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  چکیده
یشه، غده، برگ و هاي مهم اقتصادي است که ریدگی نرم باکتریایی یکی از بیماريلکه برگی و پوس

دهد. این بیماري توسط طیف وسیعی از باکتريزینتی را تحت تاثیر قرار می ساقه تعدادي از گیاهان
به منظور شناسایی عوامل لکه برگی باکتریایی گیاهان زینتی در استان  شود.هاي پکتولیتیک ایجاد می

هاي از گلخانه با علائم لکه برگی و پوسیدگی نرم برخی گیاهان زینتی ازنمونه  70 تعداد ،صفهانا
زنی روي ها با مایهزایی جدایهها، بیماريپس از جداسازي باکتري .شد جمع آوري استان مختلف

الیز ترادف و آن فنوتیپیهاي متداول ها با انجام آزمونگیاهان میزبان اثبات شد. شناسایی باکتري
SrDNA١۶ هاي بررسی شده متعلق به ها نشان داد جدایهانجام شد. نتایج این آزمون

از گیاهان  این باکتري . این اولین گزارش از شناساییندبود  Pectobacterium carotovorumگونه
  باشد.زینتی در استان اصفهان می

  
  ، تعیین ترادفPectobacterium carotovorum   ،S rDNA16گونه: هاکلید واژه

  
  مقدمه

هاي بیمارگر جنس پکتوباکتریوم یکی از مهمترین
گیاهی گرم منفی متعلق به خانواده 

Enterobacteriaceae این جنس طیف وسیعی . است
پوسیدگی نرم، پژمردگی، را در شامل از علائم بیماري 

و اي اي و دو لپهدامنه وسیعی از گیاهان میزبان تک لپه
-مارکز( کندایجاد میرا در سیب زمینی ساق سیاه 

هاي اصلی ). از ویژگی2011، 1و همکاران وسییسنوویلا
هاي منهدم کننده ها، تولید و ترشح آنزیماین باکتري

هاي پکتیناز یا پکتولیتیک دیواره سلولی، به ویژه آنزیم
 گردندهاي گیاهی میاست که موجب لهانیده شدن بافت

                                                             
1- Marquez-Villavicencio et al. 

 پکتوباکتریومجنس ). 1994، 2باراس و همکاران(
هاي بیوشیمیایی و ویژگیاساس اختلاف دامنه میزبانی بر

 دشوو مولکولی به چندین گونه و زیرگونه تقسیم می
 پنججنس به این . )1997، 3(کوان و همکاران

 .Pectobacterium  carotovorum, P,گونه
atrosepticum, P. betavasculorum, P. 

brasiliensis  وwasabiae  P. 4(ون در مرو و همکاران  ،
 نیز سه  P. carotovorumشوند و براي گونهتقسیم می )2010

، P. carotovoum, subsp. Carotorum  زیرگونه
(Pcc) P. carotovorum subsp. Odoriferum و 

P. carotovorum subsp. brasiliensis توصیف 

                                                             
2- Barras et al. 
3- Kwon et al. 
4- Van der Merwe et al. 
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، دوارت و 2003، 1گاردان و همکاران( شده است
  و.atrosepticum  Pي . گونه)2004، 2انهمکار

Pcc ترین گونه و زیر گونه این جنس هستند که مهم
شدید به محصولات زیادي در مزرعه و  باعث خسارت

داراي   Pccهاشوند. در میان اینداري میدر طول انبار
و و ژئدامنه میزبانی و جغرافیایی وسیعتري است (

  ).2010، 3همکاران
  (Pectobacterium)باکتري بار اولین ایران در

Erwinia دش جدا سیکلامن پوسیده هايپیاز از 
 گونه بیشتر هايآزمایش با امانی). 1346 ،حجارود(

 Erwinia (Pectobacterium)را باکتري

carotovora هنگام آن از). 1346 ،امانی( نمود معرفی 
 هااین باکتري شناسایی جهت متعددي مطالعات تاکنون،

 سیب زمینی روي بیشتر و کشور مختلف طقمنا در
 و ظهورپرالک ؛1365 ،دانش و بهار( است گرفته صورت

