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تقویم كفاءة الترحیل الكھربائي على ھلام الاكریلاماید وتقنیة الأشرطة المناعیة في الكشف عن 
فیروسي موزاییك التبغ وموزاییك الخیار في العراق

Evaluation of SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis and
immunostrip technique for detection of Tobacco mosaic virus and

Cucumber mosaic virus in IRAQ
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المستخلص
أجریت ھذه الدراسة بھدف تقویم كفاءة تقنیتي الترحیل الكھربائي على ھلام الاكریلاماید بوجود دودیسیل 

ومقارنتھا بدراسة Immunostripsواستعمال تقنیة الأشرطة المناعیة(SDS)سلفات الصودیوم 
،TMV(فیروس موزاییك التبغ : الأعراض على النباتات المشخصة في الكشف عن فیروسین ھما

، عائلة Cucumovirus، جنس (CMVوفیروس موزاییك الخیار  )Tobamovirusجنس
(Bromoviridae .إذ اظھر نمط الترحیل . أظھرت النتائج  كفاءة الطریقتین في الكشف عن الفیروسین

لعینة من فیروس موزاییك الخیار حزمتین SDS% 0.1مع % 10الكھربائي على ھلام الاكریلاماید 
وظھرت نفس الحزم في عینة البروتینات المستخلصة . كیلو دالتون)24،26(بروتینیتین أوزانھا الجزیئیة 

من نبات خیار مصاب بالفیروس وأخرى لمستخلص نبات مصاب حاوي أو خالي من الكلوروفیل تمثل بروتین 
ه الحزم في عینة بروتینات مستخلصة من نبات سلیم أو مستخلص نبات ولم تظھر مثل ھذ. الغلاف للفیروس

كیلو دالتون في نمط الترحیل 18وظھرت حزمة بروتینیة وزنھا الجزیئي . سلیم حاوي أو خالي من الكلوروفیل
ن ، ولعینة م، ولعینة من البروتین الكلي المستخلصة من نبات مصابالكھربائي لعینات فیروس موزاییك التبغ

، ولم تظھر مثل مستخلص نبات مصاب أزیل منھا الكلوروفیل أو حاویة علیھ تمثل بروتین الغلاف الفیروسي
واظھر الاختبار المصلي بالأشرطة . ھذه الحزمة في نمط الترحیل لبروتینات النبات السلیم أو مستخلص منھ

نباتات الخیار والبطیخ والقرع والكوسةالمناعیة الخاصة بفیروس موزاییك الخیار تفاعلاً موجباً مع مستخلص 
، كما أظھر اختبار الأشرطة المناعیة الخاصة بفیروس موزاییك التبغ تفاعلا موجبا مع مستخلص نباتات التبغ 

ولم یظھر مستخلص النباتات السلیمة لھذه الأنواع تفاعلاً موجباً . والطماطة المصابة بفیروس موزاییك التبغ
المشخصة بإصابتھا بھذین وكانت النتائج متطابقة مع نتائج دراسة الأعراض على النباتات . مع ھذه الأشرطة

.ینالفیروس
Abstract

his study was carried out to evaluate the efficiency of electrophoresis on SDS-
poly acrylamide slap gel and immunostrip techniques for detection of Tobacco
mosaic virus (TMV, genus Tobamovirus) and Cucumber mosaic virus (CMV,
genus Cucumovirus, family Bromoviridae), compared with symptoms on
diagnostic plants for the two viruses. The results obtained showed that the two
methods were effective. The analysis of samples of purified CMV, total proteins
from infected cucumber plants, and extracts from infected plants  with or
without chlorophyll, by electrophoresis on 10% polyacrylamide slap gel
containing 0.1% SDS showed two bands of 24 and 26 kd in size, and absent in
samples of total protein or extracts of healthy plants. These two proteins
represent the coat protein (CP) of CMV. In addition, one 18 kd protein band
appeared on SDS- polyacrylamide gel profile which represent the CP of TMV,
when samples of purified virus, total protein of infected plants, and plant

.، فیروس موزاییك الخیار، طرق كشف، فیروس موزاییك التبغ، ترحیل كھربائيأشرطة مناعیة: كلمات مفتاحیة 
Keywords: Immunostrips, electrophoresis, TMV, CMV, detection methods.
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extracts with or without chlorophyll were analyzed. This band was absent in
similar samples from healthy plants. The test of immunostrip specific for CMV
showed positive reaction with extracts from melon, cucumber, winter squash,
and zucchini infected plants. Similarly, a positive reaction with immunostrip
specific for TMV appeared with extracts from tobacco, tomato infected with
TMV. No reaction was obtained with healthy plants extract. These results were
similar to those obtained from indicator plants for the two viruses.

