
 
 الأول : أساسيات عامة الفصل                      

 
 وحدة بحوث الأمراض الفايروسية .1.1

التشخيص   تجارب  تشمل  والتي  الفايروسية  والدراسات  البحوث  لانجاز  اللازمة  المنشآت  مجموعة  هي 
، فضلا عن الاستفادة منها في التدريس  ادة وبقية الاختبارات الفايروسيةوالتنقية وتحضير المصول المض

 والتدريب. تضم الوحدة المنشآت التالية :  
   مختبر فايروسات النبات. 1.1.1

بمساحة   للمختبر  بناية  المتيسرةتخصص  الإمكانات  تحددها  الطابق    كافية  في  يكون  أن  ويفضل   ،
الخشب    Benchesالأرضي ويؤثث بأعداد كافية من "الطاولات المختبرية"   أو  المصنوعة من الألمنيوم 

، ويستفاد من هذه الطاولات    برية كافية مجهزة بشبكة ماء صافي مخت  Sinksالصقيل المزودة "بمغاطس"  
لوضع الأجهزة والمعدات المختبرية عليها بالطريقة المناسبة التي تنظّم العمل بشكل مريح لتنفيذ التجارب  

المختبر بشبكة   ، وان تكون    تبريد والتدفئة مع ساحبات للهواءإنارة جيدة ونظام لل وللتدريس أيضا. يزوّد 
المانع بالسلك  الخارج  من  محمية  ا   الشبابيك  والمعداتلدخول  بالأجهزة  المختبر  يجهز  وأنواع    لحشرات. 

 التجارب الفايروسية.   والتي تعد ضرورية لانجاز  (2-1و 1-1)الزجاجيات المبينة في الجدولين 
 

 ة في مختبر الفايروسات عمللأجهزة والمعدات المستا : ( 1-1الجدول )

 الاسم الانكليزي  اسم الجهاز 

 Hood غماء 

 Laminar air flow cabinet غرفة الزرع ذات الجو المعقم 

ثابت   دوّار  ذو  منضدي  انتباذ  جهاز 
 الزاوية  

 دورة / دقيقة .   3000بسرعة قصوى 
Bench top centrifuge 

دوّار ثابت الزاوية بسرعة  جهاز انتباذ ذو  
 دورة / دقيقة  1000قصوى 

Low speed centrifuge 



بنوعين   مبرد  السرعة  فائق  انتباذ  جهاز 
الثابتة الدوّارات  الجيوب  من  وذو   ،

   دورة /دقيقة 40000بسرعة المتحركة و 

Cooled high speed centrifuge 

with fixed angle and swing- out 

rotor 

 pH meter   الدالة الحامضيةمقياس 

 Magnetic stirrer , hot plate رجّاج مغناطيسي ذو سطح ساخن 

 Shaker هزّاز منضدي 

 فرن كهربائي مزوّد بنظام تفريغ الهواء  
Oven 

 Incubator حاضنة  

 Cooled  incubator حاضنة مبردة  

 Water bath حمام مائي مزود بمروحة لتدوير الماء

 Oil bath زيتيحمام 

 U.V. Spectrophotometer جهاز المطياف بالأشعة فوق البنفسجية  

 Distilator جهاز تقطير     

 Autoclave المعقام

 Microscopes مجاهر ضوئية  

 Binoculars مجاهر بسيطة 

 Transmission electron مجهر الكتروني نافذ  

microscope 

 Ultra microtome مشراح فائق  

 Microscope with digital camera مجهر ضوئي مزود بكاميرا رقمية  

 Close – up photography كاميرا تصوير فوتوغرافي للعينات 

equipment 



 Blender خلاط كهربائي 

لسحق   كهربائية  أو  يدوية  عصّارات 
 العينات 

Pressing machines 

 Refrigerator ثلاجة  

 Deep freezer مجمدة حوضية 

 Balance ميزان حساس كهربائي  

 Alarm ساعة توقيت  

 Thermometers محارير زئبقية  

 Lenses عدسات تكبير يدوية  

 Mortar & pistils خزفية مختلفة الأحجام  ومدقات  هاونات

 Micropipette ماصات دقيقة بأحجام مختلفة 

 ELISA unit منظومة اليزا  

 Cork borer ثاقبة فلين  

 Millipore filters مرشحات دقيقة  

 Filter papers ورق ترشيح بحجوم مختلفة  

 Litmus papers ورق اللتموس  

 Para film غشاء البارافلم  

 
 (: أنواع الزجاجيات المستخدمة في مختبر الفايروسات2-1الجدول)

 الانكليزي الاسم  ع الزجاجيات المختبريةانو أ

  Flasks دوارق بأحجام مختلفة  

  Bakers بيكرات بأحجام مختلفة  



  Petri dishes أطباق بتري زجاجية وبلاستيكية بأقطار مختلفة  

  Cylinders اسطوانات زجاجية بأحجام مختلفة  

  Funnels أقماع زجاجية وخزفية بأحجام مختلفة  

  Pipettes ماصات بأحجام مختلفة  

  Desiccators مجففات بأحجام مختلفة  

  Erlenmeyer flasks دوارق ايرلنماير بأحجام مختلفة  

  Test tubes أنابيب اختبار زجاجية وبلاستيكية 

  Pasteur pipettes ماصات باستور  

  Glass rods قضبان زجاجية 

 
،  (3-1ل )المززواد الكيمائيززة اللازمززة لانجززاز التجززارب الفايروسززية والمبينززة فززي الجززدو يجهززز المختبززر بززأنواع 

والتززي يجززب أن تحفززر فززي  ززروف خزززن ملائمززة وفززي عبواتهززا الأصززلية التززي عبئززت بهززا مززن قبززل الشززركات 
المنتجززة لوجززود الملصززقات التززي تضززم المعلومززات الهامززة عززن المززادة والتززي تشززمل رمزهززا الكيمززاوي ووزنهززا 

، وهزززي معلومزززات هامزززة سزززتفقد أن خزنزززت  ومزززدة صزززلاحيتها ومخزززاطر اسزززتعمالها الجزيئززي و زززروف خزنهزززا
 المواد في عبوات عادية بديلة.

 
 ة في مختبر الفايروساتعمل أهم الكيماويات المست :(3-1الجدول )

 الاسم الانكليزي  الرمز الكيماوي  اسم المادة 

%  99الايثانول المطلق 
 % 70والايثانول المخفف 

C2H5OH Ethanol   

 البيوتانول 
CH3(CH2)3

OH 
Butanol 

 CHCL3 Chloroform الكلوروفورم

  CCL4 Carbon tetrachloride رابع كلوريد الكاربون 



 2O Ether(C2H5) الايثر 

 2CO Acetone (propanone )(CH3) الأسيتون 

 كبريتيت الصوديوم اللامائية 
Na2SO4 

 

Sodium sulphite 

anhydrous  

 ثايوكلايكوليت الصوديوم 
 ( الصوديوم)ميركابتوخلات 

HSCH2- 

COONa 
 

Sodium thioglycollate 

(sodium mercapto –

acetate ) 

 هيدروكلورايد السستين 

CH2SHCH- 

(NH2)COO

H – HCL 

Cysteine  

hydrochloride 

  C6H5COOH Benzoic  acid حامض البنزويك 

 NaOCL % 6هايبوكلورايت الصوديوم
Sodium 

hypochlorite  

  NaN3 Sodium azide أزايد الصوديوم

CH2OH.CH الجليسرين 

OH.CH2OH Glycerin  or  Glycerol 

 Na3PO4 Trisodium phosphate الفوسفات ثلاثي الصوديوم

(TSP) 

  2SO4 Ammonium sulphate(NH4) كبريتات الامونيوم 

الكلايكول متعدد الايثلين  
 ( 6000)وزن جزيئي 

CH2HO(CH

NhO)2 
Polyethylene glycol 

6000 

مسحوق الكاربورندم )حجم  
 مليميكرومتر(600حبيبات 

SiC 
Carborundum  (Silicon 

carbide ) 

مركب عضوي  مسحوق السيلايت 
  Celite معقد 

 Al2O3 الالومينا 
Alumina (Aluminum 

oxide) 
 MgOSIO2 Magnesium trisilicate سليكات المغنيسيوم الثلاثية 



 

كبريتات لوريل الصوديوم  
)كبريتات دودسيل  

 الصوديوم(

)12(CH3CH

Na31OSO 

 

Sodium laurylsulphate 

(Sodium dodecyl 

sulphate)  

 Triton   X-100  100الترايتون أكس 

)متعدد اوكسي   80التوين 
ايثلين السوربتون أحادي  

 الاوليت  

 
 

Tween -

80(Polyoxyethylene  

sorbiton  mono-oleate) 

  Giemsa  stain  صبغة الجمسا 

 Phloxine –B (Acid  red)  بي  –صبغة الفلوكسين 

  Methyl  green  صبغة اخضر المثيل 

 صبغة خلات اليورانيل 
UO2(CH3C

OO)22H2O 
Uranyl  acetate  

 صبغة حامض
 الفوسفوتنكستك 

H3PO4.12W

O3.XH2O 
 

Phosphotungistic  acid 

 باء  –الدكستران 
 سي  –الدكستران 

مادة  
كربوهيدراتية  

 معقدة 
 

Dextran  B 

Dextran   C 

 فوسفات البوتاسيوم
 ثنائية الهيدروجين

KH2PO4 
 

Potassium  

dihydrogen  

Orthophosphate  

الفوسفات ثنائية الصوديوم  
 أحادية الهيدروجين

Na2HPO4 
 

Disodium  hydrogen 

Orthophosohate 



الفوسفات ثنائية الامونيوم  
 أحادية الهيدروجين

(NH4)2HPO 

4 
 

Diammonium  hydrogen 

orthophosphate  

  OsO4 Osmium  tetraoxide رابع اوكسيد الاوزميوم

  Bentonite  البنتونايت 

 النيكوتين 
C5H4NC4H7

NCH3 
Nicotine  

3CON(CH2) بوليفنيل البايروليدون 

CHCH2 
Polyvinyl  pyrrolidone  

الفحم الخشبي المنشط  
 )حجم الحبيبات 

 مليميكروميتر(  210-50)

 
C 

 
Charcoal  (activated) 

 الامونيوم ثنائي الاثيل 
 ثنائي الاثيل ثنائي 
 الكبريت كارباميت

(C2H5)2NCS

SNH2(CH2) 
 

Diethyl  ammonium 

diethyl  dithiocarbamate  

 

 هيدروكسيد الصوديوم
 )حبيبات ( 

NaOH 
 

Sodium  hydroxide 

(pellets)  

 حامض الهيدروكلوريك 
 (36 )% 

HCl 
 Hydrochloric  acid  

  H2O2 Hydrogen  peroxide فوق اوكسيد الهيدروجين

 مسحوق الاكار
مادة  

كربوهيدراتية  
 معقدة 

Agar- powder 

(Agar -Agar, Nobel-Agar)  

 مسحوق الاكاروز
مادة  

 Agarose-powderكربوهيدراتية  



 معقدة 

وأفضززل الطززرق هززي ردمهززا  نززةيتززي انتهززت مززدة صززلاحيتها بطريقززة أميجب التخلص من كافة الكيمياويززات ال 
 لا تززؤثر علززب البيئززة وصززحة كززي عميقة فززي الأرب بعيززدا عززن المنززاطق الزراديززة ومصززادر الميززاهفي حفر  

والنبززززات و تحززززذير العززززاملين عنزززززد اسززززتعمال المززززواد الكيماويززززة السززززامة والخطززززرة لأخزززززذ  الإنسززززان والحيززززوان
لززة علززب خطززورة ، مززع الانتبززاه إلززب العلامززات والرمززوز الدوليززة الدا  تياطززات اللازمززة عنززد التعامززل معهززاالاح

 المواد الكيماوية والمبينة علب الملصقات المثبتة علب العبوات.
 البيت الزجاجي. 2.1.1

مززن المنشززآت الأساسززية فززي وحززدة البحززوث الفايروسززية لسززببين رئيسززين  Greenhouseيعد البيت الزجاجي  
، أي إمكانيززة زراعززة النباتززات وخاصززة الحززرارة والرطوبززة ات الاختبززارالتحكم في  روف إنبززات نباتزز (  1هما )

تززوفير الحمايززة ( 2)الطبيعززي  االباحززث فززي غيززر موسززمه هفززي أي وقززت يشززاءو تحت  ززروف مسززيطر عليهززا 
اللازمززة للنباتززات مززن التلززوث بفايروسززات غيززر مرغززوب فيهززا تززأتي عززن طريززق النززاقلات وخاصززة الحشززرات 

   وهذا ما يحصل في الحقول المفتوحة ويربك النتائج.
بيززت بمسززاحة مناسززبة وفززي موقززع قريززب مززن مختبززر الفايروسززات بحيززث يخدمزز  طريززق مززبلط يسززمح ينشززأ ال 

بوصزززول السزززيارات و االيزززات الأخزززرى لنقزززل التربزززة والأصزززص والنباتزززات والوقزززود وانجزززاز أعمزززال الصزززيانة 
 وبسهولة. ويفضل ان يقام في منطقة مفتوحة خالية من الأبنية والحواجز التي تحجززب عنزز  ضززوء الشززمس 

، ولا يفضززل إنشززايه فززي أرب منخفضززة تجنبززا لتززراكم الضززباب فززي الشززتاء بعيدا عن مناطق التلززوث والأتربززة
خصوصزززا فزززي فتزززرات الصزززباح البزززاكر مسزززببا ذلزززك انخفزززاب شزززدة الإضزززاءة فيززز . ينشزززأ البيزززت علزززب ارب 

والززذي يسززمح  لغززرب  ليكون في الإتجاه الممتد من الشرق إلب ا مع اختيار الاتجاه المناسب ل  مستوية تماما
. تفززرأ أرضززية البيززت بتربززة خززلال النهززار الشززمس  ةبنفززاذ اكبززر كميززة مززن ضززوء الشززمس شززتاءا أثنززاء حركزز 

مزيجيزز  جيزززدة النوديززة لأنهزززا قززد تسزززتعمل لتنفيزززذ بعززض التجزززارب الفايروسززية بالزراعزززة المباشززرة فيهزززا. يززززوّد 
البززززززاردة  -ال الاضززززززائة البيضززززززاءعم، ويفضززززززل اسززززززت للطاقززززززة الكهربائيززززززة لغززززززرب الإنززززززارة البيززززززت بمصززززززدر

ضززمن فيزز  نظززام تبريززد وتدفئززة للحفززاج علززب درجززة الحززرارة ، مززع نت( التي توزع بشكل متجانس في ي)الفلورس
. كمززا يجززب تززوفير مصززدر للميززاه لغززرب سززقي النباتززات مززع شززبكة مجززاري م   30-20الحدود المقبولة وهي  

مناسززبة فززي الجهتززين الشززمالية والغربيززة للبيززت مناسززبة.  يستحسززن زراعززة مصززدات ريززاح )أشززجار غابززات( 
م عن  لحمايت  من الرياح البززاردة وأفضززل تلززك الأشززجار هززي الكازورينززا والسززرو كمززا يمكززن 10وعلب مسافة  

 .% كمصدات رياح بديلا للأشجار  50ك البلاستيكية المنفذة للهواء بنسبة  بياستعمال أنواع من الشبا



ن الخشززب  أو الحديززد وهززي إمززا مزز ،  الزجاجيززة وفززق المواصززفات القياسززيةيجززب إنشززاء لياكززل البيززوت كما و  
والززذي   (1-1)الشززكل ،  Vinery "ألكرمززيالمسززتنبت "المسززمب  الجملززون ، ومززن أهززم أنواعهززا  أو الألمنيززوم

الطززول  )العززرب × 4,5×9×5، والأبعاد المعتادة للبيت هي شكل بيت مستقل أو عدة بيوت متصلةيبنب ب
ل أن يبنزززب جزززدار مزززن البلزززوف أو الحجزززر بارتفزززاع  × الارتفزززاع( سزززم عزززن الأرب ليرتكزززز عليززز   60، ويفضزززّ

بينهمززا ممززر مززبلط بالاسززمنت أو  ، ينشأ للبيت بابين متقابلين من الجهتين الأماميززة والخلةيززةهيكل المعدنيال 
ي مززن السززلك المشززبك المززانع للحشززرات بفاصززلة ، ويزود كلا البابين بززآخر إضززاف البلاط يتوسط البيت طوليا

 لتفتح للأعلب في منطقة التقاء السقف بجانبي البيت. ، ويراعب وجود شبابيك تصمم واحد بينهما متر
 



 
  

مخطععل لبيععت )الشكل العلوي( ، معع    لبيت زجاجي مستقل و عدة بيوت متصلةنموذج ( : 1-1الشكل )
   .، )الشكل السفلي( لإجراء التجارب الفايروسية  مؤثث زجاجي نموذجي

، و طززاولات خشززبية أو معدنيززة غيززر قابلززة للصززدأ ترتززّب اتيؤثث البيت بخزانات معدنية لحفززر المززواد والأدو 
ويفضززززل أسززززتخدام  ، لممززززر لتوضززززع عليهززززا الأصززززص بأنواعهززززابانتظززززام وبمسززززافات مناسززززبة علززززب جززززانبي ا 

شزززعة أ  ومقاومتهزززا لتزززاثيرالبلاسزززتيكية والتزززي تتمتزززاز بطزززول فتزززرة الاسزززتعمال  عزززن الأصزززص الفخاريزززة عوضزززا
، وكزززذلك بزززأنواع مزززن الأجهززززة أهمهزززا جهزززاز قيزززاس (2-1)الشزززكل  منززز  للبيئزززةآالشزززمس بالاضزززافة الزززب انهزززا 

،  Thermohydrographyالحرارة والرطوبة ويفضل أن يكززون مززن النززوع الززذي يسززجل المعلومززات ورقيززا  
ات اللازمزززة لزززرأ المبيزززدات لمكافحزززة الحشزززرات والأمزززرا  وكزززذلك بزززأنواع ب الفطريزززة التزززي قزززد تصزززيب المرشزززّ

معززدات ، و  مسززتوى الرطوبززة الجويززة عنززد الحاجززةلرفززع   Fumigators، وكذلك "أجهزة التضبيب"  النباتات
فززي يفضززل وضززع عززدد مززن البراميززل المعدنيززة المزززودة بأغطيززة  (.3-1، )الشززكل  اليدويززةالخدمززة الزراديززة 

احزززد جوانزززب البيزززت لخززززن التربزززة المعقمزززة فيهزززا. ويخصزززص موقزززع خزززارج البيزززت وقريبزززا منززز  لبنزززاء حزززوب 
ء التجزززارب كززونكريتي مفتزززوح مزززن احزززد جوانبززز  وبزززدون سزززقف لغزززرب رمزززي التربزززة المسزززتعملة فيززز  بعزززد انتهزززا

 .وكذلك مخلفات النباتات



 ، إحدى المواد التالية :عمل لتغطية ليكل البيوت الزجاجيةتست
ملززم ويتوقززف ذلززك علززب  4-3، وأن الألززواح الزجاجيززة المسززتعملة هززي بسززمك : وهو الأكثززر شززيوعاالزجاج  *

% مززن 90مسززاحة القطززع المسززتعملة  إذ يزززداد سززمك الزجززاج بزيززادة مسززاحة القطعززة. ينفززذ الزجززاج حززوالي 
بززالحرارة المنبعثززة مززن الضززوء السززاقط عليزز  ولكززن لا يسززمح بنفاذيززة الأشززعة تحززت الحمززراء لززذا فهززو يحززتفر 

، أمزززا عيوبززز  فهزززي سزززهولة كسزززره  خزززارج ممزززا يقلزززل مزززن تكزززالي  التدفئزززةالتربزززة أثنزززاء الليزززل ويمنزززع تسزززربها لل 
 ،فضززل وضززع شززبكة سززلكية فوقزز  لحمايتزز وخصوصززا فززي المنززاطق التززي يكثززر فيهززا البززرد )الحززالوب( لززذلك ي
ت الزجززاج علززب الهيكززل بمعجزز  ،  لنززوع الجيززد الززذي لا يسززرّب الميززاهون مززن ا وارتفززاع  تكززالي  اسززتبدال . يثبززّ

تزززال  والتززي لتقليززل الإضززاءة مززن الخززارج ويطلززب صززيفا بززالبوراكس أو بأصززباز خةيفززة زرقززاء أو ورديززة فاتحززة
 شتاءا.  

بززديلا جيززدا للزجززاج وهززي ألززواح مرنززة تمتززاز بقابليتهززا علززب  تعززدألواح الأليععاا الزجاجيععة )الفععايبر   ( : *
السززاقطة عليهززا ممززا يززؤدي إلززب تجززانس شززدة الاضززائة داخززل البيززت، كمززا أنهززا أكثززر  تشززتيت أشززعة الشززمس 

مقاومة للكسر من الزجاج وتتحمززل ضززربات البززرجد ودرجززات الحززرارة المنخفضززة وتتززراوح نفاذيتهززا للضززوء بززين 
% للفززايبركلاس الأصززفر. كمزززا أن هززذه الألززواح هززي اقززل قابليزززة  64% للفززايبركلاس الشززفاف، و  92-95
توصززيل الحززراري مززن الزجززاج ممززا يقلززل فقززد الحززرارة لززذلك يكززون البيززت اقززل حاجززة للتبريززد والتدفئززة مقارنززة لل 

بالتغلي  بالألواح الزجاجية، إلا أن مساوئها هي تجمّع الأتربة ونمو الطحالب عليها مما يقلل مززن نفاذيتهززا 
 للضوء كما انها قابلة للاشتعال.  

 
  
 

 
 

 
 
 
 

 
 المستعملة لزراعة الشت ت  الفخارية والب ستيكية ن الأصصأنواع م( : 2-1الشكل ) 
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 ( : أنواع من الأجهزة والمعدات المستعملة في البيوت الزجاجية والب ستيكية 3-1الشكل )
ة مروحيززة لززرأ المبيززدات أو لترطيززب جززو البيززت )ج(  )أ( جهززاز  رقمززي لقيززاس الحززرارة والرطوبززة  )ب( مرشززّ

 مرشّة  هرية  )د(  جهاز القياس الورقي للحرارة والرطوبة .
           

 البيت الب ستيكي. 3.1.1
 ، لأولوذلززك لارتفززاع ثمززن ا  Plastic houseيمكززن أن يسززتعاب عززن البيززت الزجززاجي بالبيززت البلاسززتيكي 

واسززتعملت البيززوت البلاسززتيكية فززي منتصززف سززتينات القزززرن العشززرين لأول مززرة فززي بريطانيززا. ينشززأ البيزززت 
ن زيادتهززا أو تقليصززها البلاستيكي بنفس مواصززفات البيززت الزجززاجي مززن ناحيززة الموقززع والمسززاحة والتززي يمكزز 

متززر 6انج وطززول  1/2بقطر  ، ويتم بناء ليكل  بواسطة أنابيب معدنية خاصة بشكل أقواس   حسب الحاجة



، وان لززم تتززوفر يمكززن اسززتعمال أنابيززب المززاء الصززافي  عليهززا مثقبززة علززب مسززافات منتظمززة لتثبيززت النززايلون 
متززر مززع مراعززاة أن يبززدأ ثنيهززا 2وبززذات القياسززات حيززث تثنززب لتصززبح كززل منهززا بشززكل قززوس بنصززف قطززر 

ولززب مسززتقيمة عنززد وضززعها علززب الأرب سززم مززن طرفيهززا بحيززث تكززون الثلاثززين سززنتمتر الأ 30علززب بعززد 
بشكل عمودي عند تركيب الأقواس. يتم أعداد أساسات البيت بغرز أنابيب معدنية بقطززر انززج واحززد وطززول 
متر واحد في التربة علب طززول مسززار حززدود البيززت ومززن كززلا جانبيزز  الطززوليين ويكززون عززددها ضززعف عززدد 

ثبززت الأقززواس بلدخززال طرفيهززا داخززل أنابيززب الأساسززات ت ، ثززم متززر 1,5الأقواس والمسافة بين أنبوب وآخززر 
،  بتثبيتزز  بأسززلاف فززي ثقززوب الأقززواس  يغطب البيت بالنايلون الزراعي الشفاف سم علب الأقل ثم 15لمسافة  
أحززززد قزززرب  الأربعلززززب  أولافزززرأ ت تززززرم75×  50ل اسزززتعمال قطعززززة واحزززدة منزززز  بطزززول وعزززرب ويفضزززّ 

وتتززرف مسززافة زائززدة  ، مززع مراعززاة شززدها لتقززاوم الريززاح هيكززلطيززة ال الجززانبين الطززوليين للبيززت ثززم تسززحب لتغ
ب الإطزززار سززم 30علزززب طزززول جززانبي البيزززت بعمزززق  يحفززر مزززن الجزززانبين لتطمززر فزززي خنزززدق امنهزز  ، ثزززم يركزززّ

  25الخشبي لبابي البيت الأمامي والخلفززي. يززتم حفززر خنززدقين علززب الجززانبين الطززوليين للبيززت بعززرب وعمززق
م  لان وضززع  15سززم لتصززري  ميززاه الأمطززار. يفضززل وضززع النززايلون فززي يززوم دافزز  تزيززد حرارتزز  عززن 25×

(. 4-1، )الشزززكل  نتيجزززة تمزززدده ئززز  فزززي الأيزززام الحزززارةوهزززو مزززنكم  بسزززبب بزززرودة الجزززو سزززيؤدي إلزززب ارتخا
 Cladding materials تسززتعمل فززي تغطيززة البيززوت البلاسززتيكية أنززواع مختلفززة مززن الأغطيززة البلاسززتيكية 

، وأهزززم المنزززاطق الحزززارة كمزززا فزززي العزززراق ذات النفاذيزززة المنخفضزززة للضزززوء وخاصزززة تلزززك التزززي تناسزززب منزززا 
 الأغطية المستعملة في البيوت البلاستيكية هي :

البزززولي : وهزززو ارخزززص أنززواع الأغطيزززة وأكثرهزززا شزززيوعا وهزززو مصزززنوع مزززن  " لنععايلوا الزراععععي الشعععف ااا *
، وبذلك يمكن اسززتعمال قطعززة وال مختلفةمتر وبأط12، وينتج بعرب يصل إلب Polyethylene  "ايثيلين

مس اقززل مززن فاذيتزز  لضززوء الشزز ، وهززو مناسززب لكززل أنززواع النباتززات إلا أن نواحززدة منزز  لتغطيززة البيززت بأكملزز 
% مززن الأشززعة 77% مززن الأشززعة فززوق البنفسززجية و 80، و % مززن الضززوء العززادي88الزجززاج، فهززو ينفززذ 

، وتفيززد هززذه الخززواق فززي تقليززل الحاجززة للتهويززة أثنززاء النهززار ولكززن الحمززراء المنبعثززة مززن التربززة لززيلاتحززت 
ل فصززل الصززي  لززذلك فهززو تزداد الحاجة للتدفئة ليلا. من مسززاوئ  سززرعة تلفزز  بسززبب تعرضزز  للشززمس خززلا

 لا يقاوم عادة أكثر من سنة واحدة.  



         
 

 

 

 

 

 

 

 

من البيوت  لمجم  وسلسلة  ( : منظر خارجي وداخلي لبيت ب ستيكي نموذجي4-1الشكل )
 الب ستيكية  

ويبقززب ايثيلززين مززن البززولي مقاومة أكثر  : هو Polyvinyl chloride (PVC)  البولي فينايل  لوريد *
% مززن 12أمززا نفاذيتزز  للضززوء فمماثلززة للبززولي ايثيلززين ويسززمح فقززط بنفاذيززة  ، بحالة جيدة لمدة ثلاث سنوات

م  عززن الجززو الخززارجي. مززن  3-2الأشعة تحت الحمراء ممززا يززؤدي إلززب رفززع حززرارة البيززت فززي الليززل بحززوالي 
 عيوب  تجمّع الأتربة علي  مما يقلل من نفاذيت  للضوء.  



 مززن لأشززعة الشززمس هززو أكثززر مقاومززة :   Ethylene – vinyl acetateسععيتيت أفينايععل الاثيلععين  *
إلا انزز   ونفاذيززة للضززوء مززن البززولي ايثيلززين، وهززو أكثززر كلفززة  سززنوات 5-2ذ يبقززب بحالززة جيززدة بززين إ  سززابق 

 اقل نفاذية للأشعة تحت الحمراء.  
: هي مادة شفافة جدا ولكن تنخفض شفافيتها تززدريجيا بعززد عززدة   Mylar polyesterبولستر المي ر *

 سنوات من استعمالها ونفاذيتها للضوء مقاربة لنفاذية الزجاج ومقاربة لكلفت .

 الغرفة المظلمة. 4.1.1
، وتزززود ببززاب واحززد ومززن دون أيززة شززبابيك مززع لفايروسات وبقياسات تناسب الحاجززةتنشأ ملاصقة لمختبر ا 

ز الغرفززة برفززوف خشززبية أو معدنيززة و  ، ة بواسززطة سززاحبة هززواء وتززوفير نظززام تدفئززة وتبريززدمراعاة التهويزز  تجهززّ
بعززدة طبقززات لوضززع الأصززص. وتسززتعمل لحفززر النباتززات قبززل تلقيحهززا ميكانيكيززا بالفايروسززات حيززث تزززداد 

، كمززا يحقزز سززاعة قبززل التل 24حساسية النباتات للإصابة الصنادية بالفايروسات إذا حفظت فززي الظززلام لمززدة 
 يمكن استعمالها لتربية مزارع المن وأنواع الحشرات والناقلات الأخرى المستعملة في نقل الفايروسات.  

