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  الگوي تفرق ژن عطر در برنج و انتخاب مولكولي براي آن

 

  

 

   *۱غفار کياني

  

  )۲۵/۲/۱۳۹۱ :رشيخ پذيتار ؛ ۲۶/۷/۱۳۹۰: افتيخ دريتار(

  

 

  دهيكچ

در ايـن  . برنج غذاي اصلي مردم ايران بوده و عطر و طعم يكي از صفات مهمي است كه نقش اساسي در بازارپـسندي و قيمـت بـرنج دارد                   

 حاصل از تلاقي رقم معطر سنگ طارم با هر يك از ارقام غيرمعطر ندا و نعمـت مـورد بررسـي                     F2اثت عطر و طعم برنج در نسل        تحقيق، ور 

هاي برگي، ارزيابي ژنوتيپي نيز براسـاس نـشانگر عطـر     در اين مطالعه، علاوه بر ارزيابي فنوتيپي براساس آزمون قليايي از نمونه           . قرار گرفت 

را نـشان   ) معطـر : غيرمعطر (۱: ۳نسبت تفرق    F2هاي در حال تفكيك       دست آمده، ارزيابي فنوتيپي در جمعيت      نتايج به براساس  . انجام گرفت 

ايـن نتـايج   . با اسـتفاده از نـشانگر عطـر مـشاهده گرديـد     ) غيرمعطر: هتروزيگوت: معطر (۱: ۲: ۱در ارزيابي مولكولي نيز نسبت تفرق    . داد

هاي معطـر     براي شناسايي بوته  انتخاب به کمک نشانگر     چنين، از    هم. باشدژن عطر در رقم سنگ طارم مي      ژني و مغلوب بودن     دهنده تك  نشان

در سطح مولكولي به غربـالگري       ،فنوتيپيهاي برتر از نظر     بوتهتكپس از انتخاب    بدين ترتيب كه    .  استفاده گرديد  F2هاي    خالص در جمعيت  

خـوب زراعـي    هـاي     ويژگـي گياهان هموزيگوت براي ژن عطر بـا        اي مذكور اقدام شد و      ه   خالص در جمعيت   معطرهاي    بوتهو انتخاب تك  

  .شناسايي شدند

  

  

   

  

  ، انتخاب به کمک نشانگرژنتيك عطر و طعم : يديلك  يها واژه

  

  

  

  

  

  

  
  

   دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبيعي ساري، نباتاتو اصلاحبيوتكنولوژي گروه  .۱

  ghkiani@gmail.com: يكيترونكلاتبات، پست اكمسئول م : *
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۶۶  

