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دهیچک
هاي ها و جنگل، از باغ1399برگی، طی فصول تابستان و پاییز سال هاي همراه با علایم شانکر و لکهبه منظور شناسایی برخی قارچ

و )Vitis vinifera)، مو (Crataegus monogyna)، زالزالک (Actinidia deliciosaهاي البرز و گیلان بازدید به عمل آمد و از درختان کیوي (استان
هاي قارچی، شناسایی سازي جدایهبرداري انجام گرفت. پس از جداسازي و خالصبرگی نمونهعلایم شانکر و لکه)، داراي Tilia cordataنمدار (

یابی نواحی ژنومی آي.تی.اس انجام گرفت. براساس تلفیق ها با استفاده از توالیشناختی و مولکولی آرایههاي ریختهاي قارچی براساس ویژگیگونه
از درخت Neosetophoma guiyangensisهاي شامل گونهDothideomycetes، پنج گونه قارچی متعلق به دو رده هاي حاصل، در نهایتداده

از درخت مو،Corynascus sepedoniumهاي شامل گونهSordariomycetesاز درخت نمدار و رده Scolecobasidium cordanaeزالزالک و 
Harzia palmara از درخت کیوي وSordaria arcticaهاي شناسایی شوند. در تحقیق حاضر، تمام آرایهاز درخت زالزالک شناسایی و معرفی می

هاي . همچنین، درختان کیوي، زالزالک، مو و نمدار به عنوان میزبان جدید براي آرایههستنددیجدرانیافونگايبراي ، C. sepedoniumشده به جز 
شوند.قارچی مربوطه در دنیا گزارش می

شناسی، فیلوژنی، گونه، میزبان گیاهیتاکسونومی، ریختهاي کلیدي:واژه

Introduction of new taxa of Dothideomycetes and Sordariomycetes associated with trees for
funga of Iran
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Summary
In order to identify fungi associated with canker and leaf spot symptoms of plants, the gardens and forests of Alborz and

Guilan provinces were surveyed and infected plant samples were collected from kiwifruit (Actinidia deliciosa), hawthorn (Crataegus
monogyna), grapevine (Vitis vinifera) and linden (Tilia cordata) trees, during the summer and autumn of 2020. After isolation and
purification of fungal strains, morphological and molecular identification were performed using the sequences of ITS rDNA region.
Based on combined data, finally, five fungal species belonging to the class Dothideomycetes including Neosetophoma guiyangensis
from hawthorn and Scolecobasidium cordanae from linden and the class Sordariomycetes including Corynascus sepedonium from
grapevine, Harzia palmara from kiwifruit and Sordaria arctica from hawthorn were identified and reported. In the present study, all
identified taxa except C. sepedonium, are new for the funga of Iran. Also, kiwifruit, hawthorn, grapevine and linden trees are reported
as new hosts (matrix nova) for respective fungal taxa in the world.
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مقدمه
منحصر به يکشور،یمیاز نظر تنوع اقلرانیانیسرزم

ی ستیو تنوع زیاهیگيشود و به لحاظ غنایمحسوب مفرد
شده در راسته گیاهی ارایه64از داراي اهمیت زیادي است.

بندي مبتنی بر مطالعات چهارمین و آخرین نسخه سیستم رده
,Angiosperm Phylogeny Groupجامع تبارشناختی گیاهی (

APG IV ،(39 راسته داراي اعضایی در ایران هستند؛ به این
هاییداراي نماینده،هاي گیاهی دنیااز راسته%61معنی که حدود 

ر ایران به طور تقریبی داراي در ایران هستند. در مجموع، فلو
هاي دقیق که بررسیگونه گیاهی است. با توجه به این8628
هاي جدیدي هاي مختلف اغلب منجر به شناسایی گونهجنس

از %10شود که حدود تخمین زده میلذا براي ایران شده است، 
فلور ایران هنوز ناشناخته است. به عبارت دیگر، تعداد واقعی 

گونه است 10000تا 9500احتمالا بین رانیايهاتیکورموف
)Ghahremaninejad & Nejad Falatoury 2016(.

گونه قارچی در سراسر جهان باعث 19000بیش از 
ها ممکن شوند. این گونهایجاد بیماري در گیاهان مختلف می

است به صورت غیرفعال اما زنده، روي بافت میزبان زندگی کنند 
شروع به تکثیر نمایند و ،شدن شرایط مساعدو به محض فراهم

از طریق خاك، آب، باد، حشرات و غیره سریعا در محیط پراکنده 
Jainشوند ( et al. موقعیتبا توجه به رانیدر ا). از طرفی، 2019
کشت و پرورش انواع درختان ،یمیمتنوع اقلطیو شراییایجغراف

و ریگرمسمهینر،یدر مناطق معتدل، سردسوهیدرختان مه ویژه ب
هاي قارچی گونه،محققان متعدد.استریپذامکانریگرمس

اند. مونتچیو و کازین متنوعی را از درختان مختلف گزارش کرده
)Montecchio & Causin کننده شانکر عوامل ایجاد، )2002

Crataegus monogynaهاي درخت زالزالک (شاخه Jacq. را در (
هاي مختلف کشور ایتالیا مورد بررسی قرار دادند. از بین گونه

قارچی جداسازي شده از بافت شاخه، تنها دو گونه 
Coniothyrium sporulosum (W. Gams & Domsch) Aa و

Fusarium solani (Mart) Sacc. بیشترین فراوانی را به خود
زایی، گونه اختصاص داده و در نهایت پس از آزمون بیماري

Coniothyrium sporulosum به عنوان عامل ایجاد کننده شانکر
یوانوا و گردیده است. ادر شاخه درخت زالزالک معرفی 

Ivanová & Bernadovičová(برنادوویکوا  هاي گونه)2006
Cercospora microsora Sacc. وGloeosporium tiliae

Oudem.برگی درخت نمدار هاي عامل لکهرا به عنوان قارچ
)Tilia cordata Mill. در کشور اسلواکی گزارش کردند. لیانگ (

Liangو همکاران ( et al. هاي مختلف قارچی از ) نیز گونه2015

Pseudocercosporaجنس  Speg.برگی عامل لکهرا به عنوان
Vitis viniferaدرختان مو ( L. در کشور چین مورد بررسی قرار (

زایی نشان داد که تنها گونه ادند. نتایج حاصل از آزمون بیماريد
Pseudocercospora vitis (Lév.) Speg.به عنوان عامل اصلی