المقدمة
اعتمدت طرائق عدیدة لتشخیص الفیروسات كان أولھا دراسة الأعراض على النباتات الكاشفة وتعد من الطرائق 
الأساسیة التي اعتمدت في تشخیص والكشف عن الفیروسات وسلالاتھا في المراحل الاولى من دراسة 

.[3,2,1]الفیروسات النباتیة والى الآن 
ت المصلیة في تشخیص الفیروسات وطورت طرق استعمالھا ولعل من أھم ھذه الاختبارات واعتمدت الاختبارا

، وقد خضعت تقنیة إلیزا للعدید من التحویرات كان آخرھا وھو ما زال شائعاً حتى الآنELISAاختبار إلیزا 
.[2]تحضیر أشرطة مناعیة وھي على درجة عالیة من التخصص والدقة 

وھي من الطرائق السریعة والموثوق بھا والمعتمدة والحساسة في الكشف عن PCRة واستعملت حدیثاً تقنی
، وأصبح بالامكان استعمالھا للكشف عن [4]الفیروسات النباتیة مقارنة مع اختباري الیزا والنباتات الكاشفة 

اعتماداً ودقة في الكشف وما زالت من أكثر التقنیات . التراكیز المنخفضة جداً من الفیروسات في النسیج النباتي
وقد اعتمدت معظم البحوث في ھذا المجال على تسلسل القواعد . [5,3]عن الفیروسات وتحدید سلالاتھا 

من . CP(Coat Protein(النتروجینیة في الحامض النووي المسؤولة عن تصنیع الغلاف البروتیني للفیروس 
البروتینات المكونة للغلاف البروتیني للفیروس مباشرة بتحلیلھ على ھنا جاءت فكرة اعتماد الوزن الجزیئي وعدد 

بتقنیة الترحیل الكھربائي كأحد المعاییر )  SDS(ھلام متعدد الاكریلاماید بوجود دودیسیل سلفات الصودیوم 
الوزن : تھدف ھذه الدراسة محاولة تقویم كفاءة تقنیتین في تشخیص الفیروسات ھما. [7,6]المھمة في تشخیصھ 

الجزیئي وعدد بروتینات الغلاف البروتیني الفیروسي بتقنیة الترحیل الكھربائي على ھلام متعدد الاكریلاماید 
، والثانیة اعتماد الأشرطة المناعیة كأحد الاختبارات المصلیة في ھذا المجال ومقارنتھما بالطریقة SDSبوجود 

، واختبر فیروسین ھما فیروس موزاییك تشخیصالبایولوجیة وھي استعمال النباتات الكاشفة في ال
،TMV(وفیروس موزاییك التبغ Bromoviridae)، عائلة Cucumovirus، جنس (CMVالخیار
.لھذا الغرض) Tobamovirusجنس

المواد وطرائق العمل
تحضیر نباتات الاختبار

، بخلیط من %30ھایبوكلورایت الصودیوم ، معقمة بواسطة سم20× 22ملئت أصص بلاستیكیة ذات أبعاد 
زرعت . بار لمدة ساعة1.5وضغط م 121معقمة بالمؤصدة بدرجة حرارة 1:1تربة مزیجیة وبیتموس بنسبة 

جامعة بغداد جدول/كلیة الزراعة / الأصص ببذور نباتات الاختبار في البیت الزجاجي التابع لقسم وقایة النبات 
بسماد  متعادل ا ، وروعي رش النباتات أسبوعیالإنبات إلى نباتین في كل أصیصفردت النباتات بعد. )1(
)20 ،20 ،20NPK ( لتر ماء 100/ مغ200وفق التوصیة السمادیة للشركة المجھزة)غطیت . )تغذیة ورقیة

200Confidorالنباتات بقماش الململ لتفادي وصول الحشرات إلیھا وكانت ترش كل عشرة أیام بمبید  SL
. لتر ماء/مل1.25-1حسب التوصیة Bayerالمجھز من شركة ) لیتر/مغImidacloprid200مادة فعالة (

.لتر ماء لضمان ابادة الحشرات والحلم/مل 0.5وبمبید الحلم نیوتكس سوبر 
طرائق التشخیص

النباتات الكاشفة وتحضیر اللقاح
أعراض أوراق شریطیة ونباتات تبغ تظھر علیھا أعراض جمعت عینات من أوراق نبات طماطة تظھر علیھا 

، من حقول متفرقة في محافظة بغداد في ، ومن أوراق نبات خیار تظھر علیھا أعراض موزاییكموزاییك
.، وحفظت النماذج تحت التجمید لحین الاستعمال2007الموسم الزراعي 
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+Na2HPO4({ن محلول منظم فوسفاتي مل م4كل عینة في ھاون خزفي مع لمن الأوراق مغ)1(سحق 
KH2PO4 ( جزيء ذو أس ھیدروجیني متعادل 0.01بتركیز)(pH7{ رشح المستخلص من خلال . [8]مبرد

