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اين تحقيق به منظور . شود ز موانع اصلي در توليد محصولات زراعي محسوب ميتنش خشكي ا
كتابخانه گياهان گندم، برنج،  ESTتجزيه و تحليل اطلاعات  به كمكهاي دخيل در شناسايي ژن

آوري  اطلاعات اوليه چهار كتابخانه از بانك اطلاعاتي دانشگاه هاروارد جمع. پنبه و فستوكا انجام شد
با استفاده از نرم افزار  ESTهاي  ها، همه تواليشباهت بين كتابخانه بررسيدر . شدند

EGassembler وسيله جستجوگر بلاست ها به سپس همه كانتيگ. گذاري شدند همX  توسط نرم
 ≥1E-value×10-5 با تكراري بانك ژنهاي غير در مقابل پروتئين CLC Protein Workbenchافزار 
مورد استفاده  IDEG6ها، نرم افزار هاي با بيان متفاوت در بين كتابخانهيي ژنشناسا در .شدند تجزيه

ليپيد ترنسفراز، گلوتاتيون اس ترنسفراز، دهيدرين، متالوتيونئين، فسفاتازها، هاي ژن .قرار گرفت
مهم دخيل در پاسخ به تنش خشكي در هاي هاي فراوان در اواخر جنين زائي از جمله ژنپروتئين
هاي كاركردي چهار كتابخانه در گروه. شوند   ابخانه برنج، گندم، پنبه و فستوكا محسوب ميچهار كت

-فتوسنتز، مسير اكسايشي پنتوز فسفات، انتقال الكترون، ديواره سلولي، متابوليسم اسيد آمينه، هورمون
لئوتيد، كاهش، گروه كاركردي متفرقه، متابوليسم كربوهيدرات، تنش، متابوليسم نوك- ها، اكسايش

كه نشان دهنده اين است كه  داشتند دارمتابوليسم ثانويه، پروتئين و علامت دهي اختلافات معني
  .دهد تنش خشكي پاسخ ميبه هاي كاركردي متفاوتي اين چهار گياه با بكار گيري گروه

 

  مقدمه
ح هاي زيستي و غير زيستي، به سختي قابل اصلا صفات چند ژني همچون مقاومت به تنش

). Neerincx and Leunissen 2005( هستند به خصوص زماني كه در تركيب با هم باشند
طور همزمان در مطالعات ژنوميكس تعداد بسيار زيادي ژن به. ژنوميكس علم مطالعه ژنوم است

 ها وهژنوميكس شامل تجزيه و تحليل داد. شوند با استفاده از ابزارهاي خودكار مطالعه مي

  .)Naghavi et al. 1388( ژنوم موجودات است بخصوص ،يژنتيك اطلاعات

 هاي كليدي واژه
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هايي كه  توان به تشخيص ژن مي از كاربردهاي اصلي ژنوميكس
كنند و همچنين  مي ايفانقش كليدي را در فرايندهاي بيولوژيك 

هايي كه عملكرد  روشن كردن نقش بيولوژيك تعداد زيادي از ژن
اند،  ناشناخته طور ضعيفي شناخته شده و يا هنوز كاملاًها يا بهآن

ژنوميكس، اصلاح گياهان را به  .)Lein et al. 2008( اشاره نمود
گيري تغيير داده است و ما را قادر به دستيابي به فهم شكل چشم

 سازد ژنتيكي وسيع، همراه با جزئيات عملكرد كلي گياه مي
)Neerincx and Leunissen 2005 .( مطالعات ژنومي و مولكولي

اي زيادي ه نشان داده كه ژن ESTبه همراه تجزيه و تحليل منابع 
 شوند مي ءبا عملكردهاي متفاوت بوسيله تنش خشكي القا

)Shinozaki and Yamaguchi 2008( . تعداد زيادي منابعEST 
موجب  هابراي گندم و جو ايجاد شده كه تجزيه و تحليل آن

ينده پاسخ به تنش خشكي شده آهاي دخيل در فر شناسايي ژن
اي كه  هاي پيچيده ندفرآي تجزيه. )varshney et al. 2008( است

زنند، در بازدهي گياهان زراعي  هاي مقاومت را رقم مي مكانيسم
دستاوردهاي ). Neerincx and Leunissen 2005( نقش دارند

هاي  هاي مطلوبي كه در مكانمبتني بر ژنوميكس دسترسي به آلل
پاسخ به تنش خشكي  سببحضور دارند و  1ژني صفات كمي

اين ). Tuberosa and Salvi 2006( ندك شوند را فراهم مي مي
توانند با نرم افزارهاي مخصوص روي مقادير بسيار  ها ميتجزيه

هاي  توليد و ذخيره شده در بانك ESTهاي  زيادي از داده
مانند وب سايت دانشگاه  2هاي شاخص ژن اطلاعاتي و پروژه

از ). Neerincx and Leunissen 2005( صورت گيرند 3هاروارد
توان به  رود مي ها بكار مي ESTتجزيه درزارهايي كه نرم اف

EGassembler4 ،CLC protein workbench ،mapman5 ،
IDEG66 اشاره نمود .EGassembler  هاي  توالي پالايشبه منظور

EST دهد كه اين مرحله شامل  يك مرحله پيش پردازش انجام مي
ها، پوشاندن  ها، پوشاندن تكرارها، پوشاندن ناقل پاكسازي توالي

در طي . باشد ها مي توالي 7هاي اندامكي وسپس همگذاري توالي
                                                            
1 Quantitative trait loci (QTLs) 
2 The gene index project 
3 Http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi 
4 Http://egassembler.hgc.jp/ 
5 Http://mapman.mpimp-golm.mpg.de 
6 Http://telethon.bio.unipd.it/bioinfo/IDEG6/ 
7 Assembly 

شامل دو يا (ها  درون كانتيگ ESTهاي  مرحله همگذاري، توالي
قرار ) ESTشامل تنها يك (ها  و سينگلتون) ESTتعداد بيشتري 

 CLCدر نرم افزار ).Masoudi-Nejad et al. 2006(گيرند مي

protein workbench ي بلاستجستجو X هاي  در مقابل پروتئين
اين نرم افزار براي حل مسائل علمي . شود انجام مي 8غير تكراري

