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  چكيده 

 نمونـه بـرداري از بوتـه هـاي داراي علايـم موزاييـك،               1386د در استان خراسان رضوي در تابستان         به منظور شناسايي ويروس موزاييك چغندرقن     
هاي نكروتيك و پيچيدگي برگهاي مياني از مزارع چغندرقند صورت گرفت و همچنين جهت تعيـين پـراكنش ايـن ويـروس در سـطح اسـتان نمونـه             لكه

اسـتخراج  جهـت  .  و مشخص گرديد قرار گرفته مورد بررسيDAS-ELISAبا استفاده از آزمون نمونه هاي آلوده به ويروس   . برداري تصادفي انجام شد   
RNA   ويروس از برگهاي آلوده از روش رسوب با         يPEG6000   اختصاصي   آغازگرسپس با استفاده از     . شداستفاده cDNA        مربوطـه سـاخته و بـراي 
وجود اين ناحيه . مشاهده شد  درصد 1 بر روي ژل آگارز      bp658-به اندازه     RT-PCR باند محصول واكنش     . مورد استفاده قرار گرفت    RT-PCRانجام  

 متوسـط ميـزان      نـشان داد كـه     نتايج بدست آمده  . كند ييد مي أتكثير شده در نمونه هاي آزمايشي،  آلودگي به ويروس مذكور را در مناطق مورد بررسي ت                
هـاي مـورد     آلـودگي در همـه شهرسـتان       . مي باشد   درصد 9/14 در اين سال،     ري شده  نمونه جمع آو   530، از   خراسان رضوي  در استان  BtMV پراكنش

  .  ه است بودفريمانهاي مختلف وجود داشت و بيشترين ميزان آلودگي مربوط به شهرستان  مطالعه به نسبت
  

  DAS- ELISA ،RT-PCR ويروس موازييك چغندرقند، :واژه هاي كليدي
  

   4  3 2  1مقدمه   
 ابتـدا در  )Beet Mosaic Virus(ك چغندرقنـد  ويروس موزايي ـ

 از آمريكا و سـاير      1915 در شمال فرانسه و سپس در سال         1898سال  
 در شمال كلـرادو    1917در سال   . كشورهاي اروپايي گزارش شده است    

 در برانشويك آلمان بر روي چغندرقنـد   1956و غرب نبراسكا، در سال      
كـشورهاي اروپـايي   ر سـپس از دانمـارك و سـوئد و سـاي       . مشاهده شد 

 امروزه اين ويروس يكـي از ويـروس هـاي مهـم             .)16( گزارش گرديد 
شـود كـه پـراكنش جهـاني دارد و در تمـام              چغندر قند محسوب مـي    

  ).12( ديده شده استمناطق مهم چغندر كاري جهان 
 توصـيف و تـاكنون بـا اسـامي          6و اسميت 5اين ويروس توسط روبينز   
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5- Robbins 
6- Smith 

ــه   ــي از جمل  Sugarbeet و Spinach mosaic virusمترادف
mosaic virusعــضوي از جــنس ). 17(  نــام گــذاري شــده اســت

Potyvirus    و خانواده Potyviridae هـم   موضـوع ايـن   . باشد مي 
 اين ويروس توسط نمچينـو بـه        RNAچنين با بررسي مولكولي ژنوم      

 به صـورت رشـته      Potyvirusاعضاء جنس   ). 14( اثبات رسيده است  
 نـانومتر   11-13 نـانومتر و قطـر     680-900اي خمش پذير بـه طـول        

چغندرهاي آلوده بـه ايـن ويـروس علائـم گونـاگون            ). 11( باشند مي
شامل لكه هاي كلروتيك و روشن شدن رگبـرگ هـا در بـرگ هـاي                
جوان، موزاييك سيستميك سبز و يا زرد همراه با تاول هاي سبز تيـره      

ايـن  . )18 و   10( دهنـد  و بدشكلي و پيچيدگي  برگ ها را نشان مـي          
 بـا رانـدمان بـالاي      7ويروس توسط شته ها خـصوصا شـته سـبز هلـو           

حداقل زمان لازم بـراي كـسب       . گردد  بطور ناپايا منتقل مي    درصد50
. باشـد   ثانيـه مـي  Myzus persicae10 -6ويـروس توسـط شـته    

