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وتحضير مصله المضاد باستعمال مح بيض  ToMV)(ك الطماطة يتنقية فايروس موزائتشخيص و
  . الدجاج الممنع

  
  االله دحام   أناهيد وعد                                                          نبيل عزيز قاسم   

     
  dr_nabel2@yahoo.com. ، ة الموصلجامع  -  آلية الزراعة والغابات - قسم وقاية النبات - أستاذ*  

  .وزارة الري -دود دائرة بحوث الس - رئيس مهندسين** 
   

  المستخلص
نجحت طريقѧة  .  شخص فايروس موزائيك الطماطة باستعمال مجموعة مختارة من النباتات الكاشفة

الترشѧيح الهلامѧي بعمѧود الاآѧاروز فѧي      بعد ترسيب بكبريتات الأمونيوم الواطئ والعالي وال بالانتباذالتنقية 
تنقية فايروس موزائيك الطماطة من أوراق التبѧغ المحلѧي المصѧابة علѧى مستحضѧر فايروسѧي نقѧي، بلغѧت         

غم عصير نباتي، آمѧا ثبتѧت فاعليѧة الفѧايروس     /ملغم 1.3ومقدار ترآيزه في الأوراق المصابة  1.3نقاوته  
وآانѧت درجѧة التعѧادل الكهربѧائي للفѧايروس المنقѧى عنѧد         داث الإصابة على نبѧات التبѧغ البѧري   النقي في إح

  .حيث ترسب الفايروس بشكل عكورة واضحة في المستحضر الفايروسي 4.4 الهيدروجينيالاس 
امكن تحضير مصل مضاد آفوء باستعمال بيض الѧدجاج الممنѧع بالفѧايروس بالحصѧول علѧى مصѧل       

الѧتلازن علѧى   والانتشار المناعي المزدوج فѧي الأآѧار   ببالكشف عن الفايروس باختباره مضاد ثبتت آفاءته 
  .الشريحة الزجاجية 

  .فايروس موزائيك الطماطة، بيض الدجاج الممنع :الكلمات المفتاحية
  

  ـةالمقد
من  Mill (Lycopersicon esculentum(واسمه العلمي ) Tomato(يعد نبات الطماطة 

. نوع من النباتات 2000جنسا وما يقرب من  90، والتي تضم Solanaceaeلباذنجانية نباتات العائلة ا
المزروعة ترجع في نشأتها إلى صنف  ، ويعتقد أن الطماطةاطة في المناطق الجافة والمعتدلةتزرع الطم

، الذي ينمو في أمريكا الجنوبية L.esculentum var. cerasiform الطماطة البري ذي الثمار الصغيرة
  . ) 2004شريف،( .وقد آانت بداية زراعتها في المكسيك

يصاب محصول الطماطة بالعديد من الفايروسات التي تتباين في شدتها على النبات وهناك ما 
يقرب من عشرة فايروسات هي الأخطر على الطماطة إذ تنتشر عالميا وتسبب خسائر آبيرة في 

 ؛ Gooding ،2008(العديد من مناطق العالم المحصول، وتعد من محددات زراعة الطماطة في 
Kucharek (فايروس موزائيك الطماطة  ويعد)  2009،وآخرونTomato mosaic virus (ToMV 

الذي سجل في عدة دول عربية هي مصر وعمان والجزائر والأردن والسودان ولبنان وتونس واليمن 
وتعود خطورته إلى )  2008مكوك وآخرون،( من بين أآثرها انتشارا من دول العالم وسورية وعدد آبير

، فقد وصلت الإنتاجية ونوعية وأعداد الثمار سعة انتشاره وما يسببه من خسائر آبيرة حيث يؤثر على
 Duarte(وهو ينتشر بشكل وبائي في بعض المواسم % 50نسبة الإصابة به في بعض دول العالم الى 

   .)2001،وآخرون
  pH (7.4( هيѧѧدروجيني أس يلاص فѧѧي محلѧѧول مѧѧنظم فوسѧѧفاتي ذأمكѧѧن تنقيѧѧة الفѧѧايروس بالاسѧѧتخ

باسѧѧتعمال المѧѧذيب العضѧѧوي البيوتѧѧانول ثѧѧم الترسѧѧيب بالانتبѧѧاذ التنѧѧاوبي والترسѧѧيب بѧѧالبولي اثيلѧѧين آلايكѧѧول 
6000 )PEG) (Sadik رونѧѧ2000،وآخ  .( ارѧѧوأشHolling  وHuttinga )1976 ( ةѧѧاح تنقيѧѧى نجѧѧإل

ملغم فايروس لكل غم نسيج نباتي طازج، وأن معظم طرائѧق   60صول على الفايروس من النبات إذ تم الح
  والتي) Hebert )1967و Goodingومنها الطريقة التي اقترحها  ٍ التنقية لا تحتاج إلى انتباذ عال

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
  . 2013/  6/  23تاريخ استلام البحث   

  . 2013/  11/  13قبول النشر        تاريخ
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سѧاعة ثѧم سѧحقها مѧع المѧنظم الفوسѧفاتي مѧع إضѧافة مѧواد مانعѧة            24تلخصت بتجميѧد الأوراق لمѧدة    
بأنواع من اعمѧدة    ToMVآما نجحت تنقية فايروس  .والترسيب باستعمال البولي اثيلين آلايكول للتأآسد

، آما استعملت أيضاً أعمѧدة الحبيبѧات الزجاجيѧة    % 1آاروز الفصل بتقانة الترشيح الهلامي ومنها هلام الا
  ؛ 2004وآخѧѧѧرون، Kramberger  ؛ 2001وآخѧѧѧرون،  Duarte(نѧѧѧانوميتر  70ثقѧѧѧوب التѧѧѧي بحجѧѧѧم  