تواند خسارت ایجاد نماید. واینیو و همکاران برگی میلکه
)Vainio et al. Apiognomonia errabunda) گونه2017

(Roberge ex Desm.) Höhnچ عامل ریزش را به عنوان قار
هاي درخت نمدار در کشور فنلاند معرفی نمودند. کیم و برگ

Kim & Kohه (وک هاي ترین بیماري) نیز به مطالعه مهم2018
برگی درختان کیوي در کشور کره پرداختند که در این لکه

Botrytis cinereaهاي قارچی پژوهش، آرایه Pers. ،Phyllactinia

actinidiae (Jacz.) Bunkina،Pseudocercospora actinidiae

Deighton ،Pseudocercospora hangzhouensis X.J. Liu &

Y.L. Guo ،Phomopsis (Sacc.) Bubák،Glomerella cingulata

(G.F. Atk.) Spauld. & H. Schrenk ،Alternaria alternata

(Fr.) Keissl. وPestalotiopsis Steyaert شناسایی و گزارش
Borceanبورسین و همکاران (اند. شده et al. )، گونه 2019

Diplocarpon mespili (Sorauer) B. Sutton را به عنوان قارچ
) گزارش Crataegus monogynaبرگی درخت زالزالک (عامل لکه

Salazar-Cerezoسرزو و همکاران (-کردند. سالازار et al. 2020 (
برگی درخت زالزالک به مطالعه عوامل قارچی مرتبط با علایم لکه

)Crataegus sp.هاي ) پرداختند و جنسAlternaria Nees ،
Aureobasidium Viala & G. Boyer ،Drechslera S.

Ito،Fusarium Link. ،Paecilomyces Bainier و
Ulocladium Preuss را جداسازي کردند. در نهایت، پس از

نواحی یابیاز توالیهاي حاصلزایی و دادهانجام آزمون بیماري
Fusarium equiseti، دو گونه )آي.تی.اس.(ژنومی  (Corda)

Sacc. وAlternaria arborescens E.G. Simmons شناسایی و
راجپوت و همکاران برگی گزارش شدند.به عنوان عامل لکه

)Rajput et al. Curvularia verruculosa) گونه 2020 Tandon

& Bilgramiبرگی درختان مو در کشور را به عنوان عامل لکه
Wang(افغانستان گزارش نمودند. وانگ و همکاران  et al. 2021(

Botryosphaeria dothideaنیز گونه  (Moug.) Ces. & De

Not. را به عنوان عامل پوسیدگی میوه کیوي در کشور چین
Mousakhahخواه و همکاران (د. در ایران، موسیگزارش کردن et

al. اي، به بررسی عوامل قارچی همراه با علایم ) در مطالعه2014
برگی، سوختگی و پوسیدگی میوه کیوي در استان گیلان لکه

، Alternaria alternataهاي پرداختند، که در آن گونه
Diaporthe actinidiae N.F. Sommer & Beraha ،



1400،)1(22جلدرستنیها،... / SordariomycetesوDothideomycetesهايردهازجدیدهايآرایهمعرفی/فرفتوحیآباد و خلیلآتشی106/106
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.،

Botrytis cinerea وPestalotiopsis longiseta (Speg.) K. Dai

& Tak. Kobay.هاي داراي علایم به ترتیبِ فراوانی، از بافت
يهابا کاربرد داده،ریاخيهادر سالسازي و معرفی شدند. جدا
يهاهیدر کشور، آرایبرگامل لکهمطالعه عويبرایچندژنیتوال
و ییشناسارانیو اایدنيدرختان برایبرگهمراه با لکهيدیجد

Bakhshi & Arzanlouاند (شدهیمعرف 2017, Bakhshi et al.

2019, Braun et al. 2020 .(
هاي پژوهش حاضر، با هدف بررسی و گزارش برخی گونه

ی از برخی برگشانکر و لکهمیهمراه با علاجدید قارچی
هاي درختی در دو استان البرز و گیلان انجام گرفت.میزبان

روش بررسی
هابرداري و جداسازي قارچنمونه-

آوري، جداسازي و شناسایی برخی به منظور جمع
1399ها در تابستان و پاییز سال برداريهاي قارچی، نمونهجدایه

هاي یلان و همچنین تعدادي از باغهاي استان گها و باغاز جنگل
از درختان داراي علایم ،انگور در استان البرز (شهرستان کرج)

انجام گرفت. نخست برگی توسط نگارنده شانکر سرشاخه و لکه
بهمربوطمشخصاتثبتباشدهآوريجمعگیاهیهاينمونه
)، GPSموقعیت جغرافیایی (وآوريجمعتاریخمیزبان،ناممکان،
پس از انتقال به شدند ودادهقرارکاغذيهايپاکتدرون

. گردیدندنگهداريسلسیوسدرجهدماي چهاردرآزمایشگاه
ازگیاهی،آلودههاينمونههاي قارچی ازاسترینجداسازيبراي
Refaeiو همکاران (رفاییروش et al. تغییراتاندکیبا)،2011

باسطحیکردنضدعفونیجهتمنظور،اینبراي. شداستفاده
گیاهیآلودههاينمونهفیت،پیاهايقارچزدودنهدف

مدتبهزیر شیرآبملایمجریاندرابتدا،جداگانهبه صورت
قطعات گیاهی چوب به ابعادداده شدند.شستشودقیقه10
و %70اتانولدردقیقهدومدتبریده شده و به5/0×5/0

نهایتدرو%2سدیمهیپوکلریتدردقیقهدومدتبهسپس
براي . شدنددادهقرارسترونمقطرآبدردقیقهدومدتبه

ثانیه کاهش پیدا 30ضدعفونی بافت برگ، مدت این مراحل به 
سترونصافیکاغذبینگیاهیآلودههاينمونهنهایت،کرد. در
آگار - آبکشتمحیطحاويپتريهايتشتکبهشدند وخشک

)WA (2%هرازپتريتشتکدوترتیب،به این. شدندمنتقل
قطعهپنجحاويتشتکهرکهشدکشتگیاهیآلودهنمونه
بهشدهتلقیحپتريهايسپس تشتک. بودیا برگ چوب

هايقارچ. شدندمنتقلسلسیوسدرجه25دمايباانکوباتور

و با روش جداگانهبه طورگیاهیهايبافتحاشیهازنمودهرشد
داخلوبرداشتهو سترونظریفهايسوزنتوسطوریسهنوك 

