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 چكيده

 براي مناسباي منطقه همدان استانوايعلوفه مهم گياهاناز)Medicago sativa( يونجه

.Clavibacter michiganensis subsp توسطهك يونجه باكتريايي پژمردگي.استآن رشد

insidiosus استان ايندر محصول اهشك سببهك است هايييبيمارازيكيد،شومي ايجاد 

.است نگرفته قرار بررسي مورد همدان استاندر جامع صورتبه نونكتا بيماري اين.دشو مي

 بيماري عامل باكتريويبردار نمونههمدان استان اريكيونجه مختلف مناطقاز بررسي اين در

سهبا خانهگل شرايط تحت يونجه روي شده جدايها استرين بيماريزايي.شد جدا پژمردگي

را بيماري علايمهابوتهدر روز40 گذشتازپس بررسي مورديها استرين.شد تاييد تكرار

 عنوانبه يونجه پژمردگي بيماري عامليها استرين فنوتيپي هايويژگي بررسيبا.كردند ايجاد

C. m. subsp. insidiosus وهساق طولبر شده جدايها استرين تأثير.شدند داده تشخيص

 ارزيابيراركت چهاربا تصادفي كاملاً طرح قالبدر آلوده هايبوته خشكوتر وزنو ريشه،

 نشان نتايج.گرفتند قرار تحليلو تجزيه مورد دانكن آزمونو SAS افزارنرم توسطهاداده.شد

و شده يونجه هايبوته وزنو طول هايشاخص اهشك سبب بررسي مورديها استرينهك داد

 ژنتيكي تنوع بررسي براي.دارنددارمعني تفاوتهمباهاشاخص اين اهشك روي تأثير نظرزا

،Opa-03،Opa-15،Opb-10 تصادفي آغازگرهايبا پليمرازايزنجيرهنشكوا،ها استرين

Opb-15،Opb-18،Opb-20،Ope-01،Ope-02،Ope-03،Ope-04،Ope-07،Ope-14،

Ope-16 وOpe-19 يها استرين روش اين مبنايبر.شد انجام بنديخوشهو رفتراكبه

كي در AH6و AH7،AH8،AH9يها استرين.دادنديلكتش لاسترك چهار بررسي مورد

و سوم لاسترك در AH14و AH10،AH11،AH12 دوم، لاسترك در AH2و AH15 لاستر،ك

AH1 وAH3 پرايمرهاي با شده ثيركت قطعه هضمبا.گرفتند قرار چهارم لاسترك در CIRS-1 

،AH1يها استرين شامل گروهدو بررسي مورديها استرين EcoRI آنزيم توسط CIRS-2و

AH2،AH3،AH7،AH8 AH11،AH12 وAH15 يها استرينو بانددو داشتنباAH6،

AH10 وAH14 وعتن آمده دستبه هايداده.دادنديلكتشرا باندكي تنها بودن دارابا

.C. m. subspيها استرين ژنتيكي insidiosus داد نشان همدان استاندر را.

.Clavibacter michiganensis subsp:كليدي هايواژه Insidiosus،PCR-RFLP،RAPD،

يكژنتي تنوع،يونجه ترياييكبا پژمردگي
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 مقدمه
 مهمترينازيكيويدائميا ساله چند گياهي يونجه

 يفيتك علتبه گياه اين.است علوفه تامين منابع
 غذايي ذخائر داشتن همچنينويكخوشخوراو مناسب
CوA هاي ويتامينو پروتئيني مواد معدني، مواد مانند

،كخا تهويه راهاز گياه اين.است ردهك پيدا ويژه اهميت
 مواد افزايش،)شيكزه( الارضي سطحآب بردن پايين
 زمين اصلاحدر مهمي تأثير،كخا ازت ازديادو آلي
 هوايوآببا مناطق يونجهشتك اقليم بهترين.دارد
 استان.هستندكخشو گرم هاي تابستانو سرداي حاره

 نواحيازيكي مناسب، اقليم داشتن دليلبه همدان
.است يونجه زايشيو رويشي نموو رشد براي مستعد

در يونجهشتك زير سطح ايران، آمارزمرك گزارش بنابر
كه بوده تاركه 1384،2/616106 سالدر ايران
 زنجان، غربي، آذربايجان شرقي، آذربايجان هاي استان

