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 چکيده

باشد که به  های شمالی کشدر وی های ورکبات در استا  بیماری بلاست ورکبات یکی از وهمترین بیماری

های  شدد و در شرائط اقلیمی وناود، خنارت ایجاد وی (.Pseudomonas spp)وسیله باکتری سددوودناس 

های واول یا همراه بیماری  سی پراکاش گدنهبه واظدر برر .سازد قابل كدجهی را به باغات ورکبات، وارد وی

های گیلا  و گلنتا  و نیز بررسی كادع فادكیپی و  در وااطق ورتلف استا  وازندرا  و وااطقی از استا 

پس از جدا و . آوری شدند جمعاز درختا  آلدده  9801-01های های بیمارگر در سال ژندكیپی، جدایه

دست  زا به جدایه بیماری 991، (Citrus aurantium)های نارنج  برگزائی روی  سازی و اثبات بیماری خالص

ها در  جدایه. گروه وجزا قرار گرفتاد 91ها در  بر اساس خصدصیات بیدشیمیائی و فیزیدلدژیکی، جدایه. آود

هیدرولاز وتغیر، در ایجاد فدق حناسیت در كدكد   نین دی زویای و آرژی های سیب  كدلید لدا ، لهانید  برش

رغم داشتن كدانائی لهانید  برش  ها ولی اوضای كيدادی از گروه. وثبت و در آزود  كدلید اکنیداز وافی بددند

های  های بیدشیمیائی، جدایه بر پایه ویژگی. نداشتاد P. viridiflavaزویای، شباهت چادانی با  سیب

 XIIهای گروه  ، و جدایهP. syringaeهای  ، به وادا  جدایه(ها کل جدایه% 81حدود ) XI الی VIهای  گروه

برای بررسی كکمیلی با . ، شااسائی شدندP.viridiflavaهای  ، به وادا  جدایه(ها کل جدایه% 8حدود )

های ودرد  برای جدایه 16S rDNAهمراه با  gyrBو  rpoDهای ودلکدلی، قنمتی از دو ژ  خانه دار  روش

  های گروه. گروه وجزا قرار گرفتاد 91ها در  رسیمی، جدایهدر درخت فیلدژنی ك. بررسی كيیین كرادف گردید

I-V و XIV ،VI-XIII و XV-XVII های  كركیب در شاخه بهP. fluorescens ،P. syringae  وP.putida 

-ERIC و BOX-PCR های ودرد بررسی بر پایه انگشت نگاری ژنتیکی حاصل از كادع جدایه. قرار داشتاد

PCR درصد، در  19و  88، 89كركیب در سطح شباهت  ها به دو نشا  داد که جدایه ی آ ها و نیز كلفیق داده

دهد که این آزود  قادر است  نگاری ژنتیکی نشا  وی نتایج انگشت. گیرند گروه وجزا قرار وی 91و  91، 91

با کمک  برای بررسی اوکا  کاترل بیمارگر. كر از یکدیگر كفکیک نماید ها را در سطح گدنه و پایین جدایه

ها در  ورمرها، از باغات ورکبات شمال کشدر، ورمرهائی جداسازی شدند و ارزیابی كدا  بیدکاترلی آ 

پاشش ورمر سه بار و به . بر روی رقم نارنج صدرت گرفت P. syringaeزنی یک جدایه  با وایه  شرایط گلرانه

طرح  كجزیه واریانس آزوایش براساس. تزنی بیمارگر صدرت گرف فداصل دو روزه انجام شد و پس از آ ، وایه

های بركر، ناحیه  برای شااسائی جدایه. اجرا شد وش دانکنر ها به وقاینه ویانگین و های کاول كصادفی بلدك

ITS  پرایمرهای ها با به کارگیری  آITS1 و ITS4 با وقاینه نتایج در پایگاه . كکثیر و كيیین كرادف شد

 .Sporobolomyces ruberrimus  ،Cryptococcus albidus  ،Cبه وادا   ، ورمرهای بركرNCBIایاترنتی 

magnus  وRhodotorula sp. .شااسائی شدند .S. ruberrimus ها کاترل کرد بیماری را بهتر از سایر گدنه . 
 

