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-های همزیست زوگزانتله با مرجان استفاده از آغازگرهای اختصاصی در بررسی تنوع جلبک
 خلیج فارس -های هرماتیپیک در جزیره هنگام

 

  پستی صندوق  ایران، تهران، تهران، وتحقیقات  علوم واحد  اسلامی  آزاد دانشگاه دریا، شناسیزیست گروه  : حامد دهقانی •

:775 /14515  

  صندوق   ایران،  تهران،  تهران،  وتحقیقات  علوم  واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  دریا،  شناسیزیست   گروه   :*پرگل قوام مصطفوی •

  14515/ 775: پستی
  صندوق   ایران،   تهران،  تهران،  وتحقیقات  علوم   واحد  اسلامی  آزاد   دانشگاه   دریا،   شناسی زیست گروه   : رضا فاطمی محمد سید •

  14515/ 775: پستی
 شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه قم، قم گروه زیست جلیل فلاح مهرآبادی:  •

 

 1395اردیبهشت  تاریخ پذیرش:            1394 بهمن تاریخ دریافت: 

 چکیده
 Symbiodinium باشند. جنس  می  Symbiodinium   (Zooxanthellae)ای از جنس  های هرماتیپیک میزبان داینوفلاژلهمرجان

گوناگون  کلاد  نه   به  تاکنون است(  A-I)  ژنتیکی  شده  مختلف  .  تقسیم  و   Symbiodiniumکلادهای  اکولوژیک  خصوصیات 
که جائی ها داشته باشند. از آنتوانند تأثیرات متفاوتی بر دوام و بقای موجودات همزیست با آنفیزیولوژیک گوناگونی دارند و می

نظر هاست، شناسائی کلادهای همزیست آن ضروری بهمرجانی وابسته به نوع زوگزانتله همزیست با آنهای  بقای آبسنگ
رسد. در این مطالعه از کلادهای اختصاصی برای روشن کردن تنوع زوگزانتله در هر گونه مرجان استفاده شد. بدین منظور می

هوا،    پمپ  توسط  مرجان  هایبافت  از  زوگزانتله  لزج  توده  کردن  خارج  از   آوری شد. پسنه کلنی مرجان از جزیره هنگام جمع
DNA  روش  به  CTAB   زوگزانتله   کلادهای  اختصاصی  آغازگرهای  از  استفاده  با  پلیمراز  ایزنجیره  سپس واکنش.  شد  استخراج  
به ترتیب از هشت و هفت   Cو    Dباشد. کلاد های  ها میزبان بیش از یک کلاد مینتایج نشان داد که اغلب گونه  .گرفت  انجام

فارس حاکی از مقاومت در خلیج  Dبا سه گونه همزیست بود. غالب بودن کلاد     Aگونه مرجان شناسائی شدند، درحالیکه کلاد  
یک کلاد های هرماتیپیک با بیش از  باشد لیکن احتمال می رود که همزیستی مرجاناین کلاد در برابر شرایط سخت محیطی می

 فارس افزایش دهد.ها را در برابر شرایط محیطی خلیجمقاومت آبسنگ
 .کلاد ،  Symbiodiniumخلیج فارس، جزیره هنگام، کلمات کلیدی: 

 مقدمه 
  ترین پرتنوع  و  پرتولیدترین  از  یکی  مرجانی  هایآبسنگ

  موجودات %  25  از   بیش  بوده و زیستگاه  دریایی   هایاکوسیستم
 هرماتیپیک های مرجان ها،آبسنگ اصلی  ساکنین. هستند دریازی

  این   شوندمی  بفرد  منحصر   زیستگاه  این  ساخت   باعث   که  باشندمی
  غذایی   مواد   لحاظ  از  که   جایی  استوایی،  مناطق  در   تنها  موجودات 

  غذایی خود   احتیاجات %  95  از   بیش   و   کنندمی  زندگی  است   فقیر
-می   زوگزانتله  بنام  همزیست  سلولی تک  جلبک  نوعی  از   را

  شاخه   به   متعلق   جلبک   این (.  Muscatine  ،1990)گیرند
  عمل   انجام  با  که  باشدمی  Symbiodinium  جنس   و   هاداینوفلاژله