-زمینیسیبکشتمحیطحاويجدیدپتريهايتشتک
وجنتامایسینبیوتیکآنتیحاوي)PDAآگار (-دکستروز
درجه25دمايباانکوباتوردر،استرپتومایسینسولفات

.شدندنگهداريسلسیوس
هاشناسایی قارچ-

هاي قارچی در شرایط استاندارد و جدایهشناسایی 
هاي شناختی و با استفاده از کلیدریختهاي ویژگیبراساس 

Ellis(سیالنظیر معتبر شناسایی Doveri(يدوور، )1976

Hydeو همکاران (دیهاو )2016 et al. با ،و همچنین)2018
ITS1-5.8S-ITS2یابی ناحیه هاي حاصل از توالیاستفاده از داده

و یکروسکوپیمهايویژگییبه منظور بررسانجام گرفت. 
نمونه،یقارچيریتکثهايساختارابعاديریگاندازه

یاندام قارچهايیژگیهر نمونه بسته به قارچ و ویکروسکوپیم
لاکتوفنل -و کاتن بلو%90کیلاکتدیدر محلول لاکتوفنول، اس

ينورکروسکوپیمقارچی به کمکهاي اندام. سپس دیگردهیته
چشمی مدرجمجهز به BH2مدل )Olympus, Japan(مپوسال

هاي قارچی مورد از هر یک از اندام25(حداقل شدندريیگاندازه
. گردیدمحاسبه هااندازه آنراتییو دامنه تغمورد نظر) 

با استفاده از یقارچهايهیشناختی جداریختهاي ویژگی
شد.برداريعکسپکروسکویممتصل به DSC-H9مدل نیدورب

هاي قارچی با استفاده از منابع معتبر شناسایی و تعیین جدایه
هاي مولکولی، به منظور تهیه توده نام شدند. در بررسی

میسلیومی مورد نیاز براي استخراج دي.ان.اي.، از محیط کشت 
) استفاده شد. جهت استخراجPDAآگار (- دکستروز-زمینیسیب

ژانگ و هاي هر جدایه، از روش ژنومی از میسلیومدي.ان.اي.
Zhong & Steffenson(استفنسون ) با اندکی تغییرات 2001

rDNAاز ITS1-5.8S-ITS2استفاده شد. براي تکثیر نواحی 

استفاده شد ITS4به همراه ITS1هاي اي از ترکیب آغازگرهسته
)White et al. 25با حجم PCR. مخلوط هر واکنش )1990

10میکرولیتر آب دیونیزه سترون، 11میکرولیتر شامل 
تا 10پیکومول از هر آغازگر و 2/0میکرولیتر بافر آماده واکنش، 

در PCRنانوگرم/میکرولیتر دي.ان.اي تهیه شد. واکنش 30
چرخه 35) و با Eppendorf, Germanyدستگاه ترموسایکلر (
درجه سلسیوس 94در دماي سازي اولیه تحت شرایط واسرشت

درجه سلسیوس 94سازي در دماي به مدت پنج دقیقه، واسرشت
درجه سلسیوس به مدت 56ثانیه، اتصال در دماي 30به مدت 

ثانیه و 30درجه سلسیوس به مدت 72ثانیه، بسط در دماي 45
10درجه سلسیوس به مدت 72بسط نهایی در دماي بالاخره 
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اتمام واکنش، به منظور ارزیابی دقیقه انجام شد. پس از
به همراه نشانگر %1از ژل آگاروز PCRمحصولات تکثیر شده در 

) ساخت شرکت ladder mixبازي (100اندازه دي.ان.اي. 
SMOBIOانجام شد. %1آمیزي با اتیدیوم بروماید و رنگ

مرکز شده توسط سازي و تعیین توالی نواحی تکثیرخالص
(مرکز آموزشی تحقیقاتی بیمارستان کیوژنتیکاردقاتیتحق

ها و ویرایش تهران) انجام گردید. پس از اخذ توالی-شهید رجایی
بانک ژن در BLASTها با استفاده از ابزار جستجوي ها، توالیآن

)NCBI() مورد مقایسه قرار گرفتند ،Altschul et al. 1990 .(
معتبرهاي یتوالهاي حاصل از این تحقیق به همراه توالی

افزار با استفاده از نرم،)1) (جدول NCBIاخذ شده از بانک ژن (
Ver. 6.0MEGA)Tamura et al. سازي شد. ردیف) هم2013

ترسیم تبارنماي فیلوژنتیکی با ها وارزیابی و مقایسه توالی
انجام گردید. Maximum Likelihood (ML)استفاده از روش 

ها با استفاده از شاخص اعتبارسنجی ارزیابی پایداري تبارنما
)bootstrap( 1000و با) تکرار انجام گردیدFelsenstein 1985 .(

هاي به دست آمده در این تحقیق، در بانک ژن تمام توالی
)NCBI(ها اخذ گردید. نتایج حاصله با شمار براي آنثبت و رس

ها مورد مقایسه قرار گرفت و شناختی جدایهشناسایی ریخت
ها در بانک میکروبی ها تایید گردید. تمام جدایهتعیین نام گونه

)، کرج، نگهداري ABRIIپژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي (
شوند.می

نتیجه
هاي در این تحقیق، پنج گونه قارچی براساس ویژگی

مورد شناسایی قرار گرفتند )1(شکلشناختی و مولکولی ریخت
ها به شرح زیر است:هر یک از آنهايویژگیکه 

1-Corynascus sepedonium (C.W. Emmons) Arx, Proc.

