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در فرآيندهاي زيستي هستند و در علم ژنتيك از اهميت زيادي   ژنهاي مهم بيان كنندهتنظيم  ،عوامل رونويسي
، qRT-PCRبه كمك روش  لوليشناسايي عوامل رونويسي دخيل در چرخه سبراساس نتايج . باشندبرخوردار مي

. در تنظيم چرخه سلولي در آرابيدوپسيس دخالت دارد، AP2متعلق به خانواده عوامل رونويسي  AT1G77640ژن 
طي مراحل مختلف چرخه سلولي نوسان دارد و سطح بيان آن در سوسپانسيون سلولي  AT1G77640الگوي بيان ژن 

در رشد و  AT1G77640جهت بررسي نقش ژن در اين تحقيق . كاهش مي يابد Mو  G2آرابيدوپسيس طي مراحل 
درگياهان . دوپسيس، عملكرد اين ژن از طريق افزايش و كاهش سطح بيان آن مورد مطالعه قرار گرفتينمو گياه آراب

افزايش سطح بيان اين ژن . كاهش ميزان توليد بذر مشاهده شد ،AT1G77640تراريخته با افزايش سطح بيان ژن 
سي هاي رهمچنين الگوي مكاني تظاهر اين ژن با بر. قرار دادو اندازه سلول هاي برگ را نيز تحت تأثير تعداد 

و داده هاي ميكرواري موجود در بانك هاي اطلاعاتي مطالعه شد  GUSبافت شناسي و تجزيه گياهان تراريخته 
لگوي مكاني آن در گياهان تراريخته و نيز تعيين ا qRT-PCRبوسيله  AT1G77640تعيين ميزان بيان ژن  بطوريكه

، بالا بودن ميزان تظاهر اين ژن را در آوندها، مريستم انتهايي ساقه، كوتيلدون، هيپوكوتيل و قسمت GUS-انداز راه
بيش از ميزان طبيعي بيان  AT1G77640رسد افزايش بيان نظر ميه بطور كلي ب. هايي از اندام هاي زايشي نشان داد

 .ثر منفي براندام هاي زايشي داشته استآن در گياه، ا

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
شامل هاي متعددي  توسط پروتئينها رونويسي در يوكاريوت

عوامل عمومي دخيل در رونويسي، عوامل رونويسي متصل شونده 
هاي وابسته به  ، كوفاكتورها و پروتئينDNAهاي خاص  به توالي

 از طريقخود را  كه اثرعوامل رونويسي . دشو كروماتين تنظيم مي
 داراي دو دامينكنند  مي اعمالهاي ديگر  ينبرهم كنش با پروتئ

)domain ( ول اتصال به ئمسيكيDNA  و دامين ديگر) دامين
عوامل . دنباش مي ها كنش با ساير پروتئينول برهمئمس) كنندهفعال

هاي  ، به خانوادهDNAشونده به  رونويسي براساس دامين متصل
هان، نسبت در گيا ).Rando 2007( شوند بندي مي مختلفي تقسيم

 هاي رمزكننده عوامل رونويسي بيشتر از جانوران است ژنومي ژن
هاي محيطي به پيچيدگي متابوليسم ثانويه گياه و واكنشاين  كه

     Riechmann et)(پيچيده لازم براي نوع زندگي گياه بستگي دارد 
 al. 2000 .هاي رمزكننده عوامل  در گياه مدل آرابيدوپسيس ژن
-Riano(دهند  ها را بخود اختصاص مي كل ژن صددر 6رونويسي 

Pachon et al. 2007( .خانواده عوامل رونويسي AP2/EREBP 
هاي عوامل رونويسي در سلسله گياهان  يكي از بزرگترين خانواده

باشد عضو در آرابيدوپسيس مي 146است كه داراي 
)Goremykin and Moser 2009 .(هاي اين خانواده داراي  پروتئين
هاي  هستند كه وظايف متعددي در پديده AP2ك يا دو دامين ي

 .نموي و فيزيولوژيكي دارند

هاي اصلي بيولوژي، شناخت مكانيزم تنظيم بيان ژن  يكي از چالش
است كه با تغيير ساختار كروماتين و بطور عمده فعاليت عوامل 

هاي  عوامل رونويسي با اتصال به توالي. گيرد رونويسي صورت مي
هاي  در توالي) 1موتيف(ئوتيدي كوتاه و اغلب اختصاصي نوكل

منجر به فعاليت ) انداز ژنناحيه راه(هاي هدف خود  بالادست ژن
  Kankainen and Holm)شوند  ها مي يا عدم فعاليت اين ژن

هاي هدف عامل رونويسي نيز از روش  در شناسايي ژن.  (2004
رونويسي استفاده تظاهر عامل  3و بازدارندگي 2هاي فعال سازي

سازي يك ژن از طريق افزايش بيان فعال). Zhang 2003(شود  مي
انداز قوي و فعال در همه دائم يا موقت آن توسط يك راه

                                                            
1 Motif  
2 Activation  
3 Suppression  

انداز ويروس موزائيك كلم عنوان مثال، راهه هاي گياه ب بافت
)35S (غيرفعال كردن يك ژن نيز مانند افزايش . گيرد صورت مي

. پذير استامكانيا موقت و در سطوح مختلف بيان آن بطور دائم 
هاي موردنظر  از ايجاد جهش در ژن براي توليد و غربال فنوتيپ

هاي  بعنوان مثال، نمونه هاي موجود در كلكسيون. شود استفاده مي
T-DNA  گياهي شاملSALK )http://signal.salk.edu/cgi-

bin/tdnaexpress ( وGABI-KAT )http://www.gabi-kat.de (
باشند  به آن مي T-DNAحاصل ايجاد جهش در ژن توسط انتقال 

)Alonso et al. 2003  وStrizhov et al. 2003 .( در مقابل از بين
بردن كامل فعاليت ژن، سطوح مختلف بازدارندگي بيان ژن شامل 

 4RNAiيي نيز وجود دارند كه با تكنيك بازدارندگي دائمي يا القا
مزيت اصلي . آيندبدست مي micro RNAو يا تكنيك جديدتر 

هاي  هاي اصلي و هدف قرار دادن ژن ها كاهش بيان ژناين روش
و  Chuang and Meyerowitz 2000(باشد  همولوگ آنها مي

Schwab et al. 2006 .(  
ل رونويسي دخيل در براساس نتايج مطالعه قبلي ما در مورد عوام

