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  چكيده
استان خراسـان رضـوي    نمونه از مزارع چغندرقند 530 تعداد 1386طي تابستان ) BYV (ويروس زردي چغندرقند و تعيين پراكنش   به منظور بررسي  

نمونه برداري به دو صورت جمع آوري گياهان داراي علايم كوتولگي، زرد شدن يا روشن شدن رگبرگ، ضخيم و شكننده شدن برگهـا و                        . جمع آوري شد  
 و مولكـولي    DAS-ELISA سـرولوژيكي     هـاي  روشناسايي عامل اين ويـروس از       براي ش . همچنين به روش تصادفي جهت تعيين پراكنش انجام شد        

RT-PCR          كور، ويروس زردي چغندرقند   استفاده شد و نهايتاً در گياهان بيمار با علايم مذ)BYV (واكنش حاصل از باند . تشخيص داده شدRT-PCR ،
 آلودگي به ويروس مذكور را در منـاطق         آلوده، نشان از  كثير شده در نمونه هاي      وجود اين ناحيه ت   .  درصد مشاهده شد   1 بر روي ژل آگارز      bp332با اندازه   
ميـزان  و كمترين   بيشترين   به ترتيب     درصد 8/4و نيشابور با     درصد   8/17 با    تربت حيدريه   هاي  شهرستان ،دست آمده ه  بر اساس نتايج ب   . شده دارد بررسي  
  . تعيين شد  درصد10،ن خراسان رضوي در اين سال در استاBYVمتوسط ميزان پراكنش . را دارا بودندآلودگي
  

  Beet Yellows Virus ،DAS- ELISA ،RT-PCR :واژه هاي كليدي
 

   4 23 1  مقدمه
 1934 در سـال     5اولين بار زردي هاي چغندرقنـد توسـط كـوانجر         

 ويـروس را عامـل     1936 در سال    7 و وان شرون   6رونالد. شرح داده شد  
ند كه عامـل بيمـاري توسـط شـته هـا            اين زردي دانستند و نشان داد     

در ابتدا همـه عوامـل تحريـك كننـده زردي بـه نـام             . منتقل مي شود  
  واتـسون  1940در سـال    . )1( شـدند  هاي ويروسي ناميـده مـي      زردي

 به طور قطع ويـروس را در انگلـستان شناسـايي كـرد و عنـوان                 )22(
 از در همين سـال ايـن ويـروس   . بيماري زردي چغندرقند را به كار برد   

شيوع  )8( كلينچ و لوگنان     1948در سال   . )16( آمريكا نيز گزارش شد   
دو ويروس زردي خفيف را در ايرلند مورد بحث قـرار دادنـد، امـا آنهـا                 
نتيجه گرفتند كه آن دو ويروس، نژادي از ويـروس زردي چغنـدر مـي     
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 اولين بار به اين نكته اشـاره كـرد          1952 در سال    )23( واتسون. باشند
ن دارد زردي هاي ويروسي به وسيله تركيبي از بيماري هـاي            كه امكا 

وي زماني به اين نكته دست يافت كه متوجـه شـد            . زردي ايجاد شوند  
ويروس زردي خفيف از ايرلند قادر نيـست بـا آنتـي سـرم اختـصاصي                

 در  )14 (بـراين اسـاس راسـل     . ويروس زردي چغندرقند رسوب نمايـد     
صادي يــك ويــروس زردي  انتــشار وســيع و اهميــت اقتــ1958سـال  

چغندرقند با نام ويروس زردي خفيف چغندرقند را به طور مفصل شرح            
 .داد

وجود بيماري زردي ويروسـي در چغنـدركاري هـاي كـرج، اراك،             
). 2( كرمانشاه و بروجرد و در قزوين و همدان به اثبـات رسـيده اسـت              

ارس  اين بيماري را در بعضي از مزارع منطقه ف ـ 1361ايزدپناه در سال    
 آلـودگي مـزارع     1379حسين بيات در سـال      ). 3( مشاهده نموده است  

 را در نـواحي شـمالي اسـتان خراسـان مـورد           به اين ويروس   چغندرقند
 در سال  اين ويروس را     متوسط ميزان پراكنش  نامبرده  . بررسي قرار داد  

گــزارش نمــود كــه  درصــد 4/7 و4، بــه ترتيــب 1379 و 1378 هــاي
  ). 4(  دارا بودBYVلودگي را به شهرستان قوچان حداكثر آ

