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 چکیده

ای میکروبی غذاهای تخمیری به طور گسترده گوناگونیدر مطالعه  PCRهای مولکولی بر پایه روش امروزه  :و هدف سابقه 
 .از پنیر سنتی تالشی استجدا شده های اسیدلاکتیک باکتریژنتیکی  گوناگونیبررسی شناسایی و  مطالعه این هدف. اندکاربرد یافته

با  DNAایزوله شده و پس از استخراج  MRSو M17های وحشی باکتری اسید لاکتیک در محیطسویه  45 :هامواد و روش
 .  شناسایی شدند S rRNA 61آزمونها توسط گونه. خوشه بندی شدند MVSPنرم افزار  و RAPD-PCRروش 

 ساکئی، پلانتاروم، پاراپلانتاروم، لاکتوباسیلوسی هاو گونهها جنس شاملشش بیوتایپ اصلی و غالب در این پنیر سنتی  :هایافته
 . بودندفیسیوم  و فکالیس انتروکوکوس گالولیتیکوس، های استرپتوکوکوسها، گونهپاراکازئی و لاکتوکوکسی

مجزایی بوده که باندی  هاپروفایلقادر به ایجاد  RAPD-PCR در روش D836و  M13به کار گرفته شده پرایمرهای  :بحث 
        .بود ییبالا ژنتیکی گوناگونیجدایه نشان دهنده  45در میان  ژنوتایپ 61 وجود. را فراهم ساخت هادایهبندی جامکان تفکیک و خوشه

 گوناگونیه و اسید لاکتیک بود هایباکتریو شناسایی سریع و قابل اطمینان  تفکیکقادر به مولکولی های روش: گیرینتیجه
 . دادندتشکیل میفرمانتاتیو  هترو هایلاکتوباسیلوسباکتری غیر آغازگر را نیز ترین غالب. ها را نیز نشان دادندژنتیکی بالایی آن

 ژنتیکی گوناگونی، پنیر تالشی، S rRNA61کننده،  آغاز لاکتیک غیر باکتری اسید، RAPD-PCR  :یکلید هایواژه

 
 مقدمه 

با توجه به روند صنعتی شدن و در تهدید بودن شیوه دامداری 
که  میریسنتی تخ هایسنتی، خطر از دست رفتن محصول

های های حاوی ژنعنوان مخزن عظیمی از سویهه همواره ب
 ،1)شود مفید و بخشی از میراث طبیعی و ملی احساس می

عطر  هایخصوصیتسنتی دارای  هایچنین محصولهم(. 65
ای  هستند که عامل تعیین و پیچیده گوناگونیم و طعمی

نام ه ها بای از باکتریکننده آن و تفاوت در کیفیت، دسته
های اسید لاکتیک غیر آغازگر هستند که منشاء آنها باکتری

ها و یا محیطی که در آن تولید ممکن است شیر خام، افزودنی
ها از کنترل و ورود آنحضور (. 9)گیرد، باشد پنیر صورت می

ه تفاوت در کیفیت پنیر ئلتولید کننده خارج بوده و این مس
شود و در نتیجه، در فرآیند سنتی و تولید شده را باعث می

شرایط آغازگرهای طبیعی، نیاز به مراقبت دائمی استفاده از 
مطلوب است برای رسیدن به محصول نهایی  یکیتکنولوژ

سنتی ممکن است  هایاز محصول چنین استفادههم (.64،64)
بنابراین امروزه استفاده (. 9)بهداشتی همراه باشد  رهایبا خط

-جهت دست( هر چند غیر اختصاصی)های انتخابی راز آغازگ
. معمول استکنترل فرآیند،  آسانیه کیفیت یکنواخت و بیابی 

ه شیر همراه با بمیکروبی ترکیب روش استانداریزه کردن 
منجر به تولید محصولی با آغازگر  های غیر کشتکارگیری 

طیف از آنجا که (. 61) گرددکیفیت بالا و یکنواخت می
 هایلاکتیک در ایجاد خصوصیت های اسیدوسیعی از باکتری
و های سنتی جهت حفظ ویژگیند، ثرؤعطر و طعمی م

 هاییمحصول این دسته ازموجود در  بیولوژیکی گوناگونی
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و لاکتیکی های طبیعی سویهاستفاده از ، انتخاب و پنیرها مانند
  .(1، 16)شود حتی غیر لاکتیکی توصیه می