  باعث   دیگر  طرف  از   و  داشته  عهده  به  را  آلی  مواد  تأمین  فتوسنتز
-می  هاآن  شدن  آهکی  و  هامرجان  سطح  بر  کلسیم  کربنات  رسوب

  دریافت   مرجانی   میزبان  از   امنی  پناهگاه  کار   این   ازای  در   و   شود 
  گونه   معمولترین(.  Porter  ،1977و    Muscatine)کند  می

 Symbiodinium  مورفولوژیک،  صفات   به  توجه  با   زوگزانتله

adriaticum  مورفولوژیک   خصوصیات  که  آنجا   از  و  باشدمی  
  برای   لذا   نیست،  آن  فیزیولوژیک   خصوصیات  بیانگر  زوگزانتله
  ، Baker)  شود می  استفاده   مولکولی  های روش  از  آن  شناسایی

  شامل   و  باشدمی  متنوع  بسیار  Symbiodinium  فیلوژنی(.  2001
 )  است   کلاد   یک   درون   زیادی  بسیار (  های تیپ)  زیرکلادهای
Lajeunesse  ،مختلف  انواع  (. 2003و همکارانSymbiodinium    بر  

 (Cladeکلاد ).  شوندمی   جدا  همدیگر  از   متفاوت  کلادهای   اساس
  موروثی   هایویژگی   که  گرددمی   اطلاق   جاندران  از   گروه  یک  به
 .برندمی   ارث   به  متفاوتی  هایشکل  به   مشترک  نیای  یک   از  را

  شناسایی   برای  شده  استفاده  معمول   ژنتیکی  نشانگرهای  بیشتر
  ITS2   (van Oppenو   ITS1 شامل Symbiodinium متفاوت  کلادهای

همکاران،   همکاران،    LaJeuness  ؛2001و    SSU(،  2003و 

(Rowan    وPowers  ،1992  ،)LSU  (Baker ،  1999 ؛  Nixon  ،

 mostafavi_ pa@srbiau.ac.ir  :پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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همکاران   Mostafavi؛Pochon ،  2001؛2001   و  (2007  ،و 
) rDNA و nrDNA توالی  اطلاعات  از  استفاده  کلروپلاست 

Santos  ،مذکور   نشانگرهای   این مب   بر .  هستند (2004و همکاران  
  ، A  :از  عبارتند  که   گرددمی  تقسیم  کلاد  9  به    Symbiodiniumجنس

B،  C  بر  مبنی  SSUrDNA   (Rowan   و  Powers،  1992)،  D   مبنی  
-SSU   بر   مبنی  E  (، 1999و همکاران،    Carlos)  SSU rDNAبر  

LSU rDNA  وITS2-   DGGE  (LaJeunesse    وTrench  ،2000  ؛
LaJeunesse  ،2001،)  F  بر   مبنی  ITS2-DGGE ،  G  بر  مبنی 

SSU-LSU rDNA   و  ITS region   (Pochon    ،؛ 2001و همکاران  
Pawlowski    ،همکاران   و   LSU rDNA  بر  مبنی  H  (، 2001و 

ITS2   (Pochon    ،2004و همکاران،)  I  بر   مبنی  ITS2  ( Pochon  و
Gates ،2010) . 

شناسائی کلادهای زوگزانتله در جزایر ایرانی خلیج فارس  
صورت   متفاوتی  نشانگرهای  از  استفاده  با  است.  نیز  گرفته 

  گونه   هشت  در  را  C  و  D  کلاد  ( 2007)  همکاران  و  مصطفوی
با استفاده از نشاگر    مرجان   و   کیش   جزیره   درLSU هرماتیپک 
  همکاران   و  Shahhosseiny  آن  از  پس.  اندکرده   شناسایی  لارک

نشانگر  2011) از  استفاده  با   )LSU،  کلاد  D   گونه سه  از    را 
  رابطه   در   پژوهشی   ( 1391پارسا ) سخت شناسائی کردند.  مرجان

  های مرجان   با   همزیست   زوگزانتله  کلاد   روی   عمق  تأثیر  با
نشانگر    این  در .  داد   انجام   سازآبسنگ از  استفاده  با  بررسی که 

ITS2   کلاد  کشندی  هایبرکه   انجام گرفت در  D  5-7  عمق  در   و  
  2007  سال  از  همکاران  و  مصطفوی.  شد  مشاهده  Dو    C  کلاد  متر