Boben  ، ؛ 2007وآخرون Cherian ،2009وآخرون .(  
  

  بحثق الائالمواد وطر
ة ظهѧѧر عليهѧѧا اعѧѧراض مѧѧن حقѧѧول الطماطѧѧة فѧѧي منطقѧѧة الرشѧѧيدي  أوراق مѧѧن نباتѧѧات مصѧѧابةجمعѧѧت 

العينѧات فѧي اآيѧاس     حفظѧت . وتقѧزم عѧام للنبѧات    للأعلѧى مѧع التفافهѧا قلѧيلا     لѧلأوراق موزائيك وتشوه طفيف 
  .لحين الاستعمال ) م18ْ-(ورقية في المجمدة عند 

اخѧѧذت اوراق مѧѧن العينѧѧات المحفوظѧѧة بالتجميѧѧد وسѧѧحقت فѧѧي    :تشѧѧخيص باسѧѧتعمال النباتѧѧات الكاشѧѧفة ال. 1
حجѧم   :وزن 2 :1 وبنسѧبة ) KH2PO4) Phosphate bufferالمѧنظم الفوسѧفاتي   محلول  فيهاون خزفي 

مѧѧѧادة % 0.2إليѧѧѧه  ٍ مضѧѧѧاف7.6  هيѧѧѧدروجينيوبѧѧѧاس  يرمѧѧѧولا 0.01بترآيѧѧѧز ) محلѧѧѧول مѧѧѧنظم: أوراق (
 Na-DECA (Sodium Diethyl Dithio Carbamet(الكارباميѧѧت ثنѧѧائي الاثيѧѧل ثنѧѧائي الكبريѧѧت  

رشѧح المسѧتخلص عبѧر طبقتѧين     . من تأثيرات الأنزيمѧات المحللѧة للبѧروتين    غم نبات للتخلص/مل 1بمقدار 
، ولقحѧت  )مش 400(مسحوق الكربوراندم  بوجودمن الشاش وأستعمل الراشح في التلقيح بطريقة الأصبع 
أوراق علѧى وفѧق مѧا ذآѧره       6-4بمرحلѧة نمѧو   ) 1(بالمستخلص أوراق النباتات الكاشفة المبينة في الجѧدول  

Holling و Huttinga )1976 (؛ Osmond )2006 ( ة    15في اصص بلاستيكية بقطرѧوي تربѧم تحѧس
حفظѧѧت النباتѧѧات فѧѧي البيѧѧت البلاسѧѧتيكي مѧѧع مراعѧѧاة . والمعقمѧѧة بالفورمѧѧالين 3:1مخلوطѧѧة بѧѧالبتموس بنسѧѧبة 

   .)N.P.K )18 :18:18السقي والتسميد بالسماد الكيميائي المرآب 
  

  .ToMVتشخيص فايروس المستعملة لنباتات الاختبار  .1جدول
  الاسم العلمـي  الاسم الانكليـزي  الاسم العربـي

 Pepper Capsicum annum  الفلفل

  Goosefoot  Chenopodium  الزربيح 
amaranticolor  

  Jimsonweed  Datura stramonium  الداتورة 

  Amaranth  Gomophrena globosa  ) ورد الدآمة(جومفرينا 

  Tomato  Lycopersicon esculentum  الطماطة 

  Wild Tobacco  Nicotiana glutinosa  التبغ البري

  Tobacco N. tabaccum  )صنف محلي(التبغ 

  Bean Phaselous vulgaris  الفاصوليا 

  Winter cherry Phyalis floridana  المنطاد 

 Eggplant  Solanum melongena  الباذنجان

  Cowpea  Vigna sinensis  اللوبيا
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  :حفظ عزلة فايروس موزائيك الطماطة. 2
التѧѧي ظهѧѧرت عليهѧѧا أعѧѧراض البقѧѧع  N. glutinosaجمعѧѧت أوراق عشѧѧرة نباتѧѧات مѧѧن التبѧѧغ البѧѧري 

مѧن  ملائѧم  فѧي هѧاون خزفѧي مѧع حجѧم        سѧحقت  فصلت تلѧك البقѧع بوسѧاطة ثاقبѧة فلѧين ثѧم      . لموضعية الميتةا
من  رشح المستخلص 7.6. هيدروجينيمولر واس  0.01بترآيز ) KH2PO4(المحلول المنظم الفوسفاتي 

) صѧنف محلѧي  ( N.tabaccumطبقѧة مزدوجѧة مѧن الشѧاش ولقحѧت بѧه ميكانيكѧا عشѧرة نباتѧات تبѧغ            خلال
  . أوراق وحفظت النباتات في البيت البلاستيكي آنباتات حفظ للعزلة الفايروسية 6-4بمرحلة

  

  ) ToMV(تنقية فايروس موزائيك الطماطة . 3
وهي طريقة محورة اعتمدت . تنقية وفق طريقتي التنقية بالترشيح الهلامي والانتباذالتمت  :ستخلاصالا. أ

وآخѧرون   Sadik  ؛ )1997(قاسم  ؛) Herbert )1967و  Goodingعلى طرائق التنقية التي استعملها 
لة النقيѧة  بالعز ةالمصاب) صنف محلي(  N. tabaccumغم من أوراق نبات التبغ  500تم جمع  .)2000(
 Osmond،2006 ؛Huttinga  ،1976وHolling (فايروس والذي يعد من نباتات الإآثار للفايروس لل
 24م لمѧدة  18-والتي ظهرت عليها إعراض موزائيك شديد وذلك بعد تجميدها فѧي مجمѧدة حوضѧية عنѧد     ) 