ويـروس  ). 17 و   13( پايداري ويروس در شته بسته به گونه شـته دارد         
ياه انگل سس، تماس بين گياهان، بذر       موزاييك چغندرقند توسط بذر گ    

شود ولي به طريق مكانيكي و از طريق پيونـد           و دانه گرده منتقل نمي    
                                                            
7- Myzus persicae sutz  
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  ).17 و 15( يابد  ميزدن انتقال
 مزارع چغندركاري كـرج،      در 1342در ايران بيماري مزبور در سال       

در ايران صادق   ). 5( اصفهان، شيراز و مشهد مشاهده و گزارش گرديد       
ين بررسي هـا را بـر روي ويـروس موزاييـك چغندرقنـد              جلالي بيشتر 

 عوامــل ويروســي ايجــاد كننــده 1372او در ســال . انجــام داده اســت
در سال  . موزاييك در چغندرقند در منطقه كرج را مورد بررسي قرار داد          

 دو ميزبان طبيعي ويروس موزاييك چغندرقند در منطقه كرج را           1374
  ).2( معرفي كرد

 را به عنون ويروس     CMV و   BtMVيروس   دو و  1380در سال   
هــاي عامــل ايجــاد علائــم موزاييــك چغندرقنــد دركــرج جداســازي  

در اين تحقيق او جهت شناسايي ويروس هـاي مـورد           . وشناسايي كرد 
نظر از آزمون سرولوژيك نشت متقابـل در آگـار و نيـز ميكروسـكوپ               

  .)3( الكتروني استفاده كرده است
 موزاييك چغندر بر ميـزان توليـد         تأثير ويروس  1381در سال   وي  

بـدين منظـور    . بذر چغندرقند درشرايط گلخانه را مورد بررسي قـرارداد        
 جهــت تكثيــر و خــالص ســازي بيولوژيــك ويــروس از گيــاه ســلمك

)Chenopodium amaranticolor ( ــي ــدر برگ  Beta و چغن
vulgaris)(        01/0 وجهت مايه زني مكانيكي از بافر فـسفات پتاسـيم 

  .)4( تفاده كردمولار اس
 به مطالعه سيتولوژيك برگ هاي چغندرقند       1370 در سال    قرباني

آلوده بـه ويـروس موزاييـك چغندرقنـد بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ                
  .)7( الكتروني پرداخت

 به بررسي ويروس موزاييك چغندرقند      1379بيتا جعفرپور در سال     
 دات بـلات و     در مزارع استان خراسان با استفاده از روش هاي الايـزا،          

  .)1( وسترن بلات پرداخت
 هم كنش ويروس هاي موزاييـك خيـار و          1383علي پور در سال   

موزاييك چغندر در چغندرقند را در شرايط گلخانه مورد بررسي قرار داد            
و جهت انجام مطالعات خود از آزمون الايزا و نـشت دوطرفـه در آگـار                

  ).6( استفاده كرد
د ويـروس موزاييـك چغنـدر بـا         هدف از اين تحقيق، بررسي وجو     

.  استفاده از روش هاي مولكولي نوين در نمونه هاي مورد بررسي است           
مطالعات پيشين بر روي اين ويـروس در ايـران، صـرفا بـا بكـارگيري                
. روش هاي سرولوژيكي و يا ميكروسكوپ الكتروني انجام مي گرفـت          

 هـاي  از اين رو، اين مطالعه اولين گـزارش در مـورد بكـارگيري روش       
مولكولي نوين به منظور رديـابي ويـروس موزاييـك چغنـدر در ايـران               

  .باشد مي
  

  مواد و روش ها
   نمونه برداري-1

نمونه برداري از مزارع چغندركاري شهرستان هاي استان خراسان         

رضوي از جمله چناران، قوچان، فريمان، تربـت جـام، كاشـمر، تربـت              
 به دو صـورت     1386ن سال   حيدريه و نيشابور و حومه مشهد در تابستا       

جمع آوري گياهان داراي علايم و هـم چنـين بـه روش تـصادفي بـه                
. منظور تعيين پراكنش در طول، عرض و دو قطر مزارع انجـام گرفـت             