های اسید برای طیف وسیعی از پنیرهای سنتی حضور باکتری
این ی گزارش شده است که گوناگونیلاکتیک غیرآغازگر م

ژنتیکی  گوناگونیدقیق نوع و ن دانستله اهمیت کسب ئسم
جهت  های سنتیپنیردخیل در رسیدن های ارگانیسممیکرو
های یابی و طراحی کشت میکروبی ثانویه برای انواع پنیر دست

کم  گوناگونی(.  6۱،69،6۲،65)سازد میآشکار سنتی  را 
گرفته شده در تخمیر لبنی منجر به  کاره های آغازگر بکشت

-برای کشت  هاکنندگان این محصول افزایش تقاضای تولید
در این راستا در دهه (. 61،15)آغازگر جدید شده است های 

های فراوانی بر روی جداسازی و مطالعه سویه هایهاخیر مطالع
وحشی اسید لاکتیک صورت گرفته و نتایج آن منتشر شده 

 (.1۲،16 ،6۲،61،6۱) است
آب و هوایی و رواج دامداری  گوناگونیدر کشور ما با توجه به 

شود که از انواع پنیرهای سنتی در مناطق مختلف تولید می
توان به پنیرهای تبریز، لیقوان، شبستر، ها میترین آنمهم

ای، سیامزگی، پنیر زنجان،  ارومیه، پنیر خیکی یا کوزه
بر روی  هاهپنیرهای کردستان و قزوین اشاره کرد که مطالع

آغاز شده و نتایج آن منتشر شده  هایحصولبرخی از این م
 (.6،1،5،66،66،66) است

سنتی لبنی تولید شده در  هایپنیر تالشی نیز یکی از محصول
طور ه باشد که باستان گیلان می کوهستانی تالشمنطقه 

 سنتی و از شیر خام و بدون استفاده از آغازگر تولید شده و از
خاص و محبوبیت بالایی عطر و طعم ای بالا، ارزش تغذیه

ای بر روی این گونه مطالعهدر حال حاضر هیچ .برخوردار است
به  بسیار کمی  هادانستهماده غذایی صورت نگرفته است و 

از آنجا . خصوص در رابطه با وضعیت میکروبی آن وجود دارد
فرد و بسیار ه که این محصول دارای عطر و طعم منحصر ب

میکروبی بسیار  گوناگونیرود دارای ای است گمان میپیچیده
هدف از این تحقیق مطالعه، جداسازی و شناسایی . غنی باشد

ایج حاصله علاوه بر بالا تن. های این محصول سنتی استسویه
- و دانش عمومی میکروبیولوژی پنیرها و سویه هادانستهبردن 

تواند در جهت افزایش کیفیت تولید و های بومی ایران، می
بهداشت این محصول و طراحی کشت آغازگر و تولید صنعتی 

 های غیرباکتری گوناگونیتعیین (. 6)آن مفید واقع شود 
آغازگر تا حد سویه، نیازمند استفاده از یک روش سریع و 

سازی شده  های جدامناسب برای ارزیابی تعداد بالای باکتری
عنوان یکی از  بهشناساگرهای مولکولی امروزه (. 66)است 

میان ژنتیکی  گوناگونیمطالعه شناسایی و ابزارهای قوی 

در  روند کهشمار میه های مختلف باکتریایی بها و جنسسویه
روشی مطمئن و  ، کهRAPD-PCRاین مطالعه نیز از آزمون 

سریع بوده و در آن از پرایمرهای طراحی شده تصادفی سود 
باشد، می PCRکه بر پایه  S rRNA 61و( 61)شود برده می

 (. 61)استفاده شد 

 ها مواد و روش
 مونه برداری نروش 

 های محلی منطقه تالش خریداری و نمونه پنیر از فروشگاه 64
های بالاترین کیفیت طعم جهت آزموننهایت سه نمونه با در 

 کنار یخشرایط استریل و در  درها نمونه. بعدی انتخاب شدند
گرم از هر نمونه  6۲. ندبه آزمایشگاه منتقل شد تسرع به 

% 6 ، در سیترات سدیمسازی گنپس از همانتخاب شده و 
 μl6۲۲ سپس. شدسازی و سپس رقیق همگن ( حجمی/وزنی)

