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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
ة  .  شخص فايروس موزائيك الطماطة باستعمال مجموعة مختارة من النباتات الكاشفة نجحت طريق

اروز في      بعد ترسيب بكبريتات الأمونيوم الواطئ والعالي وال بالانتباذالتنقية  ود الاآ الترشيح الهلامي بعم
ي، بلغت          ى مستحضر فايروسي نق ي المصابة عل غ المحل تنقية فايروس موزائيك الطماطة من أوراق التب

ايروس     /ملغم 1.3ومقدار ترآيزه في الأوراق المصابة  1.3نقاوته   ة الف ا ثبتت فاعلي غم عصير نباتي، آم
ري   النقي في إح غ الب ات التب د         داث الإصابة على نب ايروس المنقى عن ائي للف ادل الكهرب وآانت درجة التع

  .حيث ترسب الفايروس بشكل عكورة واضحة في المستحضر الفايروسي 4.4 الهيدروجينيالاس 
ى مصل        ايروس بالحصول عل ع بالف دجاج الممن امكن تحضير مصل مضاد آفوء باستعمال بيض ال

ار   ببالكشف عن الفايروس باختباره مضاد ثبتت آفاءته  ى   والانتشار المناعي المزدوج في الأآ تلازن عل ال
  .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
ايروس بالاستخ ة الف فاتي ذأمكن تنقي نظم فوس ول م ي محل دروجيني أس يلاص ف   pH (7.4( هي

ول  ين آلايك البولي اثيل اوبي والترسيب ب اذ التن م الترسيب بالانتب انول ث ذيب العضوي البيوت تعمال الم باس
6000 )PEG) (Sadik رون ار ).  2000،وآخ ة ) Huttinga )1976و  Hollingوأش اح تنقي ى نج إل

ق   60صول على الفايروس من النبات إذ تم الح ملغم فايروس لكل غم نسيج نباتي طازج، وأن معظم طرائ
  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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دة     د الأوراق لم ة            24تلخصت بتجمي واد مانع فاتي مع إضافة م نظم الفوس م سحقها مع الم ساعة ث
دة    ToMVآما نجحت تنقية فايروس  .والترسيب باستعمال البولي اثيلين آلايكول للتأآسد بأنواع من اعم

ة    % 1آاروز الفصل بتقانة الترشيح الهلامي ومنها هلام الا ات الزجاجي دة الحبيب ، آما استعملت أيضاً أعم
م   ي بحج وب الت انوميتر  70ثق رون،  Duarte(ن رون، Kramberger  ؛ 2001وآخ   ؛ 2004وآخ

Boben  ، ؛ 2007وآخرون Cherian ،2009وآخرون .(  
  

  بحثق الائالمواد وطر
ات مصابةجمعت  ن نبات يدي  أوراق م ة الرش ي منطق ة ف ول الطماط ن حق ا اعراض م ر عليه ة ظه

لأوراق موزائيك وتشوه طفيف  يلا     ل ا قل ى مع التفافه ات    للأعل ام للنب زم ع اس     حفظت . وتق ات في اآي العين
  .لحين الاستعمال ) م18ْ-(ورقية في المجمدة عند 

فة ال. 1 ات الكاش تعمال النبات ي    :تشخيص باس حقت ف د وس ة بالتجمي ات المحفوظ ن العين ذت اوراق م اخ
فاتي   محلول  فيهاون خزفي  نظم الفوس حجم   :وزن 2 :1 وبنسبة ) KH2PO4) Phosphate bufferالم

نظم: أوراق ( ول م ز ) محل ولا 0.01بترآي اس  يرم دروجينيوب اف7.6  هي ه  ٍ مض ادة % 0.2إلي م
ت   ائي الكبري ل ثن ائي الاثي ت ثن  Na-DECA (Sodium Diethyl Dithio Carbamet(الكاربامي

روتين    غم نبات للتخلص/مل 1بمقدار  ة للب ين     . من تأثيرات الأنزيمات المحلل ر طبقت رشح المستخلص عب
، ولقحت  )مش 400(مسحوق الكربوراندم  بوجودمن الشاش وأستعمل الراشح في التلقيح بطريقة الأصبع 
و   ) 1(بالمستخلص أوراق النباتات الكاشفة المبينة في الجدول   ة نم ره       6-4بمرحل ا ذآ ى وفق م أوراق عل