 زير سطح بيشترين داراي مركزيو اصفهان همدان،
 يونجه ساليانه توليد ميزان.هستند محصول اين كشت

 سطح،همدان استاندر.استتن 4762391 ايران در
 سالانه توليدو تاركه 5/42096 محصول اينشتك زير
ازپس نظر اينازهك استتن 38/477629 آن،

 قرار سوم رتبهدر غربيو شرقي آذربايجان هاي استان
 ترياييكبا پژمردگي يونجه مهم هايبيماريازيكي.دارد
 Clavibacter michiganensisبيماري اين عامل.است

subsp. insidiosus هايايالتاز بار اولينهك است 
 ويسكانسينو شمالي ايلينوي شامل آمريكا شمالي
 آمريكاي بيماري منشأ.McCulloch(1925(شد گزارش
 است يافته انتقال ديگر هاي قارهبه آنجاازو است شمالي

 ايتاليا، ايرلند، يونان، چك، كشورهاياز تاكنون ولي
 يوگسلاوي، اوكراين، تونس، روسيه، روماني، لهستان،
 تونس، جنوبي، آفريقاي تركمنستان، سعودي، عربستان

 مريلند، كاليفرنيا، آلاسكا،( آمريكا مكزيك، كانادا،
و استراليا شيلي، برزيل،،)اورگونو اوكلاهاما مينسوتا،
يها استرينيكژنتي تنوع.است شده گزارش نيوزيلند

 Burokiene et al. (2005) توسط بيماري عامل تريكبا

 نونكتا زاييبيماريدر تفاوت اما است شده بررسي
يكژنتي تنوعاز گزارشي نيز درايران.است نشده گزارش

از بيماري ولي است نشده منتشر بيماريزاييدر تفاوتو
 تريكبا.است شده گزارش فارسو همدان هاياستان

 بيشتريا سالهسه يونجه حساس ارقامدر بيماري عامل
 بيمار گياهان ويژگي بارزترين.است مخربربسيا

هك است فراوان هاي ساقه غيرعادي وجودوقد وتاهيك
 & Stuteville)دهدمي گياهبه جادوگر جاروي حالت

Erwin, 1990).گياه واردها زخم طريقاز باكتري اين 
.دشوميشيكآب آوندهاي فيزيكي تخريب باعثو شده

 بهاردر سردو مرطوب هوايدر معمولاً گياهان آلودگي
.(Samac et al.,  1998) افتدمي اتفاق تابستان اوايلو

هك هاييروش ويژهبه،DNAبر مبتني هاي روش
 توصيف كنند،مي استفاده پليمرازاي زنجيره واكنش از

 آنها فيلوژنتيكي روابطوها پاتوژن ژنتيكي تنوعاز دقيقي
.(Henson & French, 1993) اند كرده پذير امكان را

 پايهبركلئيكنو اسيد نگاري انگشتهك RAPD روش
 موجوداز جدا شيشهدرهك است واكنشي است تكثير
,.Micheli et al)دشومي انجام زنده  روش.(1994

 دقيقو حساس روشي عنوان به RFLP نگاري انگشت
حددرهاتريكبا جملهاز زنده موجودات تشخيص براي
 باكتريايي استريندتوانميودشومي گرفتهاركبه نژاد

.(Babalola, 2003) دهد قرار بررسي موردرا زيادي
 شيوع همداندر يونجه پژمردگي بيماريهك آنجا از
 نشده انجام مورد ايندر جامعي بررسي نونكتاو داشته
و بيماريزايي ميزان تعيين بررسي ايناز هدف است،
.C. m. subsp باكترييهاناستري ژنتيكي تنوع

insidiosus است يونجه پژمردگي بيماري عامل.