600بوجود الكاربوراندم ) 1(، ومسحت بالراشح أوراق نباتات الاختبار جدول طبقتین من قماش الململ المعقم
دقیقة من العدوى ووضعت في البیت الزجاجي واستمرت )2- 1(بعد رشت النباتات المعدة بالماء المقطر . مش

.متابعة النباتات لحین ظھور الأعراض
اختبار الأشرطة المناعیة 

اجري الاختبار باستعمال مصل مضاد لفیروسي موزاییك الخیار وموزاییك التبغ والمجھز على شكل أشرطة من 
غم 0.15وضع . العمل الموصى بھا من الشركة المجھزة، حسب طریقة الأمریكیةAgdia biofordsشركة 

من العینة المراد فحصھا في الكیس الحاوي على محلول داريء الاستخلاص وسحقت جیدا بواسطة مدقة ھاون 
Pestle . الجھة المحمیة بشریط ومؤشر علیھ بسھم متجھ (غمرت نھایة الشریط المعاملة بالمصل المضاد
، دقائق)5-3(سجلت النتائج بعد. في الكیس الحاوي على محلول العینة المراد اختبارھاسم 0.5لمسافة ) للأسفل

.كررت الخطوات أعلاه مع مستخلص من نبات سلیم للمقارنة. وھو الوقت اللازم لحدوث التفاعل

TMVوموزاییك التبغCMVالنباتات الكاشفة المستعملة في إجراء الاختبار الحیوي لفیروسي موزاییك الخیار (1) :جدول
Scientific nameالاسم العلميIndicator plantاسم النبات الكاشفت
CowpeaVigna unguiculataاللوبیا1 var Blackeye L.
CucumberCucumis sativusالخیار2 L.
Goose footChenopodium amaranticolorالزربیح3 Coste & Reyn
TomatoLycopersicon esculentumالطماطة4 Mill.
MelonCucumis meloالبطیخ5 L.
Winter squashCucurbita maximaالقرع6
ZucchiniCucurbita pepoالشجر7
Jimson weedDatura metalالداتورة8 L.
TobaccoNicotiana tabacum var Turkishالتبغ9 L.
TobaccoNicotianaالتبغ10 tabacum var Xanthi L.
TobaccoNicotiana tabacumالتبغ11 var Xanthi NN
Water melonCucurbita citrullusالرقي12
جھزت بذور اللوبیاء والخیار والرقي والشجر من الھیأة العامة لفحص وتصدیق البذور، وباقي البذور محلیة* 

الترحیل الكھربائي 
البروتینیةتحضیر العینات 

من أوراق تبغ مصابة بفیروس موزاییك التبغ مع محلول منظم مغ100سحق :فیروس موزاییك التبغ -
Na2HPO4(الاستخلاص  + KH2PO4 ( جزىء وبدرجة حموضة متعادلة 0.5بتركیز)pH7( 1، یحتوي %

المستخلص عبر طبقتین رشح . في مازج كھربائي مدة خمس دقائق) حجم:وزن) (1:1(میركبتوایثانول  بنسبة 
اخضع . م 4مع التحریك لمدة ساعة عند درجة % 8بنسبة n-Butanolأضیف للراشح . من قماش الململ

دقیقة في جھاز طرد مركزي مبرد عند درجة 30دقیقة مدة /دورة8000المستخلص لعملیة طرد مركزي بسرعة 
مع % 4دالتون بنسبة 6000جزیئي ذو وزن) PEG)Polyethylene Glycolأضیف للراشح . م 4حرارة 

جمع الراسب الفیروسي بعملیة طرد مركزي بسرعة . م 4التحریك حتى الذوبان وترك المزیج لمدة ساعة على 
جزیىء بنسبة 0.01ذوب الراسب في محلول منظم فوسفاتي متعادل تركیزه . دقیقة30دقیقة لمدة / دورة8000

دقیقة لمدة / دورة8000ختبر واخضع لعملیة طرد مركزي بسرعة ترك المستخلص ثلاث ساعات في الم%. 2
.[9]بذلك تم الحصول على فیروس نقي جزئیاً . دقیقة15

من أوراق نبات خیار مصابة بفیروس موزاییك الخیار مع محلول مغ100سحق -:فیروس موزاییك الخیار  -
ودرجة DIECA% 1،حامض الاسكوربیك % 0.2،جزیىء فوسفات الصودیوم 0.5{منظم فوسفاتي مبرد 

