
  نشريه پژوهشهاي زراعي ايران
  583-592 .، ص1392 زمستان،  4، شماره 11جلد 

Iranian Journal of Field Crops Research 
Vol. 11, No.4, Winter. 2014, p. 583-592 

  
 (.Myriophyllum spp) مريافيلومهرز  علف ها و بررسي هيبريدهاي احتماليتفكيك گونه
  اي جهت جلوگيري از تهاجم و راهكاري براي حفظ تنوع زيستي بوم نظاممقدمه

  
   - 5كلمنس ون دي ويل -4رنه اسمالدرز -3شفاروديسعيد ملك زاده  - 2سيد حسن مرعشي - *1رباب قهرمان زاده 

 6احمدي ياريشهر فرج اله

  15/6/1390:تاريخ دريافت
  22/12/1391:تاريخ پذيرش

  
 چكيده

هاي خـارجي مهـاجم بـه فلـور طبيعـي منطقـه       در مبحث امنيت زيستي به حداقل رساندن زيان اقتصادي حاصل از ورود گونه از جمله مسائل مطرح
يكـي از   پديده هيبريداسيون و بـه تبـع آن قـدرت بـالاي هيبريـدها      (.Myriophyllum spp)مريافيلوم مهاجم از قبيل هرز در برخي گياهان . باشد مي

ايـن مطالعـه بـه منظـور ارائـه      . آيـد بـه حسـاب مـي   در منطقه جديد دلايل اصلي ايجاد قدرت تهاجم و قابليت بالاي آنها در تبديل شدن به گونه مهاجم 
هاي هيبريد احتمالي در اين جنس هاي بومي هلند و همچنين شناسايي نمونهاز گونهمريافيلوم هاي مهاجم جنس راهكاري براي شناسايي و تفكيك گونه

گونه بودند بـا   12كه متعلق به  مريافيلومنمونه مختلف جنس  71براي اين منظور . انجام گرفت 2011و  2010  هايدر دانشگاه واگنينگن هلند طي سال
اي نتايج آناليز كلاستر بدست آمـده از منـاطق هسـته    .ها مورد بررسي قرار گرفتندكيك گونهبراي شناسايي و تف  ITSاي استفاده از مكان بين ژني هسته

اي در جـنس مريـافيلوم قـادر بـه     نشان داد كه اين مكان بين ژني بدليل درجه عموميت بالا، قابليت تكثير و قدرت تفكيك بـالاي گونـه    ITSبين ژني 
فلـور طبيعـي هلنـد را بعنـوان      هاي عقيم مريـافيلوم موجـود در  ف مطالعات مورفولوژيكي كه برخي گونهبرخلا. باشدهاي بومي و مهاجم ميتفكيك گونه

هـاي  رسد كه نمونـه بنابراين به نظر مي. بندي كرد گروه  M. heterophyllum آنها را در داخل گونه ITSمناطق بين ژني  ،هيبريد معرفي نموده بودند
هاي مهاجمي باشند كه در منـاطق مختلـف معرفـي گرديـده و تغييـرات مورفولـوژيكي و       عه حاضر از جمله نمونهمشكوك به هيبريد بررسي شده در مطال

يـابي  و تـوالي هـاي مولكـولي   از روش گيـري نتايج كلي اين تحقيق نشان داد كه با بهره. انداند، ولي گونه جديدي را بوجود نياوردهژنتيكي را متحمل شده
هاي مهاجم، بومي و هيبريد را از هم تشخيص داد كه اين مطلب بويژه در مرحله بذري و مراحل اوليه رشـد گياهـان مهـاجم    هتوان گونميهاي مرجع  ژن

  . باعث جلوگيري از گسترش آنها شده و در نتيجه حفظ تنوع زيستي و ثبات بوم نظام را به دنبال خواهد داشت
  

  مهاجم، هيبريداسيون امنيت زيستي، ثبات بوم نظام، گونه: هاي كليديواژه
  

   6 5 4 23  1 مقدمه
هاي مهـاجم خـارجي را بـه    گونه 7المللي حفظ طبيعتاتحاديه بين

ها از جملـه عوامـل عمـده از    همراه تغييرات اقليمي و تخريب زيستگاه
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7- International Union for Conservation of Nature 
(IUCN) 

اين خطر تهاجم از طريـق  . بين برنده تنوع زيستي معرفي نموده است
با تجـارت و گردشـگري   هاي خارجي در سرتاسر جهان گسترش گونه

المللي افزايش پيدا كرده است كه ميزان زيـان اقتصـادي ناشـي از    بين
حضور آنها تحت تأثير شرايط اقليمي و حاصلخيزي خاك منطقه جديد 

ميليـارد دلار در دنيـا    350بطوريكه ساليانه  د،تواند افزايش پيدا كنمي
بـدين   .)4( گـردد هاي خارجي هزينـه مـي  براي از بين بردن اين گونه

هاي خارجي بـه فلـور   ترتيب بايد تدبيري براي جلوگيري از ورود گونه
  . طبيعي منطقه بكار گرفته شود

امروزه يكي از مهمترين تدابيري كه براي حفظ تنوع زيستي پيش 
است كـه شـامل    8ها قرار گرفته امنيت زيستيروي جامعه اكولوژيست

                                                            
8- Biosecurity  
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هش خطر انتقال مـواردي از  اي از اقدامات پيشگيرانه براي كامجموعه
هـاي  و گونه 1اي، موجودات دستكاري شده ژنتيكيقبيل آفات قرنطينه

بنابراين يكي از اهداف امنيت زيستي به حداقل  ).12(باشد خارجي مي
هـاي خـارجي مهـاجم بـه     رساندن زيان اقتصادي حاصل از ورود گونه

مبحث گياهان از جمله مسائلي كه در ). 5(باشد فلور طبيعي منطقه مي
باشـد كـه   اي ميمهاجم و خارجي مطرح است هيبريداسيون بين گونه

هـاي گيـاهي   با ورود گونه جديد به منطقه، هيبريداسيون در بين گونه
باعـث ايجـاد   رخ داده و مهاجم و بومي يا بين دو گونه مختلف مهاجم 