نمونه ها درون كيسه هاي پلاستيكي منفرد، پس از ثبت مشخـصات،            
 C°4در مجاورت يخ به آزمايشگاه منتقل شد و در يخچـال در دمـاي               

  . ي گرديدنگهدار
  

   كشت گياهان محك در گلخانه-2
از آنجا كه ويروس موزاييك چغندرقنـد در گلخانـه بـه راحتـي بـا               

شود، بدين منظور براي تكثيـر و نگهـداري          روش مكانيكي منتقل مي   
ــه      ــز گون ــد و ني ــف چغندرقن ــام مختل ــدادي از ارق ــروس تع ــن وي اي

Chenopodium album   25 ± 5از گياه سلمه در شـرايط دمـايي 
درجـه حـرارت    . درجه سانتي گراد در گلخانه كـشت و نگهـداري شـد           

گلخانه در طي تابستان به وسيله كـولر و در زمـستان بوسـيله شـوفاژ                
تركيب خاك مورد اسـتفاده در گلـدان هـا مخلـوطي از             . تثبيت گرديد 

.  بـود  2:2:1خاك زراعي معمولي، خاك برگ پوسيده و ماسه به نسبت           
و  در هـزار     5/1  به نسبت  1ز متاسيستوكس همچنين براي كنترل شته ا    

  .براي تقويت ريشه گياه از كودهاي معمول فسفره و ازته استفاده شد
جهت انتقال مكانيكي ويـروس موزاييـك چغندرقنـد بـه گياهـان             

 برگي بودند، پس از عصاره گيـري برگهـاي          4-6محك كه در مرحله     
تلقـيح  =pH 4/7 مـولار و  01/0آلوده شناسايي شده، با بـافر فـسفات   

  .صورت گرفت
  

  DAS-ELISA آزمون -3
به منظور تعيين پراكنش و شناسايي ويروس موزاييك چغندرقند از         

طبـق روش كـلارك و      ) DAS-ELISA( آزمون سـاندويچ دوطرفـه    
ارزيابي نتايج حاصل از اين آزمون براساس تغيير        ). 9( آدامز استفاده شد  
به شاهد منفي و نيز     نسبت  ) از بي رنگ تا زرد پررنگ     (رنگ چاهك ها    

 نـانومتر صـورت   405با استفاده از دستگاه الايزاخـوان در طـول مـوج       
 شـركت آنتي سرم ويروس موردنظر جهت انجام اين آزمـون از           . گرفت

DSMZآلمان تهيه شد .  
  

  RNA استخراج -4
ــتخراج    ــراي اس ــق ب ــن تحقي ــا  RNAدر اي ــوب ب  از روش رس

PEG60002  جـازه رسـوب دهـي      كـه ا  ) 2003اشـميتز،    ( استفاده شد
 بـه منظـور     .دهـد  اسيدهاي نوكلئيك  به صورت جزء به جـزء را مـي           

                                                            
1- metasistox  
2- Poly ethylene glycole 
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 2 بـه همـراه    RNA ميكروليتـر 3 استخراجي RNAبررسي كيفيت 
 بـا ولتـاژ ثابـت       درصد1 بر روي ژل آگارز      1 آميزي ميكروليتر بافر رنگ  

  .   ساعت الكتروفورز گرديد1 ولت به مدت 75
  

اي  اده از واكنش زنجيره    و تكثير آن با استف     cDNA سنتز -5
  )RT-PCR(پليمراز

 بـه صـورت معمـولي و نيـز توسـط      cDNAدر اين تحقيق سنتز     
. صـورت گرفـت  ) سيناژن  (Accu Power(R) RT Pre Mixكيت 

 1 و تركيبـات جـدول  Oligo dT از آغـازگر   cDNAبه منظور سـنتز  
  . استفاده شد

  
  RT واكنش گرهاي مورد استفاده در انجام آزمون -1جدول

  )ميكروليتر(حجم نهايي  )غلظت(واكنش گر
  10  2 آغازگر معكوس 

RNA 2   الگو  
  5/7   آب مقطر تزريقاتي سترون

  4  3 بافر آنزيمي رونويسي معكوس

  RNAase  5/0 4 بازدارنده
  2   مخلوط نوكلئوتيدها

5 آنزيم رونويسي معكوس
M-MuLV   1  

  
ل جهـت  در اين تحقيق از آغازگرهـاي اختـصاصي كـه وينترمانت ـ          

 و بررسي غلظت آن در گياهان آلـوده طراحـي كـرده             BtMVرديابي  
  نوكلئوتيـدي  658 اين آغازگرها مربوط به قطعه       .)19( بود استفاده شد  