) KH2PO4(ي مѧѧع المحلѧѧول المѧѧنظم الفوسѧѧفات   سѧѧحقت الأوراق فѧѧي خѧѧلاط آهربѧѧائي لمѧѧدة دقيقتѧѧين   . سѧѧاعة
إليѧѧه مѧѧادة   ٍ مضѧѧاف) أوراق: محلѧѧول مѧѧنظم  ( 2:1بنسѧѧبة  7.6 هيѧѧدروجينيواس  يرمѧѧولا 0.01ترآيѧѧز 

وحѧامض   يرمولا 0.01بترآيز  EDTA (Ethylene diamine tetra acetate(الأثيلين ثنائية الأمين 
-Tweenدة آمادة مختزلة وعѧدة قطѧرات مѧن مѧا    . يرمولا 0.1بترآيز ) Ascorbic acid(الاسكوربيك 

نقѧل الراشѧح   . تمت تصفية المستخلص بقطعة مزدوجة من قماش الشѧاش فѧي بيكѧر معقѧم    .  آمادة ناشرة 80
 مѧѧل لكѧѧل أنبوبѧѧة ثѧѧم عѧѧرض إلѧѧى انتبѧѧاذ واطѧѧئ فѧѧي جهѧѧاز الانتبѧѧاذ    100مباشѧѧرة إلѧѧى أنابيѧѧب انتبѧѧاذ وبمقѧѧدار  

Unic-power spin L  رعةѧѧدة / دورة 4000وبسѧѧة ولمѧѧة 15دقيقѧѧع دقيقѧѧافي، جمѧѧم   الطѧѧر معقѧѧي بيكѧѧف
  .موضوع في حمام ثلجي

  

تمت تصفية رائق المرحلة السابقة باستعمال عمود السѧيفادآس الѧذي تمѧت تهيئتѧه باسѧتعمال       :التصفيــة. ب
وهѧѧو القيѧѧاس المسѧѧتعمل لفصѧѧل البروتينѧѧات والأحمѧѧاض النوويѧѧة    ) G200 )Sephadexمѧѧادة السѧѧيفادآس  

أجريѧѧت عمليѧѧة تنشѧѧيط لحبيبѧѧات   ).  Al-Sawaf،2004(اعتمѧѧادا علѧѧى الѧѧوزن الجزيئѧѧي وحجѧѧم المѧѧادة ،    
مل ماء مقطر في بيكر وعلى درجة حѧرارة   10سيفادآس لكل ) غم1(السيفادآس بمزجها مع الماء بمقدار 

مْ لمѧدة ثѧلاث سѧاعات    83دقيقة ثم وضعت فѧي حمѧام مѧائي علѧى درجѧة       15-10مْ مع الرج المستمر آل 30
سѧم تѧم    2.5سѧم وقطѧر    60اسѧتعمل عمѧود زجѧاجي بطѧول     . م50ْدقيقة ثم بѧردت الѧى    15-10مع الرج آل 

ملѧئ  . غسله بالماء المقطر ثم وضعت في نهايته قطعة من الصوف الزجاجي لمنع خروج مѧادة السѧيفادآس  
العمود بمادة السيفادآس بالاستعانة بقضيب زجاجي وسكب بѧبطء شѧديد لمنѧع تكسѧر جزيئѧات الهѧلام ومنѧع        

ترآيѧز   KH2PO4بالمѧاء المقطѧر ثѧم بѧالمحلول المѧنظم الفوسѧفاتي       هѧلام  التѧم غسѧل   . تكوين فقاعѧات هوائيѧة  
دقيقѧة، ملѧئ    15/ مѧل   3عنѧد  ) Flow rate(وضѧبط معѧدل التѧدفق     7.6 هيѧدروجيني واس  يرمѧولا  0.01

 30 أضѧيف . مѧل  30وآان الحجم النهائي المستعمل للعمѧود هѧو   . عدم الاستعمال عند العمود بالماء المقطر
باتي بحذر على الجدار الداخلي للعمود تجنبا لأي تأثير على سطح الهلام ثم استقبلت مل من المستخلص الن

 ٍ لموجѧѧود أصѧѧلا فѧѧي العمѧѧود ، فѧѧي قنѧѧان    بعѧѧد حسѧѧاب آميѧѧة المѧѧاء المقطѧѧر ا   ) Fractions(أجѧѧزاء الراشѧѧح  
والتѧي رقمѧت حسѧب تسلسѧل نѧزول      ) قناني لكمية المستخلص الكلية6 ( مل 5زجاجية معتمة ومعقمة بحجم 

نѧانوميتر، واختيѧر الراشѧح فѧي      260اشح ثم فحصت مباشرة طيفيا بجهاز المطياف عند الطول الموجي الر
آѧѧررت . القنينتѧѧين الثالثѧѧة والرابعѧѧة لأنѧѧه حقѧѧق أعلѧѧى امتصѧѧاص طيفѧѧي وأهملѧѧت الأجѧѧزاء الأربعѧѧة الأخѧѧرى   

تي تمثل نѧاتج  مل وهي الكمية ال 150مرة وجمعت نواتج الرواشح والتي بلغت  15عملية الترشيح بالعمود 
  .قنينة من القنينتين الثالثة والرابعة 30جمع 

  