هاي و نيز داده) نتايج منتشر نشده است(چرخه سلولي در گياهان 
در تنظيم چرخه سلولي دخالت  AT1G77640روش ريزآرايه، ژن 

در آخر مرحله  AT1G77640دارد بطوريكه طي چرخه سلولي، 
G2  و مرحلهM در بررسي منابع . كاهش سطح بيان نشان داد

 AT1G77640اي در زمينه نقش ژن همشخص شد كه تاكنون مطالع
هدف از اين . در رشد و نمو آرابيدوپسيس صورت نگرفته است

در گياه مدل  AT1G77640تحقيق، مطالعه عملكرد ژن 
-آرابيدوپسيس بويژه نقش آن در فرآيند نمو برگ در اين گياه مي

 .باشد
 

   هامواد و روش
  شرايط كشت باكتري و گياه

درجه  37و دماي  LBدر محيط ) E. coli(كولاي شرشياباكتري ا
درجه  28و دماي  YEBگراد و آگروباكتريوم در محيط سانتي
  . كشت شدند  .Sambrook et al) 2001( گراد براساس روشسانتي

  
  

                                                            
4  RNA interference  
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ساعت، مجهز  16آرابيدوپسيس در اتاقك رشد با طول روز  وربذ
 /، دماي روز120يا  µmol m-2s-1 80به نور فلورسنت با شدت 

درصد  75/60گراد و رطوبت نسبي درجه سانتي 16/20ب ش
ساعت طول روز،  8شرايط كشت روز كوتاه شامل . كاشته شدند

شب  /و دماي روز µmol m-2s-1 150با نور فلورسنت با شدت 
در . درصد بود 75/60گراد و رطوبت نسبي درجه سانتي 18/20

 0.5(موراشيك و اسكوگ  2/1ها در محيط  كشت بافت، گياهچه

MS ( 7/0غني شده با يك درصد ساكارز و جامد شده توسط 
 8و ) µmolm-2s-1 140(ساعت روز  16درصد آگار تحت رژيم 
براي . گراد كاشته شدنددرجه سانتي 22ساعت شب در دماي 

ها، گياهان در بستر آگار يك درصد در  آزمايش بررسي طول ريشه
ور كاشته هاي مربعي و بطور عمودي تحت شرايط مذك پتري
 GV3101انتقال ژن به آرابيدوپسيس توسط نژاد . شدند

) Floral dip(ور كردن گل  آگروباكتريوم و از طريق روش غوطه
  .صورت گرفت

   cDNAو ساخت  RNAاستخراج 
RNA  روش ترايزول براساس كل)Invitrogen, Germany (

 ا استفاده ازاستخراج شده ب RNAغلظت . استخراج شد
آگارز  يك درصدر و كيفيت آن با استفاده از ژل اسپكتروفتومت

ژنومي  DNAبقاياي . شدبررسي ) حاوي فرمالدئيد(ساز  واسرشته
 ,RNase )Rocheعاري از  DNaseIبا  RNAهاي  موجود در نمونه

Mannheim, Germany (هاي  نمونه. هضم شدRNA  پس از
ده از ترتيب با استفا  هب(مجددا مورد ارزيابي كيفي و كمي  ،هضم

. قرار گرفتند) ساز و اسپكتروفتومتر الكتروفورز ژل آگارز واسرشته
 RNAهاي  ژنومي در نمونه DNAوجود يا عدم وجود بقاياي 

با استفاده از  qRT-PCR وسيلههب DNaseIتيمار شده با 
داراي  )Skirycz et al. 2007( اينترون يك هاي اختصاصيآغازگر
 - '5برفت و برگشت به ترتي هايتوالي

AACAGCAACAACAATGCAACTACTGATT -  3'   5و' - 

ACAAACAGAGACAAGAGACAAGACATGG - 3' 
هاي  نمونه و بررسي شد late elongated hypocotylمربوط به ژن 

. ژنومي مجددا مورد هضم آنزيمي قرار گرفتند DNAداراي 
mRNA هاي فاقد  موجود در نمونه DNA  ،آنزيم   توسط  ژنومي  

 Invitrogen, Germany, Super script(ردار معكوس ب رونوشت

III reverse transcriptase kit ( بهcDNA غلظت . تبديل شد
cDNA  بوسيلهساخته شده  qRT-PCRاستفاده از با  به ترتيب و

  رفت و برگشت هايتواليداراي  UBQ10آغازگرهاي اختصاصي 

با استفاده از دو جفت  cDNAكيفيت . مورد ارزيابي قرار گرفت
رفت و  هايداراي توالي  GAPDHآغازگر مربوط به دو انتهاي ژن

 -'TTGGTGACAACAGGTCAAGCA - 3' 5 - '5برگشت

TCTCGATCTCAATTTCGCAAAA - 3' 5 و' -

AAACTTGTCGCTCAATGCAATC - 3' 5' - 
CGAAACCGTTGATTCCGATTC - 3'   شدبررسي .  

qRT-PCR  
ميكروليتر با استفاده از پنج  10در حجم نهايي  qRT-PCRواكنش 

 ,SYBR Green)Applied Biosystems ميكروليتر معرف 

Fostercity, CA(،  چهار ميكروليتر جفت آغازگر)5/0 
در  ،)كل RNAيا  cDNA(و يك ميكروليتر الگو ) ميكرومولار

-qRTهاي  داده تجزيه. انجام شد ABI PRISM 7900 HT دستگاه

PCR افزار  با استفاده از نرمSDS 2.2.1 )Applied Biosystems (
صورت  Excelافزار  ها با استفاده از نرم و بررسي الگوي تظاهر ژن

مرجع   با استفاده از ژن qRT-PCRهاي  سازي داده نرمال. گرفت
UBQ10  م شدانجا يكرابطه شماره و طبق.) CT UBQ10 – ژن = 

CT  ژن∆CT : (تغيير سطح تظاهر ) يكرابطه شمارهCT (پس  ژن
 ژن در لاين شاهد طبق CT∆با استفاده از ) CT∆يا (سازي  از نرمال

- CT∆∆يا  FC  )Fold changeبصورتو محاسبه  دورابطه شماره 
اي كه تغيير مقدار  عبارت است از تعداد چرخه CT .ارائه شد )