  مقدمه

 نيمـي   غذاي تقريباً كننده   تأمين وترين محصول غذايي     برنج مهم 

 است   لاتين يمريکاآاز جمعيت جهان به ويژه در آسيا، آفريقا و          

 قيمتـي   داشـته و از   صـادرات   ارزش خاصي در    برنج معطر   ). ۶(

 برخـوردار    بـرنج غيرمعطـر    جارت جهاني نـسبت بـه     در ت تر  يشب

 ارزيابي و براي  مختلفي  هاي   روشگران از    اصلاح ).۱۶(باشد    مي

نـد از  ا عبـارت هـا    اين روش . كنند  استفاده مي انتخاب ارقام معطر    

عطـر   .کرومـاتوگرافي روش گاز   ، روش شيميايي و     جويدن بذر 

ص آن از   در بافت برگ برنج معطر نيز وجود دارد و براي تشخي          

امـا  ). ۱۷(شـود   محلول قليائي هيدروكسيد پتاسـيم اسـتفاده مـي       

بـه  و  بـوده    دشـوار     و گيـر   وقت هاي سنتي    روش ارزيابي عطر با  

 روش ديگر براي ارزيابي عطـر       .نتايج اطمينان كمتري نيز هست    

از  يمزايـاي باشد كه     مي مولکولي   هاياز نشانگر در برنج، استفاده    

  ).۲( بسيار بالايي دارد  اعتماديتو قابلت ، سرعيارزانقبيل 

دهـد    مـي  توارث عطر در برنج نشان       بارهمطالعات ژنتيکي در  

کنترل عطـر و طعـم      ) fgr (۸روي كروموزم    ژن مغلوب     يک که

معتقـد  ) ۱۴(پينسون  ). ۱۳ و   ۱۰،  ۸،  ۵(را به عهده دارد     در برنج   

 و لايــن ۸۵اســت كــه عطــر و طعــم بــرنج در رقــم جاســمين  

PI467917 كـه   در حالي . شود  له يك ژن مغلوب كنترل مي     وسي  به

وسـيله دو ژن    بـه ۱۰۰بال . در ساير ارقام معطر نظير دراگون آي    

با اين وجود، مطالعات ديگري نيز وجود دارد كه         . شود  كنترل مي 

 و  ۱۴،  ۷(اند    سيستم دو ژني را براي عطر در برنج گزارش نموده         

 badh2 كه ژن    گزارش كردند ) ۲ و   ۱( برادبري و همكاران     ).۱۸

باشد، زيرا اين ژن در مقايـسه بـا ژن            همان ژن عطر در برنج مي     

Badh2          ۲ طبيعي كه بتـائين آلدهيـد دهيـدروژناز) BADH2 ( را

 در  SNP جفت بازي و سـه       ۸كند داراي حذف شدگي       توليد مي 

آنان نشانگرهاي مولكولي را براي تعيين ژنوتيـپ        .  دارد ۷اگزون  

يـك آلـل   ) ۱۶(شـي و همكـاران    . عطر در برنج طراحي نمودند    

 در برنج را شناسايي كردند كـه تـوالي          )badh2-E2(جديد عطر   

 ۷ داشت، اما يك حذف شـدگي        ۷ در اگزون    Badh2مشابه آلل   

آنان نيز نشانگرهاي مولكولي را     .  داشت ۲جفت بازي در اگزون     

چـن و   . براي تعيـين ژنوتيـپ عطـر در بـرنج طراحـي نمودنـد             

 حاصـل از ژن    BADH2ردند كه پـروتئين     تأييد ك ) ۳(همكاران  

Badh2   ــق ممانعــت از بيوســنتز ــرولين  .۱– اســتيل.۲از طري پي

)2AP باعث فقدان عطر   ) ترين تركيب معطر در ارقام معطر      ، مهم

 .۲عطر در برنج با افـزايش سـطوح         از اين رو،    . شود  در برنج مي  

  ).۲۱ و ۱۹( است  همراه)2AP(پيرولين  .۱ –استيل

ي کلاسيک براي انتخاب بهترين تيـپ گيـاه،         هاي اصلاح   روش

بستگي کامل به شرايط محيطي و سن گيـاه دارد تـا امکـان تظـاهر         

نژادگرها بسيار علاقمند هـستند کـه       به. صفات مختلف ميسر گردد   

مجهز به فناوري جديدي شوند که نه تنها دقت کار آنها را افزايش             

امـروزه  . هش دهد داده، بلکه مدت زمان در اصلاح نباتات را نيز کا         

نژادگرهـا  نشانگرهاي مولکولي چنين امکاني را فراهم آورده تـا بـه          

تري بـه اهـداف اصـلاحي خـود           بتوانند در مدت زمان بسيار کوتاه     

در زمينه استفاده از نشانگرهاي مولكولي براي اصـلاح         . دست يابند 

و يـي و  ) ۹(هاي جين و همكـاران     توان به گزارش    كيفيت برنج مي  

اشاره كرد كه با استفاده از انتخاب به كمك نشانگر          ) ۲۰(همكاران  

)MAS(         خصوصيات كيفي ارقام غيرمعطر برنج را اصلاح کردنـد ، .

بررسي توارث ژن عطر در رقم سنگ طـارم         با هدف   تحقيق حاضر   

 F2هاي درحـال تفـرق        هاي معطر در جمعيت     بوتهتكغربالگري  و  

  . اجرا شده استMASاز طريق 

  