BYV     عضو شاخص جنس Closterovirus   پيكـره هـاي      ، بـا
 مي باشد  nm 12 و قطر    nm 1250رشته اي خمش پذير و طول ذره        
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 تك رشته اي مثبت بوده،      RNA اسيد نوكلئيك ويروس از نوع       .)21(
 درصد از كل وزن ويـروس      5-6  كه حدود  KB 5/14با وزن مولكولي    
ــشكيل مـ ـ ــدرا ت ــامل ي ده ــد  ORF1 ، 8 و ش ــي باش . )19 و6( م

 ماهيـت متيـل      بـا   كيلـو دالتـوني    295 ي پروتئين ،ترين محصول  بزرگ
.  توليـد مـي شـود      ORF1aترانسفرازي و هليكازي است كـه توسـط       

-ORF 1b ،RNA-dependent RNAپروتئين توليد شده توسط 
polymerase ــا وزن مولكــولي تقريبــي ــو دالتــون 53 ب . اســت كيل

 كيلو دالتوني اسـت كـه احتمـالاً    4/6 يك پروتئين ORF 2محصول 
). 10 و 6( امكان حركت سلول به سلول ويـروس را فـراهم مـي كنـد             

 اولين عضو خانواده پـروتئين هـاي   ORF 3 كيلو دالتوني 65فراورده 
HSP 2 70 10( است( .ORF 4  كيلـو دالتـوني را توليـد    64پروتئيني 

 و ORF 5.  اسـت HSP 90ين مي كند كه تـوالي آن شـبيه بـه پـروتئ    
ORF 6پـروتئين هـاي   . دن پروتئين پوششي ذره ويروس را توليد مي كن

 توليـد  ORF 8 و ORF 7 كيلو دالتوني كه به ترتيب توسـط  21 و 20
  ).10(  هستند3CTVمي شوند، شبيه به پروتئين هاي همولوگ 

تــشخيص بيمــاري از روي خــصوصيات ظــاهري گياهــان آلــوده 
ون با بزرگ شدن و رشد گياه علائم زردي ممكـن          چ. مشكل مي باشد  

، كمبـود  Peronospora farinose  قـارچي اسـت در اثـر آلـودگي   
عناصر ريزمغذي، تنش خشكي، فشردگي خـاك و يـا خـسارت ريـشه              

بوته هاي چغندرقند كه در اوايل      . )18( توسط آفات مختلف ظاهر شود    
اه باقي مانـده،    فصل رشد به ويروس آلوده مي شوند، از نظر اندازه كوت          

ها حالت كلروتيك به خود گرفته و علائم زرد شـدن يـا روشـن                برگ
رگبرگ هـا بـه رنـگ زرد روشـن          . شدن رگبرگ ها را نشان مي دهند      

در برگ هاي مسن    . درآمده و يا گاهي ظاهري نكروتيك پيدا مي كنند        
كه معمولاً در قسمت خارجي بوته قرار دارند، نواحي بين رگبرگـي بـه              

هـا ضـخيم، چرمـي و       اين نـوع بـرگ      .  تغيير رنگ مي دهند    رنگ زرد 
  .)17(شكننده مي شوند 

 انتقــال مكــانيكي ايــن ويــروس بــه ســختي امكــان پــذير اســت
از . )18( انتقال ازطريق شته و به روش نيمه پايا مـي باشـد    . )11و19(

  كارآمدترين ناقل اسـت Myzus persicae گونه شته ناقل، 28بين 
 تا  5ذيه براي دريافت ويروس و تلقيح به ميزبان         حداقل زمان تغ  . )10(

 سـاعت بعـد از تغذيـه      12 تـا    6 دقيقه است و حداكثر انتقـال بـين          10
تاكنون نشانه اي دال بر دوره نهفتگي مشاهده نشده         . مي گيرد  صورت
 اكثـر   ).1(  بعد از تعويض جلد عاري از ويـروس مـي شـوند            ناقلين. است

ــروس در آز  ــال ويـ ــراي انتقـ ــان بـ ــه اي از محققـ ــاي گلخانـ مونهـ
M.persicae20و17،13،12(اند كرده   استفاده.(  

                                                            
1- Open Reading Frame 
2- Heat Shock Proteins 
3- Citrus Tristeza Virus 

. انتقال از طريق سس توسط گونه هاي متعددي انجام مـي شـود            
شته ها مي توانند ويروس را از گونه هـاي سـس كـه انتقـال دهنـده                  

. )6( ويروس نيستند و روي گياهان آلوده رشد مي كنند، دريافت كننـد           
 هـيچ گزارشـي     .دارا مي باشد  نيز  قال با پيوند را     اين ويروس توانايي انت   

 مبني بر انتقال از طريق بذر و دانه گرده اين ويروس تأييد نشده اسـت              
)19(.  