هـاي مهـاجم و   ايـن گونـه  . شودگونه جديد در منطقه مورد تهاجم مي
ژنتيكي مزاياي بيشتري نسبت به والدين خود  يد از لحاظ پتانسيلهيبر

دارا بوده و با كسب خصوصيات جديد قادر به رشد و گسترش سريع در 
اي باشند كه  اين امر به دليل ايجاد يكنـواختي گونـه  منطقه جديد مي

بنـابراين  . )7( شـود باعث از بين رفتن تنوع زيستي طبيعي منطقه مـي 
تواند در مي به منظور شناسايي والدين آنهااهان هيبريد مطالعه روي گي

گياه مورد مطالعه، عوامـل مـؤثر در اسـتقرار و همچنـين      منشأبررسي 
گسترش اين گياهان در منطقه مفيد واقـع شـود كـه در نهايـت درك     
بهتري از مطالعاتي كه بايد روي اين گياهان انجام شـود را در اختيـار   

ها بـا سـرعت   از آنجا كه اين گونه). 1(دهد ن اكولوژي قرار ميامحقق
هـاي  افـزايش هزينـه  كننـد، بنـابراين از لحـاظ    بالايي تكامل پيدا مي

از . باشندزيست محيطي نيز بسيار حائز اهميت ميخطرات اقتصادي و 
طرف ديگر، با توجه به سرعت تكامل و تغييـرات فنـوتيپي و ژنتيكـي    

بـه مراتـب مشـكل    آنهـا   هـا، پيشـگيري از گسـترش   اين  گونه سريع
  .)7(باشد  مي

كـه هيبريداسـيون بـه وفـور در آن      ياز جمله گياهان هرز مهاجم
 68شـامل   كـه ) 14و  13( است 2مريافيلومجنس آبزي  افتد اتفاق مي

ــاني دارد  ــوده و گســترش جه ــف ب ــه مختل ــاجم. گون ــه مه   .Cfگون
Myriophyllum spicatum اه عنوان گيه اروپايي ب -با منشأ آسيايي

بنظـر  . )14(مهاجم خارجي حاصل از هيبريداسيون شناخته شده اسـت  
ايفـا  مريـافيلوم  رسد كـه هيبريداسـيون نقـش مهمـي را در تنـوع      مي
جنس تكثير رويشي مرسوم است،  اين هايگونهدر از آنجا كه . كند مي

 ،)11(باشـد  مـي بر اساس شكل ظاهري دشوار  فقطبنابراين شناسايي 
ت اخيـر بـراي بررسـي روابـط فيلـوژنتيكي بـين       طي مطالعابطوريكه 

هاي مبتنـي بـر   روش ازهر گونه و تعيين محدوده  مريافيلومهاي  گونه
DNA منـاطق كدكننـده ژنـوم    بعنوان مثال، از  .استفاده گرديده است

ــي هســته  matKو  trnKكلروپلاســت شــامل  ــين ژن ــه ب اي و منطق
منطقه بـين  ). 13(استفاده شده است   براي اين منظور ITS 3همچون 
هاي فيلـوژنتيكي  نشانگربعنوان يكي از مفيدترين   ITSاي ژني هسته

ن قرار گرفته است كه به دليل ادر گياهان و حيوانات مورد توجه محقق
ها در سـطح گونـه و سـهولت تكنيكـي، باعـث      قدرت تشخيص نمونه

                                                            
1- Genetic modified organisms 
2- Myriophyllum 
3- Internal Transcribed Spacer 

عـلاوه بـر   . فيلوژنتيكي شده است نشانگرمقبوليت گسترده آن بعنوان 
و  به دليل حضور در سراسر ژنوم، داشـتن تـوارث دو والـدي     ITSآن 

شخيص هيبريدها موفق عمل كرده تغييرات تكاملي بالا در مطالعات ت
  .)14و  13، 3( است

و  مريافيلومن با توجه به قدرت تهاجم بالاي گياه هرز آبزي يبنابرا
ارائه راهكاري براي جلـوگيري از ورود و گسـترش   آن اهميت بسزاي 

بـراي    ITSاي از منطقـه بـين ژنـي هسـته    در فلور طبيعي هلنـد،  ن آ
بـه منظـور    در هلنـد  مريـافيلوم هـاي مهـاجم و بـومي    تفكيك گونـه 

شناسـايي سـريع    از طريقجلوگيري از ورود گياهان مهاجم به منطقه 
هاي مشـكوك بـه هيبريـد در جـنس     آنها و همچنين تشخيص نمونه

   .مذكور استفاده گرديد
 

  ها شمواد و رو
آزمايشــگاه بيوتكنولــوژي گــروه اصــلاح نباتــات در  مطالعــهايــن 

. انجـام گرفـت   2011و  2010 هـاي دانشگاه واگنينگن هلند طي سال
مشخصات مواد گياهي مورد اسـتفاده و مراحـل اجـراي آزمـايش بـه      

  . تشريح در ذيل ارائه شده است
هاي عقيم مشكوك بـه هيبريـد   بدليل حضور نمونه :مواد گياهي

كه بر اسـاس مطالعـات مورفولـوژيكي    ( در فلور طبيعي هلندريافيلوم م
انجام گرفته در بخش گياه شناسي دانشگاه لايدن مشـخص گرديـده   

از ايـن   )2و  1 ولاجـد (گونـه مختلـف    12به  نمونه متعلق   71 ،)بود
آوري و به منظـور خشـك شـدن و    جنس از مناطق مختلف هلند جمع

. قـرار داده شـد  فاصـله در ژل سـيليكا   بلا DNAجلوگيري از نابودي 
برخـي  . ها در شرايط مختلف بصورت دستي انجام شدآوري نمونهجمع

تهيـه   4ها از هرباريوم بخش گياهشناسي دانشگاه لايدنديگر از نمونه
هاي والـديني بـر اسـاس صـفات مورفولـوژيكي براحتـي       گونه. گرديد

، M419 ،M421(هاي مشكوك به هيبريدشناسايي شدند، ولي گونه
M423 ،M-b6  وM-b9(      كـه بـر اسـاس مطالعـات مورفولــوژيكي