  و   فارور  لارک،)  فارس   خلیج  شمال  جزیره  سه  در  2011  سال  تا
  LSUبا استفاده از دو نشانگر    مرجان   گونه   11  روی   و (  هندورابی

  C  و  D ،  A  کلاد  نشان داد که   نتایج.  پرداختند  مطالعه   به   ITS2و  
با    به   مورد   هایمرجان  از   7/11%  و  3/18%  ،70%ترتیب 

از    (.2013و همکاران،    Mostafavi)   باشندهمزیست می  مطالعه
کلاد   یک  از  بیش  با  هرماتیپیک  های  مرجان  اغلب  آنجائیکه 

هستند   شناسائی  (.  2001  همکاران،  و  van Oppen) همزیست 
همزمان این کلادها با استفاده از یک جفت آغازگر اختصاصی  
 زوگزانتله جهت تکثیر هر بک از نشانگرهای ژنتیکی در روش  

PCR- Sequencingشود به همین خاطر پارسا  با اشکال مواجه می
روش1391) از  یکدیگر  از  کلادها  تفکیک  جهت   ،)  DGGE  

(Denaturing gradient gel electrophoresis  )  استفاده کرد که روشی
زمان هزینهدشوار،  و  هدف  بر  با  حاضر  مطالعه  است.  بردار 

مرجان از  کلنی  هر  در  گوناگون  کلادهای  های  شناسائی 
روش    یپیکهرمات  منظور  بدین  است.  گرفته   -PCRانجام 

Sequencing   با استفاده از سه جفت آغازگر اختصاصی برای هر
 انجام گرفت.     (Dو  A ،Cفارس )سه کلاد متداول در خلیج

 

 ها مواد و روش
 Porites(،  1های نه گونه مرجان هرماتیپیک )شکل  کلنی

compressa  ،Acropora downingi  ،Psammocora contigua  ،
Platygyra daedalea  ،Favia pallida  ،Acanthastrea echinata  ،

Leptastrea transversa  ،Pavona decussata    وStylophora 

pistillata    زمستان در  ایستگاه  سه  هنگام   1391از  جزیره  از 
از  2)شکل   استفاده  با  ها  کلنی  شد.  برداشت   )Veron(2000  )

نمونه جهت  شدند.    مناسب   اندازه   با  هاییتکه  برداریشناسائی 
  مخصوص   قیچی  و  اره  چکش،  قلم،  توسط  مولکولی  آنالیز  جهت

  قرار   کیپ  زیپ   داخل   در  هانمونه.  شد   برداشته   هدف   هایکلنی  از
  DMSO  (20%  بافر   از  هانمونه  کردن  فیکس  برای  و   گرفته

DMSO, 0.25M EDTA, saturated with NaCl, pH=8شد.    ( استفاده
نمونه از  نمونهپس  در  برداری  دریا  بیولوژی  آزمایشگاه  به  ها 

دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران منتقل شد. در  
 Air)آزمایشگاه، با استفاده از بافر و دستگاه شست و شو با هوا  

Brush )  شدند.  زوگزانتله جدا  مرجان  بافت  درون  از  از  ها  بعد 
زوگزانتله   روش  نمونه  DNAجداسازی  با   CTAB  (cetylها 

trimethylammonium bromide  )استخراج کلروفرم  شد     و 
(Baker  ،1999واکنش زنجیره .)( ای پلیمرازPCR  با استفاده از )

  اختصاصی   جفت آغازگر اختصاصی انجام شد. آغازگرهای سه  
-5́                                                  )آغازگر پیشین:     Aکلاد  

CCTCTTGGACCTTCCACAAC-3́،  :آغازگر پسین 
 5́-GCATGCAGCAACACTGCTC -3́  )ژنی  قطعه  ITS1- 5.8 

S- ITS2   تکثیر  را  (Correa    ،همکاران   آغازگرهای   (، 2009و 
پیشین:    Cکلاد    اختصاصی                                                  )آغازگر 

5´-AAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTC-

  قطعه   (AAGCATCCCTCACAGCCAAA -3́ -5́آغازگرپسین:،´3
و    (van Oppen  ،2003و  Ulstrup )  تکثیر  را  ITS1  ژنی

