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  چندیهاى طبيع  ميزان گليسيريزيک اسيد درکالوسها و ريشهیبررس
  شيرين بيانجمعيت  از گياه
 

 کامکار جايمند ،یمحمدباقر رضاي ،یفرانسواز برنارد، سيده حميرا سليمان
 مؤسسه تحقيقات جنگلها و مراتع ی،دانشگاه شهيد بهشت

 

 چکيده
شيرين   چند جمعيت ازگياه یها  و کالوسیهاى طبيع در ريشه) GA(ر پژوهش حاضر مقدار اسيد گليسيريزيک د

 ی گياه مذکور از مناطق آباده ،  جوپار و ويسيان جمع آور                  یها و بذرها    ريشه.  تعيين گرديد    HPLCبا روش  ١بيان

 یها نشان داد که مقدار اين ترکيب در جمعيت         ها   در ريشه   تغييرات اسيد گليسيريزيک    ینتايج حاصل از بررس    . ندشد

 واريته و خاستگاه  نوع چونی تاثير عواملیهمچنين  به منظور بررس. برخوردار نيستی دار  از تفاوت معنى،مختلف

 حاصل از بذرها در محيط کشت      یا  با استفاده از قطعات جدا کشت ريشه        ،قطعه جدا کشت بر توليد اسيد گليسيريزيک       

MS   داراى   mg.l-1 ٠ /٥)  2,4-D   و ( IAA   و   mg.l-1 ١/٠ BAP     ميزان رشد و مقدار     .   کالوس ايجاد گرديد

  نتايج نشان داد که ميزان رشد و مقدار اسيد گليسيريزيک          .  محاسبه شد  یا  شش هفته  ی در کالوسها   اسيد گليسيريزيک 

 که از   ٢يته گلاندوليفراى شيرين بيان   وار هاى فارس  در کالوس .  تفاوت دارد  یدار ی مختلف به طور معن    یها در جمعيت 

 واريته  هاى فارس   در کالوس   آن وجود دارد و بيشترين مقدار              اسيد  رشد بيشترى برخوردار است، کمترين ميزان          

   .شود  مشاهده مى٣گلابراى شيرين بيان

 
 قدمهم

 و  ٦ گلابرا هاىـبه نام ـه  تـاه دو واري   ـاين گي . ]٩[ است    ٥تة بقولات  و راس   ٤ة بقولات  از تير    گياه شيرين بيان   

شيرين بيان در    ]. ١٠[ نيام کرکدار است    واريته دوم  نيام فاقد کرک و در          واريته اول که در    و دارد     ٧گلاندوليفرا

اهميت وارزش ريشه اين گياه در تنوع مواد شيميايى             . طب سنتى ،صنايع دارويى و صنايع غذايى کاربرد دارد            

ترپنها از اين گياه استخراج          شالکونها و ترى    ها، ونوئيدها، کومارين  ترکيباتى چون فلا     ].١[موجود در آن است        

 گليسيريزين در . مواد موثر شيرين بيان، گليسيريزين از اهميت بيشترى برخوردار است           ميان  در  ]. ٥[شده است   

مرتبه  اين ماده پنجاه  . ]٤[شود هاى نمک کلسيم، منيزيم و پتاسيم يافت مى         خشهاى چوبى ريشه بصورت کريستال     ب

 .گيرد مى  مورد استفاده قرار]٧[و هپاتيت ] ٨[ درمان التهاب، زخم، آلرژى شيرين تر است و دراز سوکرز
 

 Glycyrrhiza glabra کالوس،  گليسيريزيک اسيد،:واژه هاى کليدى
١-GLycyrrhiza glabra L                 ٢ -G. glabra L.var. glandulifera            ٣-G .glabra L.var. glabra 
 ٤- Fabaceae                ٥- Fabal                      ٦- var.glabra                   ٧ - var. glandulifera  
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و تکثيرکلاسيک آن با مشکلات زيادى همراه است به             است  نواحى خاصى      هاز آنجايى که اين گياه محدود ب         

 بافت شيرين بيان نتايج     در مورد توليد اسيدگليسريزيک در کشت      . ]١٤[ شود مى   توجه ويژه اى   گياه invifro کشت

