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َ فایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة شُ  ص ِ ّ النباتات المعزول باستعمال بعض  (Tomato yellow leaf curl virus)خ
، Nicotiana benthamiam، التبغ Datura stramonium، الداتورا Solanum lycopersiconالطماطة {الكاشفة 

، N. glutinosa، التبغ N. tabacum cv. Samsun، التبغ صنف N. tabacum cv. White Burleyالتبغ صنف 
، المنطاد Gossypium hirsutum، القطن Abelmoschus esculentus، البامیا Phaseolus vulgarisالفاصولیا 

Physalis floridana الزربیح ،Chenopodium amaranticolor القرع ،Cucurbita pepo ، الخیارCucumis 
sativus البطیخ ،Cucumis melo الباذنجان ،Solanum melongena { اظھرت نباتات الطماطة المصابة اعراض .

مرضیة بھیئة تجعد و اصفرار الاوراق مع تقزم النبات و تساقط الازھار، كما اعطت نباتات الداتورا ھي الاخرى اعراض 
التأكد من وجودة بواسطة اختباري الالیزا و تفاعل البلمرة  مرضیة مرتبطة بفایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة الذي تم

 .N. اوضحت النتائج ایضا عدم ظھور اي نوع من الاعراض المرضیة عند تلقیح نباتات التبغ نوع (PCR)المتسلسل 
glutinosa  و التبغ نوعN. tabacum var. Samsun  و التبغ نوعN. benthamiam و الفاصولیا و البامیا الملقحة 

بفایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة رغم التأكد من وجود فایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة بواسطة اختباري 
. كما اثبت اختباري الالیزا و تفاعل البلمرة المتسلسل بأن نباتات التبغ (PCR)و تفاعل البلمرة المتسلسل  (ELISA)الالیزا 

القطن والمنطاد والزربیح والقرع والباذنجان والخیار والبطیخ غیر قابلة و  N. tabacum var. While Burleyنوع 
) لعزلة Nucleotide sequence analysisللإصابة بھذا الفایروس. بینت دراسة تحلیل تسلسل التتابع النیوكلیوتیدي (

دة لم تسجل مسبقا في ) المعزولة من محافظة المثنى ظھور سلالة جدیTYLCVفایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة (
المعزولة من محافظة المثنى بنفس  A4MA. أظھرت العزلة (NCBl)قاعد بیانات المركز الوطني لمعلومات التقنیة الحیویة 

 لكن بتفرع مختلف. %99العراقیة و بنسبة تشابھ بلغت  TYLCV (JQ354991.1)المجموعة مع عزلة  الفایروس 
  ث الأولللباح ل من رسالة ماجستیرالبحث مست
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Biological, Serological and Molecular Characterization of Tomato yellow leaf curl virus 
Malik H. Karem1, Agric. College, AlMuthanna Univ.  
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Abstract 
Experiments were carried out during the growing season of 2014-2015 in the laboratory of Plant Virology and 
greenhouses, Plant Protection, Faculty of Agriculture, Karbala Univ.Whitefly-mediated inoculation of some 
indicator plants (Solanum lycopersicon , Datura stramonium, Nicotiana benthamiam , N. tabacum cv. White 
Burley, N. tabacum cv. Samsun ,N. glutinosa, Phaseolus vulgaris ,Abelmoschus esculentus, Gossypium hirsutu, 
Physalis floridana ,Chenopodium amaranticolor, Cucurbita pepo, Cucumis sativus, Cucumis melo ,Solanum 
melongena) have been employed to identify the virus under study. Tomato plants infected with virus have shown 
symptoms of leaf wrinkling and yellowing with the stunting of plants and dropping of flowers. Datora plants 
have exhibited symptoms associated with the TYLCV that its presence has been confirmed by ELISA and PCR. 
Inoculation of N. glutinosa, N. tabacum var. Samsun and N. benthamiam, Beans and Okra have not produced 
any kind of symptoms and the presence of the virus has been detected by ELISA test and PCR. ELISA and PCR-
based results have proven that plants of N. tabacum var. While Burly, Cotton, Ground cherry, Goosefoots, 
Squash, Cucumbers, Eggplant and Watermelon are immune to TYLCV. From the Nucleotide sequence analysis 
of different isolates of TYLCV collected from some provinces Muthanna, new strains of TYLCV have been 
recorded in the National Center for Biotechnology Information (NCBl). The isolate A4MA obtained from the 
desert region farms in Muthanna province have shown 99% similarity to the nearest neighbor TYLCV 
(JQ354991.1).  
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  المقدمة

) واحدا .Solanum lycopersicom Lیعد محصول الطماطة (

بة الثانیة من حیث من محاصیل الخضر المھمة الذي یحتل المرت

الاھمیة من بین محاصیل الخضر في كثیر من بلدان العالم و منھا 

العراق، و تعود تلك الاھمیة الى احتواء الثمار على العدید من 

و العناصر المعدنیة مثل الحدید  Cو  Aالفیتامینات مثل فیتامین 

والفسفور، كما انھا  تستھلك طازجة فضلا عن دخولھا في كثیر من 

و  Giovanni؛ 1989لصناعات الغذائیة (مطلوب و آخرون، ا

). نظرا لتلك 2010و آخرون ،  Christopher؛ 2004آخرون، 

الاھمیة انتشرت زراعتھ في عموم القطر مع تمیز مناطق 

متخصصة في انتاجیتھ مثل البصرة و ذي قار و النجف و كربلاء 

). 1998 و دیالى و صلاح الدین و نینوى و كركوك (السامرائي،

ان التوسع في زراعة المحصول في البیوت الزجاجیة و البلاستیكیة 

في السنوات الماضیة ادى الى ظھور كثیر من الامراض المحددة 

لإنتاج ھذا المحصول نتیجة لتوفر الظروف المناسبة لانتشار و 

تطور المرض و من ھذه الامراض مرض تجعد و اصفرار اوراق 

 Tomato yellow leaf curlیروس الطماطة المتسبب عن الفا

virus (TYLCV) )Barone  وFrusciante ،2007; 