 سهیلی ؛1381 ،رحیمیان و احمدوند ؛1377 ،همکاران
 و همکاران،راوري  بقایی ؛ 1383 ،زاده حسن و مقدم

2011(.  
، در جهان و ایراندر حال رشد باغبانی هاي بخشیکی از 

استوایی  آبسیاري از این گیاهان منش .گیاهان زینتی است تولید
ها با زیستگاه اي آنهاي گلخانهشرایط محیط بنابراین دارند،

بومی این گیاهان متفاوت است، در نتیجه گیاهان تحت تنش 
- زا میگیرند و مستعد آلودگی به انواع عوامل بیماريقرار می

هاي پکتولیتیک یکی از عوامل ). باکتري1987، 4چاز(د شون
آیند. وقوع زا در گیاهان زینتی به حساب میمهم خسارت

انتروباکتریاهاي پکتولیتیک عامل پوسیدگی نرم و لکه برگی 
بویراز و هاي جهان (گیاهان زینتی در بسیاري از کشور

) 2009،  7آلیپی و لوپز ؛2007 ،6کیم و کیم ؛2006، 5همکاران
و (بقایی راوري  هاي شمال ایرانجمله گلخانه ازو 

                                                             
1 - Gardan et al. 
2  - Duarte et al. 
3  - Zhu et al. 
4- Chase 
5- Boyraz et al. 
6- Kim & Kim 
7- Alippi & Lopez 

(دهاقین و  هاي تهران و مرکزي، استان)2011همکاران، 
  .گزارش شده است)  2014شمس بخش، 

هاي شناسایی گونه انجام این پژوهشهدف از  
استان  پکتوباکتریوم عامل پوسیدگی نرم و لکه برگی در

هاي مولکولی و بیوشیمیایی اصفهان با استفاده از روش
 .P کتريهاي ما نشان داد که با. یافتهاست

carotovorum  اصلی پوسیدگی نرم و امل وعیکی از
  باشد.گیاهان زینتی این استان میلکه برگی در

  
  هامواد و روش

   بردارينمونه
هاي گل زینتی در استان از گلخانه 1390در آبان ماه 

هاي داراي علائم مشکوك از برگ، ساقه اصفهان نمونه
 Aglonema( آگلونما و گل گیاهان زینتی

(robelini، پتوس(Scindapsus spp) سینگونیوم ، 
(Syngonium podophllum)، کاکتوس 

(Schumbergera spp)، آلوئورا (Aloe vera)، 
اسپاتیفیلوم ، )Diffenbachia amoena( دیفن باخیا

(Spathiphyllum wallisii)، گل ناز 
)(Portulaca grandiflora، رز )Rosa 

hybrid(  و دراسنا)Dracaena sp.( جمع آوري شد 
 = Pcc (IBSBF-863هاياز باکتري

ATCC15713)  وP. atrosepticum (IBSBF-

1819 = ATCC33260) هاي به عنوان جدایه
 در ٨IBSBFکلکسیون نگهداري باکتري از استاندارد 

  ستفاده شد.ا برزیل
  سازيجداسازي و خالص

ر، هاي بیماهاي نمونهجداسازي باکتريبراي  
آلوده پس از شستشو با آب معمولی و ضد  هاياندام

خشک و قطعات  ،درصد یک سدیمبا هیپوکلرید عفونی 
کوچکی از نواحی حد فاصل بافت سالم و بیمار در 

طر استریل قرار استریل حاوي آب مقپتري هاي تشتک

                                                             
8- Instituto Biológico Seção de Bacteriologia 
Fitopatologia 
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دقیقه، یک قطره  20خرد شدند. پس از  داده و با اسکالپل
 (NA)  غذاییر نسیون حاصله روي محیط آگااز سوسپا

 سلسیوسدرجه  25دماي با  انکوباتوردید و درمخطط گر
در محیط مجددا هاي منفرد نیسپس کل .نگهداري شد

ها در آب ي جدایهخالص سازي شدند. همه غذاییآگار 
درصد در  30و در گلیسرول  یخچالمقطر استریل در 

  نگهداري شدند. -80دماي 
  یهاي بیوشیمیایی و فیزیولوژیکآزمون

هاي متعلق به به منظور شناسایی و جدا نمودن باکتري
هاي آزمون ،هاپکتولیتیک از دیگر باکتري اروینیاهاي