   Rosenqvist Toivonen andو) ١٩٩٠(  و همکاران  Hayashi ،)١٩٧٤( و همکاران Wu « .متناقضى وجود دارد  

 که در حالى ]١١[،]٦[ ،]٣[شود  سنتزنمىاسيدگليسيريزيککه در کشت بافت اين گياه کرده اند گزارش  »)١٩٩٥(

»Mardamshin   ١٩٩٦(همکاران  و (وTailang      و همکاران )حضور اين ترکيب را در       »)١٩٩٨ و   ١٩٩٧ 

 .]١٣[،]١٢[،]٢[اند داشتهکشت کالوس گياه مذکور اعلام 

هاى حاصل از چند جمعيت از اين           هاى طبيعى و کالوس     در مقاله حاضر ميزان گليسيريزيک اسيد در ريشه           

 .گياه بررسى شده است

 
  و روشهاوادم

 هاى طبيعى ريشه

 جمع آورى نمونه -لفا

 و ف͜͜ارس ش͜͜امل ه͜͜ر دو منحص͜͜راً واري͜͜ته گلاندول͜͜يفراه͜͜اى ک͜͜رمان و لرس͜تان   نمون͜͜ه. اس͜تان لرس͜͜تان جم͜͜ع آورى ش͜͜د 

از مناطق آباده در استان فارس، جوپار در     شيرين بيان     گياه  هاى ريش͜ه   هم͜راه .  گلاندول͜يفرا و گلاب͜را اس͜ت       واري͜ته 

ريشه هائى با .ورد آناليز قرار گرفتـه͜ا مق͜دارى از خ͜اک م͜ناطق ن͜يز برداش͜ت شد و م               و ويس͜يان در    اس͜تان ک͜رمان   

براى  و پودرها   آس͜ياب پ͜ودر ش͜د   ءوس͜يله ه  س͜انتى م͜تر ان͜تخاب ش͜ده و پ͜س از شستش͜و و خش͜ک ش͜دن ب͜                    ٤/١ط͜ر   ق

 . مورد استفاده قرار گرفتند  گليسيريزيک اسيد اسيدتعيين ميزان

 ها يزيک اسيد از نمونه استخراج گليسير-ب

 ميلى ليتر   ١ ميلى ليتر آب جوش و       ١٥با  ،   پس از توزين   ،ها ک گرم از پودر ريشه    اسيد گليسيريزي براى تعيين   

NH4OH       مخلوط شد و pH    با H3PO4      به آن    ١مرک%  ١٠ ميلى ليتر دياستاز       ٥/٠.  تنظيم گرديد   ٧ روى 

 ٥٠انتيگراد حرارت داده شد و سپس با متانول به حجم              س ه درج ٣٧ دقيقه در بن مارى       ٣٠ و به مدت       شد افزوده

 . شد صاف ٤٢ و محتويات با کاغذ صافى واتمن رسيدميلى ليتر

 HPLCگليسيريزيک  با اسيد  تعيين ميزان ـج 

 آب با      ، متانول  ، داراى فاز متحرک استيک اسيد              HPLCميکروليتر از محلول حاصل به دستگاه              ٢٠

 mg.l-1١/٠ استاندارد نانومتر تزريق گرديد و به منظور تعيين ميزان آن از     ٢٥٤ و آشکارساز  ٣٤: ٦٠:٦هاى نسبت

ها با مقايسه مساحت پيک استاندارد و از رابطه            در کالوس  اسيدميزان  . ]١٩[ استفاده شد    مرکگليسيريزيک اسيد   

 :زير محاسبه گرديد

١-Merck 
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 ]مونهن درGA  غلظت =)   استانداردGAظت  غل×مساحت پيک نمونه / ( احت پيک استاندارد مس            [

 
 شت بافتک

  تشکيل کالوسـ الف

ها  همراه با ريشه  ) واريته گلاندوليفرا (، جوپ͜ار و ويسيان      )ش͜امل ه͜ر دو واري͜ته      (بذره͜اى گ͜ياه از م͜ناطق آب͜اده          

 دق͜͜يقه ب͜͜ا ٣٠ ب͜͜ه م͜͜دت ، ب͜͜ه م͜͜نظور غل͜͜به ب͜͜ر مش͜͜کل جوان͜͜ه زن͜͜ى   چ͜͜ون پوس͜͜تة بذره͜͜ا س͜͜خت اس͜͜ت، آورى ش͜͜د جم͜͜ع