در  DNAطي فاز نمايي تكثير  SYBR Greenفلورسنت سيگنال 
 ژن در لاين شاهد(  .به يك مقدار مشخص برسد PCRواكنش 

∆CT-  در لاين تراريختهژن ∆CT = ژن ∆∆CT- : دورابطه شماره( 
).(Skirycz et al. 2007   

   1هاتهيه سازواره
  35S:AT1G77640سازواره 

سازي آن ژن از عالهاي شناسايي فعاليت يك ژن فاز جمله روش 
بدين . باشدهاي گياهي ميطريق افزايش بيان آن در همه بافت

                                                            
1 Constructs  

5'- GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG - 3' و   

5'- AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT - 3'   
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 734داراي  AT1G77640ژن ) CDS(منظور ناحيه رمز كننده 
 Col-0برگ آرابيدوپسيس كولتيوار  cDNAجفت باز با استفاده از 

. تكثير شد PCRبوسيله  پليمراز Pfu DNAعنوان الگو و آنزيم ه ب
- '5 ي رفت و برگشت به ترتيبآغازگرها توالي

3'   -   ATGGTGAAACAAGAACTCAAGAGTTTAAAC 
3' - TTAATTAATTAACTGAAACTCCATTAATTAA- 5' 
. بود )با خط مشخص شده است PacIو  PmeIجايگاه برشي (

-pCRقطعه تكثير شده پس از جداسازي از روي ژل در پلاسميد 

Blunt II-TOPO الي قطعه پس از تأييد تو. همسانه سازي شد
يابي، قطعه موردنظر از درج شده در پلاسميد مذكور بوسيله توالي

 pGreen0229در پلاسميد  PmeI/PacIهاي برشي طريق جايگاه
-و جايگاه NptII، ژن Bar، ژن 35Sاندازهاي مضاعف داراي راه

نشانگر  Barژن . سازي شدهمسانه PmeI/PacIهاي برشي 
هاي تراريخته و  ست، سلولانتخابي براي تراريزش گياهان ا

مقاومت نشان  Bastaكش گياهان بيان كننده اين ژن به علف
ژن مقاومت به كنامايسين، نشانگر انتخابي براي  NptII. دهند مي

وجود قطعه موردنظر و جهت قرار . باشد هاي تراريخته مي باكتري
هاي برشي تأييد  توسط آنزيمpGreen0229 گرفتن آن در پلاسميد 

به آگروباكتريوم انتقال داده  AT1G77640لاسميد حاوي ژن پ. شد
. شدتأييد  PCRانتقال پلاسميد حاوي ژن به آگروباكتريوم با . شد

   AT1G77640 Promoter:GUS سازواره
از تجزيه گياهان  AT1G77640جهت بررسي الگوي مكاني تظاهر 

احيه كيلوباز از ن 5/1براي اين منظور . استفاده شد GUSتراريخته 
) ATGاز قسمت بالادست كدون آغاز ( AT1G77640انداز ژن راه

-هب Col-0ژنومي برگ آرابيدوپسيس كولتيوار  DNAبا استفاده از 
رفت و  پليمراز و آغازگرهاي Taq DNAعنوان الگو، آنزيم 

'GTTGAAGTGATTAATTCACTCACTCTAGA-5 برگشت

3'-  - GTTATGTTGTAATGTTGTTATTGACCCATGG-5'
) با خط مشخص شده است NcoIو  XbaIگاه برشي جاي( '3

 pCR2.1در پلاسميد قطعه تكثير شده . تكثير شد PCRبوسيله 
هاي از طريق جايگاهسازي شد و پس از تأييد توالي، همسانه
در پلاسميد  GUSژن  اندازراهبجاي  NcoI/XbaIبرشي 

pCAMBIA1305.1 هاي  داراي ژنNptII  وHptII )ترتيب، هب
  انتخاب   براي  هايگرومايسين  و  كانامايسين  مقاومت به  هاي ژن
  

  . شد همسانه سازي   GUS  ژن  و  )تراريخته  گياهان  ها و باكتري
وجود قطعه موردنظر و جهت قرار گرفتن آن در پلاسميد 

pCAMBIA1305.1 پلاسميد . شدهاي برشي تأييد  توسط آنزيم
اكتريوم انتقال داده شد و به آگروب AT1G77640انداز ژن حاوي راه

  .شد  ييدات  PCRانداز به آگروباكتريوم با انتقال پلاسميد حاوي راه
 35S:amiRNAAT1G77640 سازواره

شود از خاموش سازي يك ژن براي مطالعه عملكرد آن استفاده مي
)Ward et al. 2006( . براي متوقف كردن بيان ژنAT1G77640 

آغازگرهاي مورد . ير ساخته شدصورت زهسازواره خاموشي ژن ب
هاي برشي جايگاهاستفاده در ساخت اين سازواره داراي 

XhoI/XbaI  با استفاده از سايتmicroRNA 
(http://wmd.weigelworld.org/cgi-bin/mirnatools.pl)  طراحي

 Pfu  DNAو توسط آنزيم  PCRتكثير قطعات بوسيله . شدند
عنوان الگو و هب RS300 (miR319a pBSK)پليمراز، پلاسميد 

 رفت و برگشت آغازگرهاي
5'-GATAAATTCAAACAGCGATGGTTTCTACATATATATTCCT-3′   
 'GATAAATTCATACAGCGATGGGTTCTCTCTTTTGTATTCC-3-'5 و

5'-GAACCCATCGCTGTATGAATTTATCAAAGAGAATCAATGA-3'  
5′-GAAACCATCGCTGTTTGAATTTATCACAGGTCGTGATATG-3'  

-pCR-Blunt IIكثير شده در پلاسميد صورت گرفت و قطعه ت

Topo از موردنظر پس از تأييد توالي، قطعه . شدسازي همسانه
داراي  pJFH1در پلاسميد  XhoI/XbaIهاي برشي طريق جايگاه

همسانه ) ها و گياهان تراريخته ريبراي انتخاب باكت( NptIIژن 
 pJFH1وجود و جهت قطعه موردنظر در پلاسميد  .سازي شد

انتقال پلاسميد حاوي قطعه . شدييد اهاي برشي ت آنزيمتوسط 
  .ييد شدات PCRموردنظر به آگروباكتريوم با 

   AT1G77640 ساختار ژن 
از خانواده  DREBزير خانواده  A-5به گروه  AT1G77640ژن 

چارچوب قرائت باز . تعلق دارد  AP2/ERFعوامل رونويسي
)ORF(  244روتئيني با جفت باز است كه پ 735اين ژن داراي 