 ,4M17-4/4)های شده بر روی محیطای تهیه ه از رقت
MRS (pH   در دمایترتیب ه بمنتقل شده و C°1۲  1۱و 

هوازی گرمخانه گذاری  نیمهساعت و در شرایط  ۱6و به مدت 
 .(۱،6۲)  شدند
 و لاکتوکوکوس لاکتوباسیلوسهای سازی جدایه جدا

های کاملا کلنیاز هر پلیت ها، سازی لاکتوباسیلوس جهت جدا
از هر پلیت محیط ای، گرم مثبت و کاتالاز منفی میلهمجزای 
MRS سهسازی به طور تصادفی انتخاب شده و جهت خالص 

ها، کوکوسسازی لاکتو جهت جدا. شدندکشت تجدید بار 
به های گرم مثبت کروی کاتالاز منفی انتخاب شده و سویه

تک کلنی حاصل  نهایتدر . سازی گردیدند خالص طور مشابه
براث منتقل  M17براث یا   MRSسوم به محیط از کشت

از محیط کشت مایع حاوی . شده و در گرمخانه قرار داده شدند
های سانتریفوژ شده و سلول mL6 باکتری خالص سازی شده 

سپس . نشین شده با آب مقطر استریل شستشو شدند ته
اضافه ها جدایهبه گلیسرول % 6۲همراه با محیط کشت تازه 

داری هنگ  -C°6۲ ، در دمایهاآزمایشانجام تا زمان شده و 
 . (61) شدند

 ها از جدایه DNAاستخراج 
براث   MRSمحیط mL6۲ های خالص انتخاب و درکلنی

از آن  mL6  سپس. منتقل و تا روز بعد گرمخانه گذاری شدند
وده ت. منتقل شده و سانتریفوژ شد mL 4/6به میکروتیوب 

 mg)لیزوزیم حاوی   TESبافر  از μl4۲۲در حاصله سلولی 
ml-1 6۲)  و(mg ml-1 6۲) RNAase  حل شده و پس از

 6مدت ه و ب C °1۱به مدت یک دقیقه، در دمای ورتکس
 4نمک طعام  μl1۲۲پس س. گذاری شدند ساعت گرمخانه

. در یخچال نگهداری شد دقیقه 64و مدت اضافه شد مولار 
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دقیقه اعمال  64به مدت g 69۲۲۲سانتریفوژ با دور سپس 
 -C°6۲حجم ایزوپروپانول  ۱/۲شده و فاز رویی توسط 

و  شدشستشو % ۱۲ لحاصله با اتانو رسوب. شدترسیب داده 
حل شده و ابتدا با فنل و مقطر استریل آب μl4۲۲مجددا در 

فاز . ، خالص شد(6546)با نسبت ایزوآمیل  -کلروفرمبا سپس 
حجم الکل ایزوپروپانول سرد و  ۱/۲با استفاده از دوباره  آبی 

 رسوبدقیقه  64، به مدت g 69۲۲۲سانتریفوژ یخچال دار 
حاصله پس از شستشو با  DNAنهایت در  داده شد و 

حل و در دمای TEبافر μl4۲ ، درخشک کردنو % ۱۲اتانول
C°6۲-  (.61)شد نگهداری 
  RAPD - PCR:شرایط 
 Xاستفاده ازو با μL 64در حجم  PCRواکنش  

(Amplicon ॥, Denmark)6 Master red mix  و
 /.mM 6 های غلظت در 119Dو  61Mتصادفی  های پرایمر
 6تاچ دانبرنامه کار گرفته شده، ه ب PCRبرنامه . شدانجام 
و با نرخ  C 16°تا  C16°در دمای  اتصالسیکل  14شامل 

های  از فرآورده μL 64 .در هر سیکل بود C 1/۲°افزایشی 
PCR  تلقیح شده و سپس در دستگاه % 4/6روی ژل آگارز

بر روی هر . ساعت قرار گرفتند 4به مدت  v1۲الکتروفورز با 
 (. 61، 61)استفاده شد  kb 6ژل آگارز نیز از سایز مارکر
 :RAPD-PCRآنالیز عددی نمونه های 

ها تعیین باندهای مشترک و مشابه، برای تجزیه دادهپس از 
ها که در ماتریس داده. ماتریس صفر و یک تشکیل شدابتدا 