هيبريد تشخيص داده شده بودنـد بـراي تأييـد هيبريـد بـودن، مـورد       
 . مطالعات مولكولي قرار گرفتند

  DNAهـاي مختلـف اسـتخراج   روش :DNAاستخراج و تكثير 
 DNA  DNeasyهـاي اسـتخراج   مورد استفاده قرار گرفت، از كيـت 

Plant Mini Kit و QIAamp DNA Stool Mini Kit   شـركت
CTABو همچنــين از  5كيــاژن

بــراي ) 8( تغييــر شــكل يافتــه   6
، ITSاي هستهتكثير منطقه بين ژني  .استفاده گرديد  DNAاستخراج

با استفاده از آغازگرهاي ذكر شده در   ITS2 و ITS1شامل دو بخش 
  .انجام شد 3جدول 
  

                                                            
4- National Herbarium NHN in Leiden 
5- Qiagen 
6- Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
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  *در مطالعه حاضر بررسي شده مريافيلومجنس هاي گياهي ع نمونهليست و مشخصات جام -1جدول

 آوريمحل جمع خاستگاه سال آوري كنندهجمع شماره گونه
M. aquaticum 418 Duistermaat, H. 2007 Netherlands Noord-Brabant 

Unknown 419 Duistermaat, H. 2007 Netherlands Limburg 
Unknown 421 Duistermaat, H. 2007 Netherlands Limburg 

M. heterophyllum 422 Duistermaat, H. 2007 Netherlands Limburg 
Unknown 423 Duistermaat, H. 2007 Netherlands Limburg 

M. aquaticum  426 Duistermaat, H. 2007 France Bretange 
M. verticillatum Cf. 461 Duistermaat, H.  Greece  

M. tuberculatum 3254 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Origin  Noord Holland 
M. propinquum 3266 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Hungary Noord Holland 
M. propinquum 3267 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Hungary Noord Holland 
M. aquaticum 3294 Valkenburg, J.L.C.H. van  Unknown cult. Origin 
M. aquaticum 3298 Valkenburg, J.L.C.H. van  Unknown cult. Origin 

M. tuberculatum 3305 Valkenburg, J.L.C.H. van  cult. Singapore  
M. pinnatum 3306 Valkenburg, J.L.C.H. van  cult. Singapore  

M. heterophyllum 3326 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 Netherlands Drenthe 
M. aquaticum 3329 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 Netherlands Drenthe 

M. tuberculatum 3333 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Malaysia  
M. scabratum 3334 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Malaysia  
M. pinnatum 3342 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Netherlands  
M. simulans 3343 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Netherlands  
tuberculatum 3349 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Singapore  

M. aquaticum Cf. 3350 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 cult. Singapore  
M. heterophyllum 3353 Valkenburg, J.L.C.H. van 2007 Netherland Utrecht 

M. scabratum 3369 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Malaysia  
M. spicatum 3370 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Hungary  
M. spicatum 3371 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Hungary  
M. spicatum 3372 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Hungary  

M. scabratum 3373 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Hungary  
M. heterophyllum 3399 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 Netherlands Noord Holland 
M. heterophyllum 3401 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 Netherlands  

M. spicatum 3405 Valkenburg, J.L.C.H. van  Netherland  
M. verticillatum 3406 Valkenburg, J.L.C.H. van  Netherlands  

Unknown 3410 Valkenburg, J.L.C.H. van  Netherlands Drenthe 
M. heterophyllum 3411 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 Netherlands Drenthe 
M. verticillatum 3412 Valkenburg, J.L.C.H. van  Netherlands Drenthe 

M. heterophyllum 3413 Valkenburg, J.L.C.H. van  Netherlands  
M. spicatum 3419 Valkenburg, J.L.C.H. van  France Burgundy 

M. heterophyllum 3424 Valkenburg, J.L.C.H. van  Netherlands Noord Brabant 
M. scabratum 3440 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Malaysia  

M. tuberculatum 3441 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Malaysia  
M. tuberculatum 3456 Valkenburg, J.L.C.H. van 2008 cult. Singapore  

Unknown B6 Bruinsma, J. 2007 Netherlands Noord Brabant 
M. Simulans Cf. B7 Bruinsma, J. 2007 Unknown cult. origin 

M. heterophyllum B8 Bruinsma, J. 2007 Netherlands Noord-Brabant 
Unknown B9 Bruinsma, J. 2007 Netherlands Utrecht 

M. heterophyllum H3 Hussner, A. 2008 Germany  
M. aquaticum H4 Hussner, A. 2008 Germany  
M. aquaticum K2 Kloen, H. 2006 Netherlands Gelderland 

M. heterophyllum S3 Slikke, W. van der 2007 Netherlands Drenthe 
M. alterniflorum W6 Wiel, P. van der 2006 Netherlands Noord Brabant 

M. aquaticum W60 Watterlot, A. 2008 France Somme 
Unknown 3478 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 cult. Singapore  
Unknown 3480 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 cult. SEAsia  
Unknown 3477 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 cult. Singapore  

M. alterniflorum 3491 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 Netherlands Gelderland 
Unknown 3485 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 cult. Romania  

M. robustum Cf. 3472 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 cult. Netherland  
M. robustum H20 Hofstra, D. 2009 New Zealand  
M. robustum 3510 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 cult. Hungary  
M. aquaticum 3511 Valkenburg, J.L.C.H. van 2009 cult. Hungary  

  .فقط اسامي گياهاني كه مكان باركد آنان با موفقيت تكثير شد آورده شده است - *                              
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  بررسي شده در مطالعه حاضرمريافيلوم هاي متعلق به جنس گونه -2 جدول
 پراكنش نوع گونه 

    M. 
verticillatum 

M. spicatum M. alterniflorum بومي هرز  

     
M. 

heterophyllum 
M. aquaticum مهاجم 

M. robustum 
M. 

crispatum 
M. 