دهد كه ژن  تجزيه توالي ژنومي نشان مي. كند اسيدآمينه را رمز مي
AT1G77640  جفت باز در ناحيه  58فاقد اينترون است و داراي

5'UTR  3جفت باز در ناحيه  144و'UTR باشد  مي
)http://www.arabidopsis.org/.(    
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 بزرگ مستطيل .TAIRبدست آمده از سايت  AT1G77640ساختار ژن  -1شكل

. باشند مي UTRنشان دهنده نواحي  كوچك هايمستطيلنشان دهنده اگزون و 
با مثلث نشان در لاين موتانت  T-DNAو موقعيت  ATGكدون آغاز ترجمه با 

و  سصر فعال كننده سياهمچنين در بالادست ناحيه رونويسي، عن. اند داده شده
 مستطيلنيز با  AP2/ERFموقعيت موتيف . اند نشان داده شدهبا دايره  Gجعبه 

  . باشد مشخص ميكوچك 
  

  
ژن پروتئين  AP2/ERFاسيدهاي آمينه مربوط به دمين توالي  مقايسه -2شكل

AT1G77640  با پروتئين هاي داراي تشابه توالي از زير خانوادهDREB .
RAP2.1 ،ARP2.9 ،RAP2.10  وTINY  از آرابيدوپسيس وOs06g0166400  و

OsDREB4 در دمين . باشند مي از برنجAP2  توالي (توالي هاي حفاظت شده
صفحات بتا و توالي  RIWLGو  RGVR.R ،GKWV،EIREP) هاي ستاره دار

RAYD دهندمارپيچ آلفا را شكل مي.  
  

 توالي با AP2 عامل رونويسيدمين 
KYKGVRMRSWGSWVTEIRAPNQKTRIWLGSYSTAEAAARAYDAA

LLCLKGPKANLNFP  پروتئين اين ژن قرار  42-99در موقعيت
در اين ). 1شكل( )/http://www.uniprot.org/blast(گرفته است 

 RAP2.10و  RAP2.1 ،RAP2.9گروه، عوامل رونويسي از جمله 
نيز وجود دارند AT1G77640 داراي تشابه توالي با پروتئين ژن 

  ).2شكل(
انداز ژن كننده در ناحيه راه ناصر تنظيمع In Silicoتجزيه 

AT1G77640   
انداز كننده سيس در ناحيه راه به منظور بررسي وجود عناصر تنظيم

كيلوباز اين ناحيه با استفاده از سايت  5/1، توالي AT1G77640ژن 

PLACE )www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/ ( مورد مطالعه
 ABREوتيف اين عناصر شامل شش م. قرار گرفت

(ABRELATERD1, 5'-ACGTGG/TC-3'))Narusaka et al. 

-'DRECRTCOREAT, 5( DRE، يك موتيف )2003

RCCGAC-3') (Lata and Prasad  2011 (15  موتيف شبهMYC 
)(MYCATERD1, 5'-CATGTG-3'; MYCATRD22, 5'-

CACATG-3' MYCCONSENSUSAT, 5'-CANNTG-3' (
(Kawagoe and Murai 1996) ،13  موتيفWRKY 

WRKY71OS, 5'-TGAC-3')) (Yang et al. 2009 ( و شش
 )CCAAT (5'-CCAAT-3') )Edwards et al. 1998موتيف 

موتيف  AT1G77640 ،21ژن  اندازراههمچنين در ناحيه . باشند مي
DOF )DOFCOREZM, 5'-AAAG-3' ) (Yanagisawa 2004 (

، )G )5'-CACGTG-3') (Meier and Gruissem 1994و دو جعبه 
 كه در تنظيم پاسخ به باكتري) 'ARR1 )5'-NGATT-3موتيف  19

-'ASF1  ASF1MOTIFCAMV; 5نقش دارند، دو موتيف

TGACG-3') (ها توسط  سازي رونويسي بيشتر ژن كه در فعال
 BOXLاسيد نقش دارند، يك موتيف  اكسين و يا ساليسيليك

)BOXLCOREDCPAL; 5'-ACCWWCC-3'(  كه در مسير
، عنصر وابسته به GCCجعبه تز فنيل پروپانوئيد نقش دارد، دو سن

 PR) (Li(هاي وابسته به بيماريزايي  اين عنصر در ژن(بيماريزايي 

et al. 2011 ( و سه عنصرCCAAT )CCAATBOX1; 5'-

CCAAT-3' (عنصر . نيز وجود دارندCCAAT انداز بيشتر در راه
لي وجود دارد چرخه سلو G1/Sهاي دخيل در مرحله گذر  ژن

)Matuoka and Chen  2002.( 
 

    نتايج و بحث
  در آرابيدوپسيس AT1G77640الگوي بيان 

هاي در سطح بافت AT1G77640براي بررسي الگوي بيان ژن 
- كيلوباز از راه 5/1تحت كنترل  GUSمختلف گياه، ژن گزارشگر 

. به ژنوم آرابيدوپسيس انتقال داده شد AT1G77640انداز ژن 
هاي تراريخته براساس مقاومت به هايگرومايسين در  چهگياه

انداز ژن جهت تجزيه بيان راه. محيط كشت انتخاب شدند
AT1G77640 رنگ آميزي هيستوشيميايي براي فعاليت ،GUS  در

 GUSبيان ژن . گياهچه و گياه كامل نتاج نسل دوم صورت گرفت
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ريشه به ويژه در محل اتصال ههاي گياهان تراريخته ب در ريشه
 GUSدر مرحله گياهچه، ژن . ها مشاهده شد ساقه و در طول ريشه

-در هيپوكوتيل، مريستم انتهايي ساقه و در بافت آوندي كوتيلدون

ها تظاهر بالايي نشان داد و فعاليت آن در مريستم انتهايي ساقه در 
در بافت  GUSدر گياهان كامل، . مراحل بعدي نمو نيز قوي بود

هاي محور گل آذين بيان بالايي  جوان و برگ هاي آوندي برگ
علاوه بر بافت  GUSهاي محور گل آذين، رنگ  در برگ. داشت

در  GUSسيگنال . ها نيز مشاهده شد آوندي، در لبه و نوك برگ
هاي محور گل  هاي برگهاي رزت،  تريكوم هاي برگپايه تريكوم