͜͜تدا در الک͜͜ل    % ٩٨س͜͜ولفوريک اس͜͜يد   ͜͜يمار ش͜͜د و جه͜͜ت ض͜͜دعفونى اب ͜͜ه م͜͜دت  % ٧٠ت ͜͜يقه و س͜͜پس درس͜͜ديم  ٢ب  دق

ان͜͜تقال  ]١٦[ MSط ي ب͜͜ه مح͜͜  پ͜͜س از شستش͜͜و ب͜͜ا آب مقط͜͜ر، ش͜͜د وداده  دق͜͜يقه ق͜͜رار ٢٠ ب͜͜ه م͜͜دت  %١هيپوکلري͜͜ت 

 .ده گرديدهاى ده روزه حاصل از رويش بذرها به عنوان قطعه جدا کشت استفا يافتند و از ريشه

 ئىها  به غلظتBAP وD  ،IAA– 2,4داراى هورمونهاىMS  م͜ترى ج͜دا کشت در محيط    س͜انتى ١ قطع͜ات  

کشتها در قالب طرح کاملا تصادفى با چهار تکرار در  . گرم در ليتر منتقل شدند      ميل͜ى  ٠/.١ و ٥/٠،  ٥/٠ب͜ه ترتي͜ب     

عت  قرار داده شد و هر سه هفته يکبار  سا١٦گ͜راد و دوره روشنايى    درج͜ه س͜انتى  ٢٥±١في͜توترون داراى دم͜اى     

تر و خشک و انديس رشد آنها محاسبه  اى م͜ورد آناليز قرار گرفتند و وزن    کالوس͜هاى ش͜ش هف͜ته     . ش͜دند  واکش͜ت م͜ى   

 .شد

 :انديس رشد از رابطه زير محاسبه گرديد

 ]  انديس رشد = )   وزن خشک کالوس-وزن خشک قطعه جدا کشت /  ( وزن خشک قطعه جدا کشت  [

  اسيد کليسيريزيک تعيين ميزان ـب

 درجه   ٦٠ ساعت در آون با دماى              ٤٨ به مدت        و  کالوسها پس از شش هفته از محيط کشت خارج شد                    

و پس از خشک شدن، به پودر تبديل شد و با همان روش ذکر شده براى استخراج و                                 گرفت  سانتيگراد قرار    

 . کيب در يک گرم از پودر کالوسها تعيين شدهاى طبيعى، مقدار اين تر  در ريشه  اسيدگيرى اندازه

 

 آناليز آمارى
 . اطمينان صورت گرفت %٩٥  با  CRDدر قالب طرح SPSS 6.0  افزار ها با نرم  آناليز آمارى داده

 

 نتايج و بحث
شود  مواد موثره  موجود در گياهان دارويى اگرچه با هدايت فرايندهاى ژنتيکى ساخته مى                    هاى طبيعى  ريشه

نظور بررسى تاثير عوامل محيطى بر          .گيرد تاثير عوامل محيطى قرار مى       ساخت آنها بطور بارزى تحت       ولى  

 .گيرى شد هاى چند جمعيت از اين گياه اندازه بيان، ميزان اين ترکيب در ريشه  در شيرين GAسنتز
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دهد که در    مى ريانس نشان وا  آناليز همطالع. دهد هاى متفاوت نشان مى    جمعيت در ترکيب را  ن اي  مقدار ١مودارن

 تـوردار نيس ـدارى برخ  ىـاوت معن ـف از تف   ـهاى متعلق به مناطق مختل         در ريشه    GA، ميزان =٠٥/٠αسطح  

)٠٥/٠P>) (توجه به نتايج حاصل ميزان      ). ١جدولGA   ميانگينمتوسط  بيان ايران بطور       هاى شيرين   در ريشه

mg.g-1dw)(٣  يا    ٣٠%) w/w( ارائه  ٣و   ٢ ايج آناليز خاک اين مناطق در جداول      خصات آب وهوا و نت    .  است 