Girhepuje  وShinde ،2011 یعد فایروس تجعد و اصفرار .(

من اكثر الفایروسات انتشارا على  (TYLCV)اوراق الطماطة 

و  %100محصول الطماطة في العراق مسببا خسائر قد تصل الى 

المراحل المبكرة لنمو النبات خصوصا عند حدوث الاصابة في 

). ینتقل فایروس تجعد واصفرار اوراق الطماطة 1983(شفیق، 

) Bemisia tabaciبكفاءة عالیة بواسطة حشرة الذبابة البیضاء (

-Persistent, non)بطریقة دورانیة باقیة غیر تكاثریة 

propagative circulative manner) )Ghanem  ،و آخرون

و آخرون،  Pakkianathan؛ 2002رون، و آخ Salati؛ 2001

). استخدمت طرائق عدیدة لتشخیص الفایروسات النباتیة 2015

) التي تظھر عند Indicator plantsكاستخدام النباتات الكاشفة (

تلقیحھا بفایروس ما اعراض مرضیة معینة مثل تجعد الاوراق، 

ي ا فموزائیك و تنخر و تشوه الاوراق و التي غالبا لا یعول علیھ

تشخیص الفایروسات بسبب تداخلھا مع العدید من العوامل البیئیة و 

كذلك مسببات مرضیة اخرى قد تعطي نفس الاعراض المرضیة، 

كما ان ھناك العدید من الفایروسات النباتیة لا تظھر اي اعراض 

، Alemu؛ 2009، و آخرون  (Lin مرضیة عند الاصابة

 Serologicalمصلیة (كذلك استخدمت الاختبارات ال ).2015

tests) للكشف عن الفایروسات النباتیة (Fang  وRamasamy ،

). تعد ھذه الطریقة اقل حساسیة و لا تستطیع التفریق بین 2015

السلالات المختلفة للفایروس الواحد قیاسا بالاختبارات الجزیئیة 

(Molecular tests)  و منھا تفاعل البلمرة المتسلسل

(Polymerase chain reaction, PCR) )Henson  و

French ،1993 اصبح  تفاعل البلمرة المتسلسل  التقنیة الاھم و .(

التي تحتل مساحة واسعة في كافة المختبرات العلمیة التي تتعامل 

) و التي تھدف الى RNAو  DNA (مع دراسة الـحامض النووي 

 من تراكیز قلیلة جدا و لمنطقة (DNA)مضاعفة الحامض النووي 

محددة من جینوم الكائن الحي الى الملایین من النسخ التي تحمل 

). ھدفت 2014و آخرون،  Caiنفس مواصفات النسخة الاصلیة ( 

ھذه الدراسة الى عزل و تشخیص الفایروس المسبب لتجعد و 

اصفرار اوراق الطماطة باستخدام بعض النباتات الكاشفة و تحدید 

تخدام اختباري الالیزا طریقة نقل الفایروس اضافة الى اس

)ELISAو تفاعل البلمرة المتسلسل (   (PCR)  و كذلك معرفة

للفایروس  (Nucleotide sequence)تسلسل التتابع النیوكلوتیدي 

  المسبب للمرض. 

  Materials and methodsالمواد وطرائق العمل 

  (Virus source)مصدر الفایروس 

اصابة فایروسیھ جمعت نباتات طماطة ظھرت علیھا اعراض 

متمثلة بتجعد و التفاف الاوراق مع تقزم شدید من بعض المزارع 

الصحراویة الواقعة في محافظة كربلاء المقدسة خلال الموسم 

.  زرعت جمیع النباتات (التي جمعت من 2014-2015 الزراعي 

سم و نقلت الى  21×21المزارع) في سنادین بلاستیكیة ابعادھا 

عھا جامعة كربلاء بعد وض -التابع لكلیة الزراعةالبیت البلاستیكي 

مغطاة بقماش الململ  40×40×60في صنادیق خشبیة ابعادھا 

  لغرض تنمیتھا و اجراء بعض التجارب اللاحقة علیھا.

  (Virus identification)تشخیص الفایروس  

  Virus transmission)تحدید طریقة نقل الفایروس (

  )(Mechanical inoculationالنقل المیكانیكي 

اوراق  4-3غطیت نباتات طماطة صنف سوبرماریموند بعمر 

ساعة في  24حقیقة بواسطة جرائد مرطبة بالماء و تركت لمدة 

المختبر بھدف جعل النباتات اكثر حساسیة للإصابة الفایروسیة 

)Barbar ،2013 غم من  5). حضر المستخلص النباتي بأخذ
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مل من المحلول الفوسفاتي  15في اوراق النبات المصاب و سحقھا 

  .  (Sörenson phosphate buffer)الدارئ 

 اعطیت جمیع النباتات المراد تلقیحھا رشة خفیفة من مادة الكورندم 

(Corundum) ثم لقحت بواسطة قطعة من القطن المغطسة

بالمستخلص المحضر سابقا. كما تم تنفیذ معاملة مقارنة بتلقیح عدد 

لول الفوسفاتي الدارئ فقط. غسلت جمیع النباتات من لنباتات بالمح

دقیقة ثم وضعت في قفص مصنوع  30الملقحة بالماء بعد مرور 

م) و تحت ظروف البیت  5×4×2.5من قماش الململ (ابعاده 

البلاستیكي. تم متابعة جمیع النباتات بشكل دوري لظھور و تطور 

ة، تم جمع یوما. عند نھایة التجرب 35اي اعراض مرضیة و لمدة 

عینات ورقیة من كل نبات لاستخلاص الحامض النووي و اختباره 

بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل و الالیزا. اعیدت التجربة لمرتین 

  و بشكل منفصل.