ها نماینده نشانگرها بودند ها و ستونها نماینده سویهآن توالی
قرار  تجزیه و تحلیلمورد  MVSPبا استفاده از نرم افزار 

ای بود شباهت روش آماری به کار گرفته شده تجزیه خوشه. گرفت
عنوان تشابه ه مختلف ب هایتر اندازه و الگوی باندهر چه بیش

برای محاسبه فاصله بین . در نظر گرفته شد ترتر و کمیشژنتیکی ب
استفاده  UPGMA6ای دو خوشه نیز از الگوریتم تجزیه خوشه

  (.69)شد 
  :شناسایی

پس از رسم دندروگرم مربوط به تجزیه و تحلیل الگوی 
ها بر حسب میزان شباهت باندهای مختلف، که در آن جدایه

اند، از هر گروه یک جدایه به نمایندگی از بندی شدهگروه 
برای دوباره اصلی آن  DNAاز ها انتخاب و سایر جدایه

با استفاده از آغازگرهای عمومی برای تکثیر  PCRواکنش 
این ناحیه تعیین توالی شده . استفاده شد S rRNA61ناحیه 

های اطلاعاتی شناسایی ها در پایگاهتوالی و با مقایسه با سایر

                                                           
1 Touch down 
2 Unweighted pair group 

 (. 61)صورت گرفت 
 نتایج 

های تکراری با و حذف سویه RAPDپس از مقایسه الگوهای 
کوکسی انتخاب شده  9باسیلوس و  6۱الگوهای باندی یکسان، 

 UPGMAو ضریب پیرسون و  MVSPو توسط نرم افزار 
دست آمده از ه نگاری ژنتیکی ب تشگنا. بندی شدندخوشه
نشان داده  6ها با استفاده از هر دو پرایمر که در شکل  سویه

های مختلف دارای الگوی باندی متفاوت ژنوتایپ. شده است
 دهنده این اند و نشان بوده و در یک خوشه عمده قرار گرفته

ست که الگوهای مشابه نماینده یک گونه و یا یک جنس می ا
 (. 69)باشد 

های تکثیر حاصله از الگوی حاصل از فرآورده  RAPDدندروگرم .  6شکل 
با استفاده از ضریب تشابه پیرسون و  119Dو  61Mشده آغازگرهای 

UPGMA cluster  و نرم افزارMVSP. 
دیده شد که گروه  Bو  A، دو گروه اصلی %64در حد شباهت 

A 6، سویه 1)ترتیب در برگیرنده لاکتوباسیلوس ساکئی ه ب 
 1سویه،  1)پلانتاروم  و پارا %(51ژنوتایپ، حد شباهت 

ها شامل  تری از گونه طیف وسیع ، اما گروه B%(19ژنوتایپ، 
، %(6۲<ژنوتایپ، شباهت  5سویه،  ۱)انتروکوکوس فکالیس 

ژنوتایپ، شباهت  4سویه،  9)استرپتوکوکوس گالولیتیکوس 
ژنوتایپ، شباهت  6سویه،  5)کرواتوس و لاکتوباسیلوس %( 46
 66)پاراکازئی ، %(54ژنوتایپ،  6سویه،  1)ساکئی ، %(4۱
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ژنوتایپ،  6سویه و  5)، پاراپلانتاروم %(56ژنوتایپ،  4سویه، 
 . را در بر گرفت %(4۱ژنوتایپ،  6سویه،  4)پلانتاروم و %( 11

ها انتخاب و نمایندگی از سایر جدایهه از هر گروه یک جدایه ب
مورد تعیین توالی قرار داده  S rRNA61از ژن  V3ناحیه 

های اطلاعاتی ها در پایگاهتوالی شد و پس از مقایسه با سایر
با میزان  جدایه 45طور کلی ه ب .شناسایی صورت گرفت

. قرار داده شده است Bو Aدر دو خوشه اصلی % 64شباهت 
جدایه  1ساکئی و شامل سه جدایه لاکتوباسیلوس  Aگروه 

تا  6Gهای لاکتوباسیلوس پاراپلانتاروم است که با ژنوتایپ
4G 6 هایدر زیر گروهa 6وa قرار گرفته% 6۲در حد شباهت-

های انتروکوکوس، تر بوده و جنس گوناگونیم Bخوشه . اند
. استرپتوکوکوس و لاکتوباسیلوس را در خود جای داده است