اي فرعي ههاي ساقه و نيز در محل انشعاب ساقهآذين و تريكوم
هاي بريده شده فعاليت زيادي در قسمت GUS. شدندمشاهده 

. هاي روي ساقه نشان دادساقه، محل اتصال گل به ساقه و گره
در جوانه هاي گل، پرچم، ميله پرچم،  GUSميزان بالايي از تظاهر 

به ساقه ) خورجينك(هاي سبز و در محل اتصال سيليك  سيليك
 GUSهاي رسيده فعاليت  سيليك ها و وجود داشت ولي در گلبرگ

  ).3شكل( شدندمشاهده ن

در  GUS-AT1G77640با تجزيه گياهان  AT1G77640الگوي بيان ژن  -3شكل
، مريستم انتهايي ساقه، بافت آوندي كوتيلدون  شامل ريشه قسمت هاي مختلف

محور گل آذين، جوانه هاي گل و هاي  ها و برگ هاي رزت، تريكوم هاي برگ
  . يك هانوك سيل

  
  در آرابيدوپسيس AT1G77640اثرات فنوتيپي افزايش بيان 

روي چرخه  AT1G77640در ارزيابي اثر افزايش سطح بيان 
ژن  cDNAسلولي و نمو، گياهان تراريخته آرابيدوپسيس حامل 

AT1G77640 35انداز مضاعف تحت كنترل راهS ) گياهان
AT1G77640OX (با پلاسميد فاقد از گياهان تراريخته . توليد شدند

. بعنوان گياهان شاهد استفاده شد) EVگياهان ( AT1G77640ژن 
در  Bastaهاي تراريخته براساس مقاومت به علف كش  گياهچه

صفات مورد مطالعه در مرحله رزت، . محيط كشت انتخاب شدند
شامل تعداد برگ، ساقه، سيليك و بذر، طول و عرض برگ پنجم 

لاين تراريخته نسل سوم و  9كه در و ميزان كلروفيل برگ بود 
براي بررسي . گيري شدند گياه از هر لاين اندازه 10لاين شاهد و 

هاي برگ در سه قسمت از  هاي رزت، سطح سلول تغيير برگ
گيري شد و  پنجمين برگ رزت و پنج ناحيه از هر قسمت اندازه

ها و مساحت كل برگ تخمين  ها توسط اندازه سلول تعداد سلول
، تعداد سلول ها AT1G77640OXدر گياهان ). 1جدول(شد زده 

سطح . نسبت به گياه شاهد كاهش و اندازه آنها افزايش يافته بود
و  35S:AT1G77640هاي  در لاين AT1G77640بيان نسبي ژن 

گيري، با استفاده از روش  اندازه qRT-PCRوسيله هلاين شاهد ب
∆∆CT -2  محاسبه و بصورتLog2FC در اين روش ميزان . ارائه شد
سازي و  نرمال UBQ10با استفاده از ميزان بيان  AT1G77640بيان 

ميانگين ± SDها بصورت داده. با استفاده از لاين شاهد كاليبره شد
همانطور . باشند هستند و حاصل سه تكرار بيولوژيكي مي n=10و 

و  7، 6، 5، 4، 2، 1هاي  نشان داده شده است لاين 4كه در شكل 
 AT1G77640كاهش سطح بيان ژن  8و  3هاي  زايش و لايناف 9

كمترين ميزان  3بيشترين و در لاين  5و  4هاي  در لاين. را داشتند
عليرغم افزايش زياد بيان . سطح بيان اين ژن صورت گرفت

AT1G77640  در آرابيدوپسيس، فنوتيپ جالب توجهي در برگ
 AT1G77640OXهاي  مشاهده نشد تنها در مرحله گياهچه، لاين

اين فنوتيپ . داراي تعداد برگ بيشتر و بزرگتر از لاين شاهد بودند
اي با ميزان بيان ژن در گياه نداشت بطوريكه ميانگين تعداد  رابطه

شبيه و يا حتي  AT1G77640OXهاي  و اندازه برگ در ساير لاين
. بود) 5و  4هاي  لاين(هاي داراي حداكثر ميزان بيان  بيشتر از لاين

داري از بطور معني 7ها، تعداد برگ در لاين  رخلاف ساير لاينب
 AT1G77640OXهاي  در برخي از لاين. لاين شاهد كمتر بود

هاي  ها روشن تر از برگ ميزان كلروفيل كاهش يافته و رنگ برگ
. هاي تيره تر از لاين شاهد داشت برگ 7لاين شاهد بود ولي لاين 

ته تفاوت معني داري با تعداد ساقه هاي تراريخ تعداد ساقه در لاين
تعداد سيليك بيشتر از ساير صفات . در لاين شاهد نداشت

قرار  AT1G77640گيري شده تحت تأثير افزايش سطح بيان  اندازه
شمارش  9و  5، 4هاي  گرفت و كمترين تعداد سيليك در لاين

در  AT1G77640OXهاي  گيري طول ريشه لاين با اندازه. دش
   9و  5، 4  هاي لاين  ريشه طول   كه شد  مشخص ، رزت  مرحله
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اي تجزيه سلول هاي اپيدرمي پنجمين برگ رزت در گياهان پنج هفته -1جدول
افزار  و نرم BX51بوسيله ميكروسكوپ نوري  AT1G77640OXو  EVهاي لاين

cell^P (Olympus) . سطح بالايي)Adaxial ( و سطح پاييني)Abaxial ( برگ
- بترتيب معني **و  *علائم  .باشند ميn  = 65-75ميانگين و  ± SEها، داده . است

 .دهنددرصد و يك درصد را نشان مي 5دار بودن در سطح 
9 8 EV  سلول هاي اپيدرمي 

  اپيدرم سطح بالايي   

 كل سلول ها 240  153 157

 (µm2) سطح سلول ها 2873 205±  276±4520** 231±4410**

  ياپيدرم سطح پايين   

 كل سلول ها  273  228  136

 (µm2) سطح سلول ها    165±2528  217±4028* 287±5092**

  

  
لاين داراي افزايش بيان اين  9در  AT1G77640سطح بيان نسبي ژن  -4شكل 

 ).OXلاين هاي (ژن 

  
 5و  4، 1هاي  بذر لاين. داري كمتر از لاين شاهد بودبطور معني

. ل پس از دو هفته جوانه نزدنددر شرايط روشنايي و تاريكي كام
كاهش  3در لاين  AT1G77640همانطور كه ذكر شد سطح تظاهر 