Holling و Huttinga )1976 (؛ Osmond )2006 ( ة    15في اصص بلاستيكية بقطر سم تحوي ترب
بة  البتموس بنس الين 3:1مخلوطة ب ة بالفورم اة . والمعقم ع مراع تيكي م ي البيت البلاس ات ف حفظت النبات

   .)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
ري  غ الب ات من التب ع  N. glutinosaجمعت أوراق عشرة نبات ا أعراض البق ي ظهرت عليه الت

م      . لموضعية الميتةا ين ث ة فل ع بوساطة ثاقب ك البق اون خزفي مع حجم        سحقت  فصلت تل م  في ه من  ملائ
من  رشح المستخلص 7.6. هيدروجينيمولر واس  0.01بترآيز ) KH2PO4(المحلول المنظم الفوسفاتي 

غ            خلال ات تب ا عشرة نبات ه ميكانيك ة مزدوجة من الشاش ولقحت ب ي  ( N.tabaccumطبق ) صنف محل
  . 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

وآخرون   Sadik  ؛ )1997(قاسم  ؛) Herbert )1967و  Goodingعلى طرائق التنقية التي استعملها 
ة  بالعز ةالمصاب) صنف محلي(  N. tabaccumغم من أوراق نبات التبغ  500تم جمع  .)2000( لة النقي
 Osmond،2006 ؛Huttinga  ،1976وHolling (فايروس والذي يعد من نباتات الإآثار للفايروس لل
د     )  دة حوضية عن دة  18-والتي ظهرت عليها إعراض موزائيك شديد وذلك بعد تجميدها في مجم  24م لم

اعة ين   . س دة دقيقت ائي لم لاط آهرب ي خ حقت الأوراق ف فات   س نظم الفوس ول الم ع المحل ) KH2PO4(ي م
ز  ولا 0.01ترآي دروجينيواس  يرم بة  7.6 هي نظم  ( 2:1بنس ول م اف) أوراق: محل ادة   ٍ مض ه م إلي

وحامض   يرمولا 0.01بترآيز  EDTA (Ethylene diamine tetra acetate(الأثيلين ثنائية الأمين 
ا    . يرمولا 0.1بترآيز ) Ascorbic acid(الاسكوربيك  دة قطرات من م -Tweenدة آمادة مختزلة وع

م    .  آمادة ناشرة 80 ل الراشح   . تمت تصفية المستخلص بقطعة مزدوجة من قماش الشاش في بيكر معق نق
دار   اذ وبمق ب انتب ى أنابي رة إل اذ    100مباش از الانتب ي جه اذ واطئ ف ى انتب م عرض إل ة ث ل أنبوب ل لك  م

Unic-power spin L  رعة دة / دورة 4000وبس ة ولم ة 15دقيق ع دقيق افي، جم م   الط ر معق ي بيك ف
  .موضوع في حمام ثلجي

  

ه باستعمال       :التصفيــة. ب ذي تمت تهيئت يفادآس ال تمت تصفية رائق المرحلة السابقة باستعمال عمود الس
يفادآس   ادة الس ة    ) G200 )Sephadexم اض النووي ات والأحم تعمل لفصل البروتين اس المس و القي وه

ادة ،     م الم ي وحج وزن الجزيئ ى ال ادا عل ات   ).  Al-Sawaf،2004(اعتم يط لحبيب ة تنش ت عملي أجري
مل ماء مقطر في بيكر وعلى درجة حرارة   10سيفادآس لكل ) غم1(السيفادآس بمزجها مع الماء بمقدار 

ى درجة       15-10مْ مع الرج المستمر آل 30 ائي عل ام م دة ثلاث ساعات    83دقيقة ثم وضعت في حم مْ لم
ى    15-10مع الرج آل  ردت ال ود زجاجي بطول     . م50ْدقيقة ثم ب م    2.5سم وقطر    60استعمل عم سم ت