نقل المحلول الناتج من الخطوة السابقة فورا إلى أنابيب جهاز الانتباذ نوع   :التنقية النهائية للفايروس. ج
Cryofuge-6-cooling   ومѧѧѧات الامونيѧѧѧادة آبريتѧѧѧافة مѧѧѧد إضѧѧѧك بعѧѧѧوذل(NH4)2SO4  بةѧѧѧادة مرسѧѧѧآم

تѧم مسѧبقا حسѧاب نصѧف     ( .)Weeb،1961و  Dioxin(نصف حد الإشباع إلى المحلѧول للفايروس بمقدار 
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حѧين توقѧف الإذابѧة وظهѧور راسѧب      ل مل مѧن المѧاء المقطѧر،    150ا إلى حد الإشباع للمادة بإضافتها تدريجي
راسѧب آѧل أنبوبѧة     علѧق لمدة سѧاعتين،  ) م4ْ(دقيقة تحت التبريد /دورة13000أجري انتباذ بسرعة . )المادة
 علقѧات ثم جمعѧت الم  7.6 هيدروجينيواس مولاري  0.01مل من المحلول المنظم الفوسفاتي ترآيز  5 في

  ). الديلزة(في بيكر نظيف ونقلت إلى آيس الفصل الغشائي 
  

أجريت هذه العملية للتخلص من ملѧح آبريتѧات الأمونيѧوم    : Dialysis) الديلزة(عملية الفصل الغشائي  .د
ѧѧي عبѧѧر الفايروسѧѧي المستحضѧѧي  فѧѧالوزن الجزيئѧѧة بѧѧي مقارنѧѧه الجزيئѧѧاض وزنѧѧبب انخفѧѧديلزة بسѧѧاء الѧѧر غش

 50للفايروس باستخدام غشاء نصف ناضѧح وهѧو آѧيس الفصѧل الغشѧائي المصѧنوع مѧن السѧيلوفان، وضѧع          
مل من المستحضر الفايروسي في آيس الديلزة المحكم الربط من احد نهايتيه، ثم ربطت النهاية الثانية بعѧد  

مْ فѧي حمѧام ثلجѧي     4وأجريѧت العمليѧة بدرجѧة     اًغمر الكيس في بيكر يحتوي ماء مقطر. هوضع المحلول في
ساعة مѧع   48واستمرت عملية الفصل الغشائي لمدة ) Magnetic stirrer(باستعمال الرجاج المغناطيسي

فة مѧن الѧتخلص الكامѧل مѧن ايونѧات الكبريتѧات بإضѧا        التأآدتم . مراعاة تبديل الماء المقطر آل ست ساعات
اريوم عنѧد وجѧود   إلѧى المѧاء المقطѧر اذ يتكѧون راسѧب أبѧيض مѧن آبريѧات البѧ         % 1آلوريد الباريوم بترآيز 

مѧن البѧولي    ولاًلѧ مح يحѧوي نقѧل آѧيس السѧيلوفان إلѧى بيكѧر      )  1994وآخرون، Harne(ايونات الكبريتات، 
  لغѧѧѧѧѧرض سѧѧѧѧѧحب المѧѧѧѧѧاء مѧѧѧѧѧن داخѧѧѧѧѧل آѧѧѧѧѧيس الفصѧѧѧѧѧل،    PEG-6000)% (30اثلѧѧѧѧѧين آلايكѧѧѧѧѧول ترآيѧѧѧѧѧز 

  ). 2001اع،الشم(
  

تم إجراء الاختبѧار الحيѧوي للكشѧف عѧن فعاليѧة فѧايروس        :نقاوة الفايروس المحضرفعالية واختبارات . هـ
آنبѧات   N. glutinosaموزائيك الطماطة في المستحضر الفايروسي النقѧي باسѧتعمال نباتѧات التبѧغ البѧري      

ميكانيكيѧا بجѧزء مѧن     الأوراق لقحѧت ). مكѧررات (أوراق وبواقѧع خمسѧة نباتѧات    ) 5-4(آاشف بمرحلة نمو 
بعد انتهاء عملية التنقية، وأخذت النتائج بحساب عدد البقع الموضѧعية  مباشرة المستحضر الفايروسي النقي 

  . لكل ورقة
 و 260ين المѧوجيين  عنѧد الطѧول   ضوء فوق البنفسѧجي للالمستحضر الفايروسي النقي  قدر امتصاص

280     ѧاف الضѧاز المطيѧتعمال جهѧوع  نانوميتر، باسѧوئي نAPEL,PD-303UVspectrophotometer 
  : واستخرجت قيمة نقاوة الفايروس وفق المعادلة الآتية 

  
  = نقاوة الفايروس 

  
  
  

  : وآذلك حسب ترآيز الفايروس بالملغرام لكل غرام عصير نباتي على وفق المعادلة الآتية 
  
  

   = غم عصير نباتي/ ترآيز الفايروس ملغم 
  

  ).1984(العاني وراثي ؛ ) Noordam )1973وذلك حسب ما ذآره 
  
 Isoelectric pointقياس درجة التعادل الكهربائي للمستحضر الفايروسي النقي . و

 الهيѧدروجيني الاس مل من المستحضѧر الفايروسѧي النقѧي إلѧى بيكѧر نظيѧف وتѧم قيѧاس          100أضيف 
) NaOH(لصѧѧوديوم ، ثѧѧم أضѧѧيف محلѧѧول هيدروآسѧѧيد ا pH meterقيѧѧاس الللمستحضѧѧر بوسѧѧاطة جهѧѧاز 