 (Syringe injection transmission)النقل بواسطة الحقن 

)، 1994( و اخرون Allamباعتماد الطریقة الموصوفة من قبل  

اوراق حقیقة بالعصیر النباتي  4-3نباتات بعمر  10تم حقن 

غم من الاوراق المصابة  5المصاب المحضر سابقا بسحق 

مل من المحلول الفوسفاتي  15بالفایروس المراد تشخیصھ في 

. كما تم حقن نباتات  (Sörenson phosphate buffer)الدارئ

نة. ة مقاراخرى باستخدام نفس المحلول الدارئ فقط لاتخاذھا كمعامل

نمیت جمیع النباتات في البیت المصنوع من قماش الململ و متابعتھا 

یوما من  35بشكل دوري لظھور اي اعراض مرضیة. بعد مرور 

من النباتات  (DNA)تنفیذ التجربة، استخلص الحامض النووي 

و الالیزا  (PCR)الملقحة و اختبر بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل 

(ELISA)ذه التجربة لمرتین و بشكل منفصل. . اعیدت ھ  

  (Seed transmission)النقل بواسطة البذور 

لمعرفة فیما اذا كان الفایروس المسبب للمرض القابلیة على الانتقال 

بواسطة البذور، نفذت ھذه تجربة بجمع ثمار طماطة ناضجة من 

نباتات مصابة بالفایروس تحت التشخیص لغرض استخلاص 

ت الثمار في اربعة احجام من الماء المقطر المعقم البذور منھا. وضع

و الموضوع في خلاط كھربائي لغرض استخلاص البذور. تم 

تنظیف البذور من متبقیات الثمار و وضعھا في محلول 

دقیقة ثم غسلت بالماء  20لمدة  (5%)ھایبوكلورایت الصودیوم 

). كما تم اعادة 2012و اخرون ،  Himabindu( المقطر المعقم

نفس الخطوات السابقة باستثناء استعمال ثمار طماطة مأخوذة من 

نبات طماطة غیر مصاب بالفایروس. زرعت البذور في اصص 

بتموس  -سم) مملوءة بتربھ مزیجیھ 13×15بلاستیكیة معقمة (

معقمة موضوعة في البیت المصنوع من قماش الململ و  (1:1)

مدة اتات الناتجة لتحت ظروف البیت البلاستیكي. تم مراقبة النب

ثمانیة اسابیع لظھور اي اعراض مرضیة. فحصت جمیع النباتات 

بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل بعد جمع عینات ورقیة و 

  استخلاص الحامض النووي منھا. 

  ) B. tabaciالنقل بواسطة حشرة الذبابة البیضاء (

  جمع و تربیھ حشرة الذبابة البیضاء

ة الذبابة البیضاء من حقول الباذنجان جمعت عدد من بالغات حشر

جامعة كربلاء بواسطة شافطة یدویھ -التابعة لكلیة الزراعة

)(Hand Aspirator  صنف) و تم تنمیتھا على نباتات باذنجان

 120×50×50برشلونھ) سلیمة موضوعة في قفص خشبي ابعاده 

سم و ذات قاعدة خشبیة و جوانبھ الخمسة الاخرى مغطاة بطبقتین 

  قماش الململ لمنع دخول او خروج الحشرات من الصندوق. من 

اخذت عینة من حشرات الذبابة البیضاء بعد حفظھا في الایثانول 

-لومكلیة الع-الى مختبر علم الحشرات في قسم علوم الحیاة (%70)

المملكة المتحدة لغرض تشخیصھا على اساس  -جامعة نیوكاسل

 .B)رة الذبابة البیضاء الحامض النووي. شخصت الحشرة بأنھا حش

tabaci, Biotype: B) تم التأكد من خلو حشرة الذبابة البیضاء .

بین فترة و اخرى من الفایروس المراد تشخیصھ عن طریق وضع 

نباتات طماطة سلیمة (صنف سوبر ماریموند) في نفس الصنادیق 

الحاویة على نباتات الباذنجان و حشرات الذبابة البیضاء.  كما و تم 

-3ستبدال نباتات الباذنجان القدیمة بنباتات اخرى حدیثة النمو كل ا

  اسبوع.  2

  النقل بواسطة حشرة الذبابة البیضاء

لدراسة طرق نقل الفایروس و انتشاره بین نباتات الطماطة، تم نقل 

حشرة بالغة من حشرات الذبابة البیضاء غیر الحاملة  300حوالي 

، المنماة سابقا على (Non-viruliferous whiteflies)للفایروس 

نباتات الباذنجان، الى نباتات طماطة (الصنف سوبر ماریموند) 

مصاب بالفایروس المراد تشخیصھ و موضوع في صندوق خشبي 

سم مغطى بقماش الململ. اعطیت الحشرات  40×40×50ابعاده 

ساعة، بعدھا تم تلقیح نباتات طماطة بعمر اربعة  48فترة تغذیة لمدة 

نبات موضوعة في ثلاثة /حشرة  15حقیقیة و بمعدل  اوراق

سم) كل منھا یحتوي على  40×40×50صنادیق خشبیة (ابعادھا 
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ساعة  48اربعة نباتات. بعد ترك الحشرات الحاملة للفایروس لمدة 

لغرض اتمام عملیة التلقیح. بعدھا تم رش جمیع النباتات بالمبید 

لھا بعد حوالي ساعتین ) و نقImidaclopridالكیمیاوي امیجارد (

م) مصنوع من طبقتین من الململ و  5×4×2.5الى بیت ابعاده (

موجود داخل البیت البلاستیكي. نفذت معاملة مقارنة بأتباع نفس 

الخطوات السابقة باستثناء تغذیة الحشرات على نبات طماطة سلیمة. 