ثير عواملى چون واريته    أت  بيان تحت  هاى گياه شيرين    در ريشه  GAکه  مى کنند   بيان   » و همکاران  ick «.شده است 

در تحقيق حاضر مشاهده شد که عليرغم           . ]٥[و سن گياه، قطر ريشه و شرايط آب و هوايى حاکم متغير است                     

با . دارى برخوردار نيست    ها از تفاوت معنى      در اين جمعيت     GA شرايط محيطى، مقدار     اختلافات موجود در   

 گذارند، بنابراين احتمالاً     هاى ثانوى اثر مى       توجه به آنکه ژنوتيپ و عوامل محيطى هر دو در سنتز متابوليت                      

البته . جه يکسان است  ژنوتيپ اين گياهان بايد متفاوت باشد که در پاسخ به عوامل محيطى مختلف، در نهايت نتي                     

هايى چون کشت گياه در شرايط محيطى يکسان، تعيين کاريوتايپ و سنجش                       تاييد اين فرضيه نيازمند آزمايش        

 . باشد ها مى ايزوزيم

 شيرين بيانگياهاز جمعيت  در ريشه هاى طبيعى چند )mg.g-1 dw( مقدار اسيد گليسيريزيک -١نمودار

 

 

 

 

 

 

 

 

 شه هاى گياه شيرين بيان متعلق به مناطق مورد بررسى مقدار اسيد در ري-١جدول 
 

سيد گليسيريزيک در ريشه هاى گياه شيرين بيان متعلق به ا
معيت مقادير ميانگين سه تکرار(مورد بررسىمناطق 

 ريشه هاى طبيعى

 
E ± ميزان اسيد گليسيريزيک 

(mg.gdw-1)  

 
 واريته گلابرا معيت فارسج

 راجمعيت فارس واريته گلاندوليف
 جمعيت کرمان واريته گلاندوليفرا
 جمعيت لرستان واريته گلاندوليفرا

 
٨٣/٢٣ ± ٥٨/٣ 
٨٣/٣٥ ± ٥٨/٤ 
٥١/٣٤ ± ٤٩/٠ 
٣٣/٢٧ ± ٠٤/٥ 
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 ٩٢

                                                         
  مشخصات مناطق مورد بررسىـ٢جدول

 
طول جغرافيايى  مناطق

 )درجه(
عرض 

جغرافيايى 
 )درجه(

ارتفاع 
 )متر(محل

 متوسط حداقل دما
 ) درجه سانتى گراد(

  متوسط حداکثردما
)   رجه سانتى گرادد(

 آباده

 جوپار

 ويسيان

٤٠/٥٢ 

٥/٥٧-١٠/٥٧ 

٢٢/٤٨ 

٣١ /١١ 

٣٠-٥/٣٠ 

٢٩/٣٣ 

٢٠١٥ 

١٨٠٠ 

١١٢٥ 

٩/٦ 

١ 

٩/٨ 

٣/٢٣ 

٣٢ 

٢٥ 

  نتايج آناليز خاک مناطق مورد بررسىـ٣جدول 

مناطق 

مورد 

 بررسى

نوع 
افت ب

 خاک
pH 

رطوبت 
اشباع 
(%) 

شورى 
عصاره 
اشباع

ds.m-1)( 

پتاسيم قابل 
 جذب

 )ppm( 

فسفر قابل 
 جذب

 )ppm( 

آهک 
(%) 

کربن 
آلى 
(%) 

ازت 
(%) 

 آباده
 -لوم
 شنى

١٥/٧ ٠٠٦/٠ ٢٦/١ ٣٨/١٠ ٨١/١ ٠٦/٢٧ ٢/١ ٤٣/٤٢

جوپار
 -لوم
 شنى

٣٥/٧ ٠٢٧/٠ ٢٥/٠ ٠٦/٠ ٨/٠ ٣٦/٢١ ١٠/١ ٠٧/٢٧

ويسيا
 ن

لوم 
-ىرس

 رسى
٤٤/٧ ٠٢/٠ ٧٢/١ ٠٧/٠ ٠٩/٢ ٣٦/٤١ ٣٦/٠ ٩٦/٧٨ 

 
 ها الوسک

 از جمل͜͜ه عوامل͜͜ى هس͜͜تند ک͜͜ه در ايج͜͜اد ک͜͜الوس تاث͜͜ير        قطع͜͜ه جداکش͜͜ت، ش͜͜رايط مح͜͜يط و ن͜͜وع مح͜͜يط کش͜͜ت        