باليѧد لحѧين وصѧول    الهادئ بوساطة قطارة إلى المستحضر الفايروسي مع الرج تدريجيا  يرمولا 1ترآيز 
 13000نقلѧت الكميѧة إلѧى أنبѧوبتي انتبѧاذ وعرضѧت إلѧى قѧوة انتبѧاذ           .4.6 لمحلول إلѧى الاس الهيدروجيني ل

 نانوميتر 260 عندقيمة الامتصاص للمستحضر الفايروسي 

 نانوميتر 280قيمة الامتصاص للمستحضر الفايروسي عند 

 نانوميتر 260قيمة الامتصاص للمستحضر الفايروسي عند 

        معامل انطفاء الفايروس
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       ѧѧѧدت إذابتѧѧѧذي أعيѧѧѧب الѧѧѧذ الراسѧѧѧاعة، واخѧѧѧف سѧѧѧدة نصѧѧѧة لمѧѧѧي الدقيقѧѧѧفاتي   دورة فѧѧѧول الفوسѧѧѧي المحلѧѧѧه ف
)KH2PO4( ،)Hull ،2002.(  
  

  ToMVتحضير المصل المضاد لفايروس موزائيك الطماطة . 4
حيѧѧѧث ) Joseph Bar- )1980تѧѧѧم تحضѧѧѧير المصѧѧѧل المضѧѧѧاد علѧѧѧى وفѧѧѧق الطريقѧѧѧة التѧѧѧي ذآرهѧѧѧا     

 أسبوعاً تم الحصول عليها من 30بعمر ) Lohmanلومان (استخدمت أربع دجاجات من الصنف البياض 
، لقحѧت آѧل   للѧدجاج فѧي وضѧع البѧيض     ويمثل هѧذا العمѧر الفتѧرة النشѧطة    . حقل دواجن النهرين في الموصل

غيѧѧر نѧѧد وفر مسѧѧاعدمѧѧل مѧѧن المستحضѧѧر الفايروسѧѧي النقѧѧي الممѧѧزوج مѧѧع  2دجاجѧѧة بѧѧإبرة انسѧѧولين بمقѧѧدار 
حقѧن  حيث تم تحضير مستحلب فوري منها بتكرار عمليѧة ال  Incomplete Freunds' Adjuvantالكامل

، آررت الحقنة الثانية بعد ثلاثѧة أيѧام مѧن الأولѧى،     سرىوتم الحقن في عضل الرجل الي. والتفريغ في الإبرة
عشر بيضѧات وفصѧل مѧح البѧيض بحѧذر فѧي بيكѧر        جمعت أيام من التمنيع ثم  ثمانيةوترآت الدجاجات لمدة 

نقل المѧح إلѧى أنبوبѧة مدرجѧة      .وغسل بكمية من الماء المقطر مع المحافظة عليه آاملا مع غشائه الخارجي
مѧѧل مѧѧن المحلѧѧول  400مѧѧل ثѧѧم أضѧѧيف اليѧѧه  200بالاسѧѧتعانة بقمѧѧع لقيѧѧاس حجمѧѧه الكلѧѧي الѧѧذي بلѧѧغ ) سѧѧلندر(

غم من ملح آلوريѧد الصѧوديوم النقѧي     30و7.6  هيدروجينيواس  يرمولا 0.01المنظم الفوسفاتي ترآيز 
NaCl   درهѧѧائي قѧѧز نهѧѧولا 0.1بترآيѧѧيف يرمѧѧا  10، وأضѧѧن مѧѧم مѧѧولي اثغѧѧول  يدة البѧѧين آلايكѧѧل)PEG-
بالكامل ثم نقѧل إلѧى    PEGخلط المزيح في خلاط آهربائي لمدة خمس دقائق وذلك لضمان ذوبان  ).6000

سѧѧرعة انتبѧѧاذ بوعѧѧرض إلѧѧى   Cryofuge-6-cooling أنابيѧѧب الانتبѧѧاذ باسѧѧتعمال جهѧѧاز الانتبѧѧاذ نѧѧوع      
آѧت الطبقѧة الدهنيѧة فѧي أسѧفل الأنبوبѧة والتѧي        دقѧائق واخѧذ الرائѧق المѧائي وتر     10دقيقة لمѧدة  /دورة13000

رشح الرائق عبر طبقة مزدوجة من الشاش وآان الحجم النهѧائي لѧه   . احتوت على الطبقة الليبيدية الصفراء
ونقل فورا إلى أنابيب الانتبѧاذ الѧواطئ باسѧتعمال    % 12بترآيز نهائي  PEG-6000أضيف إليه . مل 250

دقيقة واخذ الراسب الذي آѧان بحجѧم   / دورة 4000عرض لسرعة و Unic powers pin L الجهاز نوع 
 7.6 هيѧدروجيني واس  يرمѧولا  0.01ترآيѧز   KH2PO4مل وأضيف له المحلѧول المѧنظم الفوسѧفاتي     50

 250بحجم  يساوي حجم المح المخفف الأصلي ، وبѧذلك تѧم الحصѧول علѧى المصѧل المضѧاد بحجѧم نهѧائي         
  .لحين اختبار آفاءته في تشخيص فايروس موزائيك الطماطة )م18ْ-(مل والذي حفظ في مجمدة حوضية 

  

  اختبار آفاءة المصل المضاد المحضر لفايروس موزائيك الطماطة. 5
  . لمعرفة آفاءة المصل المضاد المحضر نالتاليا استعمل الاختباران المناعيان

  