scabratum 
M. pinnatum M. simulans 

M. 
tuberculatum 

M. propinquum 
 -خارجي

 غيرمهاجم
 

به صورت  17SE و  26SEبا استفاده از آغازگرهاي  DNA تكثير
 : شد انجامزير 

 Taqآنزيم ميكروليتر با استفاده از  20هاي تكثير در حجم واكنش
) با انتهاي چسبنده PCRبه منظور بدست آوردن محصولات (مراز پلي

شرايط واكـنش   .في انجام گرفتندر دو تكرار همراه با نمونه كنترل م
PCR  از ميكروليتر شامل دوPCR Buffer 10X،20  نانوگرمDNA ،

و  26SE(آغازگرهـاي رفـت وبرگشـت     چهار پيكومول از هر كـدام از 
17SE(مول از هر ، دو پيكوdNTP واحد  2/0 وTaq مراز در هـر  پلي

تحـت    BioRad Dyadها در دستگاه ترموسايكلرواكنش .واكنش بود
  :شرايط زير انجام گرفت

 35دقيقه و  5مدت گراد به درجه سانتي 94دناتوره شدن اوليه در 
  30گراد بـه مـدت   درجه سانتي 94ديگر دناتوره شدن بعدي در  چرخه

گـراد بـه   درجـه سـانتي   55مرحله اتصال در دمـاي  . ثانيه انجام گرديد
-درجه سـانتي   72ثانيه و مرحله آخر يا مرحله گسترش در   30مدت 

-درجـه سـانتي    72دقيقه و مرحله گسترش نهايي در  1گراد به مدت 
  .دقيقه انجام شد 10راد به مدت گ

هـاي مشـكوك بـه    نمونـه  PCRمحصولات  1سازيهمسانه
اسـتفاده از سـتون   بـا  ITS مكان بين ژنـي  PCRمحصولات  :هيبريد

ارائـه شـده توسـط شـركت سـازنده       دسـتورالعمل سفادكس بر اساس 
هـا از كيـت   سـازي نمونـه  همسانهو  ندسازي شدخالص) 2اينويتروژن(

TOPO TA Cloning ارائه  دستورالعملبر اساس  شركت اينويتروژن
 .  انجام شدشده توسط آن 

از آغازگرهاي   ITS1يابي براي توالي :هاآناليز داده يابي وتوالي
17SE يـابي  و بـراي تـوالي    5.8/1 وITS2   26 از آغازگرهـايSE و
 3ها توسط شركت گرينـوميكس توالي يابي نمونه. استفاده گرديد5.8/2

  . انجام شدنينگن گدانشگاه وا مستقر در
) 1چهـار گـروه شـامل     درها داده ،براي بررسي نتايج بدست آمده

ITS1 2هاي مشـكوك بـه هيبريـد،    بدون نمونه (ITS1    بـا احتسـاب
هاي مشكوك به بدون نمونه ITS2) 3هاي مشكوك به هيبريد، نمونه

-ههاي مشكوك به هيبريـد دسـت  با احتساب نمونه ITS2) 4هيبريد و 
                                                            
1- Cloning 
2- Invitrogen    
3- Greenomics 

  .بندي شدند
براي هر كـدام از   4منظور بدست آوردن يك توالي مورد توافقبه 
يـابي  تـوالي كـه از  (دو تـوالي بدسـت آمـده    ها، براي هر نمونـه  نمونه

ي بصـورت  رفـت و برگشـت  با استفاده از آغازگرهاي  PCR محصولات
 متعلـق بـه    Seq Manافـزار در نـرم  )جداگانـه  بدسـت آمـده بودنـد    

DNAstar ها بـراي  بدين طريق در هر كدام از نمونه. شدند همرديف
 رديـف سـازي  هـم بـراي  . بدست آمد 5يك توالي واحد ITS هر مكان
 MEGA Ver. 4.0از نـرم افـزار    گونـه هـر  در )  MSA( 6چندگانـه 

هـاي  آمده از تواليهاي بدست سپس با استفاده از داده .استفاده گرديد
ITS1  وITS2هـاي  اي، سـايت و بين گونه اي، ميزان تنوع درون گونه

ها بـا اسـتفاده از   هاي محافظت شده تعيين  و دندروگراممتغير و سايت
ــدل  و  Bootstrap- Neighbor joining، روش p-distanceمـ
  .ترسيم گرديدند 1000  بوتسترپ ضريب استفاده از

  
  نتايج و بحث

ــه در بخــش     ــام گرفت ــوژيكي انج ــات مورفول ــاس مطالع ــر اس ب
-M419 ،M421 ،M423 ،Mهاي نمونه ،انشگاه لايدنگياهشناسي د

b6  وM-b9 )بدليل عدم گلدهي و عقيم بودن، مشكوك به ) 1 جدول
بـه منظـور   . بودنـد مريـافيلوم  هيبريد بين دو گونه مختلـف از جـنس   

بررسي صحت نتايج بدست آمده در مطالعـات مورفولـوژيكي و تأييـد    
 ITS2 و ITS1ي بين ژني اها از مناطق هستههيبريد بودن اين نمونه

استفاده گرديد كه اين دو مكان بين ژني در مطالعـات مختلـف بـراي    
 ).14و  10، 3(اند بررسي هيبريد مورد استفاده قرار گرفته

نسـبت بـه     ITS1مكان بين ژنـي  نشان دادكهنتايج بدست آمده 
، بطـوري كـه   داشـت تكثيـر بـالاتري    ميزان موفقيت در ITS2مكان 
هـاي  درصـد كـل نمونـه    56و  76بـه ترتيـب    نـواحي  در ايـن تكثير 

درصـد محصـولات    85و  94همچنـين   .مورد بررسـي بـود   مريافيلوم
PCR هاي تكثير شده براي نمونهITS1  و ITS2  با موفقيـت تـوالي-

  . يابي گرديدند
  

                                                            
4- Consensus sequence  
5- Contig 
6- Multiple Sequence Alignment 
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 ITSsبين ژني  مناطقيابي توالي آغازگرهاي مورد استفاده براي تكثير و توالي -3جدول 

 مراحل استفاده ('3 <----'5) توالي نوع آغازگر نام آغازگر  بين ژني مكان

ITS 26SE رفت TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC يابيتكثير و توالي 