. رود و تحقيقات آزمايشگاهي بر اساس اصول بيوشيميايي بكار مي
كه ارزش مورد انتظار يا احتمال ( ≥ 1E-value×10- 5ها باتجزيه

انجام ) شود ارز ناميده ميهاي مختلف با امتياز هم همرديفي
هاي اطلاعاتي به رود در جستجوي پايگاه شود كه انتظار مي مي

دار كمتر، احتمال معني Eبا مقدار . صورت شانسي رخ داده باشد
در  ).McGinnis and Madden 2004( رود بودن امتياز بالاتر مي

تقاضا ابتدا در شش چهارچوب خواندن  DNAتوالي  xبلاست
ئيني موجود در پايگاه هاي ترجمه و سپس با يك توالي پروت

براي شناسايي ). Skuse and Du 2008(شود اطلاعاتي مقايسه مي
ها از خروجي نرم افزار  ژنها با بيان متفاوت در بين كتابخانه

CLCbio  به عنوان ورودي نرم افزارIDEG6 9 شود استفاده مي .
هايي با بيان  استفاده از آزمون كاي دو جنرال براي كشف ژن

هاي مشخص در دو يا  اي از ژن براي تشخيص مجموعه متفاوت
چندين شرايط متفاوت براي مديريت و سازماندهي مقدار زيادي 

هاي  گروه). Romualdi et al. 2003( اطلاعات ضروري است
تفسير دستي : كاركردي كاربردهاي متفاوتي دارد كه عبارتند از

 تجزيه بيني شده،هاي پيشژنوم، تفسير كاركردي خودكار ژن
 هاي مطالعات ژنوميكس بزرگ مقياس و پروتئوميكس داده

)Ruepp et al. 2004 .(هاي  هاي كاركردي پايگاه براي تعيين گروه
سايت موسسه ماكس پلانك  اطلاعاتي متنوعي وجود دارد،

)mapman (براي . باشد ها مي به صورت آنلاين، يكي از اين پايگاه
اي كاركردي، خروجي نرم افزار ه دار بين گروه آزمون تفاوت معني

mapman عنوان ورودي نرم افزاربه IDEG6 شود ياستفاده م 
)Man et al. 2004 .(يكي  هاي محيطي از قبيل تنش خشكي تنش

از موانع اصلي در توليد محصولات زراعي در بسياري از نقاط 
دنيا به ويژه مناطق خشك و نيمه خشك مانند ايران محسوب 

                                                            
8 Non redundant (Nr) 
9 Http://telethon.bio.unipd.it/bioinfo/IDEG6/ 
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ترين غلاتي هستند كه بطور وسيع  مهم 2و گندم 1برنج. شود مي
شود و تنش خشكي  هاي متنوع اكولوژيكي كاشته مي درسيستم

ترين علت ناپايداري عملكرد اين دو گياه در مناطق يكي از بزرگ
 Mostajeran and( باشدمختلف كشت اين دو محصول مي

Rahimi-Eichi 2009 .( ژنوميكس عملكردي شناسايي مباني
هاي بيولوژيك در گياهان را فراهم  و مولكولي فرايند ژنتيكي

موفقيت در شناسايي ). Gorantla et al. 2005( آورده است
هاي دخيل در تنش خشكي موجب كمك به اصلاح ژنتيكي  ژن

تاكيد . باشد براي افزايش توانمندي گياه در توليد محصول مي
هاي جديد پاسخ به تنش خشكي  اصلي روي شناسايي ژن

ها در سازگاري است كه به اصلاح هاي مختلف و نقش آن ونهدرگ
تحمل به خشكي محصولات حساس كمك خواهد كرد و 

 Reddyet( كند عملكرد قابل قبول را در چالش با خشكي حفظ مي

al. 2008(. يكي از گياهان زراعي مقاوم به خشكي است و  3پنبه
پنبه بسيار مهم بازده اقتصادي آن بخاطر هزينه بالاي مرتبط با رشد 

بنابراين هر چند كه پنبه گياهي مقاوم به خشكي است . باشد مي
براي توليد بالاي محصول به آب كافي نياز دارد، بنابراين تشخيص 

هاي دخيل در مكانيسم مقابله با تنش خشكي از اهميت زيادي  ژن
 4گياهان گونه فستوكا .)Pospisilova et al. 2000( برخوردار است

اي فصل سرما و  ترين گياهان علوفهمهميكي از  4فستوكا
هاي فصل سرما يا  علوفه. هاي چمني مناطق معتدل هستند گراس
 بينند هاي چمني اغلب از خشكي زيان مي هاي گراس گونه

)Sheffer et al. 2001 .(2500 آزمايشي حدود درEST   از
 تجزيهيابي شد و  توالي كتابخانه تحت تنش نخود فرنگي

هاي با بيان متفاوت انجام شد، نتايج بدست آمده  ناي از ژ مقايسه
هاي متحمل به خشكي در نخود  در فهم اساس مولكولي ژن

درآزمايش ديگري براي ). Gao et al. 2008( فرنگي مفيد بود
هاي غير زيستي در  هاي شركت كننده درپاسخ به تنش توصيف ژن
نشان يابي شد و نتايج  جداسازي و توالي 1050EST نوعي لوبيا

ها هيچ از آن درصد 30توالي منحصربه فرد بودند و  531داد كه 

                                                            
1 Oryza sativa 
2 Triticum aestivum 
3 Gossypium hirsutum 
4 Festuca spp  

هاي  هاي شناخته شده موجود در پايگاه شباهتي با پروتئين
 Reddy et( اطلاعاتي نداشتند كه به عنوان ژن جديد معرفي شدند

al. 2008( هاي  پلاسم  كه تشخيص و ارزيابي ژرمبا وجود اين
 ESTگير است روش  سخت و زمان مقاوم به خشكي فرايند بسيار

هاي كاركردي جديد از ها براي كشف ژن يكي از موثرترين روش
هاي ثرترين راهؤيكي از م .)Chen et al. 2005( تمام ژنوم است

. باشد كاهش خسارت خشكي و اصلاح گياهان در كشور مي
انجام  ESTهاي تجزيه و تحليل  امروزه با بكارگيري روش

اتي گسترده با هدف اصلاح گياهان مقاوم به تنش هاي تحقيق برنامه
خشكي در گياهان مهم زراعي مانند گندم و برنج با سرعت و 