هاروشو مواد
 عامل تريكبايها استرين جداسازيويبردار نمونه
 بيماري
 مهم مناطقاز آلودگيبهكوكمش يونجه هايبوته
 همدان، اطراف شامل همدان استاندر گياه اين كشت

با تصادفي صورتبه اوندنهو اسدآباد ملاير، فامنين،
 انتقالازپس.شدند گردآوري مزرعهدر زيگزاگيتكحر

 اتانولبا ابتدا ريشهو ساقه سطح آزمايشگاهبههانمونه
.شدند ضدعفوني%5 سديم هيپوكلريت سپسو95%

درو قطعه قطعه استريلآببا شستشواز هاپسنمونه
 رديدندگورغوطه ساعتكي مدتبه استريل مقطر آب

(Burr & Katz, 1983).روي مربوطه سوسپانسيون 
شتك مخمر عصاره%5 داراي آگار نوترينت كشت محيط
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تا زرد منفرد هايكلني.شد نگهداري روز5-6 مدتو
-خالص بالا محيط رويشتكباو انتخاب رنگ نارنجي
 بررسي براي شده خالصيها استرين.گرديدند سازي
 نگهداري يخچال همچنينو%10 گليسرولدر بيشتر
.شدند

يها استرين سلولي محلول هايپروتئين مقايسه
 ترياييكبا

 شده جدايها استرين بيماريزايي اثباتاز پس
(Samac et al., 1998)،به آنها هاينماينده انتخاب براي

 الگوي اي،گلخانهو فنوتيپي هايآزمون انجام منظور
 آميد ريلكآپليژلدر آنها سلولي محلول هايپروتئين

 مقايسهو انجام Laemmli (1970) شده اصلاح روش به
 پروتئين استخراج بافربه لايزوزايم%1/0 مقدار.شد

در شده استخراج هايپروتئين تروفورزكالو گرديد اضافه
ژلو%12 نندهك جداژلبا عمودي آميدريلكاپلي ژل

.شد انجام%5 نگهدارنده
 تريكبايها استرين فنوتيپي هايويژگي بررسي

 نشاسته،و كازئين اسكولين، هيدروليز هايآزمون
 اينولين،و سوربيتول ريبوز،از اسيد توليد لوان، توليد

در رشد كاتالاز، آز،اوره استات،و فوماراتاز استفاده
 روشبه گرم آميزي رنگو TTC حاوي كشت محيط

Schaad et al.(2001) به اكسيداز فعاليت.شد انجام
به بودنيهوازبييا هوازي،Kovacs (1956) روش
در حساسيت فوق،Hugh & Leifson (1953) روش
در حلاليتو Klement et al.(1969) روشبه توتون
.شد انجام Suslow et al. (1982) روشبه%3 پتاس

 ترياييكبايها استرين بيماريزايي مقايسه
 مختلف مناطق نماينده عنوانبه استرين پنج تعداد

 اثبات آزمونو پروتئيني الگوي مبنايبر همدان استان
 گلخانه شرايطدرايمقايسه هايبررسي براي بيماريزايي

 طرح قالبدر زاييبيماري مقايسه آزمون.شدند انتخاب
 براي.شد انجام گلخانهدر راركت چهاربا تصادفي املاًك

به نيز گلدان تعداد همينبهو گلدان چهار استرين هر
هابوته رسيدنازپس.يافت اختصاص شاهد گياه عنوان

 گذاشته باقي بوته5 گلدانهردر برگي3-4 مرحله به
 ,.Samac et al)گرديدهابوته سازيآلودهبه اقدامو شد

 بيماري، علائم ظهورو روز45 گذشتازپس.(1998
 هايتهبوكخش وزنوتر وزن ريشه، طول ساقه، طول

 توسط آمده دستبه هايداده.شد گيرياندازه يونجه
 تحليلو تجزيه موردنكدان روشباو SAS افزار نرم

.گرفتند قرار آماري
 مولكولي هايبررسي

 روشباو TE بافر توسط باكتريايي DNA استخراج
 دمايدر شده استخراج DNAوشد انجام جوشاندن

,.Ausubel et al)شد نگهداري درجه سلسيوس-20

 آغازگرهاي از RAPD آزمايش انجام براي.(2002
-Ope02،Opa-03،Opa-15،Opb-10،Opb تصادفي

15،Opb-18،Opb-20،Ope-01،Ope-02،Ope-03،
Ope-04،Ope-07،Ope-14،Ope-16 وOpe-19Ope-

 METABION) متابيون شركت ساخت 02

COMPANY) شد استفاده(Burokien et al., 2005).
 نهايي غلظت(X1،µl5/2،MgCl2 بافر در PCR واكنش