ITS 17SE برگشت ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG يابيتكثير و توالي 

ITS2 5.8/2 رفت GCCTGGGCGTCACGC يابيتوالي 

ITS1 5.8/1 برگشت GTTGCCGAGAGTCGT يابيتوالي 

 
 Maqu426.seq

 Maqu3329.seq

 Mhet3413.seq

 MaquC30.seq

 Mtub3305.seq

 MaquH4.seq

 Maquw60-A.seq

 Maqu3511.seq

 Mtub3254.seq

 Maqu3294.seq

 Maqu418.seq

 MaquK2.seq

 Mtub3441.seq

 Mtub3456.seq

 Mrob-3510.seq

 Mrob3472.seq

 Maqu3298.seq

 Mver3406.seq

 Mver3517.seq

 Mspi3405.seq

 Mspi3371.seq

 Mspi3372.seq

 Mspi3419.seq

 MrobH20.seq

 Msca3477.seq

 Msca3369.seq

 Mpin3306.seq

 Maqu3350.seq

 Msca3440.seq

 Mpro3480.seq

 Mpro3478.seq

 Msim3343.seq

 msimB7.seq

 Mtub3349.seq

 Mhet3424.seq

 MhetH3.seq

 MhetS3.seq

 Mhet3353.seq

 Mhet3399.seq

 Mhet3411.seq

 Msca3485.seq

 Mpro3266.seq

 Mhet3326.seq

 Mhet3401.seq

 Msca3373.seq

100

100

100

99

100

100

49

56

83

100

100

100

91

0.01   

 MaquW60-A.seq

 Maqu3329.seq

 Maqu3511.seq

 MaquH4.seq

 Maqu3294.seq

 Maqu418.seq

 Maqu426.seq

 MaquK2.seq

 Mpin3342.seq

 Maqu3298.seq

 Mrob3510.seq

 Maqu3350.seq

 Msca3369.seq

 Mpin3306.seq

 Msca3440.seq

 Mspi3405.seq

 M3410.seq

 Mspi3371.seq

 Mspi3419.seq

 Mspi3370.seq

 Mspi3372.seq

 Mver3406.seq

 Mver3517.seq

 Mpro3266.seq

 Mhet3424.seq

 MhetH3.seq

 Mhet3399.seq

 Msca3373.seq

 Mhet3326.seq

 Mhet3401.seq

 Mhet3353.seq

100

100

100

100

44

54

98

100

100

0.01  
با  مريافيلومدر جنس   ITS2)ب(و  ITS1 ايهاي هستهتوالي) الف(رديفي مبتني بر هم Neighbor-joiningروش  بر اساس دندروگرام - 1 شكل

  MEGAافزار استفاده از نرم
 

ز سـه نمونـه ا  ، ITS2تر تكثير در با توجه به ميزان موفقيت پايين
با استفاده از اين مكان بين ژنـي تكثيـر   كوك به هيبريد پنج نمونه مش

جـنس   در ITSكـل منطقـه   طول توالي بدست آمـده از تكثيـر   . شدند
يابي مستقل دو مكـان  جفت باز بود كه بر اساس توالي 810مريافيلوم 

 ITS2 313و  ITS1 390بين ژني، طول تـوالي بدسـت آمـده بـراي     
   .بودجفت باز 

هـاي مشـكوك بـه    ن در نظر گـرفتن نمونـه  بدو :هاآناليز توالي
) ITS1اي منطقه بين ژني هسته(هاي گروه اول هيبريد، در داخل داده

 .Mو  M. simulansاي از صفر درصـد بـراي   تنوع درون گونهدامنه 

spicatum  درصد براي  19/9تاM. scabratum ر بودهمچنين  .متغي
 آن ميـانگين  متغيـر و  درصـد  2/15تـا   4/2اي از دامنه تنوع بين گونه

 390بـا داشـتن طـولي برابـر      ITS1مكان بين ژني . درصد بود 4/11
قـادر   هاي متغيـر اين جايگاه جايگاه متغير بود كه 119جفت باز حاوي 

كه با موفقيـت تكثيـر و   ( مريافيلومهاي مختلف جنس به تفكيك گونه
 M. spicatumهاي بومي گونه). الف -1 شكل(بود  )توالي يابي شدند

خاص گونـه داشـتند،    1SNP 2و  12به ترتيب  M. verticillatum و
هـاي خـاص گونـه مشـاهده     SNPهـاي مهـاجم،   در حاليكه در گونـه 

  .نگرديد
تنـوع درون  دامنه ) گروه سوم( ITS2اي منطقه بين ژني هسته در
درصد بـراي   7/11تا  M. verticillatum اي از صفر درصد برايگونه

M. robetsum ر بودمتتـا   9/5اي از همچنين دامنه تنوع بين گونه .غي
. بوددرصد  4/9اي ميانگين تنوع بين گونهمتغير و داراي درصد  6/13

هـاي  جايگاه متغير، اين مكان بين ژني نيز توانست گونه 72بر اساس 
 ). ب -1 شكل(را تفكيك نمايد مريافيلوم مختلف جنس 

                                                            
1- Single nucleotide polymorphism 

)ب(   )الف(  
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در توالي مكان بين مريافيلوم هاي مهاجم، بومي و غيرمهاجم گونه برخيهاي مشكوك به هيبريد و نمونهر دهاي خاص SNPموقعيت   -4 جدول

 ITS2ژني

هاها و گونهنمونه  SNP 
22 27 29 30 36 39 42 45 57 75 99 151 163 165 174 179 187 207 212 223 227 

M. aquaticum   - C A C G A T T G A A G C T C T T C A T T 
M. 

verticillatum 
G T C C G A T T G A G G C T C T C C T T T 

M. spicatum A C T T A A C T T G A A C C C T T C C A G 
M. scabratum A C C C G A T T G A A G C T C T T C T T T 

M. 
heterophyllum 

- C C C G G T G G C A G A T T C A T C T T 

M423 - C C C G G T G G C A G A T T C A T C T T
M421 - C C C G G T G G C A G A T T C A T C T T 
M-b9 - C C C G G T G G C A G A T T C A T C T T 