با ). Bausher et al. 2003( باشد پذير مي دقت بيشتري امكان
هاي  EST،يابي ژنوم در تعدادي از گياهان تواليهاي  تكميل پروژه

 چنانچه يك. استفراواني براي مطالعه ساير گياهان فراهم شده 
EST  با يك ژن مشخص همانندي قابل قبولي داشته باشد عملكرد

تجزيه و . شود در نظر گرفته مي EST بالقوه مشابهي براي آن
هاي زيستي و غير  ها با مقاومت به تنش ESTمبتني بر هايتحليل
هاي  موجب افزايش آگاهي مسيرهاي بيوشيميايي ژن ،زيستي

ها در  ESTبا گسترش اطلاعات. شود كنترل كننده مقاومت مي
هاي امكان شناسايي و جداسازي ژن، يهاي اطلاعات بانك

 شود هاي زيستي و غير زيستي ميسر مي كانديداي مقاومت به تنش
)Hide et al. 1999.(  در اين پژوهش به منظور شناسايي و مقايسه

هاي دخيل در تحمل به خشكي در چهار گياه گندم،  دقيق ژن
هاي موجود در كتابخانه تحت EST تجزيه، پنبه و فستوكا برنج

 . تنش اين چهار گياه انجام شد
 

، EST 1072اطلاعات اوليه چهار كتابخانه پنبه تحت تنش با 
كتابخانه برنج تحت تنش با  ، 4972ESTفستوكا تحت تنش با 

5504 EST  1026و گندم تحت تنش باEST   تجزيه و تحليل
آوري  جمع 5اطلاعات از بانك اطلاعاتي دانشگاه هاروارد. دش

  .بود FASTAدر فرمت  ESTهاي  شدند و توالي
  بيان ژن

                                                            
5 Http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi 

   هامواد و روش
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با استفاده  ESTهاي  شباهت بين دو كتابخانه، همه توالي در مطالعه
ها  سپس همه كانتيگ. گذاري شدند هم  EGassemblerاز نرم افزار

 CLC proteinتوسط نرم افزار Xست به وسيله جستجوگر بلا

workbench و  تجزيههاي غير تكراري بانك ژن  در مقابل پروتئين
هاي با بيان متفاوت در بين براي شناسايي ژن. شدند تحليل

الگوريتم . مورد استفاده قرار گرفت 1IDEG6ها، نرم افزار كتابخانه
ها با بيان  افزار با آزمون كاي دو جنرال براي شناسايي ژن اين نرم

  ).Romualdi et al. 2003( كند متفاوت به ما كمك مي
  كرديركا تجزيه

، نرم )EST(هاي رونوشت ژن تعيين همرديفي و ادغام توالي در
اين روش براي . مورد استفاده قرار گرفت EGassembler افزار
و  N≥95 2همپوشانيبا ضريب درصد  ESTهاي  گذاري توالي هم

ها و  هاي پوشاندن اندامك  از قبيل فرايندها  حذف ديگر گزينه
ها استفاده  روشن سازي توالي، پوشاندن تكرارها و پوشاندن ناقل

 FASTAرا در فرمت  ESTيكسري  EGassembler نرم افزار. شد
هاي كانتيگ و سينگلتون از هر  هاي مربوط به فايل توالي. پذيرد مي

و برنامه  CLC protein workbench كتابخانه به وسيله نرم افزار
BLASTX )5-10×1Evalue≤ ( در برابر پايگاه اطلاعاتي

دانلود  3TAIRآرابيدوپسيس كه از منبع اطلاعاتي آرابيدوپسيس 
هاي كاركردي،  براي طبقه بندي گروه. قرار گرفت تجزيهشد مورد 

موسسه ماكس  mapman4اي  ابزار طبقه بندي كاركردي و مقايسه
  mapmanهاي خروجي. استفاده شد به صورت آنلاين 5پلانك

تواند  ها كه مي هاي متفاوت در بين كتابخانه براي توصيف كاتالوگ
اي چندگانه كشف كند  هاي كاركردي را در آزمايشات نمونهگروه

دو جنرال براي  در اينجا از تست كاي. مورد استفاده قرار گرفت
 سپس براي. هاي كاركردي متفاوت استفاده شد تشخيص گروه

 هاي كاركردي متفاوت بين دو كتابخانه از نرم افزاريافتن گروه
IDEG6 استفاده گرديد.  

  

                                                            
1 Http://telethon.bio.unipd.it/bioinfo/IDEG6/ 
2 Overlap percent identity cutoff N≥95 
3 Ftp://ftp.arabidopsis.org   
4 Http://mapman.mpimp-golm.mpg.de 
5 MapMan Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology 

به منظور بررسي دقيق پروفايل بيان ژن و گروههاي كاركردي، 
ابتدا مقايسه بصورت دو به دو بين كتابخانه گندم و برنج، پنبه و 

سپس پروفايل بيان ژن هر چهارگياه به صورت . فستوكا انجام شد
هاي كاركردي و نقش سلولي  دستيابي به گروه در. شدوام بررسي ت

ESTبعد از كتابخانه تحت تنش خشكي گندم و برنج  دو ها از
سينگلتن در  2288كانتيگ و  740، در كل EST 5504گذاري  هم

  EGassemblerكتابخانه تحت تنش برنج با استفاده از نرم افزار
كانتيگ و  75دم تعداد تشكيل شد و در كتابخانه تحت تنش گن

نتايج . تشكيل شد EST 1026گذاري  سينگلتن بعد از هم 815
  .آمده است يكدر جدول  تجزيه

  
هاي موجود در هر كتابخانه و تعداد كانتيگ و ESTتعداد  -1جدول

  EGassemblerهاي هر كتابخانه بر اساس خروجي نرم افزار  سينگلتن

  

بلاست در برابر (بلاست موضعي ، CLCBioبا استفاده از نرم افزار 
ها انجام شد و  ها و سينگلتن كانتيگ) بانك اطلاعاتي آرابيدوپسيس

هاي دو كتابخانه به  ها و سينگلتن هاي ژنتيكي كانتيگ رمزتبديل 
جا كه از آن. يس صورت گرفتهاي ژنتيكي گياه آرابيدوپسرمز
هاي كاركردي گياه آرابيدوپسيس به طور كامل شناخته شده گروه