 غرفة تربية الأرانب )عنبر التربية (.. 5.1.1
يزززتم إنشزززاءها قريبزززة لمختبزززر الفايروسزززات وبأبعزززاد مناسزززبة حسزززب الحاجزززة لغزززرب تربيزززة الأرانزززب لتحضزززير 
المصزززول الفايروسزززية. وهزززي غرفزززة عاديزززة تزززبلط أرضزززيتها بالاسزززمنت وتززززوّد بشزززبكة مجزززاري لتصزززري  ميزززاه 

ز بشززبابيك غسززيل الفضززلات المتسززاقطة مززن أقفززاق التربيززة وذلززك لكثززرة تبززوّل وتبززرّز هززذه الحيوانززات. تج هززّ
وات  3كافية للتهوية مزودة بسززلك مززانع للحشززرات مززع إنززارة مناسززبة ويفضززل أن لا تزيززد شززدة الإضززاءة عززن 

من مساحة الغرفة. يجب توفير مصدر تدفئة للغرفة شززتاءا لحمايززة الززولادات الحديثززة لان معظززم نفززوق   2م  /
غرفززة صززيفا بززرأ الأرضززية باسزززتمرار ، كمززا يجززب خفززض حزززرارة ال لززولادات نززاتج عززن النززززلات البرديززةهززذه ا 

ز غرفززة تربيززة الأرانززب 28  -  18بالمززاء حيززث أن أفضززل درجززة حززرارة لتربيززة الأرانززب تتززراوح بززين  م . تجهززّ
 :  بنوعين من الأقفاق وهما

: والتززي تصززنع مززن ليكززل خشززبي أو معززدني مغلززف بالسززلك المشززبك وتفضززل الأقفززاق أقفععاا التربيععة *      
لأنها أطول عمرا وأسززهل تنظيفززا، كمززا أن الأقفززاق الخشززبية  تتشززرب البززول فتكززون مصززدرا للعززدوى المعدنية  

،  سزززم 60×75×100د المعتمزززدة للقفزززص هزززي، وأن الأبعزززا لبكتيريزززة خاصزززة بكتريزززا الكوكسزززيديابزززالأمراب ا 
ضززيق الفتحززات   (BRC))الطززول × العززرب × الارتفززاع(. تصززنع أرضززية القفززص مززن سززلك معززدني مشززبك

، أو تصنع الأرضية من قطع خشززبية بفاصززل سززنتمتر واحززد بينهززا  ث يكون الجانب الأملس من  للأعلبيبح
، ويفضززل عمززل بطريززة أقفززاق تضززم عززدد مززن  فززات. ويزززود القفززص ببززاب مززن الأمززاملتسززمح بتسززاقط المخل 

بالمعززالف والمسززاقي التززي يززتم تثبيتهززا علززب الأقفززاق مززن الخززارج وكمززا تزززوّد الأقفززاق ، و ق بطززابقينالأقفززا



لان الأرانززب كثيززرة الحركززة. إن  وذلززك بززدلا مززن وضززع العلززف والمززاء داخززل القفززص (5-1)الشززكل مبززين فززي 
أفضل غذاء للأرانب هو البرسيم وجري  الحبوب النجيلية والبقولية والكسبة وهززي مركزززات تخلززط مززع العليقززة 

 فول الصويا أو الكتان أو بذور القطن أو السمسم.    مثل كسبة
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ( : أقفاا تربية الأرانب. 5-1الشكل )
 

لتضع فيها صززغارها، وهززي أقفززاق مسززتقلة  تحتاج الإناث عند الولادة إلب أقفاق خاصة:  أقفاا الولادة*
)  ، النظي  مززع الاسززتبدال المسززتمرالق  عن صندوق التربية وتصنع عادة من الخشب وتفرأ بالكارتون و 

   (.6-1الشكل  



  
 الارانب  ولادةأقفاا  : (6-1الشكل )

 
 التلوث والتعقيم  . 2.1

الفايروسات   الفايروسية ، واهم تلك  التجارب  الملوثة عند أجراء  النباتية  التلوث بالفايروسات  يجب تجنب 
القادرة علب البقاء خارج النسيج النباتي لفترة    Stable virusesوأكثرها خطورة هي "الفايروسات الثابتة"  

وفايروس البطاطا أكس   (TMV)بغ  فايروس موزائيك الت  لها لظروف الحرارة والجفاف، ومنهاطويلة وتحمّ 
PVX)  فايروس    اتجسيم  فيما تبقب   ،  سنة   50الأوراق الجافة إلب حوالي  ( إذ تصل قدرة بقاء الأول في
TMV    البي   لأسطحملوثة  و فعالة البلاستيكيو مناضد  والزجاجيةت  شهر  ة  لمدة  الاخرى     ،والادوات 

الخا  95-90ويتحمل درجات حرارة بين   العصير  المناسبة    مم  في  التعقيم  اتخاذ إجراءات  لذا يتوجب   ،
، وإذا ما حصل التلوث فان  سيربك نتائج الاختبارات وخاصة  وث حالات التلوث بهذه الفايروساتلمنع حد

بالطفيليات التلوث  من  للتخلص  المعتمدة  الطرق  من  نوعين  يوجد  التشخيص.  للنبات    تجارب  الممرضة 
الدقيقةقتل    وهو   Sterilizationالتعقيم  (  1وهما : ) الحية  الكائنات   أبواغهاو   الخلايا الخضرية لأنواع 

  ( 2)  ، وهو المستعمل للتخلص من الفايروسات النباتية الملوثة  في المادة تحت التعقيموكذلك الفايروسات  
ويتم هذا   للإصابةالقادرة علب العدوى المسببة  ط و فقالخضرية    الخلايا قتل    وهو  Disinfectionالتطهير  

 ، وهذا النوع من التعقيم لا يستعمل مع فايروسات النبات.  دقيقة  30لمدة  م   65عند  بواسطة البسترة عادة
 ولغرب تجنب التلوث فان  يجب أولا معرفة مصادره ومن ثم اختيار الطريقة الأنسب للتعقيم. 

   وسات النباتية الملوثةوث بالفاير مصادر التل. 1.2.1
   الزجاجيات والأدوات المعدنية. 1.1.2.1



،  هي إحدى أهم مصادر التلوث بالفايروسات وخاصززة الثابتززة إذا مززا تززم اسززتعمالها مباشززرة بعززد تلوثهززا بهززا 
أمززززا الزجاجيززززات والأدوات المعدنيززززة الجديززززدة التززززي لززززم يسززززبق اسززززتعمالها فانزززز  لززززيس مززززن المحتمززززل تلوثهززززا 

 بالفايروسات النباتية لذا يمكن استعمالها دون تعقيم لعدم وجود فايروسات نباتية ملوثة للجو.  
  وم بسهم  أيدي العاملين. 2.1.2.1

عديد من الفايروسات المنقولة ميكانيكيززا وخصوصززا عنززد نقززل تعد الأيدي والملابس مصدرا مهما للتلوث بال  
، وتظهر هذه المشكلة بوضوح فززي البيززوت الزجاجيززة ب ملامسة أوراق النباتات المصابةالشتلات وذلك بسب

( والبطاطززززا أكززززس (ToMVوموزائيززززك الطماطززززة  (TMV)والبلاسززززتيكية ومززززع فايروسززززات موزائيززززك التبززززغ 
PVX)ن الززذين تلامززس أيززديهم وملابسززهم أوراق النباتززات المصززابة إلززب النباتززات ( إذ تنتقززل بأيززدي العززاملي

العديززد مززن  الكاشززفة الحساسززة بسززهول  عززن طريززق كسززر الشززعيرات النباتيززة الدقيقززة التززي تغطززي بشززرة أوراق
، كمزززا سزززجلت حزززالات مزززن نقزززل فزززايروس موزائيزززك التبزززغ إلزززب الشزززتلات بواسزززطة أيزززدي  أنزززواع هزززذه النباتزززات

لمززدخنين الززذين تلامززس أيززديهم التبززغ الجززاف المصززاب بالفززايروس والززذي يبقززب فعززالا فيزز  لسززنوات العززاملين ا 
 عديدة.

 الناق ت   .3.1.2.1
ويشزززمل ذلزززك كزززل النواقزززل الفايروسزززية وهزززي الحشزززرات والحلزززم والنيمزززاتودا والفطريزززات والتزززي يمكزززن أن تنقزززل  

فتوحززززة وتززززدخلها إلززززب البيززززوت الزجاجيزززززة الفايروسززززات غيززززر المرغززززوب بهززززا والتززززي تجلبهززززا مزززززن الحقززززول الم
 والبلاستيكية وتلوث نباتات الاختبار فتربك النتائج وتفسدها.

 التربة  .4.1.2.1
عززدد كبيززر مززن المسززببات الفايروسززية القاطنززة للتربززة والمنتشززرة بززدون وجززود سجل في السنوات الاخيرة       

فايروسززية قاطنززة  عائلززة 12 الززبتعززود  يافايروسزز نوعززا  50الب وجززود اكثززر مززن وهناف اشارة  ناقلات حيوية،  
تتلززوث التربززة المسززتعملة للزراعززة فززي البيززوت البلاسززتيكية والزجاجيززة . حيززث soil-borne virusesللتربززة 
اسززتعملت تربتهززا فززي  الفايروسات الثابتة المتبقية في الأنسززجة النباتيززة المصززابة أو التززي  هذه  عدة منبأنواع  

 يتفيي وساا ومنهززا ،  لمحيصاا ا الاعاى اا ا ملماا ع ىلاا  اقتصااي    تااير  ذات ذات وهززي تجززارب سززابقة 

 للخ اايعتجاا قا اضر اا  ال م زائ ااو ووال ،  ((BNYVVعاا وا الجر اا  ال اا    ل  الإصااا اع التماايوت 

(CGMMV )  موزائيزززززك التبزززززغو (TMV ) موزائيززززززك الطماطزززززةو (ToMV)  و( خشخشزززززة التبززززززغTRV ،)
،  ( (ArMVوموزائيك الزهززرة العربيززة  (TBSV)التقزم الشجيري للطماطة و  (TNV) فايروس موت التبغ

 الجزززذورإذ تنقززل هزززذه الفايروسززات إلزززب جزززذور النباتززات السزززليمة وتزززدخل عززن طريزززق الجزززروح الموجززودة فزززي 
 .الناتجة من احتكاف الجذور بحبيبات التربة

 بالفايروسات  البذور والأجزاء التكاثرية المصابة  . 5.1.2.1



بززذورا تحمززل فايروسززات معينززة وتنززتج قززد تتسززتعمل  مصززدرا مهمززا للتلززوث إذ البززذور الحاملززة للفززايروس  تعززد 
الفايروسزززات تنقززل ببززذور أنزززواع نوعززا مززن  185وهنزززاف بحززدود  ،غيزززر مرغززوب بزز نباتززات مصززابة بفززايروس 
يزززززة الخضززززرية كالزززززدرنات والأبصزززززال والأقزززززلام وكزززززذلك الحززززال مزززززع الأجززززززاء التكاثر   .مختلفززززة مزززززن النباتزززززات

فقززد يكززون مصززدر تلززك ، نباتززات اختبززار لإنتاج نباتززات كاشززفة أووالكورمات والفسائل وغيرها والتي تتستعمل 
، تززات مصززابة أيضززا ممززا يربززك النتززائجي ستنتج نباوبالتال مصابة بالفايروسات  الأجزاء الخضرية من أمهات

إذ مزززن المعزززروف أن أي نبزززات مصزززاب جهازيزززا بفزززايروس معزززين فزززان الجززززء الخضزززري الزززذي سزززيؤخذ منززز  
 سيكون مصابا بذلك الفايروس وسيعطي نباتا مصابا.  

 بالفايروسات  النباتات المصابة   .6.1.2.1
جاءتهززا عززن طريززق  هززاببفايروسززات غيززر مرغززوب  مصززابة أصززلا شززتلات دون قصززد قززد يسززتعمل الباحززث 

فزززي البيزززت المصزززابة التزززي تتتزززرف  كزززذلك فزززان النباتزززات والأدغزززال أو البزززذور، ميكزززانيكيال  النزززاقلات أو النقزززل
إلززززب نباتززززات الاختبززززار الجديززززدة بواسززززطة تتنقززززل منهززززا الفايروسززززات الزجززززاجي سززززتكون مصززززدرا مهمززززا للتلززززوث 

  . ت أو ميكانيكياالناقلا
 طرق التعقيم. 2.2.1

 الأدوات الزجاجية والمعدنيةتعقيم  .1.2.2.1
 بالفرا الكهربائي    ( : تعقيم الأدوات الزجاجية والمعدنية1)ة طريقال
ف بزززالورق  لمزززاء والصزززابون أو بزززأي مسزززحوق غسزززيلعقيمهزززا جيزززدا بات الأدوات المزززراد تغسزززل. 1 ، ثزززم تنشزززّ

 ؛الصحي المعقم
بعد   م  ويستمر التعقيم لمدة ساعة180وتثبت درجة حرارت  عند    Oven. توضع في الفرن الكهربائي  2
 ؛درجة حرارة الجهاز عند هذه الدرجةرار قاست
استعمالها 3 المختبر ويمكن  نظيفة علب طاولات  أوراق  الفرن وتبرّد بوضعها علب  الأدوات من  . تخرج 

ة من إعادة تلويثها بالفايروسات بعد إخراجها من الفرن إذ لا توجد مباشرة أو بعد حين لأن  لا توجد خطور 
 فايروسات نباتية ملوثة للهواء الجوي. 

 ثلم نصلها الحاد.  تلا يتفضل تعقيم الشفرات المعدنية بالفرن لأن  يسبب إتلاف و  : تنويه
 البنفسجيةبالأشعة فوق  تعقيم الأدوات الزجاجية والمعدنية( : 2) ةطريقال
 ؛ . تغسل الأدوات المستعملة وتجفف كما في الطريقة السابقة1
. توضع الأدوات دون تكديس علب طاولة نظيفة معقمة مباشرة تحت مصباح الأشعة فوق البنفسجية  2

 نانومتر ولمدة تعريض  253الذي يعمل عند الطول الموجي     Ultra Violet (UV) lampالمنضدي  



ف الباحث قرب المصباح أثناء فترة التعريض. يمكن تعقيم الأدوات باستعمال  عشر دقائق مع تجنب وقو 
الصفائحية الهوائي  التدفق  مزودة     Laminar air- flow cabinetغرفة  لأنها  الأدوات  هذه  لتعقيم 

 ؛بمصابيح الأشعة فوق البنفسجية وبنفس المدة أعلاه
 ال الأدوات مباشرة أو بعد حين.  ، ويمكن استعمالمصباح فور انتهاء مدة التعقيم  . يطفأ3 

الغذائية  1)  :  تنويه البلاستيكية ولا مع الأوساط  المواد  البنفسجية مع  الأشعة فوق  ( لا يفضّل استعمال 
التي تحدثها ) الكيموضوئية  التفاعلات  فيها بسبب  مثبطة  مواد  إنتاج  قد تسبب  هذه  2لأنها  ( لا تخترق 

( والبلاستيكية  المعدنية  الأسطح  ) 3الأشعة  الأوزون  تكون  تسبب  الهواء  في  مرورها  عند   )3O)    فيما  ،
( يجب الابتعاد عن منطقة التعريض  4( عند مرورها في الماء )2O2H (تكوّن فوق اوكسيد الهيدروجين 

 .وخصوصا تاثيرها المسرطن للجلد خلال التشعيع بسبب التأثير الضار للأشعة علب الصحة البشرية
 بالماء المغلي  تعقيم الأدوات الزجاجية والمعدنية ( 3) ةطريقال
 ؛ . يهيأ إناء معدني أو زجاجي مناسب الحجم وتوضع في  كمية مناسبة من الماء المقطر1

   ؛. تغمر المواد المعدنية والزجاجية في الإناء ويعرّب لمصدر حراري لحين الغليان2
 ؛ تل كل أنواع الفايروسات النباتيةفية لقوهي مدة كا دقيقة 15. تترف المواد تحت الغليان لمدة 3
 . . تخرج المواد وتجفف بورق صحي معقم وتستعمل مباشرة أو تخزن لحين الاستعمال4

% وتغمر في  المواد   2يفضّل استعمال الماء المغلي المذاب في  كربونات الصوديوم بتركيز    (1)  :  تنويه
الكائنات الأخرى غير الفايروسية بشرط عدم تكوينها   دقيقة إذ يزيد ذلك من كفاءة التعقيم  لقتل   20لمدة  

 للأبواز وهي البكتريا والأجسام الخضرية للفطريات والفايتوبلازما. 
استعمال طريقة  2) يمكن  المتكر (  بالغليان  كفاءة    Tyndallization رالتعقيم  لتحسين  كطريقة محورة 

لمدة خمسة دقائق ثم تركها   بالماءالتعقيم بالغلي    إلبتعريض المواد  ب  طريقة التعقيم بالغليان العادي وذلك 
لعدة ساعات   الفترة  وإعادةتبرد  ولنفس  بالغليان  مرات  ويمكن    ،  التعقيم  لعدة  ذلك  فعالية تكرار  لضمان 

                       التعقيم.  
 (  Autoclave) : تعقيم الأدوات الزجاجية والمعدنية بجهاز المعقام ( 4)ة طريقال
وتوضع  1 والصابون  بالماء  جيدا  بغسلها  تعقيمها  المراد  الأدوات  تهيأ  داخل  .  وتوضع  معدنية  آنية  في 

     ؛المعقامجهاز 
 ؛ دقيقة 15م  وتعقم المواد في  لمدة 121وحرارة  2كغم /سم  1,5. يشغل الجهاز  عند ضغط 2
 . وتستعمل مباشرة أو تخزن لحين الاستعمال . تخرج المواد وتجفف بورق صحي معقم 3



المعقام لان ذلك سيقلل من 1)  :  تنويه الألمنيوم قبل وضعها بجهاز  ( لا يفضل تغلي  الأدوات بورق 
( إن  2كفاءة التعقيم بمنع  وصول البخار إلب سطح المادة ولا تكون الحرارة لوحدها عندئذ كافية للتعقيم )

ولكن المباشرة  الحرارة  من  فقط  يأتي  لا  عالي  بضغط  المسلط  للبخار  المعقم  الهائلة    التأثير  الكمية  من 
كالوري لكل غم   520للحرارة الكامنة المتراكمة التي تنطلق عند تكثي  البخار الساخن والتي تصل إلب  

الجسم المراد تعقيم  فان البخار سوف ينكم  إلب حوالي    (cal/g)من    من   1/800وعند تكاثف  حول 
قيمها مما يزيد من كفاءة  دة المراد تعغشاء مائي عالي الحرارة حول الماحجم  الأصلي وبذلك سيتكون  

الملوثةتعقيمها الطفيليات  أجسام  داخل  إلب  البخار  بدخول  تسمح  هذه  التكاثف  عملية  أن  كما  ومنها    ، 
 قتلها. الفايروسات مؤدية الب 

 : تعقيم الأدوات الزجاجية والمعدنية بالكيماويات  (5) ةطريقال
للت الكيماويات  من  عديدة  أنواع  استعمال  المواد   يمكن  تلك  وأهم  الملوثة  النباتية  الفايروسات  من  خلص 

الصوديوم     محلول "مركب الفينولية    TSP  Trisodium phosphate , الفوسفات ثلاثي  ، والمحاليل 
  OH 2H6Cورمزه الكيماوي   Carbolic acidمشتقات حامض الكربوليك    المنتجة تجاريا والتي هي من

التي تعد مطهرة جيدة ضد   %1تركيز    NaOCLهايبكلورايت الصوديوم    وكذلك محلول    ،%5بتركيز  
كالبلاستك الصلبة  للسطوح  الملوثة  والفطريات  الزجاجية، الاخش  ،الفايروسات  البيوت  في  والمعادن    اب 

يلي طريقة تحضير محلول   المعدنية. وفيما  الزجاجيات والأدوات  فيها  تغمر  يةية المعقم وك  TSPحيث 
 عمال  في تعقيم الادوات: است
% مع الماء وهي 10خمسة ألتار بتركيز    . يحضّر محلول مركب الفوسفات ثلاثي الصوديوم  بمقدار1

)مادة   غم من الصابون السائل200غم من المركب و  400كمية مناسبة للاستعمال المختبري حيث يذاب  
في حالة عدم   باستعمال إناء بلاستيكي مناسب.ثم يكمل الحجم بالماء    في لتر من الماء المغلي  ناشرة(

 ؛فقط  TSPتوفر الصابون السائل يمكن الاكتفاء بمحلول
 ؛لمدة عشر دقائق   ، ثم تغمر بالمحلولمها بغسلها أولا بالماء والصابون . تهيأ المواد المراد تعقي 2
وتجفف بورق صحي معقم   ره. تخرج المواد من المحلول المعقم وتغسل بالماء المقطر المعقم لإزالة آثا3

 .  وتستعمل مباشرة أو تخزن لحين الاستعمال
لمركب  (  1)  :  تنويه التعقيمية  تبلغ  TSP القدرة  العالية حيث  قلويت   بسبب  الحامضية  هي  دالت   قيمة 

(pH) 11,7 للبروتين الفايروسي (تحطيمها) وهي درجة متلفة للفايروسات بسبب دنترتها.   
                                      

 تعقيم الأيدي   .2.2.2.1



الأيدي  تعقيم  الفايروسية  لغرب  الاختبارات  إجراء  الزرادية    عند  الزجاجية  والأعمال  البيوت  في 
 ، تتبع  أحدى الطرق التالية :  والبلاستيكية 

خن أو بالورق الصحي المعقم  . غسل الأيدي جيدا ولعدة مرات بالماء والصابون وتجةيفها بالهواء السا1
                   . يحتمل أن تكون ملوّثة بعد ذلك مع مراعاة عدم لمس أية أداة 

% ثم غسلها  10تركيز  الفوسفات ثلاثي الصوديوم. تعقم الأيدي بغمرها لمدة لا تزيد عن دقيقة بمحلول  2
 .بماء مقطر ومعقم وتجةيفها كما في الفقرة أعلاه 

"ب3 الأيدي  غمر  الدهن"  .  المنزوع  دقائق    Skim milkالحليب  ومعقم لعدة  مقطر  بماء  غسلها  ثم 
  .أعلاه( 1الفقرة )وتجةيفها كما في 

 . استعمال القفازات الطبية المعقمة من قبل العاملين ورميها بعد كل استعمال. 4
للدهن(الز  ( 1)تنويه :   )المزال  الشرأ  الفايروسات    Skim milk    حليب  فعال ضد بعض  يكون غير 
بالحليب    لذلك يفضل إستبدال ،    Cymbidium mosaic virusمثل فايروس    ةت الزجاجيو لبي ل الملوثة  

رأ  ( يجب الأنتباه عند  2)مع الماء العادي  %  20بتركيز     nonfat dry milkالمجفف المنزوع الدهن  
الدهن المنزوع  الجاف  النباتات   الحليب  أن   علب  المعا  حيث  للنباتات  مظهر  مصابة  كو ملة  يعطي  أنها 

   بالبياب الدقيقي.
 تجنب الناق ت الحاملة للفايروسات الملوثة   .3.2.2.1

التخلص    التربة  منيجب  في  الزجاجي سواء  البيت  في  التي يحتمل وجودها  الناقلات  كافة  أو تجنب   ،
الخضري )الحشرات والحلم( وهي الأكثر خطورة في  )فطريات و نيماتودا( أو التي تتطفل علب المجموع  

 ، ويتم ذلك باتخاذ الإجراءات التالية :  روسات وإفساد التجارب الفايروسيةنشر الفاي
. تغطية كافة شبابيك وفتحات البيت الزجاجي أو البلاستيكي بسلك مانع للحشرات بحيث لا يقل عدد 1

ن فتحات السلك صغيرة للحد الذي لا يسمح لأصغر ، وبذلك ستكو الأسلاف في السنتمتر طول عن تسعة
 . الحشرات بالدخول وخاصة حوريات المن مع ضمان توفيره التهوية الجيدة للبيت

وا 2 للحشرات  المانع  المشبك  السلك  من  مصنوع  إضافي  بآخر  الزجاجي  البيت  باب  يزوّد  تكون .  ن 
   .المسافة بينهما بحدود متر

ا بمبيد حشري عام مناسب لقتل كافة الحشرات إما برأ النباتات كافة  . معاملة البيت الزجاجي أسبودي3
مبي الظهريةبمحلول  المرشة  باستعمال  مناسب  المبيدد  ببخار  بكامل   البيت  تضبيب  أو  الطريقة    ،  وهي 

الأفضل التي تضمن وصول بخار المبيد إلب كل أرجاء البيت ويتم ذلك باستعمال "المضببات الكهربائية"  
Electrical misters    "التي تحوّل محلول المبيد إلب "رذاذ ضبابيAerosol   مع ضرورة إغلاق كافة



، وأن القياس العام المستعمل  وعدم دخول  إلا بعد فترة مناسبة  منافذ البيت الزجاجي بلحكام عند التضبيب
 . من حجم البيت 3مل من محلول المبيد / ألف قدم  30في هذه الطريقة هو 

النبا4 معاملة  بمسك  .  وذلك  المبيد  محلول  في  مباشرة  بغمرها  كالمن  المقيمة  بالحشرات  المصابة  تات 
لعد المبيد  في محلول  بكامل   الخضري  المجموع  قلب  وغمر  ثم  باليد جيدا  إرجاع  الأصيص  ثم  ثواني  ة 

 . لوضع  الطبيعي
ا 5 تعقيم  طريق  عن  والنيماتودا  الفطريات  وهي  التربة  تقطن  التي  الناقلات  مكافحة  في  .  والمبينة  لتربة 

 (.4.2.2.1الفقرة )
إلب  1)  :  تنويه يوم  تتجاوز  لا  مدة  خلال  الزوال  سريعة  المستعملة  المبيدات  تكون  أن  المفضل  من   )

يتم اختباره أولا علب  2يومين ) الزجاجي أن  البيت  أي مبيد لأول مرة في  ( يجب الانتباه عند استعمال 
اتات الكاشفة  ، حيث يوجد عدد من أنواع النب ن عدم ضرره عليهاعدد قليل من النباتات الكاشفة للتأكد م

الجنس  أنواع  أعراضا     Chenopodiumوخاصة  الرأ  بعد  وتعطي  المبيدات  من  بأنواع  للرأ  حساسة 
 شبيهة بالأعراب التي تسببها الفايروسات مما يربك النتائج. 

 تعقيم التربة   .4.2.2.1
من    للتخلص  التربة  والنيماتودا تعقم  الفطريات  من  وكذلك  بها  المنقولة  قلة  الناو   نةالقاط   الفايروسات 

، فضلا عن التخلص من الفطريات الممرضة للنبات وخاصة تلك  كذلك من بذور الأدغالللفايروسات و 
 المسببة لأمراب تعفن الجذور والذبول وسقوط البادرات التي تسبب خسائر في النباتات الكاشفة.  

 % 40( : تعقيم التربة بالفورمالين 6)ة طريقال
 ؛ كغم خالية من أية ثقوب 25د تعقيمها وتعبأ في أكياس بلاستيكية سعة . تهيأ التربة الجافة المرا 1
الفورمالين  .  2 بمقدار40يضاف محلول  يقفل جيدا بحيث لا يسمح   مل  50  %  تربة والذي  لكل كيس 

 ؛ لمدة أسبوعين  مقفلالبخار الفورمالين بالتسرب من  ويترف 
ذلك  3 بعد  التربة  وتكون  المتبخر  الفورمالين  من  للتخلص  أسبوع  لمدة  التهوية  لغرب  الأكياس  تفتح   .

 صالحة للاستعمال. 
المذاب بتركيز   Formaldehyde "  رمالديهايدالفو "% وهو دبارة عن محلول  40الفورمالين  (  1)  تنوي  :

الماء40 في  الكيماوي   %   ورمزه   ،H.CHO  ك ء معقم  الطفيليات   وهو  أنواع  كل  بخار  (  2)  يقتل 
ذل  رطبة لان  التربة وهي  بتعقيم  ينصح  لذلك لا  الماء  في  للذوبان  عالية  قابلية  ذو  يسبب  الفورمالين  ك 

فيها   وبقائ   بخاره  حتب  ذوبان  طويلة  يسبب لفترة  قد  مما  منها  تدريجيا  وتبخره  التعقيم  مدة  إنتهاء  بعد 
 أضرارا صحية للعاملين. 



 ( : تعقيم التربة بالمبيد باسامايد 7) ةطريقال
ا  حقول  تربة  أو  البلاستيكي  أو  الزجاجي  البيت  تربة  تعقيم  المساحة يمكن  الصغيرة  المفتوحة    لتجارب 

العام ومنها    باستعمال العالية والتأثير  السمية  ذات  المبيدات  المحبب"أنواع من   Granular  "الباساميد 

Basamide    دازوميت"  98الذي يحوي" الفعالة  المادة  النيماتودا وفطريات والذي يقتل  % من  أنواع  كل 
 لية : ويستعمل قبل الزراعة  بالطريقة التا  التربة والحشرات القاطنة فيها والأعشاب الضارة،

 ؛سم20ها لتفكيكها وهي رطبة بعمق . تسقب التربة جيدا وتترف لمدة أسبوع تقريبا ثم يتم حرث1
 ؛ 2غم/م20. يضاف المبيد باسامايد نثرا باليد علب سطح التربة وبمقدار2
 ؛ سم 20ل  العمق المطلوب وهو بحدود . يخلط المبيد جيدا مع التربة وإيصا 3
فورا  4 التربة  ترأ  ثق.  معدنية  اسطوانة  بتمرير  تسوى  ثم  خةيفا  رشا  لغلق  بالماء  عليها  )حادلة(  يلة 

 ؛مساماتها
لمدة  5 التربة  تترف  لمدة    15.  التهوية  لغرب  ثانية  تحرث  ثم  صالحة    10يوما  بعدها  لتصبح  أيام، 

 للزراعة. 
ة النباتات خارج البيت  ( إذا استعمل المبيد في البيوت الزجاجية والبلاستيكية فان  يجب نقل كاف1)  تنوي  :

الكافية للتربة )  ةبسبب سميت  لها مع مراعا العاملين عند 2فترة التهوية  ( ضرورة لبس القفازات من قبل 
 نثر المبيد.  