  
هاي مهـاجم  ، گونههلند هاي بوميگونهITS2 با استفاده از مكان 

بعنـوان  . هاي خاص گونـه بودنـد  SNPمهاجم نيز داراي و خارجي غير
بـه    M. aquaticumو M. heterophyllumهاي مهاجم مثال، گونه

 .M  هـاي بـومي  ، گونـه خـاص   SNPترتيـب داراي هشـت و يـك   

verticillatum  چهار وداراي  M. spicatum داراي نهSNP  منحصر
  ).4 جدول(به خود بودند 

 ITSاي بين ژني نتايج آناليز كلاستر بدست آمده از مناطق هسته
را از يكـديگر جـدا نماينـد    مريافيلوم هاي مختلف جنس توانست گونه

از لحـاظ  مريـافيلوم  هـاي جـنس   با توجه با اين كـه گونـه  ). 1شكل (
، لذا شناسايي ايـن  )13( باشندمورفولوژيكي بسيار شبيه به يكديگر مي

هــا و تفكيــك آنــان از يكــديگر تنهــا بــر اســاس خصوصــيات  گونــه
هـاي  بـا ايـن وجـود، نمونـه    . پذير استمورفولوژيكي به سختي امكان

هـا  مشكوك به هيبريد به دليل عدم گلدهي به راحتي از سـاير نمونـه  
اي كه بر روي باركدگذاري بر اساس نتايج مطالعه. دندقابل تفكيك بو

DNA  هـاي كلروپلاسـتي  مكان با استفاده از مريافيلومجنسrbcL   و
trnH-psbA  هاي ،  فرض بر اين بود كه برخي از نمونه)8(انجام شد
پس از ورود بـه منطقـه جديـد بـا      M. heterophyllumگونه مهاجم 

را  يلاقي پيدا كرده و گونـه جديـد  گونه بومي موجود در اين منطقه ت
 ،اند كه به دليل فاصـله ژنتيكـي زيـاد والـدين از يكـديگر     بوجود آورده
هـا بـا ژنـوم    از آنجا كه ژنوم كلروپلاسـت ايـن نمونـه   . دباشعقيم مي

چنـين بنظـر    لـذا  ،داشـت  شباهت M. heterophyllumكلروپلاستي 
كلروپلاسـت  بعنوان والـد مـادري،    M. heterophyllumرسيد كه مي

  . ها منتقل نموده استخود را به اين نمونه
ABIدر فايل  نوكلئوتيديهاي در تعدادي از موقعيت

 ITSتوالي  1
هـاي  نمونـه  PCRيـابي مسـتقيم محصـولات    بدست آمـده از تـوالي  

، نـوع نوكلئوتيـد حاضـر در ايـن موقعيـت قابـل       مشكوك به هيبريـد 
بنـابراين،  . حاصـل نشـد   باكيفيت در اين مرحله تشخيص نبود و توالي

                                                            
1- Trace file 

هـاي مشـكوك بـه    يابي مستقيم براي نمونـه استفاده از تكنيك توالي
آميز نبود كه بـا نتـايج بدسـت آمـده توسـط مـودي و       هيبريد موفقيت

آنان چنين اظهار داشتند كه بدليل عدم . مطابقت داشت) 14(همكاران 
در احتمال وجود حذف و اضـافه  (والديني  DNAتشابه كامل دو رشته 

خاص هر والد در موقعيت نوكلئوتيدي   SNPيكي از والدين و يا وجود 
در واكـنش   متفـاوت  ممكن است تركيب مختلفي از دو رشـته ) خاص
بـراي بدسـت آوردن   . آن را مختـل نماينـد   يابي حضور داشـته و توالي

 همسانهتوالي با كيفيت بالا و اطمينان از نتايج بدست آمده از تكنيك 
. هاي هيبريد استفاده گرديـد يابي نمونهاي براي تواليكردن تك رشته

نمونه هيبريـد بصـورت    DNAبا استفاده از اين تكنيك هر تك رشته 
به منظـور  . يابي گرديدقرار گرفته و سپس توالي حاملجداگانه در يك 

هاي والديني كه در طول بدست آمده تعدادي از نمونه نتايجاطمينان از 
. گرديدند همسانهبودند، نيز  2هاي توالي دوتاييتوالي خود حاوي پيك

هاي والديني تنها حاوي يـك آلـل   همسانهيابي از توالي حاصلنتيجه 
هـاي  متعلق به نمونه همسانههاي بدست آمده از منفرد بود و در توالي

بعبارتي ديگر، . مشكوك به هيبريد نيز تنها يك آلل منفرد مشاهده شد
 ييكســانداراي تــوالي نوكلئوتيــدي  ITS در منطقــه DNAرشــته دو 
هـاي  نمونـه  تمـام هـاي بدسـت آمـده    د كه بر اساس ايـن تـوالي  دنبو

شـدند  بنـدي  دسته M. heterophyllumمشكوك به هيبريد در گونه 
هاي مشكوك به هيبريد با گونـه  توالي بدست آمده از نمونه). 2شكل (

M. heterophyllum  6و  5ول اجـد (شباهت صد در صد نشان نداد (
بررسي شـده در يـك يـا چنـد      ITSدر هر دو توالي از آنها و هر كدام 

ــه   SNPجايگــاه نوكلئوتيــدي،  ــه گون  .Mخــاص خــود را نســبت ب

heterophyllum  داشـتند  مريـافيلوم  هـاي جـنس   و حتي ساير گونـه
هاي مشـكوك بـه هيبريـد بـه     با افزودن توالي نمونه). 8و  7ول اجد(

تعـداد  ) هاي دوم و چهـارم ايجاد گروه داده(هاي اول و سوم گروه داده
عدد  90و  131به ترتيب به  ITS2و  ITS1هاي متغير در توالي سايت

                                                            
2- Double peak  
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اي هاي متغير تنوع درون گونـه سايتافزايش افزايش پيدا كرد كه اين 
بطوريكه تنـوع درون   .بالا برد  M. heterophyllumرا در داخل گونه