 و NIbژن توليد كننـده پـروتئين   ) 9034 تا 8377بين نوكلئوتيدهاي   (
  .باشند نيز پوشش پروتئيني مي

داده شـدند   اين آغازگرها جهت ساخت به شركت سيناژن سفارش         
  .  آمده است2كه توالي آنها در جدول

، واكنش زنجيره اي پليمراز بـه دو        cDNAبه منظور تكثير قطعه     
) سـيناژن  (GenePak PCR Coreروش معمولي و نيز توسط كيت 

 6 در دسـتگاه ترموسـايكلر     PCRدر اين تحقيق واكنش   . صورت گرفت 
: ن ترتيب بود  برنامه دمايي واكنش به اي    . انجام شد ) Biometraمدل  (

 درجـه   94 دقيقـه و بـا دمـاي         3مرحله واسرشت سازي اوليه به مدت       

                                                            
1- Loading buffer 
2- Reverse primer 
3- 5X Reaction buffer 
4- Ribonuclease inhibitor 
5- Reverse transcriptase(RT) 
6- Termocycler 

 ثانيـه،   60 درجه به مدت     94سانتي گراد، مرحله تكثير قطعه در دماي        
 سيكل  35 ثانيه در    90 درجه به مدت     72 ثانيه و    60 درجه به مدت     53

 10 درجه سـانتي گـراد  بـه مـدت       72و مرحله اتصال نهايي در دماي       
، از روش   PCRبراي بررسي كمي و كيفي محـصول        .  انجام شد  دقيقه

  . الكتروفورز استفاده گرديد
  
  نتايج

 بررسي علائـم ويـروس موزاييـك چغندرقنـد بـر روي             -1
  گياهان محك در شرايط گلخانه

 روز بعد از تلقيح برگ هـاي آلـوده بـه ويـروس موزاييـك                10-7
وزاييك بر روي برگ    چغندرقند به ارقام مختلف چغندرقند ابتدا علائم م       

هاي جوان مركزي ديده شد و به تدريج در برخـي ارقـام پيچيـدگي و                
). 1شـكل ( لوله اي شـدن بـرگ هـاي جـوان مركـزي ظـاهر گـشت               

 روز 7 تـا  Chenopodium album( ،4  (همچنين در گياه سلمك
بعد از تلقيح، علائم موزاييك و لكه هاي نكروتيك كـوچكي بـر روي              

 تـدريج بـرگ هـاي انتهـايي پژمـرده شـدند           برگ ها ظاهر شـد و بـه         
  ).2شكل(

  
   تعيين پراكنش ويروس موزاييك چغندرقند-2

 نمونـه هـاي تـصادفي مـورد بررسـي قـرار          ،جهت تعيين پراكنش  
 در سـال  DAS-ELISAبر اساس نتـايج حاصـل از آزمـون     . گرفتند
 BtMV نمونه آلوده به79 تعداد ،  نمونه جمع آوري شده530 از1386

.  درصد كـل نمونـه هـا را شـامل شـدند            9/14ه شد، كه     تشخيص داد 
ــان    ــتان فريم ــروس در شهرس ــن وي ــه اي ــودگي ب ــزان آل ــداكثر مي  ح

ــد( ــشابور   ) 4/33درص ــتان ني ــودگي در شهرس ــد آل ــرين درص  و كمت
به طور كلي اگرچه آلودگي در ايـن سـال          . تخمين زده شد  ) 8/4درصد(

در كليه مناطق ياد شده وجود داشت اما ميزان آلودگي و پراكنش ايـن              
  ).3جدول ( بيماري نسبتاً پايين بود