 سن انتوژنى اندام  :اين عوامل عبارتند از  .  مؤثراست عوام͜ل م͜تعددى ب͜ر انتخاب نوع  قطعه جداکشت          . گذارن͜د  م͜ى 

 .]١٨[يفيت گياه منبع، فصلى که قطعه از گياه جدا شده است و اندازه قطعه جداکشت يا بافت، ک

ى متعلق به مناطق مختلف در يک نوع محيط کشت و تحت شرايط                      ا در اين تحقيق قطعات جداکشت ريشه        

 .محيطى يکسان قرار گرفتند

پارامترهاى . ت ظاهر گرديده͜اى حاص͜ل از تکثير سلولها بر روى قطعات جدا کش   پ͜س از ح͜دود دو هف͜ته ت͜وده     

از آزمون .  ارائ͜ه ش͜ده اس͜ت   ٤ در ج͜دول    ن͜تايج  . وزن خش͜ک و اندي͜س رش͜د محاس͜به ش͜د      رش͜د از قب͜يل وزن ت͜ر،      

ANOVA   ٠٥/٠در سطح  α=براى مقايسه پارامترهاى مذکور استفاده گرديد . 

   آنها نيز از تفاوتهاى    وزن خشک   ). >٠٥/٠P(در وزن تر جمعيت ها اختلافات معنى دارى مشاهده مى شود         
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 مشخص شده است که جمعيت فارس واريته گلاندوليفرا               ٢در نمودار    ).>٠٥/٠P(عنى دارى برخورداراستم

 .بيشترين وزن تر و وزن خشک را دارد و کمترين وزن تر و خشک متعلق به جمعيت لرستان است

 و جمعيت فارس    ) >٠٥/٠P(اراست  پارامتر انديس رشد نيز ميان جمعيتها از تفاوت معنى دارى برخورد         

 ).٣نمودار(واريته گلاندوليفرا بيشترين انديس رشد را دارد و کمترين  مقدار متعلق به جمعيت لرستان است                     

 دهند، دهد که قطعات جداکشت از لحاظ توليد کالوس به محيط القاء پاسخهاى متفاوتى مى                             نتايج نشان مى    

 و کمترين رشد در جمعيت لرستان مشاهده          بيشترين رشد را دارد      واريته گلاندوليفرا   چنانکه جمعيت فارس   

 .شود مى

 امروزه مطالعات بسيارى در ارتباط با توليد متابوليتهاى ثانوى در کشت سلول و بافت و تلاش براى                             

 . بيان نتايج متناقضى وجود دارد  در کشت بافت شيرينGAدر مورد توليد. ]١٥[گيرد  افزايش آن صورت مى

»  Tailangکشت ى درمحيط   اجداکشت ريشه    با قراردادن قطعات       »)١٩٩٧(همکاران وMS  داراى 

mg.l-1 ٥/٠) 2,4-Dو (IAA  و mg.l-1 ١/٠) BAP (  موفق به توليدGA    بنابراين در    و  در کالوسها شدند 

 بررسى اثر قطعات       براى  جهت القاى کالوس از اين نوع محيط کشت استفاده گرديد و                      نيز تحقيق حاضر 

، قطعات جداکشت حاصل از رويش بذرهاى جمعيت هاى مختلف در اين                      GAت متفاوت در توليد         جداکش

ميان ميزان اين ترکيب درکالوسهاى حاصل       مشاهده شد که  . تحت شرايط يکسان قرار داده شدند      محيط کشت و  

 و  براواريته گلا  بيشترين مقدار در جمعيت فارس      . متغير است )  ميلى گرم در گرم وزن خشک     ٠٥/٠-٠٧/١(

 .)٥جدول (شود   يافت مى  واريته گلاندوليفراکمترين مقدار در جمعيت فارس

هاى متفاوت   يتجمع  ميان  در GAدارد که اختلافات در مقدار        بيان مى  =٠٥/٠α در سطح    ANOVAآزم͜ون   