  ها مواد و روش

  مواد گياهي

 برنج پرمحصول در اين مطالعه، از رقم معطر سنگ طارم و ارقام           

در سـال اول، ابتـدا      . اسـتفاده گرديـد    ندا و نعمـت      و غير معطر  

تلاقي بين سنگ طارم با هر يك از دو رقـم غيـر معطـر مـذكور      

بـراي  هـا     تلاقياين  حاصل از    F1سپس بذرهاي   . صورت گرفت 

در سـال   . شـدند ل بعد كشت     سا  در F2بذرهاي  دست آوردن   ه  ب

 بوتــه و ۱۹۱جمعيــت اول مــشتمل بــر ( F2جمعيــت ســوم، دو 

علوم در مزرعه پژوهشي دانشگاه     )  بوته ۱۸۹جمعيت دوم داراي    

عمليات زراعي  .  گرديدند ساري کشت  و منابع طبيعي     کشاورزي

 از قبيل كوددهي، سمپاشي و وجـين در طـول            در منطقه  متداول

  .درشد گياهان انجام داده ش
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۶۷  

  
  )۲(موقعيت آغازگرهاي مورد استفاده در ژنوتيپينگ عطر همراه با وزن باندهاي مربوط به آنها . ۱شكل 

  

  ارزيابي فنوتيپي

هـاي برگـي از       براي ارزيابي فنوتيپي نحـوه تفـرق عطـر، نمونـه          

آوري و با روش       مورد مطالعه جمع   F2هاي    هاي جمعيت   بوته تك

هاي    وجود عطر در نمونه    به بررسي ) KOH(هيدروكسيد پتاسيم   

 گـرم بافـت     ۲بدين منظور،   ). ۱۷(ها اقدام گرديد      بوتهبرگي تك 

زني برداشـت و بـه قطعـات          ها در مرحله پنجه     بوتهبرگي از تك  

هـاي آزمايـشي انتقـال داده       تر تقسيم شـده و بـه تيـوب         كوچك

به هر يك از    % ۷/۱ليتر هيدروكسيد پتاسيم     ميلي ۱۰مقدار  . شدند

 دقيقه در دماي اتـاق      ۱۰مدت   ها به   تيوپ. افه گرديد ها اض   تيوپ

هـا از طريـق       سپس بـا بـاز كـردن درب تيـوپ         . نگهداري شدند 

بويايي، وجود و يا عدم وجود عطر مورد ارزيـابي قـرار گرفـت              

هـا در دو گـروه معطـر يـا غيرمعطـر              بر اين اساس، بوتـه    ). ۱۷(

از هـاي ژنتيكـي       براي آزمـون انطبـاق نـسبت      . بندي شدند  دسته

  .آزمون مربع کاي استفاده گرديد

  

  مولكوليارزيابي 

 و به روش دلاپورتا DNA، برنجهاي بوتهتك يبرگهاي  نمونهاز 

عطر با اسـتفاده از     ارزيابي مولكولي   . استخراج شد ) ۴(همکاران  

. )۲ ( انجــام شــد)۱شــكل ( EAP و IFAP ،INSPآغازگرهــاي 

مـراز  پلـي  Taq  آنزيم ميکروليتر۲/۰شامل  PCRمخلوط واكنش  

 نـــانوگرم در ۱۰( الگـــو DNA ميکروليتـــر يـــک، )واحـــد ۵(

 ۵۰(MgCl2  ميکروليتريک ، X ۱۰ ميکروليتر بافر۵/۲، )ميکروليتر

 ۵/۲  و)رولامــ ميلــي۵( dNTPs ميکروليتــر يــک، )مــولارميلــي

 ۲۵  كــل، در حجــم) ميکرومــولار۲(ميکروليتــر از هــر آغــازگر 

 ۹۴اوليه  رت واسرشته سازي    صودمايي به شرايط  .  بود ميکروليتر

 درجــه ۹۴چرخــه از  ۳۰ ، دقيقــه۲مــدت   بــهلــسيوسدرجــه س

 ، ثانيـه  ۵ مـدت  لسيوس به  درجه س  ۵۸  ثانيه، ۵مدت   به لسيوسس

 درجـه   ۷۲نهايي  و گسترش    ثانيه   ۵ مدت به لسيوس درجه س  ۷۲

  پـس از PCRمحـصولات  . )۲( بـود    دقيقـه  ۵مدت    به لسيوسس

 الکتروفورز ژل آگـارز   ا استفاده از    بيد  ابرمآميزي با اتيديوم     رنگ

 ـي   جفـت بـاز    ۱۰۰  از ماركر وزني   .جداسازي شدند  ۵/۱%  رايب

  . استفاده شدPCRبرآورد اندازه قطعه 

  