تم متابعة النباتات بشكل یومي لتسجیل بدایة ظھور و تطور 

ض المرضیة الناتجة من الاصابة الفایروسیة. اختبرت جمیع الاعرا

  نباتات التجربة بواسطة اختباري تفاعل البلمرة المتسلسل و الالیزا.

  تشخیص الفایروس باستعمال النباتات الكاشفة 

  تحضیر النباتات الكاشفة

) التي حصل علیھا 1زرعت بذور بعض النباتات الكاشفة (جدول 

 -مدینة دندي -(James Hutton Institute)من معھد جیمز ھاتن 

سم و الحاویة  8×30المملكة المتحدة  في سنادین بلاستیكیة ابعادھا 

 3-4). بعد بلوغ النباتات 1:1على تربھ مزیجیة معقمة و بتموس (

اوراق حقیقیة، تم تفرید النباتات و نقلھا الى سنادین اكبر حجما 

  لاستخدامھا في تجربة تشخیص الفایروس.

ول اتات ).1( ج اشفة ال لة ال ع وس ت في ال ول الفای ع اتات م ال ة ن ا ة ال ام ا ع في ال  قةال م
لاء. ة  اف ة في م او   ال

 الاسم العلمي العائلة النبات الكاشف
  Solanaceae lycopersicom Solanum الطماطة

 Solanaceae  Solanum melongen الباذنجان
 Solanaceae Datura stramonium الداتورا
 Solanaceae Chenopodium amaranticolor الزربیح
 Cucurbitaceae Cucumis sativus الخیار
 Cucurbitaceae Cucumis melo البطیخ
 Cucurbitaceae Cucurbita pepo القرع
 Malavceae Abelmoschus esculentus البامیا

 Fabaceae Phaseolus vulgaris الفاصولیا
 Solanaceae Physalis floridana المنطاد
 Solanaceae Nicotiana benthamiam التبغ
 Solanaceae Nicotiana tabacum cv. White Burley التبغ
 Solanaceae Nicotiana tabacum cv. Samsun التبغ
 Solanaceae Nicotiana glutinosa التبغ
 Malavceae Gossypium hirsutum القطن

  
  اصابة النباتات الكاشفة

ة  300تم اطلاق حوالي  امل اب الابیض غیر الح ذب رة من ال حش

للفایروس على نبات طماطة مصاب بالفایروس تحت التشخیص و 

دة  ة لم ذی ت للتغ رات  48ترك ا نقل عدد من الحش دھ ة. بع اع س

بیة كل منھا یحتوي  نادیق خش افطة یدویة الى ثلاثة ص طة ش بواس

نف ثلا ) و بمعدل Super Maremondeثة نباتات الطماطة (ص

رة  15 تیكي و /حش نادیق الى البیت البلاس نبات. نقلت جمیع الص

ذیة لمدة  ت للتغ ت جمیع النباتات بالمبید  48ترك اعة، ثم رش س

اء، و بعد Imidaclopridامیجارد ( رة الذبابة البیض ) لقتل حش

اعات تم نقل جمیع النباتات  نوع من حوالي ثلاث س الى بیت مص

اب  ح اب مزود بس ھ على ب د جوانب اوي في اح ل (ح اش الملم قم

كل یومي لظھور و تطور اي  للتحكم  بفتحھ وغلقھ) و مراقبتھا بش

یة. بعد مرور  یوما من التلقیح، تم جمع عینات  35اعراض مرض

طة اختباري تفاعل البلمرة  ھا بواس ورقیة من كل نبات و فحص

  تأكد من وجود الفایروس. المتسلسل والالیزا، لل

  التشخیص السیرولوجي للفایروس 

تخدام العدة المجھزة  (TAS-ELISA) اجري اختبار الالیزا  باس

:Cat. No) الامریكیة  .AC Diagnostics, Incمن قبل شركة 

)K1-V257 ركة  و وفة من قبل الش ب الخطوات الموص حس

ابة بالفایروس نعة. اعتبرت العینات النباتیة مص دما یكون عن المص

وئي عند الطول الموجي  اص الض نانومیتر  405معدل قیم الامتص

وئي للعینات النباتیة  اص الض عف معدل قیم الامتص اكبر من ض

  غیر المصابة.

  (PCR)تشخیص الفایروس باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل 
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 :Cat. No) باستخدام العدة  (DNA)استخلص الحامض النووي 

FAPGK001)ركة فافورجین  المجھزة  (Favorgen)من قبل ش

م تتایوان، و بأتباع الخطوات الموصوفة من قبل الشركة المصنعة. 

باستخدام جھاز قیاس الطیف  DNAقیاس تركیز الحامض النووي 

وئي ت طول موجي   (Spectrophotometer)الض  260تح

  المعادلة الاتیة: نانومیتر بأتباع

وئي = قی μg /ml)تركیز الحامض النووي( اص الض مة الامتص

   50× نانومتر 260على طول موجي 

ف ×                                       ی ف خ ت ل ال ام ع

.(Dilution factor)   

ا تم تحدید نقاوة الحامض النووي  من خلال تطبیق المعادلة الاتیة و  DNAكم

  ):1997و اخرون  ( Williamالموصوفة من قبل 

امض النووي       اوة الح دار =  DNA (DNA purity)نق مق

اص على طول موجي  اص  /نانومتر 260الامتص مقدار الامتص

انومتر 280على طول موجي  ل البلمرة  ن اع ار تف اجري اختب

تخدام العدة  لي باس لس -PCR PreMix, Cat. No. K) التس

ركة  (2012 أ.  نفذ  Bioneerالمجھزة من قبل ش الكوریة المنش

ل بحج لس  1مایكرولیتر و الحاویة على  20م تفاعل البلمرة المتس

ي  ام ادئ الام ب ن ال ل م ن  ك ر م ت ی رول ك ای -5́)م

ACGTAGGTCTTGACATCTGTTGAGCTC-3́)  و

ي ( ف ل خ -5́ال

AAGTGGGTCCCACATATTGCAAGAC-3́( (10 

pomol) مایكرولیتر من الحامض النووي  1و(μ /ng 30)  بعد .