 تعقيم التربة بالفرا الكهربائي أو المعقام    ( :8) ةطريقال
 إذا كانت كمياتها المطلوبة قليلة.  يمكن استعمال أحد هذين الجهازين لتعقيم التربة 

الجافة  .  1 التربة  أكياس من  تهيأ  في  كغم  )القماأ(  الخام وتنعّم وتوضع  كيس وتربط    بوزن  لكل  واحد 
 ؛ الفوهة جيدا 

أي    دون تكديس من    Autoclaveأو جهاز "المعقام"    Oven . توضع الأكياس في "الفرن الكهربائي"  2
 ؛يتم فرشها

م  ويستمر التعقيم لمدة ساعة ونصف من لحظة وصول درجة حرارة  180. يشغّل الفرن الكهربائي علب  3
المعقام   جهاز  يستعمل  فيما  المذكورة.  الدرجة  إلب  /سم    1,5عند ضغط  الجهاز  م    121وحرارة    2كغم 

 ؛ ولمدة نصف ساعة
   التعقيم ويمكن استعمالها فورا أو خزنها لحين الحاجة.. تخرج أكياس التربة بعد انتهاء 4

 .  البسيطة  ( مخططا لأحد أنواع أجهزة المعقام7-1يبين الشكل )
 



 
 
 

 
 

 البسيل المعقام  مخطل لجهاز  (: 7-1) شكلال       
كبيرة الحجم   أجهزةوهي    بكميات كبيرة  المعقام المصممة خصيصا لتعقيم التربة  أجهزةمن    أنواعتوجد    :  تنويه

   تفرأ عليها التربة وتعقم. مسطحة واسعة ات معدنية مزودة بمجرّ 

 
 (للتربة ) البسترة الشمسية ( : التعقيم الشمسي9) ةطريقال

الشمسية"  تعتمد طريقة الشمس    Solarization  "البسترة  خلال شهري  المباشرة  علب الاستفادة من أشعة 
العراق   في  ماللتعقيم  تموز وآب  إلب  النهار  الشمس في منتصف   م    60عنقليلا  يزيد    إذ تصل حرارة 
مقدار الإشعاع الشمسي خلال أشهر    يصل  حيثطاقة هائلة    لدينا تمتلكالشمسية    وبالتالي فان الأشعة

لذلك  2سم/ حرارية  سعرةكيلو    23,8–  19,5حزيران وتموز وآب بين   الحراري ،  التراكم  خلال    يستفاد من 
الشمس  هالمذكور شهر  الأ أشعة  الأدغال    لحرارة  وبذور  الطفيليات  أنواع  كل  من  والتخلص  التربة  لتعقيم 

 Rhizoctoniaو  Fusarium spp    ،spp  Macrophomena الفطريات    الموجودة فيها وأهمها أنواع



solani   وكذلك أنواع الديدان الثعبانية وخاصة الأنواع التابعة لجنس  وغيرها ،Meloidogyne،  لا   وهي
الكائنات المترممة    تؤثر علب بعض  الفطر  المفيدة  الحية  التربة ومنها  ، كما تقتل     Trichodermaفي 

وا  والدهنان  والرويطة  الحنيّطة  ومنها  والمعمرة  الحولية  الضارة  الأدغال  من  العديد  والثيّل  بذور  لحندقوق 
  ،للتربة   الدالة الحامضيةؤثر علب  رخيصة التكالي  وغير ملوثة للبيئة ولا ت    ، وهي طريقوالخبّاز والسعد

لها   الكهربائية  الناقلية  العراق  (.(Electrical conductivityأو  في  باستعمالها  ينصح  وتنفذ  ،    لذلك 
 بالطريقة التالية :  

قطعة سم وهي جافة علب  30فرشها بسمك     منها ثم يتم  لزالة الكتل الكبيرةالمراد تعقيمها ب  . تهيأ التربة1
  لشفاف في مكان مفتوح ومنبسط وجاف؛الزراعي امزدوجة الطبقة من النايلون  

حولها بوضع كمية مناسبة من التراب  وتثبت جوانب  جيدا    بطبقة من البلاستك الأسود  التربة  تغطب.  2
 ؛لمنع دخول وخروج الهواء فوق جوانب البلاستك  

المدة ونتيجة تعرب   ستين يوماً  تقريبا تبدأ من أواخر حزيران إلب بداية أيلول، وخلال هذه  تترف لمدة.  3
      ؛ م  65يقرب من  ما التربة المغطاة لأشعة الشمس المباشرة فأن درجة الحرارة سترتفع داخلها إلب

 . يرفع الغطاء البلاستيكي الأسود وتستعمل التربة.       4
بتغطية يمكن استعمال الطريقة ذاتها لتعقيم تربة البيت الزجاجي أو البلاستيكي قبل إنشاءه  (  1)  :  تنويه

( لهذه 2ها )بالبلاستك الأسود ولنفس المدة المذكورة حيث يؤدي ذلك إلب تعقيم  أرضية البيت بعد حرثها
إلا ،  مما يسبب إنخفاب نسبتها فيهالمواد العضوية في التربة  ل   المتلفأثيرها  الطريقة سلبية واحدة وهي ت

تربة بعد  السماد العضوي المعقم إلب ال بلضافة كمية مناسبة من  بتعويض ذلك الفقد  ان  يمكن تلافي ذلك  
    .إنتهاء بسترتها الشمسية 

  تجنب استعمال البذور الحاملة للفايروسات .5.2.2.1
، أو نقلا كاذبا حقيقيا في الأجنة أو الاندوسبرم  تنقل العديد من فايروسات النبات بواسطة البذور إما نقلا

تعمال الباحث لبذور حاملة للفايروسات سيؤدي إلب إدخال أنواع من الفايروسات  في أغلفة البذور، وأن اس
إلب بها  المرغوب  الفايروسية  داخل  غير  التجارب  الزجاجي وسيفسد  بذور    البيت  استعمال  يتوجب  لذا   ،

ل بذور مجهولة المصدر وخاصة بذور البقوليات  استعمإ   مضمونة ومصدّقة خالية من الفايروسات وعدم
النباتيةلأنها   ببذورها  العائلة  للفايروسات  نقلا  بالبذور لا   الأكثر  المنقولة  الفايروسات  أغلبية  بان  ، علما 

كوسيلة   البصري  الفحص  علب  الاعتماد  يمكن  لا  لذا  المصابة  البذور  علب  أعراب خارجية  أية  تعطي 
ايروس علب معرفة للكشف عن هذه البذور. تعتمد الإجراءات المتخذة للحصول علب بذور خالية من الف

 طريقة النقل هل هو كاذب أم حقيقي لكي تتخذ الإجراءات المناسبة اتجاهها وكما يأتي : 



 للفايروسات في البذور   الإجراءات المتخذة م  النقل الحقيقي)أ(. 
لذلك فان الإجراء الوقائي هو  بالبذور حقيقيا توجد طريقة مضمونة للتخلص من الفايروسات المحمولة  لا 

( باستعمال  1يق الأفضل الذي يضمن حصول الباحث علب بذور سليمة يبدأ بها تجارب  ويتم ذلك )الطر 
قبل   من  منتجة  موثوقة ومصدّقة  المتخصصةبذور  البذور  إنتاج  من    شركات  بذورها  خلو  التي تضمن 

البذور  2الفايروسات ) الزجاجي  بلكثارها  الباحث  يقوممن نباتات  ( الحصول علب  البيت  وأن  متأكد   في 
الملوثة الفايروسات  من  خلوها  من  يضمنان  إ .  تماما  اللذان  الوحيدين  المصدرين  هما  هذين  الحصول  ن 

 الفايروسات. الخالية من البذور علب 
 للفايروسات في البذور   الكاذب المتخذة م  النقل الإجراءات)ب(. 

المذكورين1)  المصدرين  من  البذور  علب  الحصول   )  ( السابقة  الفقرة  من 2في  التخلص  يمكن   )
 ((ToMVالفايروسات المحمولة في أغلفة البذور وهي أنواع قليلة العدد أهمها فايروس موزائيك الطماطة  

بذورا مشكوف   الباحث لاستعمال  ما اضطر  إذا  للبذور وذلك  المعتادة  السطحي  التعقيم  بلجراء عملية   ،
السطحية من بلصابتها حيث أن هذا الإجراء يضمن   الطبقة  الموجودة في  الفايروسية  الجسيمات  إتلاف 

 ، ويتم ذلك كما يأتي : ور فضلا عن قتل الطفيليات الأخرى البذ
 النباتات المستعملة في الاختبارات الفايروسية بذور( : التعقيم السطحي ل10)ة طريقال
 ؛ والمشوهة والضامرة وحة ميكانيكيا. يتم اختيار البذور السليمة مظهريا واستبعاد المجر 1
الايثانول  في    دقائق  3-2لمدة  . توضع البذور في قطعة نظيفة من قماأ الشاأ وتعقد ثم تغمر تماما  2

 ؛Isopropanol 80% "الايزوبروبانول" أو% 70
لمدة  3 وتغمر  المستعمل  الكحول  من  البذور  ترفع  دقائق.  محلول    عشر  الكالسيوم في      هايبوكلورايت 
2)2OCL)Ca     هيدروجيني  و   %1تركيز قطرات    6أس  عدة  إلي   –اكس  الترايتون  "  مادةمن  مضافا 

100"Triton X-100      80  –التوينأو  Tween-80      هايبوكلورايت    100لكل محلول  من  مل 
، وان لم تتوفر هاتين المادتين يمكن استبدالهما بأي نوع %  0,05حجم ( أي بتركيز    الكالسيوم )حجم :
المادة المعقمة بشكل متجانس علب سطح البذور وخصوصا  من الصابون السائ  المتوفر لضمان نشر  ل 

 ؛ وية علب شعيرات أو الخشنة السطحتلك الحا
أثر    دقائق   3-2لمدة  . ترفع البذور من المادة المعقمة وتغمر في بيكر يحوي ماء مقطر معقم  4 لإزالة 

 ؛ المادة المعقمة
، وبذلك تكون جاهزة للزراعة  علب ورقة ترشيح معقمة لتجةيفهاأ  . تفرأ البذور بعد إخراجها من الشا 5

 فورا.



منالتعقيم  (  1)  :  تنويه التخلص  أيضا  يضمن  للبذور  فطريات    السطحي  وخاصة  الفطرية  المسببات 
الجذور  وتعفن  البادرات  وسقوط  الطري  بالبذور  التعفن  في شتلات  و   المحمولة  كبيرة  تسبب خسائر  التي 

الكاشفة ونب الزجاجية والبلاستيكيةالنباتات  البيوت  في  الاختبار  البذور   (2)  اتات  تعقيم  باستعمال   يمكن 
بديلة   أعلاهمحاليل  المستعملة  التعقيم  مزيج  ،لمحاليل  الفينولي    وهي    Chloraxالكلوراكس  المركب 

ورمزه    Glutaraldehydeالجلوترالديهايد  ( ، أو محلولحجم:حجم  1:1)بنسبة    %95والايثانول تركيز  
الماء  %2بتركيز      CHOز2CHز2CHز CHOلكيماوي  ا  ثم تعامل    ائقدق   3-2  لمدة    بغمرها فيها  مع 

أعلاه الطريقة  في  بانكما  علما  مجموعة يأتي    لجلوترالديهايدل  القاتل  التأثير  ،  استبدال  علب  قدرت   من 
   النووية.الأمين بمجموعة الفورمالديهايد في البروتينات كما يؤثر أيضا علب الأحماب 

 تجنب استعمال الأجزاء التكاثرية الخضرية الحاملة للفايروسات   .6.2.2.1
في إكثار النباتات  الخ     يجب تجنب استعمال أي جزء تكاثري كالدرنات والأبصال والكورمات والأقلام،

لفايروس  جهازيا باإذا كانت تلك الأجزاء مأخوذة من نباتات مصابة  السليمة لأغراب البحوث الفايروسية  
 نباتات سليمة.  يجب الحصول علب تلك الأجزاء التكاثرية من  ا لذ  ،ةمصاب تعطي نباتاتس هالأن

الخاصة لاست الحالات  بعض  في  الباحث  أجزاء خضرية  أقلام    عمالقد يضطر  نباتات أو  من  مأخوذة 
عدم وجود   بسبب  السليم  مصابة  قد  النبات  الحالة  هذه  وفي  في    تفيدالبديل  الحرارية  المعاملات  بعض 

بعض (  4-1)ويبين الجدول  ،  التخلص من الفايروس بالغمر بالماء الساخن أو المعاملة بالهواء الساخن
وهي داخل الأجزاء الخضرية المصابة ومن دون التأثير  هذه المعاملات والفايروسات التي يمكن إبادتها  

 . جزاءعلب حيوية تلك الأ
 استعمال الحرارة في إبادة بعض أنواع الفايروسات من الأجزاء الخضرية التكاثرية  :(4-1الجدول)

 اسم الفايرو 
 ومختصره 

  النباتيالجزء
 المعامل 

نوع 
 المعاملة 

درجة 
الحرارة  
 المئوية

 مدة المعاملة 
 )اليوم( 

 فايروس موزائيك التفاح 
AMV)         ) 

هواء  أقلام تفاح 
  28 37 ساخن

فايروس التبقع الحلقي  
هواء  أقلام قرنفل  ((CRSV للقرنفل

  28-21 36 ساخن

  360-120 32هواء  أقلامفايروس ترستيزا  



 ساخن حمضيات   ((CTV الحمضيات

فايروس موزائيك  
 الخيار 

CMV)     ) 

نباتات تبغ 
 وخيار

هواء 
 ساخن

36 21-28  

فايروس التخطط 
الأصفر لقصب  

 (.(SCSVالسكر
ماء  عقل 

 دقيقة  20 52 ساخن

أسبرمي  فايروس 
 الطماطة

TAV )     ) 

نباتات  
 طماطة 

هواء 
  28-21 36 ساخن

 
 صة ونباتات الحفظ والإكثار  النباتات الكاشفة المشخ   .3.1

وتشخيصها  الفايروسات  عزل  تجارب  "ال استعمال    حيويا  تتطلب  من  مختارة    "كاشفةال نباتات  مجموعة 
Indicator plants     "المشخّصة "النباتات  أيضا  "نباتات  Diagnostic plantsوالمسماة  ، فضلا عن 

الفايروسية   العزلات  المراد  النباتات عادة  تلقح هذه    Propagative plants. حفر وإكثار"  بالفايروسات 
الميكانيكيدراستها   التلقيح  بالتركيب  بطريقة  أو  بالناقلات  "الوس،  أو  تعد  النباتات  هذه  فان    ط"وبذلك 

medium  تعملة  دية المسا فهي بمثابة الأوساط الزر   ،م إكثارها فيهايتالتي  ي  الفايروسات و الذي تحفر ف
أ إذ  والبكتريا  الفطريات  أننلتنمية  المعروف  من  لا     النباتية  غذائية  بتنمّ   الفايروسات  أوساط   علب 

 . صنادية
لمشخصة المستعملة عالميا وذلك من خلال عملية  تم اختيار مجموعة كبيرة من أنواع النباتات الكاشفة ا 

واسعة نتجت من تجارب قام بها أجيال من الباحثين فأصبح لكل فايروس نباتي مجموعت  الخاصة    انتقاء 
التشخيص والإكثار والحفر الكاشفة  تعّر و .  من نباتات  النباتات  التي تستجيب لكل نوع  بأنهف  النباتات  ا 
مت أعراب  بل هار  معين  تشخيص . فايروسي  في  تساعد  الكاشفة  و   ميزة  النباتات  استعمل  من  في  أول 

هو الفايروسات  )1931سنة    (  (Smith  "سمث"  العالم   تشخيص  الجدول  يبين  أنواع    ( 1-5.  بعض 
-1، فيما يبين الشكل )النباتات الكاشفة المختارة عالميا لتشخيص الفايروسات ذات الأهمية الاقتصادية

 . النبات  في تشخيص فايروسات المستعملة  تات الكاشفةأنواع النبا أهم ( عدد من 8



 أنواع فايروسات النبات. العديد من  ( أهم أنواع النباتات الكاشفة المستعملة في تشخيص 5-1الجدول )

 

عدد الفيروسات  الاسم العلمي  الاسم العربي للنبات 
 التي تصيبها 

عدد الفيروسات 
 التي لاتصيبها 

 Beta vulgaris 102 125 البنجر السكري 

  Chonopodium )السرمق(  الزربيح  

amaranticolor 

 

313 158 

 C. album 100 44 الرغيلة  

 C. foetidum 47 21 الرغيلة  

 C.  quinoa 334 130 الرغلية  

 Cucumis  sativus 142 266 الخيار  

 Datura  stramonium 157 200   ةالداتور 

ورد الجومفرينززززززززززززززززززززززززززززززززا 
 الكروية (دة  )المحلّ 

Gomphrena globosa 225 168 

  Lycopersicon الطماطة  

esculentum 
136 185 

 Nicotiana  glutinosa 200 207 التبغ البري  

 N. rustica 115 201 التبغ

 N. tabacum 228 223 التبغ  

 N. tabacum  var. white التبغ  

Burley 

228 223 

 N. tabacum  var.  Xanthi 228 223 التبغ

 N. tabacum var. Samsun 228 223 التبغ

 Phaseolus  vulgaris 205 237 الفاصوليا  



 Physalis  floridana 88 88 المنطاد 

 Pisum sativum 124 164 البزاليا  

 Solanum  melongena 44 84 الباذنجان  

 السبيناز
Spinacia oleracea 

109 72 

 S. tuberosum 54 76 البطاطا  

 Vicia  faba 108 153 الباقلاء  

 Zea mays 57 97 الذرة الصفراء  

 Zinnia elegans 76 125 ورد الزينيا  

بتلقيحها ميكانيكيا ب ، )الارقام في العمودين تمثل النباتات التي اختبرت تجريبيا اتجاه الفاير  • ( لاتوجد  -وس المعني 
 معلومات دقيقة.  

  
أ  فتعد  جدا  مهمة  التبغ  الفايروساتنواع  من  العديد  عن  الكشف  البري    هاوأكثر   ،ي  التبغ  هو  استعمالا 

N.glutinosa     الكشف عن فايروسات البقوليات وكنبات صائد للكشف    في  البازلاء، كما يستعمل نبات
الخيار للكشف عن فايروسات اللوزيات  ، فيما يستعمل نبات    Nepovirusعن بعض فايروسات الجنس  

الجنس   تلقيح    .Ilarvirusوخاصة  الكاشفة  يفضل  ال النباتات  حالة  أعلب  في  تكون  ساسية  حعندما 
مرحلة  ، والنباتات القردية في ن يالفلقيت ورقتين ال   مرحلة في  ولية البق ، حيث تلقح النباتات للفايروس المختبر

 أوراق. 4-3فتلقح في مرحلة نمو الأوليتين ، أما بقية النباتات التي تعود لعوائل أخرى   ورقتينال 
   مواصفات النباتات الكاشفة. 1.3.1
   ؛النباتات الحولية أو ثنائية الحولكون من تويفضل أن وسريعة النمو، الإكثار والتربية   ةسهل . 1
 ؛ الميكانيكيطريق التلقيح  بسهولة عن  ات الفايروس اقل إليه. تن2
   ؛أوراق كبيرة وعريضة لتسهيل عملية التلقيح ووصف الأعراب اتذ. 3
 ات.  من المواد المثبطة للفايروس ةخالي . 4

   مواصفات نباتات حفظ وإكثار الفايروسات. 2.3.1
 ؛ ة النموالتربية سريع  ةسهل  ات نباتكون . أن ت1
 ؛ من المواد المثبطة و خاليةعاليا  اكون تركيز الفايروس فيه. تصاب جهازيا بالفايروس وي2



 الحول.  ة أو ثنائي نباتات معمرة كون . يفضل أن ت3
   ت النباتات الكاشفة والحافظة للفايروساتعمالااست. 3.3.1

 ؛ زمنية طويلةحفر وإكثار الفايروسات لفترة . 1
 ؛ التي تظهرها عند تلقيحها بالفايروس المختبر عرابالأتشخيص الفايروسات بالاعتماد علب  . 2
 ؛ إ هار الإصابات الكامنة وفصل الفايروسات في الإصابات المختلطة. 4
الدر .  5 المعنيإجراء  الفايروس  الكمية علب  الكاشف   ،  اسات  النبات  استجابة  تكون  أن     والتي تستوجب 
 ؛ يمكن حساب أعداد البقع الموضعية وتحويل الاستجابة الب معيار كمي لكيتجابة موضعية  اس
 . الفايروساتتنقية عملية الاختبارات الفايروسية الهامة ومنها خطوات  تقييم نجاح العديد من. 6

  طرق إكثار وحفظ وزراعة النباتات الكاشفة. 4.3.1
، ويجب الحصول علب هذه إكثارها خضريا قدر الإمكانوتجنب    البذوربإن أفضل طريقة لإكثارها هي  

البذورالبذور من م لإنتاج  موثوقة    أخرى   مصادر عالمية  ، كما أن هناف  صادر موثوقة كشركات إنتاج 
   التابع لمركز البحوث الزرادية الأمريكي مختبر مصادر الأصول الوراثية  البذور ومنها
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روس. يجب أن  ضمن عدم إصابتها بالفايمن قبل الباحث شخصيا من نباتات    و أن يتم الحصول عليهاأ 

عبوات   في  الكاشفة  النباتات  بذور  عليها  تحفر  ويكتب  الغلق  محكمة  والانكليزي  لاا زجاجية  العربي  سم 
عل للنبات    والعلمي  الحصول  ومصدرهاوتاريخ  وتحفر  يها  مبردة  ،  حاضنة  من   .م  10حرارة    عندفي 

عل  الإنبات  اختبار  بلجراء  المحفو ة  البذور  إنبات  نسب  معرفة  فالضروري  يختارها   ييها  دورية  فترات 
 البذور كلما دعت الحاجة لذلك.   الباحث لغرب تجديد خزين



 تتبع الخطوات ااتية : ولغرب زراعة بذور النباتات الكاشفة 
 زراعة مستنبتات )دايات( بذور النباتات الكاشفة   يفية( :  11)ة طريقال
، أما إذا اضطر إلب استعمال  يختارها الباحثدة بأحجام مناسبة  . تهيأ أصص بلاستيكية أو فخارية جدي1

ثم   تماما  بها  العالقة  القديمة  التربة  لإزالة  بالماء  جيدا  غسلها  أولا  فيجب  المستعملة  تعقيمها  الأصص 
الصوديوم   هايبوكلورايت  بمحلول  بالماء  30بغمرها  غسلها  ثم  ساعات  ثلاث  لمدة  المادة %  اثر  لإزالة 

 ؛ المعقمة
  أجزاء تربة الب   ثلاثة مخلوطة مع البتموس بنسبة    منخولة  زيجية معقمة ناعمةبتربة ملأ الأصص  تم.  2

  ؛تسقب قليلا بالماء جيدا في الأصيص، ثم ، مع مراعاة تسوية سطح التربة ورص جزء واحد بتموس
، في  جم مثل بذور التبغ والبصلإذا كانت صغيرة الح. تزرع البذور نثرا باليد وبشكل كثي  ومتجانس  3

أصيص فوق   كل  المنثورة  التربة  سمك  يزيد  لا  بحيث  لتغطيتها  الناعم  التراب  من  طبقة  فوقها  تنثر  ثم 
    ؛البذور عن حجم البذرة

 ؛ الأصيص ورقة عادية مثقبة وتسقب بالماء بهدوء وترفع الورقة مباشرة بعد إنبات البذور توضع فوق  .4
  من الأصيص والتي يتم   أوراق  5  -3  . يمكن الحصول علب الشتلات المطلوبة بعد بلوغها مرحلة نمو5

 ؛ شتلها بواقع نبات واحد لكل أصيص
زراعة6 لغرب  الكبيرة    .  الباقلاءالحجم  البذور  ل   كبذور  القابلة  غير  النباتات  نباتات  وبذور  مثل  لشتل 

بعد  أصيص  لب نبات واحد لكل  إ النباتات    بذور مع مراعاة خف  3أصيص    في كل  ، تزرع  العائلة القردية 
 . الإنبات
( تتم الزراعة حتما داخل البيت الزجاجي أو البلاستيكي ولا يسمح نهائيا بزراعتها في الأرب  1)  :  تنويه

فيها ) المرغوب  الفايروسات غير  إليها  تنقل  قد  التي  بالحشرات  إصابتها  لتجنب  تلك    (2المفتوحة  رعاية 
والفطريات خصوصا  الحشرات ب ة لمنع الإصابةالدوري والمكافحة الوقائيةوالتسميد السقي المنتظم بالنباتات 

تلك المسببة لتعفن الجذور والتعفن الطري وسقوط البادرات وغيرها من الطفيليات واافات وذلك باستعمال 
بجدول زمني لزراعة وإكثار النباتات الكاشفة بحيث يتوفر في البيت  الالتزام  يجب  (  3المبيدات المناسبة )

أعداد وباستمرار  كافيةالزجاجي  الكاشفة    ا  النباتات  للتلقيحال من  أو    جاهزة  تشخيص   المراد  بالفايروس 
 .إكثاره

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 

                  

   Nicotiana rustica     
                                                                             N. tabacum  

 التززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززززبغ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Datura  stramonium                                                            Chenopodium album     

 الرغيلة                                                                       الداتورة               
                                               

 
 
 



 
 

  
 

 

 

                    
                    

  
 

 

 

 

                                                                  Zinnia elegans  
Gomphrena globosa                                                   ورد الزينيا                     

  دة الكروية (ورد الجومفرينا )المحلّ                                                                            
      

 
(: عدد من أنواع النباتات الكاشفة المستعملة في تشخيص الفايروسات. 8-1الشكل )  
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 الفصل الثاني
 النقل التجريبي لفايروسات النبات 

 
بهدف   توجد العديد من طرق النقل التجريبي التي يمكن توظيفها في التجارب الفايروسية

نقل الفايروسات النباتية من النباتات المصابة )مصدر الإصابة( إلى نباتات الاختبار  
السليمة وذلك لانجاز الدراسات التشخيصية وحفظ العزلات الفايروسية وفي الدراسات 

  .الأخرى. وفيما يلي وصفا لهذه الطرق 
  نقل الفايروسات بطريقة التلقيح الميكانيكي .1.2

للنبات المصاب إلى النبات السليم  Crude sap ""العصير النباتي الخام هي عملية نقل
بعد فتح جروح دقيقة غير مميتة في بشرة الأوراق أو بكسر شعيرات أوراق النبات السليم.  

لأنه يحوي على  Inoculum "ويطلق على هذا العصير المستعمل مصطلح "اللقاح
التلقيح الميكانيكي كلما زاد تركيز الجسيمات الجسيمات الفايروسية. تزداد احتمالية نجاح 

الفايروسية في العصير، لذلك يفضل استعمال النباتات المصابة التي يكون فيها تركيز  
الفايروس عاليا جدا لتحضير اللقاح. إن طريقة النقل بالتلقيح الميكانيكي هي طريقة 

لنباتية وخاصة ناجحة مع الفايروسات التي تنقل ميكانيكيا عن طريق العصارة ا
التي تتحمل الظروف البيئية وتحديدا الحرارة   Stable viruses ""الفايروسات الثابتة

 ) والبطاطا أكس ((TMV  والضوء خارج النبات ، ومنها فايروسي موزائيك التبغ

(PVX فضلا عن الفايروسات التي تتطفل على أنسجة البشرة والقشرة والتي تسبب ،
رقش ، إلا أنها طريقة نقل غير ناجحة مع الفايروسات التي تصيب أعراض الموزائيك والتب

سريعة  Unstable viruses "اللحاء أو أنسجة الخشب أو مع الفايروسات "غير الثابتة
التلف في العصير الخام إلا إذا تم إجراء تحوير لطريقة التلقيح المستعملة وكما سيرد ذكره  

 .لاحقا
 وسات بطريقة التلقيح الميكانيكي ( : نقل الفاير 12الطريقة رقم )



يحضّر اللقاح الفايروسي بقطع الأوراق الحديثة الغضة المختارة التي تظهر أعراضا   .1
شديدة واضحة مثل أعراض الموزائيك وبعدد يتوافق مع كمية اللقاح التي يحتاجها 

 .الباحث
الوسطي إن  تقطع أنصال الأوراق إلى قطع صغيرة في هاون خزفي بعد إزالة العرق  .2

كان كبيرا )كما في أوراق الخس مثلا( لأن تركيز الفايروس فيه منخفض جدا مما يسبب 
  .تخفيف الفايروس في العصير الخام ، ويجب أيضا إزالة عنق الورقة

 KH2 PO4 , Phosphate buffer تضاف كمية من المحلول المنظم الفوسفاتي .3

بمقدار ضعف وزن قطع   7,6 (pH) وجينيمولر ودرجة أس هيدر 0,01إلى الهاون بتركيز
 20غم ، يضاف 10الأوراق المستعملة )حجم : وزن( ، أي إذا كان وزن قطع الأوراق 

(. في حالة عدم توفر المحلول المنظم 2.3.1.2مل من المحلول المنظم ، )أنظر الفقرة  
   .يمكن استعمال ماء الحنفية العادي أو الماء المقطر

جيدا وبشدة بواسطة مقبض الهاون لحين الحصول على   تسحق قطع الأوراق .4
مستخلص متجانس حيث تسمح هذه العملية بإخراج الجسيمات الفايروسية من الخلايا 

للحصول على   Blender "إلى المستخلص. يمكن سحق الأوراق في "خلاط كهربائي
قة بسبب المستخلص النباتي المتجانس ، ولكن يجب عدم إطالة استعماله لأكثر من دقي

الحرارة التي يولدها وتأثيرها السلبي على فاعلية الفايروس ، كما يمكن استعمال ماكينة 
( أو أية آلة تضمن  7فرم اللحوم أو العصّارات اليدوية أو القاطعات الميكانيكية ، )الشكل 

الحصول على العصير وذلك بدلا من الهاون الخزفي إذا كانت هناك حاجة لكميات كبيرة 
  .عصيرمن ال

توضع قطعة مزدوجة من قماش الشاش أو الموسلين فوق بيكر ويضاف إليها  .5
المستخلص ويرشح خلالها ويعصر جيدا للحصول على أكبر كمية ممكنة من العصير  

 .الصافي
أوراق والتي   4 – 2تهيأ نباتات الاختبار السليمة المراد تلقيحها وهي بمرحلة نمو  .6

لوها تماما من أية أعراض غير طبيعية إذ يستبعد من  يجب أن يتأكد الباحث من خ



التلقيح أي نبات من هذا النوع. وتوضع النباتات الجاهزة للتلقيح على طاولة العمل بالعدد  
 .المطلوب

يعفّر السطح العلوي لكافة أوراق النباتات بكمية مناسبة من مسحوق المادة المخدشة   .7
عبأ في مملحة عادية أو باستعمال المعفرة اليدوية  وهي إما الكاربورندم أو السيلايت الم 

(. يمكن خلط مسحوق السيلايت مع العصير مباشرة 7البلاستيكية المبينة في الشكل )
بكمية قليلة بدل رشه على الأوراق ، ولا ينصح بخلط الكاربورندم معه لأنه ثقيل ويترسب  

 .في قاع الإناء
الورقة المراد تلقيحها بكف اليد الأخرى بجعل  يغمر إصبع السبابة في اللقاح ثم تسند .8

النصل يستلقي على راحة الكف ويتم مسحه باللقاح لمرة واحدة وباتجاه واحد وبقوة ضغط  
مناسبة لفتح جروح دقيقة غير مميتة وتجنب قشط النسيج النباتي. يلقح جميع النصل 

كان النصل كبيرا ، كما وهذا قد يتطلب إعادة غمس الإصبع في اللقاح لأكثر من مرة إذا 
يجب تلقيح كل أوراق النبات دون استثناء ، يمكن استعمال قطعة صغيرة مطوية من  

قماش الشاش للتلقيح بدل الإصبع بغمرها في العصير ثم مسح النصل بها ، إن الطريقة  
المذكورة أعلاه مناسبة لتلقيح الأوراق العريضة. أما الأوراق رفيعة النصل كالنجيليات 

م تلقيحها بغمر إصبعي السبابة والإبهام في العصير وتمسك قاعدة النصل باليد  فيت
الأخرى ثم تمسح الورقة بالعصير بحصرها بين الأصبعين ومسحها بضغط مناسب إلى  

 .أعلى النصل
تغسل كافة الأوراق الملقحة فورا بتيار ماء قوي بواسطة قنينة غسل بلاستيكية لمدة   .9

اللقاح والمادة المخدشة لان الأول قد يحوي مواد مثبطة نباتية  عشر ثواني لإزالة اثر
تؤثر على الفايروس ، فيما يسبب تراكم مسحوق المادة الخادشة طبقة قد تخفي  

 .الأعراض الموضعية التي قد تظهر على الأوراق الملقحة
مْ وإضاءة  2±25تحفظ النباتات الملقحة في البيت الزجاجي بدرجة حرارة تتباين .10

يوما بالنسبة للنباتات الحولية   15 -5مناسبة لحين ظهور الأعراض والتي قد تحتاج بين 



وحسب نوع الأعراض حيث أن الأعراض الموضعية هي الأسرع ظهورا ، وقد تحتاج لعدة  
 .كأشجار الفاكهة والغابات أشهر أحيانا في النباتات المعمرة

( طريقة التلقيح الميكانيكي بالأصبع وتحضير العصير باستعمال الهاون  8يبين الشكل ) 
 .الخزفي

 ( : استعمال كيس الاستخلاص لتحضير العصير الخام 13الطريقة رقم )
إذا أريد الحصول على كمية قليلة من العصير الخام فيمكن استعمال طريقة كيس 

  : الذي يستعمل بديلا عن الهاون الخزفي ويتم ذلك بالخطوات التاليةالاستخلاص و 
يوضع نصل الورقة المصابة )أو أكثر من نصل إن تطلبت الحاجة( داخل كيس من   .1

البولي ايثيلين مزود بسحاب قافل ، وتتوفر حاليا أكياس جاهزة خاصة لهذا الغرض مبطنة  
 .بقماش الشاش