 خـانواده   15. ويروس زردي چغندرقند دامنه ميزباني متوسطي دارد      
با اين حال بيـشتر     .  گونه حساس به اين ويروس مي باشند       121داراي  

 ـ           ،  Aizoaceae خـانواده    4روس در   گونه هـاي حـساس بـه ايـن وي
Amaranthaceae،Caryophyllaceae  ،Chenopodiaceae 

  ).9 و6( قرار دارند
اهميت محصول چغندرقند در صنعت توليد قند كشور ايجاب مـي           
كند، عواملي كه باعث وارد آمدن خسارت به اين محـصول و متعاقـب              

ؤثر در  آن كاهش سطح توليد قند مي شـوند، شناسـايي و راه هـاي م ـ              
از بين بيماري هاي چغندرقند كه از مهم        . جهت كنترل آنها ارائه گردد    

ترين عوامل جهت پائين آمدن سطح توليد مي باشـند، مـي تـوان بـه                
ويـروس زردي چغندرقنـد جـزو       . بيماري هـاي ويروسـي اشـاره كـرد        

با توجه به   . )21(به گياه چغندر مي باشد       زا ويروس هاي مهم خسارت   
ررسي آلودگي و تعيين پراكنش اين ويروس به عنوان         اهميت موضوع ب  

  . موضوع اين تحقيق قرار گرفت
  

  مواد و روش ها
  نمونه برداري

ــروس زردي    ــراكنش ويـ ــين پـ ــايي و تعيـ ــور شناسـ ــه منظـ بـ
 از مزارع چغندرقند استان خراسان      1386در تابستان   ) BYV(چغندرقند
 كاشـمر،   شهرستان هاي چناران، قوچان، فريمان، تربت جـام،       (رضوي  

. نمونـه بـرداري بـه عمـل آمـد         ) تربت حيدريه، نيشابور و حومه مشهد     
روشن  ري كه معمولاً داراي علائمي نظير     نمونه هاي مشكوك به بيما    

و همچنين نقاط   ها   ضخيم و شكننده شدن برگ    ي،  شدن رگبرگ، زرد  
بودنـد، جمـع آوري شـده و پـس از ثبـت             نكروتيك بر روي برگ هـا       

در مجاورت يخ، به    . پلاستيكي قرار داده شد   مشخصات در پاكت هاي     
 . نگهــداري گرديــدC °4و در يخچــال در دمــايمنتقــل آزمايــشگاه 

همچنين به منظور تعيين پراكنش ويروس مزبـور از مـزارع فـوق، بـه               
صورت كاملاً تصادفي و در امتداد اقطار مزرعه نيز نمونه برداري انجام            

  .)4 (شد
  

اده از روش سـاندويچ     بررسي آلودگي نمونه هـا بـا اسـتف        
  دوطرفه الايزا

طبــق روش ) DAS-ELISA(آزمـون سـاندويچ دوطرفـه الايـزا    
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سرم مورد استفاده در اين تحقيـق        آنتي. )7( كلارك و آدامز انجام شد    
 . آلمان تهيه شد   DSMZجهت شناسايي ويروس موردنظر از مؤسسه       

 بـه   به منظور ارزيابي نتايج نمونه ها براساس تغيير رنـگ آنهـا نـسبت             
دامنه تغيير رنگ از بي رنگ تا زرد پررنـگ          . شاهد منفي مقايسه شدند   

 قرائت خـوان الايـزا    بود كه با چشم غير مسلح يا با استفاده از دستگاه            
  . نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفت405در طول موج 

  
  RNAاستخراج 

 انجـام   PEG60001 بر اساس روش رسوب بـا        RNAاستخراج  
در % 1 بـر روي ژل آگـارز       بـه دسـت آمـده،      RNA كيفيت   .)15( شد