ع جمیع المكونات المطلوبة للتفاعل في الانبوبة الم من  جھزةوض

نعة و اكمال الحجم بالماء   ركة المص  Nuclease free)قبل الش

water)  امض النووي  20إلى ة الح اعف ایكرولیتر، تم مض م

ل المبینة في  لس تخدام ظروف تفاعل البلمرة المتس ي باس الفایروس

  . 2جدول 

مض النووي لفایروس تجعد و اصفرار ) المستخدمة لمضاعفة الحاPCRخطوات و ظروف تفاعل البلمرة المتسلسل ((2) .جدول 
  .(TYLCV) اوراق الطماطة

 عدد الدورات الوقت °)درجة الحرارة (م  خطوات تفاعل البلمرة المتسلسل
Initial denaturation 94 10 1 دقائق 

[Final denaturation  94 30 ثانیھ   
35 Annealing 62 20 ثانیھ 

Initial extension 72 30 ثانیھ 
Final extension 72 30 ثانیھ  

Hold 4   

  
رت طبقة ھلام الاكاروز   1بعد اخذ وزن (agarose gel) حض

ھ في  اروز و اذابت دارئ  100غم من الاك ل من المحلول ال م

1×TBE (Tris boric acid EDTA buffer)   و لحین تحول

یف  ة الـ  5الخلیط الى محلول رائق. اض بغ ایكرولیتر من ص م

Ethidium bromide   ة المحلول اض درج د انخف  (40-45بع

ط جھز القالب °). م ب الاكاروز و الحاوي على المش الخاص بص

ب الاكاروز  في إحدى نھایاتھ لعمل حفر داخل طبقة الجل، ثم ص

و ترك   Ethidium bromide المذاب و الحاوي على صبغة الـ

ة  ب طبق ل ال تص د اكتم ة. عن ة حرارة الغرف ب في درج ل لیتص

ارو انھ الاك ب الى مك ال د الق ط بحذر وأعی في جھاز ز، رفع المش

یف محلول  ل، ثم أض ل  ×TBE 1الترحی إلى حوض الترحی

(Electrophoresis tank)  م  1مغطیا طبقة الاكاروز بارتفاع س

 .تقریباً 

المضاعف بواسطة تفاعل  DNA مایكرولیتر من الـ   10اضیف 

 م الاكاروز. كماالبلمرة المتسلسل الى كل حفرة من حفر طبقة ھلا

 DNA (1 Kbpمایكرولیتر من معلم الحامض النووي  5تم اضافة 

DNA ladder  marker)  الى الحفرة الموجودة في الجانب

الایسر من العینات المضافة لغرض تحدید احجام الحامض النووي 

أوصلت أقطاب الجھاز بالتیار الكھربائي و شغل مجھز  المضاعف.

. بعد اكمال عملیة فولت 100على  (Power supply)الطاقة 

ترحیل العینات، فحصت طبقة ھلام الجل الحاویة على حزم 

 UV trans)الحامض النووي تحت الاشعة فوق البنفسجیة

illuminator)  .و اخذت صور لھا  

) لفایروس تجعد و DNAتحلیل تسلسل قواعد الحامض النووي (

  .(TYLCV)اصفرار اوراق الطماطة 

رقیة من نباتات طماطة، ظھرت علیھا نفس جمعت عینات و

الاعراض المرضیة المذكورة سابقا و الناتجة عن الاصابة بفایروس 
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تجعد واصفرار اوراق الطماطة، من بعض المزارع الواقعة في 

محافظة المثنى لاستخلاص الحامض النووي. تم مضاعفة حزم 

ل ابواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل و ارس DNAالحامض النووي 

مع البوادئ الامامیة و الخلفیة  (PCR amplicons)نواتج التفاعل 

التي استخدمت لمضاعفة حزمة الحامض النووي الفایروسي الى 

الكوریة لغرض تحدید تسلسل الحامض  Microgeneشركة 

النوویة لعزلة الفایروس المعزولة. لمعرفة نوع السلالة الفایروسیة 

ة في محافظة المثنى و كذلك الموجودة في مزارع حقول الطماط

لمعرفة درجة التشابھ و الاختلاف مع سلالات نفس الفایروس 

المعزولة سابقا، ادخل تسلسل الحامض النووي في قاعدة البیانات 

 National)المتوفرة في المركز الوطني لمعلومات التقنیة الحیویة 

Center for Biotechnology Information, NCBl) 