تفاده از هـر دو مكـان بـين ژنـي     با اس  M. heterophyllumايگونه

ITS1 وITS2 هاي دوم و چهارم نسبت به دو گـروه اول  در گروه داده
در درصـد افـزايش    2/2و  05/0بـه ترتيـب   (و سوم افزايش پيدا كرد 

  ).  هاي دوم و چهارمگروه داده درون
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هاي براي گروه داده ITS2) ب( هاي گروه دوم وبراي داده ITS1 ايتوالي هسته )الف(يفي ردمبتني بر هم Neighbor-joiningدندروگرام  - 2شكل 
  .مشخص گرديده است ■هاي مشكوك به هيبريد با علامت نمونه . MEGAافزار با استفاده از نرم مريافيلومچهارم در جنس 
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     ITS1با استفاده از مكان بين ژني M. heterophyllumبا گونه  هاي مشكوك به هيبريدنمونهبين ) p-distance(ميانگين فاصله  -5جدول 
 6 5 4 3 2 1  شماره

1 M. heterophyllum -      
2 M419 0      
3 M421 006/0 006/0     
4 M423 003/0 003/0 008/0    
5 M-b6 014/0 014/0 02/0 014/0   
6 M-b9 003/0 003/0 008/0 006/0 017/0 - 

  
     ITS2با استفاده از مكان بين ژني  M. heterophyllumبا گونه  هاي مشكوك به هيبريدنمونهبين   )p-distance(ميانگين فاصله -6جدول 

 4 3 2 1  شماره

1 M. heterophyllum -    
2 M421 056/0    
3 M423 026/0 066/0   
4 M-b9 011/0 059/0 021/0 - 

  
   ITS1در توالي مكان بين ژني M. heterophyllumو گونه  هاي مشكوك به هيبريددر هر كدام از نمونههاي موجود SNPموقعيت  -7جدول 

SNP

 نمونه و گونه
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TGTT C T TCTATTGGTTG G A G G A CM423 
GTGG G G CCCAACGGAAA A C T C T GM421 
TGGT G T TCTTTTGCTTG G A G C T GM-b9 
GGGT G T TGTTTTCGTTG G A G C T GM. heterophyllum 

SNP خاص نمونه با رنگ خاكستري مشخص است.  
  

    ITS2در توالي مكان بين ژني  M. heterophyllumو گونه  هيبريد هاي مشكوك بههاي موجود در هر كدام از نمونهSNPموقعيت  -8جدول 

 نمونه و گونه  در توالي   SNPموقعيت 

 356 350 347 343 342 338 290 82 78 76 74 25 
GCT GGCCTC C T C M-b9 
AAG ACTCTC G T G M-b6 
TCT GCCCTC G T G M423 
GCT GCCCTC G T G M419 
GCT GCCAGG G C G M421 
GCT GCCCTC G T G M. heterophyllum 

SNP خاص نمونه با رنگ خاكستري مشخص است. 
  

متعلـق بـه   مريـافيلوم  بطور كلي نتـايج هيبريداسـيون در جـنس    
شامل مجارستان، هلند، يونان، فرانسـه، سـنگاپور،   (كشورهاي مختلف 

متحده آمريكا، آفريقاي جنوبي، انگليس، آلمان مالزي، روماني، ايالات 
هـا متعلـق بـه منـاطق     ايـن گونـه  نشان داد با وجود اينكه ) لنديو نيوز

جغرافيايي مختلف بودند، ولي شباهت زيادي از لحاظ مورفولوژيكي بـا  
كه از لحاظ ي يهاي مولكولي گونههايكديگر داشتند، با اين وجود داده

بعبـارتي ديگـر،   . يكـديگر تفكيـك نمودنـد   بودند را از مشابه ظاهري 
، )ITS2و  ITS1شـامل  (مناطق بين ژني استفاده شده در اين بررسي 

تنها بر اساس تنوع  نوكلئوتيـدي موجـود در تـوالي براحتـي قـادر بـه       
  . ها از يكديگر بودندتفكيك اين گونه

هـاي مشـكوك بـه    و نمونه  M. heterophyllumتنوع بين گونه
بسـيار پـايين بـود     ITS2و  ITS1اده از هـر دو مكـان   هيبريد با استف

مريـافيلوم  اي جـنس  بـا تنـوع درون گونـه   بطوريكـه  ). 6و  5ول اجد(
هـاي  كه بر اساس ميـزان پـايين ايـن تنـوع، نمونـه      همپوشاني داشت

 M. heterophyllumاي از گونه مشكوك به هيبريد در گروه جداگانه
نشـان داده شـده اسـت      8و  7ول اجـد  همانطور كه در. ندفترقرار نگ
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 و M-b9 ،M-b6 ،M423 ، M419هاي مشكوك بـه هيبريـد   نمونه

M421 با استفاده از تواليITS1   به ترتيب حاوي سه، پنج، يك، صـفر
. بودنـد  M. heterophyllumو چهار سايت متغير و متفاوت نسبت به 

-M و M423 ،M421هاي ، نمونهITS2با استفاده از توالي  همچنين

b9 نسبت به گونه M. heterophyllum2و  12، 6ترتيـب حـاوي    به 
با توجه به فاصله ژنتيكي كم بـين  . بودند موقعيت نوكلئوتيدي متفاوت

، ايـن  M. heterophyllumهاي مشكوك بـه هيبريـد و گونـه    نمونه
بنابراين بـر  ). 2شكل (بندي شدند ها در داخل گونه مذكور دستهنمونه

ها متعلق به رسد كه اين نمونهچنين بنظر مي اساس نتايج بدست آمده
هـاي  باشند، ولي برخلاف ساير نمونـه مي  M. heterophyllumگونه

با يكديگر ندارند، اين و ظاهري موجود در اين گونه كه اختلاف توالي 
و ژنتيكـي  ) عدم گلدهي(هايي را از لحاظ مورفولوژيكي ها تفاوتنمونه