هاي ژنتيكي گياه آرابيدوپسيس به رمزها به رمزاست تبديل اين 
هاي گندم و برنج تحت  هاي كاركردي كتابخانهمنظور تعيين گروه

هاي كاركردي هر دو كتابخانه توسط گروه. تنش خشكي انجام شد
هاي مقايسه گروه. دسته طبقه بندي شد 34به  mapmanم افزار نر

 در .نمايش داده شده است يككاركردي دو كتابخانه در شكل 
هاي كاركردي دو كتابخانه گندم دار بين گروه تعيين اختلاف معني

. استفاده گرديد IDEG6و برنج تحت تنش خشكي از نرم افزار 
ين دو كتابخانه اختلاف بين ا) 2جدول( گروه كاركردي 7بيان 
داري داشتند كه بيانگر اين حقيقت است كه گياه گندم و  معني

    نتايج و بحث

كتابخانه گندم تحت 
  تنش خشكي

  كتابخانه         برنج تحت تنش خشكي كتابخانه

  ها ESTتعداد كل                     5504  1026
  تعداد كانتيگ ها                     740  75
  دركانتيگ ESTتعداد                   3216  211
  تعداد سينگلتن                   2288  815
  مشخصي ندارند hitهايي كه  كانتيگ   197  25
  مشخصي ندارند hitهايي كه  سينگلتن   1196  315
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هاي كاركردي متفاوتي  برنج تحت تنش خشكي با بكارگيري گروه
  .دهند به تنش خشكي پاسخ مي

  
 mapmanهاي كاركردي دو كتابخانه توسط نرم افزار مقايسه گروه -1شكل

 
هاي كاركردي متفاوت بين دو تعيين گروه و IDEG6نتايج نرم افزار  -2جدول

  دهد كتابخانه را نشان مي

  
ها نشان داد كه ESTهاي كاركردي ميان  مقايسه توزيع گروه

يا فتوسنتز بين دو كتابخانه گندم و برنج  PSدرگروه كاركردي 
اين امر . داري وجود داشت تحت تنش خشكي، اختلاف معني

دو گياه در مقابله با تنش تفاوت در كارايي سيستم فتوسنتزي 
هاي  هاي مربوط به گروه رونوشت. دهد خشكي را نشان مي

كاركردي ديواره سلولي و استرس در دو كتابخانه تفاوت 
هاي سنتز ديواره  تعداد زيادي از پروتئين. داري را نشان داد معني

هاي دخيل در شرايط استرس هم  سلولي هستند كه جز پروتئين
گردد كه ديواره  ن امر به اين حقيقت بر ميشدند اي محسوب مي

سلولي گياهان به عنوان سپر دفاعي است كه نقش مهمي را در 
با توجه به جدول . كند مكانيسم تحمل به تنش خشكي ايفا مي

در دو كتابخانه  1بندي شده در فرايند رونويسي بالا، ژنهاي دسته
ت بيان اين دهنده تفاوت در شد داري داشتند كه نشان تفاوت معني

                                                            
1 Transcription 

هاي  رونوشت. ها در دو كتابخانه تحت تنش خشكي استژن
ها در دو كتابخانه آمين هاي كاركردي بيوسنتز پلي مربوط به گروه

رابطه بين بيوسنتز . داري را نشان دادند گندم و برنج تفاوت معني
 ها و تحمل خشكي اولين بار در گياه جو نشان داده شدآمين پلي

)Richards and Coleman 1952(.  در آزمايشي نشان داده شده كه
توان ها در گياهان مي كاري ژنتيكي در بيوسنتز پلي آمينبا دست

بيان ). Capell et al. 2004(ژرم پلاسم مقاوم به خشكي ايجاد كرد
ها در گياه گندم تحت تنش خشكي  آمين كننده پلي رمزهاي ژن

در بكارگيري سنتز  بيشتر بود كه نشان دهنده اين است كه گندم
ها در مكانيسم تحمل به خشكي نسبت به برنج كارآمدتر  آمين پلي
هاي دخيل در متابوليسم اسيدهاي آمينه نيز در دو ژن. باشد مي

شناسايي بخشي از  از اين نتايج ما به. كتابخانه بيان متفاوتي داشتند
هاي كاركردي دخيل درمكانيسم تحمل به خشكي كه نقش  گروه

يند تحمل به خشكي در دو گياه گندم و برنج آدر فهم فرمهمي 
گذاري و جستجوي  بندي، همدسته .كنند دست يافتيم ايفا مي

هاي دو گياه به منظور بررسي بيان ژن ESTهاي بلاست توالي
كه در كتابخانه برنج  برنج و گندم تحت تنش خشكي نشان داد

ابخانه و در كت) درصد EST )04/35 1929تحت تنش خشكي، 
سهم خيلي ضعيفي ) درصد EST )64/36 376گندم تحت تنش 

هاي موجود در پايگاه  در همولوژي با توالي )نمره بلاست ≤10- 5(
جود نداشت و وها يا هيچ توالي مشابهي با آن ها داشتند و داده

قرار  هاي جديد مد نظركانديداي خوبي هستند كه به عنوان ژن
در كتابخانه برنج تحت تنش و  EST 3575كه گيرند، در حالي

650 EST همولوژي بالا يا متوسطي را نشان در كتابخانه گندم ،
هايي كه  بر پايه اين نتايج توالي). نمره بلاست >10- 5( دادند

دار براي هر پروتئين در پايگاه  درنشان دادن همولوژي معني
هاي هاي عمومي شكست خوردند كانديداي مناسبي براي ژن داده
در كتابخانه گندم تحت  44كانتيگ عنوان مثال به. د هستندجدي

كه هنوز شناخته  ژني ايعنوان كانديدتواند به تنش خشكي مي
عنوان يك ژن جديد يابي شود و به نشده است جداسازي و توالي

هاي انتقال ژن و  در پاسخ به تنش خشكي معرفي گردد و در برنامه
در اين تحقيق به كمك  .ودبكار گرفته ش هاي ديگر اصلاح گونه

ژن كه بيان  306نشان داده شد كه از بين  IDEG6افزار  نرم
ژن از نظر  13متفاوتي در دو كتابخانه برنج و گندم نشان دادند 
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مشخص  3ژن در جدول  13داري داشتند، اين  آماري تفاوت معني
 .شده است

 