 سـاعت بررسـي     1 ولت بـه مـدت       75دستگاه الكتروفورز با ولتاژ ثابت      
  .گرديد
  
  ) RTمرحله ( استخراج شده RNA از cDNAسنتز

ــنتز   ــت س ــه آغازگرهــاي  RNA از cDNAجه ــروس، ب  2 وي
تـوالي آغـازگر رفـت    . باشـد  اختصاصي جهت شروع واكنش نيـاز مـي    

)BYV(F)3(بــــــــــه صــــــــــورت ) 5) 13686-13664’-

GCAATCGCGACTTTTGAAAACGT-3’  ــازگر و آغـ
-’5 )13994-14016( بـــه صـــورت )BYV(R)4 (برگـــشت

GATATGTAGTCCTTCTGAAAAGT-3’باشــد مــي 
كـه مربـوط بـه       ،آغازگرهاي مورد استفاده بـراي ايـن ويـروس         ).21(

قسمتي از ژنوم كه مسئول ساخت پروتئين پوششي ويروس اسـت، بـا             
. ورد نياز با آب مقطر تزريقاتي سـترون رقيـق شـدند           توجه به غلظت م   

يك روش به صورت معمـولي و       .  به دو روش انجام شد     cDNAسنتز  
 Accu Power(R) RT Pre Mix توسـط كيـت  روش ديگـر كـه  

  . صورت گرفت
  

ــر قطعــه  ــره اي  cDNAتكثي ــا اســتفاده از واكــنش زنجي  ب
    (PCR)پليمراز

به صورت معمولي و نيز     در اين تحقيق واكنش زنجيره اي پليمراز        
 ساخت 5 در دستگاه ترموسايكلرGenePak PCR Coreتوسط كيت

 با توجه به    PCRبرنامه دمايي   .  انجام شد  Biometraشركت آلماني   
دماي اتصال پرايمرهاي رفت و برگـشت، جهـت مـشاهده بانـد مـورد          

برنامه دمايي استفاده   . تنظيم گرديد ا انجام مكرر آزمون     ، ب )bp332(نظر
                                                            
1- Poly ethylene glycole 
2- primer 
3- Forward 
4- Reverse 
5- Termocycler 

يك سيكل مرحله واسرشت سازي     :  از اين قرار بود    PCR درآزمون   شده
  سيكل به ترتيب مراحلC◦94 ،30 دقيقه و تحت دماي 5اوليه به مدت 

Denaturation  ثانيه تحت دمـاي 60به مدت C◦ 94 ،Annealing 
 ثانيـه   60به مدت    C◦ 50   ، Extension ثانيه تحت دماي     60به مدت   

ك سيكل مرحله تكميل پليمريزاسـيون      ، در نهايت ي   C◦ 72تحت دماي   
  .C◦ 72 دقيقه تحت دماي 10به مدت 

% 1كيفيت قطعات تكثير شده حاصل از واكنش بر روي ژل آگارز            
 ميكروليتر  2 ميكروليتراز هر نمونه همراه با       7بدين منظور   . بررسي شد 

بعـد از طـي     .  دقيقه الكتروفورز شـد    90 ولت به مدت     75بافر رنگ در    
 gelيزي ورنگ بـري، عكـسبرداري توسـط دسـتگاه     مراحل رنگ آم

documentation    ــر روي آن ــل ب ــه و تحلي ــام و ســپس تجزي انج
  .صورت گرفت

  
  نتايج

 بر اساس نتـايج حاصـله از آزمـون          BYVبررسي پراكنش   
  الايزا

 در كليـه  BYVآلودگي به ويروس  بر اساس نتايج به دست آمده،    
 كلـي متوسـط ميـزان    به طـور  . مناطق نمونه برداري شده مشاهده شد     

پراكنش اين ويروس در اين سـال در اسـتان خراسـان رضـوي داراي               
 تعـداد نمونـه هـاي جمـع         1جدول.  مي باشد  )درصد 10 (درصد پائيني 

ــوده و درصــد پراكنــدگي ويــروس را در   آوري شــده، تعــداد نمونــه آل
  .شهرستان هاي مختلف استان نشان مي دهد