K. Ned. Akad. Wet., Ser. C, Biology and Medical Science
76(3): 292 (1973)

، به دست آمده از علایم MSRT-R5نمونه بررسی شده: جدایه 
Vitis viniferaبرگی درخت مو (لکه L. البرز، شهرستان )، استان

.1399کرج، تابستان 
25در دماي PDAکشتطیمحيروقارچ پرگنه قطر 

ساعت تاریکی و 12درجه سلسیوس و تحت شرایط تناوب نوري 
45پس از هفت روز، بنفشيبه ماوراکینزدساعت نور 12

در ابتدا ،ايپرگنه قارچ به صورت فشرده و پنبهمتر بود. میلی
اي سفید رنگ و به مرور به رنگ خاکستري روشن با حاشیه

به رنگ سفید تغییر نمود. سطح پشتی پرگنه به رنگ متمایل 

هاي باردهی به زرد روشن دیده شد. بعد از گذشت پنج روز، اندام
جنسی و غیرجنسی قارچ به فراوانی و از مرکز به سمت حاشیه 

آسکوکارپی از نوع کلیستوتسیوم پرگنه تشکیل شدند. این قارچ،
مرغی شکل، به رنگ ها کروي تا تخمکند. کلیستوتسیومتولید می

میکرومتر است که 50-120ها اي تیره و قطر آناي تا قهوهقهوه
شوند. سطح کلیستوتسیوم میبه فراوانی در سطح پرگنه تشکیل 

است. بافت پریدرم نازك و از نوع )glabrousصاف و براق (
textura epidermoidea)هاي طویل و بافت داراي سلول

ها به تمام جهات است و همچنین غیرموازي بوده و حرکت آن
8-14× 5-7) و ضخامت آنها وجود نداردفضایی بین آن

ها با میکرومتر است. پارافیز دیده نشد. در این جنس، آسک
عمري کوتاه داراي هشت آسکوسپور بوده و معمولا بیضوي 

میکرومتر 26-34)30× (18-25)5/21(ها باشند. ابعاد آنمی
سلولی و داراي سطح صاف، بیضوي تا ها تکبود. آسکوسپور

× 5/8-5/7)8اي تیره و به ابعاد (دوکی شکل، به رنگ قهوه
، منفذ آسکوسپورمیکرومتر بودند. در دو انتهاي 17-13)15(

برهایی از نوع کنیدیومتندشی وجود دارند. در مرحله غیرجنسی، 
کند که به صورت منفرد و یا راست و میتولید ماکرونماتوس 

میکرومتر هستند. 15-30)5/22× (5/2-3)75/2(به ابعاد 
ها از نوع هولوبلاستیک، کروي، به رنگ زرد طلایی و کنیدیوم
میکرومتر هستند که به صورت منفرد در انتهاي 6-12به قطر 
ها داراي زواید خار ومیدیکنشوند. سطح میبر تشکیل کنیدیوم
).2است (شکل )echinulateمانند (

فیبا توصهیجدانیشناختی اریختهايیژگیو
يوروه شده توسط دیاراCorynascus sepedoniumگونه 

)Doveri C. verrucosusهاي گونه) مطابقت داشت. 2016

گونهشناختی به از نظر ریختC. fumimontanusو
C. sepedonium نزدیک هستند. گونهC. sepedonium تا

آسکوسپورها و وجود دو منفذ شتریعرض ببه دلیليحدود
C. verrucosusآسکوسپور از گونه يدر دو انتهایتندش

در دو انتهاي موربیو وجود شکاف تندشتر باریک(آسکوسپور 
Sharma(استزی) متماآسکوسپور et al. گونه ،نی. همچن)2013

C. fumimontanusزگیلکیبا سطحییوماآسک)verrucose (
Marin-Felixدارد ( et al. يکه سطح آسکومایدر حال)،2015

.استصاف C. sepedoniumونه گ
سالاري و نخستین بار توسط نجات،این گونه در ایران

از گیاه جو در شهرستان تبریز جداسازي و 1373ارشاد در سال 
Ershadگزارش شده است ( 2009 .(
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در این پژوهش، درخت مو به عنوان میزبان جدیدي 

در MSRT-R5هیجداشود.براي این قارچ در دنیا گزارش می
ي کشاورزيوتکنولوژیپژوهشکده بیکروبیمریذخاونیکلکس

)ABRIICC .شودیمي، کرج، نگهدار)10341

آرایه براساس روش 45در ITS1-5.8S-ITS2تبارنماي فیلوژنتیکی ترسیم شده با استفاده از توالی نوکلئوتیدي ناحیه-1شکل 
Maximum Likelihoodافزار در نرم.MEGA دهد. گونه تکرار را نشان می1000سنجی از شاخه مقدار اعتباراعداد بالاي هر 6.0

Phragmidium chayuensis)NG_064492.1(هاي مورد مطالعه در این تحقیق با به عنوان گروه خارجی استفاده شده است. جدایه
اند.دایره توپر مشخص شده

Fig. 1. A Maximum Likelihood tree inferred from nucleotide sequence of ITS1-5.8S-ITS2 region in 45 taxa generated
using MEGA 6.0 software. The numbers on the branches are the bootstrap values of 1000 replications. Phragmidium
chayuensis (NG_064492.1) was used as out group. Recovered isolates in this research are marked with black circles.
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پس از PDA: سطح رویی و پشتی پرگنه قارچ روي محیط کشتMSRT-R5 :A-B، جدایهCorynascus sepedoniumگونه -2شکل 
بر منفرد،. کنیدیومHها، . آسکوسپورGها، . آسکF. بافت پریدیوم در کلیستوتسیوم، Eها، کلیستوتسیومC-D.گذشت هفت روز،

I .دار.هایی با سطح خارومیدیکن
Fig. 2. Corynascus sepedonium, isolate MSRT-R5: A-B. Upper and reverse sides of colony on PDA after seven days,
C-D. Cleistothecia, E. Peridium of cleistothecium, F. Asci, G. Ascospores, H. Solitary conidiophore, I. Conidia with
echinulate surface.

2 -Harzia palmara (Cooke) D.W. Li & N.P. Schultes, in

Schultes, Murtishi & Li, Fungal Biology 121(10): 897 (2017)

، به دست آمده از UTSM-G1نمونه بررسی شده: جدایه 
داراي علایم شانکر درخت کیوي هاي چندساله و شاخه

)Actinidia deliciosa L. ،استان گیلان، شهرستان رودسر ،(
.1399پاییز 

طیمحيروها آنالرشد بوده و قطر پرگنه قارچ سریع
درجه سلسیوس و تحت شرایط 25در دماي PDAکشت

متر بود. پرگنه روي میلی65تاریکی مداوم بعد از هفت روز، 
اي تیره دیده شد. رشد قارچ به رنگ قهوهPDAمحیط کشت

روي بستر کشت به صورت پراکنده و نامنظم بود. در این جدایه 
ها بیشتر به صورت ومیدیکنافتد و زایی بسیار اتفاق میومیدیکن

اي روشن در سطح محیط کشت قابل هایی به رنگ قهوهتوده
ها داراي ). در این گونه، ریسهB- 3مشاهده هستند (شکل 

ها هاي عرضی بوده و قطر آنرنگ، داراي دیوارهسطحی صاف، بی
رنگ، اغلب کوتاه، راست و برها بیمیکرومتر بود. کنیدیوم4-7

دیواره عرضی تشکیل 2-4به صورت منفرد و یا منشعب با 
20-45)5/32× (5/3-5)25/4(برها شدند. ابعاد کنیدیوم

زایی از نوع ومیدیکنن جنس، گیري شد. در ایمیکرومتر اندازه
ها داراي یک دیواره عرضی بوده و ومیدیکنمونوبلاستیک است. 