 دو نتيگ درهاي هر كا ESTهاي با بيان متفاوت برحسب تعداد ژن -3جدول
  .را نشان مي دهدگندم و برنج تحت تنش خشكي كتابخانه 

  
هايي كه در تحمل به تنش خشكي نقش دارند را  كه ژن تلاش شد

ها را در دو در دو گياه برنج و گندم شناسايي كنيم و بيان آن
هاي القا شده  محصولات ژن. كتابخانه مورد مقايسه قرار دهيم
. شوند دو گروه طبقه بندي ميتحت تنش به طور وسيعي در 

هاي گروه اول به طور مستقيم سلول را در برابر محصولات ژن
 ،LEA2هاي  ، پروتئين1ها كند مانند چاپرون تنش حمايت مي

هاي  ، آنزيم3هاي اسمزيهاي حفاظت كننده در برابر تنش پروتئين
هاي  هاي راديكال ، حذف كننده4دخيل در دفع مواد سمي از گياه

، گروه دوم شامل )Iuchi et al. 2007( و پروتئازهاي مختلف 5آزاد
برهاي ثانويه و فسفاتازها و كينازها  فاكتورهاي رونويسي، پيغام

هاي وابسته به  و پروتئين 6كننده تقسيم سلولمانند كينازهاي فعال
هاي  كه بيان ژن 8و كينازهاي وابسته به رشد و تمايز سلول 7كلسيم

 .Kovtun et al( كنند ش خشكي را تنظيم ميديگر در پاسخ به تن

اكسيدان در كتابخانه  هاي فتوسنتزي و آنتي فعاليت آنزيم). 2000
از دسته . داري را نشان داد گندم تحت تنش خشكي افزايش معني

. ترانسفرازها اشاره نمود  اس توان به گلوتاتيون اول مي
اكسيدان  هاي آنتي ترانسفرازها جز گروه آنزيم  اس گلوتاتيون

                                                            
1 Chaperons 
2 Late embryogenesis abundant proteins 
3 Osmoprotectant 
4 Detoxifying enzymes 
5 Free radical scavengers 
6 Mitogen-activated kinases (MAPKS) 
7 Calcium dependent protein kinases (CDPKs) 
8 SoS kinases 

هاي فعال  ها را در برابر اكسيژن ها سلول هستند، اين دسته از آنزيم
رونويسي و فعاليت اين آنزيم  9در گياه فرفيون. كنند حفاظت مي

هاي محيطي  هايي كه تحت تنش اي در بافت به طور گسترده
 گلوتاتيون .)Anderson and Davis 2003( يابد هستند افزايش مي

هاي واكنش  ش مهمي را در حذف كردن اكسيژنترانسفراز نق اس 
ظرفيت سيستم حذف كردن . كند سلول بازي مي ROS(10(پذير

ترانسفرازها، بستگي به شدت بيان اين ژن در  اس گلوتاتيون 
بالابردن سطوح بيان ژن . )Tausz, 2003( گياهان مختلف دارد

به  رسد كه توسط گياهان مقاوم ترانسفراز به نظر مي اس گلوتاتيون
 ).Chugh and Khurana 2002( شود تنش خشكي كنترل مي

ترنسفراز در كتابخانه گندم –اس هاي گلوتاتيون سطوح رونوشت
از نتايج اين مطالعه و نتايج . تحت تنش خشكي افزايش داشت

توان استنباط نمود كه در گندم تحت تنش  مشابه ساير محققين مي
هاي  د كردن آسيبنسفراز در محدواتر –اس خشكي، گلوتاتيون

اين  .كند ها مشاركت مي ها به تنشاكسيداتيو و ديگر پاسخ
ها با متابوليسم گياهي و دفاع در برابر تنش با انواع  پروتئين

هاي  در حقيقت ايزوفرم .پذير مرتبط هستنداكسيژن واكنش
ترانسفراز گروه بزرگ و متنوعي از آنزيم هاي –اس گلوتاتيون

فعاليت متنوع و الگوهاي توالي متفاوت اكسيداتيو، با چندين 
هاي دفاعي موثر متنوعي در برابر صدمات  گياهان مكانيسم. هستند

ترنسفراز –s ها گلوتاتيونها دارند، يكي از آن اكسيداتيو استرس
(GSTs) هاي عملكردي با  است كه انجام دهنده طيفي از نقش

 آنزيم استعنوان كوهب (GSH)استفاده از تري پپتيد گلوتاتيون 
)Lederer and Boger 2005( . از ژن ديگري كه در كتابخانه گندم

توان به متالوتيونئين  تحت تنش خشكي بيان افزايشي داشت مي
عنوان دفع كننده نقش اصلي اين ژن اين است كه به. اشاره نمود

كند و در تنظيم  فلزات سنگين عمل مي مسموميت ناشي از
مشخص شده است  اما اخيراً. دارد متابوليسم فلزات ضروري نقش

هاي آزاد عمل  هاي راديكال عنوان حذف كنندهها به كه متالوتيونئين
 Sato and(كند  و نقش مهمي در تحمل به خشكي ايفا مي كنند مي

Bremner 1993 .(هاي ديگر  هايي كه بيان ژن دسته دوم يعني ژن

                                                            
9 Euphorbia esula 
10 Reactive oxygen species 
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سخ به تنش كينازهاي پا كنند در پاسخ به تنش خشكي را تنظيم مي
هستند كه در كتابخانه گندم تحت تنش خشكي بيان افزايشي 

ها  ها نقش كليدي را در هماهنگي بيان ژن داشتند، اين دسته از ژن
 Dunand-Sauthier( هاي محيطي گوناگون دارند در پاسخ به تنش

et al. 2005.(  در آزمايشي نشان داده شد كه بخشي از پاسخ
ه نقشي كه كينازهاي پاسخ به استرس به ها به وسيل سلولي به تنش

 Tibbles and( افتد كنند، اتفاق مي ايفا مي 1عنوان پيام رسان

Woodgett 1999.(  ليپيد ترانسفرازها در انتقال چربي ازميان زمينه
اهميت . خارج سلولي به منظور تشكيل موم كوتيكولي نقش دارند

مربوط گياه  تشكيل موم كوتيكولي به تحمل تنش خشكي در
طور غير ها به پروتئيناين ). Kimberly et al. 2006( شود مي

هاي  مستقيمي در دفاع گياه و ممانعت از كاهش آب در برابر تنش
يكي از ). Chugh and Khurana 2002( محيطي نقش دارند