إلى الهاون    KH2 PO4 نظم الفوسفاتيتضاف كمية من المحلول الم .2
بمقدار ضعف وزن قطع الأوراق   7,6 (pH) مولر ودرجة أس هيدروجيني0,01بتركيز

 .المستعملة )حجم : وزن(
يوضع الكيس بعد قفله جيدا على سطح مستوي صلب ويضغط عليه بأي آلة مناسبة  .3

  .(9) مبين في الشكل تضمن سحق النسيج النباتي داخله مثل ذراع الهاون الخزفي وكما
يؤخذ العصير المتجمع في الكيس بعد ضغطه باليد ويسكب في بيكر معقم ويصبح  .4

  .جاهزا للاستعمال
تتوفر حاليا أجهزة سحق ميكانيكي خاصة لسحق النسيج النباتي تعمل آليا بعد   تنويه :

 .وضع الكيس داخلها ومزودة بمؤقت حيث تتوقف مدة السحق على طراوة النسيج النبات
 

                  
 )أ(                                       )ب(                           

عفرة البلاستيكية المستعملة في رش المادة المخدشة ب( قاطعة ( :أ (الم7الشكل )
 .ميكانيكية مصنوعة من الستنلس ستيل لفرم الأجزاء النباتية الغضة



 .Noordam (1973) الشكل مقتبس من
 
 

                     
( : تلقيح النبات بطريقة التلقيح الميكانيكي بالأصبع بعصير الخام للنبات 8الشكل )

ب المحضر باستعمال الهاون الخزفي )يسار الصورة( بعد رش الأوراق بالكاربورندم  المصا
الموضوع في المملحة ، ويبدوا في أسفل الشكل قنينة الغسل البلاستيكية التي ستستعمل 

 .لغسل الأوراق الملقحة
  

 .( : طريقة تحضير العصير الخام بكيس الاستخلاص9الشكل )
 

  ميكانيكيتحويرات التلقيح ال .1.1.2
اقترحت الكثير من التحويرات على الطريقة التقليدية المذكورة للتلقيح وهي طريقة التلقيح 
بالأصبع وذلك لزيادة كفاءتها ولتسهيل العمل أو لجعلها مناسبة للفايروسات التي يصعب 

  .نقلها ميكانيكيا ، وفيما يلي وصفا لهذه التحويرات
  لرشالتلقيح باستعمال مسدس ا .1.1.1.2

المستعمل في صبغ   Spray gun تنفذ هذه الطريقة بواسطة مسدس الرش )البخّاخ(
المعادن عندما يراد تلقيح عدد كبير من النباتات في وقت واحد ، وهي طريقة ناجحة جدا  

، والبطاطا  (TMV) مع عدد من الفايروسات الثابتة ومنها فايروسي موزائيك التبغ
 : الخطوات التالية، ويتم ذلك وفق  ((PVX أكس

  ( : تلقيح النباتات بمسدس الرش14الطريقة )
% مع العصير  5يخلط مسحوق المادة المخدشة )يستعمل الكاربورندم عادة( بنسبة  .1

النباتي )وزن : حجم( بعد تصفيته جيدا لأكثر من مرة بطبقة مزدوجة من قماش الشاش 
 .ثم يوضع في خزان مسدس الرش



في الخزان ثلاث كرات زجاجية صغيرة لتسهيل عملية مزجه  تضاف مع العصير .2  
 .وتجانسه أثناء الرش

سم تقريبا بضغط يتراوح بين  10ثواني/ ورقة نباتية من على بعد  4ترش الأوراق لمدة  .3 
  .والذي يضبط بمعايرة مسدس الرش 2كغم/سم 5,6 – 4,2

 .ة كبيرة من النباتات( طريقة استعمال مسدس الرش في تلقيح مجموع10يبين الشكل )
 

                          
 .( : جهاز مسدس الرش المستعمل للتلقيح الميكانيكي لعدد كبير من النباتات10الشكل )

 .Harrison (1981) و Gibbs الشكل مقتبس من
  التلقيح بالورقة النباتية الملفوفة .2.1.1.2

هي طريقة مبتكرة لإجراء التلقيح الميكانيكي للفايروسات غير الثابتة التي تفقد فاعليتها 
فور خروجها من النبات لذلك لا يمكن تحضير عصير الأوراق المصابة بالطريقة التقليدية 

  : المذكورة آنفا ويستعاض عنها بالطريقة االتالية
 ية الملفوفة ( : تلقيح النباتات بالورقة النبات 15الطريقة )

تؤخذ الورقة المصابة وتلف أنبوبيا بشكل لفافة ، وتوضع على سطح صلب ونظيف  .1
 .وتقطع من حافتها الأمامية بواسطة مشرط حاد ومعقم

يمسح النصل المراد تلقيحه بالجزء المقطوع من الورقة بعد مسكه وعصره قليلا بين   .2
 .ادة الخادشةالسبابة والإبهام وذلك بعد رش النصل بمسحوق الم

يعاد قطع لفافة الورقة لأكثر من مرة لاستكمال تلقيح كامل النصل أو بقية أنصال  .3
 .الأوراق المراد تلقيحها

تغسل كافة الأوراق الملقحة فورا بتيار ماء قوي بواسطة قنينة غسل بلاستيكية لمدة   .4
اض الموضعية التي  عشر ثواني لإزالة اثر المادة المخدشة لان تراكمها قد يخفي الأعر 

 .تظهر على الأوراق الملقحة
 



تنويه : إن هذه الطريقة تسمح بخروج العصير مباشرة من الورقة المصابة إلى السليمة 
 .من دون التعرض طويلا للظروف البيئية

  التلقيح بحقن العصير في الأنسجة النباتية الغضة .3.1.1.2
نقلها ميكانيكيا ومنها بعض  تستعمل هذه الطريقة مع الفايروسات التي يصعب

الفايروسات التي تصيب اللحاء ، وهي ذات نسبة نجاح منخفضة عادة لذلك يجب زيادة  
 : عدد النباتات الملقحة ، وتتم العملية وفق الطريقة التالية

    ( : التلقيح بحقن العصير في ساق الشتلة16الطريقة )
 في الطريقة رقم 5-1المبينة في الخطوات يحضّر عصير النبات المصاب بالطريقة  .1

(12). 
يرشح العصير بطبقة مزدوجة من الشاش ثم عبر طبقتين من ورق الترشيح كي لا   .2

 .تقفل القطع النباتية الكبيرة مجرى الحقنة 
 .تملأ إبرة حقن دقيقة بالعصير المرشح .3
شتلة نبات يحقن مللتر واحد من العصير بهدوء شديد في النسيج الغض لساق  .4

الاختبار تجنبا لتمزيق الأنسجة النباتية ، بغرز الإبرة في النسيج النباتي بشكل مائل 
(. تنويه : يمكن حقن العصير في العرق الوسطي للأوراق  11درجة ، )الشكل   45بزاوية 

  .الناضجة أو في عنق الورقة
 
  

 ( : طريقة حقن العصير في ساق الشتلة 11الشكل )
 

  قيح بالطعن المتكرر بالإبرة التل .4.1.1.2
تستعمل هذه الطريقة عند عدم توفر المواد المخدشة وهي غير مضمونة النجاح مقارنة 

  : بطريقة التلقيح الميكانيكي التقليدية ويتم ذلك وفق الطريقة التالية
 ( : تلقيح النبات بالطعن المتكرر بالإبرة17الطريقة رقم )



 في الطريقة رقم  5-1بالطريقة المذكورة في الفقرات  يحضّر عصير الأوراق المصابة .1

(12).  
 .تسكب كمية منه على سطح النصل المراد تلقيحه تكفي لتغطيته وتلويثه .2
يتم فورا عمل طعنات سريعة ودقيقة بواسطة إبرة في نصل الورقة النباتية والذي يسند  .3

 .بوسادة مناسبة من القماش
الملقحة فورا بتيار ماء قوي بواسطة قنينة غسل بلاستيكية لمدة  تغسل كافة الأوراق  .4

  .عشر ثواني لإزالة اثر اللقاح الذي قد يحوي مواد مثبطة نباتية تؤثر على الفايروس
 

 ملاحظات هامة عند إجراء التلقيح الميكانيكي  2.1.2
لأكثر  ليس بالضرورة أن يتم تحضير اللقاح من الأوراق المصابة وإن كانت هي ا  (1)

استعمالا ، بل يمكن تحضيره من الجذور أو الثمار أو أي جزء نباتي يكون فيه تركيز  
 .الفايروس المطلوب عاليا

عند تلقيح النباتات ميكانيكيا فانه يجب تلقيح عددا من أفراد نفس أنواع النباتات   (2)
اللقاح  الكاشفة المستعملة بالماء المقطر أو المحلول المنظم المستعمل في تخفيف 

 .الفايروسي لغرض المقارنة
ساعة قبل تلقيحها على زيادة  24يساعد حفظ نباتات الاختبار في الظلام لمدة  (3)

حساسيتها وتقبلها للإصابة بالفايروس وبالتالي زيادة احتمال نجاح التلقيح الميكانيكي ،  
ت قبل مْ لعدة ساعا36ويمكن الحصول على النتيجة ذاتها بحفظ النباتات في درجة 

  .التلقيح
يجب استعمال الشتلات الصغيرة العمر لغرض التلقيح الميكانيكي لأنها الأكثر  (4)

 .حساسية للإصابة
يفضل تلقيح النباتات البقولية بمرحلة الأوراق الفلقية ، والنباتات القرعية في مرحلة   (5)

 .لفايروسالأوراق الأولية لأنها في هذه المرحلة تكون أكثر حساسية للإصابة با



يجب أن تكون الزجاجيات وكافة المواد والمعدات المستعملة في التلقيح الميكانيكي   (6)
 .معقمة لمنع حدوث تلوث بأي من الفايروسات الملوثة

يجب الابتعاد قدر الإمكان عن تحضير اللقاح من نباتات تحوي أوراقها على مثبطات  (7)
نباتية للفايروسات ومنها نباتات البنجر السكري والفلفل والداتورة وأشجار اللوزيات لان  
المواد المثبطة ستثبط فاعلية الفايروس وبالتالي عملية التلقيح الميكانيكي ، ولكن إذا  

عمال هذه النباتات مصدرا للقاح وتوقع أن تكون كمية المثبطات أضطر الباحث لاست
 Activated "ملغم من "الفحم المنشّط 100النباتية عالية فيه ، عندها يفضل إضافة 

charcoal  مع المحلول المنظم  10:1لكل مللتر من اللقاح ، أو تخفيف اللقاح بنسبة
 .المستعمل أو بالماء المقطر إن لم يتوفر الأول

لغرض تسهيل استخلاص الجسيمات الفايروسية من الخلايا النباتية المصابة  (8)
وخصوصا الأوراق الخشنة ذات الطبيعة الجافة مثل أوراق بعض أنواع النجيليات فانه  

ساعة   24 –  12مْ تحت الصفر لمدة 18يفضل وضع تلك الأوراق في مجمدة على درجة 
الجسيمات الفايروسية وذلك قبل عملية سحق  إذ يساعد ذلك على تحطيم الخلايا وتحرير 

 .الأوراق عند تحضير العصير
عند توقع الباحث بان النباتات الكاشفة الملقحة بالفايروس المعني ستستجيب  (9)

موضعيا لذلك الفايروس فانه يفضل قرط القمة النامية للنباتات مباشرة بعد التلقيح 
الة كافة الأوراق التي لم يتم تلقيحها لضمان ظهور الأعراض الموضعية. كذلك يجب إز 

 .وذلك لتجنب أي إرباك في النتائج
تستعمل المحاليل المنظمة )المحاليل الدارئة( للحفاظ على الأس الهيدروجيني ضمن   (10)

وهو المدى غير المؤثر على فعالية   7,8 –  7,5المدى المتعادل تقريبا بين قيمتي 
بعض أنواع النباتات مثل العنب هو حامضي   فايروسات النبات حيث أن عصير أوراق 

وهي قيمة متلفة   5التفاعل وقد تصل قيمة  الأس الهيدروجيني للعصير إلى حدود 
للفايروسات ، وهناك نباتات ذات عصير أوراق قاعدي التفاعل ومنها القرعيات. كما أن  

اللقاح. يمكن  استعمال المحاليل المنظمة يقلل من تأثير المثبطات النباتية إن وجدت في



خفض كمية المحلول المنظم المستعمل في تحضير العصير بالكمية الموصى بها عند  
استعمال الأوراق العصيرية المصابة وذلك تجنبا لتخفيف الجسيمات الفايروسية في  

 .العصير، والعكس صحيح مع الأوراق قليلة الرطوبة مثل أوراق النجيليات
التلقيح الميكانيكي لغرض فتح جروح غير مميتة في  تستعمل المواد المخدشة في  (11)

خلايا بشرة الأوراق الملقحة لضمان دخول الفايروس من خلال زيادة مواقع دخول 
الفايروس إلى النبات مما يزيد من كفاءة النقل ، وأكثرها إستعمالا هما مادتي السيلايت 

شها على الأوراق بكمية  والكاربورندم )يمكن خلط مادة السيلايت مع اللقاح بدلا من ر 
 .قليلة ولا ينصح بخلط الكاربورندم لأنه ثقيل ويترسب في القاع(

عند إجراء التلقيح الميكانيكي يتم اختيار الأوراق الغضة التي تظهر عليها أعراض   (12)
 Latent "شديدة واضحة لتحضير العصير ، إلا انه في حالة "الإصابة الكامنة

infection مختفيةأو "الإصابة ال" Masked infection   فان عدم ظهور الأعراض لا
يعني عدم وجود الفايروس بتركيز مقبول في الأوراق أو في النبات ، لذلك يجب مراعاة  

  .ذلك عند التعامل مع هذه الإصابات
يتم أحيانا حفظ الفايروسات في أوراق مجففة )أنظر الفصل الثالث( وفي حالة  (13)

سي منها هذه ، كما في حالة أوراق التبغ الجافة المصابة بفايروس تحضير اللقاح الفايرو 
ساعات  3 – 2، عندها يجب نقع الأوراق في ماء معقم لمدة  ((TMV موزائيك التبغ

قبل سحقها ، ثم تتبع الخطوات ذاتها المبينة في طريقة التلقيح الميكانيكي ، )الطريقة 
12). 

 تلقيح الميكانيكي المواد المساعدة في إجراءات ال .3.1.2
  المواد المخدّشة .1.3.1.2

هي مساحيق لحبيبات بلورية تُعفّر الأوراق بها أو تخلط   Abrasives "المواد المخدّشة"
مع اللقاح قبل إجراء التلقيح الميكانيكي لتزيد من كفاءته إذ تزيد من أعداد نقاط دخول  

مميتة دقيقة في بشرة النبات  الفايروس إلى النبات الملقح من خلال إحداثها جروح غير
 : بإزالتها للجدار الخلوي عند مسحه مع اللقاح ومن أهم المواد المخدشة المستعملة



 Silicon carbide "هو مسحوق "كاربيد السليكون  : Carborundum الكاربورندم*

ة  الأسود اللون والأكثر استعمالا في التلقيح الميكانيكي ، وأنسب حجم لحبيبات هذه الماد 
ويفضل تعفير الأوراق به   .(Mesh) مش 600 – 400لغرض التلقيح الميكانيكي هو 

  1 –0,5وعدم إضافته إلى اللقاح لأنه يترسب ، وعند الاضطرار يضاف إلى اللقاح بتركيز 
 .ملغم /مل من اللقاح

وهو مسحوق ابيض اللون لمتحجرات نباتات بحرية دقيقة تسمى  : Celite السيلايت*
وهي طحالب بحرية أحادية الخلية مشبعة جدرانها بالسليكا. ويوجد   Diatoms ""الدياتوم

 بعدة أنواع وتحت تسميات تجارية عديدة وأفضل أنواعها هي التي تحمل الاسم التجاري 

Hyflo-supper-cell  ويستعمل إما بنثره على الأوراق مباشرة أو خلطه مع اللقاح
  .ن % وهو لا يترسب لأنه خفيف الوز1بتركيز 

  .هو عبارة عن مسحوق أكسيد الألمنيوم  Alumina الالومينا*
  .Magnesium silicate  مسحوق سليكات المغنيسيوم*

لذلك فهما غير شائعي  إن المادتين الأخيرتين هما أقل كفاءة من الكاربورندم والسيلايت
 .الاستعمال في التلقيح الميكانيكي

  المحاليل المنظمة )المحاليل الدارئة( .2.3.1.2
هو محلول لقاعدة ضعيفة أو ملحها ، أو  Buffer solution "المحلول المنظم"

محلول لحامض ضعيف أو ملحه والذي يتفكك بسهولة في المحلول الذي يضاف إليه  
لتعديل أسه الهيدروجيني وجعله ضمن حدود التعادل وذلك بسحب أو ضخ ايونات 

الهيدروجين في المحلول المضاف إليه. ويفضل عند تحضير اللقاح الفايروسي أن يسحق 
ج النباتي في محلول منظم مناسب لضبط الأس الهيدروجيني عند حدود التعادل النسي

( وذلك لان فايروسات النبات تتأثر سلبا  7,8 –  7,5المائل قليلا باتجاه القاعدية ) 
 .بالقاعدية والحامضية العالية اللتان تتلفان البروتين والحامض النووي الفايروسي

لمنظمة الشائع استعمالها في التلقيح الميكانيكي ، هناك العديد من أنواع المحاليل ا
 Phosphate "( ، وأكثرها استعمالا هو "المحلول المنظم الفوسفاتي6)الجدول  



buffer  والذي استعمل لأول مرة من قبل "ثورنبري" (Thornberry)  1935سنة 
يا المصاب عندما اختبر تأثيره على زيادة كفاءة التلقيح الميكانيكي لنباتات الفاصول

مولر 0,1 – 0,01يستعمل هذا المنظم عادة بتركيز  .( (TMVبفايروس موزائيك التبغ
ويتكون كيميائيا إما من المحلول المائي لفوسفات   7,8-7,5وبدرجة أس هيدروجيني بين 
  , Potassium dihydrogen orthophosphate البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين

KH2PO4 وم الهيدروجينية، أو لفوسفات الصودي  Na2HPO4 , Sodium 

hydrogen orthophosphate   أو لمزيجهما ، أو من فوسفات الامونيوم أحادية
ويفسر تأثيره في زيادة كفاءة عملية التلقيح الميكانيكي   .2HPO4(NH4) الهيدروجين

إلى ضبطه لقيم الأس الهيدروجيني للعصير النباتي ضمن المدى المتعادل الذي يناسب 
فايروس ويبقيه فعالا ، كما انه قد يساعد في التئام الجروح الدقيقة بعد عملية التلقيح ال

ويساعد أيضا في نشر الجسيمات الفايروسية بشكل متوازن في العصير ومنع تكتلها 
وترسيبها فيه وهذا يزيد من كفاءة التلقيح ، وكذلك يوقف تأثير المواد المثبطة النباتية  

  .عض النباتات والتي تثبط الفايروسالموجودة في عصير ب
( : عدد من أنواع المحاليل المنظمة المستعملة في الاختبارات الفايروسية 6الجدول )

 .ومديات الأس الهيدروجيني التي توفرها
الاسم الانكليزي  اسم المحلول المنظم

مدى درجة الأس   
 *الهيدروجيني

 Glycine, Hcl كلايسين حامض الهيدروكلوريك  وحامض الستريك

& citric acid 2,2–3,6 
 Disodium  فوسفات ثنائي الصوديوم الحامضي

hydrogen phosphate 2,2 – 8 
Sodium citrate سترات الصوديوم 

 3 – 6,6 



 Sodium خلات الصوديوم 

acetate 3,6– 5,8 
Acetic acid حامض الخليك

 3,6– 5,8 
 Mono and فوسفات الصوديوم الأحادية أو الثنائية الهيدروجين

disodium hydrogen phosphate 5,8- 8 
 Mono and فوسفات البوتاسيوم الأحادية أو الثنائية الهيدروجين

dipotasium hydrogen phosphate 5,8- 8 
-Tris محلول ترس هيدروكسي مثيل أمين الميثان وحامض الهيدروكلوريك 

hydeoxymethyl amine methane, Hcl 7,2– 9,1 
-Boric acid البوراكس  –البوريك حامض 

borax 6,8– 9,2 
-Glycine هيدروكسيد الصوديوم  –كلايسين 

sodium hydroxide 8,6–10,6 
 -Borax هيدروكسيد الصوديوم  –بوراكس 

sodium hydroxide 8,6– 10,6 
مديات قيم الأس الهيدروجيني تمثل المدى الذي يحافظ عليه المحلول المنظم المستعمل *

 .لولفي المح
 

 ( : تحضير المحلول المنظم الفوسفاتي18الطريقة رقم )
لتحضير لتر من المحلول المنظم الفوسفاتي المكوّن من مزيج فوسفات البوتاسيوم ثنائية  

 Na2HPO4 وفوسفات الصوديوم الهيدروجينية KH2PO4 الهيدروجين

 : تتبع الخطوات التالية 7,5مولر وأس هيدروجيني 0,1وبتركيز
 KH2PO4)) غم من مادة فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين 13,62يوزن  .1

وتذاب في لتر من الماء المقطر )استعمل هذا الوزن لان الوزن الجزيئي للمادة  
حيث يحول الوزن الجزيئي إلى وزن غرامي عند تحضير المحلول ، ولان   136,2هو



غم من المادة ولو كان   13,62مولر لذلك يؤخذ 0,1المحلول المراد تحضيره بتركيز 
غم من المادة ، وهكذا مع أي   1,362عندها يوزن  0,01التركيز المراد تحضيره هو 

  .(تركيز مطلوب
)وزنها   Na2HPO4 غم من مادة فوسفات الصوديوم الهيدروجينية17,81يوزن  .2

 .( وتذاب في لتر من الماء178,1الجزيئي
مل من المحلول   510طوة الأولى مع مل من المحلول المحضر في الخ 490يخلط  .3

  0,1المحضر في الخطوة الثانية للحصول على لتر من المحلول المنظم الفوسفاتي تركيزه 
 .مولر
 pH "تعدّل حموضة أو قاعدية المحلول باستعمال "جهاز قياس الأس الهيدروجيني .4

meter  روكسيد وذلك بإضافة قطرات متتابعة مع الرج من محلول هيد 7,5إلى درجة
لحين الوصول إلى درجة الأس الهيدروجيني المطلوبة وذلك إذا كان   NaOH  الصوديوم

المحلول المنظم المحضر حامضيا. أما إذا كان المحلول قاعديا أصلا فانه يعدل إلى نفس 
درجة الأس الهيدروجيني أعلاه بإضافة قطرات من حامض الهيدروكلوريك المركز لحين 

لمطلوبة. يمكن السيطرة على درجة الأس الهيدروجيني المطلوبة من  الوصول إلى الدرجة ا
دون الحاجة إلى الطريقة أعلاه بل استبدالها بالتحكم في مقدار كميتي المحلولين 

 .(1) ( في الملحق27المكونين للمحلول المنظم الفوسفاتي وكما هو مبين في الجدول )
ق وتحفظ في الثلاجة مع كتابة يوضع المحلول في دوارق زجاجية محكمة الإغلا  .5

المعلومات المطلوبة عليها والتي تشمل تاريخ التحضير وتركيز المحلول ودرجة الأس 
 .الهيدروجيني

مولر مثلا ، فانه يتم إذابة  0,001( إذا أريد تحضير المحلول المنظم بتركيز 1تنويه : )
كيز  ، وهكذا يحضر أي تر   Na2HPO4غم من1,781و  KH2PO4 غم من 1,362

( يمكن معرفة كمية المادة المطلوبة لتحضير أي محلول منظم وبالتركيز 2مطلوب )
  : المطلوب باستعمال المعادلة التالية



تركيز المحلول المنظم )بالمولر( = التركيز المراد تحضيره × الوزن الجزيئي للمركب × 
المحلول المنظم  كمية المحلول باللتر، فإذا ما طبقت المعادلة على مثالنا أعلاه أي

 :مولر فستكون المعادلة كما يلي 0,01الفوسفاتي بتركيز
  KH2PO4 من مادة 1,362لتر = 1 × 136,2 ×1 0,0
 Na2HPO4 من مادة 1,781لتر = 1 ×178,1 ×0,01

فقط وهو شائع   KH2PO4 يمكن تحضير المحلول المنظم الفوسفاتي باستعمال مادة (3)
 .الاستعمال في الدراسات الفايروسية والتلقيح

  إزالة تأثير المواد المثبطة النباتية .4.1.2
تحتوي العديد من أنواع النباتات على مركبات مثبطة لفعالية الفايروسات مما يعيق 

ي التلقيح الميكانيكي ويسبب فشل الإصابة بسبب تأثيرها التثبيطي للفايروس بعد تحررها ف
العصير النباتي ، ويظهر ذلك واضحا عند نقل الفايروسات ميكانيكيا من النبات الحاوي 

على المواد المثبطة إلى نوع نباتي آخر، ولكن لوحظ أن لا تأثير للمواد المثبطة على 
التلقيح عند نقل الفايروسات بين أفراد النوع النباتي ذاته الحاوي على المادة المثبطة. 

ي مركبات عديدة ومتنوعة التركيب وأغلبها  مواد فينولية وأخرى بروتينية.  وهذه المواد ه
إحدى أخطر المواد تأثيرا على الفايروسات. واهم النباتات  Tannins "وتعد "التنينات

التي تحوي أوراقها على مواد مثبطة هي الشليك )الفراولة( والقرنفل والخيار والفاصوليا 
البنجر والفلفل لذلك يفضل قدر الإمكان عدم استعمال هذه  والفلفل و الداتورة والسلق و 

النباتات كمصدر للقاح الفايروسي ، وإذا ما اضطر إلى ذلك فانه يجب تخفيف اللقاح 
)حجم : حجم( ، إلا أن الإجراء  1:1بمحلول منظم مناسب أو بالماء المقطر بنسبة 

المواد المثبطة وتعزز ثباتية   الأفضل هو معاملة اللقاح بإضافة مواد تقلل من تأثير تلك
 "الفايروس في اللقاح ويطلق على هذه المواد عموما مصطلح "المضافات المثبتة

Stabilizing additives (7) والتي يبينها الجدول. 
( : أهم المضافات المثبتة المستعملة لتقليل أو إزالة تأثير المواد المثبطة في  7الجدول )

  .عصير النبات



الاسم الانكليزي  اسم المركب*
التركيز المستعمل   

 )مولر( 
  Ethylene     ملح الايثيلين ثنائي الأمين رباعي الخلات ثلاثي الصوديوم

diamine tetra  acetate trisodium  salt (EDTA) 000,5– 0,1 
  Thioglycollic   حامض الثايوكلايكولك

acid (TGA) 0,01- 0,1 
-2 ميركابتوايثانول   -2

mercaptoethanol 0,015– 0,15 
  Sodium         ثنائي ايثيل ثنائي كاربامايت الصوديوم

diethyldithio carbamate (DIECA)  0,01- 0,1 
 Ascorbic  acid (C فيتامين) حامض الاسكوربك

(vitamin C) 0,02– 0,17 
  Sodium كبريتيت الصوديوم

sulphite  0,02– 0,05 
 Bovine serum ألبومين مصل الثيران 

albumin  0,01% 
 .يتوقف اختيار نوع المادة المضافة وتركيزها على نوع النبات المحضر منه اللقاح*

  مراقبة الأعراض على النباتات الكاشفة ووصفها .5.1.2
تستعمل النباتات الكاشفة غالبا لغرض تشخيص الفايروسات التي تظهر على مختلف  

ها ميكانيكيا ، ولتحقيق ذلك فانه يتوجب على أنواع النباتات وخاصة تلك التي يسهل نقل
الباحث مراقبة النباتات الكاشفة بعد تلقيحها مراقبة دقيقة ويومية وتسجيل وقت ظهور 

الأعراض ووصفها بدقة وبشكل تفصيلي وطبيعة تطورها لحين اكتمال ظهورها على كافة  
وث السابقة في وصف أجزاء النباتات الخضرية ليتسنى مقارنتها مع ما تم ذكره في البح

استجابة تلك النباتات للفايروس تحت الدراسة. إن الأعراض التي تظهر على النباتات 
والتي تظهر على الأوراق  Local symptoms  ( الأعراض الموضعية1الكاشفة هي : )



الملقحة ذاتها ولا تظهر على الأوراق الجديدة النامية بعد التلقيح وخلال مدة لا تتجاوز 
 Necrotic local lesions "يام من التلقيح وتكون بهيأة "بقع موضعية ميتةخمسة أ

, NLL أو "بقع موضعية مصفرة" Chlorotic local lesions , ChLL   أو "بقع
 .(12الشكل )،   Necrotic ring" spotsحلقية ميتة

        
الأعراض الموضعية التي تسببها بعض أنواع الفايروسات على عوائلها  ( :12الشكل )

على  (TMV) النباتية. )أ( البقع الموضعية الميتة التي يسببها فايروس موزائيك التبغ
أوراق التبغ )ب( البقع الموضعية المصفرة  والبقع الحلقية الميتة التي يسببها فايروس 

 .راق التبغعلى أو  ((TRSV التبقع الحلقي للتبغ
 .Hull (2009) صور الأعراض مقتبسة من

 
والتي تظهر على الأوراق الحديثة غير  Systemic symptoms الأعراض الجهازية (2)

يوما في النباتات العشبية ، ولكنها قد تحتاج 15-7الملقحة وقد يستغرق ظهورها بين 
( عدد من أنواع  13كل )إلى عدة أشهر أحيانا للظهور في النباتات الخشبية ، ويبين الش

 .الإصابات الجهازية التي تسببها الفايروسات على النباتات
 
 

               
 
 
 

                         
 



على جذر البنجر السكري وهي تفرع  ((Rhizomania أعراض مرض الرايزومانيا (1)
 شديد للجذور

تبين الصورة على    .((BNYVVالطرفية يسببها فايروس التماوت الأصفر لعروق البنجر
  .اليمين جسم الفطر الناقل للفايروس داخل خلايا الجذر

 
      
( أعراض بقع مصفرة  3اعراض الموزائيك التخططي على أوراق الشعير          ) (2)

                   وبقع حلقية على اوراق
عن فايروس الموزائيك التخططي للشعير           التبغ المصابة بفايروس  المتسببة 

  التبقع الحلقي للتبغ
BSMV))                                                 (TRSV) 

 
 
 

                    
  Fern leaf "اعراض التشوه الشديد لأوراق الطماطة "ظاهرة الورقة السرخسية (4)

 ((CMV ببها فايروس موزائيك الخياروالتي  يس
    

اعراض تشوه الاوراق والموزائيك وتحزم العروق التي يسببها فايروس موزائيك   (5)
 (CaMV) القرنابيط

                          
( تخطط اصفر على ورقة  7ورقة        ) التخطط الأصفر مع بقع متطاولة ميتةعلى (6)

   الذرة الصفراء المصابة



 بفايروس تخطط الذرة                    ( BSV) موز مصابة بفايروس تخطط الموز    

(MSV) 
        
أعراض تدهور وذبول اشجار الحمضيات والتعرق الاصفر للأوراق التي يسببها  (8)

 (CTV) فايروس ترستيزا الحمضيات
                  

اعراض اصفرار بين العروق )الصورة اليمنى ( ،  وشفافية العروق )الصورة  (9)
 .(BYV) اليسرى(على ورقتي بنجر مصابتين بفايرس اصفرار البنجر

     
شديد وتشوه   ( موزائيك11اصفرار بين العروق وتجعد شديد لأوراق الطماطة   ) (10)

لورقة نبات الكاسافا المتسبب  عن فايروس تجعد واصفرار اوراق الطماطة        
                                         المتسبب عن فايروس موزائيك الكاسافا الافريقي

(ACMV). 
(TYLCV). 