، Pseudomonas ،rep-PCR،rpoD  ،gyrB، 16S rDNAبلاست ورکبات، کاترل بیدلدژیک، :كلمات كليدي

Sporobolomyces, Cryptococcus, Rhodotorula . 
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 مقدمه. 1

ورکبات یکی از وهمترین وحصدلات کشاورزی در دنیا بدده که از نظر كدلید جهانی آ ، ایرا  جایگاه بالایی را 

ی، قارچی و باکتریائی سبب های ورتلف ویروس بیماری. باشد در بین ده کشدر اول كدلید کااده دارا وی

از  (Citrus Blast)ورکبات  بلاستبیماری . شدند های قابل كدجهی روی این گروه از ورصدلات وی خنارت

 ,.Whiteside et al)باشد  گرونیر وی وااطق یخیز دنیا به استثاا شایع در اکثر نقاط ورکبات  جمله بیماری

این بیماری از کشدرهای استرالیا، ژاپن، افریقای جادبی، برخی از کشدرهای حاشیه ودیترانه و آسیای . (1989

در شرائط اقلیمی شمال ایرا ، به . (Whiteside et al., 1989) گزارش شده است، اوریکا و استرالیا ورکزی

پژوردگی و اسب، بیماری بلاست خنارت قابل كدجهی را بصدرت دلیل وجدد رطدبت بالا و دوای وا

 .Pseudomonas syringae pvواول بیماری یک ندع باکتری با نام . کاد ایجاد ویها  خشکیدگی سرشاخه

syringae  ويرفی شد(Whiteside et al., 1989) . این احتمال وجدد دارد که باکتری واول بیماری در بيضی

 Pseudomonas viridiflava و در نداحی دیگری از استا  P. s. pv. syringae از نقاط وازندرا 

(Burkholder 1930) Dowson 1939 باشد (Shams-Bakhsh and Rahimian, 1997) . ، در جادب ایرا

 ,Razinataj and Taghavi, 2004; Taghavi and Ziaee) كاکاد  گزارشی از وجدد بیماری ارایه نشده است

، خصدصیات فیزیدلدژیکی را به وادا  ويیار اصلی برای (Jensen, 1909)، جانن28اوائل قر   در. (2003

ویزبانی، به وادا  یک ويیار کمکی،  زائی و داواه هائی نظیر بیماری ویژگی. ها وطرح نمدد كاکندندوی باکتری

بادی  ، طبقه9129 كا سال. (Palleroni, 2003)های كاکندندویکی ودرد استفاده قرار گرفت  در كيیین ویژگی

ها به صدرت  که در آ  شرایط، سددوودناس استدار بدد، بطدری ها همچاا  بر اساس خصدصیات فادكیپی  گدنه

کااد كدصیف  وسیله یک كاژك قطبی حرکت وی ای، بدو  اسپدر و هدازی که به هائی گرم وافی، ویله باکتری

س از ويرفی جاس سددوودناس، كغییرات زیادی در های پ در طی سال .(Holt et al., 1994)شدند  وی

هائی است که كدا  استفاده از  گدنه این جاس وتشکل از. كاکندندوی و نیز كدصیف آ ، بدجدد آوده است

بنیاری از  .کااد داواه وسیيی از وداد ارگانیک و غیر ارگانیک را دارند و در شرایط وحیطی وتفاوت رشد وی

كرین  های آ  از جمله وتادع گدنهو  (Palleroni, 1992) های این جاس بدده گدنه بیمارگرهای وهم گیاهی از

های این  كرین گدنه یکی از وهم. (Young, 1996)باشاد  زای گیاهی وی های بیماری كرین باکتری و گنترده
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 ,Gnanamanickam)پاكدوار كدصیف شده دارد  18است که بیش از  Pseudomonas syringaeجاس 

ها و  گدنه گیاهی وتيلق به جاس 908که بیش از  داواه ویزبانی این گدنه بنیار وسیع بدده، بطدری .(2007

های  پس از ويرفی اولین جدایه. (Young, 1996)اند های ورتلف به وادا  ویزبا  آ  قلمداد گردیده خانداده