-تر از شاهد و قاشقي شكل با لبهتيره 3هاي لاين  برگ. يافته بود

 3گلدهي در لاين ). 5شكل(طرف داخل برگشته بودند ههاي ب
در . هاي تراريخته صورت گرفت زودتر از لاين شاهد و ساير لاين

. ورس كرده بود 3ايسه با لاين شاهد با ساقه ايستاده، ساقه لاين مق
تر و تعداد آنها كمتر از لاين شاهد  هاي اين لاين كوچك سيليك

  ). 6شكل(بود 
  
  

  
  
  

  )الف
  
  
  
  
  )ب

  )ج
و  الف. AT1G77640OXدر گياهان  AT1G77640ثير افزايش بيان ژن ات -5شكل
). سمت چپ( AT1G77640OXو ) ت راستسم( EVاي گياهان چهار هفته )ب
  .3در لاين ها مدل قاشقي برگ) ج
  

  AT1G77640KDتهيه گياهان 
، گياهان داراي سازواره AT1G77640براي مطالعه فعاليت 

35S:amiRNAAT1G77640 )گياهان AT1G77640KD،(KD 

=Knock down) (گياه تراريخته با پلاسميد فاقد ژن . تهيه شدند
AT1G77640KD ان گياه شاهد در نظر گرفته شد كه با بعنوEV 

گياهان تراريخته براساس مقاومت به . نشان داده شده است
سطح تظاهر ژن . كنامايسين در محيط كشت انتخاب شدند

AT1G77640 هاي در لاين AT1G77640KD  لاين تراريخته 3در 
 qRT-PCRبوسيله  35S:amiRNAAT1G77640با سازواره 

با استفاده  AT1G77640در اين روش ميزان بيان . گيري شد اندازه
سازي و با استفاده از لاين شاهد  نرمال UBQ10از ميزان بيان 

)EV( ها داده 7در شكل . كاليبره شدSD ± 10ميانگين و=n  هستند
كاهش  3و  1هاي  لاين .باشند و حاصل سه تكرار بيولوژيكي مي

نشان  2نسبت به لاين  AT1G77640بيشتري در سطح بيان ژن 
  ).7شكل(دادند 

 هاي فرعيكمتر و تعداد ساقه AT1G77640KDهاي  ارتفاع لاين
  آنها بيشتر از لاين شاهد بود و بعضي از ساقه ها بطور كامل ورس

  

AT1G77640OX 

 EV  3 لاين

EV 
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و لاين  AT1G77640OXهاي انتخابي  گيري شده در لاين صفات اندازه -6شكل

شامل ) داراي افزايش سطح بيان ژن هستند 9تا  1لاين هاي  :EV( ،)OX(شاهد 
) ميانگين طول برگ هفتم، ج) ميانگين تعداد برگ در مرحله رزت، ب) الف

ميانگين تعداد ) ميانگين طول ريشه اصلي، ر) ميانگين عرض برگ هفتم، د
ميانگين تعداد ) ميانگين محتواي كلروفيل، ي) هميانگين تعداد بذر، ) سيليك، و

  .هستند n=10ميانگين و ± SDها داده. ساقه
  

هاي رزت  برخلاف لاين شاهد، در اطراف برگ). 8شكل(كردند 
با . جوانه هاي زيادي وجود داشت AT1G77640KDهاي  در لاين

 وجود آنكه تعداد سيليك در هر ساقه لاين تراريخته كمتر از لاين
 را جبران  تعداد سيليك  شاهد بود ولي افزايش تعداد ساقه كاهش

، تفاوت چشمگيري بين تعداد سيليك نمود بطوريكه در مجموع
  به لاين  نسبت . نداشت  وجود شاهد   تراريخته و  هاي لاين  در

 
لاين تراريخته  3در  AT1G77640سطح بيان نسبي  -7شكل

35S::amiRNAAT1G77640 . داراي كاهش سطح بيان اين ژن  3تا  1لاين هاي
  .)amiRNAهاي لاين (هستند 

  
شاهد، تفاوت چشمگيري در برگ گياهان تراريخته از نظر تعداد، 

طول هيپوكوتيل در گياهان تراريخته و . اندازه و رنگ مشاهده نشد
 AT1G77640KDهاي  در لاين. دار نداشتمعنيشاهد تفاوت

طوريكه در اين رابطه ه هاي بسيار كوچكي مشاهده شد ب ريشه
در مرحله گياه ). 9شكل(هد وجود داشت دار با اين شامعنيتفاوت

زودتر از لاين شاهد  AT1G77640KDهاي  هاي لاين كامل، برگ
   .تواند حاكي از پيري زودرس باشدزرد شدند كه مي

  
  
  
  
 
 

  )الف
 
  
  
  
  
  )ب
  

 EVو گياهان ) سمت چپ( AT1G77640KDريشه گياهان ) الف -8شكل
از سمت راست شامل بترتيب  AT1G77640KDگياهان ) ب). سمت راست(

مشخص مي  3و  2ورس ساقه در لاين هاي  ، EVو لاين 3تا  1 لاين هاي
  . باشد

  
  

 و

 ي ه
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  )ج    )ب    )الف
لاين ( AT1G77640KDهاي انتخابي  گيري شده در لاين صفات اندازه -9شكل
و ) amiRNAداراي كاهش سطح بيان اين ژن هستند، لاين هاي  3و  1هاي 

ميانگين طول ريشه در مرحله ) ت شامل الفاين صفا. )EV(لاين شاهد 
ها  داده. ميانگين تعداد سيليك) ميانگين طول هيپوكوتيل و ج) گياهچه، ب

SD± 10ميانگين و=n باشند مي.   
  

بر چرخه  AT1G77640براي بررسي اثر احتمالي افزايش بيان 
و  Sسلولي، سطح بيان دو نشانگر چرخه سلولي مربوط به مراحل 

M ي هيستون ها يعني ژنH4  وCYCD3;1هاي  ، در لاين
AT1G77640OX  وAT1G77640KD وسيله هبqRT-PCR 

در اين روش ميزان بيان . ارائه شد Log2FCگيري و بصورت  اندازه
CYCD3;1  وH4  با استفاده از ميزان بيانUBQ10 سازي و  نرمال

 n=10ميانگين و  ± SDها داده. با استفاده از لاين شاهد كاليبره شد
ميزان بيان  .باشند هستند و حاصل سه تكرار بيولوژيكي مي

CYCD3;1 هاي  در لاينAT1G77640OX  افزايش نشان داد ولي
سطح بيان . ها كاهش يافت در بيشتر لاين H4سطح بيان 

CYCD3;1  2در لاين AT1G77640KD  منفي بود ولي در
ي ها در همه لاين H4 سطح بيان . افزايش يافت 3و  1هاي  لاين

AT1G77640KD  10شكل(كاهش يافت(.  