 نمونه آلوده به ويروس     53 نمونه جمع آوري شده،      530از مجموع   
BYV   ــت ــتان ترب ــودگي در شهرس ــزان آل ــشترين مي ــه بي ــد ك  بودن
 8/4(و كمتـرين ميـزان در شهرسـتان نيـشابور         ) درصـد  8/17(حيدريه
  . تخمين زده شد)درصد
  

  نتايج به دست آمده از واكنش زنجيره اي پليمراز
)RT-PCR ( 

شناسايي ويروس زردي چغندرقند در ايـن تحقيـق بـا اسـتفاده از              
 نمونه آلـوده  53، بر روي     و آغازگرهاي اختصاصي   RT-PCRتكنيك  

بـا  . با موفقيت انجـام گرديـد     شناسايي شده با استفاده از آزمون الايزا،        
 332  اي بـه انـدازه     قطعه تكثير يافته   bp 1006 سايز ماركر استفاده از   

  بـود،  ط به ويـروس در نمونـه هـاي مـورد آزمـايش             مربو  كه جفت باز 
در صورتيكه در شاهد منفي هيچ باندي مشاهده نشد،         . مشخص گرديد 

وجود ناحيه تكثير شـده مـذكور در نمونـه هـا نـشان از آلـودگي ايـن                   
اين نتايج با نتايجي كه در منابع       . ويروس در مناطق بررسي شده است     

  .)1شكل()21( آمده است، مطابقت دارد
                                                            
6- 100bp DNA Ladder 
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 در سال  در مناطق مختلف استان خراسان رضويBYV و درصد فراواني ويروس تعداد نمونه هاي جمع آوري شده، تعداد نمونه آلوده -1ّدولج

1386  

 تعداد نمونه هاي   مناطق نمونه برداري شده  فيرد
  درصد آلودگي  تعداد نمونه آلوده  جمع آوري شده

  7/10  8  75  فريمان  1
  6  3  50  جامتربت   2
  10  9  90  وچانق  3
  7/11  7  60  چناران  4
  8/17  16  90  تربت حيدريه  5
  10  3  30  كاشمر  6
  8/4  5  105   شابورين  7
  7/6  2  30  مشهد  8

  

  
  ، %1 مربوط به ويروس زردي چغندرقند بر روي ژل آگارز bp332 قطعه تكثير شده -1شكل

   چاهك ششم شاهد منفي،BYVقطعه تكثير شده   ، چاهك دوم و سوم و چهارم و پنجمDNA نشانگر اول و هفتمچاهك 
  
  بحث

وجود بيماري زردي ويروسـي در چغنـدركاري هـاي كـرج، اراك،             
 كرمانشاه، بروجرد و احتمالاً در قزوين و همدان به اثبات رسيده اسـت            

 ايـن بيمـاري را در برخـي از مـزارع            1361در سـال     )3(ايزدپناه  ). 2(
 ـ  .منطقه فارس مشاهده نموده است     ه ايـن زمـان بحـث و بررسـي         تا ب

  .درباره اين ويروس ادامه دارد
از آنجايي كه استان خراسـان رضـوي بـه دليـل دارا بـودن رتبـه                 
نخست از نظر سطح زير كشت و ميزان توليد، يكي از قطب هاي مهم              

دليل اهميت ويروس   كشت چغندر در سطح كشور است و همچنين به          
ين ويروس در سطح استان      بررسي و تعيين پراكنش ا     زردي چغندرقند، 

 اســتفاده از آزمــون هــاي    بــا1386خراســان رضــوي در ســال   
  . انجام گرفت) RT-PCR(و مولكولي) DAS-ELISA(سرولوژيكي

از واكنش زنجيره اي پليمراز به منظور تشخيص دقيق تر ويروس           
 ELISAزردي چغندرقند در استان استفاده شد، كه مقايـسه دو روش            

، حاكي از اين بود كه روش       BYVروس در تشخيص وي   RT-PCRو  
RT-PCR            با وجود زمان بر بودن و هزينه بري بالا، حساسيت بالايي 

 نـسبت بـه     RT-PCR دارد و نيـز اينكـه        ELISAنسبت بـه روش     
به . غلظت بسيار كم ويروس به خوبي و با حساسيت بالا عمل مي كند            

دو سه  اي تحت عنوان مقاي    عنوان مثال استيونس و همكاران در مقاله      
ــروس زردي   RT-PCR و ELISAروش  ــايي ويـ ــت شناسـ  جهـ