مرر المستخلص خلال طبقتین من قماش الململ ثم . في مازج كھربائي})حجم:وزن(3:1، بنسبة 8حموضة 
مع التحریك لمدة ساعة كاملة عند درجة حرارة ) 1:1(أضیف للراشح الكلوروفورم بنسبة . خلال أوراق ترشیح

في م4دقیقة بدرجة حرارة 15دقیقة لمدة / دورة5000مركزي بسرعة اجریت للمستخلص عملیة طرد. م 4
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% 10دالتون بنسبة 6000وزنھ الجزیئي PEGأضیف إلى الطبقة المائیة الطافیة . جھاز طرد مركزي مبرد
اخضع المحلول لعملیة طرد . ساعة24مدة م4جزیىء مع التحریك عند درجة حرارة 0.1وكلورید الصودیوم 

% 2ذوب الراسب في محلول داريء البوریت . م 4دقیقة بدرجة 15دقیقة مدة /دورة12000سرعة مركزي ب
[10]دقائق 10دقیقة لمدة /دورة5000، ثم اخضع المعلق الفیروسي لعملیة انتباذ على سرعة 8بدرجة حموضة 

.
استخلاص البروتین الكلي من النبات

جزیىء 0.01تركیزه KH2PO4مل منظم فوسفاتي 100من أوراق نبات مصاب بالفیروس في مغ50سحق 
رشح المستخلص . میركابتوایثانول في مازج كھربائي% 0.1و SDS% 0.2یحوي 7.5درجة حموضتھ 

ترك المحلول. من كبریتات الامونیوم مع التحریك حتى الذوبان% 51.6خلال ورقة ترشیح وأضیف للراشح 
. دقیقة30دقیقة مدة /دورة9000جمع الراسب بعملیة طرد مركزي بسرعة . للترسیبم4مدة ساعتین بدرجة 

أضیف للمحلول حجم مساوي من الأسیتون . 7.5جزیىء درجة حموضتھ 0.01أذیب في محلول منظم فوسفاتي 
أذیب الراسب . دقیقة30مدة دقیقة ل/دورة9000البارد وترك لمدة ساعة ثم أخضع لعملیة طرد مركزي بسرعة 

أجریت عملیة استخلاص البروتینات من النباتات . 7.5جزیىء بدرجة حموضتھ 0.01في محلول منظم فوسفاتي 
.[11]السلیمة بالطریقة نفسھا 

وللمقارنة حضرت عینات من النباتات المصابة والسلیمة أزیل منھا الكلوروفیل بامرار المستخلص عبر طبقة من 
ركزت العینات بعملیة  . من المستخلص) حجم:حجم(1:1ن المنشط أو بواسطة المعاملة بالأسیتون بنسبة الكربو

.دالتون6000وزنھ الجزیئي PEGالإنتشار الغشائي بواسطة 
طریقة الترحیل الكھربائي

-βمایكرولیتر2مایكرولیتر من نموذج البروتین المراد تحلیلھ 100أضیف لكل :تحضیر العینات 
mercaptoethanol2% ،10 مایكرولیتر محلولSDS20) %2(% ،15 15مایكرولیتر جلیسرول% .

25مدة دقیقتین ثم بردت مباشرة ووضعت في حفر الھلام بمعدل م 100سخنت العینات عند  درجة حرارة 
–α، دالتونAprotinin , Bovine Lung6500(عوملت بروتینات قیاسیة . مایكرولیتر لكل عینة

Lactalbumin , Bovine Milk14200 ،دالتونTrypsin Inhibitor , Soybean20000 ،دالتون
Trypsinogen , Bovine Pancreas24000 ،دالتونCarbonic Anhydrase , Bovine

Erythrocytes29000 ،دالتونGlyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase, Rabbit
Muscle39000 ،دالتونOvalbumin , Chicken Egg45000 ،دالتونBovine Serum Albumin
.مایكرولیتر لكل حفرة10بنفس الطریقة واستعملت بمعدل ) دالتون66000

حضر % (10، السفلیة ھي ھلام الفصل تركیز حضر الھلام المكون من طبقتین من الاكریلاماید: تحضیر الھلام
،8.8(حلول منظم تریس حامض الھیدروكلوریك درجة حموضتھمل م11.25مل من ھلام الفصل بخلط 30
TEMEDمل 0.15و % Acrylamide30 %-Bis-Acrylamide0.8مل 10و % SDS10مل )0.3
Stacking Gelوالطبقة العلویة ھلام الرص . )مل ماء مقطر8و Ammonium persulfateمل 0.3و 