يفادآس   ادة الس ئ  . غسله بالماء المقطر ثم وضعت في نهايته قطعة من الصوف الزجاجي لمنع خروج م مل
ع         ات الهلام ومن ع تكسر جزيئ ديد لمن بطء ش العمود بمادة السيفادآس بالاستعانة بقضيب زجاجي وسكب ب

ة   م غسل   . تكوين فقاعات هوائي فاتي       هلام  الت نظم الفوس المحلول الم م ب اء المقطر ث ز   KH2PO4بالم ترآي
دروجيني واس  يرمولا  0.01 دفق     7.6 هي دل الت د  ) Flow rate(وضبط مع ئ    15/ مل   3عن ة، مل دقيق

ود هو   . عدم الاستعمال عند العمود بالماء المقطر  30 أضيف . مل  30وآان الحجم النهائي المستعمل للعم
باتي بحذر على الجدار الداخلي للعمود تجنبا لأي تأثير على سطح الهلام ثم استقبلت مل من المستخلص الن

ح   زاء الراش ر ا   ) Fractions(أج اء المقط ة الم اب آمي د حس ان    بع ي قن ود ، ف ي العم ود أصلا ف  ٍ لموج
زول      ) قناني لكمية المستخلص الكلية6 ( مل 5زجاجية معتمة ومعقمة بحجم  والتي رقمت حسب تسلسل ن

ر الراشح في      260اشح ثم فحصت مباشرة طيفيا بجهاز المطياف عند الطول الموجي الر انوميتر، واختي ن
ة الأخرى    زاء الأربع ت الأج ي وأهمل ى امتصاص طيف ق أعل ه حق ة لأن ة والرابع ين الثالث ررت . القنينت آ

اتج  مل وهي الكمية ال 150مرة وجمعت نواتج الرواشح والتي بلغت  15عملية الترشيح بالعمود  تي تمثل ن
  .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   وم ات الاموني ادة آبريت افة م د إض ك بع بة  2SO4(NH4)وذل ادة مرس آم

ول للفايروس بمقدار  بقا حساب نصف     ( .)Weeb،1961و  Dioxin(نصف حد الإشباع إلى المحل م مس ت
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اء المقطر،    150ا إلى حد الإشباع للمادة بإضافتها تدريجي ة وظهور راسب      ل مل من الم حين توقف الإذاب
ق لمدة ساعتين،  ) م4ْ(دقيقة تحت التبريد /دورة13000أجري انتباذ بسرعة . )المادة ة     عل راسب آل أنبوب
ات ثم جمعت الم  7.6 هيدروجينيواس مولاري  0.01مل من المحلول المنظم الفوسفاتي ترآيز  5 في  علق

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

وم    : Dialysis) الديلزة(عملية الفصل الغشائي  .د ات الأموني ح آبريت أجريت هذه العملية للتخلص من مل
ي المستحضر الفايروسي عب ي  ف الوزن الجزيئ ة ب ي مقارن ه الجزيئ اض وزن ديلزة بسبب انخف اء ال ر غش

يلوفان، وضع            50للفايروس باستخدام غشاء نصف ناضح وهو آيس الفصل الغشائي المصنوع من الس
د   مل من المستحضر الفايروسي في آيس الديلزة المحكم الربط من احد نهايتيه، ثم ربطت النهاية الثانية بع

ة بدرجة     اًغمر الكيس في بيكر يحتوي ماء مقطر. هوضع المحلول في ام ثلجي     4وأجريت العملي مْ في حم
ساعة مع   48واستمرت عملية الفصل الغشائي لمدة ) Magnetic stirrer(باستعمال الرجاج المغناطيسي

ات بإضا        التأآدتم . مراعاة تبديل الماء المقطر آل ست ساعات ات الكبريت تخلص الكامل من ايون فة من ال
ات الب         % 1آلوريد الباريوم بترآيز  اء المقطر اذ يتكون راسب أبيض من آبري ى الم د وجود   إل اريوم عن