شوند. رنگ بر تشکیل میبه صورت منفرد در انتهاي کنیدیوم
هاي اي و به شکلها زرد طلایی تا نارنجی متمایل به قهوهآن

دار دار تا زگیلمرغی وارونه و یا گلابی شکل و با سطح چینتخم
55-25) 40× (45-22) 5/33(ها ومیدیکنهستند. ابعاد 
به رنگ زرد ومیدیکنگیري شد. سلول پایه میکرومتر اندازه

دار کمرنگ، کوچک بوده و ممکن است داراي سطح صاف تا چین
ها ممکن است داراي قسمت کوچک به جا ومیدیکنباشد. قاعده 

تولید مثل غیرجنسی بر باشد. در نوع دیگري ازمانده از کنیدیوم
)، پایه asperfilli-formفرم (-در این گونه به نام آسپرفیلی

)stipeدیواره عرضی با 1-3رنگ، داراي اي کمرنگ تا قهوه) بی
4-12)12× (2-5)5/3(دار و به ابعاد سطح صاف و یا چین

میکرومتر بوده 5-16ها گیري شدند. قطر وزیکلمیکرومتر اندازه
هایی از نوع آمپولی شکل هستند. ابعاد داراي فیالیدو در انتها 

-ومیدیکنمیکرومتر بود. 10-5/7)75/8× (5/3-5/4)4ها (فیالید

مرغی تا بیضوي، اغلب در قسمت پایه تخت، سلولی و تخمها تک
3-4) 5/3× (2/1-5/5)2(رنگ، داراي سطح صاف، به ابعاد بی

ها تشکیل الیدمیکرومتر و به صورت زنجیري در انتهاي فی
).3شوند (شکل می

گونه فیبا توصهیجدانیشناختی اریختهايیژگیو
Harzia palmaraسیه شده توسط الیارا)Ellis ) مطابقت 1976
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هاي جازي بوده و از بیشتر اقلیماین جنس قارچی همهداشت. 

دنیا گزارش شده است. این گونه به وفور از بذور، خاك، کود 
هاي دیگر گیاهی گزارش تعداد زیادي از بسترهدامی و نیز از 

Vitoriaشده است ( et al. H. verrucosa). در ایران، گونه 2020

Ahmadi & Sadraviتوسط احمدي و صدروي ( ) از بذور 2008
نیز توسط H. acremonioidesگیاه جو در استان گلستان و گونه 

Poursafarپورصفر و همکاران ( et al. جو سنبله گیاه از )2017

در این پژوهش، درخت در استان گلستان گزارش شده است. 
کیوي به عنوان میزبان جدید براي این قارچ در دنیا گزارش 

هیجدانگاي ایران است.وشود و آرایه جدیدي براي فمی
UTSM-G1پژوهشکده یکروبیمریذخاونیدر کلکس

ينگهدار، کرج، )10343ABRIICCي (کشاورزيوتکنولوژیب
.شودمی

پس از گذشت هفت روز در شرایط PDA. پرگنه قارچ روي محیط کشتUTSM-G1 :A، جدایه Harzia palmaraگونه -3شکل 
هاي مویدیکن. Gها، فیالیدها و . وزیکلFها، ومیدیکنبرها و . کنیدیومC-Eزایی در سطح محیط کشت، ومیدیکنالگوي B.تاریکی مداوم،

.)asperfilli-formفرم (-ع آسپرفیلینوییزاومیدیکنحاصل از 
Fig. 3. Harzia palmara, isolate UTSM-G1: A. Colony on PDA after seven days in continuous dark conditions,
B. Sporulation pattern on the surface of culture medium, C-E. Conidiophores and conidia, F. Vesicles and phialides,
G. Conidia from asperfilli-form conidiogenesis.

3-Neosetophoma guiyangensis J.F. Zhang, J.K. Liu,

K.D. Hyde & Z.Y. Liu, in Hyde et al., Mycosphere 9(2):
331 (2018)

، به دست آمده از UTFS W-Rنمونه بررسی شده: جدایه 
چندساله و داراي علایم شانکر درخت زالزالک هاي شاخه

)Crataegus monogyna Jacq. ،استان گیلان، شهرستان اسالم ،(
.1399تابستان 

25در دماي PDAکشتطیمحيروقارچ پرگنه قطر 
ساعت تاریکی و 12درجه سلسیوس و تحت شرایط تناوب نوري 

45روز، 10پس از بنفشيبه ماوراکینزدساعت نور 12
اي و در ابتدا به رنگ پرگنه قارچ به صورت پنبهمتر بود. میلی

سفید و به مرور، به رنگ خاکستري روشن تغییر نمود. سطح 

اي دیده شد. در این پشتی پرگنه به رنگ زرد متمایل به قهوه
گونه، آسکوکارپ از نوع سودوتسیوم است که در محیط کشت 

PDAهاي چندتایی د و یا در دستهبه فراوانی و به صورت منفر
ها بعد از شوند. سودوتسیومهاي هوایی تشکیل میدر زیر ریسه

140-250ها شوند. آسکوکارپ کروي و قطر آندو هفته بالغ می
، به رنگ textura angularisمیکرومتر بود. بافت پریدیوم از نوع 

شد. گیري میکرومتر اندازه12-16ها اي تیره و ضخامت آنقهوه
اي تا چماقی شکل، دو جداره، در انتها ها به شکل استوانهآسک

8-12)10(ها گرد و داراي هشت آسکوسپور هستند. اندازه آسک
میکرومتر بود. آسکوسپورها دوکی شکل، راست 72-55)5/63× (

دیواره عرضی 3-5تا کمی خمیده، در دو انتها نوك تیز، داراي 
رنگ و در صاف، در ابتدا بیهستند. آسکوسپورها داراي سطح 
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شوند. ابعاد رنگ دیده میاي کممرحله بلوغ به رنگ قهوه
میکرومتر بود. در این 20-26)23× (5/3-5/4)4(ها آسکوسپور