 BLAST (Basic Local Alignmentامج الـ باستخدام برن

Search Tool)) ،Zheng  ،و تم رسم شجرة 2000و اخرون ،(

) Phylogenetic neighbor-joining treeالنسب الوراثیة (

 MEGA 6 )MEGAلمقارنة عزلة الفایروس باستخدام برنامج 

version 6 software) (Tamura  ،2013و اخرون.(  

  Results and discussionالنتائج و المناقشة 

  (Virus identification)تشخیص الفایروس 

  Virus transmission)تحدید طریقة نقل الفایروس (

 (Mechanical inoculation)النقل المیكانیكي 

یر النباتي  اظھرت النتائج ان تلقیح نباتات الطماطة میكانیكیا بالعص

ابة بالفای یة للإص اب لم یعطي اي اعراض مرض روس تحت المص

د  خیص حتى بع ت نتائج  35التش ح ا اوض ا من التلقیح. كم یوم

ل عدم  لس طة تفاعل البلمرة المتس اختبار النباتات الملقحة بواس

). 1امكانیة مضاعفة حزمة من الحامض النووي الفایروسي (شكل 

دل قیم  ث بلغ مع ا، حی ارا موجب ار الالیزا اختب ا لم یعطي اختب كم

وئي عند الط اص الض  0.077نانومیتر  405ول الموجي الامتص

وئي ( اص الض ) للعینات النباتیة 0.069مقارنة بمعدل قیم الامتص

اتي  ف دارئ الفوس ال ة فقط ب ة  الملقح ارن ات المق ات أخوذة من نب الم

.(Sörenson phosphate buffer)  ا ائج مع م ذه النت ت ھ اتفق

) بعدم 2011) و حسن و اخرون (2007اشار الیھ زاید و اخرون (

فرار اوراق الطماطة ( ة فایروس تجعد و اص انی  TYLCV)امك

  بالانتقال میكانیكیا.

  (Syringe injection transmission) النقل بواسطة الحقن 

ة حتى ب ی ة اي اعراض مرض ات الملقح ات د لم تظھر جمیع النب ع

یر النباتي الحامل  35مرور  العص ة الحقن ب ا من اجراء عملی یوم

للفایروس. كما ان عدم وجود الفایروس الممرض تم اثباتھ بواسطة 

اص  ل و الالیزا. بلغ معدل الامتص لس اختباري تفاعل البلمرة المتس

یر  ار الالیزا للنباتات المحقونة بالعص د اجراء اختب وئي عن الض

اب  وئي  0.0831النباتي المص اص الض مقارنة بمعدل الامتص

الغ  اتي و الب ف المحلول الفوس ة ب ات المحقون ات ا لم 0.073للنب . كم

تخلاص  اعفة من الفایروس عند اس یلاحظ ظھور اي حزمة مض

الحامض النووي و اختبارة بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل (شكل 

ة عدم امكانیة انتقال ال1 ذه النتائج ھذه الدراس ت ھ  فایروس). اثبت

اب  اتي المص یر النب العص ات ب ة حقن النب ط الممرض بواس

ائج جاءت متفقة مع ما ذكره زاید و اخرون  ذه النت ایروس و ھ الف ب

)2007.(  

 (Seed transmission)النقل بواسطة البذور 

ت من نبات طماطة  تخلص لم تظھر النباتات الناتجة من بذور اس

یة،  ابة بالفایروس الممرض اي اعراض مرض اذ كانت تلك مص

لیمة الناتجة عن البذور  ابھھ في مظھرھا للنباتات الس النباتات مش

ابة بنفس الفایروس. كما لم یعطي  ات غیر مص ات أخوذة من نب الم

ل  لس اعف  (PCR)اختبار تفاعل البلمرة المتس اي امكانیة لتض

ي بحجم  كل  (634bp)حزمة الحامض النووي الفایروس ). 1(ش

ائج مع م ذه النت ت ھ ار الیھ العدید من الباحثین حول عدم اتفق ا اش

امكانیة فایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة بالانتقال بواسطة 

فیق ، ذور(ش د و اخرون،1983الب و  Kashina؛ 2007؛ زای

  ). 2011؛ حسن و اخرون، 2007اخرون، 

 (B. tabaci)النقل بواسطة حشرة الذبابة البیضاء 

ل ال  ة نق انی ائج امك رة الذبابة اظھرت النت طة حش فایروس بواس

اب بالفایروس قید  ابقا على نبات طماطة مص اء المتغذیة س البیض

اسابیع من   2-3التشخیص، اذ اظھرت النباتات المصابة بعد مرور

یط  و تجعد خفیف  فرار بس یة متمثلة باص التلقیح اعراض مرض

د مرور  د الى   12للأوراق بع ا بع ا من  التلقیح متطورا فیم یوم

ح و تجع ل مع تقزم واض داخ اف حواف الاوراق الى ال د و التف

تساقط لأزھار النباتات المصابة. اثبت استخلاص الحامض النووي 

ل  لس طة تفاعل البلمرة المتس من النباتات الملقحة و اختباره بواس

ة من خلال  اط فرار اوراق الطم د و اص ایروس  تجع وجود ف

ي و اعفتھ لحزمة الحامض النووي الفایروس بالحجم المتوقع  مض
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(634bp)  كل فیق، 1(ش ا وجده ش ة مع م ذه النتیج ت ھ ). اتفق

الذین اشاروا  2012؛ الفضل، 2011و اخرون،  Al-Ani؛ 1983

ة  اط فرار اوراق الطم د و اص ایروس تجع ال ف ة انتق انی الى امك

  بواسطة حشرة الذباب الابیض.