Mm5/2(µl5/1،dNTPS)نهايي غلظت Mm2/0(
µl5/0،نهايي غلظت( پرايمر pmol25(µl5/2،آنزيم 

Taq DNA polymerase )نهايي غلظت pmol25(
µl5/0،ديونيز مقطرآب µl5/15وDNA شده استخراج 
µl1چرخه40.شد انجام PCR در واسرشت برنامهبا

در اتصال دقيقه،1 مدتبه درجه سلسيوس94 دماي
در گسترش دقيقه،1 مدتبه درجه سلسيوس36 دماي
 گسترشو دقيقه2 مدتبه درجه سلسيوس72 دماي
5 مدتبه درجه سلسيوس72 دمايدر نهايي
 ژنتيكي تنوع بررسي براي.شد انجام دقيقه

 آغازگرهاي با PCR-RFLP روشاز،ها استرين
(5´-TTCAACCGCACCCTCGCGAC-3´) CIRS-1.

.CIRS-2(´CGTCAGCCCGTGGCTCGAGT-3-´5)و
 IS1121 نام با IS بخشيپرايمرها اين.شد استفاده

.C. m. subspباكتري ژنومدرهك ردهك ثيركت insidiosus 

.(Samac et al., 1998) دارد وجودآناز كپي33 تعداد
 نهايي غلظتبا( DMSOيبكتر PCR واكنش محلول به

Mm 5/2(µl1چرخه30 تعداد.شد اضافه نيز PCR با
1 مدتبه درجه سلسيوس94 دمايدر واسرشت برنامه

1 مدتبه درجه سلسيوس58 دمايدر اتصال دقيقه،
2 مدتبه درجه سلسيوس75 دمايدر گسترش دقيقه،
به درجه سلسيوس72 دمايدر نهايي گسترشو دقيقه
 محصولاز ميكروليتر10 مقدار.شد انجام دقيقه4 مدت

 درجه37 دمايدر EcoRI برشي آنزيمبا آمده، دست به
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5/1 آگارزژلدرو هضم ساعت2 مدتبهسلسيوس
 باندهاي تحليلو تجزيه براي.شد تروفورزكال درصد
 روش NTSYS V.2.2 افزارنرماز بالا آزموناز حاصل
 Jaccard تشابه ضريبو UPGMAاي خوشه تجزيه

.شد استفاده

 بحثو نتايج
ها استرين جداسازي

 كشت مختلف مناطقاز شده گردآوري هاينمونه از
 هايآزمون انجامازپس همدان استاندر يونجه

 بردارينمونه مناطق تفكيكبه استرين12 فنوتيپي،
.گرديد انتخابوليكمولوايگلخانه هايبررسي براي
.C. m. subspبا آلودگيبهكوكمش هايبوتهدريمعلا

insidiosus گزارش مشابه Stuteville & Erwin (1990) 

 شدناركآشبه)Samac et al.)1998 گزارشدر.بود
 بيشسنبا مزارعدر يونجه ترياييكبا پژمردگي بيماري

 انجام مشاهداتبا مطابقهك است شدهيدكتأ سالسه از
هاآوند شدنايقهوه هرچند.بود مزبور بررسيدر شده
 شده نوشته بالا هايگزارش جملهاز منابعاز بسياري در

بههاآوند شدنايقهوه بردارينمونه هنگام ولي است
 مراحلدر بيماريبا هايبوته آوندهايدر بيشترو ندرت

.شد مشاهده پيشرفته
ها استرين سلولي محلول هايپروتئين مقايسه

 در بررسي مورديها استرين12 تروفورزيكال نقوش
.شدند مقايسه ديگركيبا باندها قرارگيري محلو تعداد

درهك AH1 استرين استثناءبه ضعيفو قوي باندهاي
 اهميت).1لكش( بودند سانكي داشت، اختلاف باندكي

 تعييندر سلولي محلول هايپروتئين تروفورزكال
 گزارشدر ترياييكبايهايناستر هايتفاوتوهاشباهت

Field & Wills )1998(بررسي اينو است شده نوشته 
.C. m. subspيها استرين غالبهك داد نشان

insidiosus همدان استان يونجه مزارعاز شده جدا 
.هستند سانكي

 شده بررسييها استرينفنوتيپي هايويژگي
.C. m. subspيها استرينفنوتيپي هايآزمون نتايج

insidiosus است شده نوشته1 جدولدر.