).4جدایه مرحله غیرجنسی مشاهده نشد (شکل 
گونه فیبا توصهیجدانیاشناختی ریختهايیژگیو

Neosetophoma guiyangensisو دیهاتوسط ه شده یارا
Hydeهمکاران ( et al. هاي این گونه) مطابقت داشت. 2018

رست از برگی)، اندوفیت و پودهجنس به صورت بیمارگر (لکه
اند. گونههاي گیاهی مختلف در دنیا گزارش شدهمیزبان

N. guiyangensisناشناس هینخستین بار از شاخه گیا
به صورت ساپروفیت در کشور چین توسط هاید و همکاران 

N. iranianumگزارش شده است. در ایران، گونه )2018(

کاروناراتنا و از خاك در استان گلستان توسط
Karunarathna(همکاران et al. گونهگزارش گردید. )2017

N. poaceicola برگی از درختان سیب همراه با علایم لکهنیز
)2021Ebrahimi & Fotouhifar(فر توسط ابراهیمی و فتوحی

گزارش گردید. در این پژوهش، درخت زالزالک به عنوان میزبان 
شود و این گونه آرایه جدیدي براي این قارچ در دنیا گزارش می

در UTFS W-Rهیجداجدیدي براي فونگاي ایران است.
يکشاورزيوتکنولوژیپژوهشکده بیکروبیمریذخاونیکلکس

)10317ABRIICCشودیمي)، کرج، نگهدار.

PDA. سطح رویی و پشتی پرگنه قارچ روي محیط کشتUTFS W-R :A-B، جدایهNeosetophoma guiyangensisگونه -4شکل 

الگوي تشکیل C.درجه سلسیوس، 25ساعت تاریکی و نور نزدیک به ماوراي بنفش و دماي 12/12روز در شرایط 10پس از 
. آسکوسپور.Gها و آسکوسپورها، . آسکE-F. سودوتسیوم، Dسودوتسیوم در سطح محیط کشت، 

Fig. 4. Neosetophoma guiyangensis, isolate UTFS W-R: A-B. Upper and reverse sides of colony on PDA after 10 days
at 25 °C in 12/12 dark/nUV condition, C. Pseudothecium formation pattern at the surface of culture medium,
D. Pseudothecium, E-F. Asci and ascospores, G. Ascospore.

4-Scolecobasidium cordanae (Samerp., Crous & de

Hoog) Crous, M. Shen & Y. Zhang ter, Studies in
Mycology 96: 210 (2020)

دست آمده ه ، بUTOS-G2هیشده: جداینمونه بررس
شانکر درخت میعلايچندساله و داراهاياز شاخه

Tilia cordata(نمدار Mill.( ، اسالم، شهرستان لان،یگاستان
.1399زییپا

رشد کُندي PDAجدایه قارچی روي محیط کشت 
در PDAکشت طیمحيقطر پرگنه قارچ روداشت، به طوري که 

مداوم بعد از یکیتارطیو تحت شراوسیدرجه سلس25يدما
تا خاکستري ايبود. پرگنه به رنگ قهوهمتریلیم33هفت روز، 

اي روشن، منشعب و داراي رنگ قهوهها به ریسه.تیره مشاهده شد
میکرومتر بود. 2- 5/2ها دیواره عرضی نازك بودند. قطر ریسه
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بعد بر کنیدیومو ومیدیکندیقارچ با تولیجنسریمرحله غ

ها به خوبی قابل تمایز برها از ریسهکنیدیومروز شروع شد. 10از 
گیرند. میها منشأ ریسهاز بودند و به صورت راست یا خمیده

0-4اي تیره، غیرمنشعب و داراي برها به رنگ قهوهکنیدیوم
× 5/2-2/3)85/2(برها دیواره عرضی ضخیم بودند. ابعاد کنیدیوم

میکرومتر بود. در قسمت میانی و انتهایی 10-55)5/32(
شوند ) به فراوانی تشکیل میdenticlesها (برها دندانککنیدیوم

5/0ها تا ا هستند. طول دندانکهومیدیکنکه محل تولید 
هاي گیري شد. در این جنس قارچی، حلقهمیکرومتر اندازه

شوند و ممکن ) به فراوانی تشکیل میhyphal coilsاي (ریسه
ها داراي یک ومیدیکنها نیز تشکیل شود. است کنیدیوم روي آن

مرغی تا دوکی شکل هستند. رنگ دیواره عرضی، بیشتر تخم
از محل و به صورت منفرد اي تیره اي روشن تا قهوهها قهوهآن

دار ها داراي سطح زگیلومیدیکنشوند. ها تولید میدندانک

میکرومتر بود 6-10)8× (5/2- 3)75/2(ها هستند و اندازه آن
).5(شکل 

گونهفیبا توصهیجدانیشناختی اریختهايیژگیو
Ochroconis cordanaeو همکاران تاكیه شده توسط سامرپیارا

)Samerpitak et al. و اخیرا نام گونه به ) مطابقت داشت2014
Scolecobasidium cordanae) تغییر یافته استShen et al.

Gharizadehزاده و همکاران (در ایران، قاري).2020 et al.

Scolecobasidium) آرایه 2004 sp. را از گیاهانAraucaria

araucana (Molina) C. Koch. وCupressus sp. از لاهیجان
اند. در این پژوهش، درخت نمدار به عنوان میزبان گزارش کرده

شود و این گونه جدیدي براي این قارچ در دنیا گزارش می
UTOS-G2هیجدانگاي ایران است.وقارچی، آرایه جدیدي براي ف

يکشاورزيوتکنولوژیپژوهشکده بیکروبیمریذخاونیدر کلکس
)10344ABRIICC(شودیمي، کرج، نگهدار.

پس از هفت روز در شرایط PDA. پرگنه قارچ روي محیط کشتUTOS-G2 :A، جدایهScolecobasidium cordanaeگونه -5شکل 
اي،. حلقه ریسهDروز، 30ها در سطح محیط کشت بعد از ومیدیکنتشکیل B-C.درجه سلسیوس، 25تاریکی مداوم و دماي 

E-Fها، ومیدیکنبرها و . کنیدیومG .ها.ومیدیکن
Fig. 5. Scolecobasidium cordanae, isolate UTOS-G2: Colony on PDA after seven days at 25 °C in continuous dark
conditions, B-C. Sporulation on the surface of culture medium after 30 days, D. Hyphal coil, E-F. Conidiophores and
conidia, G. Conidia.