 كـل  RNAچغندرقند در گياه و شته نـشان دادنـد كـه يـك دهـم از                 
مي تواند براي شناسايي ويـروس از        استخراجي ويروس از شته حامل،    

نتـايج مـؤثر در     از  ). 21(  مورد اسـتفاده قـرار گيـرد       RT-PCRطريق  
ي تـوان بـه رديـابي و         ، م  RT-PCRشناسايي مولكولي با كمك روش      

تعيين برخي از خصوصيات مولكولي ويروس زردي چغندرقنـد در اسـتان            

1        2      3    4     5       6      7

1000 

332 

100 
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  ). 5( اصفهان توسط زهرا تابع جماعت اشاره كرد
 و  cDNAدر آزمون مولكولي انجـام شـده، جهـت سـنتز قطعـه              

-RT(كمك روش واكـنش زنجيـره اي پليمـراز        همچنين تكثير آن با     
PCR (    يـب از كيـت هـاي   عـلاوه بـر روش معمـول، بـه ترتAccu 

Power(R) RT Pre Mix  و GenePak PCR Core  اسـتفاده 
استفاده از كيت در مقايسه با روش معمـول آن نـشان داد كـه،               . گرديد

علاوه بر سرعت و سهولت، ميزان آلودگي و خطاي آزمايش، در حـين             
  . انجام كار بسيار كاهش مي يابد

جمع آوري شـده  در بررسي هاي صورت گرفته برروي نمونه هاي    
 مــشخص 1386از مــزارع ســطح اســتان خراســان رضــوي در ســال  

گرديدكه پراكندگي ويروس زردي چغندرقند با اينكه در تمامي مناطق          
به نسبت هاي مختلف وجود داشت ولي خوشبختانه هنـوز بـه درصـد              

با اين حال ذكر اين نكته ضروري است        . نگران كننده اي نرسيده است    
در ) درصـد  10(كنش تعيـين شـده در ايـن سـال         كه متوسط ميزان پرا   

) درصـد  4/7( توسـط بيـات    1379مقايسه با ميزان تعيين شده در سال        
بـا   .نشانگر رشد صعودي انتشار اين بيماري در سطح استان مي باشـد           

اين حال با توجـه بـه نبـود روش مـؤثر بـراي كنتـرل بيمـاري هـاي                    
 ويـروس در    ويروسي و همچنين احتمال افزايش ميزان پـراكنش ايـن         

صورت مساعد بودن شرايط در سال هاي آتي، اقدامات پيـشگيرانه اي            

 بررسـي   از جمله اين اقـدامات پيـشگيرانه مـي تـوان بـه            . را مي طلبد  
اجراي برنامه هاي سم پاشـي عليـه شـته هـا در اوايـل               ،  وكشت ارقام 

خـودداري از كـشت     فصل رشد و قبل تكثير سريع آن هـا در مزرعـه،             
 ،كاشت زودهنگـام چغندرقنـد     در مناطق چغندركاري،     اسفناج زمستاني 

شناسايي كامل علف هاي هرز ميزبان اين ويروس و از بين بـردن آن              
  . اشاره كرد ها

در آخر ذكر اين نكته ضروري است كه در برخي از مناطق درصـد              
آلودگي مزارع بسيار بالا بود و گياهان علائم زردي شديد را نشان مي             

 بعـد از انجـام آزمـون الايـزا مـشخص شـد كـه                دادند، در صورتي كه   
نمونـه هـاي جمـع آوري شـده، آلـوده بـه ويـروس زردي                 بسياري از 

هايي كه علائم زردي را      چغندرقند نبوده بلكه احتمالاً به ساير ويروس      
لذا توصـيه مـي شـود در طـرح      . كنند، آلوده بوده اند    در گياه ايجاد مي   

 Beet(ر چغندرقنـد جامعي، هم زمـان ويـروس هـاي عامـل زردي د    
yellows virus, Beet western yellows virus, Beet 
mild yellowing virus, Beet chlorosis virus, Beet 

yellow stunt virus, (  مورد بررسي قرار گيرند تا سهم هر يـك از
به علاوه دامنه بررسي هـا  . ها در ايجاد آلودگي مشخص شود ويروس

ي رفته و در تمام استان هـاي خراسـان و           فراتر از استان خراسان رضو    
  . هاي مجاور نيز انجام شود حتي در استان
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