 ,b1, b2هایها در زیر خوشههای متعلق به این جنسسویه
b3, b4  وb5 گروه زیر. اند بندی شده گروهb1  6۲حاوی 

استرپتوکوکوس  G10تا  G6های  سویه و ژنوتایپ
 5شامل  b2گروه بوده و زیر% 46گالولیتیکوس با حد شباهت 

 درحد شباهت G12)و (G11 کرواتوس سویه لاکتوباسیلوس
فکالیس میزان شباهت های انتروکوکوس سویه. است% 4۱

 تا  G13های داشته و با ژنوتایپ% 6۲تر از کمی در حد کم
G15گروه در زیرb3   و ژنوتایپG16 درb4.1 پراکنده شده-

نیز دو گونه لاکتوباسیلوس پاراکازئی و  b4.2در زیرگروه . اند
های پاراکازئی از لحاظ  اند که سویهپلانتاروم جای گرفته

 . بودند%( 11)تری شباهت بیشژنتیکی دارای 
  بحث

های های جانبی در کنار کشتیابی به کشتاز آنجا که دست
های آغازگر نقش به سزایی در رسیدن و گسترش عطر و طعم

زیادی بر های ویژه در پنیر های صنعتی داشته است، تحقیق
ها صورت سازی و مطالعه جمعیت باکتریایی آن داجروی 

ها ترین روشمداز کارآ RAPD-PCRروش (. 1)گرفته است 
امکان )بوده که علاوه بر دارا بودن مزایایی چون سرعت بالا 

، (ها در مدت زمان کم شناسایی تعداد بسیاری از باکتری
ها و اقتصادی بودن و صحت بالای نتایج، امکان تفکیک باکتری

متعلق به یک گونه را  هایژنتیکی سویه گوناگونینیز بررسی 
های تکنیک مطالعه محیطاین (. 61)آورد نیز فراهم می

تخمیری سنتی را تسهیل  هایپیچیده میکروبی مانند محصول
نموده است و بنابراین در این تحقیق نیز برای شناسایی 

های دخیل در رسیدن پنیر تالشی سود برده ها و گونهجنس
ها با این روش و تعیین سویهبندی پس از خوشه . شده است

نمایندگی در هر گروه ه هایی که بسویه S rRNA61توالی 
ها را بنا بر جنس اند، دیده شد که این روش سویهانتخاب شده

اما . های مجزایی تفکیک نموده استو گونه یکسان در خوشه
های دیده شد یک گونه مشابه نیز ممکن است در خوشه

های لاکتوباسیلوس برای مثال سویه مختلفی قرار گیرد
پراکنده شده اند  b5و a2پاراپلانتاروم که در دو خوشه مجزای 

 . ژنتیکی بالای آن است گوناگونیو نشان دهنده 
به طور کلی نتایج نشان دهنده شش بیوتایپ اصلی و غالب در 

ترین جنس غیرآغازگر را غالب. این پنیر سنتی بود
فرمانتاتیو اختیاری تشکیل داده که  وهای هترلاکتوباسیلوس

های ترین جنس نیز بوده و مشتمل بر گونهگوناگونیم
سازی  جدا. پاراپلانتاروم، پاراکازئی، کرواتوس و ساکئی است

های لاکتوباسیلوس توسط محققان دیگر نیز در این گونه
که  حالی در (.29،28،13،1) گزارش شده است عه هامطال

های معمول یافت شده در ساکئی جزء گونهلاکتوباسیلوس 
تر گزارش های لبنی کمگوشتی است در نمونه هایولمحص

و همکارانش سویه  1توسط آمور 6۲۲1شده است اما در سال 
شناسایی شده است  5ای از این باکتری در پنیر ایتالیایی سولا

 هایترین تعداد لاکتوباسیلوسگونه پاراپلانتاروم که بیش (.4)
ژنتیکی  گوناگونیدهد دارای جداسازی شده را تشکیل می

 a2و  b5که در دو خوشه کاملا مجزای  طوریه بالایی است ب
تر در سایر میزان کمه البته ب گوناگونیاین . پراکنده شده است

های لاکتوباسیلوس مانند کرواتوس و پلانتاروم و ساکئی گونه
لا حتی در میان یک ژنتیکی با گوناگونیوجود . شوددیده می
و پیچیدگی عطر و طعم پنیرهای تولید شده  گوناگونیگونه در 