  نتايج و بحث

  الگوي تفرق ژن عطر

رقـم نـدا    × ) معطـر ( حاصل از تلاقي سنگ طـارم        F1نتاج نسل   

ن اي. نعمت فاقد عطر بودند   × چنين سنگ طارم     و هم ) غيرمعطر(

مغلـوب  ) هـاي ( دهنده کنترل ژنتيکـي عطـر توسـط ژن         امر نشان 

هـاي   نتايج بررسي الگوي تفرق صفت عطر در جمعيت   . باشدمي

F2       نعمـت  × ندا و سنگ طـارم      ×  مورد مطالعه يعني سنگ طارم

بوتــه از طريــق روش بويــايي  تــک۱۸۹ و ۱۹۱ترتيــب روي  بــه

هيدروکـسيد  ها بـا اسـتفاده از محلـول           بوته  هاي برگي تک    نمونه

هـاي    بوتـه بر ايـن اسـاس، تـک      .  آمده است  ۱جدول  پتاسيم در   

بنـدي   جوامع مورد مطالعه در دو گروه غيرمعطر و معطـر گـروه           

هـاي سـنگ      هاي تفرق مشاهده شده براي جمعيت       نسبت. شدند

 و ۳۸: ۱۵۳ترتيب برابـر بـا    نعمت به× ندا و سنگ طارم    × طارم  

 ۱:۳ا نــسبت ژنتيکــي ايــن نتيجــه بــ. دســت آمدنــد  بــه۴۱: ۱۴۸

   مطابقت دارد، زيـرا  P= 0.01در سطح احتمال ) معطر: غيرمعطر(
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۶۸  

  راساس ارزيابي فنوتيپي بF2هاي  الگوي تفرق عطر در جمعيت. ۱جدول 

  .باشد  مي۶۴/۶ و ۸۴/۳ترتيب برابر  به% ۱و % ۵ با يک درجه آزادي در سطوح ۳:۱بحراني براي نسبت تفرق X2 مقدار 

   براساس ارزيابي مولكوليF2هاي  الگوي تفرق عطر در جمعيت. ۲جدول 

  .باشد  مي۲۱/۹ و ۹۹/۵ترتيب برابر  به% ۱و % ۵ با دو درجه آزادي در سطوح ۱:۲:۱بحراني براي نسبت تفرق X2 مقدار

  

 نتـايج   . گرديـد  ۱۰۳/۱ و   ۶۵۵/۲ترتيب برابـر     آنها به  X2مقدار  

هـاي  ارزيابي مولکولي الگوي تفرق صفت عطـر در جمعيـت         

.  آمده اسـت   ۲جدول  مورد مطالعه با استفاده از نشانگر آن در         

هـاي بـا    که اين نشانگر قابليت تـشخيص بوتـه   با توجه به اين 

ژنوتيپ خالص معطر، هتروزيگـوت و غيرمعطـر را داراسـت           

هاي   اس در جمعيت  ، نسبت تفرق مشاهده شده بر اين اس       )۳(

: ۵۱ترتيب برابر با     نعمت به × ندا و سنگ طارم     × سنگ طارم   

هـا بـا      ايـن نـسبت   .  مشاهده گرديد  ۳۸: ۱۰۲: ۴۹ و   ۳۷: ۱۰۳

) غيرمعطـر : هتروزيگـوت : معطـر  (۱:۲:۱نسبت مورد انتظـار     

دار بود    محاسبه شده آنها غيرمعني    X2انطباق دارند، زيرا مقدار     

هـاي    ژن مغلوب در جمعيـت     تک دهنده الگوي تفرق   که نشان 

F2 طورکلي، نتايج ارزيابي فنوتيپي و نيز مولکـولي        به. باشد   مي

صـورت   دهنـده کنتـرل صـفت عطـر بـه          در اين تحقيق نـشان    

ايـن  . باشـد   ژني در رقم معطر سنگ طـارم مـي        مغلوب و تک  

، ۵(نتايج در انطباق با نتايج بسياري از محققـين ديگـر اسـت        

  ).۱۳ و ۱۲، ۱۰، ۸

  