 -5́پیشین:)آغازگر      Dکلاد    اختصاصی   آغازگرهای

GCCGTGTACGGTGCTCGCTCTCAA -3́،  :پسین  -5́آغازگر 

GGCCACTCGCAAATGGACAGC -3́قطعه   28Sژنی    (  

(LSU)   تکثیر  را  ( م2009و همکاران،    Correaکرد  حصول  (. 
PCR و رنگ ژل رد   5/1%  به روش الکتروفورز با ژل آگارز

مورد ارزیابی قرار گرفت و قطعات تکثیر شده از نظر کیفیت  
محصولات   نهایتاً  شد.  بررسی  حاصله  جهت    PCRباند  مناسب 

-یابی به شرکت ماکروژن کره جنوبی ارسال گردید. توالیتوالی
با   شده  شناسائی  کلادهای  صحت  از  اطمینان  منظور  به  یابی 

-آغازگرهای اختصاصی انجام شد. بدین منظور توالیاستفاده از  
  Clustal W   (Thompsonافزار  های به دست آمده با استفاده از نرم

تنظیم گردیدند. جهت شناسائی  1994و همکاران،   یکدیگر  با   )
 های ثبت شده در بانک ژن جهانی استفاده گردید. ها از توالینمونه
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: Porites compressa    ،2  : Acropora downingi  ،3  :Psammocora contigua  ،4  :Platygyra daedalea  ،5:  1تصویر کلنی های مطالعه شده.    :1شکل  

Favia pallida ،6 : Acanthastrea echinata، 7: Leptastrea transversa، 8 :Pavona decussata  ،9 : Stylophora pistillata.   
 

 
 جزیره هنگام  در برداري نمونه هایایستگاه: 2 شکل 

 نتایج
ز با سه جفت آغازگر اختصاصی  ای پلیمراواکنش زنجیره

انجام گرفت. طی این واکنش باندهائی با طول    Dو    A،  Cهای  کلاد
  bp70 ( و حدود   A)کلاد  bp  270(، حدود   D)کلاد  bp  350حدود  
ها تنها با یک  (. برخی از نمونه3( حاصل شد. )شکل   C)کلاد

بودند.   یا هر سه کلاد  دو  برخی میزبان  و  بوده  کلاد همزیست 
  PCRبرای اطمینان از صحت باندهای به دست آمده، محصولات  

توالیتوالی سپس  شدند.  کلاد  یابی  با   PCR )محصولات  Aهای 
های پیشین ثبت شده از  ( با توالیAآغازگرهای اختصاصی کلاد  

  AF427466،AB849875،AB849873در بانک ژن جهانی )  Aکلاد  
توالیKM032592و   کلاد  (،  با   PCR )محصولات  Cهای 

( با توالی های پیشین ثبت شده از  Cآغازگرهای اختصاصی کلاد  
)   Cکلاد   جهانی  ژن  بانک  و    EU333738،  KM032562در 

KM032585توالی و   کلاد  (  با     PCR)محصولات  Dهای 
های پیشین ثبت شده از  ( با توالیDآغازگرهای اختصاصی کلاد  

 AB778761،AB78758 ،KF62733در بانک ژن جهانی )  Dکلاد  

،AB778750   وKF030947  (  تطبیق داده شدند )جهت دستیابی به
ها با مسئول مکاتبات مکاتبه گردد(. نتایج واکنش  نتیجه تطابق داده

توالیزنجیره و  پلیمراز  بدین  ای  آمده  دست  به  محصولات  یابی 
بود:   کلادهای    Porites compressaصورت  ،  Dو    Cدارای 

Acropora downingi    کلاد دارای  D  ،Psammocora contigua  
کلادهای   کلاد  D  ،Platygyra daedaleaو    Cدارای  ،   Dدارای 

Favia pallida  کلادهای  D،  Acanthastreaو    A  ،C  دارای 

echinata    دارای کلادهایC    وD  ،Leptastrea transversa    دارای
  C ،   Dدارای کلادهای    D  ،Pavona decussataو    A،  Cکلادهای  

بود. نتایج نشان داد  C و    Aدارای کلاد    Stylophora pistillataو  
، هفت گونه مرجان میزبان  Dکه هشت گونه مرجان میزبان کلاد  