ها در ژنتیکی بالای این گونه گوناگونی. از شیر خام نقش دارد
سایر محققان نیز گزارش شده است و با توجه به  هایبررسی

های مختلط حاوی این واقعیت محققین به کارگیری کشت
از یک سویه طبیعی را در طراحی های مختلف ژنتیکی شکل
 های آغازگر پیشنهاد کرده اند های جانبی کشتکشت

های هتروفرمانتاتیو قادر به انواع لاکتوباسیلوس(. 6،۱،61،61)
های گرم مثبتی مانند ثر بر باکتریؤهای متولید باکتریوسین

کلستریدیوم و لیستریا و استافیلوکوکوس اورئوس بوده که می 
دلیلی بر سلامت و ایمن بودن این  محصول سنتی باشد توانند 

 (. 1،9)که از شیر خام تولید شده است 
ها شامل ها، لاکتوکوکسیپس از لاکتوباسیلوس 

فیسیوم /فکالیس  گالولیتیکوس و انتروکوکوس استرپتوکوکوس
. های مهم غیر آغازگر شناسایی شده بودنداز سایر باکتری

آغازگر در  های غیرعنوان کشته ها بوجود لاکتوکوکسی
نیز گزارش شده بود برای در گذشته های نیمه سخت رپنی

                                                           
3 Amor 
4 Sola 
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مثال در میان کوکسی
سخت ایتالیایی بنام پیه مونتز توما

های جداسازی شده از یک پنیر نیمه 
شش گونه  4

-و یا در بررسی( 61)استرپتوکوکوس و سه گونه انتروکوکوس 
ها ردیابی و وان این گونههای میکروبی مربوط به پنیر لیق

( بوویس)استرپتوکوکوس گالولیتیکوس (. 66) اندگزارش شده
مطلوب حاکم بر پنیر بوده است، انیز که قادر به تحمل شرایط ن

در  6991سویه معمولی در انواع پنیرها نبوده و تنها در سال 
جداسازی و گزارش شده  1ای از پنیر یونانی بنام کاسرینمونه
در بسیاری از انواع  لاف این گونه، انواع انتروکوکوسبرخ .است

-پنیرها جداسازی و گزارش شده است چرا که به راحتی می
برخی . لبنی رشد کرده و زنده بماند هایولتواند در محص

های آغازگر دانسته ها را در زمره باکتریمحققان انتروکوکوس
ها سایر آناند اما با توجه به عدم تولید اسیدیته بالا توسط 

(. 66،11)اند محققان آنها را بافت ثانویه میکروبی معرفی کرده
طر و طعم که تولید عثر در ؤهای آنزیمی مبا وجود سیستم

عنوان میکروارگانیسم ه از آن ب محققینسبب شده است برخی 
-یبهای آغازگر نام ببرند اما تولید ترکمطرح در طراحی کشت

بیوژنیک نقش مثبت این  هایخطرناکی مانند آمین  ها
میکروارگانیسم را در رساندن پنیر با تردید مواجه ساخته است 

(9،69.) 
 گیرینتیجه

مربوط به بافت و های دانستهدر این تحقیق برای اولین بار 
های جمعیت میکروبی پنیر سنتی تالشی با استفاده از روش

های روشدیده شد . گزارش شده است PCRژنتیکی بر پایه 
ه ب rRNA S61تعیین توالی و  RAPD-PCRمولکولی 

های قوی و کارآمد در تفکیک، خوشه بندی  و ترتیب روش
های دخیل در رساندن ها و حتی اغلب گونهشناسایی جنس

-های تکمیلی در مورد ویژگیو آزمون هادانستهاین . پنیر است
حاضر های جداسازی شده که در حال های تکنولوژیکی سویه

های مناسب و مفید در حال انجام است امکان انتخاب سویه
برای طراحی کشت آغازگر و یا کشت جانبی برای بهبود و 

. آورد یکنواختی کیفیت پنیر و تولید بهداشتی آن را فراهم می
 سپاسگزاری

آوری دانشگاه آزاد اسلامی واحد ونت تحقیقات و فناز معا
مالی این پروژه تشکر و قدردانی مین منابع بویین زهرا برای تأ

   .شودمی
 
 

                                                           
5 Piemontese Toma 
6 Kassery 
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