  
 RT-PCR نتايج حاصل از آزمون -3

 بـا   درصـد  1 بر روي ژل آگارز       RT-PCRباند محصول واكنش    
 جفت  100در اين تحقيق از نشانگر اندازه        . مشاهده شد  bp658اندازه  
اسـتفاده  ) 100bp DNA Ladder Plus Fermentase(بـازي  
اين ناحيه تكثير شـده در تمـامي نمونـه هـايي كـه در آزمـون                 . گرديد

DAS-ELISA           واكنش مثبت نشان دادند و حتي در نمونه هايي كه 
ود ايـن   وج. داشتند، ظاهر گرديد   در اين آزمون تغيير رنگ بسيار جزئي      

آلوده و مطابقت آن با نتايج مربوط بـه         ناحيه تكثير شده در نمونه هاي       
 موزاييك چغندرقند را در مناطق مورد        آلودگي به ويروس   منابع موجود، 

 و  cDNAهمان طور كه گفته شد جهت سـنتز          .كند  بررسي تأييد مي  
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نتـايج  .  علاوه بر روش معمـولي از كيـت نيـز اسـتفاده شـد            PCRنيز  
 Accu Power(R) RT Preان داد اسـتفاده از كيـت    حاصـله نـش  

Mix در سنتز  cDNA وكيت GenePak PCR Core  در انجـام 
واكنش زنجيره اي پليمراز بسيار راحت تر و دقيق تر از روش معمـولي              

 علـت ايـن     .است و با استفاده از آن نتايج مطمئن تري حاصل گرديـد           
ري مـواد اسـت     موضوع كاهش ميـزان آلـودگي و خطـا در انـدازه گي ـ            

  ).3شكل(

  
   ترادف آغازگرهاي اختصاصي ويروس موزاييك چغندرقند-2جدول

  آغازگر  جهت  ترادف آغازگر   )bp(اندازه قطعه 
5’-CCAAACTCCTGAAGCACAT- 3’ رفت  BtMV(F)1  658  
5’-CCTCTCCATCCATCATAACC- 3’  برگشت  BtMV (R)2  

  
  

 )BtMV(ر اثر آلودگي به ويروس موزاييك چغندرقند علائم بدشكلي در برگ گياه چغندرقند د-1شكل

  

  )BtMV( برگ گياه سلمه با علائم موزاييك در اثر آلودگي به ويروس موزاييك چغندرقند-2شكل

  

                                                            
1- Forward 
2- Reverse 
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 بر روي ژل BtMV مربوط به bp658قطعه تكثير شده   وRT-PCR محصول واكنش -3شكل
، )100bp DNA Ladder Plus Fermentase(دازه نشانگر ان: 1چاهك : چاهك ها از سمت چپ .%1آگارز 

نشانگر : 7شاهد منفي و چاهك : 6جدايه تربت حيدريه، چاهك : 5 و4هاي  جدايه فريمان، چاهك: 3 و2چاهك هاي 
  اندازه

  
 در مناطق BtMV پراكندگي و درصد فراواني ويروس -3جدول

  مختلف استان خراسان رضوي
  درصد آلودگي  نام شهر  رديف

  6   جامتربت  1
  3/22  تربت حيدريه  2
  7/11  چناران  3
  4/33  فريمان  4
  6/15  قوچان  5
  10  كاشمر  6
  7/6  مشهد  7
  8/4  نيشابور  8

  9/14  ميانگين درصد آلودگي در سطح استان
  

  بحث
نتايج حاصل از اين تحقيق وجود ويروس موزاييك چغندرقند را در           

 1386وي در سـال     تمام مناطق نمونه برداري شده استان خراسان رض       
اما درصد آلودگي و ميزان پراكنش اين ويروس هنوز به          . تأييد مي كند  

ميزان نگران كننده اي نرسيده و تاكنون خسارت جدي از اين بيمـاري    
شايد دلايل ايـن موضـوع را بتـوان         .  نشده است  گزارشدر اين منطقه    

عدم مجاورت چغندرهاي ريشه اي با چغندرهاي بذري، مناسب نبودن          
شرايط آب و هوايي براي فعاليت ناقلين، عدم حساسيت ارقام حاضر در            
مزارع به ويروس موزاييك چغندر و عدم وجود ميزبان هـاي زمـستان             