 (.   1باشند )جدول  می A و سه گونه مرجان میزبان کلادC کلاد 

 
 PCRمحصولات   :3شکل 

 

 
 هرماتیپیک های کلادهای شناسائی شده در هر گونه از مرجان: 1جدول 

 نام گونه Aکلاد  C کلاد D  کلاد
X X  Porites compressa 

X   Acropora downingi 

X X  Psammocora contigua 

X   Platygyra daedalea 

X X X Favia pallida 

X X  Acanthastrea echinata 

X X X Leptastrea transversa 

X X  Pavona decussata 

 X X Stylophora pistillata 

 

 بحث
آغازگرهای   از  استفاده  داد که  نشان  نتایج مطالعه حاضر 

تنوع زیستی کلادهای  اختصاصی هر کلاد می به روشنی  تواند 
از مرجان کلنی  های هرماتیپیک گوناگون زوگزانتله را در هر 

-ITS1-5.8S ای پلیمراز قطعه ژنی  نشان دهد. از واکنش زنجیره

ITS2    برای کلاد(Aقطعه ژنی ،)LSU     برای کلاد(D  و قطعه )
  ، bp  250( به ترتیب باندهائی با طول  C)برای کلاد    ITS1ژنی  

bp  330  و   bp  70    .ها تنها با یک کلاد  برخی از نمونهحاصل شد
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  همزیست بوده و برخی میزبان دو یا هر سه کلاد بودند. شناسایی 
  و   فارس خلیج  یحوزه  در   سازآبسنگ  های مرجان زوگزانتله  تنوع

  انجام   (2004همکاران )  و   Bakerتوسط  بار  اولین  عمان  دریای
  شناسایی   عربستان  سواحل   در  را D و   A ،Cکلادهای  که  گرفت 

برای اولین بار به بررسی    (2007)  همکاران  و Mostafavi کردند.  
  هشت   در  را C و D فارس پرداخته و کلاددر سواحل ایرانی خلیج

  کردند.   شناسایی   لارک   و   کیش   جزیره   در   سخت   مرجان   گونه
  گونه   سه  در   را D کلاد  ( 2011)   همکاران  و   Shahhosseinyسپس

 شناسایی  هنگام  جزیره   در  مرجان  گونه   دو  در  را C کلاد  و  مرجان
  روی   بر   ( 2011)  همکاران  و  Rahmani  که   تحقیقاتی  کردند. در 

  این   در  را D کلاد  دادند،  انجام  فارور  جزیره  در   Acroporaجنس
مطالعاتی  گزارش   سازآبسنگ   مرجان   از   جنس    توسط   کردند. 

Mostafavi فارس خلیج  شمال   جزیره   سه   ( در2013)  همکاران  و  
  از   که  مرجان  گونه  11  روی   بر(  هندورابی  و  فارور  لارک، )

 بدین  آن   نتایج.  گرفت   انجام   بودند   شده   آوریجمع  ایستگاه  شش 
  دارای   هامرجان   از  گونه  دو  لارک   جزیره  که در  بود  صورت

Symbiodinium  کلاد  A  کلاد  دارای  گونه  و هفت  D  در .  بودند  
  دارای   گونه   یک   و  D  کلاد  دارای  مرجان  گونه  یک  فارور   جزیره

  و   D  کلاد  مرجان  گونه  یک  هندورابی  در   همچنین.  بود   C  کلاد
-زوگزانتله (  1391پارسا )  داد.  نشان  خود  از  را  C  کلاد  گونه  یک

آبسنگه مرجان  گونه  با چهار  در جزیره  ای همزیست  را  ساز 
 هنگام گزارش کرد.  