5-Sordaria arctica Cain, Canadian Journal of Botany

35(3): 262 (1957)

هاي ، به دست آمده از شاخهUTFS15نمونه بررسی شده: جدایه 
شانکر درخت زالزالک، استان گیلان، چندساله و داراي علایم 
.1399شهرستان اسالم، تابستان 

الرشد بوده و قطر آن عیسراریپرگنه بسدر این گونه، 
طیروز، تحت شراچهاربعد از گذشت PDAکشتطیمحيرو

. رنگ دیرسمتریلیم90به يساعت نور12و یکیساعت تار12
روشن دیده شد.ياقهوهدر ابتدا سفید و سپس به رنگپرگنه

روشن در ياتا قهوهدیبه رنگ سفبا تراکم خیلی کم هاسهیر
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یگلابهاومیتسی. پرکردندرشد کشتطیسطح و هم داخل مح
و انبوه به بعد به صورت پراکنده پنجم از روزشکل که یتا فلاسک

اهیساي تیره تا ها قهوهآنرنگ شدند. لیتشکطیدر سطح مح
ها همچنین، دیواره پریتسیومبلندي داشتند.ه و گردن نسبتا بود

×350-300)325ها (مات و غیرشفاف بود. ابعاد پریتسیوم
گیري شد. بافت پریدیوم از نوع میکرومتر اندازه600–700)650(

textura angularis)اندازه ها کوچک، چندوجهی تقریبا همیاخته
میکرومتر بود. 8- 14) و ضخامت آن ها وجود نداردو فضایی بین آن

رنگ، تک جداره، در انتها تخت اي شکل، بیها استوانهآسک
)truncate(و به ابعاد)120-155)5/137(×12-13)5/12

میکرومتر بودند. آسکوسپورها به تعداد هشت عدد در یک ردیف 
سلولی، بیشتر ها تکدر داخل آسک تشکیل شدند. آسکوسپور

ها در یضوي و داراي سطح صاف بودند. آسکوسپورمرغی تا بتخم
رنگ بودند و سپس به رنگ زرد مراحل اولیه تشکیل بی

اي تیره تا سیاه دیده شدند. نارنجی و در مرحله بلوغ قهوه
میکرومتر15-18)5/16(× 13-5/14)75/13ها (ابعاد آسکوسپور
).6هستند (شکل 

گونه فیبا توصهیجدانیشناختی اریختهايیژگیو
Sordaria arcticaکاینه شده توسط یارا)Cain مطابقت )1957

و یا نرهاگ است. ومیدیکناین گونه هموتال بوده و فاقد داشت. 
.Sشناختی این جدایه با توصیف گونه هاي ریختویژگی arctica

arctica.Sگونه ) مطابقت داشت. 1957ه شده توسط کاین (ارای

S. fimicolaو شکل آسکوسپورها از دو گونه ابعادبه لحاظ 

.(Roberge ex Desm.) Ces. & De Notو.TsS. tamaensis

Watanabeدر هاکه ابعاد آسکوسپورگردد، به طوريمتمایز می
اغلب بیضوي و داراي عرض تر بوده، بزرگ، S. fimicolaگونه
Guarro & von Arx(هستند تري کم . همچنین، ابعاد )1987

تر بوده و از لحاظ شکل بزرگ، .tamaensisSدر گونهآسکوسپور 
مرغی تا بیضوي) تخم(S. arcticaگونهشبیه آسکوسپورهاي

etvan Geelگیل و همکاران (. ون)1989Watanabe(هستند 

al. ) بیان کردند که این گونه به فراوانی از روي فضولات 2011
شود. این گونه قارچی، خوار مثل گرگ یافت میحیوانات گوشت

براي نخستین بار به عنوان قارچ همراه با علایم شانکر شاخه از 
شود و آرایه جدیدي براي درختان زالزالک در دنیا گزارش می

ریذخاونیکلکسدر UTFS15فونگاي ایران است. جدایه 
ABRIICCپژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي (یکروبیم

شود.)، کرج، نگهداري می10318

پس از گذشت هفت روز، PDA. پرگنه قارچ روي محیط کشتUTFS15 :A، جدایهSordaria arcticaگونه -6شکل 
B-Cها، پریتسیومD ،بافت پریدیوم .E-Gها و آسکوسپورها، . آسکHها.. آسکوسپور

Fig. 6. Sordaria arctica, isolate UTFS15: A. Colony on PDA after seven days, B-C. Perithecia, D. Peridium, E-G. Asci
and ascospores, H. Ascospores.
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Table 1. Sequences used in this study for construction of phylogenetic tree based on nucleotide sequences of ITS regions

آرایه
Taxon

هیجدا
Isolate

بانک ژنشمار در رس
GenBank accession number

ITS

منبع
Reference

Sordaria tamaensis NBRC 32552 LC146762.1 Ban et al. (2016)
S. fimicola CBS 508.50 MH856730.1 Vu et al. (2019)

CBS 911.73 MH860820.1 Vu et al. (2019)
CBS 723.96 MH862606.1 Vu et al. (2019)

S. conoidea CBS 563.72 MH860572.1 Vu et al. (2019)
CBS 563.72 AY681179.1 Cai et al. (2006)

S. arctica ABRIICC 10318 MW485432 This study
CBS 143.68 AY681175.1 Cai et al. (2006)

Corynascus sexualis CBS 827.96 MK919295.1 Wang et al. (2019)
Unknown AJ224202.1 Stchigel et al. (2000)

C. sepedonium ABRIICC 10341 MZ203485 This study
CBS 101936 MK919294.1 Wang et al. (2019)

C. verrucosus WN18_2_11 MN956890.1 Zhao et al. (2021)
F478 MW995582.1 Kago et al. (2021)

C. fumimontanus CBS 137294 MK919291.1 Wang et al. (2020)
Harzia verrucosa CBS 113456 KY628674.1 Schultes et al. (2017)

CBS 101.24 KY623414.1 "
H. palmara ABRIICC 10343 MZ203483 This study

CBS 158.49 NR_161006.1 Schultes et al. (2017)
H. cameroonensis CBS 136420 MH866096.1 Vu et al. (2019)