 
       

صفر يسببه ( موزائيك ا13اصفرار أوراق الشعير المتسبب عن فايروس      ) (12)
 فايروس موزائيك الابيطلون 

 .((AbMV                        .(BYDV-PAV) اصفرار وتقزم الشعير
 

         
( تشوه ثمرة طماطة مع تبقع ميت 15تشوه شديد لثمرة قرع  مصابة               ) (14)

  وبقع حلقية
 الذبول المبقع للطماطة يسببها فايروس                 (CMV)بفايروس موزائيك الخيار

(TSWV). 



 
 
 
    

( تجعد الاوراق  17اعراض التفاف الاوراق المتسبب عن فايروس التفاف    ) (16)
      المتسبب عن فايروس الإصفرار

 )  الشبكي لنبات الجعَضيض                                  .(PLRV) اوراق البطاطا

SYNV)                                       
       

( موزائيك ووضوح العروق 19بقع حلقية على الدرنة يسببها فايروس           ) (18)
  على اللهانة الصينية

المتسبب عن فايروس الموزائيك الاصفر                             ( PVY) البطاطا واي  
 ((TYMV للشلغم

  
                                  

( 21بقع حلقية على الثمار وتشوه وموزائيك على              ) (20)               
 أعراض تشوه الثمار وتغير اللون مع خطوط

الاوراق  يسببها فايروس التبقع الحلقي للبابايا                فلينية يسببها فايروس  
             (ToMV) موزائيك الطماطة

(PRSV) 

 
 

( : أنواع من الأعراض الجهازية التي تسببها بعض أنواع الفايروسات على 13الشكل )
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 الفصل الثالث 
 وتقدير تركيزها في النباتات المصابة  دراسة الخواص الفيزيائية للفايروسات

 
 يروساتادراسة الخواص الفيزيائية للف  .1.3

النبات المصاب الخام )خارج   هي ثلاثة اختبارات فيزيائية تجرى على الفايروسات الموجودة في عصير 
التي تبقى  المدة الزمنية  و على تحمل الحرارة والتخفيف    ات(، لمعرفة قدرة الفايروس   in vitroالنسيج الحي  

اعتمادا   المنقولة ميكانيكيا تمفيدة في تشخيص الفايروسا، وهي اختبارات  على العدوى   ةقادر   ةفعال خلالها  
الظروف  لتلك  درجة تحملها  في  اختلافها  البيئية    على  للظروف  الفايروس  تحملية  النسيج  ولمعرفة  خارج 

النباتي وذلك لان نتائج هذه الاختبارات تظهر على النباتات الكاشفة التي تلقح بعصير النبات المصاب  
هو أول من استعمل هذه الاختبارات سنة    Johnsonجونسون    المعرض لهذه الاختبارات. وكان الباحث

 كاختبارات مساعدة لتشخيص الفايروسات. وهذه الاختبارات هي :   1927
    للفايروس المتلفةدرجة الحرارة . 1.1.3

  تتلف هي درجة الحرارة التي     Thermal inactivation point  , TIP للفايروس  المتلفةدرجة الحرارة 
لتلك  قدرته    تنهيو   الفايروس  الفايروس  بذلك  المصاب  النبات  عصير  تعريض  عند  وذلك  العدوى  على 

 الدرجة لمدة عشر دقائق في حمام مائي. 

 ( (TMVموزائيك التبغ لفايروس  المتلفةدرجة الحرارة  تحديد( : 41ة )طريقال
  ،الحاملة للعزلة النقية للفايروس  من النباتات  مصابة بالفايروسال غضة  التبغ ال من أوراق    عدد  . تقطع1

   عنق الورقةو العرق الوسطي  إزالة بعد وذلك العصير الخام   على وتسحق جيدا في هاون خزفي للحصول 

   ؛منخفض جدا مما يسبب تخفيف الفايروس في العصير الخام مافيه الفايروس  تركيز لأن

  إلى الهاون بتركيز   Phosphate buffer , 4PO 2KHالفوسفاتي  كمية من المحلول المنظم    . تضاف2
 ؛(المستعملة )حجم : وزن  الأوراقبمقدار ضعف وزن قطع و  7,6( pH)  ودالة حامضيةمولر 0,01

 ؛ الموسلين المعقم ويحتفظ بالراشح ح العصير خلال طبقتين من قماش يرش  . 3
يوضع في و ،  ب الاختبار وتوضع في حامل أنابيمتماثلة السمك    معقمة  اختبار زجاجية  وبةب أن  13. تهيأ  4

 ؛ العصير الخام راشح من مل 5كل أنبوبة 
بشكل عمودي    وتثبت م    45الذي رفعت درجة حرارته إلى    مائيال حمام  ال في  . توضع الأنبوبة الأولى  5

فيه بحيث يغطس أكثر من نصفها في الماء وتعر ض لتلك الحرارة لمدة عشر دقائق. تضبط حرارة الحمام 



مجاورة لموقع   ته في الماء بحيث تكون بصل  غاطسمحرار  باستعمال  خلال مدة تعريض الأنبوبة المائي 
   ؛ العصير في أنبوبة الاختبار

عريض وتبر د بماء الحنفية من الخارج وتعاد إلى حامل الأنابيب وتسجل  . ترفع الأنبوبة فور انتهاء وقت الت6
 الدرجة الحرارية التي تعرضت لها؛  عليها

م  وتعر ض لهذه الدرجة لمدة عشر   50بعد رفع درجة حرارته إلى  الأنبوبة الثانية في الحمام المائي    . توضع7
 الخامسة؛ كما في الخطوة د تبر  ترفع و ثم دقائق 

 65و    60و  55. تعر ض الأنابيب الثالثة والرابعة وإلى الأنبوبة الثانية عشر إلى الدرجات الحرارية التالية :8
الخطوة  الحمام المائي وبالطريقة المبينة في    م  على التوالي في100و    95و    90و    85و    80و    75و  70و  

 ؛ الرابعة
. يوضع في الأنبوبة الثالثة عشر، خمسة مل من راشح العصير الخام وتوضع الأنبوبة في حامل الأنابيب  9

 والتي تمثل معاملة المقارنة؛  من دون معاملة حرارية
الحيوي .  10 الاختبار  الأنابيب  يجرى  كافة  في  الموجود  بري    39ئة  بتهي  للعصير  تبغ   Nicotianaشتلة 

glutinosa  أوراق خمسة  نمو  أنبوبة   بمرحلة  لكل  شتلات  ثلاث  تخصص  بمسحوق و ،  حيث  أوراقها  تعفر 
 ؛ الكاربورندم

بتلقيح كافة أوراق النباتات الثلاثة المخصصة    م  100عصير المعر ض لدرجة  يبدأ التلقيح الميكانيكي بال .  11
، وهكذا لهذهالمخصصة    الأخرى للنباتات الثلاثة  م   95بالعصير المعر ض لدرجة    التلقيح  ، ثم يليه الأنبوبة   لهذه

الحرارية  للدرجة  المعر ض  العصير  إلى  نزولا  النباتات  لبقية  التلقيح  التلقيح  (  م  45الأدنى )  يستمر  أخيرا  ثم   ،
 ؛ المعرض للحرارةبالعصير الخام غير  

الموضعية  .  12 الأعراض  ظهور  لملاحظة  وتراقب  الزجاجي  البيت  إلى  النباتات  الملقحة  تنقل  الأوراق  على 
يفسر منحنى  الأوراق ويرسم  على  المتكونة  الميتة  الموضعية  البقع  أعداد  الحرارة    حيث تحسب  درجات  تأثير 

عكسية بين تصاع العلاقة  أن  فاعليته حيث  الفايروس وإيقاف  إتلاف  في  الحرارة وعدد التصاعدية  درجات  د 
   (؛1-3والشكل  1-3، )الجدول الفايروس على نباتات التبغ البري البقع الموضعية الميتة التي يسببها  

م  حيث يشير الأول  100-  95لهذا الفايروس بدلالة رقمين وهما    (TIP). يعب ر عن درجة الحرارة المتلفة  13
آ تعر  إلى  حرارية  درجة  مخر  وبقي  الفايروس  لها  المعديةض  بقدرته  إلى  حتفظا  الثاني  يشير  فيما  الدرجة ، 

 ؛الحرارية اللاحقة التي فقد الفايروس فيها تماما قدرته المعدية



التي  .  14 الموضعية  البقع  عدد  بدلالة  المنحنى  الملقحة  تيرسم  البري  التبغ  نباتات  على  عصير  بظهر 
ضيح فقد وضعنا قيما افتراضية لمعدلات عدد  ، ولغرض التو المعر ض للدرجات الحرارية المستخدمة  الفايروس 

 (. 1-3في الجدول )مبين وكما  درجة حرارية فضلا عن المقارنةالبقع الموضعية لكل 
( : القيم الافتراضية لمعدلات أعداد البقع الموضعية على أوراق النباتات الكاشفة 1-3الجدول )

لفايروس موزائيك   منحنى درجة الحرارة المتلفةالملقحة بالعصير الخام المعامل حراريا اللازمة لرسم 
 ( (TMVالتبغ

الدرجات الحرارية المئوية المعرض لها  
 العصير الخام 

على النباتات  ورقة /معدل عدد البقع 
 * المعامل حرارياالملقحة بالعصير الخام 

45 60 
50 50 
55 45 
60 40 
65 35 
70 30 
75 25 
80 20 
85 15 
90 10 
95 5 
100 0 

 
على الأقل حيث تمثل كل ورقة مكررا واحدا عند إجراء التحليل    عدد البقع في أوراق ثلاثة نباتاتمعدل  كل قيمة تمثل  *

 الإحصائي. 
البقع عدد  معدلات  قيم  إسقاط  يتم  المنحنى  رسم  الصادي  ورقة/ولغرض  المحور  و على  الحرارة ،    درجات 

 (.1-3الشكل )، وكما مبين في على المحور السيني
، ويمكن ( (TMV( إن درجات الحرارة المختارة في هذه الطريقة تناسب فايروس موزائيك التبغ1)  :  تنويه

بدرجة   أن يبدأ  للفايروس المراد اختباره إلا أنه يجب  اختيار أي مدى حراري يراه مناسبا  أو    40للباحث 
م  مثلا وذلك لان أغلب فايروسات النبات لا تتحمل درجات الحرارة  80أو    70م  ويوقف التعريض عند  45



، فمثلا تتراوح الدرجات الحرارية المقترحة  غفايروس موزائيك التبالعالية باستثناء الفايروسات الثابتة ومنها  
واي   البطاطا  بين    (PVYلفايروس  المناسب  م  80إلى    40(  الحراري  المدى  الباحث  يحدد  وهكذا   ،

الحرارية    ت( يجب أن تكون المديا2للفايروس المختبر ويمكنه الاستعانة بالبحوث السابقة لهذا الغرض )
د خمس  وهي  منتظمة  بفاصلة  أعلاه  رجاتالمختارة  التجربة  في  كما  أن  مئوية  الباحث  رغب  إذا  ولكن   ،

ثم   45تكون نتائجه أكثر دقة فيمكن وضع المديات عند كل درجتين مئويتين أو كل ثلاثة أي يبدأ بدرجة  
أي  ستجيب موضعيا للفايروس تحت الدراسة  ت  ات كاشفةفي حالة عدم توفر نبات(  3م   وهكذا )49ثم    47

ميتة   ابقع  تعطي كمي(مصفرة    أو  موضعية  إختبار  ذلك  )نباتات  عند  عنه،  الاستعاضة  بنباتات    ايمكن 
جهازيا  كاشفة النتائج    يصعب  ولكن  تستجيب  حساب  الحالة  هذه  معكميا  في  الحال  هو  نباتات    كما 

 الإختبار الكمي. 
 

 
 

 (TMV)( : منحنى درجة الحرارة المتلفة لفايروس موزائيك التبغ 3-1الشكل )
 

  درجة التخفيف المنهية لفعالية الفايروس . 2.1.3
الفايروس  لفعالية  المنهية  التخفيف  أعلى    Dilution End Point , DEP  درجة  تخفيف هي  درجة 

تجرى وفق الخطوات  و .  لمعديةوالتي يفقد عندها الفايروس قدرته ا   بالماء المقطر  لعصير النبات المصاب
 :   لتاليةا 
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درجات الحرارة المئوية



 (  (TMVدرجة التخفيف المنهية لفعالية فايروس موزائيك التبغ  تحديد( : 42) ةطريقال

 ؛ كما في الطريقة السابقة 3- 1بالطريقة ذاتها المبينة في الخطوات يحضر العصير الخام . 1

ومعقمة  .  2 نظيفة  زجاجية  اختبار  أنابيب  سبعة  الحجتهيأ  في  أنابيب  ومتماثلة  حامل  في  وتوضع  م 
 ؛ لمقارنةا   لمعاملة ، حيث تخصص ستة منها لإعداد التخافيف والسابعةالاختبار

 ؛من الماء المقطر لكل منها لترات تملأ كل الأنابيب عدا أنبوبة المقارنة بتسعة مل . 3
الأولى التي ترج جيدا عدة    الأنبوبة   إلى يضاف  مللتر واحد من العصير الخام بواسطة ماصة معقمة  .  4

عقب على  رأسا  بقلبها  فوهتها  بعد    مرات  التخفيف  مبهالإابغلق  على  نحصل  وبذلك  توضع   ،10-1، 
 ؛ ضع عليه لاصق يبين مقدار التخفيفالأنبوبة في حامل الأنابيب ويو 

الأنبوبة الثانية وترج كما   إلى، ويضاف  لأنبوبة أعلاه بماصة جديدة معقمةيؤخذ  مللتر واحد  من ا .  5
 ؛2-10في أعلاه  فنحصل على التخفيف 

بواسطة ماصة جديدة   تكرر الخطوة الخامسة مع الأنبوبة الثالثة بأخذ مللتر واحد  من الأنبوبة الثانية.  6
 ؛ 3-10 وبذلك نحصل على التخفيف ويضاف إليها

الاختبار  تكرر    .7 أنابيب  مع  ذاتها  وبالطريقة  أعلاه  وا الخطوة  والسادسة الرابعة  على  لخامسة  فنحصل   ،
التوالي6-10و    5-10و  4-10التخافيف   متتاليةعلى  تخافيف  على  الحصول  يتم  وبذلك   ،Serial 

dilutions  والمعب ر عنها لوغارتميا؛ 
 ؛نبوبة السابعة )أنبوبة المقارنة( في الأغير المخفف يوضع خمسة مللترات من العصير الخام . 8
الاختبار .  9 بتهيئة    يجرى  بري    21الحيوي  تبغ  أوراق  N. glutinosaشتلة  خمسة  نمو  حيث    بمرحلة 

 ؛تعفر أوراقها بمسحوق الكاربورندم، تخصص ثلاث شتلات لكل أنبوبة 
10  .( الأعلى  بالتخفيف  الميكانيكي  التلقيح  المخصصة  6-10يبدأ  الثلاثة  النباتات  أوراق  كافة  بتلقيح   )

المخصصة   الأخرى ( للنباتات الثلاثة 5-10، ثم يليه التلقيح بالتخفيف التالي )بذلك التخفيف الأنبوبةلتلك 
 ؛ لتلقيح بالعصير الخام غير المخفف، ثم أخيرا ا ( 1-10التخفيف الأدنى )  لغاية، وهكذا له
لزجاجي وتراقب لملاحظة ظهور الأعراض الموضعية حيث تحسب أعداد تنقل النباتات إلى البيت ا .  11

ويظهر العلاقة  البقع الموضعية الميتة المتكونة على الأوراق ويرسم منحنى التخفيف الذي يفسر النتائج  
، إذ كلما زاد التخفيف انخفضت فعالية  لبقع /ورقة وتصاعد تخافيف العصيرالعكسية بين معدلات عدد ا 

خر تخفيف أعطى بقعا موضعية  آبين    تينالمحصور بالقيمتين  ويعبر عن النتيجة    ين توقفها.الفايروس لح 
  DEPر عن درجة  وبذلك يعب  لم يسبب ظهور أية بقعة،  والتخفيف الذي يليه والذي  على النبات الكاشف  



تقع   أنهــا   التبغ  موزائيك  التعبي6-10  -5-10  بينلفايروس  الدرجة بتخف ، ولا يجوز  تلك  عن  يف واحد  ر 
 فقط؛
المنحنى بدلالة عدد البقع الموضعية التي ظهرت على نباتات التبغ البر .  12 ي الملقحة بتخافيف  يرسم 

، ولغرض التوضيح فقد وضعنا قيما افتراضية لمعدلات عدد  (2-3والمبين في الشكل )  عصير الفايروس
 (. 2-3مبين في الجدول )البقع الموضعية لكل تخفيف وكما 

 
( النباتات2-3الجدول  أوراق  على  الموضعية  البقع  أعداد  لمعدلات  الافتراضية  القيم   : الكاشفة   ( 

لفعالية فايروس موزائيك    منهيةالملقحة بتخافيف العصير الخام اللازمة لرسم منحنى درجة التخفيف ال
 . (TMV) التبغ

على النباتات  ورقة /معدل عدد البقع  درجات التخفيف للعصير الخام 
 * المخفف الملقحة بالعصير الخام

 60 العصير الخام غير المخفف )المقارنة( 

 50 1-10التخفيف 

 30 2-10التخفيف 

 20 3-10التخفيف 

 10 4-10التخفيف 

 5 5-10التخفيف 

 0 6-10التخفيف 
تمثل كل ورقة مكررا واحدا عند إجراء التحليل  على الأقل حيث  عدد البقع في أوراق ثلاثة نباتات معدل كل قيمة تمثل *

 الإحصائي. 
لات عدد البقع على المحور الصادي، والتخافيف على المحور  ولغرض رسم المنحنى يتم إسقاط قيم معد

 (. 2-3الشكل )، وكما مبين السيني
 



 
 

 . (TMV( : منحنى التخفيف لفايروس موزائيك التبغ )2-3الشكل )
 
، ويمكن للباحث  جربة تناسب فايروس موزائيك التبغالمختارة في هذه الت  تخفيفإن درجات ال  (1)  :تنويه  

أي   تخفيف اختيار  اختباره    ةمناسب   ايراه  درجات  المراد  عند  للفايروس  الاختبار  ينهي  أن  يمكنه  حيث 
ا  4-10التخفيف   درجات  تتحمل  لا  النبات  فايروسات  أغلب  لان  وذلك  باستثناء    لتخفيفمثلا  العالية 

( في حالة عدم توفر نباتات كاشفة تستجيب موضعيا  2)  الفايروسات الثابتة ومنها فايروس موزائيك التبغ 
، يمكن الاستعاضة عنها بنباتات كاشفة  تعطي بقعا موضعية ميتة أو مصفرة  الدراسة أي للفايروس تحت  

   .تستجيب جهازيا  ولكن يصعب في هذه الحالة حساب النتائج كميا
 
   فايروس في العصير الخام المدة تعمير . 3.1.3

بالساعات    نية المدة الزمهي    LIV  ,   Longevity in vitro  فايروس في العصير الخام  ال مدة تعمير  
بالسنوات وأحيانا  الأسابيع  أو  بالأيام  محتفظا،  أو  الفايروس  فيها  يبقى  العصير    التي  في  المعدية  بقدرته 

تتم هذه الدراسة وفق الخطوات    .(  م    22-20الخام للنبات المصاب المحفوظ في درجة حرارة المختبر )  
 التالية : 

 ( في العصير الخام  (TMVمدة تعمير فايروس موزائيك التبغ تحديد( : 43) طريقةال
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العصير الخام بالطريقة ذاتها  .  1 الخطو المبينة  يحضر  ف  اويض  ،( 41)  طريقة ل كما في ا   3-  1ات  في 
  0,01بتركيز    Aureomycinأو الأيورومايسين    Streptomycinحيوي الستربتومايسين  ال مضاد  ال   إليه 
 ؛ ه خلال فترة الخزن ل  لمنع حدوث أي تلوث بكتيري % 
زجاجية  .  2 قناني  بأ  الإغلاقمحكمة  مل    10بحجم    معتمةتهيأ  بحلقات  مزودة  مبطنة  معدنية  غطية 

خلالها العصير، ويوضع في كل منها خمسة مللترات من  ،  مطاطية وبعدد الفترات الزمنية التي سيخزن 
كتب على وي  وتقفل القناني جيدا وتحفظ في درجة حرارة المختبر  بواسطة ماصة معقمة  العصير المحضر

 والمبينة في الخطوة اللاحقة؛  كل قنينة المدة الزمنية المقررة لها
ساعة،    24معاملة المقارنة(،  . تحدد الفترات الزمنية التي سيخزن عندها العصير كالآتي : الفترة صفر)3

شهرين  48 شهر،  أسبوعين،  أسبوع،  في  ،  ساعة،  العصير  وضع  لحظة  هي  صفر  بالفترة  )يقصد  سنة 
 ترات اللاحقة بدءا من هذا الوقت(؛ القناني وتحسب كل الف 

، تعفر  بمرحلة نمو خمسة أوراق N. glutinosaتبغ بري  ت شتلا ثلاثيجرى الاختبار الحيوي بتهيئة . 4
   صفر؛ للتخزين للفترة  وتلقح فورا بالعصير المعرض أوراقها بمسحوق الكاربورندم

لملاحظة ظهور الأعراض الموضعية حيث تحسب أعداد .  5 البيت الزجاجي وتراقب  النباتات إلى  تنقل 
 ؛ البقع الموضعية الميتة المتكونة على الأوراق

بعد  6 ساعة من تلقيح مجموعة النباتات الأولى  24. تلقح نباتات التبغ البري المخصصة للقنينة الثانية 
 لخطوة أعلاه؛وكما في ا 

ريقة المذكورة في بالعصير المحفوظ في كل قنينة في الموعد المحدد وبالط  نباتات تبغ بري تهيأ وتلقح  .  7
 الخطوة الرابعة؛ 

محتفظا بقدرته المعدية وبقي   حفظ فيها الفايروس خر فترة زمنية آر عن النتيجة برقمين يمثل الأول  يعب  . 8
موضعية    أي بقعا  البري أعطى  التبغ  أوراق  التي  والثان  ،على  اللاحقة  الزمنية  الفترة  يمثل  فيها   انتهتي 

 موضعية على أوراق النبات الملقح؛  ولم تظهر أية بقعة فعالية الفايروس تماما
للفايرس  منحنى يرسم    .9  والمحور   التعمير  ورقة  لكل  البقع  عدد  معدل  الصادي  المحور  يمثل  حيث 

المحددة الزمنية  الفترات  وفعالية    السيني  الخزن  مدة  بين  العكسية  العلاقة  المنحنى  ويبين  الاختبار،  في 
المختبر،   البقع    (، 3-3  )الشكل الفايروس  عدد  لمعدلات  افتراضية  قيما  وضعنا  فقد  التوضيح  ولغرض 

( حفظت أوراقه بالتجميد عند الصفر  (TMVق نبات كاشف لفايروس موزائيك التبغ  على أورا الموضعية  
وذك لبيان كيفية    ( 3-3في الجدول )المبينة  العصير الذي عر ض لفترات الخزن    المئوي ثم حضر منها

 عمل منحنى التعمير لهذا الفايروس. 



ى أوراق النباتات الكاشفة ( : القيم الافتراضية لمعدلات أعداد البقع الموضعية عل3-3الجدول )
والمخزن بفترات خزن TMV) الملقحة بالعصير الخام لنبات مصاب بفايروس موزائيك التبغ )

 متتابعة. 

على النباتات  ورقة /معدل عدد البقع  المدة الزمنية لخزن العصير الخام 
 * المخزن  الملقحة بالعصير الخام

 60 الزمن صفر )المقارنة( 

 40 ساعات 6

 35 ساعة 24

 30 ساعة 48

 25 أيام  4

 20 أيام   7

 10 أيام  10

 0 يوما 14
على الأقل حيث يتمثل كل ورقة مكررا واحدا عند إجراء التحليل   عدد البقع في أوراق ثلاثة نباتات معدل كل قيمة تمثل *

 الإحصائي. 
 



 
 

 ( (TMVلفايروس موزائيك التبغ ( : منحنى التعمير  3-3الشكل )
 
ر من أوراق مصابة  1) : تنويه ( اختيرت الفترات الزمنية في هذه التجربة بافتراض أن العصير الخام حض 

من عادة  المتبع  الإجراء  هو  وهذا  المجمدة  في  تخزينها  سبق  التبغ  موزائيك  الباحثين    بفايروس  قبل 
ير العصير من أوراق طازجة فان الفترات المذكورة  ، ولكن إذا ارتأى الباحث تحضللحصول على العصير 

( إن الفترات الزمنية المختارة  2أعلاه ستتغير ويمكن إطالة فترة الخزن لتصبح بالأسابيع أو حتى الأشهر )
في هذه التجربة تناسب فايروس موزائيك التبغ لأنه يتحمل فترة خزن طويلة خارج النسيج النباتي، ولكن 

، )مثلا كل  المختبر والتي قد تكون بالساعات  أية فترات مناسبة حسب نوع الفايروس  يمكن للباحث اختيار 
.  خارج النسيج النباتيساعة ولغاية  أربعة أيام( وذلك مع الفايروسات التي لا تتحمل البقاء    24أو    12

ات علما  ( قيم خزن حقيقية يمكن للباحث تنفيذها لقياس مدة التعمير لبعض الفايروس4-3ويبين الجدول )
لخزن   اختيرت  الفترات  هذه  تجبان  سبق  التي  المصابة  الأوراق  ثم  عصير  الحوضية  المجمدة  في  ميدها 

ر منها العصير ( يمكن تخزين العصير في ظروف خزن خاصة كالتجميد في مجمدة أو بالتجفيد  3)  حض 
الأورا   Lyophilization)التجفيف بالتجميد(    تجميد  أو  أو  العصير  بدل  المصابة  ما  تجفيفهاق  ، وإذا 

لذلك   يشر  لم  إذا  أما  التجربة  بداية  في  إليها  يشير  أن  فيجب  هذه  الخزن  طرق  من  أيا  الباحث  اختار 
في القناني في    ظفسيفهم أن التجربة أجريت تحت الظروف القياسية وهي إستعمال العصير الخام المحفو 
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الصفر المئوي أو    مثلحرارية أخرى  تحت ظروف    التعمير  اختبار يمكن أجراء    (4)  درجة حرارة المختبر
 . عند أي درجة حرارية أخرى دون الدرجة القياسية ) درجة حرارة المختبر (

 : فترات الخزن المقترحة لقياس درجة تعمير عدد من أنواع فايروسات النبات (4-3)الجدول 

 مدة الخزن  ومختصره أسم الفايروس

درجة 
تخفيف  
العصير  
 مع الماء 

نوع المادة  
 المختبرة

 موزائيك الفاصوليا العادي  
Bean common mosaic 

virus 

(BCMV) 

0 ،2 ،4 ،8  ،
16 ،24   ،
 ساعة 48

عصير خام   1:1
 مجمد 

 Carnationالتبقع الحلقي للقرنفل  

ring spot virus 

(CRSV) 

0 ،6  
ساعات، يوم،  

،  4يومان ، 
7 ،10،14  

 يوما

عصير خام   1:1
 مجمد 

فايروس موزائيك الخيار  
Cucumber mosaic virus 

(CMV) 

0  ،2 ،4  ،
8 ،24 ،48  ،

72 ،96  
 ساعة

 أوراق مجمدة  1:1

 فايروس البطاطا أكس
Potato virus X 

(PVX) 

0 ،6 ،24  ،
ساعة ،   48
7 ،10 ،14  

 يوم

عصير خام   1:1
 مجمد 

 فايروس البطاطا واي  
Potato virus Y 

(PVY) 

0  ،2 ،4  ،
8 ،16 ،24  ،

32 ،48  
 أوراق مجمدة  1:1



 ساعة

 فايروس موزائيك التبغ 
Tobacco mosaic virus 

(TMV) 

0 ،6 ،24   ،
،  4ساعة، 48
 يوم  14، 7

1 :100 
عصير خام  

 مجمد 

 فايروس موت التبغ
Tobacco necrosis virus 

(TNV) 

0 ،6 ،24   ،
،  4ساعة، 48
7 ،10 ،14  

 يوم

عصير خام   100: 1
 مجمد 

 فايروس خشخشة التبغ 
Tobacco rattle virus 

(TRV) 

0 ،6 ،24  ،
ساعة ،   48
 يوم  14، 10

1 :100 
عصير خام  

 مجمد 

 فايروس الذبول المبقع للطماطة  
Tomato spotted wilt virus 

(TSWV) 

0 ،1 ،2 ،3  ،
4 ،5 ،6 ،7  

 ساعات
 أوراق مجمدة  1: 1

 
 تقدير تركيز الفايروسات في الأنسجة النباتية المصابة  .2.3

الفايروسات  يقد   تركيز  الأنسجةر  إجراءات    في  خلال  من  المصابة  العصيالحية  في  الخام  تقديره  ر 
دالة لتركيزه    ، وبالتالي فان معرفة تركيز الفايروس في العصير الخام سيكون المستخلص من تلك الأنسجة

النباتي النسيج  النباتات  في  أنواع  أفضل  اختيار  لغرض  الفايروسية  الدراسات  في  مهما  إجراء  هذا  ، ويعد 
بو  تمتاز  أن  يجب  والتي  عليها  العزلات  وحفظ  الفايروسات  عالي لإكثار  بتركيز  فيها  الفايروسات  ،  جود 

روسات النباتية إذ يجب أن تكون النباتات  كذلك فان معرفة التركيز تعد مهمة لإنجاز عمليات تنقية الفاي
الفايروس   من  عالي  تركيز  على  حاوية  التنقية  في  المستعمل  النباتي  العصير  على  للحصول  المختارة 

 المراد تنقيته. وفيم يلي وصفا لأهم الطرق المستعملة لتقدير تركيز الفايروسات في النباتات. 
 المنهية لفعالية الفايروس  بدراسة درجة التخفيف الطريقة الحيوية. 1.2.3

نسجة  تعتمد هذه الطريقة استعمال نباتات كاشفة تستجيب موضعيا للفايروسات المراد تقدير تركيزها في أ 
المختبرة المصابة  الموضعية  النباتات  الأعراض  طريقة  أيضا  لذلك تسمى   ،Local lesion method   



في   الفايروس  تركيز  عن  مقبولة  معلومات  تعطي  موضعية  وهي  بقعة  كل  أن  نظريا  بالافتراض  النبات 
،  إنما تمثل جسيمة فايروسية واحدة  يسببها الفايروس المختبر على النبات الكاشف الذي لقح به ميكانيكيا
،  بات الحافظ لعزلته وتكون دالة له وبالتالي فان أعداد البقع ستعطي مؤشرا لتركيز ذلك الفايروس في الن

البقع   أعداد  زادت  ذلك  فكلما  في  الفايروس  تركيز  زيادة  على  ذلك  دل  كلما  الكاشف  النبات  أوراق  على 
الفايروس  لفعالية  المنهية  التخفيف  إن الاختبار المعتمد هو ذاته المستعمل لقياس درجة     DEP  النبات. 