 اختبار الانتشار المناعي المزدوج في الاآار    . أ
غѧѧم مѧѧن الاآѧѧار النقѧѧي   0.9بإذابѧѧة ) Batchelor )1977و  Purcifullنفѧѧذ الاختبѧѧار حسѧѧب طريقѧѧة  

)Noble Agar ( فاتي     100فيѧنظم الفوسѧول المѧمل من المح)KH2PO4 (  زѧولا  0.01ترآيѧواس  ي رم
 Sodium Dodecylوأضѧѧيف إلѧѧى الأآѧѧار الѧѧذائب مѧѧادة آبريتѧѧات دودسѧѧيل الصѧѧوديوم 7.6 هيѧѧدروجيني

Sulphate (SDS)   ولѧѧي المحلѧѧائي فѧѧز نهѧѧوية   % 0.5بترآيѧѧايروس العصѧѧيمات الفѧѧير جسѧѧرض تكسѧѧلغ
أدخѧѧل إلѧѧى جهѧѧاز . مѧѧل 100والسѧѧماح لهѧѧا بالانتشѧѧار فѧѧي ثقѧѧوب الأآѧѧار ثѧѧم أآمѧѧل الحجѧѧم بالمѧѧاء المقطѧѧر إلѧѧى  

، ثѧم صѧب الأآѧار السѧائل بعѧد تبريѧده فѧي        )دقيقѧة  15ولمѧدة   م121ْوحѧرارة   2سم/ آغم  1.5ضغط (ام المعق
، ووضѧعت الأطبѧاق علѧى سѧطح مسѧتوٍ      طبѧق /مѧل  20سѧم بمقѧدار    8.5أطبѧاق بتѧري بلاسѧتيكية بقطѧر     ثلاثة 

، عملѧت سѧت حفѧر محيطيѧة وحفѧرة مرآزيѧة بوسѧاطة        سѧاعة  24لحين التصلب ثم حفظت في الثلاجة لمѧدة  
وضѧع فѧي الحفѧرة المرآزيѧة قطѧرات مѧن المصѧل المضѧاد المحضѧر          . ملѧم فѧي آѧل طبѧق     7ثاقبة فلين بقطر 

الحفر المحيطيѧة الخمѧس، العصѧير النبѧاتي المحضѧر مѧن أوراق طماطѧة مصѧابة بالعزلѧة النقيѧة           ووضع في 
، فيما وضع في الحفرة السادسة عصير أوراق نبات طماطة سѧليم محضѧر بالطريقѧة    ) ToMV(لفايروس 

سѧѧѧاعة وبعѧѧѧدها تѧѧѧم ملاحظѧѧѧة النتѧѧѧائج بصѧѧѧريا   24مْ لمѧѧѧدة 25حضѧѧѧنت الأطبѧѧѧاق عنѧѧѧد درجѧѧѧة . ذاتهѧѧѧا أعѧѧѧلاه
  . ا فوتوغرافياوتصويره

  



  
دحامو  قاسم                                                          2013،   330 -  319) :  2(  5مجلة ديالى للعلوم الزراعية ،   

 

324 
 

مѧل مѧن عصѧير أوراق نبѧات الطماطѧة المصѧابة         0.2وضѧع : اختبار التلازن على الشѧريحة الزجاجيѧة  . ب
من قماش الشاش، على الجهѧة اليسѧرى لشѧريحة زجاجيѧة نظيفѧة بعѧد تأشѧير موضѧع         طبقتين والمرشح عبر 

   ѧير ووضѧرة العصѧرى    القطرة على الشريحة بقلم شمعي للحفاظ على الشد السطحي لقطѧة الأخѧى الجهѧع عل
مѧѧل مѧѧن المصѧѧل المضѧѧاد المحضѧѧر لكѧѧل مѧѧن   0.2المقѧѧدار ذاتѧѧه  مѧѧن عصѧѧير نبѧѧات طماطѧѧة سѧѧليم ، أضѧѧيف  

قطرتي العصير المصاب والسليم وخلط آѧل منهمѧا بѧإبرة معقمѧة ثѧم نقلѧت الشѧريحة بحѧذر إلѧى طبѧق بتѧري            
  ѧر ثѧاعة     يحوي ورق ترشيح مبلل بالماء واقفل الطبق وترك في درجة حرارة المختبѧد سѧائج بعѧذت النتѧم أخ

     .)2006، قاسم و حسين( وصورت فوتوغرافيا،، طرتي الشريحةبالفحص البصري لق
  

  النتائــج والمناقشـــة
المبينѧة فѧي   تشخيص باسѧتعمال النباتѧات الكاشѧفة    الأظهرت نتائج : الطماطة موزائيك تشخيص فايروس. 1

حيѧѧث آانѧѧت الاعѧѧراض ) ToMV(يѧѧك الطماطѧѧة ئالفѧѧايروس المعѧѧزول هѧѧو فѧѧايروس موزا  ان) 1(الجѧѧدول 
التѧواء  وموزائيѧك جهѧازي اصѧفر أو اخضѧر وتشѧوه      : الطماطѧة  : يѧأتي على النباتات الكاشفة المستعملة آما 

الفلفѧل   .للأوراق وتنخرها وخاصة الأوراق السفلى وتشوه الثمار وتقزمها وظهور خطوط فلينية وبقع بنيѧة 
 : ѧزربيح  .لأوراقموزائيك اخضر مع تشوه وتجعد طفيف لѧابة       :  الѧدون إصѧفرة بѧة ومصѧعية بنيѧع موضѧبق