 ).             >p ٠٥/٠(دار است  ها معنى کالوس

ژنوتي͜پ و سن سلول و  : اي͜ن عوام͜ل عبارت͜ند از   . رن͜د در م͜يزان تول͜يدات ي͜ک س͜لول عوام͜ل م͜تعددى دخال͜ت دا              

 . سلول و ترکيب محيط کشت ميزان تمايز

King     خط يکى ک͜ه تعدادى از ويژگيهاى مورفولوژيکى و احتمالا ويژگيهاى متابول        ک͜رد    ب͜يان    ١٩٨٠ در س͜ال 

شت جداک طبيعت قطعه گونه و  ى از نوع  ا  بلکه بيشتر نتيجه   ،شود س͜لولى ب͜ه تنهاي͜ى توس͜ط شرايط کشت تعيين نمى           

 ).١٧(است 

 قطعه جدا کشت، شرايط ه سن و انداز( تم͜ام عوامل͜ى که در ايجاد کالوس مؤثرند          چ͜ون   در تحق͜يق حاض͜ر ن͜يز          

تواند بر اختلاف رشد و ميزان گليسيريزيک اسيد اثرگذار      ، تنها عاملى که مى     اند يکسان) مح͜يط و نوع محيط کشت     

 . داکشت تهيه شده استباشد کيفيت گياهى است که از آن ج

 هاى اين گياه اندک است ولى به کشت بافت           در کالوس   GAه͜اى طبيع͜ى، مق͜دار        ب͜ا وج͜ود آنک͜ه در ق͜ياس ب͜ا ريش͜ه            

 ى در ـ  سعcocultivation وelicitorاژن، ـوتـونى، مـارهاى هورمـبا استفاده از تيم و شود ىـى مـه خاصآن توج
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 .آن شده است افزايش

 
  پس از شش هفتهG. glabraناليز رشد در جمعيت هاى متفاوت در کالوس هاى گياه  نتايج آـ٤دول ج

 

  انديس رشد± mg( SE( وزن خشک ± SE )mg( وزن تر ± SE جمعيت ها

 ٣١/٧١ ± ٨٠/٧ ٣٧/٣٠ ± ٢٧/٣ ٢٩/٣٥٥ ± ٥/٢٥   واريته گلابرافارسجمعيت 

٢٢/٤٥٩ ± ٢٣/٢٢  واريته گلاندوليفرافارسجمعيت  ٠٣/٩٧ ± ٥٥/٣ ١٧/٤١ ± ٤٩/١ 

 ٤٢/٣٩ ± ٠٢/٥ ١٥/٣٣ ± ١١/٤ ٤/٤٠٠ ± ٨٢/٥٣ گلاندوليفراکرمان جمعيت 

  واريته لرستان جمعيت 
  گلاندوليفرا

٣٥/١٤٦ ± ١٨/٣٨ ٤٤/٩ ± ٥/٢ ٩٥/٧ ± ٨٩/١ 

 
  در جمعيت هاى متفاوت کالوسهاGAيزان مـ ٥دول ج

 

 GA (mg.gdw-1)ميزان  ± SE جمعيت کالوس ها

  ريته گلابرا وافارسجمعيت 

  واريته گلاندوليفرافارسجمعيت 

  گلاندوليفراکرمان جمعيت 

  واريته گلاندوليفرالرستانجمعيت 

٠٧٥/١ ± ١١/٠ 

٠٥/٠ ± ٠٠٨/٠ 

١١/٠ ± ٠٤/٠ 

٣٥/٠ ± ٠٧/٠ 

 هاى متفاوت پس از شش هفته ها جمعييت تر و خشک در کالوس  تغييرات وزنـ٢مودار ن
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 هاى متفاوت پس از شش هفته ها جمعيت مقايسه انديس رشد در کالوس ـ٣مودار ن

 
 ر و قدردانىتشکّ

ه͜͜͜ا را ب͜͜͜رعهده داش͜͜͜تند  خ͜͜͜انم مه͜͜͜ندس احم͜͜͜دى ک͜͜͜ه جم͜͜͜ع آورى نمون͜͜͜ه پ͜͜͜ور و در پاي͜͜͜ان از آقاي͜͜͜ان کنعان͜͜͜ى، گل͜͜͜ى

 .نمايم سپاسگزارى مى
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