6.8يء ترس حامض الھیدروكلوریك ذي الأس الھیدروجیني مل دار1.25مل منھ بخلط 10حضر % (5تركیز 
TEMEDمل 0.05و% Acrylamide30%-Bis-Acrylamide0.8مل 1.66و% SDS10مل 0.1و
.)مل ماء مقطر6.8و 0.1Ammonium persulfateو 

طبقة رقیقة من أضیفت . ملم1.4سكب ھلام الفصل بین لوحین من الزجاج تفصلھما مساطر بلاستیكیة بسمك 
أزیل البیوتانول بعد بلمرة ھلام الفصل وغسل بالماء . البیوتانول لضمان سطح مستوي من الھلام عند التصلب

رفع المشط بعد بلمرة . سكب ھلام الرص فوق ھلام الفصل مع وضع مشط لتكوین الحفر. المقطر عدة مرات
وضع اللوحان الزجاجیان في . لى من بین اللوحینھلام الرص برفق لتجنب تحطم الحفر ورفعت المسطرة السف

ملیمولاري 25و Glycineملیجزیىء 192(حوض الترحیل الكھربائي الذي یحوي على محلول منظم الترحیل 
وصلت أقطاب التیار الكھربائي . )8.3، درجة حموضتھ SDS% 0.1داريء ترس حامض الھیدروكلوریك و

سم من 1أوقف التیار عند وصول صبغة الفینول الزرقاء لمسافة . ساعات5فولت مدة 125وجھزت بقدرة 
رفع الھلام وفصل عن الألواح الزجاجیة برفق ووضع في محلول صبغة الكوماسي الزرقاء . قاعدة الھلام

مل حامض 20مل میثانول و 100في خلیط من Coomassie Brilliant Blue R250من صبغة مغ0.55(
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% 5،حامض الخلیك % 7.5(ثم وضع في محلول إزالة الصبغة . دقیقة30مدة ) طرمل ماء مق100الخلیك و 
.[12]ساعة مع مراعاة تبدیل المحلول من وقت لآخر لإظھار الحزم البروتینیة 24مدة ) میثانول

النتائج والمناقشة
دراسة الأعراض على النباتات الكاشفة 

فة المستعملة لتشخیص موزاییك الخیار للعدوى بمستخلص من استجابت النباتات الكاش: فیروس موزاییك الخیار
ظھرت مساحات صغیرة مخضره على أوراق الخیار حدیثة :  أوراق نبات مصاب بالفیروس على النحو الآتي

، تطورت إلى موزاییك على جمیع أوراق النبات صاحبھ ظھور تقزم وتشوه النمو بعد أسبوعین من العدوى
وظھرت على أوراق نباتات اللوبیا صنف . [6]وھذه الأعراض مماثلة لما ذكره . )A-1(أوراق النبات شكل

Black eyeلم تتطور إلى إصابة المعداة، بقع موضعیة شاحبة مختلفة الأحجام بعد خمسة أیام من العدوى ،
عداة بقع المXanthi، وعلى أوراق نباتات التبغ صنف [13,6]وصفھ، وھذا یتفق مع ما)B-1شكل (جھازیة 

ولم تشر باقي المصادر إلى [14]، وھذا یتفق مع ما ذكره )C-1(موضعیة صفراء صغیرة على الأوراق شكل
بالفیروس موضعیا وإنما أشارت إلى إصابتھ جھازیا بالفیروس وظھور Xanthiإصابة نبات التبغ صنف 

ربیح المعداة بعد أسبوع من ظھرت بقع موضعیة صفراء على أوراق نباتات الز.[13,6]أعراض موزاییك
، وھذا یتفق مع )D-1(مع عدم ظھور أیة أعراض جھازیة شكل NLLالعدوى تطورت إلى بقع موضعیة میتة 

.[6]دراسات أخرى حول نفس الموضوع 
بظھور أعراض موزاییك ) الكوسة(، ونباتات الشجر بظھور أعراض موزاییك) اسكلھ(نباتات القرع استجابت 

وظھرت على أوراق نباتات الداتوره المعداة بقع . [14]أعراض تنخر العروق وھذا یتفق معطفیف رافقھا
، وعلى نباتات الطماطة المعداة [6]، وھذا یتفق مع )E-1(موضعیة تطورت فیما بعد إلى تبرقش اصفر شكل

، وھذا )F-1(أعراض توضح العروق وتحول الأوراق إلى شكل شریطي بعد ثلاثة أسابیع من العدوى شكل
في حین لم تظھر . )G-1(یخ بظھور أعراض تبرقش و موزاییك شكلنباتات البط، وعلى[6]یتفق مع 

.أعراض على نباتات الرقي عند إجراء العدوى

نتائج عدوى النباتات الكاشفة بمستخلص أوراق نبات خیار مصابة بفیروس موزاییك الخیار:(1)شكل 