  

  
هاي  در لاين) الف H4و  CYCD3;1ن هاي ژسطح بيان  -10شكل

AT1G77640OX  )هاي  در لاين) بو ) لاين هاي داراي افزايش سطح بيان ژن
AT1G77640KD) .لاين هاي داراي كاهش سطح بيان ژن(   

در ژن  T-DNAجداسازي گياهان آرابيدوپسيس داراي 
AT1G77640   

طي نمو از خاموشي كامل ژن  AT1G77640در بررسي نقش ژن 
در ژن  T-DNAجستجو براي گياهان حاوي . نيز استفاده شد

AT1G77640 هاي در مجموعهSALK  وGABI-KAT  منجر به
 GABI-KATاز  Knock out  ( KO(شناسايي يك لاين بالقوه 

و همچنين ژن  AT1G77640در اگزون ژن  T-DNAداراي 
براي شناسايي . شد) GK-765B02لاين (اومت به سولفوديازين مق

گياهان هموزيگوس، ابتدا بذرها روي محيط حاوي سولفوديازين 
هاي مقاوم به سولفوديازين به خاك انتقال انتخاب شدند و گياهچه

) گياه شاهد( Col-0گياهان انتخاب شده و كولتيوار  DNA. يافتند
 CDSراحي شده از دو انتهاي با آغازگرهاي ط PCRاستخراج و 

انجام  T-DNAو آغازگرهاي مربوط به توالي  AT1G77640ژن 
از . روي ژل آگارز بررسي شدند PCRمحصولات تكثير شده . شد

گياه انتخاب شده داراي مقاومت به سولفوديازين، هيچ  35ميان 
يك هموزيگوس نبودند زيرا همه آنها باندي مشابه با گياه شاهد 

ر اين گياهان در مرحله گياهچه و گياه كامل از نظر د. داشتند
  .ظاهري تفاوت قابل توجهي با گياه شاهد مشاهده نشد

AT1G77640  به زيرخانوادهDREB  از خانواده عوامل رونويسي
AP2 هاي  ژن. تعلق داردDREB كنند كه  هايي را رمز مي پروتئين

در . نداسيدآمينه هست 64با  AP2داراي يك دامين حفاظت شده 
، چهاردهمين اسيدآمينه والين و DREBهاي  پروتئين AP2دامين 

نوزدهمين اسيدآمينه گلوتاميك اسيد مسوول اتصال اختصاصي به 
داراي  OsDREB1Aبعنوان مثال، پروتئين . هستند DNAمولكول 

و فاقد اسيدآمينه گلوتاميك اسيد 14اسيدآمينه والين در موقعيت 
مايل بيشتري براي اتصال به موتيف باشد و ت مي 19در موقعيت 

DRE  با تواليGCCGAC  نسبت بهACCGAC پروتئين . دارد
OsDREB2A  و 14داراي اسيدهاي آمينه والين در موقعيت

باشد و با راندمان يكسان به هر  مي19گلوتاميك اسيد در موقعيت 
 ). Dubouzet et al. 2003(شود  متصل مي DREدو موتيف 

در تاريكي و روشنايي  AT1G77640OXي ها زني لاين جوانه
زني يا تغيير  صورت نگرفت كه احتمالا به علت تأخير در جوانه

در  LEPژن عامل رونويسي . باشد در بيوسنتز جيبرلين مي
. زني توسط تنظيم مثبت بيوسنتز جيبرلين نقش دارد جوانه
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ترتيب، گياهچه و ه در روشنايي و تاريكي ب LEPOXهاي  لاين
 Ward et. (ل كوچكتري نسبت به گياه شاهد توليد كردندهيپوكوتي

al. 2006 .(  
 Sهاي پايه چرخه سلولي است كه طي مرحله  از ژن WEE1ژن 

كند  ا به مرحله ميتوز جلوگيري ميه شود و از ورود سلول بيان مي
ميزان تظاهر اين ژن هنگام . يا تعمير آن كامل شود DNAتا سنتز 

ادث نوتركيبي در ميوز افزايش طي حو DNAشكستن دو رشته 
علاوه بر دخالت در تنظيم نقاط گذر چرخه  WEE1. يابدمي

هاي آوندي ريشه و  سلولي در مريستم انتهايي ساقه و بافت
در گامت زايي  WEE1. شود هاي آرابيدوپسيس نيز بيان مي برگ

نقش دارد زيرا بيان قوي آن در گل ها بويژه در قسمت مادگي گل 
.  (Schutter et al. 2007) ساك گزارش شده استو در نمو ب

 AT1G77640در گياهان AT1G77640بررسي الگوي بيان 

Promoter:GUS  در آرابيدوپسيس بيان قوي اين ژن را در قسمت
هاي چرخه  همچنين در مطالعه الگوي بيان ژن. پرچم گل نشان داد

الگوي  AT1G77640و  WEE1هاي  ژن qRT-PCRسلولي بوسيله 
 G1/Sهر دو ژن داراي افزايش بيان در مرحله . ن مشابهي دارندبيا

بر اين اساس ). 11شكل(باشند  و كاهش بيان در مرحله ميتوز مي
احتمال آنكه هر دو ژن توسط يك مكانيزم مشترك تنظيم شوند 

ساعت پس از  2- 4، زمان هاي  9و 8هاي  در شكل. وجود دارد
ساعت مربوط به  S ،8-6مربوط به مرحله   Aphidicolinحذف

ساعت  16- 19و  Mساعت مربوط به مرحله  G2 ،14 -10مرحله 
زمان  بهنسبت ها  ژنسطح تظاهر . باشند مي G1مربوط به مرحله 

T0 ) بلافاصله پس از حذفAphidicolin (ميانگين محاسبه و 
Log2FC سه تكرار نشان داده شده است.  