  .گذران ناقل و ويروس در منطقه دانست
همان طور كه گفته شد مهم ترين ناقلين اين ويـروس در مزرعـه              

Myzus persicae و  Aphis fabaeسال اخير  در چند.باشند  مي 
  بودهA. fabaeشته غالب در مزارع چغندرقند استان خراسان رضوي 

است كه به ميزان زيادي در مزارع ديده شده و احتمالاً ناقل مهم ايـن               
مكاتبـه بـا     ( ويروس در سال مورد مطالعه نيز همـين شـته مـي باشـد             

  ). مشهدكارشناسان مركز تحقيقات چغندرقند
رد بررسي بـا درصـدهاي متفـاوتي        از طرفي آلودگي در مناطق مو     

وجود داشت، از آنجا كه ارقام كاشته شده در مناطق مختلف اسـتان از              
لحاظ مقاومتي تفاوتي با هم نداشتند، احتمـالاً ايـن تفـاوت در ميـزان               

  .آلودگي مربوط به شرايط آب و هوايي و كارايي ناقلين مي باشد
بت به ساير   وجود بيشترين درصد آلودگي در شهرستان فريمان نس       

تواند به علت مساعدتر بودن شرايط آب و هـوايي در ايـن              مناطق مي 
منطقه جهت فعاليت ناقلين، وجود مزارع و باغـات مربـوط بـه ميزبـان        
هاي اوليه حشرات ناقل و وجـود مـزارع توليـد چغنـدرهاي بـذري در                

  .مجاورت و نزديكي مزارع چغندرقند باشد
وس موزاييــك مــشخص شــده اســت كــه شــته هــاي ناقــل ويــر

 درصد نسبت به رطوبـت هـاي      50چغندرقند در رطوبت هواي كمتر از       
به ميزان بيشتري قادر به انتقال ايـن ويـروس          )  درصد 100 تا   80( بالا
از اين رو دليل وقوع بيشتر بيمـاري در منـاطق اطـراف       ). 8(باشند   مي

باشـد كـه ايـن        فريمان رطوبت پايين هوا در سال مـورد مطالعـه مـي           
  . ي شته هاي ناقل در انتقال ويروس را افزايش داده استكاراي

 نشان دهنده RT-PCR و  ELISAنتايج حاصل از آزمون هاي
ــالاي آزمــون  ــه RT-PCRحــساسيت ب ــسبت ب  جهــت ELISA ن

تشخيص اين ويروس بود، به طوري كه نمونـه هـايي كـه در آزمـون                
مولكولي الايزا واكنش بسيار ضعيفي نشان داده بودند، در آزمون هاي            

به خوبي تشخيص داده شدند، زيرا اين آزمون در غلظـت هـاي بـسيار       
لـذا اگرچـه    . كم ويروس نيز به خوبي و با حساسيت بالا عمل مي كند           
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آزمون هاي سرولوژيكي روشي مطمئن وسريع محسوب مي شوند امـا           
تأييد نتايج حاصل از آن با استفاده از آزمون هاي مولكولي مـي توانـد               

 .ن بيشتر گرددباعث اطمينا
از آن جا كه اين گيـاه يكـي از محـصولات مهـم اسـتراتژيك در                 
ايران است و اهميت بسيار زيادي در صنعت توليد قند كشور دارد، لـذا              
بايد سعي شود تا با مديريتي صحيح و عمليات كـشاورزي مناسـب تـا               
حد امكان اين ويروس را كاهش داده و مـانع از رشـد روزافـزون ايـن                 

ر نتيجه وارد آمـدن خـسارات جـدي بـه ايـن محـصول و                ويروس و د  
كــاهش عملكــرد آن گــشته و از آلــودگي گياهــان تــازه كــشت شــده 

  .جلوگيري به عمل آيد
از جمله اقدامات مناسب جهت كاهش اين ويروس مـي تـوان بـه              
شناسايي و از بين بردن علف هـاي هـرز ميزبـان و زمـستان گـذران،                 

شت آن در مجاور مـزارع چغنـدر        كاشت زودهنگام چغندرقند و عدم كا     
  . بذري و نيز بررسي وكشت ارقام مقاوم به اين ويروس اشاره كرد
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