P. s. pv. syringae  9182در سال(Klotz, 1978)بیشتری از این پاكدوار، از  های های بيد جدایه ، در سال

های ورتلف گیاهی دیگر جدا شدند و به دلیل داشتن كفاوت در داواه ویزبانی، ولائم ایجاد شده روی  گدنه

بدین كركیب كا سال . های جدید ناوگذاری شدند های فادكیپی به وادا  گدنه گیاها  و نیز برخی ویژگی

ویژگی ویزبا  اختصاصی، ویژگی . (Hirano et al., 1995) گدنه سددوودناس ناوگذاری شده بدد 19، 9118

های  در آ  زوا ، با بررسی. کردند ها را كفکیک وی شااسا  گیاهی بر اساس آ  گدنه وهمی بدد که بیماری

های زیادی با هم داشته و به جزء داواه ویزبانی، وجده یا  ها كشابه انجام شده وشرص گردید که این گدنه

گدنه ودجدد، در یک  19، کلیه 9108باابراین، در سال . ها وجدد نداشت برای كفکیک آ  های دیگری ویژگی

ها به وادا  یکی از پاكدوارهای آ  واظدر  ناوگذاری و هر یک از گدنه P. syringaeگدنه ادغام و كحت وادا  

ویزبانی، وجدد  زائی، داواه برای كفکیک پاكدوارهای این گدنه، بیماری. (Hirano et al., 1995)شدند 

های سرولدژیکی، طیف واابع کربای ودرد استفاده، وحتدای اسیدهای چرب  های هیدرولیکی واکاش آنزیمی

 Fahy)های ويمدل است  های ژندكیپی، كدانائی كشکیل هنته یخ و كدلید كدکنین از ویژگی سلدلی، ویژگی

and Hayward, 1983) .یدسینتماكیک وترادف در نظر گرفته كاکندندوی که ويمدلاً با سینتماكیک یا ب

و سرانجام  (Numenclature)گذاری  ، نام(Classification)بادی  شدد، وتشکل از سه قنمت وجزای گروه وی

 ,.Vandamme et al)باشد  وی (Identification of Unknown Organisms)شااسائی ودجدد ناشااخته 

1996; Young, 1996) .  فازی کندندوی پلیكااصطلاحی هم كحت وادا(Polyphasic Taxonomy)
كدسط  

های فادكیپی، ژندكیپی و فیلدژنتیکی جهت  از بکارگیری روش  ابداع که وبارت (Colwell, 1970)ول  کل

 ,.Vandamme et al)ها در هر سطحی از كاکند  است  كر ودقيیت كاکندندویکی ویکروب كيیین دقیق

های ودرد استفاده برای كاکندندوی  اسی، وجمدوه وتادوی از روششا در وباحث سینتماكیک باکتری. (1996

. نظیر خصدصیات فادكیپی، ژنتیکی و اکدلدژیکی (Palleroni, 2005)ها، ذکر شده است  سددوودناس

 های ورفدلدژیکی، فیزیدلدژیکی، کمدكاکندندویکی، آنزیمی و خصدصیات فادكیپی شاول کلیه ویژگی

ها به  های سددوودناس و یا حتی انتقال آ  بادی وجدد برخی گدنه جهت طبقه. شدد سرولدژیکی را شاول وی
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 .(Palleroni, 2003; Peix et al., 2009)ها، استفاده شده است  های دیگر نیز از این شاخص جاس

 ,.Stanier et al)اولیه اوضای این جاس در گذشته كاها بر اساس خصدصیات فادكیپی استدار بدد  كاکندندوی

پس از كحقیقات بیشتر در خصدص جاس سددوودناس، وشرص شده این جاس در بر گیرنده  .(1966

که به ورور زوا ، فزونی كيداد آ ، كدجه بنیاری از وحققین را به خدد جلب  بطدری های فراوانی است گدنه

از . (Palleroni, 2008)كری استفاده شد  های بیشتر و دقیق بادی بهتر، از شاخص کرد و برای ایجاد گروه

ها نیز اوروزه  های ندکئدكیدی ژ  فادكیپی و وطاليات اکدلدژیکی، وطاليات كدالیويیارهای بر  رو ولاوه این

. های سددوودناس شده است های بزرگی در زویاه كاکندندوی کلیه ودجددات از جمله باکتری سبب پیشرفت