  ، حيث يمكن بواسطة هذا الاختبار إثبات العلاقة الطردية بين تركيز الفايروس (42والمبين في الطريقة )
التي الموضعية  البقع  وعدد  النبات  الكمي  في  الكاشف  النبات  على  منحنى  يكونها  رسم  بعد  وذلك   ،

، إلا أن هذا الإختبار يعطي دلالة عامة عن تركيز الفايروس  لذلك الفايروس   Dilution curveالتخفيف 
فايروس/مللتر عصير  كروغرام  المختبر في النبات ولا يعطي مقدار التركيز الدقيق للفايروس المقاس بالمي

، لذا يمكن إجراء تعديلا لهذا الاختبار تجعله قادرا على بيان التركيز بهذا المقياس وذلك باستعمال نباتي
التنقية( والمعلوم التركيز وكما مبين    -الخامس   فصلال المحلول الفايروسي النقي للفايروس المختبر )انظر  

 في الخطوات التالية :  
( :  44الطريقة  تركيز  (  التبغ  تقدير  موزائيك  النقي   ( (TMVفايروس  الفايروسي  المحلول    بدلالة 

 N. glutinosaاستعمال نبات التبغ البري وب
1.  ( الطريقة  في  المبينة  الستة  التخافيف  ذات  ر  النقي 42تحض  الفايروسي  للمحلول  بتركيز    والذي  ( 

 ؛ ميكروغرام فايروس/ مل100
ر تخافيف أخرى مماثلة للع2   خام للنبات المختبر بنفس الطريقة؛ صير ال . تحض 
للتخفيف  3  المخصصة  الأولى  الكاشفة  النباتات  مجموعة  أوراق  أنصاف  تلقح  المحلول    10-1.  من 

بالتخفيف   الأوراق  لنفس  الثانية  الأنصاف  وتلقح  النقي،  المختبر    1-10الفايروسي  الخام  المراد  للعصير 
 معرفة تركيز الفايروس فيه؛ 

 ع بقية التخافيف الخمسة المتبقية؛ ذلك م. يكرر 4
. تتم مراقبة النباتات لحين ظهور البقع الموضعية وسيتم معرفة التركيز بدلالة المحلول القياسي النقي  5

وذلك بعد رسم منحنى التخفيف لكل من المحلول القياسي والعصير المختبر وبالطريقة ذاتها المبينة في  
ال 42الطريقة ) هذا  يعطي  الفايروس  ( حيث  تركيز  على  دلالة واضحة  منه منحنى  أخذ  الذي  النبات  في 
للعصير المختبر   1-10 ، فمثلا لو كان معدل عدد البقع على أنصاف الأوراق الملقحة بالتخفيفالفايروس 

للمحلول    1  -10، وكان هذا العدد يساوي أو قريب جدا من عدد البقع التي سببها التخفيف  بقعة  20هو  
النق واحد  القياسي  هو  للعصير  المذكور  التخفيف  في  الفايروس  تركيز  فان  عندها  مل  ميكروغرام/  ي 



 2-10 ، وعند التخفيف ميكروغرام فايروس/ مل 10باعتبار أن المحلول القياسي غير المخفف هو بتركيز 
هي  ، وهكذا لغاية آخر تخفيف. إلا أن مشكلة هذا الإختبار واحد ميكروغرام / مليصبح تركيز الفايروس 

إلى   الباحث  يضطر  لذلك  المختبر  للفايروس  التركيز  معروف  القياسي  المحلول  على  الحصول  صعوبة 
 الاعتماد على طريقة القياس العام للتركيز المذكورة سابقا. 

 
بدلالة المحلول الفايروسي النقي  ((TMVفايروس موزائيك التبغ ( : تقدير تركيز 45) طريقةال
 N. glutinosaلنبات التبغ البري   الأوراق المفصولةاستعمال وب

هذا  استعمال    يجرى  من  بدلا  النباتات  عن  المفصولة  الأوراق  باستعمال  الفايروس  تركيز  لبيان  الاختبار 
تبقى أوراق النباتات    النبات الحي بكامله وذلك لتسهيل العملية.  تجرى هذه  الطريقة في المختبر حيث 

الكاشفة حية بعد فصلها عن النباتات لعدة أيام وهي مدة تكفي لظهور الأعراض الموضعية عليها وذلك  
 إن حفظت هذه الأوراق في مكان رطب مع إنارة مستمرة. وتتم هذه الطريقة وفق الخطوات التالية : 

1.  ( الطريقة  في  المبينة  الستة  التخافيف  ذات  ر  للمح42تحض  النقي (  الفايروسي  بتركيز    والذي  لول 
 ؛ ميكروغرام فايروس/ مل100

ر تخافيف أخرى مماثلة للعصير ال 2   خام للنبات المختبر بنفس الطريقة؛ . تحض 
وبقياس    .3  الأعلى  من  مفتوحين  الزجاج(  )أو  البلاستك  من  حوضين  وعرض  5×25×45يهيأ  )طول  سم 

وارتفاع( ويوضع في كل منهما ورقة ترشيح كبيرة بمساحة قاع الحوض وذلك بعد تخطيطها بالقلم الرصاص  
بمس صفوف  سبعة  إلى  العصيرعرضيا  تخافيف  بعدد  متساوية  المقترحافات  التخافيف  أن  بافتراض  هي  ،  ة 

تخفيف  6-10ولغاية    10-1 بدون  المقارنة  معاملة  عن  عصير  فضلا  لتخافيف  الأول  الحوض  يخصص   ،
 المحلول الفايروسي النقي القياسي؛ النبات المختبر فيما يخصص الحوض الثاني لتخافيف 

 ترشيح قليلا بالماء المقطر؛ . تبلل ورقتي ال 4
البري  5 التبغ  نباتات  أوراق  تفصل   .N. glutinosa    ثم الطريقة  يكفي لانجاز  بعدد  النمو  مكتملة  الناضجة 

 على طول عرقها الوسطي بمقص معقم؛  تقطع كل ورقة من منتصفها الطولي تماما أي 
. توزع الأنصاف الأولى في مواقعها على الصفوف المخططة على ورقة الترشيح في الحوض الأول بحيث  6

صف   كل  مكررات(يضم  )ثلاثة  أوراق  أنصاف  في ثلاث  المماثلة  المواقع  في  الثانية  الأنصاف  وتوزع   ،
وض الثاني لنفس  الحوض الثاني وهكذا  ستكون الأنصاف الأولى في الحوض الأول وأنصافها الثانية في الح 

المستعمل الإجراءالتخفيف  هذا  إجراء    ، ويتخذ  عند  النبات  أوراق  إختلاف  عن  الناتج  التجريبي  الخطأ  لتقليل 
 لتحليل الإحصائي لنتائج التجربة؛ ا 



 الأوراق في الحوضين بالكاربورندم؛. تعف ر كافة أنصاف  7
 1-10لحوض الأول ميكانيكيا بالتخفيف  ا لاثة الموضوعة في الصف الأول في  . تلقح أنصاف الأوراق الث 8

المختبر النبات  الثاني  لعصير  الحوض  في  الأول  الصف  في  الموضوعة  الثلاثة  الأوراق  أنصاف  تلقح  ثم   ،
 للمحلول الفايروسي النقي القياسي؛ بالتخفيف المماثل  

 2-10بالتخفيف    . تلقح  أنصاف الأوراق الثلاثة الموضوعة في الصف الثاني في  الحوض الأول ميكانيكيا9
المختبر النبات  الثاني  لعصير  الحوض  في  الثاني  الصف  في  الموضوعة  الثلاثة  الأوراق  أنصاف  تلقح  ثم   ،

 للمحلول الفايروسي النقي القياسي؛ بالتخفيف المماثل  
. تكرر عملية التلقيح بالطريقة ذاتها مع بقية تخافيف عصير النبات المختبر والمحلول الفايروسي النقي  10

والمحلول الفايروسي النقي    لقياسي لغاية الإنتهاء من كافة التخافيف الستة والمقارنة )عصير النبات المختبرا 
 ؛ القياسي غير المخففين(

)الفلوريسنت( وبدرجة  11 الأبيض  الضوء  مستمرة ويفضل  إنارة  المختبر تحت  في  الحوضين  يوضع   .25-
 أيام من التلقيح؛  7-4موضعية خلال م  حيث تظهر البقع ال 28
و 12 المختبر  النبات  عصير  تخافيف  من  لكل  التخفيف  منحنى  يرسم  القياسي.  الفايروسي  لغرض    المحلول 

 المقارنة. 
( يمكن إجراء مقارنة لتركيز الفايروس المختبر بين نوعين نباتيين مختلفين عائلين له وبنفس  1)  :تنويه  

استعمال   بدل  وذلك  أعلاه  التجربة  القياسيالمحل إجراءات  الفايروسي  أحيانا  2)  ول  الأمر  يتطلب  قد   )
، لذلك يمكن تنفيذ الفايروس المختبر في أعلى حالاته معرفة العمر الأفضل للنبات الذي يكون فيه تركيز  

 في أعمار مختلفة للنبات.   مقارنة تركيز الفايروس التجربة بإجراء ل 
 
 تقدير تركيز الفايروس مصليا . 2.2.3

الأنسجة النباتية المصابة وهي طريقة  يمكن اللجوء إلى   لتقدير تركيز الفايروسات في  المصلي  الاختبار 
، ولعل إحدى  قة تناسب كل الفايروسات وخاصة تلك التي لا تنقل ميكانيكيا التي لا تناسبها الطريقة الساب

بتري   أطباق  في  الدقيق  الترسيب  طريقة  هي  الغرض  لهذا  المستعملة  المصلية  الطرق   Microأفضل 

precipitin test in Petri dishes    حيث تجرى  هذا الاختبار في الفصل السابع (  )أنظر تفاصيل  ،
ل  الباحث  يختارها  معينة  الفايروسي  باستعمال تخافيف  لا  القياسيالنقي  لمحلول  تخفيف  أعلى  ثم يحدد   ،

مصليا  تفاعلا  يعطي  ثم  زال  النبات،  لعصير  ولكن  التخافيف  وبنفس  الإجراء  هذا  اختبار    تكرر  المراد 
، ثم وبالمقارنة بين تخافيف  أعلى تخفيف لا زال يعطي تفاعلا مصلياتركيز الفايروس فيه ويحدد أيضا  



الفايروسي   النبات  و   القياسي النقي  المحلول  عصير  سيتمتخافيف  في    المختبر  الفايروس  تركيز  معرفة 
المختار  العصير القياسي  النقي  المحلول  أن  فرضنا  فإذا  هو،  مل 100لفايروس  فايروس/    ميكروغرام 

ر منه التخافيف   الدقيق وأعطى التخفيف    4-10و    3-10و  2-10و    1-10وحض  لإجراء اختبار الترسيب 
التخفيف    10-3 فشل  فيما  مصلي  تفاعل  موجب  4-10آخر  تفاعل  تحقيق  تخافيف  في  رت  حض  ثم   ،

التخفيف   فشل  المختبر وأيضا  للنبات  الخام  العصير  من  في    4-10مماثلة  منه  آخر(  أي تخفيف  أو   (
في  لتركيزه  جدا  مقارب  المختبرة  العينة  في  الفايروس  تركيز  بان  يستنتج  عندها  موجب  تفاعل    تحقيق 

 المحلول النقي القياسي المختار والمعروف التركيز. 
 تقدير تركيز الفايروسات بالاختبار الطيفي باستعمال قيمة معامل انطفاء الفايروس. . 3.2.3
ريقة سهلة وشائعة الاستعمال لتقدير تركيز الفايروسات في النباتات المصابة وبدقة إلا أنها طريقة  هي ط

ا مع لا تستعمل إلا مع المحلول الفايروسي النقي أي بعد نجاح تنقية الفايروس المختبر ولا يمكن إجراؤه
المصاب للنبات  الخام  للفايروس العصير  الانطفاء  معامل  معرفة  على  وتعتمد  في   ،  تركيزه  تقدير  المراد 

بأنه قيمة امتصاص    , nm / 1cmEExtinction coefficient 260النبات. يعر ف معامل إنطفاء الفايروس 
غم من   0,1لمحلول فايروسي نقي تماما مذاب    نانومتر  260الأشعة فوق البنفسجية عند الطول ألموجي  

في   الجاف  بتركيز  100مسحوقه  المنظم  المحلول  من  باستعمال  0,1مل  امتصاصيته  قرأت  والذي   %
، وهي قيمة ثابتة  ذي يخترقه الشعاع هو سنتمتر واحدعرض ضلعها ال   Cuvetteأنبوبة جهاز المطياف  

 لكل فايروس. تتم هذه الطريقة وفق الخطوات التالية : 
باستعمال قيمة معامل  بالاختبار الطيفي (  (TMV( : تقدير تركيز فايروس موزائيك التبغ46ة )طريقال

 .انطفاء الفايروس
للمحلول الفايروسي النقي للفايروس وذلك بواسطة    Absorbency , A. تتم قراءة قيمة الامتصاصية  1

المطياف   الموجي    Spectrophotometerجهاز  الطول  الجهاز    260عند  تصفير  بعد  وذلك  نانومتر 
الف المحلول  فيه  أذيب  الذي  المذيب  امتصاصية  أو  بقراءة  الفوسفاتي  المنظم  المحلول  إما  وهو  ايروسي 

امتصاص   قيمة  من  طرحت  قد  القيمة  هذه  تكون  وبذلك  المذيب(  نوع  )حسب  المقطر  للمحلول  الماء 
 ؛ الفايروسي النقي

السابقة2 العلمية  المصادر  من  التبغ  موزائيك  فايروس  انطفاء  معامل  قيمة  تستخرج  تناولت    .  التي 
  ؛2,7 ها لهذا الفايروس هي، وقيمتخصائص هذا الفايروس

 260للأشعة فوق البنفسجية عند الطول الموجي    لمحلول الفايروسي النقي. تتم قسمة قيمة امتصاص ا 3
 نانومتر، على معامل انطفاء الفايروس وكما موضح في المعادلة الآتية :  



للمحلول الفايروسي    نانومتر 260تركيز الفايروس بالملغم/مل عصير نباتي = قيمة الامتصاص عند 
 (؛ 2,7النقي المختبر / قيمة معامل انطفاء فايروس موزائيك التبغ )

الفايروسي النقي المختبر هي    نانومتر  260. ولنفرض أن قيمة الامتصاص عند  4 عليه    3,5للمحلول 
 ملغم فايروس/مل من عصير النبات.  1,3تطبيق هذه المعادلة هو فان تركيز الفايروس ب

 
 



 الفصل الرابع
 فصل الأنواع والسلالات الفايروسية في الإصابات الخليطة وحفظ العزلات. 

الشائع   أكثر  صابة  إ من  النباتات بأكثر من نوع فايروسي في وقت متزامن ويسبب ذلك إظهار أعراض 
المص النبات  على  فيهشدة  فايروس  من  أكثر  وجود  بسبب  الخليطة  اب  الإصابة  الحالة  هذه  وتسمى   ،

Mixed infection    ومثال ذلك إصابة نباتات البطاطا بفايروسي البطاطا وايPVY)  والبطاطا أكس ) 

(PVX،  الف أهمها علاقة  لعوامل عديدة  تبعاً  المختلطة  الاصابات  هذه  تأثير  ببعضها اويختلف  يروسات 
والمشكلة التي يعانيها الباحثون في هذه   .لنبات المصابالظروف البيئية ونوع ا و   في الاصابات المختلطة

تشخيص   يراد  عندما  وذلك  بعضها  عن  الواحد  النبات  في  الموجودة  الفايروسات  فصل  هي  الحالة 
  الفايروسات المسببة وحفظ عزلاتها وهي عملية ليست سهلة غالبا إلا أنه تتوفر العديد من الطرق لفصل 

 ، وفيما يأتي وصفا لهذه الطرق. ةالفايروسات في الإصابات الخليط
 فصل الأنواع الفايروسية في الإصابات الخليطة  .1.4

 الفصل باستعمال النباتات الكاشفة . 1.1.4
الباحث، ومثال ذلك   الخليطين يختارها  للفايروسين  معينة  لتباين استجابة نباتات كاشفة  الفصل تبعا  يتم 

لأحد   معين  كاشف  نبات  وا استجابة  جهازيا  موضعيا، الفايروسين  الثاني  للفايروس  يكون   ستجابته  أو 
 النبات حساسا للفايروس الأول ومنيعا للثاني. إن هذه الطريقة تناسب الفايروسات المنقولة ميكانيكيا.

في الإصابة   (CMVوموزائيك الخيار ) (TMV( : فصل فايروسي موزائيك التبغ  )47) طريقةال
 . N glutinosa  الكاشف التبغ البري  تالخليطة باستعمال نبا 

، ويمكن تحقيق هذه الحالة  إصابة خليطةوجود نبات مصاب بكلا الفايروسين ب ة  طريقهذه ال في  فترض  ي
( ثم تلقيح  TMVتجريبيا في البيت الزجاجي بتلقيح شتلات فلفل ميكانيكيا بعزلة فايروس موزائيك التبغ )

( وتحفظ النباتات في البيت الزجاجي  CMVموزائيك الخيار )نفس النباتات بعد أسبوعين بعزلة فايروس  
الإعراض، لظهور  شهر  ال وتستعمل    لمدة  هذه  يستجيب  ة  طريقفي  الذي  الكاشف  البري  التبغ  نبات 

 موضعيا للفايروس الأول وجهازيا للفايروس الثاني. وفيما يلي طريقة فصل الفايروسين  
بكلا الفايروسين وتسحق في هاون خزفي لتحضير العصير النباتي  . تؤخذ أوراق الفلفل المصابة جهازيا 1

 ؛ (12في الطريقة ) 3و  2و  1الخام وبالطريقة المذكورة في الخطوات 
، أو أي عدد من النباتات حسب  أوراق 5-4بمرحلة نمو   N. glutinosaشتلات تبغ بري  10. تهيأ 2

 حث، وتعفّر أوراقها بالكاربورندم؛ اختيار البا
 ؛ (12ة )طريقفي ال  8و 7و 6كما في الفقرات  ميكانيكياكافة أوراق نباتات التبغ . تلقح 3



بعد  4 الملقحة  الأوراق  على  الميتة  الموضعية  البقع  أعراض  ستظهر  وهي    5-7.  التلقيح  من  أيام 
( التبغ  موزائيك  فايروس  يسببها  التي  بشكل  فقط(  TMVالإعراض  الجهازية  الإعراض  ستظهر  فيما   ،

بعد   التلقيح    10-6موزائيك  من  الملقحة  أيام  غير  الجديدة  الأوراق  يسببها  على  التي  الإعراض  وهي 
 ( على نباتات التبغ البري؛ CMVموزائيك الخيار) فايروس 

. تقطع أوراق النباتات التي ظهرت عليها البقع الموضعية ثم تفصل أنسجة البقع من النصل بواسطة  5
 الموضعية التي تكونت على الأوراق؛على كل البقع  ثاقبة فلين صغيرة القطر بحيث يتم الحصول

    كافة في هاون خزفي ويحضّر عصيرها؛. تسحق أنسجة البقع 6
، وتحفظ يتوفر يمكن استعمال شتلات فلفل( سليمة )وان لم N. tabaccum. تلقح شتلات تبغ 7

، وعند ة بشكل موزائيكى النباتات الملقحالنباتات في البيت الزجاجي لحين ظهور الإعراض الجهازية عل 
 منفردا على هذه النباتات؛  TMV)ذلك يكون قد تم فصل فايروس موزائيك التبغ )

 ها الإصابات الجهازية؛ أوراق التبغ البري التي ظهرت علي يحضّر عصير. 8
أعلاه  9 القرعية(  الخضراوات  من  نوع  أي  أو  الفلفل  )أو  خيار  شتلات  أوراق  به  تلقح  ظهور .  لحين 
موزائيك    ، وعند ذلك يكون قد تم فصل فايروس ى النباتات الملقحة بشكل موزائيكجهازية عل عراض ال لأا 

 ( عن الفايروس الآخر. CMVالخيار) 
يمكن للباحث التعامل مع أي إصابة خليطه بفايروسين مختلفين أو أكثر بذات الطريقة المذكورة   :تنويه  

أعلاه باستعمال النباتات الكاشفة الخاصة بكل فايروس والتي تستجيب جهازيا لأحدهما وموضعيا للثاني  
الف وصفيات  من  وكذلك  الفايروسات  بتلك  المتعلقة  السابقة  البحوث  بمراجعة  يتم  ايروسات  وهذا 

Description of viruses    الفايروسات لتصنيف  الدولية  اللجنة  تصدرها  التي  تلك  وخاصة 
.International Committee on Taxonomy of Viruses , ICTV    

( بواسطة نبات منيع   (PVXوالبطاطا أكس ((PVY( : فصل فايروسي البطاطا واي  48) طريقةال
 لأحدهما.

ال  أحد  فصل  الطريقة  أي  تهدف  للثاني  ومنيع  للأول  نبات حساس  باستعمال  الآخر  فقط عن  فايروسين 
أعر  يظهر  الذي  وهو  فقط  واحد  فايروس  على  له الحصول  الحساس  الكاشف  النبات  على  أما  اضه   ،

الفايروس الآخر سيبقى في النبات المصاب بالإصابة الخليطة ولن يمكن فصله بهذا النبات إلا باللجوء  
 وهي إستعمال نبات منيع للأول وحساس للثاني.  إلى الحالة المعاكسة

ويمكن تحقيق هذه الحالة  ،  مصاب بكلا الفايروسين  بطاطا  ة الحصول على نباتطريقهذه ال في  فترض  ي
بتلقيح   الزجاجي  البيت  في  فايروس   بطاطا  شتلات تجريبيا  بعزلة  واي    ميكانيكيا  ثم ،  ((PVYالبطاطا 



وتحفظ النباتات لمدة شهر للتأكد   ( (PVXالبطاطا أكس   أسبوعين بعزلة فايروستلقيح نفس النباتات بعد  
 :  وفق الخطوات التالية ة  لطريقثم تنفذ ا ، عراضلأظهور ا ل من 

تسحق1 ال   .  النباتي    بطاطاأوراق  العصير  لتحضير  هاون خزفي  في  الفايروسين  بكلا  المصابة جهازيا 
 ؛ (12ة )طريقفي ال  3و2و  1الخام وبالطريقة المذكورة في الخطوات 

أوراق )أو أي عدد من   5-4بمرحلة نمو  D. stramonium. تهيأ عشر شتلات من نبات الداتورة 2
 ؛حث( وتعفّر أوراقها بالكاربورندمالنباتات يختاره البا

 ؛ (12ة رقم )طريقفي ال  8و7و 6ميكانيكيا كما في الفقرات  الداتورةتلقح كافة أوراق نباتات . 3
ثم تعقبها  أيام من التلقيح    7-5على الأوراق الملقحة بعد  أولا  ض البقع الموضعية الميتة  ستظهر أعرا .  4

، وهي الأعراض التي يسببها  راق الحديثة الناشئة بعد التلقيحالأعراض الجهازية بشكل موزائيك على الأو 
أكس  البطاطا  البطاطا (PVXالفايروس  فايروس  عن  فصله  سيتم  وبذلك  الداتورة  نبات  على  واي    ( 

PVY) رة المنيع للإصابة بهذا الفايروس؛ ( الذي لا يصيب الداتو 
أكس 5 البطاطا  لفايروس  منيع  نبات  مع  ولكن  الإجراءات  ذات  تكرر   .PVX) لفايروس وحساس   )  

 (. (PVYالبطاطا واي 
 باستعمال الناقلات الفصل . 2.1.4

المنقول  الفايروسات  علاقة  متخصصة  Vectorsبالناقلات    ةإن  علاقة  العهي  توجد  كما  من ،  ديد 
، لذا فانه في حالة وجود إصابة خليطة بفايروسين أو أكثر على النبات وكانت  الفايروسات لا تنقل بناقل

، عندها يمكن استعمال هذه الطريقة لفصل  اقلها أو أن أحدها لا ينقل بناقل تلك الفايروسات مختلفة في نو 
 الفايروسات. 

( بواسطة ToMV( وموزائيك الطماطة )(CMVصل فايروسي موزائيك الخيار ( : ف49) طريقةال
 Aphis fabae الباقلاء الأسود ن  حشرة م  

بالفايروسين مصاب  طماطة  أو  فلفل  نبات  وجود  التجربة  هذه  في  الزجاجي  يفترض  البيت  تنفذ  في   .
 الطريقة وفق الخطوات التالية :   

الباقلاء الأسود بواسطة فرشاة رسم ناعمة مبللة شعيراتها قليلا بالماء من مزرعة    حشرة منّ   50. تنقل  1
  بالماء لغرض التجويع لمدة ساعة؛ المن إلى طبق بتري فيه ورقة ترشيح مبللة قليلا 

. تنقل الحشرات فور انتهاء مدة التجويع بالفرشاة إلى النبات المصاب بالإصابة وتترك على أوراقه لمدة 2
 ائق لتتغذى تغذية الاكتساب؛خمس دق



إلى عشرة  3 الفرشاة  بواسطة  فورا  الحشرات  تنقل  فلفل سليمة  .  بواقع خمس حشرات   طماطة    أوشتلات 
 ، ثم تقتل الحشرات؛ دقائق أيضا لتتغذى تغذية التلقيحلكل نبات وتترك لمدة خمس 

( على  (CMVائيك الخيار  . تراقب النباتات لحين ظهور الأعراض الجهازية التي يسببها فايروس موز 4
أيام، وفي حالة ظهورها فان هذا يعني فصل هذا الفايروس لأنه    10-7الأوراق الحديثة والتي قد تستغرق  

 .بالمنالذي لاينقل ( (ToMVمنقول بالمن عن فايروس موزائيك الطماطة 
الفايروس المنقول بناقل مفصولا عن الفايروس    على  في هذا النوع من التجارب يتم الحصول فقط  :تنويه  

 الآخر الذي يمكن فصله بعد ذلك مستقلا بطريقة النبات الكاشف الحساس له. 
 ((TSWV( والذبول المبقع للطماطة (TAV( : فصل فايروسي أسبرمي الطماطة 50ة )طريقال

 ..Frankiniella spوالثربس Myzus persicae الخوخ الأخضر  بواسطة حشرتي من  
وتعتمد    يفترض في هذه التجربة وجود نبات فلفل أو طماطة مصاب بالفايروسين في البيت الزجاجي

 ، وتنفذ الطريقة وفق الخطوات التالية :  عملية فصل الفايروسين على اختلاف نوع الناقل لكل منهما
بواسطة فرشاة رسم ناعمة مبللة شعيراتها قليلا بالماء من مزرعة   خضرالخوخ الأ  حشرة منّ   25  . تنقل1

  بالماء لغرض التجويع لمدة ساعة؛ المن إلى طبق بتري فيه ورقة ترشيح مبللة قليلا 
 تركهاتنقل بعد إنتهاء مدة التجويع إلى النبات المصاب بالإصابة الخليطة لتتغذى تغذية الاكتساب ب  .2

 على النبات لمدة خمس دقائق؛
ي ورقة ترشيح  حورية ثربس من مزرعة الثربس بواسطة الفرشاة وتوضع في طبق بتري يحو  25. تنقل 3

، ثم تنقل مباشرة وبدون تجويع إلى ورقة النبات المصاب بالإصابة الخليطة لتتغذى  مبللة قليلا بالماء
ات الذي سبق نقل حشرات المن  ت وهو نفس النبتغذية الاكتساب بتركها على النبات لمدة ثلاث ساعا

 إليه؛ 
خمس دقائق  بواقع خمسة حشرات /نبات وتترك لمدة. تنقل حشرات المن إلى خمس شتلات طماطة  4

 ؛ ، ثم تقتل الحشراتلتتغذى تغذية التلقيح
لتتغذى تغذية   بواقع خمسة حشرات /نبات وتترك  أخرى شتلات طماطة    خمس إلى    . تنقل حشرات ثربس 5

 ؛ ، ثم تقتل الحشراتالتلقيح

الحديثة والتي قد تستغرق  .  6 الجهازية على الأوراق  النباتات لحين ظهور الأعراض   أيام  10-7تراقب 
بالمنّ  الملقحة  النباتات  مجموعة  الطماطة    على  أسبرمي  فايروس  تحمل  الم (TAVوهي  بالمن  (  نقول 

المنق بالثربس وغير  و ول  الملقحة ،  النباتات  مجموعة  فايروس  بالثربس  على  تحمل  المبقع    وهي  الذبول 
 ( المنقول بالثربس وغير المنقول بالمن. (TSWVللطماطة 



 الحامول نبات الفصل بواسطة . 3.1.4

الخليطة وذلك عند وجود أحد الفايروسين    الإصاباتيمكن استعمال نبات الحامول لفصل الفايروسات في  
مثلا إصابة نبات اللوبيا بفايروسي موزائيك اللوبيا المنقول    قولا بالمن والآخر غير منقول به. ومن ذلكمن

الخيار  (CABMVبالمن   وموزائيك   )CMV))    الثاني ينقل  فيما  الحامول  بنبات  الأول  ينقل  حيث لا 
ات الإجراءات المتبعة  بكفاءة بعدة أنواع منه. ولغرض تنفيذ طريقة لفصل الفايروسات فانه يمكن إتباع ذ

( حيث تثبت أفرع الحامول على نبات اللوبيا المصاب إصابة خليطه بالفايروسين أعلاه  39في الطريقة )
الجهازية عليها تكون تلك   إلى شتلات لوبيا سليمة وبعد ظهور الإصابة  وبعد اكتمال تطفله تنقل أفرعه 

ال  بواسطة  فصل  والذي  الخيار  موزائيك  لفايروس  فايروس  الإصابة  أما  الثاني.  الفايروس  عن  حامول 
 موزائيك اللوبيا المنقول بالمن فيفصل بواسطة النباتات الكاشفة أو الناقلات كما سبق ذكره.

 الفصل بواسطة الانتباذ بمحاليل متدرجة الكثافة . 4.1.4
محلول   ومنها  الكثافة  متدرجة  بمحاليل  الفايروسات  تنقية  طريقة  توظيف  )يمكن  الفقرة  السكروز  انظر 

الفايروسات في الإصابات الخليطة وذلك بعد تحضير المحلول  خامس فصل ال الفي     3.3.3.5 ( لفصل 
المصاب إصابة خليطة ويتم ذلك بإحدى طرق   الخامس النقي للنبات  المبينة في الفصل  ، وبذلك  التنقية 

الفا سيحوي  النقي  المحلول  الخليطةفان  للإصابة  المسببين  الفايروسين    ،يروسين  تباين  على  واستنادا 
الكثافة   متدرج  السكروز  محلول  على  الحاوية  الانتباذ  أنابيب  إلى  بإضافتهما  فصلهما  يتم  فانه  بالكثافة 
التي   الطبقة  في  منهما  كل  وسيستقر  العالي  للانتباذ  التعرض  بعد  الآخر  عن  احدهما  سينفصل  وبذلك 

سيتم فصل كل منها على انفراد بعد انتهاء الانتباذ ليتم  تلاءم كثافته من طبقات محلول السكروز والتي  
الفقرة   أنظر   ( النقاوة  باخضاعه لاختبارات  فايروس  فيها كل  يوجد  التي  الطبقة  على  في  6.5التعرف   .