ى بيكر      )  1994وآخرون، Harne(ايونات الكبريتات،  يلوفان إل ل آيس الس ولي    ولاًل مح يحوي نق من الب
ز  ول ترآي ين آلايك ل،    PEG-6000)% (30اثل يس الفص ل آ ن داخ اء م حب الم رض س   لغ

  ). 2001اع،الشم(
  

ايروس        :نقاوة الفايروس المحضرفعالية واختبارات . هـ ة ف وي للكشف عن فعالي ار الحي تم إجراء الاختب
ري       غ الب ات التب ات   N. glutinosaموزائيك الطماطة في المستحضر الفايروسي النقي باستعمال نبات آنب

ات    ) 5-4(آاشف بمرحلة نمو  ع خمسة نبات ا بجزء من     الأوراق لقحت ). مكررات (أوراق وبواق ميكانيكي
بعد انتهاء عملية التنقية، وأخذت النتائج بحساب عدد البقع الموضعية  مباشرة المستحضر الفايروسي النقي 

  . لكل ورقة
د الطول   ضوء فوق البنفسجي للالمستحضر الفايروسي النقي  قدر امتصاص وجيين  عن  و 260ين الم

اف الض     280 از المطي وع  نانوميتر، باستعمال جه  APEL,PD-303UVspectrophotometerوئي ن
  : 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

اس          100أضيف  م قي ى بيكر نظيف وت دروجيني الاس مل من المستحضر الفايروسي النقي إل  الهي
از  اطة جه اس الللمستحضر بوس يد ا pH meterقي ول هيدروآس م أضيف محل ) NaOH(لصوديوم ، ث

د لحين وصول    الهادئ بوساطة قطارة إلى المستحضر الفايروسي مع الرج تدريجيا  يرمولا 1ترآيز  بالي
ى الاس الهيدروجيني ل اذ           .4.6 لمحلول إل وة انتب ى ق اذ وعرضت إل وبتي انتب ى أنب ة إل  13000نقلت الكمي

 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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دت إذابت        ذي أعي ب ال ذ الراس اعة، واخ ف س دة نص ة لم ي الدقيق فاتي   دورة ف ول الفوس ي المحل ه ف
)KH2PO4( ،)Hull ،2002.(  
  

  ToMVتحضير المصل المضاد لفايروس موزائيك الطماطة . 4
ا      ي ذآره ة الت ق الطريق ى وف اد عل ل المض ير المص م تحض ث ) Joseph Bar- )1980ت حي

 أسبوعاً تم الحصول عليها من 30بعمر ) Lohmanلومان (استخدمت أربع دجاجات من الصنف البياض 
رة النشطة    . حقل دواجن النهرين في الموصل ذا العمر الفت دجاج في وضع البيض     ويمثل ه ، لقحت آل   لل

دار  ولين بمق إبرة انس ع  2دجاجة ب زوج م ي المم ن المستحضر الفايروسي النق ل م اعدم د وفر مس ر ن غي
ة ال  Incomplete Freunds' Adjuvantالكامل ن  حيث تم تحضير مستحلب فوري منها بتكرار عملي حق

ى،     سرىوتم الحقن في عضل الرجل الي. والتفريغ في الإبرة ام من الأول ة أي ، آررت الحقنة الثانية بعد ثلاث
عشر بيضات وفصل مح البيض بحذر في بيكر        جمعت أيام من التمنيع ثم  ثمانيةوترآت الدجاجات لمدة 

ة مدرجة      .وغسل بكمية من الماء المقطر مع المحافظة عليه آاملا مع غشائه الخارجي ى أنبوب نقل المح إل
لندر( غ ) س ذي بل ي ال ه الكل اس حجم ع لقي تعانة بقم ه  200بالاس م أضيف الي ل ث ول  400م ن المحل مل م

د الصوديوم النقي     30و7.6  هيدروجينيواس  يرمولا 0.01المنظم الفوسفاتي ترآيز  غم من ملح آلوري
NaCl   دره ائي ق ز نه ولا 0.1بترآي ا  10، وأضيف يرم ن م م م ولي اثغ ول  يدة الب ين آلايك -PEG(ل
ى    PEGخلط المزيح في خلاط آهربائي لمدة خمس دقائق وذلك لضمان ذوبان  ).6000 ل إل بالكامل ثم نق