 Clavibacterيها استرينفنوتيپي هايويژگي-1 جدول

michiganensis subsp. insidiosus در يونجه پژمردگي عامل
 همدان استان

نشكوا آزمون
- اتالازك

+يهوازبييا هوازي رشد
+ ولينكاس هيدروليز

+ TTC حاوي محيطدر رشد
-ازسيدكا

- لوان
-آزاوره

- نشاسته هيدروليز
- ريبوزاز اسيد توليد
- سوربيتولاز اسيد توليد
- اينوليناز اسيد توليد

- فورماتاز استفاده
- استاتاز استفاده

- ازئينكهيدروليز
+ گرم واكنش

.دادند نشاننشكواها استرين%80از بيش +:
.ندادند نشاننشكواها استرين%80از بيش:-

.Clavibacter michiganensis subspيها استرين پروتئيني الگوي-1لكش insidiosus همدان استاندر يونجه پژمردگي عامل 
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 شده بررسي فنوتيپي هايويژگي مبناي بر
 عنوانبه يونجه پژمردگي بيماري عامليها استرين

C. m. subsp. insidiosus باهك شدند شناسايي
)Schaad et al. )2001 توسط شده ثبت هاي ويژگي

.دارد مطابقت
 ترياييكبايها استرين بيماريزايي مقايسه

 خسارتبه مربوط هايداده واريانس تجزيه
.C. m. subspيها استرين insidiosus ريشه طول روي 

 شده نوشته2 جدولدر يونجهكخشوتر وزن ساقه،و
.است شده داده نشان2لكشدرآن نمودارو

را طور كلي وزن خشك بوتهبه  ها بيشترين خسارت
.C. m. subsp مختلفيها استرينتوسط insidiosus 

و پس ازآن وزن تر بيشترين ميزان كاهش  متحمل شد
ها خسارت بيشتري را روي برخي از استرين.را نشان داد

و برخي خسارت بيشتري را روي طول ريش طول ه ساقه
 كه به AH14و AH7 ،AH11هاي استرين. كردند ايجاد
و نهاوند جدا شده از شهرستان ترتيب هاي فامنين، ملاير
 گزارشدر.ردندكايجادرا خسارت بيشترين بودند،

Samac et al.(1998)درهابوتهتروكخش وزن اهشك
 شده نوشته پژمردگي عامل تريكبابه آلودگي اثر

 وزن روي بيشتر خسارت ايجاد دليل محققين اين.است
يكفيزيسدكي ايجادبه مربوطرا گياهكخش وزنو تر
 هوايي هايبخشبه غذايي موادوآب انتقال برابر در

 فتوسنتز عمل نتيجهدرهكدانسته باكتري توسط ساقه
.يابدمي اهشكزياديحدتا گياه سازي مادهو

 مولكولي هايبررسي
با پليمرازايزنجيرهشنكوا محصول نتيجه

-Ope02 ،Opa-03 ،Opa-15 ،Opb آغازگرهاي تصادفي

10 ،Opb-15 ،Opb-18 ،Opb-20 ،Ope-01 ،Ope-02،
Ope-03 ،Ope-04 ،Ope-07 ،Ope-14 ،Ope-16 وOpe-

شكل5/1 در ژل آگارز 19 . نشان داده شده است3 در
 افزاربندي باندهاي حاصل از اين بررسي توسط نرمخوشه

NTSYS V.2.2اي خوشه تجزيه روشاز استفادهو با
UPGMA و با ضريب تشابهJaccard در انجام شد كه

.است شده داده نشان4لكش
 تفاوت بيشترين داراي AH3و AH1هاي استرين

.Clavibacter michiganensis subspيها استرين اثر واريانس تجزيه-2 جدول insidiosus 

 يونجهكخشوتر ريشه،وزنو ساقه طول روي همدان دراستان يونجه پژمردگي عامل
MS(F( مربعات ميانگين)SS( مربعات مجموع)df( آزادي درجه)SOV( تغييرات منبع