الإصابة   المشتركة في  الفايروسات  فايروس من  لكل  الخاصة  الصفات  الخامس( والتي ستظهر  الفصل 
 الخليطة. 

 الفايروسية بواسطة البقعة الموضعية المنفردة فصل السلالات  .2.4
( (TMV، فقد سجل لفايروس موزائيك التبغ  ظم فايروسات النبات سلالات عديدةأن لمعمن المعروف  

، وقد يصاب النبات الفرد بأكثر من سلالة لنفس الفايروس فتكون الإصابة  سلالة  50مثلا ما يقرب من  
ة بأكثر من نوع فايروسي. ولغرض فصل السلالات التي تعود  خليطة كما هو الحال مع الإصابة الخليط

الطريقة الأكثر استعمالا ل سي معين والموجودة في النبات معالنوع فايرو  البقعة  طريقة  فصلها هي  ، فان 
كل بقعة موضعية مصفرة أو ميتة تظهر على أوراق النبات   والتي تقوم على حقيقة أن الموضعية المنفردة

لإستجابة الملقح إنما تمثل سلالة مستقلة حيث لا يمكن أن تشترك سلالتين في بقعة الكاشف الموضعي ا 



، وعادة ما يستدل  ت الواحد كل منها في بقعة منفردة، وبذلك ستنفصل السلالات الموجودة في النباواحدة
أحيانا مصاحبة للإصاب  ميتة  أو  بقع مصفرة  عند ظهور  بأكثر من سلالة  النبات طبيعيا  إصابة  ة  على 

 الجهازية العادية كالموزائيك معا على أوراق النباتات المصابة في الحقول. 
 البقعة الموضعية المنفردة. بواسطة( (TMV( : فصل سلالات فايروس موزائيك التبغ 51) طريقةال
أي تظهر على أوراقه أعراض موزائيك وبقع   مصاب بأكثر من سلالة  يتم الحصول على نبات تبغ.  1

الخطوات    ويحضر   مصفرة المبينة في  العصير الخام وبالطريقة    في الطريقة   3و  2و  1من هذه الأوراق 
 (؛ 12)
بمرحلة       N. tabacum  cv. xanthi  صنف التبغ  أو   N. glutinosa. تهيأ خمسة نباتات تبغ بري 2

   ؛أوراقها بالكاربورندمنمو أربعة أوراق وتعفر 
  5بالعصير الخام الذي يحوي خليط السلالات وبالطريقة المبينة في الخطوات  تلقح الأوراق ميكانيكيا  .  3
 ؛ 12من التجربة 7و 6و
. بعد ظهور الأعراض الموضعية على الأوراق الملقحة يتم فصل بقعة موضعية واحدة من كل ورقة  4

بواسطة ثاقبة فلين بقطر مناسب وتسحق في هاون خزفي لتحضير العصير الخام ثم تلقح به أوراق نبات  
 وهو الذي يستجيب جهازيا للفايروس؛  White burleyتبغ سليم واحد من الصنف 

 ات مثلا أو حسب ما يرتأيه الباحث؛ يح نبات ثاني من البقعة الأخرى وهكذا لغاية عشر نبات. يكرر تلق5
الزج6 البيت  في  والمحفوظة  الملقحة  التبغ  نباتات  تراقب  الجهازية.  الإعراض  ظهور  لغاية  ويتم  اجي   ،

نبات   كل  على  تظهر  التي  الجهازية  الأعراض  تباين  من خلال  كل سلالالة وكشفها  على  من التعرف 
كل نبات من تي تميزها عن الأخرى. وبذلك يكون  الصنف المذكور أعلاه إذ أن لكل سلالة أعراضها ال 

 النباتات الملقحة حاملا لسلالة نقية. 
نباتات الكاشفة  ( يمكن في بعض الحالات الخاصة التي تتباين فيها استجابات بعض أنواع ال1)  :تنويه  

الفايروس  الفصلسلالات  طريقة  استعمال  سلالتي  ،  بين  الفصل  هو  ذلك  ومثال  الكاشفة  بالنباتات  ل 
باستعمال نبات الليف حيث يصاب   ( عند وجودهما معا في نفس النبات(WMVفايروس موزائيك الرقي  

( يمكن 2)  WMV-2، بينما هو منيع للإصابة بالسلالة    WMV-1جهازيا بشكل موزائيك مع السلالة  
وع  يها سلالات الفايروس في نوع الناقل حيث تنقل كل سلالة بنفي بعض الحالات الخاصة التي تتباين ف

، ومثال ذلك تباين سلالات فايروس  ، استعمال طريقة الفصل بالناقلاتيختلف عن ناقل السلالة الأخرى 
للشعير   الأصفر  المن  (BYDVالتقزم  من  مختلف  بنوع  كل سلالة  تنقل  المن حيث  بأنواع  نقلها  في   )

 ية.  وبدرجة عالية من التخصص



 دراسة ظاهرة المقاومة المتبادلة بين السلالات الفايروسية .3.4
المتبادلة   المقاومة  ظاهرة  هي  سلالة  من  بأكثر  الخليطة  الإصابات  في  الشائعة  الظواهر   Crossمن 

protection  توهينا للسلالة التي تصيب  النبات لاحقا.  السلالة التي تصيب النبات مسبقا  حيث تسبب ،
في النبات وليس فايروسين عليه فان إثبات حصول هذه الظاهرة يدل على أن هناك سلالتين للفايروس  

 ، وتوضح الطريقة التالية كيفية توظيف هذه الظاهرة للكشف عن سلالات فايروس معين. مختلفين
 (  (CMVبين سلالتين لفايروس موزائيك الخيار( : دراسة المقاومة المتبادلة 52) طريقةال

إحداها   مصابة  الزجاجي  البيت  في  محفوظة  خيار  نباتات  مجموعتي  وجود  التجربة  هذه  في  يفترض 
الخيار   لفايروس موزائيك  العادية  السلالة   Common strain of CMVبالسلالة  الثانية    ، فيما تحمل 

 الطريقة وفق الخطوات التالية :   . تجرى Yellow strain of CMVالصفراء للفايروس 

 وتلقح أوراق خمس نباتات منها   أوراق  5  -4بمرحلة نمو    N. glutinosa. تهيأ عشرة شتلات تبغ بري  1
الطريقة   في  )كما  العادية  12ميكانيكيا  بالسلالة  مصاب  خيار  نبات  من  محضر  عصير  بواسطة   )

 نباتات الخمسة الأخرى دون تلقيح؛ ل وتبقى ا ،ائيك الخيار وهي السلالة الضعيفة لفايروس موز 

ا بعد  .  2 أعلاه وظهور  الخمسة  النباتات  تلقيح  من  أيام  العاديةعشرة  للسلالة  الجهازية  تلقح  لأعراض   ،
الصفراء لفايروس موزائيك    بعصير محضر من نبات خيار مصاب بالسلالة   ذات النباتات ثانية ميكانيكيا

 موزائيك أصفر شديد للنبات؛ ي تسبب الخيار وهي السلالة الشديدة الت

    طوة الأولى بالسلالة الصفراء فقط؛. تلقح النباتات الخمسة الثانية المؤجلة في الخ3

لمدة  4 الملقحة  العشرة  النباتات  السلالة    15-10. تراقب  يوما بعد آخر تلقيح حيث يلاحظ أن أعراض 
ستكون أعراضا ضعيفة بسبب توهينها من  الصفراء على النباتات الخمسة الملقحة مسبقا بالسلالة العادية  

، وذلك مقارنة بشدة أعراض السلالة الصفراء لوحدها عند  العادية التي أصابت النبات مسبقا قبل السلالة  
 إصابتها منفردة لنباتات التبغ الملقحة. 

 طرق حفظ عزلات الفايروسات النباتية   .4.4
بعد تشخيصه النقية  الفايروسية  العزلات  أن تحفظ  ييجب  لفقدهاا كي  تجنبا  استعمالها لاحقا  ، وهناك تم 

يج أنه  إلا  الفايروسية  العزلات  لحفظ  معتمدة  طرق  المختارة  عدة  الحفظ  طريقة  تكون  أن  مناسبة  ب 
أو لاحتمال   للفايروس  الحيوية  لحدوث تغيرات في الصفات  احتمال  المعني وأن لا تسبب أي  للفايروس 

أن ت  الفايروس خلال  حصول تلوث بفايروسات أخرى. ويجب  المختارة على فاعلية  الحفظ  حافظ طريقة 
 مدة حفظه خارج النسيج النباتي الحي. 

 حفظ العزلات الفايروسية في النباتات الحية. 1.4.4



يمكن حفظ عزلات كل الفايروسات وخاصة المنقولة ميكانيكيا بهذه الطريقة باختيار نباتات تصاب جهازيا 
بتلك الفايروسات ويكون تركيزها فيها عاليا وأن تكون تلك النباتات خالية من المثبطات. ويتم ذلك ببساطة  

الت بطريقة  الحفظ  نبات  أفراد  من  عدد  إلى  المعني  الفايروس  عزلة  باتخاذ  بنقل  الميكانيكي  نفس  لقيح 
يبقى الفايروس فيها ما    ( وتحفظ هذه النباتات في البيت الزجاجي حيث12الخطوات المبينة في الطريقة )

لذلك يتوجب باستمرار  دامت حية الفايروسات  الغرض عادة نباتات حولية لحفظ معظم  لهذا  ، وتستعمل 
نوع وصن نفس  من  جديدة  نباتات  بتلقيح  العزلة  بلقاح محضر  تجديد  العزلة  فيها  المحفوظة  النباتات  ف 

غير   الفايروسات  بعزلات  الاحتفاظ  أيضا  يمكن  كما  العمر.  نهاية  من  النباتات  هذه  اقتربت  كلما  منها 
)أنظر   الخضري  الإكثار  بنقلها بطرق  الشجيرات والأشجار  التي تصيب  تلك  ميكانيكيا وخاصة  المنقولة 

مثل هذه الحالة الاحتفاظ بالعزلة لعدة سنوات لانها محفوظة في    ( ويمكن في  25الى    19رقمالطرق من  
نباتات معمرة. إن طريقة الحفظ في نباتات حية هي طريقة جيدة ولكن من سلبياتها صعوبة الحفاظ على  

إ  تنقل  قد  حشرية  إصابة  أي  من  محمية  الزجاجي  البيت  في  النباتات  تفسد تلك  ملوثة  فايروسات  ليها 
هذه النباتات معرضة للإصابات بالفطريات أو غيرها من المسببات المرضية الأخرى  ، كذلك فان  العزلة

التي قد تسبب موتها وبالتالي خسارة العزلة لذلك فان إدامة هذه النباتات يتطلب الرش الوقائي المستمر  
تتطلب   إجراءات  وهي  البيت  إلى  الحشرات  دخول  لمنع  الصارمة  الإجراءات  اتخاذ  وكذلك  بالمبيدات 

 المتابعة الدقيقة مع جهد بشري مكثف.  
 حفظ العزلات الفايروسية بالتجميد . 2.4.4

   تجميد عصير النبات المصاب. 1.2.4.4
مْ في مجمدة وذلك بتحضير العصير  18-يمكن حفظ عزلات العديد من الفايروسات بطريقة التجميد عند  

ف  المبينة  بالطريقة  المصاب  النبات  من  الخطوات  الخام  )  3و  2و  1ي  الطريقة  يوضع  (12من  ثم   ،
المذكورة.  الدرجة  عند  المجمدة  في  وتحفظ  بلاستيكية  قناني  أو  إيثيلين  البولي  من  أكياس  في  العصير 
يفضّل إضافة مواد حافظة للعصير قبل التجميد تزيد من فترة بقاء الفايروس وهي الكليسرول أو اللاكتوز  

بح الببتون  أو  الكلوكوز  الأو  لحجم  مماثل  الفايروسي جم  الاحتفاظ  محلول  هذه  الحفظ  بطريقة  ويمكن   ،
، وهناك فايروسات لا تتحمل الخزن بهذه الطريقة لأكثر من سات فعالة لعدة أشهر وحسب نوعهابالفايرو 

 عدة أسابيع أو ربما أيام.   

   تجميد الجزء النباتي المصاب. 2.2.4.4
لك بوضع الجزء النباتي المصاب )عادة الأوراق(  يمكن استعمال هذه الطريقة لحفظ العزلات الفايروسية وذ 

في إيثيلين وخزنها  البولي  من  أكياس  من  18-عند    مجمدة حوضية  في  تمكننا  أعلاه  كالطريقة  مْ وهي 



، وقد تتفوق على الطريقة السابقة  إلى عدة أشهر وحسب نوع الفايروس   عحفظ الفايروسات بين عدة أسابي
يعي داخل الخلايا المصابة لذا سيتحمل الخزن لفترة أطول مقارنة  لأن الفايروس موجود في محيطه الطب

 بوجوده في العصير الخام.  
استتنويه يمكن  السائل    عمال:  بدرجة حرارة     Liquid nitrogenالنتروجين  يمتاز  تحت   مْ   190الذي 

بالفايروسات، المصابه  النباتية  الانسجة  حفظ  في  )  الصفر  الشكل  في  مبين  تعامل   (1-4وكما  حيث 
ال  داخل  في  مباشرة  دقائق وتطمر  لمدة خمسة  السائل  بالنتروجين   .مْ 18-مجمدة حوضية عند  الانسجة 

التعامل مع   الانتباه عند  السائل  ا يجب  بأستعماللألنتروجين  ينصح  لذلك  اليدين  لبشرة   نه يسبب ضرر 
     القفازات اثناء الاجراء.الملقط أو  

 
 
 
 
 
 
 
 

 ̊ م 190-تجميد العينات بالنتروجين السائل على درجة  (: 1-4) شكلال
 حفظ العزلات الفايروسية بالتجفيف  . 3.4.4

   التجفيف الطبيعي للأوراق . 1.3.4.4
الثابتة   وخصوصا  الفايروسات  أنواع  بعض  عزلات  حفظ  الأوراق (Stable virusesيمكن  بتجفيف   )

بقطعها من النباتات ثم فرشها على أوراق غير صقيلة )أوراق الجرائد مثلا(  المصابة تجفيفا طبيعيا وذلك  
لمستمر  مع التقليب ا مْ  30-25عدلات درجة الحرارة فيه  دون تكديس وفي مكان ظليل جيد التهوية تكون م

، بعدها تحفظ في أكياس ورقية في مكان بارد وجاف. يمكن بهذه الطريقة حفظ  لحين اكتمال جفافها تماما
التبغ  فا موزائيك  أكس (TMVيروس  البطاطا  وفايروس  سنوات  لعدة   )(PVX)     إلى تصل    250لمدة 

 ، إلا أنها غير مفضلة مع أغلب الفايروسات لسرعة تلفها في الأوراق المجففة. يوما

   التجفيف السريع بكلوريد الكالسيوم اللامائي. 2.3.4.4
 الطريقة السابقة وتتم وفق الخطوات التالية : أكثر كفاءة في حفظ العزلات الفايروسية من  ةهي طريق



 ( : حفظ الفايروسات بالتجفيف السريع بكلوريد الكالسيوم اللامائي 53ة )طريقال
. تقطع أوراق النباتات المصابة ويزال العرق الوسطي إن كان كبيرا كما في أوراق الخس بواسطة مقص 1

 وتوزن؛ 2سم2معقم ثم يقطع النصل إلى قطع صغيرة بحدود 

التجفيف  2 إناء  يهيأ   .Desiccator  مناس الإغلاقبحجم  محكم  زجاجي  إناء  أي  أو  فيه  ب  وتوضع   ،
اللامائي   الكالسيوم  كلوريد  أحجار  من  تساوي   2Anhydrous calcium chloride , CaClكمية 

 وتوزع بشكل متجانس في قعر الإناء؛ ضعف وزن الأوراق المراد تجفيفها  

يح فوق أحجار كلوريد الكالسيوم اللامائي وتوزع عليها قطع الأوراق دون تكديس  . توضع ورقة الترش3 
به بشريط  ، وفي حالة استعمال إناء زجاجي عادي فانه يجب إقفال جوانالتجفيف بإحكامإناء   ويقفل غطاء

 لاصق لمنع دخول الهواء؛ 

 ف قطع الأوراق؛ ي فترة كافية لتجفيمْ لمدة أسبوعين وه4. يوضع الإناء في الثلاجة عند 4

 مْ في مكان جاف.  4. ترفع القطع النباتية من الإناء وتوضع في أكياس ورقية مقفلة وتخزن عند 5

يمكن بهذه الطريقة خزن عزلات العديد من الفايروسات لعدة أشهر أو سنوات ومنها فايروسي   :تنويه 
ة بهذه الطريقة إلى سبع ( التي تصل مدة خزنها فعال (PVY( والبطاطا واي CMVموزائيك الخيار )

 سنوات.  
 حفظ العزلات الفايروسية بالتجفيد. 4.4.4

ب مباشرةتجفيف    Lyophilazation , Freeze-dryingالتجفيد  عملية  يقصد  بعد   المادة  وبسرعة 
منخفض درجات  إلى  الهوائيتجميدها  التفريغ  ظروف  وتحت  جدا  الخطوات  ة  وفق  الطريقة  هذه  وتتم   ،

 التالية : 
  الفايروسية بالتجفيد تحفظ العزلا :  (54الطريقة )

يتم و   (2سم  1)بحدود  . تقطع الأوراق النباتية المصابة بالعزلة الفايروسية المراد حفظها إلى قطع صغيرة  1
 مْ؛ 190 –درجة  ىالنتروجين المسال الذي يخفض درجة حرارتها إل  تجميدها سريعا بغمرها في

 –وتجفف فيه تحت ظروف التفريغ بين درجتي    Lyophilizerجهاز التجفيد    فورا الىالقطع    تنقل.   2 
النباتية عند هذه الحرارة المنخفضة مباشرة إلى  40  –  30 مْ حيث سيتحول الماء المجمد داخل الأنسجة 

في انكماش  أو  النباتية  للخلايا  تمزيق  أي  متماسكا  بخار من دون حدوث  النسيج  يزيد من ها ويبقى  مما 
تس  احتمالية التي  العادية  التجميد  بطريقة  مقارنة  المجفدة  الأنسجة  في  فعالا  الفايروس  تحطيم بقاء  بب 

 وتمزق الخلايا النباتية؛ 



في مكان بارد وتحفظ  وتوضع في قناني زجاجية محكمة القفل  التجفيد  فور انتهاء  . تنقل القطع النباتية  3
 وجاف.

التي  :  تنويه والتجفيد  والتجميد  التجفيف  ميكانيكيا   إن طرق  المنقولة  الفايروسات  تحديدا  تناسب  ذكرت 
 وذلك لسهولة استرداد العزلة المحفوظة بعمل عصير منها وتلقيح نباتات الاختبار بها ميكانيكيا.

 
( طرق مقترحة أثبتت كفاءتها في حفظ عزلات عدد من أنواع الفايروسات في الأوراق  1-4)  الجدوليبين  

 المصابة. 
( : طرق حفظ العزلات الفايروسية في الأوراق المصابة لعدد من أنواع فايروسات 1-4الجدول )     

 النبات. 

نوع 
 الفايروس

نبات حفظ 
 العزلة 

الحفظ 
بتجميد 

الأوراق عند 
الصفر  
 المئوي 

الحفظ 
بتجميد 
الأوراق 

 م20-عند

الحفظ 
بتجفيد 
 الأوراق

الحفظ 
بتجفيف  

الأوراق ثم  
الخزن عند  

 م4

BCMV  الفاصوليا - + * + 
BYMV  الباقلاء - + _ + 

CarMV  القرنفل + + + * 

CRSV  اللوبيا * + + * 

CMV  التبغ البري - - + + 

TSWV ورد الدكمة - - - * 

PLRV المنطاد - - - * 

PVX 

البطاطا  
والتبغ  
 البري 

+ + + + 



PVY 
البطاطا  
 والمنطاد

- + + + 

TMV  التبغ + + + + 

TNV  التبغ + + + + 

TRV  التبغ + + + * 

 = بقي الفايروس فعالا لستة أشهر على الأقل.  + 
 فورا أو بعد فترة قصيرة جدا. الفايروس = إنتهت فعالية  -

 لا توجد معلومات * =

 
 

 



 الفصل الخامس
 تنقية الفايروسات النباتية 

 
 أهداف التنقية  .1.5

 الفايروسات النباتية لتحقيق الأهداف التالية : عملية تنقية   تجرى 
 إنتاج المصول المضادة للفايروسات والتي لا يمكن إنتاجها إلا باستعمال محاليل فايروسية نقية تماما    .1

 . خالية من أية ملوثات نباتية 
 إجراء التحليلات الكيماوية للفايروسات والتي تشمل نوع الأحماض النووية الفايروسية وتتابع   .2

الفايرو فيها  النيوكليوتايدات   البروتينات  الأحماضونوع  فيها  سية وتتابع  الأخرى الامينية   ، والمركبات 
 الداخلة في تركيب الفايروسات. 

 دراسة الأشكال الفايروسية وتركيبها المظهري وطبوغرافيتها باستعمال المجهر الالكتروني حيث تكون  .3
 المحاليل الفايروسية النقية.  هذه الدراسات أكثر دقة عندما تجرى على 

 سية المختلفة عند وجودها في الإصابات الخليطة وكما سبق ذكره في الفصل  فصل الأنواع الفايرو  .4
 الرابع. 

   

 أساسيات عامة تراعى عند تنقية الفايروسات .2.5
 :   إجراء التنقية وهيقبل توجد جملة أساسيات يجب الالتزام بها 

مناسبة  1 إكثار  نباتات  انتخاب   . Propagative hosts  المراد تركيز  للفايروسات  يكون  والتي  تنقيتها 
)انظر فيها عاليا  الثاني  الفايروسات  فعالية  (الفصل  تؤثر على  مثبطة  مواد  أن لا تحتوي على  ، ويجب 

أن وجود مث إذ  الصمغية  العضوية والمواد  الفينولية والأحماض  المواد  المواد الفايروسات وخاصة  هذه  ل 
التنقية  لذا نجد صعوبة في تنقية فاير تعقد عملية  اللوزيات وأفراد العائلة الوردية لاحتواء  ،  وسات أشجار 

الت تركيز عالي من  أنواع  اأوراقها على  إلى  نقلها  النباتات يجب  هذه  فايروسات  تنقية  فعند  لذلك  نينات، 
تركيزا   نباتات تحوي  الباحث لاستعمال  أضطر  ذلك. وإذا  أمكن  ما  العائلتين  هاتين  نباتية عشبية خارج 

عندها يجب استعمال النموات الحديثة لتحضير العصير حيث تنخفض فيها المواد    ،المثبطات  عاليا من
 المثبطة مقارنة بالنموات الكبيرة العمر.

    . معرفة العمر المناسب للنباتات التي سيتم الحصول على الفايروسات منها بحيث يكون تركيزها فيها 2
العشبية  في أعلى مستوياته ويتحقق ذلك   النباتات وخاصة  أيام  في معظم  من    ععدة أسابي  الىبعد عدة 



باتي الذي يكون فيه تركيز  إصابتها ثم يتناقص تركيز الفايروس فيها تدريجيا. كما يجب معرفة العضو الن
الفايروسات عاليا وهي عادة الأوراق، إلا أن بعض الفايروسات قد تكون أعلى تركيزا في أعضاء أخرى  

. ويمكن تقدير تركيز الفايروس  TNV)من النبات مثل الجذور كما هو الحال مع فايروس موت التبغ ) 
وع الثالث،  الفصل  في  ذكرت  التي  الطرق  باتباع  النبات  لتركيز  في  المقبول  الأدنى  الحد  فان  ادة 

 ملغم فايروس/كغم من الأوراق الطازجة.  10 -5الفايروسات في نباتات الإكثار هو 

 . يفضل معرفة الخواص الفيزياوية للفايروس المزمع تنقيته بجمع معلومات عنه من البحوث السابقة  3
 مراحل       المناسبة لحمايته من التلف أثناء وذلك لمعرفة تحمله للظروف الخارجية واتخاذ الإجراءات       
 التنقية.        

 طرق تنقية فايروسات النبات  . 3.5
ية تمر بالمراحل  لنظر عن طريقة التنقية المستعملة، فان عملية التنق عند تنقية أي فايروس نباتي وبغض ا 

 الثلاث المتتابعة التالية : 
 النباتي استخلاص العصير   مرحلة. 1.3.5 

هي عملية الحصول على العصير النباتي من النباتات التي تم إكثار عزلة الفايروس فيها وذلك للحصول  
العصير   لتحضير  التي ذكرت  الطريقة  إتباع  الفايروسية، ويمكن  الجسيمات  ممكنة من  كمية  اكبر  على 

حق ميكانيكية كفوءة ( ولكن يفضل استعمال وسائل س12)   طريقةمن ال   3و    2و    1الخام في الخطوات  
غير الهاون الخزفي مثل ماكينات سحق الخضراوات أو الخلاطات الكهربائية وذلك لحاجة عملية التنقية  
الخلاط   استعمال  عند  الحذر  يجب  أكثر.  أو  لتر  نصف  إلى  قد تصل  الخام  العصير  من  كبيرة  لكمية 

ارتفاعا في درجة حر  ذلك يسبب  السحق لان  مدة  يؤثر سلبا على  الكهربائي من زيادة  مما  العصير  ارة 
، لذا يجب اختصار مدة السحق قدر الإمكان وتبريد العصير  الفايروسات خاصة تلك غير الثابتة فعالية  

بإضافة عدة مكعبات من الثلج المحضرة من الماء المقطر المعقم بحيث تكون درجة حرارة العصير قريبة  
الإن4 من درجة  الفايروسات في  مْ، كما أن التبريد يوقف فاعلية  النباتية المؤثرة سلبا على  زيمات المحللة 
 العصير. 

في العصير  إلى  المرحلة   نهاية  تضاف  ت  هذه  تقلل  التي  المضافات  من  المتلفة  العديد  العوامل  أثير 
 ، وهذه المضافات هي :  للفايروسات

للتأكسد* المانعة  ا   المواد  إلى  تعرضها  بسبب  الفايروسات  تأكسد  تمنع  مواد  وهي  الجوي  و لأ:  كسجين 
بها   ترتبط  حيث  الفايروسات  على  والتنينات  النباتية  الفينولية  للمواد  الضار  التأثير  من  تقلل  وكذلك 

الصوديوم   كبريتيت  هي  استعمالا  المركبات  هذه  وأكثر  العصير،  من    Sodium sulphiteوتسحبها 



الصوديوم  و  و    Mercaptoethanol  الميركابتوايثانولو   Sodium thioglycolateثايوجلايكوليت 
والتي تضاف إلى العصير بتركيز يعتمد على نوع ،  Cystine hydrochloride  هيدروكلوريد السستين

 المركب المستعمل وطريقة التنقية. 
موقفة  * الفينولات   ()مثبطة  مواد  أكسدة  إنزيمات  مواد    لعمل  وتشمل  بتركيز  :  أو  0,02النيكوتين   %

  Diethyldithiocarbamate  د المزال منه الدهن، أو ثنائي الاثيل ثنائي ثايوالكارباميتالحليب المقشو 
فعل إنزيمات    أو تثبط  هي مركبات توقف      Potassium ethyl xanthateأو زانثات أثيل البوتاسيوم  

من الفينولات    نينات والتي هي أكثر إتلافا للفايروساتاأكسدة الفينولات التي تحول الفينولات النباتية إلى ت
على الأخيرين  المركبين  يعمل  لأ  البسيطة حيث  بإزالتها  الإنزيمات  الضروري  تعطيل عمل  النحاس  يون 

 لعمل هذه الإنزيمات.
البولمرات ومنها    منمواد موقفة لفعل الفينولات :    * البيض وبعض  أهم المواد المستعملة هي ألبومين 

البايرولدون   الفينولات والتنينات    Polyvinyl pyrrolidone , PVPمادة بوليفينيل  للتخلص من  وذلك 
 من العصير. 

المغنسيومي  * الإنزيمات    Magnesium bentoniteالبنتونايت  إدمصاص  على  يعمل  والذي   :
  دالة حامضيةالنباتية المحللة وخاصة تلك المحللة للأحماض النووية من العصير ويفضل إضافته عند  

يجب  وبقايا الكلوروبلاستات، ولكن  18S كما يعمل على ادمصاص الرايبوسومات والبروتين النباتي    ،6
يدمص قد  لأنه  كبيرة  بكمية  إضافته  من  يسبب    الحذر  كما  العصير  في  ويرسبها  الفايروسية  الجسيمات 

 تلوث العصير بالجزيئات الدقيقة للبنتونايت التي تربك الخطوات التالية للتنقية. 
المخلبية  *   مركب  :  Chelating agentsالمواد  الخلات  ثنائي    ثيلينالأ  وأهمها  رباعي  الأمين 

Ethylene diamine tetra acetate , EDTA    لإزالة أيوني    7,4  ودالة حامضيةمولر    0,01بتركيز
بتركيز عالي يسبب ترسب بعض  العصير  في  العصير وذلك لان وجودهما  الكالسيوم والمغنيسيوم من 

 الفايروسات فيه وبالتالي فقدها أثناء الاستخلاص.
،  يمات النباتية والصبغات النباتية: والذي يضاف إلى العصير لادمصاص الإنز   Charcoalالفحم   *  

ورقة عبر  العصير  بتمرير  منه  التخلص  يتم  ادمصاص ترشيح  ثم  هي  استعماله  سلبيات  من  ولكن   ،
 جسيمات الفايروسات على حبيباته وفقدها من العصير.

أكس    :   Detergentsالمنظفات  *   الترايتون    80والتوين  Triton X-100      ،100وأهمها مركبات 
Tween-80    والايجيبونIgepon  الصوديوم دوديسيل   Sodium dodecyl (lauryl)وكبريتات 



sulphate , SDS     متجانس فيه ومنع بشكل  الفايروسية  الجسيمات  لنشر  العصير  إلى  والتي تضاف 
 تكتلها وبالتالي فقدها منه. 