A

G

EF

D C

B
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(A) أعراض موزاییك وتشوه الأوراق على نباتات الخیارCucumis sativus الیسار(، نبات خیار سلیم )الیمین(صنف بیتا ألفا.(
(B) على الأوراق الأولیة لنبات لوبیا ) سھم(بقع موضعیة شاحبةVigna unguiculata صنفBlackeye أیام من العدوى 5بعد

).الیسار(نبات سلیم ). الیمین(
(C) بقع موضعیة شاحبة على أوراق نبات التبغ صنفXanthi)الیسار(، أوراق سلیمة )الیمین.(
(D)ات الزربیح بقع موضعیة شاحبة على أوراق نبChenopodium amaranticolor)الیسار(، ورقة سلیمة ) الیمین) (سھم.(
(E) أعراض تبرقش على الأوراق الحدیثة لنبات الداتوراDatura metel)الیسار(، نبات سلیم ) الیمین.(
(F) الیسار(، نبات طماطة سلیم )الیمین(أعراض الورقة الشریطیة على نبات الطماطة بعد مرور ثلاثة أسابیع من العدوى.(
(G)الیسار(ورقة سلیمة ) الوسط(أعراض موزاییك ) الیمین(أعراض تبرقش على نبات البطیخ.(

المعداة بمستخلص أوراق نبات تبغ مصابة Turkishاستجابت نباتات التبغ صنف -:فیروس موزاییك التبغ
أیام من العدوى تطورت بعدھا إلى )4–3(بالفیروس بظھور أعراض توضح العروق على الأوراق المعداة بعد 

، [16,15,5]وھذا یتفق مع ما ذكره ،)A-2(موزاییك مصحوبة بانتفاخات خضراء وتشوه طفیف للورقة شكل
اتسع حجمھا بمرور NLLالمعداة بقع موضعیة متنخرة Xanthi NNوظھرت على أوراق نباتات التبغ صنف

تحولت إلى إصابة جھازیة عند ارتفاع درجة [17,16,5]، وھذا یتفق مع دراسة سابقة )B-2(الوقت شكل
، اختزلت وظھرت على نباتات الطماطة المعداة أعراض تجعد الأوراق والتفاف نصلھا نحو الأسفل. الحرارة

.[15,5]لى ما یشبھ الأشرطة صاحب ھذه الأعراض تقزم النبات وتوقف النمو، وھذا یتفق مع فیما بعد إ
إن ما تم التوصل إلیھ من دراسة للأعراض على النباتات الكاشفة یوحي إلى أن الفیروس المسبب لأعراض 

لأعراض موزاییك ، وان الفیروس المسببالأوراق الشریطیة وتشوھھا على الطماطة ھو فیروس موزاییك التبغ
. وتشوه أوراق نباتات الخیار ھو فیروس موزاییك الخیار

لقد استخدمت النباتات الكاشفة منذ بدایة اكتشاف علم فیروسات النبات ولا زالت تستعمل في تشخیص الفیروسات 
.[3,1]فقد استعملت لتشخیص فیروسي موزاییك الخیار وموزاییك التبغ على عوائل متعددة . لحد الآن

المعداة بمستخلص من بقعة موضعیة متنخرة Turkishأعراض موزاییك على الأوراق الحدیثة لنبات التبغ صنف (A):(2)شكل 
أعراض البقع ) B. ()الیسار(، وتظھر أوراق نفس النبات سلیمة للمقارنة )الیمین(Xanthi NNمأخوذة من نبات تبغ صنف 

المعداة بمستخلص من بقعة موضعیة متنخرة مأخوذة من Xanthi NNعلى أوراق نبات التبغ صنف NLLالموضعیة المتنخرة 
.)الیسار(، مقارنة بنبات سلیم )الیمین(Xanthi NNنبات تبغ صنف 

Immunostripsاختبار الأشرطة المناعیة 
Cucumisختبار المصلي بواسطة الأشرطة احتواء نباتات الخیار أظھرت نتائج الا: فیروس موزاییك الخیار

sativus والبطیخCucumis melo والقرعCucurbita maxima الكوسة(والشجر (C. Pepo على
الحاوي على Flash Kitsفیروس موزاییك الخیار، إذ أظھرت مستخلصات من ھذه النباتات تفاعلا موجبا مع الـ 

، فیما لم یظھر الاختبار )A-3(المصل المضاد الكاشف لفیروس موزاییك الخیار تمثل بظھور خط ترسیب شكل
.أي دلالة على وجود تفاعل مع العینة المأخوذة من مستخلص أوراق نبات سلیم

ت التبغأظھرت نتائج الاختبار المصلي بواسطة الأشرطة  احتواء نباتا: فیروس موزاییك التبغ
Nicotiana tabaccum var Turkish والطماطةLycopersicon esculentum Mill. المختبرة على