هاي سیب گرم، لهانیدن ورقهرنگ آمیزي لازم شامل 
 41و  39هیدرولیز اسکولین، رشد در دماي  لوان،زمینی، 

 5و  3، 2سلسیوس، تولید ایندول، تحمل نمک طعام درجه 
کروز و واز سیستئین، احیاء مواد از س H2Sلید درصد، تو

 انجام گرفت. )2001( 1آز به روش شاد و همکاران اوره
اي از کلنی روي کاغذ  آزمون اکسیداز با قرار دادن توده

 صد تترامتیل دي آمین ديلول یک درآغشته به مح
 .)2001، همکارانو  شاد( هیدروکلراید صورت گرفت

هیدرولیز نشاسته و آرژنین  ،ژلاتین هیدرولیز ،آزمون کاتالاز
آزمون احیاي نیترات و با  هیدرولاز صورت گرفت.دي

هاي سولفانیلیک اسید و آلفا نفتیل آمین در  افزودن معرف
تشکیل هاله در محیط کشت پلی  اسید استیک انجام شد.

گالاکتورونیک اسید نیز براي تایید لهانیدن ورقه هاي سیب 
 ).2005، 2جارانا و همکاران- لگادوزمینی انجام گرفت (د

کروز، وشامل س آزمون استفاده از منابع مختلف کربوهیدراتی
ت، تارتاراگلوکز، سلوبیوز، ، مالتوز، رافینوز، ، لاکتوز، دي

به عنوان تنها منبع کربن و دي آرابیتول و سیترات سوربیتول و 
 و با استفاده از محیط )2001( انرژي به روش شاد و همکاران

آزمون رشد در شرایط کشت آیر و همکاران انجام گرفت. 
انجام  )1953( 3هوازي به روش هیو و لایفسون هوازي و بی

  .گرفت
  

                                                             
1- Schaad et al. 
2- Delgado-Jarana et al. 
3- Hugh & Leifson 

  زاییآزمون اثبات بیماري
 و به این منظور از گیاهان میزبان (آگلونما، سینگونیوم، رز

ساعت  24) استفاده شد. از کشت .Agave sp)(آگاو
سلول در میلی لیتر  1 107غلظتباکتري سوسپانسیونی با 

- تهیه شد و به روش تزریق در فاصله بین رگبرگ عمل مایه

 48زنی صورت گرفت. به منظور حفظ رطوبت مناسب، 
زنی روي کلیه گیاهان با استفاده از ساعت قبل و بعد از مایه

پوشش پلاستیکی سلوفان پوشانده شد. از آب مقطر استریل به 
روز مشاهده  15تا  12علائم بعد از  .رل استفاده شدعنوان کنت

هایی به صورت سپس از گیاهان داراي علائم نمونه .شد
تصادفی انتخاب شد و پس از ضدعفونی و شست و شو، عمل 

هاي بیوشیمیایی چنین تکرار تعدادي از آزمونجداسازي و هم
 د.زایی باکتري مورد نظر انجام شبه منظور اطمینان از بیماري

 براي انجام آزمون فوق حساسیت از گیاهان توتون
)Nicotiana tabacum cv. anthi و (

استفاده شد. به  (Pelargonium hortorum)شمعدانی
ساعت باکتري سوسپانسیونی با  24این منظور از کشت 

ها در فضاي بین سلولی تهیه و به برگ 2 108غلظت 
 کلمنت( ساعت ثبت شد 48تا  24تزریق شد و نتایج بعد از 

   ).1964، 4و همکاران
  دي ان اياستخراج 

ــایی   دي ان اياســتخراج  ــز قلی ــا اســتفاده از روش لی ب
ســاعت از کشــت  24صــورت گرفــت. پــس از گذشــت  

، سوسپانسـیونی از بـاکتري   آگار غذایی باکتري در محیط
تهیـه   و نـیم میلـی لیتـري   هـاي یـک    در داخل میکروتیوب

میکرولیتـر محلـول    50 هـا  یـک از تیـوب   شد. سپس به هر
KOH      پنج در صد اضافه شـد و بعـد از ورتکـس کـردن

 10دقیقـه جوشـانده شـدند. سـپس بـه مـدت        10به مدت 
رویـی  محلـول  و سانتیریفیوژ شدند rpm13000دقیقه در 

 پـی سـی آر  مستقیم در واکـنش  به طور  دي ان ايحاوي 
  به کار برده شد. 