وع       اذ ن از الانتب تعمال جه اذ باس ب الانتب ى   Cryofuge-6-cooling أنابي رض إل اذ بوع رعة انتب س
دة  /دورة13000 ائي وتر     10دقيقة لم ق الم ائق واخذ الرائ ة والتي        دق ة في أسفل الأنبوب ة الدهني آت الطبق

ه   . احتوت على الطبقة الليبيدية الصفراء ائي ل رشح الرائق عبر طبقة مزدوجة من الشاش وآان الحجم النه
واطئ باستعمال    % 12بترآيز نهائي  PEG-6000أضيف إليه . مل 250 اذ ال ونقل فورا إلى أنابيب الانتب

ان بحجم   / دورة 4000عرض لسرعة و Unic powers pin L الجهاز نوع  دقيقة واخذ الراسب الذي آ
فاتي     50 نظم الفوس ول الم ز   KH2PO4مل وأضيف له المحل دروجيني واس  يرمولا  0.01ترآي  7.6 هي

ائي          ى المصل المضاد بحجم نه م الحصول عل ذلك ت  250بحجم  يساوي حجم المح المخفف الأصلي ، وب
  .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
ة   ار حسب طريق ذ الاختب ة ) Batchelor )1977و  Purcifullنف ي   0.9بإذاب ار النق ن الاآ م م غ

)Noble Agar ( فاتي     100في نظم الفوس ز  ) KH2PO4(مل من المحول الم واس  ي رمولا  0.01ترآي
دروجيني ات دودسيل الصوديوم 7.6 هي ادة آبريت ذائب م ار ال ى الأآ  Sodium Dodecylوأضيف إل

Sulphate (SDS)   ول ي المحل ائي ف ز نه ايروس العصوية   % 0.5بترآي يمات الف ير جس رض تكس لغ
ى   اء المقطر إل م بالم ل الحج م أآم ار ث وب الأآ ي ثق ا بالانتشار ف ل 100والسماح له از . م ى جه أدخل إل

دة   م121ْوحرارة   2سم/ آغم  1.5ضغط (ام المعق ة  15ولم ده في        )دقيق د تبري ائل بع ار الس م صب الأآ ، ث
تيكية بقطر     ثلاثة  ري بلاس اق بت دار    8.5أطب ق /مل  20سم بمق توٍ      طب ى سطح مس اق عل ، ووضعت الأطب

دة   ة بوساطة        ساعة  24لحين التصلب ثم حفظت في الثلاجة لم رة مرآزي ة وحف ر محيطي ، عملت ست حف
ق     7ثاقبة فلين بقطر  م في آل طب ة قطرات من المصل المضاد المحضر          . مل رة المرآزي وضع في الحف

ة           ووضع في  ة النقي اتي المحضر من أوراق طماطة مصابة بالعزل ة الخمس، العصير النب الحفر المحيطي
ة    ) ToMV(لفايروس  ليم محضر بالطريق ، فيما وضع في الحفرة السادسة عصير أوراق نبات طماطة س

لاه ا أع ة . ذاته د درج اق عن نت الأطب دة 25حض ريا   24مْ لم ائج بص ة النت م ملاحظ دها ت اعة وبع س
  . ا فوتوغرافياوتصويره
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ة  . ب ات الطماطة المصابة         0.2وضع : اختبار التلازن على الشريحة الزجاجي مل من عصير أوراق نب
د تأشير موضع         طبقتين والمرشح عبر  ة بع ة نظيف ة اليسرى لشريحة زجاجي من قماش الشاش، على الجه

ة الأخرى    القطرة على الشريحة بقلم شمعي للحفاظ على الشد السطحي لقطرة العصير ووض    ى الجه ع عل
ليم ، أضيف   ة س ات طماط ن عصير نب ه  م دار ذات ن   0.2المق ل م ن المصل المضاد المحضر لك ل م م

ري             ق بت ى طب م نقلت الشريحة بحذر إل ة ث إبرة معقم ا ب قطرتي العصير المصاب والسليم وخلط آل منهم
ر ث   د ساعة     يحوي ورق ترشيح مبلل بالماء واقفل الطبق وترك في درجة حرارة المختب ائج بع م أخذت النت