  عطرژن براي انتخاب به کمک نشانگر 

هاي معطر خالص به انتخاب مولکولي        بوته  شناسايي تک با هدف   

 مبادرت  F2در جوامع در حال تفکيک      ) MAS(به كمك نشانگر    

هـاي    ها در هر دو جمعيت از نظـر ويژگـي           بوتهابتدا تک . گرديد

مهم زراعي نظير زودرسي، ارتفاع، طول خوشـه و تعـداد پنجـه             

سـپس بـا اسـتفاده از       . زيابي و انتخاب اوليه قرار گرفتند     مورد ار 

. هاي معطر خالص مورد شناسايي قرار گرفتنـد         عطر بوته نشانگر  

هـاي    هاي معطر خـالص را از بوتـه         طور مؤثر بوته   اين نشانگر به  

هاي معطر    که بوته  طوري به. غيرمعطر و هتروزيگوت متمايز نمود    

 جفـت   ۲۵۷ و   ۵۸۰ مولكولي   هاي  هر دو باند مورد انتظار با وزن      

و  EAPبانـد اول حاصـل از آغازگرهـاي    . باز را توليـد نمودنـد   

ESP   يعني وجود اين   . كند  کنترل داخلي عمل مي   عنوان    بوده و به

دومـين بانـد مربـوط بـه        .  است PCRباند حاكي از كاركرد صحيح      

نتـايج  . باشد   مي ESP و   IFAPباشد كه حاصل آغازگرهاي       عطر مي 

و  نعمـت × سـنگ طـارم     هاي    در جمعيت شان داد که    ناين تحقيق   

 بوته معطر خـالص بـا       ۷ و   ۱۰ترتيب تعداد    بهندا  × سنگ طارم   

 ضـمن   .)۲شـکل   (هاي زراعي مطلوب شناسـايي شـدند          ژگي  وي

آنهـا نيـز    مهـم زراعـي     هـاي     ها، ويژگي   بذرگيري از اين ژنوتيپ   

 روي ايـن    هـا   ساير ارزيـابي  . )۳جدول   (گرديدبرداري   يادداشت

اي اسـتوار     هاي متعاقـب براسـاس روش شـجره         در نسل  ها  لاين

  . بود خواهد

  جمعيت
  تعداد

 كل بوته

  تعداد

 هاي غيرمعطر بوته

  تعداد

 هاي معطر بوته
X2 

 ns ۶۵۵/۲ ۳۸  ۱۵۳  ۱۹۱   ندا ×سنگ طارم

 ns ۱۰۳/۱ ۴۱  ۱۴۸  ۱۸۹   نعمت ×سنگ طارم

  جمعيت
  تعداد

 كل بوته

هاي معطر  تعداد بوته

 خالص

هاي  تعداد بوته

  تهتروزيگو

هاي  تعداد بوته

 غيرمعطر
X2 

  ns ۲۳۰/۳ ۳۷ ۱۰۳ ۵۱  ۱۹۱   ندا ×سنگ طارم

  ns ۴۷۱/۲ ۳۸ ۱۰۲ ۴۹  ۱۸۹   نعمت ×سنگ طارم
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۶۹  

   مورد مطالعهF2هاي هاي انتخابي از جمعيتبوتهمشخصات زراعي تك. ۳جدول 

 )گرم(وزن هزار دانه   تعداد دانه در خوشه )متر سانتي(طول خوشه  تعداد پنجه )متر سانتي(ارتفاع گياه  بوته

