشناسايي كرم هاي خاكي
 27-ت  بنديا 10-،ت4-ت پيوست ت بندشده درارائه شرقي كانادا و ايالات متحده آمريكا، از راهنماهاي 

گونه  مومي ترينعسن ي دوگانه براي تعيين يهايي  راهنما29- ت پيوست ت بنددر. تبعيت مي كند
ارائه شده 16-ت يك مقدمه عالي در تعيين گونه هاي كرم هاي خاكي در. شده استارائه لومبرسيدها 

تاكنون هيچگونه راهنماهاي جامعي در مورد كرم هاي خاكي از ديگر قسمت هاي دنيا در دسترس . است
، )آمريكاي لاتين (Glossoscolecidaeنبوده و بويژه در مورد كرم هاي مناطق استوايي شبيه 

Eudrilidae) آفريقا (يا Megascolecidae ) اصلاً فاقد )) كرانه اقيانوس آرام(آسيا، آمريكاي شمالي
 گونه 101دنيا، حدود در غير بومي كرم خاكيكامل انواع گونه هاي بهرحال شرح . اين راهنماها هستند

 گونه از خانواده هاي 31 و lumbricid گونه megascdecidae ، 34 گونه 36(. شامل مي شودرا
 تمام مشخصه هاي مهم ، داخلي و خارجي را مي توان به ).ه شودعمراج3- پيوست ت بند به ().ديگر

از نظر فني، فرآيند تعيين مي تواند با استفاده از لوله . آساني با ميكروسكوپ مخصوص كالبد شكافي ديد
دليل ناتواني در ه  ب.شته مي شود، آسان شودكي زنده گذاهاي شيشه اي كوچك كه در آن كرم هاي خا

  .حركت، خواص خارجي به آساني قابل پي بردن هستند
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  پيوست پ

  )اطلاعاتي(
1TSBF  روش اصلاح شده  

مشخصه اصلي روش پيشنهاد شده در اين استاندارد، مشابه با روشي است كه بعنـوان روش اصـلاح شـده                     
TSBF)  شناخته شده است) لخيزيخاك مناطق استوايي و حاصزيست شناختي.  

ولـي  . بعبارت ديگر هر دو براساس تركيبي از دو روش جدا كردن با دست و استخراج با فرمالين مي باشند                  
در ابتـداي توسـعه     . تر بوده و نمونه برداري از كل جانوران بزرگ را پوشش مي دهد            جامع  هدف اين روش    

ايـن روش در سـه      .  معتدل نيز قابل اجرا بـود       اصلاح شده براي نواحي    TSBFبراي نواحي استوايي، روش     
  :مرحله انجام مي شود

در صورت وجود بستر جانوري، آن ها جمع آوري شده و درون كيسه هاي پلاستيكي مقـاوم و كـاملاً                    ) الف
در طول اين فراينـد،     .  تا از كاهش جانوران در بستر جانوري جلوگيري بعمل آيد           شده بدون منفذ قرار داده   

  .ل رويت نيز با دست برداشته شده و درون ظروف پلاستيكي انبارش شوندجانوران قاب

 درون كيسه هاي پلاستيكي قـرار       cm15×cm25×cm25با اندازه   ) سنگ يكپارچه (بلوك هاي خاك    ) ب
  .گرفته و به آزمايشگاهي كه آن ها با دست جدا شده اند ، منتقل شوند

در فواصـل زمـاني ده دقيقـه اي پاشـيده           ) رصد حجمي د (2/0%در گودال باقي مانده، محلول فرمالين       ) پ
  . تا تمام جانوران فعال باقي مانده در خاك خارج شوندشده

در . ، سه قطعه زمين استفاده مـي شـود  )  ويژه زمين مورد استفادهبعنوان مثال(معمولاً در هر سطح نمونه      
از يكـديگر جـدا     متـر   هفت  كم  بلوك خاك وجود دارد كه هر كدام با فاصله دست          10 تا   8هر قطعه زمين    

انجام مي شود كه اگر كل قطعه زمين بـراي          به صورت برش عرضي     نمونه برداري از اين بلوك ها       . شده اند 
  .ي تقسيم مي شوندچك باشد، بلوك ها به بخش هاي موازبزرگ، خيلي كومقطع عرضي يك 

                                                 
1 .Tropical soil Biology and Feritility 
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