 DNAهای استرراج  با كدسيه روش .یدهای ودلکدلی برای جاس سددودناس آغاز گرد بررسی 9118در دهه 

های  و وقاینه DNA-DNAاولین وطاليات همدلدژی  DNA (Marmur, 1961)از سلدل و الحاق وجدد 

های  ، ضمن بررسی های سددوودناس برای كدصیف اركباط ویا  گدنه. آغاز شد ها ژنتیکی در كاکندندوی باکتری

به وادا  ويیار  DNA-DNAشباهت با هیبریداسید   ویژه كيیین ویزا  به DNAفادكیپی، از خصدصیات 

. (Colwell and Mandel, 1964; Colwell et al., 1965; Johnson and Ordal, 1968)شد کمکی استفاده

باشد  وطاليات بيدی که به بازنگری پاكدوارهای این گدنه پرداخته است، كحقیقات گاردا  و همکارا  وی

(Gardan et al., 1991; Gardan et al., 1992; Gardan et al., 1999) . پاكدار و هشت  10در این وطاليات

 1ودرد بررسی قرار گرفته و  DNA-RNAو هیبریداسید   DNA-DNAگدنه وابنته، بر اساس هیبریداسید  

ای  های ریبدزووی گزیاه كيیین كرادف ژ . ها قبلاً وشرص بددند، ويرفی گردید گدنه ژندوی که كيدادی از آ 

هائی هنتاد كا در زویاه  ها ومدكاً به دنبال ودلکدل ها باشد چراکه كاکندندوینت ااسب برای كاکندندوینتو

های  ها به وادا  ويیاری که دارای درجه حفظ شدگی بالا و كادوی وطلدب در ویا  گدنه كکاول بتدا  از آ 

بادی  هم در زویاه طبقهبه وادا  یک شاخص و 16S rDNA ناحیه .ودجددات داشته استفاده نمایاد

 ,.Anzai et al., 2000; Peix et al)شدد های سددوودناس وحندب وی ها از جمله جاس و گدنه باکتری

های شااخته شده آغاز شد و از  وربدط به کلیه باکتری 16S rDNAیابی ژ  به بيد، كدالی 18 از دهه . (2009

ژنی بنیار حفظ شده   دار که دارای كدالی های خانه ژ . ها استفاده شد آ  برای كرسیم روابط فیلدژنی باکتری

ها به  باشاد، از دیگر ويیارهایی بدده که برای بررسی كادع و كاکندندوی بهتر و ویزا  كغییرات كکاولی آ  وی

از این رو پیشاهاد شده كا برای بررسی  (Hilario et al., 2004) باشد وی16S rDNAوراكب بیشتر از ژ  
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و  (Santos and Ochman, 2004)گدنه، ودرد استفاده قرار بگیرد  ژنی بنیار نزدیک و در حد زیرروابط فیلد

گنترش فراوانی یافته  ،(Multilocus sequence typing-MLST)اوروزه كيیین كدالی چادین جایگاه ژنی 

، DNA-DNAد  ها، پیشاهاد شده كا به جای هیبریداسی نظر به اهمیت این ژ  (Khan et al., 2008)است 

هدف این كحقیق، شااسایی . (Stackebrandt et al., 2002a)دار، ودرد بررسی قرار گیرند  چادین ژ  خانه

ها در بین  دقیق واول و یا وداول احتمالی بیماری بلاست ورکبات و نیز یافتن جایگاه دقیق كاکندندویکی آ 

از این رو ضمن بررسی . فازی خداهد بدد های سددوودناس با استفاده از كاکندندوی پلی سایر جدایه

دار و نیز از انگشت نگاری  های خانه های ودلکدلی نظیر كيیین كرادف ژ  ای، از سایر روش خصدصیات كغذیه

 . ژنتیکی استفاده خداهد شد

اوا با وصرف ، (Klotz, 1978)شدد  برای کاترل این بیماری ويمدلاً استفاده از سمدم شیمیائی كدصیه وی

 ,Gnanamanickam)های وقاوم باکتری،  سدزی، احتمال بروز جدایه وم این كرکیبات، ضمن خطر گیاهودا