  

  
ض نباتات الطماطة المحقونة بالعصیر النباتي المصاب بفایروس تجعد و اصفرار اوراق : اختبار تفاعل البلمرة المتسلسل لبع1شكل 

 Negative PCR= 4، النقل المیكانیكي= 3، الحقن= نقل ب2، نقل بالبذور= M  =1Kbp DNA ladder marker ،1الطماطة.
Control ،5 =Negative PCR Control  ،6.النقل بحشرة الذبابة البیضاء=  

  فایروس باستعمال النباتات الكاشفة تشخیص ال

ات الطماطة  ات ة تلقیح نب ابیع من اجراء عملی ة اس د مرور ثلاث بع

نف اء   Super Maremondeص رة الذبابة البیض طة حش بواس

الحاملة للفایروس، ظھرت اعراض مرضیة بھیئة تجعد و اصفرار 

دید و  ھ التي تطورت فیما بعد الى اعراض تجعد ش الاوراق القمی

فر دید في اص ملت بقیة اوراق النبات مع ملاحظة تقزم ش ار ش

ابة بالفایروس.  ابة عند مقارنتھا بالنباتات غیر المص النباتات المص

د مرور  داتورا بع ات ال ات ا اظھرت نب ا من التلقیح  30كم یوم

فرار خفیف بین عروق اوراق النبات  یة متمثلة باص اعراض مرض

ا بعد الى اعراض تجعد  و التفاف اوراق النبات و التي تطورت فیم

   ).2(شكل 

فرار اوراق الطماطة  اثبت تفاعل الالیزا وجود فایروس تجعد واص

في نباتات الطماطة و الداتورا الملقحة بالفایروس تحت التشخیص، 

د الطول الموجي  وئي، عن اص الض دل الامتص  405اذ بلغ مع

ات الطماطة و الداتورا المختبرة  انومیتر، لعین ، 2.876و  3.089ن

وئي لعینات الطماطة  اص الض على التوالي قیاسا بمعدلات الامتص

ة  الغ ة و الب ارن ة المق امل داتورا في مع ، على 0.082و 0.057و ال

ل  لس د تفاعل البلمرة المتس ا أك ) وجود نفس (PCRالتوالي. كم

الفایروس في النباتات المصابة، اذ تم مضاعفة حزمة من الحامض 

الح ي و ب ایروس و ھذا متفق مع  (634bp)جم المتوقع النووي الف

ور بین المواقع التي صممت منھا  حجم التتابع النیوكلوتیدي المحص

كل  TYLCV البوادئ الامامیة و الخلفیة في جینوم الفایروس (ش

3 .(  

ار الیھ  )؛ 2004و اخرون (  Kashinaاتفقت ھذه النتائج مع ما اش

Hanssen ) رون ى (2010و اخ ول م ب2013)؛ ال ج وري )؛ ال

نف 2014(  Super Maremonde) الى ان نباتات الطماطة ص

ابة بفایروس  ابھة  TYLCVالمص یة مش اظھرت اعراض مرض

وھدت على نباتات الطماطة المستعملة  للأعراض المرضیة التي ش

اتات  احثین ان تلقیح نب د من الب دی د الع ا وج ة. كم دراس ذه ال في ھ

اطة اعطى اعراض الداتورا بفایروس تجعد و اصفرار اوراق الطم

فرار بین العروق و  یة بھیئة تجعد الاوراق و التفافھا واص مرض

ذه  ت في ھ ة التي لوحظ ی ة للإعراض المرض اثل ت مم ان التي ك

ة (الوائلي،  -Abd El؛ 2007و اخرون،   Ajlan؛2006الدراس

Monem  ،ل، 2011و اخرون ). كما اثبتت النتائج 2012؛ الفض

یة انواع التبغ  اس  .N. glutinosa  ،N. tabacum varحس

Samsun ،N. benthamiamولیا ابة  ،  الفاص و البامیا للإص
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بفایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة دون ظھور اي نوع من 

د مرور  ة حتى بع ی ا من التلقیح. 35الاعراض المرض اثبت  یوم

ة و  اب ات المص ات امض النووي من اوراق النب تخلاص الح اس

ھ الى اختبار تفاعل ل  تعریض لس امكانیة  (PCR)البلمرة المتس

ي بحجم  اعفة حزمة من الحامض النووي الفایروس ) (634bpمض

كل  ات 3(ش ات ایروس في النب ار الالیزا وجود الف د اختب ا اك ). كم

د مرور  ا بع ارھ د اختب ة عن ذه  35الملقح ت ھ ا من التلقیح. اتفق یوم

فیق ( ائج مع ما وجده ش ، Al-Musaو  Mansour)؛ 1983النت

د1997و اخرون، (  Fegla )؛1992( ) ؛ الوائلي 2000( )؛ حم

)؛  2011)؛ حسن و اخرون، (2007و اخرون، ( Ajlan )؛2006(

Al-Ani ) ل (2011و اخرون ذین بینوا عدم 2012)؛  الفض ) ال

ظھور اي اعراض مرضیة في نفس النباتات الملقحة المستعملة في 

  ھذه الدراسة رغم اصابتھا جھازیا.

  نبات مصاب بالفایروس  اشفالنبات الك
TYLCV-infected plant) ( 

  نبات غیر مصاب بالفایروس
(Non-infected plant) 
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و اصفرار  المصابة و غیر المصابة بفایروس تجعد D. stramonium ):  نباتات طماطة (صنف سوبر ماریموند) و داتورا (2شكل 
  ). TYLCVاوراق الطماطة (

  
ات القطن ات ة نب اب تج دم اس ائج ع ا اظھرت النت  .Nالتبغ ( ،كم

tabacum var. White Burley ،اد، القرع، الزربیح )، المنط

ان اذنج ایروس، اذ لم یلاحظ  ،الب الف ة ب اب ار و البطیخ للإص الخی

د مرور  ة حتى بع ی یوم من التلقیح  35ظھور اي اعراض مرض

ال اره ب امض النووي و اختب تخلاص الح د ان اس ایروس.  وج ف

ل ( لس طة تفاعل البلمرة المتس اعف اي حزمة PCRبواس ) لم یض

فرار اوراق الطماطة  ایروس تجعد و اص من الحامض النووي لف

كل  ). كما اكد اختبار الالیزا عدم وجود الفایروس في جمیع 4(ش

  النباتات المذكورة اعلاه. 
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د من الب دی تجابة ھذه النباتات عند تلقیحھا لاحظ الع احثین عدم اس