بررسی    Acroporaدر مطالعه حاضر یک گونه از جنس   
  Dدر زمستان کلاد    Acropora downingiشد. نتایج نشان داد گونه  

 D و A، Cدارای هر سه کلاد  Favia pallidaپذیرد. گونه را می

را از این    D( تنها کلاد  2007همکاران )   و Mostafavi بود لیکن  
گونه   بودند.  کرده  گزارش  دارای    Pavona decussataگونه 

و    Mostafaviبود در حالیکه لیکن پیش از این    Dو   C کلادهای
تنها کلاد  2007همکاران )  )D    .بود این گونه شناسائی شده  از 

کلاد    Platygyra daedaleaگونه   و    Mostafaviبود    Dدارای 
( )2007همکاران  پارسا  و  همچنین  1391(  گونه،  این  از   ) 

Mostafavi ( از این جنس کلاد  2013و همکاران )D    را گزارش
بودند. گونه  بود   C و  Aدارای کلاد    Stylophora pistillat  کرده 

را از این گونه    A( تنها کلاد  2013همکاران )  و Mostafavi لیکن  
 ( تنها کلاد1391و در جزیره لارک گزارش کرده بودند. پارسا )

D   را از گونهLeptastrea transversa    گزارش کرد درحالیکه در
تنوع گوناگون در گونه    Dو   A، Cاین مطالعه هر سه کلاد   با 

 مذکور مشاهده شدند.   
نتایج به دست آمده از دو گونه در مطالعه حاضر به نتایج 

گونه  داشت.  شباهت  پیشین  مطالعات  از   Porites  حاصل 

compressa    دارای دو کلادD   و   C.بودMostafavi     و همکاران
( نیز این دو کلاد را از این گونه گزارش کردند. گونه  2007)

Psammocora contigua    دارای کلادهایC  ، D   بود، پیش از این
 را از این گونه گزارش شده بود.     DوC نیز کلادهای 

در مطالعه حاضر که در فصل زمستان و در جزیره هنگام  
از    Cاز هشت گونه مرجان، کلاد    Dصورت گرفته است کلاد  

از سه گونه مرجان گزارش شد. اغلب کلاد    A   هفت گونه و کلاد
D  مقاوم عنوان  درجهبه  برابر  در  کلاد  شوری  ترین  حرارت، 
(Fabricius    ،( و کدورت بالا ) 2004و همکارانvan Oppen    و

در نتیجه غالب بودن این کلاد    شود.( شناخته می2001همکاران،  

بر  در حاشیه شمالی خلیج با شرایط حاکم  فارس همواره مرتبط 
نیز به عنوان کلاد مقاوم    Cخلیج فارس بوده است. همچنین کلاد  

و همکاران،   Mostafaviحرارت معرفی شده است )در برابر درجه 
با تولید مقادیر قابل توجهی آمینواسید   Aزوگزانتله کلاد (. 2013

مایکوسپرین     ( mycosporine-like amino  acids    =MAAs)شبه 
به  آبسنگ نسبت  را  استرسها  محیطی  میشرایط  مقاوم  کنند  زا 

(Kinzie    ،؛ 2001و همکاران  Magalon    ،این 2007و همکاران .)
بالا   بنفش خورشید  برابر اشعه ماوراء  ترکیبات مقاومت را در 

و همکاران،    Nealeکنند )های جدی جلوگیری میبرده و از آسیب
رسد که سنتز این آمینواسید یک استراتژی  (. به نظر می1998

سازشی نسبت به تابش شدید نور خورشید است. بنابراین حضور  
نور    Aکلاد   تابش  افزایش شدت  به  پاسخ  در  در منطقه احتمالاً 

به    A(. کلاد  Knowlton  ،1995و     Rowanخورشید رخ می دهد )
 فارس نیز گزارش شده استطور گسترده از زوانتارین های خلیج

(Noori Koupaei     ،در پایان می2016و همکاران .)بینی توان پیش
های فیزیولوژیک هر کلاد زوگزانتله  کرد که با توجه به ویژگی

ها را  احتمالاً مقاومت آبسنگجود بیش ار یک کلاد در هر کلنی  و
افزایش می برابر عوامل مختلف محیطی  البته این امر  در  دهد. 

 ای دارد.  گستردههای نیاز به پژوهش
 

 تشکر و قدردانی 
از سرکار خانم دکتر آتوسا نوری کوپائی به سبب همکاری  

 گردد. در انجام این پروژه سپاسگزاری میایشان 
 

   منابع 
س.،  .1   ی کلادها  رییتغ  بر  عمق  ریتاث  یبررس.  1391  پارسا، 

  ره یجز  سازآبسنگ   یهامرجان   با   ست یهمز  یها زوگزانتله
کارشناسیپایان.  (فارس  جیخل )هنگام آزاد  نامه  دانشگاه  ارشد. 
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