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

  النتائــج والمناقشـــة
ات الكاشفة    الأظهرت نتائج : الطماطة موزائيك تشخيص فايروس. 1 ة في   تشخيص باستعمال النبات المبين

دول  ايروس موزا  ان) 1(الج و ف زول ه ايروس المع ة ئالف ك الطماط ت الاعراض ) ToMV(ي ث آان حي
أتي على النباتات الكاشفة المستعملة آما  ازي اصفر أو اخضر وتشوه      : الطماطة  : ي واء  وموزائيك جه الت

ة  ل   .للأوراق وتنخرها وخاصة الأوراق السفلى وتشوه الثمار وتقزمها وظهور خطوط فلينية وبقع بني الفلف
زربيح  .لأوراقموزائيك اخضر مع تشوه وتجعد طفيف ل :  دون إصابة       :  ال ة ومصفرة ب ع موضعية بني بق

ة  :  التبغ البري .جهازية  ي   .بقع موضعية ميتة بدون إصابة جهازي غ المحل دل أصفر   :  التب  .موزائيك معت
ة   :الجومفرينا  .بقع موضعية ميتة بدون إصابة جهازية: الداتورة   .بقع موضعية ميتة بدون إصابة جهازي
اد  ك :المنط ازي  موزائي دل جه ا  .معت عية      :اللوبي ة أو موض راض جهازي ر أع م تظه ع (ل ات مني ). نب

ة أو موضعية     :الفاصوليا  ع  (لم تظهر أعراض جهازي ات مني دل     :الباذنجان   ).نب إعراض موزائيك معت
ات أ  . )1شكل(.دون تشوه ى النبات ك التي وصفها      علاه إن الأعراض الموصوفة عل ة لتل و  Hollingمماثل

Huttinga )1976 ( ؛Osmond )2006 (       ذا ا به وليا واللوبي ابة الفاص دم اص ى ع اروا ال ث اش حي
-EL ؛) 2005(وآخرون   Mukasa ؛) 2004(ن اوآخر  Benllochالفايروس ، وآذلك مماثلة لوصف  

Dougdoug رون ر Kamenova ؛) 2007( وآخ ايروس   )2009( ناوآخ ببها ف ي يس راض الت للأع
ات       . كاشفة المستعملةموزائيك الطماطة على النباتات ال ى النبات اهدة عل إن هذا التوافق في الأعراض المش

  .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
ايروس    اروز والانتباذ العالي والديلزةآلام الابالفصل بهنجحت طريقة التنقية  ة ف  ToMV، في تنقي

ه،      ، ي محلول ا ف ة نقي ك الطماط ايروس موزائي ى ف م الحصول عل راء    وإذ ت لال إج ن خ ك م ات ذل م إثب ت
غ   اذ ،اختبارات النقاوة  ات التب اثبت الاختبار الحيوي الذي اجري للمستحضر الفايروسي النقي باستعمال نب

جبأ

وهـد

حز
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ول، اذ          البري آنبات آ ى الإصابة في المحل ادرا عل الا ق ايروس موزائيك الطماطة فع اشف آمي، وجود ف
ذا    و )ورقة/ بقعة  24(ظهرت البقع الموضعية الميتة على أوراق النبات وبمعدل  من المعروف استجابة ه

ة        ع موضعية ميت ايروس بشكل بق ات للف ار الطيفي للمستحضر     و ). Osmond،2006(النب اظهر الاختب
وق البنفسجي  ليروسي حصول أعلى امتصاص الفا وجيين     لضوء ف د الطولين الم انوميتر   280و 260عن ن
والي وآانت ذروة الا   1.2و  1.6 بقيمةو د الطول الموجي    على الت انوميتر  260 متصاص عن ) 2 شكل ( ن

  . وهذا دليل ان المستحضر الفايروسي النقي يحوي حامض نووي وبروتين وبالتالي وجود الفايروس
ايروس  1.3 غت قيمة نقاوة الفايروس بل ره     ToMVوهي مقاربة لنقاوة ف ا ذآ و  Hollingحسب م