۱  ۱۴۰ ۳۲ ۷/۳۰ ۸۵ ۹/۲۲ 

۲ ۱۳۰ ۲۹ ۲۶ ۱۱۶ ۵/۲۵ 

۳ ۱۴۶ ۱۹ ۳۰ ۱۱۶ ۷/۲۲ 

۴  ۱۶۳ ۲۰ ۳۴ ۱۳۸ ۰/۲۹ 

۵ ۱۷۰ ۱۵ ۷/۳۴ ۱۵۸ ۸/۲۵ 

۶ ۱۳۱ ۳۱ ۳۳ ۱۲۸ ۳۱ 

۷ ۱۲۹  ۲۰ ۵/۲۶ ۸۵ ۷/۲۳ 

۸ ۱۳۸ ۳۰ ۳۰ ۱۴۸ ۳۴ 

۹ ۱۴۵ ۱۳ ۳۷ ۱۵۲ ۲۹ 

۱۰ ۱۶۷  ۲۲  ۷/۳۵  ۱۱۱  ۲/۲۹  

۱۱  ۱۶۹  ۱۸  ۵/۳۵  ۸۰  ۲۰  

۱۲  ۱۵۱  ۲۵  ۳۴  ۹۴ ۲/۲۶  

۱۳  ۱۵۰  ۲۸  ۳۲  ۱۷۲  ۸/۲۸  

۱۴  ۱۳۰  ۱۴  ۲۶  ۱۳۹  ۸/۲۶  

۱۵  ۱۵۳  ۱۶  ۳۰  ۱۴۱  ۶/۲۱  

۱۶  ۱۷۵ ۱۸ ۷/۳۱ ۴۸  ۵۷/۱۴  

۱۷  ۱۴۳ ۲۸ ۳۲ ۱۹۸  ۲۰/۲۷  

  

 

 
  

  
و ) شكل بالا( نعمت  ×طارم هاي سنگ هاي معطر خالص شناسايي شده با استفاده از نشانگر عطر در جمعيت الگوي باندي بوته. ۲شكل 

  . مارکر وزني استM). كل پائينش( ندا × طارم  سنگ

  باند عطر

bp ۲۵۷  

M        1      2       3       4       5       6       7   

  باند عطر

bp ۲۵۷  

M    1      2     3    4     5     6     7     8     9    10 
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  ۱۳۹۱/  ششمشماره  / دومسال  / وري محصولات زراعي و باغيآتوليد و فر مجله 

۷۰  

هـاي زراعـي      ها ارقام معطـر بـرنج بـا ويژگـي           لايناين  نهايتاً از   

  .دست خواهد آمد مطلوب در آينده به

 در مراحل اوليه    توان مي) MAS (از انتخاب به کمک نشانگر    

ي نظيـر   راي صـفات  خصوص ب  هكار ب اين  . فاده نمود استرشد گياه   

رشد قابل ارزيابي هستند، بـسيار      كيفيت دانه كه در مراحل آخر       

در توان به سـرعت       مي رانامطلوب  هاي    بوتهبنابراين،  . مهم است 

.  حـذف نمـود    MASمراحل اوليه رشد گيـاه از طريـق راهکـار           

ــم ــين  ه ــعيت    چن ــاه را در وض ــپ گي ــتفاده از آن ژنوتي ــا اس ب

تشخيص داد كه اين كـار از طريـق         هموزيگوت و هتروزيگوت    

باعـث سـرعت    ايـن مزايـا     . باشـد    نمـي  انتخاب فنـوتيپي ميـسر    

 MASاز   ).۱۵ و   ۱۱(شـود     هاي اصلاحي مـي     بخشيدن به برنامه  

. آميز براي اصلاح كيفيت برنج استفاده شده است        طور موفقيت  به

خصوصيات كيفي رقـم بـرنج      ) ۹(جين و همكاران    طور مثال،    به

II-32B        را از طريق انتخاب به كمك نـشانگر مولكـولي اصـلاح 

 لاين اصلاحي را بـا خـصوصيات كيفيتـي          ۱۷آنها نهايتاً   . نمودند

) ۲۰(چنــين يــي و همكــاران  هــم. مطلــوب شناســايي نمودنــد

 را از   Manawthukhaخصوصيات كيفـي رقـم بـرنج غيرمعطـر          

ــق  ــدMASطري ــا .  اصــلاح نمودن ــا  ۱۲آنه ــن اصــلاحي ب  لاي

  .خصوصيات كيفيتي و زراعي مطلوب را شناسايي كردند

  

  گيري نتيجه

 تحقيق، ضمن مطالعه نحوه كنترل ژنتيكي عطـر در بـرنج    در اين 

کرد، با استفاده از انتخاب     صورت تك ژن مغلوب عمل مي      كه به 

هـاي معطـر      بوتـه فنوتيپي و متعاقب آن انتخـاب مولكـولي تـك         

 ژنوتيپ معطر   ۱۷ به تعداد    F2خالص از جوامع در حال تفكيك       

ــا ويژگــي  ــوب شناســايي شــدند  خــالص ب ــاي زراعــي مطل    .ه

كـار از نظـر تلفيـق اصـلاح كلاسـيك و اصـلاح مولكـولي                 اين

هـاي    تواند حائز اهميت باشد و روند توسـعه و توليـد لايـن              مي

  .جديد معطر را در اصلاح برنج تسريع نمايد
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