99/33 39/1296 2397/29816 تيمار
14/38 7212/2746 خطا
 951/32563لك

.است دار معني01/0 سطح در
.استCV(64/18( غييراتت ضريب

شد
شر

اه
دك

رص
د

)هاي باكتري استرين(تيمار

.Clavibacter michiganesi subspيها استرين اثر مقايسه-2لكش insidiosus 
 روز45 گذشتازپس يونجهكخشوتر وزن ريشه، ساقه، طول روي
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-Opa-03،Opa-15،Opb-10،Opb-15،Opb-18،Opb-20،Ope-01،Ope تصادفي پرايمرهايبا پليمرازايزنجيرهنشكوا-3لكش

02،Ope-03،Ope-04،Ope-07،Ope-14،Ope-16 وOpe-19 هاي استريندر Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus عامل 
 همدان استاندر يونجه پژمردگي بيماري

يها استريندر Ope02 تصادفي پرايمر توسط پليمرازاي زنجيرهنشكوااز حاصل باندهاي بنديخوشه-4 شكل
Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus همدان استاندر يونجه پژمردگي بيماري عامل 

 مبنايبر.بودند RAPD روش توسط شدهاركآشيكژنتي
يلكتش لاسترك چهار بررسي مورديها استرين روش اين

كيدر AH6و AH7،AH8،AH9يها استرين.دادند
،AH10 دوم، لاستركدر AH2و AH15 لاستر،ك

AH11،AH12 وAH14 و سوم لاستركدرAH1 و
AH3 روش.گرفتند قرار چهارم لاستركدر RAPD 
 تريكبا هايزيرگونهيكژنتي تنوع تعيين براي

Clavibacter michiganensis توسط Burokiene et al.

 ديده4لكشدرهك طورهمان.است شده توصيه)2005(
 جغرافيايي منطقهكياز شده جدايها استريند،شو مي

 دادند، نشانرا زيادييكژنتي تنوع همدان استان در
 شهرستانازهك AH15و AH14يها استرين مثال براي

 شاخهدودر بنديخوشهدر شدند، آوريگرد نهاوند
.اندگرفته قرارهماز دور املاًك

در CIRS-2و CIRS-1 پرايمرهاياز استفادهيجنتا
 آنزيمباآن محصول هضمو پليمرازايزنجيرهنشكوا

EcoR1 در بررسي مورديها استرين تنوع بررسي براي
يها استرين مبنا اينبر.است شده داده نشان5لكش

يها استرينهك بودند سانكي گروهدو بررسي مورد
AH1 ،AH2،AH3،AH7،AH8  ،AH11 ،AH12 و
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 EcoR1 آنزيم توسط CIRS-2وCIRS-1 پرايمرهايبا شده ثيركت قطعه هضماز حاصل باندهاي-5لكش

.Clavibacter michiganensis subspيها استرين در insidiosus همدان استاندر يونجه پژمردگي بيماري عامل 

AH15و استرين با داشتن دو باند در يك هاي گروه
AH6،AH10 وAH14با دارا بودن تنها يك باند گروه 
.دادنديلكتشرا دوم

 Burokiene et al.(2005) توسط PCR-RFLP روش
.C. m. subsp تريكبايها استرين تنوع تعيين براي

michiganensis علاوه بررسي ايندر.است شده استفاده 
 .C. m. subspيها استرين ژنتيكي تنوع تعيين بر

insidiosus در يونجه باكتريايي پژمردگي بيماري عامل

 اين بيماريزايي تنوع بار، اولين براي همدان استان
 روي%60 حدودتا خسارت ايجاد تواناييوها استرين

 اين اهميتبه توجهبا.شد مشخص نيز يونجه گياه
 آوريجمع آن، توسط ايجادشده خسارت ميزانو بيماري

 مناطقاز تريكبا ايناز بيشترييها استرين بررسيو
 شناساييو رسدمي نظربه ضروري شورك مختلف

 اين گسترشاز جلوگيري لازمه آلودگي هاي انونك
.است بيماري
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