الحاوي على المصل المضاد Flash Kits، إذ أظھرت ھذه النباتات تفاعلا موجبا مع الـ فیروس موزاییك التبغ
ھر الاختبار أي دلالة على وجود ، فیما لم یظ)B-3(الكاشف لفیروس موزاییك التبغ بظھور خط ترسیب شكل

.تفاعل مع العینة المأخوذة من نباتات سلیمة
باستعمال أشرطة الـ ELISAومن النتائج التي تم ذكرھا لوحظ تطابق نتائج الاختبار الحیوي مع نتائج اختبار 

Flash kitsالاختبار في تشخیص العزلات العراقیة من ھذا، مما یشیر إلى إمكانیة استعمال في التشخیص
.فیروسي موزاییك الخیار وموزاییك التبغ بكفاءة ودقة وسرعة عالیة

AB
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لیزا إذ استعملت لتشخیص إلقد استعملت الطرق المصلیة كثیرا في الكشف عن الفیروسات وخصوصا تقنیة 
.دقیقة في التشخیصوتعد من الطرائق ال. [3,1]فیروسي موزاییك التبغ وموزاییك الخیار 

-مقارنة-مع مستخلص نبات خیار سلیم CMVیبین نتائج التفاعل بین المصل المضاد لفیروس موزاییك الخیار ) A(:(3)شكل 
، ومع مستخلص )3(نبات بطیخ مصاب بالفیروس ، ومع مستخلص )2(، ومع مستخلص نبات خیار مصاب بالفیروس )1(

مع TMVیبین نتائج التفاعل بین المصل المضاد لفیروس موزاییك التبغ ) B. ()4(نبات قرع مصاب بالفیروس 
. )2(ومع مستخلص نبات طماطة مصاب بالفیروس . )1(مستخلص نبات تبغ مصاب بالفیروس 

.)الفیروس والمصل المضادیشیر السھم إلى منطقة حدوث التفاعل بین ()2(

SDSالترحیل الكھربائي لبروتینات الغلاف الفیروسي على ھلام متعدد الاكریلاماید بوجود 
وأخرى من نباتات سلیمة على CMVأظھر نمط الترحیل الكھربائي لنماذج مأخوذة من نباتات خیار مصابة بـ 

، وجود حزمة بروتینیة رئیسة مكونة من حزمتین SDS% 0.1والحاوي على % 10ھلام الأكریلاماید 
، تمثل بروتین الغلاف الفیروسي قدر وزنھا الجزیئي الحاوي على عینة الفیروس النقي2)العمود(بروتینیتین في 

.)A-4(كیلودالتون تقریبا على التوالي شكل )24،26(
ل الحاوي على البروتین الكلي المستخلص في نمط الترحی) مشار إلیھما بسھم(ظھرت أیضاً حزمتین بروتینیتین 

، وفي النمط الحاوي على مستخلص نبات مصاب أزیل منھ الكلوروفیل )3العمود (من نبات خیار مصاب 
، في نفس المستوى الذي ظھرت فیھ حزمتي بروتین الغلاف الناتجة عن ترحیل نموذج من فیروس )5العمود (

أو نبات سلیم ) 8العمود (عمدة الحاویة على مستخلص خام لنبات سلیم كیلودالتون لم تظھر في الأ26)-24(نقي 
وظھرت نفس الحزمة في ) 4العمود (أو بروتینات مستخلصة من نبات سلیم ) 6العمود (خال من الكلوروفیل 

.)A-4(شكل) 7العمود (مستخلص خام لنبات مصاب 
وزاییك الخیار مكون من جزیئتین بروتینیتین وتشیر المصادر الحدیثة إلى أن الغلاف البروتیني لفیروس م

وتشیر مصادر أخرى إلى أن الوزن الجزیئي للغلاف البروتیني . [18]كیلودالتون )22،28(أوزانھا الجزیئیة 
.حسب سلالات الفیروس[21,20]كیلودالتون 26أو [19,2]كیلودالتون 24.5لفیروس موزاییك الخیار یبلغ 

الكھربائي لعینات من تحضیرة فیروس موزاییك التبغ المنقاة ظھور حزمة بروتینیة أوضحت نتائج الترحیل 
كما [15]، وھذا یتفق مع )2مشار إلیھا بسھم في العمود (كیلودالتون تمثل بروتینات الغلاف 18وزنھا ألجزیئي 

العمود (فیروس ظھرت نفس الحزمة في العینات الحاویة على بروتین كلي مستخلص من نبات طماطة مصاب بال
، وفي المستخلص الخام لنبات مصاب )5العمود (وفي مستخلص نبات مصاب أزیلت منھ صبغة الكلوروفیل ) 3