  
چرخه   طي  WEE1و   AT1G77640  ژن هاي  بيان  الگوي مقايسه  -11شكل
  .سلولي

روي  AT1G77640براي مطالعه اثر احتمالي افزايش يا كاهش بيان 
هاي پايه چرخه سلولي، الگوي بيان دو ژن نشانگر مراحل  بيان ژن

S  وM هاي هيستون  چرخه سلولي، بترتيب ژنH4 وCYCD3;1 ،
-qRTبوسيله  AT1G77640KDو  AT1G77640OXدر گياهان 

PCR  دهد كه افزايش بيان  نتايج اين مطالعه نشان مي. شدبررسي
CYCD3;1  و كاهش بيانH4 هاي  در لاينAT1G77640OX  و

AT1G77640KD  بطور مستقيم با تجمع يا كاهش ميزان رونويسي
AT1G77640 هاي  انداز ژندر راه. رابطه ندارندAT1G77640 ،

و  وجود دارد E2Fجايگاه شناسايي ژن  CYCD3;1و H4هيستون 
با وجود آنكه نتايج . شود فعاليت آنها توسط اين ژن تنظيم مي

ها در گياهان مطالعات ميكروسكوپي نشان دادند كه تعداد سلول
AT1G77640OX ها افزايش نسبت به شاهد كاهش و اندازه سلول

. يافته بود ولي اندازه برگ ها تفاوت زيادي با گياه شاهد نداشت
ها آنها جبران شده ا با افزايش اندازههكاهش تعداد سلول احتمالا
آزمايش پروفايلينگ جهت شناسايي عوامل مطابق نتايج . است

، )اندداده ها نشان داده نشده(رونويسي دخيل در چرخه سلولي 
الگوي بيان اين . در چرخه سلولي دخالت دارد AT1G77640ژن 

ارائه شده  12ژن در سه تكرار آزمايش پروفايلينگ در شكل 
  . تاس

  
داراي تظاهر پيوسته در چرخه سلولي  AT1G77640  بيان ژن الگوي -12شكل
  .ساعت 19طي 

  
منجر به افزايش بيان  AP2از خانواده  ANTافزايش بيان ژن 

CYCD3;1 شود  و تغييرات متعددي در آرابيدوپسيس مي)Autran 

et al. 2002 .(هاي  هاي قابل توجهي كه در لاين يكي از فنوتيپ
AT1G77640OX ها  مشاهده گرديد كاهش ميزان بذر در اين لاين

در صورتيكه كاهش بيان اين ژن در . نسبت به لاين شاهد بود
  .است  شده  بذر توليد افزايش  باعث  AT1G77640KD  هاي لاين
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و  AT1G77640OXهاي  كاهش طول ريشه در لاين

AT1G77640KD بنابراين رشد ريشه به افزايش و . مشاهده شد
هاي  داده. دهد واكنش يكسان نشان مي AT1G77640كاهش بيان 

را در جنين،  AT1G77640ريزآرايه نيز بيشترين ميزان فعاليت 
 http:// www. bar.utoronto.ca(دهند  سيليك و ريشه نشان مي

/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi .(رسد افزايش بيان نظر ميهب
AT1G77640 در فعاليت اين ژن  هاي گل بازخورد منفي در اندام

  . هاي مذكور داشته باشد در اندام
در  AT1G77640، سطح بيان AT1G77640OXهاي  از ميان لاين

، فنوتيپ متفاوتي نسبت به 3لاين . كاهش زيادي داشت 3لاين 
ها قاشقي  ها نشان داد بطوريكه تنها در اين لاين، برگ ساير لاين

بطور  3در لاين  AT1G77640رود ژن  احتمال مي. شكل بودند
ناقص خاموش شده باشد كه اين موضوع به مطالعه بيشتر نياز 

بيانگر آن است   هموزيگوس احتمالا KOپيدا نكردن لاين  .دارد
علت اثر هب AT1G77640ژن  DNAدر دو رشته  T-DNAكه درج 

شود و امكان بدست آوردن  كشندگي، باعث از بين رفتن جنين مي
  .ردگياه هموزيگوس وجود ندا

  گيرينتيجه
جهت مطالعه عملكرد ژن عامل رونويسي دخيل در چرخه 

هاي افزايش و كاهش بيان ژن ، از تكنيك AT1G77640سلولي، 
)35S  وamiRNA ( در اندام ژنو براي بررسي الگوي بيان اين -

هاي مختلف آرابيدوپسيس، از گياهان تراريخته حامل سازواره 

يك عامل رونويسي از  AT1G77640. استفاده شد GUS-انداز راه
نوسان الگوي بيان اين ژن . را رمز مي كند DREBزير خانواده 

طي چرخه سلولي مشاهده شد بطوريكه ميزان تظاهر اين ژن طي 
در آندوميتوز نقش  AT1G77640احتمالا . ميتوز كاهش يافت

ندارد زيرا با وجود كاهش بيان آن طي ميتوز، افزايش اندازه 
درگياهان تراريخته داراي افزايش سطح بيان  هاي برگسلول

AT1G77640 بررسي الگوي بيان ژن . مشاهده شدAT1G77640 
، بالا بودن GUS- انداز حامل سازواره راهدر گياهان تراريخته 

هايي ميزان تظاهر آنها را در آوندها، مريستم انتهايي ساقه و قسمت
ژن و فنوتيپ هاي  بين الگوي بيان. هاي زايشي نشان داداز اندام

حاصل از افزايش بيان ژن در گياهان تراريخته ارتباط وجود 
ميزان بالاي تظاهر  AT1G77640عنوان مثال، الگوي بيان هب. داشت

حامل سازواره هاي زايشي گياهان تراريخته اين ژن را در اندام
نشان داد و در گياهان تراريخته داراي افزايش  GUS-انداز راه

. كاهش ميزان توليد بذر مشاهده شد AT1G77640ژن سطح بيان 
بيش از ميزان طبيعي  AT1G77640رسد افزايش بيان نظر ميهب

  . بيان آن در گياه، اثر منفي براندام هاي زايشي داشته است
  يسپاسگزار

 Bernd Mueller-Roeberاين مطالعه در گروه تحقيقاتي پروفسور 
ي گياهي ماكس پلانك در موسسه تحقيقات فيزيولوژي مولكول

هاي علمي و مالي ايشان  وسيله از حمايت آلمان انجام شد كه بدين
  .نماييم تشكر و قدرداني مي
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