بدده  ینكلاش بر اهای اخیر  باابراین در سال. دنبال خداهد داشت ، خطرات زینت وحیطی را نیز به(2007

های  خنارت برای کاهش یگزینجا یها روش یرسااستفاده از  یمیایی،است كا با کاهش وصرف سمدم ش

هایی نظیر استفاده از ارقام وقاوم، روایت بهداشت زراوی، کاترل بیدلدژیکی و  روش. یابد یشافزاها،  بیماری

استفاده از کاترل بیدلدژیکی به دلیل ودم خطرات زینت وحیطی از ها  از ویا  آ . نیز روش وبارزه كلفیقی

 یها گزارشدر زویاه كدانائی آنتاگدنینتی ورمرها،  های گذشته در دهه. باشد ای برخدردار وی جایگاه ویژه

 Chalutz)و چالدكز و همکارا   (Janisiewicz, 1987) جانینیدیز 9108در دهه . قابل كدجهی ارایه شده است

et al., 1988) های پس از برداشت ویده و سبزیجات، را  های وثبتی از كدانایی ورمرها در کاترل بیماری جابه

 Cryptococcusاند، نظیر  برخی نیز در سطح كجاری كدلید شده. (Sharma et al., 2009) دان ارایه کرده

albidus  وC. oleophila كركیب كحت وااوین كجاری هب Aspire  وYiledplus  وجدز ثبت و اجازه استفاده در

مرهایی از در این بررسی سيی خداهد شد كا ور. (Sharma et al., 2009) اند سطح كجاری را کنب کرده

ها ولیه واول بیماری بلاست ورکبات،  آوری و پس از بررسی كدا  بیدکاترلی آ  وااطق شمالی ایرا ، جمع

 .های بركر انتراب و شااسایی گردند جدایه
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 انجام شدهمروري بر مطالعات . 2

 بيماري بلاست مركبات. 2-1

های  از جمله بیماری (Citrus Black Pit) لکه سیاه ویده ورکبات و (Citrus Blast)ورکبات  بلاستبیماری 

های  جدایهباشد که ومدكاً به وسیله  وااطق گرونیر وی یخیز دنیا به استثاا شایع در اکثر نقاط ورکبات

Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall 1902  ایجاد این بیمارگر از طریق زخم . شدد ویایجاد

صدرت نقاط  ولایم بلاست روی پهاک و دوبرگ ومدواً به. کاد حمله وی به گیاه ،های جدا  روی بافتشده 

 وطدری که از طرف پایین به شاخه  یابد، به پدید آوده و از هر طرف گنترش وی رنگ آبندخته یا نداحی سیاه

ها پژورده  اگر آوندهای آبکشی دوبرگ آلدده شدند، برگ. کاد فدقانی برگ سرایت وی  از طرف بالا به برش

رنگی  ای كا سیاه شکل قهده بیضیزخم ( وحل اكصال به شاخه)در وحدر جدانه با قاوده برگ . ریزند ده و ویش

ولایم این . ها خشک خداهد شد های بالایی آ  ها دور كا دور شاخه را بگیرند، برش اگر این لکه. شدد ایجاد وی

° دوایی بینداواه در  بیماری درطدل فصل رشد و به خصدص در شرایط هدای خاک و بارانی و
C28-0  بر

چاانچه بلاست دیرهاگام رخ دهد، ومکن است با خنارت . های جدا  شدیدكر خداهد بدد روی سرشاخه

همچاین در بیماری لکه سیاه که ناشی از این بیمارگر . (Whiteside et al., 1989) گردد سروازدگی اشتباه

بر روی  ها بیشتر لکهاین . شدد ها ایجاد وی روی ویدهیاه رنگ ای كیره كا س قهده   فرورفتههای  باشد، لکه وی

وتر هم  ها كا سه و نیم ویلی قطر این لکهو گاهی اوقات  شدد های لیمد شیرین و لیمدكرش وشاهده وی ویده

این بیماری از کشدرهای استرالیا، ژاپن، افریقای جادبی، برخی از . (Fawcett et al., 1923) رسید خداهد

. (Smilanick et al., 1996) گزارش شده است، اوریکا و استرالیا ی حاشیه ودیترانه و آسیای ورکزیکشدرها