 .موزائيѧك معتѧدل أصѧفر   :  التبѧغ المحلѧي   .بقع موضعية ميتة بدون إصѧابة جهازيѧة  :  التبغ البري .جهازية 
 .بقع موضعية ميتة بدون إصѧابة جهازيѧة   :الجومفرينا  .بقع موضعية ميتة بدون إصابة جهازية: الداتورة 
). نبѧѧات منيѧѧع (لѧѧم تظهѧѧر أعѧѧراض جهازيѧѧة أو موضѧѧعية      :اللوبيѧѧا  .معتѧѧدل جهѧѧازي  موزائيѧѧك :المنطѧѧاد 

إعѧراض موزائيѧك معتѧدل     :الباذنجѧان   ).نبѧات منيѧع  (لم تظهر أعѧراض جهازيѧة أو موضѧعية     :الفاصوليا 
و  Hollingمماثلѧة لتلѧك التѧي وصѧفها      عѧلاه إن الأعراض الموصوفة علѧى النباتѧات أ  . )1شكل(.دون تشوه

Huttinga )1976 ( ؛Osmond )2006 (       ذاѧѧѧا بهѧѧѧوليا واللوبيѧѧѧابة الفاصѧѧѧدم اصѧѧѧى عѧѧѧاروا الѧѧѧث اشѧѧѧحي
-EL ؛) 2005(وآخѧرون   Mukasa ؛) 2004(ن اوآخѧر  Benllochالفايروس ، وآذلك مماثلة لوصѧف  

Dougdoug رونѧѧѧ2007( وآخ (؛ Kamenova رѧѧѧناوآخ )ايروس   )2009ѧѧѧببها فѧѧѧي يسѧѧѧراض التѧѧѧللأع
إن هذا التوافѧق فѧي الأعѧراض المشѧاهدة علѧى النباتѧات       . كاشفة المستعملةموزائيك الطماطة على النباتات ال

  .ToMVالكاشفة مع الأعراض الموصوفة في المصادر يدل على أن الفايروس المسبب 
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  .أعراض فايروس موزائيك الطماطة على النباتات الكاشفة المستعملة .1شكل 
  

  .موزائيك جهازي اصفر واخضر وتشوه والتواء الأوراق وتنخر الأوراق السفلى لنبات الطماطة. أ
  .تشوه ثمار الطماطة وتقزمها وظهور خطوط فلينية وبقع بنية. ب
  .موزائيك معتدل جهازي على نبات المنطاد. ج
  .موزائيك معتدل اصفر على نبات التبغ المحلي. د
  .ابة جهازية على نبات الداتورةبقع موضعية ميتة بدون إص. هـ
  .بقع موضعية مصفرة بدون إصابة جهازية على نبات الزربيح. و
  .بقع موضعية ميتة بدون إصابة جهازية على أوراق التبغ البري. ز
  .موزائيك اخضر وتشوه وتجعد طفيف لأوراق الفلفل. ح

  

  تنقية فايروس موزائيك الطماطة . 2
 ToMV، فѧي تنقيѧة فѧايروس    اروز والانتباذ العالي والديلزةآلام الابالفصل بهنجحت طريقة التنقية 

تѧѧم إثبѧѧات ذلѧѧك مѧѧن خѧѧلال إجѧѧراء    وإذ تѧѧم الحصѧѧول علѧѧى فѧѧايروس موزائيѧѧك الطماطѧѧة نقيѧѧا فѧѧي محلولѧѧه،      ،
اثبت الاختبار الحيوي الذي اجري للمستحضر الفايروسي النقي باستعمال نبѧات التبѧغ   اذ ،اختبارات النقاوة 

جبأ

وهـد

حز
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اشف آمي، وجود فѧايروس موزائيѧك الطماطѧة فعѧالا قѧادرا علѧى الإصѧابة فѧي المحلѧول، اذ          البري آنبات آ
من المعѧروف اسѧتجابة هѧذا    و )ورقة/ بقعة  24(ظهرت البقع الموضعية الميتة على أوراق النبات وبمعدل 

اظهѧر الاختبѧار الطيفѧي للمستحضѧر     و ). Osmond،2006(النبѧات للفѧايروس بشѧكل بقѧع موضѧعية ميتѧة       
نѧانوميتر   280و 260عنѧد الطѧولين المѧوجيين     لضوء فѧوق البنفسѧجي  ليروسي حصول أعلى امتصاص الفا
) 2 شѧكل ( نѧانوميتر  260 متصѧاص عنѧد الطѧول المѧوجي    على التѧوالي وآانѧت ذروة الا   1.2و  1.6 بقيمةو

  . وهذا دليل ان المستحضر الفايروسي النقي يحوي حامض نووي وبروتين وبالتالي وجود الفايروس
و  Hollingحسѧب مѧا ذآѧره     ToMVوهي مقاربة لنقاوة فѧايروس  1.3 غت قيمة نقاوة الفايروس بل

Huttinga )1976 ( تѧѧي بلغѧѧار  1.17والتѧѧا أشѧѧفيمCherian رѧѧن اوآخ)ايروس  ) 2009ѧѧاوة فѧѧى ان نقѧѧال
ToMV تѧѧى.  1.4بلغѧѧل علѧѧذا دليѧѧتعملة وهѧѧة المسѧѧة التنقيѧѧة طريقѧѧايروس   .فاعليѧѧز فѧѧاب ترآيѧѧم حسѧѧا تѧѧآم
نبѧاتي وهѧي آميѧة     غѧم عصѧير  /ملغѧم  1.3غم عصير نبات طماطة مصاب و بلѧغ  /الطماطة بالملغم موزائيك