هاي  هاي بيولوژيكي گياه به تنش خشكي، تجمع پروتئين پاسخ
ها را غشاها و ماكرومولكولها  اين پروتئين. باشد دهيدرين مي

اين ژن  ).Lopez et al. 2003( كنند ازتغيير ماهيت حفاظت مي
هاي اصلاح  هاي مناسب به منظور استفاده در برنامه يكي از گزينه

گياهان از جمله برنج براي افزايش مقاومت به تنش خشكي 
هاي كاركردي و نقش سلولي  براي دستيابي به گروه. باشد مي

ESTكتابخانه تحت تنش خشكي پنبه و فستوكا بعد از  دو ها از
سينگلتن در  695كانتيگ و  105، در كل EST 1072گذاري  هم

 EGassemblerكتابخانه تحت تنش پنبه با استفاده از نرم افزار 
كانتيگ و  539شكيل شد و در كتابخانه تحت تنش فستوكا تعداد ت

نتايج . يل شدتشك EST 4972گذاري  سينگلتن بعد از هم 3259
هاي كاركردي هر دو  گروه .آمده است 4در جدول  تجزيهاين 

مقايسه . بندي شدطبقه mapmanكتابخانه توسط نرم افزار 
نمايش داده شده  دوهاي كاركردي دو كتابخانه در شكل  گروه
بين اين دو كتابخانه ) 5جدول (گروه كاركردي 7يان ب .است

اين حقيقت است كه گياه پنبه  داري داشت كه بيانگر اختلاف معني
هاي كاركردي  و فستوكا تحت تنش خشكي با بكارگيري گروه

  .دهند متفاوتي به تنش خشكي پاسخ مي
  

                                                            
1 Signalling 

هاي موجود در هر كتابخانه و تعداد كانتيگ و ESTتعداد  -4جدول
   EGassemblerهاي هر كتابخانه بر اساس خروجي نرم افزار  سينگلتن

كتابخانه فستوكا
 شتحت تن

كتابخانه پنبه 
  تحت تنش

  كتابخانه

  هاESTتعداد كل   1072 4972
  هاتعداد كانتيگ  105 539

  دركانتيگ ESTتعداد   377 1713
  تعداد سينگلتن  695 3259
  مشخصي ندارند hitهايي كه  كانتيگ  12 110

  مشخصي ندارند hitهايي كه  سينگلتن  363 1259

 

  
  mapmanو كتابخانه توسط نرم افزار هاي كاركردي دمقايسه گروه -2شكل

 
هاي كاركردي متفاوت بين دو و تعيين گروه IDEG6نتايج نرم افزار  -5جدول

  .دهد كتابخانه را نشان مي

  
گروه  31هاي مربوط به كتابخانه پنبه تحت تنش خشكي در  توالي

هاي مربوط به كتابخانه  كاركردي مختلف قرار گرفتند و توالي
گروه كاركردي مختلف قرار  34خشكي در  فستوكا تحت تنش

هاي پنبه و فستوكا در سه گروه كاركردي كتابخانه .گرفتند
فتوسنتز، ديواره سلولي، متابوليسم اسيد آمينه با هم اختلاف 

اين نشان دهنده اهميت اين سه گروه كاركردي . داري داشتند معني
. باشد ميدر مكانيسم مقابله با تنش خشكي ما بين گياهان مختلف 

هاي كاركردي كه بين دو گياه پنبه و فستوكاي تحت  از ديگر گروه
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تنش اختلاف داشتند، گروه كاركردي سيگنالينگ و گروه كاركردي 
هاي انتقال الكترون ميتوكندريايي و متفرقه و تنظيم واكنش

در گروه كاركردي انتقال الكترون . كاهش هستند–اكسايش
هاي پنبه و فستوكاي  اري بين كتابخانهد ميتوكندريايي اختلاف معني

زنجيره انتقال گروه كاركردي . تحت تنش خشكي وجود دارد
ذخيره  انرژيپيچيده كه  هاي پروتئيناي است از  الكترون مجموعه

هاي اكسيداسيون و  ي ناقلين الكتروني حاصل از واكنش شده
 پرانرژي هاي مولكول و ساير ATP را براي تشكيل سلول احياي

و عملكرد مهمي در توليد انرژي براي سلولهاي  كنند مصرف مي
كنند كه نشان دهنده نياز سلول هاي گياه  بازي مي تحت تنش

تحت تنش خشكي به انرژي بيشتر به منظور مقابله با تنش 
هاي دخيل در  ژن. )Wagner and Krab 2006( باشد خشكي مي

داري  در دو كتابخانه تفاوت معنينيز  1كلسيم انتقال پيامفرايند 
اي در گياهان و حيوانات بكار به طور گسترده +Caيون . داشتند

عنوان يك نه تنها در توليد ولتاژ غشايي بلكه به. شود گرفته مي
است  2كند، كلسيم يك ملكول كوچك مكانيسم پيام دهي عمل مي

هايي از ژن .ها داردها و پروتئينكه اثر تنظيمي روي خيلي از آنزيم
- دهي كلسيم در كتابخانه فستوكا نقش دارند ميكه در فرايند پيام

كلمودولين جز . اشاره نمود 4و كلسينورين 3توان به كلمودولين
هاي تواند با پروتئينهاي باند شونده با كلسيم است و ميپروتئين

ها را تنظيم كند و به اين وسيله روي ديگر باند شود و عملكرد آن
ها جز  كلسينورين. هاي سلول نقش داشته باشد خيلي از عملكرد
اي در پاسخ به  طور گستردهها هستند و به پروتئين فسفاتاز

 هاي تنش .)Kudla et al. 1999( شوند هاي محيطي بيان مي استرس
فزايش ا به منجر شوندمي اعمال گياهان در معمولاً وقتي محيطي
 اين .شود مي سيتوپلاسمي آزاد كلسيم در زودگذر و موقتي
 افزايش به منجر در نهايت )+ca2(سلولي  كلسيم هاي پيام

 كه شود مي ها تنش به نسبت هاي گياهيگونه در ژني هاي پاسخ
ه ب را حفاظتي وظيفه كه كنند مي رمز را هايي پروتئين ها ژن اين