  

                                                             
4- kelment 
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  آنالیز فیلوژنتیکیو ترادف تعیینپی سی آر، 
از  با استفاده جدایهبراي هر rDNA S16 قطعه

-’AGAGTTTGATGAT 16f27:5 هايآغازگر

CMTGGCTCAG-3’ 16 وR1525: 5’-
TTCTGCAGTCTAGAAGGAGGTGW

TCCAGCC-3’ .پی سی آر شرایط تکثیر شد  
توصیف شده است. ) 2008( 1پوزا و همکاران توسط

آگارز یک درصد تکثیر شده در ژل دي ان اي تفکیک 
ژل با دیوم برماید انجام شد. یرنگ آمیزي شده با ات

عکسبرداري (فرانسه)  2استفاده از دستگاه ویبر لورمنت
دي به وسیله کیت استخراج   پی سی آر . محصولشد

ر از ژل استخراج شد. سپس قطعه تکثی 3اژننیسان اي 
کره جنوبی  4ریبه شرکت بیون شده براي تعییین ترادف

افزار ز نرماهاي حاصل با استفاده ترادفگردید.  ارسال
مشابه در  هايترادفشد و با  ویرایش  5کلاستال ایکس

استفاده از نرم افزار با  همردیف و 6NCBIسایت
روش  مقایسه و درخت فیلوژنتیکی با سه 7مگافایو

 اتصال و 9بیشینه درست نمایی،  8کمترین فرضیات
ها با به الگوي شاخهن میزان اطمینارسم شد و  10ههمسای
منتشر شده ارزیابی شد. توالی  بار فراوانی 1000
به  Buchnera aphidicola (L18927)جدایه

  استفاده شد. عنوان گروه خارجی
  

  نتایج
  شناسایی پکتوباکتریوم در گیاهان زینتی

نمونه گیاهی مشکوك به آلودگی  70در مجموع از 
م لهیدگی، داراي علائهاي نمونهاز گیاهان زینتی 

                                                             
1- Poza et al. 
2  - Viber Lourmant 
3-Cinnagen 
4- Bioneer 
5- Clustal x 
6- National Center for Biotechnology 
Informational 
7- MEGA5 
8- Maximum parsimony  
9- Maximum likelihood 
10- Neighbour-joining 

اي داراي هاي آبسوخته به رنگ زرد مایل به قهوهلکه
هاي متحدالمرکز تیره و روشن و بعضی اوقات حلقه

استرین جداسازي و خالص  64همراه با هاله زرد رنگ، 
هاي بر اساس آزمونجدایه  15از این میان سازي شد 
تشخیص داده شدند.   P. carotovorumبیوشیمیایی

شدیدترین علائم  بر اساس سه جدایه براي ادامه کار
به عنوان نماینده انتخاب میزبان  و گونهبیماري زایی 

  .)1 (جدول شدند
  زاییآزمون بیماري

تزریق در بعد از روز  7-10لائم بیماري تقریبا ع
 و ظاهر شد. علائم پوسیدگی نرمها فاصله بین رگبرگ

روي آگلونما، لکه برگی و بلایت روي  لکه برگی
 14بودند. که بعد از مدتی (حدود  و سینگونیوم آگاو

روز) گسترش پیدا کردند و بخش وسیعی از سطح مایه 
زنی شده زرد و سپس نکروز شد و هاله زرد رنگ 
اطراف لکه نکروز را احاطه کرد. در گیاهانی که با آب 

، هیچ گونه علائمی مشاهده ندمقطر استریل تزریق شد
ها مثبت زایی آنبیماريهایی که جدایه ).1 (شکل نشد

ها بررسی شد. هاي بیوشیمیایی آنبود جدا و ویژگی
از جداسازي و  نین در بازیابی دوباره باکتري، پسهمچ