 .هاي موجود در ايـن گونـه دارا هسـتند   نهبا ساير نمو) ايتوالي هسته(
كـه  ) 14(مـودي و لـس   هاي البته نتايج حاصل از اين مطالعه با يافته
شناســايي كردنــد و  مريـافيلوم هيبريـدهاي زيــادي در داخــل جــنس  

هاي تكامل در داخـل ايـن   هيبريداسيون را به عنوان يكي از مكانيسم
  . جنس معرفي نمودند، مطابقت نشان نداد

منطقـه جديـد   شـده بـه   وارد هاي علف هـرز  كمي از گونهدرصد 
تا در محيط جديد موفق عمل كرده و تبديل بـه گيـاه مهـاجم     ندقادر
در همين راستا، پژوهشگران سه دليل عمده سپري كـردن دوره  . شوند

بـه   هاكمون طولاني بعد از ورود به منطقه جديد، وارد شدن اين گونه
نيسم تكاملي هيبريداسـيون را بـراي   و مكا 1مناطق جغرافيايي مختلف

هيبريداسيون در گونه مكانيسم ). 7(اند عنوان داشته آنهاقدرت تهاجم 
 ، بدين ترتيب كـه مشاهده گرديده است  M. heterophyllumمهاجم

هاي مهاجم و هيبريد مزايـاي بيشـتري   از لحاظ پتانسيل ژنتيكي گونه
يات جديـد قـادر بـه    نسبت به والدين خود دارا بوده و با كسب خصوص

رسـد  به نظر مي). 14(باشند رشد و گسترش سريع در منطقه جديد مي
هـاي  كه داشتن دوره كمـون طـولاني و معرفـي چندگانـه در محـيط     

از  باشد كـه هاي مهاجمي مياكولوژيكي مختلف پيش نياز برخي گونه
و حال با ورود به مناطق مختلف و طي كردن  ها ايزوله بودهساير گونه

ها دوره كمون طولاني آمادگي لازم را براي هيبريد شدن با ساير گونه
  .اندكردهپيدا 

در منـاطق مختلـف بعنـوان مهـاجم      M. heterophyllumگونه 
هـاي  بنابراين ايـن گيـاه از جملـه علـف    ). 9و  2(معرفي گرديده است 
شود كه در مناطق مختلـف وارد شـده و تغييـرات    هرزي محسوب مي

رسد بر اساس اين پيشينه بنظر مي). 6(مل گرديده است زيادي را متح
هاي مشكوك به هيبريد بررسـي شـده در مطالعـه حاضـر از     كه نمونه

هـايي باشـند كـه در منـاطق مختلـف معرفـي گرديـده و        جمله نمونه
بـر اسـاس نتـايج    . اندتغييرات مورفولوژيكي و ژنتيكي را متحمل شده

                                                            
1- Multiple introductions 

سـد كـه هيبريداسـيون در ايـن     ربه نظـر مـي   چنين ITSآناليز توالي 
ها اتفاق نيفتاده و عدم گلدهي ممكن است بـه دليـل قرارگيـري     نمونه

ها در شرايط محيطي مختلف و يا تغييرات ژنتيكـي رخ داده  اين نمونه
-اين مطلب مـي  مؤيداين امر . اي باشدهاي ژني هستهدر ساير مكان

ت بيشـتري را  ها در طول زمان تغييـرا باشد كه ممكن است اين نمونه
كم شـدن  در نتيجه متحمل شده و با ايجاد تغييرات ژنتيكي در آنها و 

احتمـال تشـكيل    مريـافيلوم هـاي جـنس   فاصله ژنتيكي با ساير گونـه 
در نهايـت  ها نيز افزايش پيدا كنـد كـه ايـن امـر     هيبريد در اين نمونه

  .باعث ايجاد گونه جديد خواهد شد
   

  گيري نتيجه
در دنيا مهاجم هرز بخوبي بعنوان گياه  يافيلوممراز آنجا كه جنس 

رسد كه پديده هيبريداسيون و شناخته شده است، لذا چنين به نظر مي
به تبع آن قدرت بالاي هيبريدها يكي از دلايل اصـلي ايجـاد قـدرت    

اي تهاجم و قابليت بالاي اين گيـاه آبـزي در تبـديل شـدن بـه گونـه      
 انگياه ـ بيشـتر تكثيـر  يـل اينكـه   بـه دل . باشددر منطقه جديد مهاجم 
هيبريد لذا باشد، رويشي ميبصورت  مريافيلومور در آب از جمله غوطه

به راحتي تكثير شده و به سـرعت در منطقـه جديـد    حاصله هتروزيس 
بنابراين بايستي از بروز هيبريداسـيون در ايـن گونـه    . يابدگسترش مي

ن مطالعه مكان بين بر اساس نتايج حاصل از اي. مهاجم جلوگيري نمود
هاي مختلف از ها و تفكيك گونهقادر به شناسايي اين نمونه ITSژني 

هـاي مختلـف   تـوان از آن بـراي تشـخيص گونـه    يكديگر بـود و مـي  
هـاي  از ورود گونـه بـدين ترتيـب   و كرد از يكديگر استفاده  مريافيلوم

بطور كلي بر اساس نتـايج بدسـت   . غيربومي به منطقه جلوگيري نمود
و هاي مولكـولي  توان چنين بيان داشت كه با استفاده از روشمده ميآ

بـومي،  هـاي  تشخيص گونهتعيين توالي مناطق ژني و بين ژني مرجع 
باشد كه اين مطلب بويژه در پذير ميو هيبريد از يكديگر امكان مهاجم

مهـاجم باعـث جلـوگيري از     مرحله بذري و مراحل اوليه رشد گياهـان 
حفظ تنوع زيستي و ثبات بوم نظام را  كه در نهايته گسترش آنها شد

  . به دنبال خواهد داشت
  

  قدرداني
بدين طريق از گروه اصلاح نباتات دانشـگاه واگنيـنگن هلنـد بـه     

هاي لايـدن و  دانشگاهدليل فراهم آوردن شرايط اجراي اين طرح و از 
فردوسي مشهد كه در اجـراي ايـن طـرح همكـاري نمودنـد تشـكر و       

  .گرددني ميقدردا
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