ها كه  هاي بزرگي از آنزيم هخانواد .)Zhu, 2002( عهده دارند

                                                            
1 Calcium signaling 
2 Allosteric 
3 Calmodulin 
4 Calcineurin 

گروه كاركردي متفرقه ( توانند به هر مسيري نسبت داده شوند  نمي
در كتابخانه پنبه و فستوكا چندين زير . شوند ناميده مي )miscيا 

 Lederer and( متفاوت بودند گروه اين گروه كاركردي با همديگر

Boger 2005( .نه كاهش در كتابخا-هاي اكسايشتنظيم واكنش
اكسيژن براي . پنبه و فستوكاي تحت تنش خشكي متفاوت بود

 .گياهان مثل ساير موجودات هوازي، همانند يك تيغ دو لبه است
اگرچه براي رشد و نمو عادي ضروري است ولي تماس مداوم 
. با آن منتج به صدمه ديدن سلولها و در نهايت مرگ آنها ميگردد

هاي يان بالايي از تواليدر كتابخانه فستوكاي تحت تنش خشكي ب
 Mittler et( شركت كننده در اين زير گروه كاركردي مشاهده شد

al. 2004(. درEST ،122هاي كتابخانه پنبه تحت تنش خشكي 
EST )24/33 درصد( 1914و در كتابخانه فستوكا ا EST )77/34 
در همولوژي با ) 10- 5≥نمره بلاست (سهم خيلي ضعيفي ) درصد
داشتند و يا هيچ  Nrغير تكراري   ود در پايگاه دادههاي موجتوالي

هاي عنوان ژنهها وجود نداشت، بنابراين بتوالي مشابهي با آن
 3590باقيمانده در پنبه و  EST 245جديد مدنظر قرار گرفتند و 

EST  باقيمانده در فستوكا همولوژي بالا يا متوسطي را نشان دادند
هايي كه درنشان  تايج ما، تواليبر پايه ن). 10- 5 ≤نمره بلاست(

هاي  دار براي هر پروتئين در پايگاه داده دادن همولوژي معني
هاي جديد  عمومي شكست خوردند كانديداي مناسبي براي ژن

بكار  هاي ديگر هاي انتقال ژن و اصلاح گونه در برنامههستند و 
و  IDEG6افزار  در اين تحقيق مابه كمك نرم .دنشو مي گرفته
ژن كه بيان  256ن كاي دو جنرال نشان داديم كه از بين آزمو

ژن از نظر  14متفاوتي در دو كتابخانه پنبه و فستوكا نشان دادند 
مشخص  6ژن در جدول  14داري داشتند، اين  آماري تفاوت معني

ليپيد ترانسفراز، گلوتاتيون اس ترانسفراز، دهيدرين،  .شده است
هاي فستوكا و  ستند كه در كتابخانههايي همتالوتيونئين از جمله ژن

هاي برنج و گندم اختلاف  پنبه تحت تنش خشكي مانند كتابخانه
توان ازنتايج اين مطالعه و نتايج مشابه ساير محققين مي. داشتند

ها با توجه به نقش بسيار مهمي كه اين ژن استباط نمود كه احتمالاً
با تنش خشكي در  ها توضيح داده شد در مقابلهدر مورد آن پيشتر
  . هاي مختلف گياهي اهميت حياتي دارندگونه
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 دو هاي هر كانتيگ درESTهاي با بيان متفاوت برحسب تعداد ژن -6جدول
  .دهدرا نشان ميپنبه و فستوكا تحت تنش خشكي كتابخانه 

  
  

 در كتابخانه پنبه افزايش بيان داشتند،،كه 1هاكوئيتين يوبي
وكاريوتي  سلولهاي انواع در كه تندهسكوچكي  هاي پروتئين
 و هاي مختلف جايگاه در پروتئين اين وسيع حضور .دارد وجود
 از حاكي هاي مختلف، گونه در آن مولكولي ساختار ماندن ثابت
 كولان اتصال. باشد سلولي مي حيات در كوئيتين يوبي مهم نقش
 هدايت هاي راه تريناز مهم يكي ها پروتئين به كوئيتين يوبي

 2پروتئوزومي تجزيه سمت به پروتئيني هاي بيومولكول از بسياري
كنيم  ما پيشنهاد مي. )Kimura and Tanaka 2010( رود مي بشمار
هاي دخيل در فرايند اكسيداتيو ناشي از تنش خشكي نقش  كه ژن

افزايش بيان . كند بازي مي مقابله با تنش خشكيبسيار مهمي در 
اكسيداتيو دركتابخانه فستوكاي هاي هاي دخيل در استرس ژن

توان به  ها مي از اين ژن. تحت تنش خشكي ديده شد
اشاره  5، گلوتاتيون پراكسيدازها4، آمين اكسيدازها3پراكسيدازها

اين  در به دنبال وقوع تنش خشكي ها احتمالاً اين ژن. نمود
هاي  ، از طرفي بيان ژن)Kerr et al. 1972( شوند كتابخانه توليد مي

خ به استرس نيز در اين كتابخانه افزايش داشت كه اين پاس
تواند به اين علت باشد كه پراكسيدهاي توليد شده بايد از  مي

از  .ها دفع شوند تا از صدمات ناشي از تنش جلوگيري كنندسلول
هاي اكسيداتيو در دو كتابخانه بيان هايي كه در پاسخ به استرس ژن

 6شوك حرارتيهاي  وان به ژنت شده و اختلاف بيان داشتند مي
هايي  هاي شوك حرارتي به مجموع پروتئين پروتئين. اشاره نمود

                                                            
1 Ubiquitin 
2 Proteasomes 
3 Peroxidases 
4 Amine oxidase 
5 Glutathione peroxidase 
6 Heat shock protein  

گردند نقش  شوند كه در شرايط استرسي در سلول بيان مي گفته مي
ها تحت  اين سلول ها جلوگيري از تغيير كونفورماسيون پروتئين

 بواسطه چندين نوع از HSP هاي پروتئين .باشند عوامل استرسي مي
فلزات سنگين و  هاي اكسيداتيو، عوامل استرس زا همچون استرس

 گردند القاء ميهاي محيطي مانند استرس خشكي  استرس
)Loones and Morange 1998(.  بنابراين شايد بتوان اينگونه

هاي دخيل  با تنظيم پروتئين HSPهاي  استدلال نمود كه پروتئين
مقابله با تنش بازي در مقابله با تنش خشكي نقش كليدي را در 