ی، باکتري مورد نظر دوباره ایغذکشت در محیط آگار 
هاي بیوشیمیایی لازم براي به دست آمد و آزمون

ون آزم ها این موضوع را اثبات کرد.شناسایی مجدد آن
فوق حساسیت روي گیاه شمعدانی و توتون نیز براي هر 

  .)1 (شکل سه جدایه مثبت بود
  S rDNA١۶ توالی وژنتیکیلآنالیز فی

  16S rDANناحیه  ترادفنتایج حاصل از تعیین 
جفت باز نشان داد که این  907با طول  E3YMجدایه 

در   P. carotovorumهايجدایهجدایه با سایر 
% همسانی داشت. 99داده حدود پایگاه اطلاعات 

درختان فیلوژنتیک که با هر سه روش ذکر شده در مواد 
با  E3YMو روش انجام شد نشان داد که جدایه 

قرار در یک گروه  P. carotovorumجدایه هاي 
  .)2(شکل گرفت
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 استاندارددایه با جاستان اصفهان از گیاهان زینتی  بدست آمدههاي مقایسه خصوصیات فنوتیپی جدایه -1جدول 
)Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (ATCC15713 

 آزمون   واکنش 

  E15W E52W E3YM  جدایه استاندارد

 گرم  *- - - -

 NAرنگ در محیط  کرم سفید کرم کرم

  بیماري زایی **+ + + +
 میزبان دراسنا پتوس آگلونما 

 واکنش فوق حساسیت + + + +

تولید رنگ فلورسنت در  - - - -
KB 

  اکسیداز - - - -
 پلی گالاکتورونیک اسید + + + +

 لهانیدن سیب زمینی + + + +

 تولید لوان - - - -

  YDCرنگ زرد در - - - -
 آرژنین دهیدرولاز - - - -

رنگ سبز متالیک  + + + +
 EMBدر

F F F ***F         O/F  
 هیدرولیز اسکولین + + + +
 C 37رشد در دماي + + + +
 C 41رشد در دماي - - - -
 درصد 3و2تحمل نمک  + + + +
 درصد5تحمل نمک  + + + +
 احیاي نیترات + + + +
 تولید  ایندول - - - -
 هیدرولیزنشاسته - - - -
 از سیستئین H2S تولید + + + +
 متیل رد - - + +
 احیاي مواد از سکروز - - - -
 اوره آز - - - -
 کاتالاز + + + +
 سکروز:استفاده از + + + +
 گلوکز + + + +
 سلوبیوز + + + +
 مالتوز - - - -
 رافینوز + + + +
 لاکتوز + + + +
 دي تارتیت - - - -
 سوربیتول - - - -

  دي آرابیتول - - - -
 سیترات + + + +

  بی هوازي اختیاري:F ***                                      (+):مثبت **                              ):منفی-* (
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 Syngonium) ( سینگونیوم(آ.ب.ت)،  Aglaonema treubii )  (زایی روي گیاهان زینتی شامل آگلونماعلائم بیماري - 1شکل

podophyllum  (د)، آگاو)(Agave sp. )و واکنش فوق حساسیت روي شمعدانی ()ذ ،Pelargonium hortorum .(ه)  
  

  
  

زاي گیاهی هاي بیماريگونهو برخی از  E3YMدرخت فیلوژنتیکی حاصل از مقایسه جدایه  -2شکل 
  درست نمایی روش بیشینهبا استفاده از  16S rDNAبر اساس ناحیه  NCBIدر   Enterobacteriaceaeخانواده
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  بحث
هاي باکتري از گیاهان جدایه در پژوهش حاضر

 استان اصفهانهاي نهگلخادر کشت شده زینتی 
 و E52W  ،E3YMسه جدایهدر نتیجه شد. جداسازي 

E15W  و آگلونما دراسنا  ،پتوسکه به ترتیب از برگ
زایی هاي فنوتیپی و بیماريبر اساس آزمون به دست آمد

تشخیص داده  P. carotovorum يگونهمتعلق به 
 E3YMجدایه  rDNA S16ناحیه  تعیین ترادفشدند. 