CPC 22065 KF777163.1 Crous et al. (2013)
Neosetophoma poaceicola 18 JFER 2.2 MT747958.1 Cardoso et al. (2020)

17 JFER 2.1 MT747957.1 "
N. guiyangensis ABRIICC 10317 MW581003 This study

GZCC 18-0111 MH018134.1 Zhang et al. (2018)
N. lonicerae KUMCC 18-0156 MK356376.1 Phookamsak et al. (2019)

et al. (2019)
KUMCC 18-0155 MK356375.1 "

N. lunariae CPC 26671 NR_154242.1 Hernandez Restrepo et a. (2016)
KX306763.1 "

N. clematidis MFLUCC 13-0734 NR_154228.1 Liu et al. (2015)
KP744450 "

N. aseptata Unknown NR_164449.1 Marin-Felix & Crous (2019)
CBS 145363 MK539953.1 "

Ochroconis verrucosa CBS 383.81 NR_132048.1 Samerpitak et al. (2015)
CBS 383.81 KF156015.1 "

O. tshawytschae CBS 228.66 MH858782.1 Vu et al. (2019)
ZH23-2016 MG660854.1 De Marchi et al. (2017)

O. cordanae UTHSC 10-1875 LM644510.1 Giraldo et al. (2014)
CBS: 412.51 HQ667540.1 Samerpitak et al. (2010)

O. sexualis PPRI 12991 KF156018.1 Samerpitak et al. (2014)
dH 22953 KF156017.1 "

O. icarus CBS 536.69 MH859368.1 Vu et al. (2019)
CBS: 423.64 HQ667523.1 Samerpitak et al. (2010)

Scolecobasidium cordanae ABRIICC 10344 MZ203484 This study
Phragmidium chayuensis BJFCR 02532 NG_064492.1 Tian et al. (2019)
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بحث
هاي همراه علایم تحقیق، بررسی تعدادي از قارچدر این 

برگی برخی درختان مد نظر قرار گرفت. پس از شانکر و لکه
هاي قارچی حاصل، ارزیابی شناختی جدایهشناسایی ریخت

ITS1-5.8S-ITS2فیلوژنتیکی براساس تعیین توالی ناحیه ژنومی 

ده از انجام شد. در این تحقیق، تبارنماي فیلوژنتیکی با استفا
و براساس توالی نواحی Maximum Likelihoodروش 

جدایه حاصل از 40آي.تی.اس. در پنج جدایه مورد بررسی و 
بانک ژن و یک جدایه به عنوان گروه خارجی از بانک ژن ترسیم 

هاي مختلف در جدایهITS1-5.8S-ITS2یژنومهیناحشد. طول 
جفت باز متغیر بود.600تا 500از 

ي فیلوژنتیکی ترسیم شده با استفاده از توالی در تبارنما
ها در چهار گروه نواحی آي.تی.اس. براساس نحوه انشعاب، جدایه

مجزا قرار گرفتند. تمام اعضاي گروه داخلی تبارنما به شاخه 
Ascomycota .گونه تعلق داشتندPhragmidium chayuensis

)NG_064492.1( از شاخهBasidiomycota به عنوان گروه
هاي متعلق خارجی در نظر گرفته شده است. در گروه یک، جدایه

، Sordaria tamaensis،S. fimicola،S. conoideaهايبه گونه
S. arctica ،Corynascus sepedonium ،C. verrucosus،

C. fumimontanus وC. sexualis قرار گرفتند. این گروه داراي
بوده و اعضاي آن متعلق به راسته %99حمایت اعتبارسنجی

Sordariales از ردهSordariomycetes هستند. در این گروه
هاي نزدیکبه خوبی از گونهCorynascus sepedoniumگونه 

وC. verrucosusهاي شناختی، نظیر گونهاز نظر ریخت
C. fumimontanus .همچنین در این گروه، تفکیک شده است

شناسی از دو گونه نزدیک از نظر ریختarcticaSordariaگونه 
در نیز تفکیک شده است..tamaensisSو S. fimicolaشامل 

Harziaهاي هاي متعلق به گونهگروه دو، جدایه verrucosa،
H. cameroonensis وH. palmara قرار گرفتند. این گروه
آن متعلق يو اعضابوده %100سنجی داراي حمایت اعتبار

هستند.Sordariomycetesاز رده Melanosporalesبه راسته 

Neosetophomaهايهاي متعلق به گونهدر گروه سه، جدایه

poaceicola ،N. guiyangensis ،N. lonicerae ،N. lunariae ،
N. aseptata وN. clematidis يداراگروهنیاگرفتند. قرار

آن متعلق به راسته يبوده و اعضا%100یسنجاعتبارتیحما
Pleosporales از ردهDothideomycetes.در گروه چهار، هستند

،Ochroconis tshawytschaeهاي متعلق به گونههايهیجدا
O. verrucosa ،O. icarus وO. sexualis وScolecobasidium

cordanae یاعتبارسنجتیحمايدودمان دارانیاگرفتند. قرار
از رده Venturialesآن متعلق به راسته يبوده و اعضا% 100

Dothideomycetes.هستند
شناختی ، علاوه بر صفات ریختپژوهشدر این 

ی نواحی نوکلئوتیديتوالهاي قارچی مورد بررسی، جدایه
یقارچهايگونهکیتفککارآیی لازم را براي آي.تی.اس. نیز

هاي این اساس، جدایهداشت و بر شده در سطح گونه ییشناسا
هاي مربوطه قرار هاي معتبر از گونهمورد بررسی در کنار جدایه

ها و همچنین شناختی گونهگرفتند که سازگار با شناسایی ریخت
ها با یکدیگر است. در نهایت براساس دهنده ارتباط آننشان

هاي قارچی به دست آمده، مجموع صفات مورد بررسی در جدایه
شود. همچنین، نگاي ایران معرفی میودید براي فچهار گونه ج
هاي گیاهی مورد بررسی نیز، میزبان گیاهی جدید همه میزبان

)matrix novaهاي قارچی شناسایی شده در دنیا ) براي آرایه
باشند. بنابراین، نتایج حاصل از این تحقیق، اطلاعات جدیدي می

ماید.نهاي قارچی ایران ارایه میرا در مورد آرایه

سپاسگزاري
نگارندگان از مسئولان محترم مربوطه در دانشگاه تهران 
به خاطر فراهم کردن امکانات و محیط مناسب براي انجام این 

نمایند.پژوهش سپاسگزاري می
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