  .عالية تدل على آفاءة طريقة التنقية المستعملة
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  منحنѧѧѧѧѧѧى قѧѧѧѧѧѧيم امتصѧѧѧѧѧѧاص الأشѧѧѧѧѧѧعة فѧѧѧѧѧѧوق البنفسѧѧѧѧѧѧجية لمحلѧѧѧѧѧѧول فѧѧѧѧѧѧايروس موزائيѧѧѧѧѧѧك  .2شѧѧѧѧѧѧكل 
  . الطماطة النقي

  

   ToMVفايروس درجة التعادل الكهربائي ل. 3
إذ  4.4  الهيѧدروجيني أظهرت النتائج ان درجة التعادل الكهربائي للفايروس المنقى آانت عند الاس 

حصѧѧلت عكѧѧورة واضѧѧحة فѧѧي المستحضѧѧر الفايروسѧѧي النѧѧاتج مѧѧن التنقيѧѧة وذلѧѧك بسѧѧبب ترسѧѧب الجسѧѧيمات      
ان . 4.6 وهѧي ) Huttinga )1976و   Hollingالفايروسية وتكتلها، وهذه القيمѧة قريبѧة مѧن التѧي ذآرهѧا     

تعѧادل عѧدد الشѧحنات    بالبروتينѧات عمومѧا، حيѧث تترسѧب عنѧد نقطѧة تعادلهѧا الكهربѧائي          تميزهذه الظاهرة 
  لشѧѧѧѧحنات السѧѧѧѧالبة وبالتѧѧѧѧالي فقѧѧѧѧدانها لقابليتهѧѧѧѧا الذوبانيѧѧѧѧة عنѧѧѧѧد درجѧѧѧѧة تعادلهѧѧѧѧا الكهربѧѧѧѧائي  مѧѧѧѧع االموجبѧѧѧѧة 

)Hull،2002 ( وية  ، ولان الفايروسات النباتيةѧالعص  ѧا تحѧن       عمومѧرب مѧا يقѧف مѧي يغلѧلاف بروتينѧاط بغ
من آتلة الفايروس ومنها فايروس موزائيك الطماطة، عليه فان هذه الظاهرة تظهر فيها أيضѧاً وتعѧد   % 95
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  واختباره  ToMVإنتاج المصل المضاد لفايروس . 4
الممنѧѧع بفѧѧايروس نجحѧѧت طريقѧѧة تحضѧѧير المصѧѧل المضѧѧاد للفѧѧايروس باسѧѧتعمال مѧѧح بѧѧيض الѧѧدجاج    

ToMV    ىѧѧول علѧѧراق بالحصѧѧي العѧѧرة فѧѧتعملت لأول مѧѧي اسѧѧاد   250والتѧѧل المضѧѧول المصѧѧن محلѧѧل مѧѧم
للفايروس وهي آمية آبيرة لا يمكن الحصول عليها باستعمال الارانب مصدرا للمصل المضѧاد، علمѧا بѧان    

 Bar-Josephا ذآره ملغم حسب م 75آمية الجلوبيولين المناعي الذي تتكون في مح آل بيضة يصل إلى 
وقѧѧد ثبѧѧت نجѧѧاح وفاعليѧѧة هѧѧذا المصѧѧل المحضѧѧر فѧѧي تشѧѧخيص فѧѧايروس موزائيѧѧك الطماطѧѧة عنѧѧد     ) 1980(

الانتشѧѧار المѧѧزدوج فѧѧي الأآѧѧار والѧѧتلازن علѧѧى الشѧѧريحة الزجاجيѧѧة حيѧѧث   : اختبѧѧاره بѧѧالطريقتين المصѧѧليتين
م تظهѧر حѧول حفѧرة عصѧير     الاهلة الترسيبية حѧول حفѧر عصѧير النبѧات المصѧاب ولѧ      الاول ختبار الااظهر 

فيمѧا اظهѧر الاختبѧار الثѧاني     ،) أ3 (شѧكل  ذلك النبات السليم مما يدل على آفاءة المصل المحضر وآما يبين 
في قطرة خليط عصير النبات المصاب مع المصل المضاد ولم يظهѧر ذلѧك التكتѧل فѧي قطѧرة       اواضح لاتكت

  ).ب 3شكل  (المقارنة 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اختباري الانتشار المѧزدوج فѧي الأآѧار والѧتلازن علѧى الشѧريحة الزجاجيѧة لتقيѧيم آفѧاءة المصѧل            .3شكل 
  . المضاد المحضر لفايروس موزائيك الطماطة
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اختبار الانتشار المزدوج وظهور الأهلة الترسيبية البيضѧاء حѧول حفѧر العينѧات المصѧابة الخمسѧة وعѧدم        . أ
  لطماطة السليمة السادسظهور الهلال حول حفرة عصير ا

وعѧدم ظهѧوره فѧي    ) علѧى اليسѧار  (اختبار التلازن وظهور التلازن في قطرة عصير الطماطة المصѧابة  . ب
  ).على اليمين(قطرة عصير الطماطة السليمة 
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ABSTRACT 
Tomato mosaic virus (ToMV) was diagnosed by using indicator plants. 

ToMV was purified by differential centrifugation, after filtrate by agarose gel 
filtration, from tobacco leaves  its purity and concentration were 1.3 and 1.3 
mg/gm. plant juice respectively , and it was effective in inducing infection on 
leaves of wild tobacco. The isoelectric point of the virus was 4.4 pH. The 
antiserum of ToMV was prepared by using immunized chicken eggs, and was 
tested by agar double diffusion and slide agglutination tests. 

 
Key words: Tomato mosaic virus, immunized chicken eggs.   

 