ترین شباهت انتخاب شد بیش ان جدایه نماینده که به عنو
  داشت. P. carotovorumدرصد با  99در سطح 
به عنوان عامل بیماریزا  P. carotovorumي گونه

 ، چتریان،1هاي گیاهی کلمیان، سولاناسهاز خانواده

و  )2003، 3(توت و همکاران 2کوکوربیتاسه سوسنیان،
شده است. این  گزارش )2008 ،5(هو و همکاران 4آراسه

و و ئچااز گیاهان زینتی زیادي از جمله آگلونما ( باکتري
)، 2009 آلیپی و لوپز،)، اسپاتی فیلوم (2006همکاران، 

هاي برملیا، کردلین، سینگونیوم، آلوئه، سرئوس، گونه
بویراز و لاله (، )1997چاز، مختلف کاکتوس، سدوم (

، 6(سوسلو و مک کین و یوفوربیا )2006همکاران، 
گزارش شده وجداسازي از مناطق مختلف دنیا  )1979
تک از گیاهان زینتی  P. carotovorum بعلاوهاست. 

جداسازي و متعددي از مناطق مختلف ایران لپه و دولپه 
، 2011و همکاران،  راوري گزارش شده است (بقایی

هاي بیوشمیایی ویژگی. )2014، دهاقین و شمس بخش
هاي مشابه گونهاین مطالعه هاي بررسی شده در جدایه

 .بود 2001تیپ توصیف شده توسط شاد و همکاران در 
 .P  ها را بهتعلق این جدایه هااین ویژگی

carotovorum  همچنین دامنه میزبانی و پراکنش و
گیاهان  .کندتایید میرا  وسیع این باکتريجغرافیایی 

 P. carotovorum زایی توسطزینتی مستعد بیماري
                                                             
1  - Solanaceae 
2  - Cucurbitaceae 
3- Toth et al. 
4- Araceae 
5- Hu et al 
6- Suslow & McCain 

باکتري اصلی هاياز ویژگی، زیرا هستند
هاي آنزیم ترشح و تولید ، Pectobacteriumهاي

 پکتیناز هاي آنزیم ویژه به سلولی، دیواره کننده منهدم

 هايبافت شدن لهانیده موجب که است پکتولیتیک یا

 پوسیدگی .)1994، و همکاران سبارا (گردندمی گیاهی

 هايبافت که نیگیاها روي بیشتر باکتریایی نرم هاي

دارند (از  آبدار و نرم هايساقه و یا برگ ايذخیره
 رخجمله گیاهان آپارتمانی آگلونما، پتوس و دراسنا) 

آب روي سطح  شیدنی از جمله پااقدامات  .دهدمی
گیاهان، تراکم بیش از حد گیاهان در گلخانه گردش هوا 

کند و همچنین باعث ایجاد را اطراف گیاهان کم می
شود و شرایط هاي کوچک روي سطح برگ میزخم

  کند.براي ایجاد بیماري فراهم میي مساعد
هاي بیوشیمیایی، دامنه میزبانی آزمون نتایج با توجه به

به نظر می E3YMجدایه  rDNA S16ترادف و آنالیز 
 .دارند  Pccشباهت بیشتري به زیر گونه رسد این جدایه

از  بیشتر هايبررسیز به هر چند براي اثبات این فرضیه نیا
و انجام آنالیزهاي  داريتعیین ترادف چند ژن خانه جمله

 تعیین زیر گونهبراي  فیلوژنتیکی بر اساس ترادف آنها
-گسترده مطالعههمچنین لازم است که . ضروري است

و لکه  نرم پوسیدگی مولد يهاپکتوباکتریوم روي تري
زینتی در مناطق ي از گیاهان بیشتر هاينمیزبا روي برگی

تر و در ایران به منظور شناسایی دقیقمهم تولید گل 
با  .پذیرد انجام بیمارگر بهتر این کنترل هايراه به دستیابی

توجه به شناسایی این باکتري در گیاهان زینتی استان 
هاي گل تمهیدات لازم پرورش دهندهاصفهان لازم است 

ر برنامه کار براي جلوگیري از خسارت این باکتري را د
 .پیش بینی کنندتولید خود 

  
 گزاريسپاس

از حمایت مالی دانشگاه تربیت مدرس براي انجام 
  این پژوهش قدردانی می شود.
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