در ایرا ، اولین . (Mirik et al., 2005) ه استشااسایی شدبیمارگر به وادا   P. s. pv. syringae در كرکیه

 Citrus sinencis (L.))لهای پركقا بصدرت پژوردگی و خشکیدگی سرشاخه 9811بار این بیماری در سال 

Osbeck) و آلمد (C. macrophylla Wester)  گزارش شدوازندرا  از (Shams-Bakhsh and Rahimian, 

 ,C. limon (L.) Burm f)های ودور فرورفته و سیاهرنگ روی ویده لیمدكرش  لکهباکتری از . (1997

Eureka)  ی واول بیماری در بيضی از نقاط وازندرا این احتمال وجدد دارد که باکتر. بددجدا گردیده نیز P. 
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s. pv. syringae  و در نداحی دیگری از استا Pseudomonas viridiflava (Burkholder 1930) Dowson 

در جادب ایرا ، كاکاد  گزارشی از وجدد بیماری  .(Shams-Bakhsh and Rahimian, 1997)باشد 1939

های  شهردر های ورتلف  از ویزبا  P. viridiflavaهای  دایهای ج یک بررسی وقاینه در. ارایه نشده است

و  (Razinataj and Taghavi, 2004) ریز، استهبا  و وهارلد شیراز، سپیدا ، ورودشت، سيادت شهر، خفر، نی

 Taghavi and) در وااطقی از فارس P. s. pv. syringae های وقاینه جدایهدر بررسی دیگر در زویاه 

Ziaee, 2003)دست نیاوده است ، شداهدی که حاکی از آلددگی ورکبات به بیماری بلاست باشد، به . 

واول بلاست ورکبات در وازندرا  با  P. viridiflavaهای  های سلدلی جدایه ینینقدش الکتروفدرزی پروك

زا  بیماری ا و همیشه بهار در وازندر سفااجهایی که در ا كا حد زیادی با جدایهولی شته فرق داورجع جدایه 

واجد شباهت نظر خصدصیات فادكیپی، پلاسمیدی و سرولدژیکی نیز هنتاد، شباهت زیادی داشته و از 

های همیشه بهار،  ها نظیر جدایه جدایهاین . (Goharzadeh and Rahimian, 2000) زیادی با یکدیگر بدده اند

. (Rahimian and Zarei, 2003) کااد كدلید ویهای حاوی سدکروز، لدا   فرنگی و ریحا  روی وحیط گدجه

در یک بررسی در شرایط . (Schaad et al., 2001) باشاد های استاندارد، فاقد این كدانائی وی ولی جدایه

های وشابه واول یا همراه بلاست ورکبات  و یا جدایه P. viridiflavaوحیطی شمال ایرا ، وشرص شد که 

خروس، چمن  كنبیحی، ورغ، كاج نظیر دانه)های ورکبات  ز غالب در باغهای هر قاردند كا بر روی برخی از ولف

اولین بار . (Sadeghi et al., 2011) بقای رورستی داشته باشاد( یک ساله، چچم، فالاریس، قیاق و چنبک

Pseudmonas Migula 1984, 237 جاس
AL

 (Nom. Cons., Opin. 5 of the Jud. Comm. 1952, 121.) 

های انجام شده در دو كا سه دهه اخیر، سبب  ، پژوهش(Brenner et al., 2005) صیف شدكد 9101در سال 

در اوائل، . شااسی را به خدد اختصاص دهد قنمتی از كاریخ ولم باکتریشده است كا جاس سددوودناس 

ی بنیار كاها بر پایه شکل و خصدصیات ومدوی باکتری استدار بدد که به وادا  ويیارها ها كاکندندوی باکتری

ها که دارای خصدصیات  شدند چراکه برای گروهی از باکتری ها وحندب وی وحدود، در كاکندندوی باکتری

(Form Genera) ورفدلدژیکی ومدوی بددند، اصطلاح شبه جاس
 ,Cohn) گرفت ودرد استفاده قرار وی 

وادا  ويیار اصلی برای ، خصدصیات فیزیدلدژیکی را به (Jensen, 1909) ، جانن28در اوائل قر  . (1872