هاي حرارتي هستند  هاي شوك ها پروتئين خيلي از چاپرون. كند مي
هاي بيان شده در پاسخ به تنش خشكي و يا ديگر  كه پروتئين

علت اين رفتار اين است كه چين . استرس هاي سلولي هستند
گيرد، از  خوردگي پروتئين به شدت تحت تاثير تنش قرار مي

ها براي تعمير صدمات ايجاد شده عمل  ونرو بعضي از چاپر اين
ها  تواند در عملكرد چاپرون ها مي تجمع ماكرومولكول. كنند مي

ها در كتابخانه فستوكاي تحت تنش  بيان بالاي اين ژن. مهم باشد
فرايند تخمير الكل به همراه ). Ellis and van 1991(ديده شد

آن انرژي افتد كه در  تنفس سلولي در طي تنش خشكي اتفاق مي
ها  مشتق شده از اكسيداسيون تركيبات آلي از قبيل كربوهيدرات

هاي مهم سلولي در فرايندهاي دخيل در  استفاده در ساير واكنش
هاي  نقل و انتقالات درون سلولي و به طور كلي در تمام واكنش

گروه هاي . شود سلولي دخيل در مقابله با تنش خشكي صرف مي
ها در كتابخانه  شركت كننده در اين گروهكاركردي تخمير و ژنهاي 

 .Persson et al(فستوكاي تحت تنش خشكي افزايش بيان داشتند

در كتابخانه پنبه تحت تنش خشكي  LEA٧پروتئين . )2008
اي را در حفاظت  اين پروتئين نقش ويژه. افزايش بيان داشت

سيتوپلاسم در برابر از دست دادن آب و حفاظت گياهان بوسيله 
 Chugh(ها دارد ش سميت ايجاد شده بوسيله غلظت بالاي يونكاه

and Khurana 2002 .(هاي  پروتئينLEAهايي هستند كه  ، پروتئين
هاي خشكي و اسموتيك  ها در برابر استرس از ديگر پروتئين

كند كه  مطالعات بيوانفورماتيكي اخير پيشنهاد مي .كنند حمايت مي
مولكولي دارند و به  8هاي پرونها، رفتاري مانند چا اين پروتئين

                                                            
7 Late embryogenesis abundant 
8 Chaperonins 
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شوند و  هاي خشكي و اسموتيك القا مي وسيله استرس
ساختارهاي مولكولي و سلولي را از اثرات صدمات كاهش آب 

طور هاي فسفاتاز بهنزيمآ). Shiota et al. 1998( كنند حفاظت مي
فسفاتازها  به عبارت ديگر .شوند وسيعي در گياهان يافت مي

سفات آلي و تبديل آن به فسفات معدني را بر دفسفريلاسيون ف
 اين پژوهش تايجن). Barret-Lennard et al. 2008( عهده دارند

به ويژه  هاي فسفاتاز نشان داد كه تنش خشكي سبب افزايش آنزيم
و با افزايش  هگرديد در كتابخانه فستوكاي تحت تنش خشكي

مانند  يطيمح عوامل .ها افزايش يافت اين آنزيم بيان ،سطح تنش
 و برون سلولي درون فعاليت افزايش سبب توانند تنش خشكي مي

 فسفر انتقال و در توليد آنزيم اين اهميت .شود آنزيم اين سلولي
ها  بعد از مقايسه دو به دوي كتابخانه ).Julie et al. 2000( باشد مي

ها در اين گياهان مقايسه آماري بين نتايج و پيدا كردن اهميت آن
ها در چهار گياه انجام شد و بررسي  آمده از اين تفاوتبدست 

هاي مهم دخيل در تنش خشكي در چهار كتابخانه تحت تنش  ژن
ليپيد ترانسفراز، گلوتاتيون اس ترانسفراز، خشكي نشان داد كه 

ها در كه پيشتر اهميت آن LEAدهيدرين، متالوتيونئين، فسفاتازها، 
مهم دخيل در هاي  مله ژنمقاومت به تنش خشكي بيان شد، از ج

تنش خشكي در چهار كتابخانه برنج، گندم، پنبه و فستوكا تحت 
ها در چهار كتابخانه تحت تنش بررسي توزيع اين ژن. تنش بودند

هاي دخيل  بررسي توزيع ژن .آورده شده است 3خشكي در شكل 
هاي مهم  در تنش خشكي در چهار گياه نشان داد كه اكثر ژن

-هشكي، به ترتيب در گياه فستوكا، پنبه، گندم و بدخيل در تنش خ
مقدار كمتري در گياه برنج تحت تنش خشكي افزايش بيان داشتند 

مدتر بودن گياه فستوكا و سپس پنبه در آكه نشان دهنده كار
  .باشد مقاومت به تنش خشكي مي

  
هاي دخيل در تنش خشكي در چهار كتابخانه تحت بررسي توزيع ژن -3شكل

 كيتنش خش
  

  پيشنهادات
هاي داراي بيان افتراقي و تعيين ژندر با توجه به اهداف پژوهش 

هاي كليدي در فرايند مقاومت به تنش خشكي بوده، شناسايي ژن
  :موارد زير در ادامه اين تحقيق پيشنهاد مي شود

  هاي داراي بيان افتراقيجدا سازي و بررسي مولكولي ژن -1
يند مقاومت به آمل تاثير گذار در فرشناسايي ارتباطات بين عوا - 2

  تنش خشكي
هاي كليدي دخيل در فرايند مقاومـت بـه   با توجه به تعيين ژن -3

توان به دسـت  تنش خشكي در گياهان مختلف در اين پژوهش مي
ها به منظور افزايش مقاومت گياهان مهم زراعي بـه  ورزي اين ژن

  .تنش خشكي اقدام نمود
  سپاسگزاري
 و بخاطر پشتيباني مالي از پژوهش انجام شدهجان زن از دانشگاه
 مرحوم و جناب آقايان دكتر بهرام ملكي اساتيد محترم همچنين از

پروژه  اين دراجراي علميخاطر پشتيباني هب علي حق نظري دكتر
هاي صميمانه و از همكاري كمال تشكر را داريم و نيز تحقيقاتي

-زنجان قدرداني مي پژوهشي دانشگاه علمي و پشتيباني معاونت
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