لم یلاحظ ظھور ھذه الحزمة في تحضیرة البروتینات المستخلصة من نبات سلیم . بفیروس موزاییك التبغ
) 8العمود (أو مستخلص النبات الخام ) 6العمود (أو مستخلص النبات السلیم المزال منھ الكلوروفیل ) 4العمود (

.)B-4(شكل
SDSإن ھذه النتائج تشیر إلى إمكانیة استخدام تقنیة الترحیل الكھربائي على ھلام متعدد الاكریلاماید بوجود 

كطریقة كفوءة وسریعة وسھلة في تشخیص الفیروسات النباتیة خصوصا وأنھا أظھرت تطابقا واضحا مع نتائج 
.فات البایولوجیة والمصلیة للفیروسات الثلاثةالص

B A
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من قبل الكثیر من الباحثین في تشخیص فیروسي موزاییك الخیار وموزاییك SDS-PAGEوقد استعملت تقنیة 
في الھند Dianthus barbatusإذ استعملت للكشف عن فیروس موزاییك الخیار على نبات . التبغ  في العالم

كما أمكن تحدید . [22]كیلودالتون 26زیئي لبروتینات الغلاف والتي بلغت بحدود عن طریق تقدیر الوزن الج
II)Subgroupسلالتین لفیروس موزاییك الخیار من خلال الغلاف البروتیني في بلغاریا حیث حددت السلالة 

II ( معزولة من الطماطة والفلفل والسلالةI[23]والتبغ من الخیار والطماطة والفلفل والفاصولیا والقرع ،
-SDSمن تشخیص فیروس موزاییك التبغ المعزول من الطماطة بواسطة تحلیلھ على ھلام [15]وتمكن 
PAGE كیلو دالتون اثبتوا من خلالھا أن الفیروس 18في الھند حیث بلغ الوزن الجزیئي للغلاف البروتیني

من تحدید [6]وتمكنت صبر . TMV(Tom-K)المدروس ھو سلالة من فیروس موزاییك التبغ وأعطوه اسم 
وتشیر النتائج التي تم التوصل إلیھا في ھذه . في العراقSDS-PAGEباستخدام CMVأربع سلالات لفیروس 

.الدراسة إلى إمكانیة استعمال تقنیة الترحیل الكھربائي في ھلام متعدد الاكریلاماید في الكشف عن الفیروسات

0.1بوجود % 10على ھلام متعدد الاكریلاماید تركیز CMVنمط الترحیل الكھربائي لعینات فیروس موزاییك الخیار ) A(:(4)شكل 
 %SDSالنبات المصاب ، وتشیر الأسھم البیضاء الصغیرة إلى الحزمة البروتینیة الرئیسة الخاصة بالفیروس والظاھرة في معاملات

.فقط
.)مقارنة(نقي جزئیا CMVعینة الفیروس ) 2. (البروتینات القیاسیة المستعملة في تقدیر الوزن الجزیئي للبروتین) 1(
. )مقارنة(بروتین كلي مستخلص من نبات سلیم ) 4(. بروتین كلي مستخلص من نبات مصاب بالفیروس) 3(
.)مقارنة(مستخلص نبات سلیم خالي من الكلوروفیل ) 6(. ت مصاب بالفیروس خالي من الكلوروفیلمستخلص نبا) 5(
مستخلص عصارة نبات سلیم حاوي على كلوروفیل ) 8(مستخلص عصارة نبات مصاب بالفیروس حاوي على كلوروفیل) 7(
)مقارنة(
)B ( نمط الترحیل الكھربائي لعینات فیروس موزاییك التبغTMV 0.1بوجود % 10على ھلام متعدد الاكریلاماید تركیز %SDS

.، وتشیر الأسھم البیضاء الصغیرة إلى الحزمة البروتینیة الرئیسة الخاصة بالفیروس والظاھرة في معاملات النبات المصاب فقط
. )مقارنة(نقي جزئیا TMVعینة فیروس ) 2(. ملة في تقدیر الوزن الجزیئي للبروتینالبروتینات القیاسیة المستع) 1(
. )مقارنة(بروتین كلي مستخلص من نبات سلیم ) 4(.بروتین كلي مستخلص من نبات مصاب بالفیروس) 3(
.)مقارنة(مستخلص نبات سلیم خالي من الكلوروفیل ) 6(. مستخلص نبات مصاب بالفیروس خالي من الكلوروفیل) 5(
مستخلص عصارة نبات سلیم حاوي على كلوروفیل ) 8(. مستخلص عصارة نبات مصاب بالفیروس حاوي على كلوروفیل) 7(
)مقارنة(
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