فرار اوراق الطماطة مؤكدا ذلك النتائج التي  بفایروس تجعد و اص

فیق،  ة (ش لت الیھا ھذه الدراس  Ajlan؛ 2000؛ حمد، 1983توص

 Monem Abd؛ 2011و اخرون، Al-Ani؛ 2007و اخرون، 

El- ،ل، 2011و اخرون -El؛ 2013؛ المولى، 2012؛ الفض

Doughoug  ،2014و اخرون.(  

    

 
 M =1Kp اختبار تفاعل البلمرة المتسلسل للنباتات الكاشفة المستعملة في تشخیص فایروس  تجعد واصفرار اوراق الطماطة. :3شكل 

DNA ladder marker ،1 =تبغ 2، طماطة =N. glutinosa ،3 تبغ =N. tabacum var. Samsun ،4 تبغ =N. benthamiam ،
  . Positive PCR control=8، داتورا= 7، بامیا =6، فاصولیا= 5
  

  
 M =1Kp: اختبار تفاعل البلمرة المتسلسل للنباتات الكاشفة المستعملة في تشخیص فایروس  تجعد واصفرار اوراق الطماطة.4شكل 

DNA ladder marker ،1 =تبغ = 3، باذنجان= 2، قطنN. tabacum cv. White Burley، 4 =7،بطیخ= 6، قرع= 5، خیار =
  Positive PCR control.= 9= المنطاد، 8الزربیح، 

1        2        3        4         5        6         7        8     
9   

1         2          3        4         5        6         7       
8    
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  التشخیص السیرولوجي للفایروس 

اعطت جمیع عینات الطماطة المأخوذة من بعض مزارع المنطقة 

الصحراویة في محافظة كربلاء تفاعلا موجبا عند اختبارھا بواسطة 

صاص الضوئي عند الطول اختبار الالیزا، اذ بلغ معدل قیم الامت

للعینات المصابة المأخوذة من  3.056نانومیتر بلغ  405الموجي 

 0.086نباتات مصابة مقارنة بمعدل قیم الامتصاص و البالغة 

  للعینات النباتیة المأخوذة من نباتات غیر مصابة بالفایروس.

  (PCR)تشخیص الفایروس باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل 

الحامض النووي و اختباره بواسطة تفاعل البلمرة  اثبت استخلاص

مضاعفة حزمة من الحامض النووي الفایروسي  (PCR)المتسلسل 

). اتفقت ھذه النتائج مع ما 5(شكل    (634bp)و بالحجم المتوقع 

الذین استخدموا نفس البادئات  (2005)و اخرون  Anfokaوجدة 

 و امكانیتھا في المذكورة في ھذه الدراسة في تشخیص الفایروس

مضاعفة حزمة من الحامض النووي لفایروس تجعد و اصفرار 

.634bpاوراق الطماطة و بحجم 

    

  
من فایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة  (PCR)المضاعفة بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل  (DNA): حزمة الـحامض النووي 5شكل 

(TYLCV) بعض المزارع الصحراویة في محافظة كربلاء باستخدام زوج البادئات  من عینات طماطة مأخوذة منTYv2337 
  TYc138.و

ل قواعد الحامض النووي ( لس ي DNAتحلیل تس ) الفایروس

)Nucleotide sequence analysis لعزلة فایروس تجعد و (

  ) في محافظة المثنى.TYLCVاصفرار اوراق الطماطة (

ب الوراثیة جرة النس فرار  اثبت تحلیل ش ان فایروس تجعد و اص

اوراق الطماطة المعزول من محافظة المثنى ھي سلالة جدیدة غیر 

جلة  ابقا في قاعدة البیانات للمركز الوطني لمعلومات التقنیة مس س

ة  ة و  (NCBI)الحیوی ة العراقی ا الى العزل ت اقرب وراثی ان التي ك

TYLCV (JQ354991.1)  ابھ بلغت بة تش و التي  % 99و بنس

ل Cladeت معھا في نفس المجموعة (ظھر ) و لكن بتفرع منفص

كل  لالة الفایروس ). 6عنھا (ش ال التتابع النیوكلوتیدي لس تم ارس

ة و الى  المركز الوطني للمعلومات التقنیة المعزولة في ھذه الدراس

ة  وی حی ت الرقم:  )(NCBIال ا تح ھ ل جی  GenBankو تس

.accession No. KT961704

.
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 (TYLCV) ) تبین علاقة عزلة فایروس تجعد و اصفرار اوراق الطماطة(Neighbor-joining treeالتحلیل الوراثي شجرة  :6 شكل

  مع عزلات نفس الفایروس المسجلة عالمیا. مزارع الطماطة في ناحیة المجد/ محافظة المثنىالمعزولة من •) (ذات علامة 
  

  المصادر 
زیئي لفایروس . تشخیص ج2014الجبوري عفاف اركان علیوي 

) باستخدام TYLCVتجعد واصفرار اوراق الطماطة (
) مع برنامج وقائي من PCRتقنیة تفاعل لبلمرة المتسلسل (

الاصابة بالفایروس. رسالة ماجستیر، كلیة الزراعة، 
  جامعة الكوفة.

.  ظاھرة الاصفرار الحدیدي و 1998السامرائي اسماعیل خلیل 
المحاصیل الزراعیة. مجلة اثرھا في انخفاض الانتاجیة في 

  .16-14): 1الزراعة العراقیة. (
.  الخصائص البایلوجیة والمصلیة 2012الفضل فضل عبد الحسین 

لفایروس تجعد واصفرار اوراق الطماطة. مجلة جامعة 
  .145-139): 2(4الكوفة لعلوم الحیاة. 

.  استخدام الطرائق الحیویة 2013المولى عبد الكریم قاسم جبر 
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