Huttinga )1976 ( ت ي بلغ ار  1.17والت ا أش ر Cherianفيم ايروس  ) 2009(ن اوآخ اوة ف ى ان نق ال
ToMV ى.  1.4بلغت ل عل ذا دلي تعملة وه ة المس ة التنقي ة طريق ايروس   .فاعلي ز ف اب ترآي م حس ا ت آم
غ  /الطماطة بالملغم موزائيك م  1.3غم عصير نبات طماطة مصاب و بل ة     غم عصير  /ملغ اتي وهي آمي نب

  .عالية تدل على آفاءة طريقة التنقية المستعملة
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

كل  ك  .2ش ايروس موزائي ول ف جية لمحل وق البنفس عة ف اص الأش يم امتص ى ق   منحن
  . الطماطة النقي

  

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

يمات       بب ترسب الجس ك بس ة وذل ن التنقي اتج م ي الن ي المستحضر الفايروس ورة واضحة ف حصلت عك
ا      ة من التي ذآره ة قريب ان . 4.6 وهي ) Huttinga )1976و   Hollingالفايروسية وتكتلها، وهذه القيم

ائي          تميزهذه الظاهرة  ا الكهرب د نقطة تعادله ا، حيث تترسب عن ات عموم ادل عدد الشحنات    بالبروتين تع
ة  ع االموجب ائي  م ا الكهرب ة تعادله د درج ة عن ا الذوباني دانها لقابليته الي فق البة وبالت حنات الس   لش

)Hull،2002 ( ا تح  العصوية  ، ولان الفايروسات النباتية ا يقرب من       عموم ي يغلف م اط بغلاف بروتين
د   % 95 من آتلة الفايروس ومنها فايروس موزائيك الطماطة، عليه فان هذه الظاهرة تظهر فيها أيضاً وتع

  .صفة مميزة لكل فايروس
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  واختباره  ToMVإنتاج المصل المضاد لفايروس . 4
دجاج     يض ال ح ب تعمال م ايروس باس ة تحضير المصل المضاد للف ايروس نجحت طريق ع بف الممن

ToMV    ى راق بالحصول عل ي الع رة ف تعملت لأول م ي اس اد   250والت ول المصل المض ن محل ل م م
ان     ا ب للفايروس وهي آمية آبيرة لا يمكن الحصول عليها باستعمال الارانب مصدرا للمصل المضاد، علم

 Bar-Josephا ذآره ملغم حسب م 75آمية الجلوبيولين المناعي الذي تتكون في مح آل بيضة يصل إلى 
د     ) 1980( ة عن ك الطماط ايروس موزائي خيص ف ي تش ذا المصل المحضر ف ة ه اح وفاعلي ت نج د ثب وق

الطريقتين المصليتين اره ب ث   : اختب ة حي ريحة الزجاجي ى الش تلازن عل ار وال ي الأآ زدوج ف ار الم الانتش
ات المصاب ول      الاول ختبار الااظهر  ر عصير النب رة عصير     الاهلة الترسيبية حول حف م تظهر حول حف

اني     ،) أ3 (شكل  ذلك النبات السليم مما يدل على آفاءة المصل المحضر وآما يبين  ار الث ا اظهر الاختب فيم
ل في قطرة       اواضح لاتكت ك التكت في قطرة خليط عصير النبات المصاب مع المصل المضاد ولم يظهر ذل

  ).ب 3شكل  (المقارنة 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اءة المصل            .3شكل  يم آف ة لتقي ى الشريحة الزجاجي تلازن عل ار وال اختباري الانتشار المزدوج في الأآ
  . المضاد المحضر لفايروس موزائيك الطماطة

 أ

 ب
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ات المصابة الخمسة وعدم        . أ ر العين اختبار الانتشار المزدوج وظهور الأهلة الترسيبية البيضاء حول حف
  لطماطة السليمة السادسظهور الهلال حول حفرة عصير ا

ى اليسار  (اختبار التلازن وظهور التلازن في قطرة عصير الطماطة المصابة  . ب وره في    ) عل وعدم ظه
  ).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. 
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