ناشرة    Ureaاليوريا  *   كمادة  تضاف  والتي  بتركيز  :  الفايروسية  بسبب    0,5للجسيمات  وذلك  مولر 
الجسيمات   تلك  تعمل على ربط  التي  الهيدروجينية  للماء والأواصر  الكاره  الأواصر  تأثيرها في إضعاف 

 وبالتالي تمنع ترسيبها في العصير. 
الخلوية*   للجدر  المحللة  البكتينيز   الإنزيمات  إنزيمي    Cellulase   والسليليز  Pectinase  : وخاصة 

وهي تستعمل في بعض الحالات الخاصة لتسهيل تحرير الجسيمات الفايروسية من الخلايا كما هو الحال  
 ( من أوراق البطاطا. PLRVفايروس التفاف أوراق البطاطا )

  Chymotrypsin    والكيموتربسين  Trypsin: وخاصة إنزيمي التربسين    الإنزيمات المحللة للبروتين*  
ية المعقدة المكونة من ارتباط البروتينات مع الصبغات والجسيمات الفايروسية حيث  لهضم المركبات النبات

 تعمل هذه الإنزيمات على تحريرها من هذا المعقد.
لذلك لا تستعمل عادة إلا في 1)  :  تنويه الثمن  النقطتين أعلاه هي غالية  المذكورة في  ( إن الإنزيمات 

( العادية  بالطرق  الجسيمات  استخلاص  جدا  يصعب  عندما  خاصة  التي  2حالات  المركبات  كل  إن   )
 ( فايروس  كل  تنقية  بدقة وحسب طريقة  به  الموصى  بالتركيز  إضافتها  يجب  أعلاه  هذه 3ذكرت  كل   )

الديلزة  ال  عملية  بواسطة  في  أو  التصفية  مرحلة  في  غالبا  العصير  في  منها  التخلص  يتم  مضافات 
Dialysis  .حيث لا يجوز بقائها في المحلول الفايروسي النقي 

 مرحلة تصفية العصير  . 2.3.5
وال  نسبيا  الحجم  الكبيرة  النباتية  المواد  من  التخلص  فيها  ويتم  مباشرة  الاستخلاص  عملية  تعقب  تي  هي 

 ، وتتم بإحدى الطرق التالية : الأغشية والجدر الخلوية وأجزائهاتشمل المايتوكوندريا والبلاستيدات و 
   التصفية بالانتباذ الواطئ. 1.2.3.5

الشكل  )،  وباستعمال الدوّار ثابت الزاوية  يعرّض العصير إلى إنتباذ واطئ حيث ينقل إلى أنابيب الانتباذ
إنتباذ    ( ، ب5-6 الراسبة    15-10لمدة    Xg  10000-1000وعند سرعة  الكتلة  الراسب  دقيقة ويرمى 

Pellet   يحوي أعلاه  الذي  المذكورة  النباتية  الرائق  المواد  أما   ،Supernatant    في المائي  الجزء  وهو 
من  الحجم  والقريبة  الصغيرة  النباتية  والمواد  الفايروسية  الجسيمات  يحوي  لأنه  يؤخذ  الذي  فهو  الأنبوبة 

الأصغر منه.  يمكن تحسين عملية الترسيب بإضافة مادة مرسبة إلى العصير قبل الانتباذ    الفايروس أو
 % في العصير.15بتركيز  Ammonium sulphate  وأكثرها شيوعا هي كبريتات الامونيوم

 



   التصفية بالمذيبات العضوية . 2.2.3.5
اد الدهنية )الليبيدية(  النباتي وإزالة المو تستعمل العديد من أنواع المذيبات العضوية الآتية لتصفية العصير  

الكربون  النباتية و  الكلوروفورم  و  البيوتانول  و  الايثر  و  الأسيتون  و  الإيثانول   : هي  المذيبات  وهذه   ،
الفلوروكربونات   مجموعة  من  المذيبات  و  الكلورايد  المذيب    Fluorocarbonsرباعي    ليز فرونومنها 

Fronliz  .إلا أن أكثرها استعمالا مع الفايروسات العصوية هي الكلوروفورم أو الكربون رباعي الكلورايد ،
تزيد   بنسبة لا  معه  العصير وتمزج  إلى  المذيبات  هذه  المزج بسرعة في  20تضاف  يتم  أن  % ويفضل 

اذ واطئ بقوة  خلاط كهربائي لعدة دقائق عند السرعة المتوسطة للخلاط، ثم يعرّض المزيج فورا إلى إنتب
5000-10000  Xg    دقيقة باستعمال الدوار ثابت الزاوية وبعد نهاية الانتباذ ستتكون في   20-10لمدة 

، السفلية هي الطبقة الدهنية والتي تحوي المذيب العضوي مع المواد التي  أنابيب الانتباذ طبقتين سائلتين
الخلوي الأغشية  الشمعية والكلوروفأذيبت فيه وهي  فهي ، والتي ترمىيلاتة والمواد  العلوية  الطبقة  أما   ،

الطبقة المائية والتي تحوي الجسيمات الفايروسية والتي تسكب بحذر في بيكر معقم. يجب اختيار المذيب  
تركيزه زيادة  به لان  الموصى  بالتركيز  بدقة  الإلتزام  مع  فايروسي  نوع  لكل  الجسيمات    المناسب  سيتلف 

باستعمال الفايروسية ينصح  ولا  المغلفة  ،  الفايروسات  مع  نهائيا  تذيب   Enveloped virusesها  لإنها 
 الغلاف الخارجي الليبيدي للفايروس وتتلفه.  

 
   التصفية بالمرشحات الدقيقة. 3.2.3.5

الح القريبة  النباتية  والأجسام  الفايروسات  بمرور  فقط  تسمح  التي  المرشحات  من  أنواع  أو  تستعمل  جم 
ا  مصطلح  ويطلق  منها  الفائقالأصغر  أنواع    لترشيح  من  العديد  توجد  الترشيح.  من  النوع  هذا  على 

المصنوع من الاسبست،    Seitz filter  ي تستعمل في التصفية ومنها مرشح زايتزالمرشحات الجاهزة الت
الدياتوم  Berkefeild filter  ركفيلدبيومرشح   رمل  من  ومرشح  Diatomaceous earth  المصنوع   ،
الجزيئية    Chamberlin filter  شامبرلان الأغشية  من  أنواع  تستعمل  كما  الخزف،  من  المصنوع 

Membranous filters  ومنها مرشح النتروسليلوز  Nitrocellulose filter    المكون من عجينة نترات
ح عبر طبقة من ورق الترشيح  ، ويفضل قبل تمرير العصير عبر هذه المرشحات أن يرشخلات السليلوزو 

ا كي لا   للعصتقفل ثقوب هذه  الكبيرة نسبيا  لدقتها بالكتل  المستعملة   لمرشحات  المرشحات  أهم  ير. ومن 
كوربيت ابتكره  الذي  السيلايت  سنة  Corbett)  مرشح  بالطريقة    1961(  وإستعماله  تحضيره  يتم  والذي 

 التالية : 
 



 ( : تصفية العصير النباتي بواسطة مرشح السيلايت55) لطريقةا
 لماء المقطر المعقم في بيكر معقم؛مل من ا  250السيلايت مع غم من مسحوق  50. يمزج 1

، على فوهة دورق إيرلنماير  بإحكام بعد وضع ورقة ترشيح فيه   Buchner funnel  . يثبت قمع بوخنر2
 مل بواسطة سدادة مطاطية؛ 500بحجم 

ويتم سحب الماء   . يضاف المزيج إلى قمع بوخنر وتربط الأنبوبة الجانبية للدورق بجهاز تفريغ الهواء  3
،  (1-5)الشكل  ،  سم في قمع بوخنر  0,5ه جافة بسمك  من مزيج السيلايت الذي سيتحول إلى طبقة شب

استعماله يجب  الذي  المرشح  على  نحصل  بسبفورا   وبذلك  ثانية  باستعماله  ينصح  والذي لا  انسداد  ،  ب 
   ثقوبه بالمواد النباتية؛

الا4 مرحلة  من  الناتج  النباتي  العصير  يسكب  مع  .  وبهدوء  تدريجيا  السيلايت  مرشح  فوق  ستخلاص 
تشغيل جهاز خلخلة الضغط لغرض سحب الراشح النقي الذي يترشح إلى الدورق والذي يحوي الجسيمات  

 كافة الملوثات في طبقة السيلايت.  الفايروسية والمواد النباتية القريبة الحجم منه فيما تحجز
ا1)  :  تنويه هي  المرشح  هذا  سلبيات  من  يفضل  (  ذلك  ولتجنب  الفايروسات  أنواع  لبعض  دمصاصه 

معينة تناسب كل فايروس تمنع ادمصاص جسيماته على    دالة حامضيةول منظم مناسب باستعمال محل 
عند ترشيح عصير النبات الحاوي    5  ل محلول منظم بدالة حامضية جزيئات السيلايت ومثال ذلك استعما

، كما ان بعض الفايروسات قد تدمص على ورق الترشيح كما هو  ((TMVعلى فايروس موزائيك التبغ  
( في حالة الحاجة إلى إعادة استعمال مادة السيلايت فانه  2)(،  (PVYالحال مع فايروس البطاطا واي  

مرات بالماء وذلك لإزالة المواد النباتية العالقة بها ثم    يتم سكبها بعد انتهاء الترشيح في بيكر وغسلها لعدة
 ، إلا أنه يفضل إستعمال مسحوق سيلايت جديد عند كل ترشيح.  تجفيفها هوائيا وإعادة إستعمالها



 
 ( : مخطط مرشح السيلايت1-5الشكل )

 
  التصفية بالتجميد والتسخين. 4.2.3.5

الثابتة ومنها فايروس موزائيك    هما طريقتين غير شائعتي الاستعمال وتقتصران الفايروسات  على بعض 
تحوي  (TMVالتبغ   صافية  ثلجية  كتلة  فتتكون  المئوي  الصفر  درجة  إلى  العصير  تجميد  يتم  إذ   )

العصير وتبقى سائلة وبالتالي يسهل فصلها.   النباتية في  الملوثات  فيما لا تتجمد  الفايروسية  الجسيمات 
بتس فتتم  بالتسخين  التصفية  مائي عند  أما  العصير في حمام  دقائق60-50خين  لمدة عشر  كما في    مْ 

حيث يسبب ذلك ترسيب البروتينات النباتية التي تتكتل وتترسب أسفل العصير وبالتالي    (،  2-5الشكل )
 يمكن فصلها.

 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 (: طريقة التصفية بالتسخين2-5الشكل)
   للفايروسمرحلة التنقية النهائية  . 3.3.5

الفايروسية نقية تماما في محلولها   الجسيمات  أية ملوثات نباتيةال يتم فيها فصل  ، وتتم  خالي تماما من 
 بإحدى الطرق التالية : 

 التنقية بالانتباذ ألتناوبي  . 1.3.3.5
بات وأكثرها شيوعا وخصوصا  إحدى أهم طرق تنقية فايروسات الن  Centrifugation  تعد طريقة الانتباذ

ألتناوبي  ط الانتباذ  من    Differential centrifugation  ريقة  متتالية  دورات  استعمال  يعتمد  الذي 
الانتباذ واطئ السرعة ثم عالي السرعة باستعمال جهاز انتباذ عالي السرعة ومبرّد يوفر درجة حرارة تصل  

للدوار4إلى   الشديد  الدوران  الحجرة بسبب  الحرارة في  إرتفاع درجة  لمنع تأثير  الدوار وذلك    مْ في حجرة 
ال  تتم  الفايروس.  فعالية  بسرعة  على  أولا  واطئ  انتباذ  إلى  المصفى  العصير  بتعريض    10000تنقية 

الملوث الذي يحوي  الراسب  لمدة نصف ساعة ويهمل  نسبيادورة/دقيقة  الحجم  الكبيرة  النباتية  ، ويؤخذ  ات 
إلى   يصل  عالي  انتباذ  إلى  فورا  يعرض  الذي  بتباين    40000الرائق  السرعة  هذه  )تتغير  دورة/دقيقة 

لمد قوة   3-2ة  الفايروسات(  عند  الفايروسية  الجسيمات  تترسب  حيث  الفايروس  نوع  وحسب  ساعات 
العالي يسكبالانتباذ  الذي  الرائق  عن  وتفصل  هذه  من ة  قطرات  بإضافة  الفايروسي  الراسب  يذاب  ثم   ،

محلول منظم مناسب وبذلك يتم الحصول على محلول فايروسي نقي. يمكن تكرار دورة الانتباذ الواطئ  
ثا الأولىوالعالي  الانتباذية  الدورة  وراشح  راسب  على  جسيمات    نية  وجود  لاحتمال  معا  مزجهما  بعد 

http://www.apsnet.org/edcenter/K-12/TeachersGuide/TobaccoMosaicVirus/PublishingImages/fig09heatingsap.jpg


الجدول ) الدورة الأولى في تنقيتهما. يبين  المستعملة لفصل  1-5فايروسية فيهما فشلت  ( سرعة الانتباذ 
 المواد النباتية وتنقية بعض أنواع فايروسات النبات.

 دة اللازمة لترسيب المواد النباتية وأنواع من الفايروسات النباتية. سرعة الانتباذ والم :( 1-5الجدول )

 المادة النباتية/الفايروس 
سرعة 

 الانتباذ)دورة/دقيقة( 
الوقت اللازم  

 للترسيب)دقيقة( 

 4 500 النوى 

 10 1000 الكلوروبلاستيدات 

 12 3000 المايتوكوندريا 

 150 30000 الرايبوسومات

 الخيار فايروس موزائيك  
Cucumber 

 mosaic virus 
30000 90 

فايروس التبقع الحلقي  
 للقرنفل 

Carnation  ring spot 

virus 

30000 120 

فايروس الموزائيك الأصفر  
 للشلغم

Turnip yellow 

mosaic virus 

30000 110 

 فايروس موت التبغ

Tobacco necrosis 

virus 
30000 100 

الفايروس التابع لموت  
 التبغ  

Satellite tobacco 

necrosis virus 

 

30000 250 



  

 

فايروس الذبول المبقع  
 للطماطة  

Tomato spotted wilt 

virus 

30000 250 

فايروس التقزم الأصفر  
 للبطاطا 

 Potato yellow 

dwarf virus 

30000 150 

فايروس موزائيك التبغ  
Tobacco mosaic 

virus 
30000 70 

فايروس خشخشة التبغ 
Tobacco rattle virus 30000 45 

 
 ( بطريقة الانتباذ التناوبي والمذيبات العضوية. (LMV: تنقية فايروس موزائيك الخس( 56ة )طريقال
غم من أوراق الخس المصابة ويزال العرق الوسطي منها بمقص معقم وتوضع في خلاط 200. يؤخذ  1

  ودالة حامضية مولر    0,5بتركيز     4PO2KHمن المحلول المنظم الفوسفاتي    مل  300كهربائي بإضافة  
 ؛ بمقدار ضعف ونصف وزن الأوراق 7,5
القصوى 2 القوة  العصير ويرشح عبر    الكهربائي   لخلاطا  في   . تسحق الأوراق على  لمدة دقيقتين ويؤخذ 

أو    Thioglycolic acidلايكولك  يكر معقم ويضاف إليه حامض الثايوجالشاش في ب  طبقة من قماش
 %؛  0,1مادة مانعة للتأكسد بتركيز ك Sodium sulfite كبريتيت الصوديوم 

% 8,5بتركيز    n-butanol    وتانول. يوضع البيكر في حمام ثلجي ويضاف إليه المذيب العضوي  البي3
 يمزج لمدة نصف دقيقة بقضيب زجاجي؛ و 
 30دورة /دقيقة لمدة    8000. يوزع العصير في أنابيب الانتباذ ويعرّض إلى انتباذ واطئ على سرعة  4

 الراسب الذي يضم المواد النباتية؛ دقيقة ويؤخذ الرائق من كل الأنابيب ويجمع في بيكر، ويهمل 



سرعة  5 على  عالي  انتباذ  إلى  ويعرّض  جديدة  انتباذ  أنابيب  في  الرائق  المحلول  يوزع  دورة   30000. 
ب الذي  ، ويؤخذ الراسثابت الزاوية وجهاز انتباذ مبرّدم باستعمال الدوار 4دقيقة لمدة ساعة وبدرجة حرارة /

 يحوي الجسيمات الفايروسية، ويهمل الرائق؛ 
أنبوبة6 كل  في  الراسب  يذاب  وبمساعدة   .  المستعمل  المنظم  المحلول  من  مللترات  عدة  بإضافة  انتباذ 

 اجي معقم وتجمع المحاليل في بيكر؛ قضيب زج
، في أنابيب إنتباذ ويعرّض إلى انتباذ واطئ على سرعة  حلول الذي جمع في الخطوة السابقة. يوزع الم7

وهو المحلول    ويجمع في بيكر معقمدقيقة ويؤخذ الرائق من كل الأنابيب    30دورة /دقيقة لمدة    10000
 الفايروسي النقي، ويهمل الراسب إن وجد؛ 

 . يوضع المحلول النقي في قنينة زجاجية معقمة محكمة القفل وتخزن في المجمدة. 8
 

 والديلزة  التنقية بالانتباذ والمرسبات. 2.3.3.5
يث تضاف المادة المرسبة إلى  هي من الطرق الشائعة لتنقية الفايروسات وهي تحوير للطريقة السابقة ح

 المحلول الفايروسي بعد انتهاء دورة الانتباذ الواطئ لتسهيل ترسيب الجسيمات الفايروسية في حالة عدم
-  15، حيث أنه عند استعمال المرسبات فانه يكفي الانتباذ عند سرعة  توفر أجهزة انتباذ عالية السرعة

تعملة هما مركب كبريتات مْ. من أهم المرسبات المس4ة  ألف دورة/دقيقة لمدة ساعة عند درجة حرار   20
 , Polyethylene glycol  أو مركب الكلايكول متعدد الايثيلين  Ammonium sulphate  الامونيوم  

PEG ولان الفايروسات النباتية يتكون غالب ل لترسيب البروتينات بكل أنواعها، وقد شاع إستعمال الأو ،
الغطاء   من  محاليلهاكتلتها  من  الفايروسات  لترسيب  مناسبة  المادة  هذه  أصبحت  لذا  وهي    ألبروتيني 

غم 53نصف حد التشبع ) حد التشبع هو    –أو بمقدار ربع    % 25تضاف إلى المحلول بنسبة تصل إلى  
%  4الكلايكول متعدد الايثيلين بتركيز    مل من المحلول(. وتستعمل مادة100من كبريتات الامونيوم في  

الم امتصاصهافي  نتيجة  وذلك  الفايروسات في محاليلها  لترسيب  المحيط بجسيمات    حلول عادة  للسائل 
وقدالفايروس  الفايروس   ،  نوع  التركيز حسب  ترسيب  يتغير  تسبب  فإنها  عالي  بتركيز  أضيفت  ما  وإذا   ،
إلى تركيز  ، وعموما فان الفايروسات الصغيرة الحجم تحتاج  باتية الأصغر حجما من الفايروساتالمواد الن

قعر  في  الفايروس  إلى ترسيب  المادتين سيؤدي  هاتين  إحدى  استعمال  إن  المادة.  هذه  نسبيا من  عالي 
، ويتم التخلص  محلول منظم مناسب بعد سكب الرائقأنبوبة الانتباذ الذي تعاد إذابته في كمية قليلة من  

 لفايروسي بواسطة عملية الديلزة. الجلايكول متعدد الايثيلين من المحلول ا  من كبريتات الامونيوم أو
 



 ة )الفصل الغشائي(  عملية الديلز  )أ(. 
المقيّد  Dialysis  الديلزّة الانتشار  أيضا  عليها  يطلق  عن  والتي  الكبيرة  الجزيئات  لفصل  طريقة  هي   ،

 Semipermable  ن معا في المحلول وذلك باستعمال غشاء شبه منفذالصغيرة عند وجودهما ممزوجتي

membrane  ،  المشمع السليلوز  هي  استعمالا  الأغشية  والسيلوفان    Viscose celluloseوأكثر 
Cellophane  بعرض شريط  من  لفافة  بشكل  الأغشية  هذه  المنتجة  الشركات  تصنع  ما  وعادة  سم 3، 

 حيث يقص بالطول المناسب حسب رغبة الباحث. وتتم الديلزة بالطريقة التالية   
 الغشائي )الديلزة( ( : الفصل 57ة )طريقال
الماء المقطر لمدة ساعتين  10. يغمر كيس الديلزة بعد قصه بطول مناسب )1 سم مثلا( في كمية من 

والمواد   الكبريتية  المركبات  آثار  من  التصنيعللتخلص  عند  به  علقت  التي  فيالأخرى  غليه  أو  الماء    ، 
لتر مضافا  / مول ل مل 1بتركيز    EDTA  ثيلين ثنائي الأمين رباعي الخلاتالإي المقطر المضاف إليه مركب  

 ؛ دقيقة ثم يغسل بالماء المقطر 30غم كربونات الصوديوم لمدة 10إليه 
نها2 تعقد  ثم  الفايروسي  بالمحلول  ويملأ  بإحكام  خيط  بواسطة  الكيس  نهايتي  إحدى  تعقد  الثانية  .  يته 

 بإحكام بنفس الطريقة؛ 
المقطر )3 الماء  مناسبة من  كمية  الكيس في  يغمر  بيك250.  في   ) أكثر  أو  على سطح مل  ر يوضع 

المغناطيسي الرجاج  لمدة    Magnetic stirrer  جهاز  البيكر  في  الكيس  لتدوير  في  24ويشغل  ساعة 
 (؛ 3-5)الشكل  مْ ،4درجة 

، وبذلك ستعبر الجزيئات النباتية الملوثة  ساعة من بدء العملية 12جديد بعد    . يستبدل ماء البيكر بآخر 4
الفايروسي بسبب صغر   للمحلول  الغشاء  عبر  الجزيئي  الوزن  المنخفضة  الترسيب  مادة  وكذلك جزيئات 

حجمها الجزيئي بينما لن تعبر الجسيمات الفايروسية بسبب وزنها الجزيئي العالي نسبيا حيث أن الغشاء 
إلى   الجزيئي  التي يصل وزنها  للجزيئات  كامل    30000منفذ  ليوم  ديلزت  إذا  ذلك  أدنى من  أو  دالتون 

 كبر إذا طالت مدة الديلزة؛ن قد تعبر جزيئات أ ولك
الديلزة  يترك.  5     تهوية جيدة وبدرجة    معلقا  كيس  تتوفر  مكان  لمدة نصف ساعة في  العملية  إنتهاء  بعد 

 سي النقي من الكيس إلى بيكر معقم؛ حرارة المختبر وفي الظل ثم يفرّغ المحلول الفايرو 
 . يوضع المحلول النقي في قنينة زجاجية معقمة محكمة القفل وتخزن في المجمدة.6

لمرة1)  :  تنويه الغشاء  استعمال  يفضل  يجفف    (  ثانية  هناك ضرورة لاستعماله  كانت  وإذا  فقط  واحدة 
يخزّن ) ثم  الرمية  البكتريا  أو  بالفطريات  لتلوثه  تجنبا  البنزويك  بالقليل من حامض  تتم عملية  2ويعفّر   )

مْ إلا أنه وبسبب تـأثر الفايروسات بالحرارة  30الديلزة عادة بكفاءة عالية عند رفع درجة الحرارة وصولا إلى  



الديلزة عند درجة  العا لذلك تجرى  الديلزة ويمكن تأمين هذه الدرجة 4لية  أو أعلى بقليل مع إطالة فترة  م 
بوضع البيكر الحاوي على كيس الديلزة في حمام ثلجي )ثلج مبروش( ووضعهما معا على سطح  الرجّاج  

 المغناطيسي. 

 
 : طريقة الفصل الغشائي )الديلزة(. (  3-5الشكل )

 
( بطريقة الانتباذ التناوبي والكلايكول متعدد (BeMVتنقية فايروس موزائيك البنجر:    (58ة )لطريقا

 (. (PEGالايثيلين 
يؤخذ  1 خلاط 200.  في  وتوضع  معقم  بمقص  منها  الوسطي  العرق  ويزال  المصابة  البنجر  أوراق  من  غم 

بإضافة   الفوسفاتي    300كهربائي  المنظم  المحلول  من  حامضية  مولر    0,5بتركيز     4PO2KHمل  ودالة 
 ؛ ار ضعف ونصف وزن الأوراقبمقد، 7,5
دق2 لمدة  الكهربائي  الخلاط  في  القصوى  القوة  على  الأوراق  تسحق  عبر  .  ويرشح  العصير  ويؤخذ         يقتين 

بتركيز   الاسكوربيك  حامض  إليه  ويضاف  معقم  بيكر  في  الشاش  قماش  من  السستين  1طبقتين  أو   %
Cystein    المركب     0,01بتركيز محلول  وإضافة  مختزلة،  بتركيز    EDTAكمادة  مسبقا  المحضر 
 %؛ 1مولر وبتركيز نهائي في العصير 0,007



دقيقة    20دورة/دقيقة لمدة    5000بيب الانتباذ ويعرّض إلى انتباذ واطئ بسرعة  . يوزع العصير في أنا3
 ذ الرائق الذي يجمع في بيكر معقم؛ويؤخ
% وبمقدار جزء من 40. يضاف إلى الرائق محلول الكلايكول متعدد الايثيلين المحضر مسبقا بتركيز  4

 ثلجي لمدة نصف ساعة؛ مزيج في حمام ، ويترك ال المحلول لثلاثة أجزاء من الرائق هذا 
انتباذ واطئ بسرعة  5 إلى  الانتباذ ويعرّض  أنابيب  المزيج في  لمدة    8000. يوزع  دقيقة    20دورة/دقيقة 

 ويؤخذ الراسب ويهمل الرائق؛ 
وبمساعدة 6 المستعمل  المنظم  المحلول  من  مللترات  عدة  بإضافة  انتباذ  أنبوبة  كل  في  الراسب  يذاب   .

زجا المحقضيب  وتجمع  معقم  بيكرجي  في  بالرجاج  اليل  الاستعانة  يمكن  الإذابة  تعسّرت  وإذا   ،
 ة ساعة بوضع البيكر في حمام ثلجي؛ المغناطيسي لرج المزيج لمد

دقيقة   20دورة/دقيقة لمدة    4000. يوزع المحلول في أنابيب الانتباذ ويعرّض إلى انتباذ واطئ بسرعة  7
 ثلجي؛ ر في حمام ويؤخذ الرائق الذي يجمع في بيك

 90دورة/دقيقة لمدة    30000. يوزع المحلول الرائق في أنابيب الانتباذ ويعرّض إلى انتباذ عالي بسرعة  8
( أعلاه وهو المحلول الفايروسي النقي  6دقيقة ويؤخذ الراسب بعد رمي الرائق الذي يذاب كما في الخطوة )

 دة.يوضع في قنينة زجاجية معقمة محكمة القفل وتخزن في المجم الذي
 

   التنقية بالانتباذ بمحاليل متدرجة الكثافة  .3.3.3.5
تقانة   بتستعمل  الكثافةالتنقية  متدرجة  بمحاليل  بشكل    Density gradient centrifugation  الانتباذ 

  واسع لتنقية الفايروسات وخصوصا الفايروسات العصوية التي إذا ما تمت تنقيتها بطريقة الانتباذ التناوبي 
تكفإن  لوحدها إذابتهاها  الصعب  من  كتلية  رواسب  لفصل  ون  الكثافة  متدرجة  محاليل  تستعمل  لذلك   ،

الملوثا بقية  الفايروسية عن  الجسيمات  كثافتها وبذلك سيتم فصل  الفايروسي حسب  المحلول    ت جزيئات 
تعد عاد الطريقة  هذه  فان  ذلك لاحقا. عليه  الكثافة وكما سيوضح  متدرج  المحلول  ة  النباتية في طبقات 

التناوبي لضمان الحصول على فايروس نقي. تستعمل في هذه   الانتباذ  طريقة مكملة وضرورية لطريقة 
، وأكثرها استعمالا هي محاليل السكروز وكلوريد  غير مؤثرة على فعالية الفايروساتالتقانة محاليل خاملة  

الكيماوي     Cesium chlorideالسيزيوم ورمزها  CsClورمزه  السيزيوم   4CsSOالكيماوي    وكبريتات 
البوتاسيوم   الريبيديوم    Potassium bromideوبروميد  ، وجميع هذه    Rubidium chlorideوكلوريد 

 مولر.  9-6المحاليل باستثناء السكروز هي محاليل لا عضوية تستعمل بتركيز 
 



   الانتباذ بمحلول السكروز متدرج الكثافة ( : تنقية الفايروسات بطريقة 59ة )طريقال
 تحضير محلول السكروز متدرج الكثافة. )أ(. 

% في المحلول المنظم الفوسفاتي    40و  30و  20و  10. تحضر أربعة تراكيز من السكروز النقي وهي  1
 لكل تركيز كل منها في بيكر معقم؛ مل10 ر وبمقدا  7,5 ودالة حامضيةمولر  0,01تركيز 

 معقمة وتوضع في أنبوبة الانتباذ؛ % بواسطة ماصة40مل من التركيز  5. يسحب 2
يسحب  3 التركيز    5.  من  أنب30مل  حافة  على  بهدوء  وتضاف  الماصة  بواسطة  فوق  %  الانتباذ  وبة 

 التركيز السابق؛ 
التركيز  4 الإجراء ذاته كما في أعلاه مع  المحلول  5% ثم يضاف  10ثم    20. يكرر  المنظم    مل من 

في الأنبوبة طبقات السكروز متدرجة الكثافة وكما مبين في  ، وبذلك ستتكون  الفوسفاتي فوق آخر تركيز
 (. ، أ 4-5الشكل )

بما 1)  :  تنويه السكروز  تراكيز  حجم  تغيير  يمكن  الحجم  صغيرة  المتاحة  الانتباذ  أنابيب  كانت  إذا   )
مللتر واحد من كل تركيز في    ن بشرط تماثل حجمها أي يوضع مثلا"يتناسب مع حجم تلك الأنبوبة ولك

المذكورة أعلاه عندها لا2)  ،الأنبوبة  الكثافة  المحاليل الأخرى متدرجة  استعمال   داعي لعمل ( في حالة 
ة ثم  الطبقات متدرجة الكثافة كما في السكروز بل يضاف محلول المادة إلى أنبوبة الانتباذ بالكمية المناسب

بواسطة   الأنبوبة  داخل  ألكرومي    سلكيحرك  النيكل  من  مصنوع   Nickel chrome spiralنابضي 

wire    المحلول في(، ب 4-5)الشكل،  ملم0,8بقطر ليستقر  تترك الأنبوبة  لمدة ساعة بعدها تتشكل ،  ها 
 طبقات المحلول ذاتيا حسب تدرجها الكثافي. 

 طريقة التنقية. )ب(. 
بسرعة  1 واطئ  انتباذ  إلى  المصفى  العصير  يعرض  ويؤخذ  دورة/د  10000.  ساعة  نصف  لمدة  قيقة 

 الرائق؛ 
سرعة ومدة دورة/دقيقة لمدة  ساعتين )يمكن تغيير    40000. يعرض الرائق فورا إلى انتباذ عالي عند  2

  الانتباذ حسب نوع الفايروس ( حيث تترسب الجسيمات الفايروسية عند قوة الانتباذ العالية هذه وتفصل 
 عن الرائق الذي يسكب ويتخلص منه؛ 

محلول  3  على  الحصول  ليتم  مناسب  منظم  محلول  من  قطرات  بإضافة  الفايروسي  الراسب  يذاب   .
 لجسيمات الفايروسية أو أصغر منها؛ية بقدر حجم افايروسي شبه نقي لاحتمال وجود ملوثات نبات



السكروز بواسطة ماصة معقمة  4 إلى أنابيب الانتباذ الحاوية على تراكيز  الفايروسي  . يضاف المحلول 
وبحذر على الجانب الداخلي للأنبوبة وبمقدار يماثل حجم كل تركيز، وينفذ الانتباذ باستعمال الدوار ذو  

 (؛ ، ب6-5الشكل )،  Swing-out rotorالجيوب المتأرجحة 
لغاية  ساعات    3لمدة تمتد من    Xg  170000-70000. تعرّض الأنابيب إلى انتباذ عالي بقوة انتباذ  5

   ساعة وحسب نوع الفايروس؛  24
الطبقات وتوضع في   . تخرج الأنابيب بشكل عمودي من الدوار بحذر شديد وتجنب رجها لمنع اختلاط6

الأنابيب  عادي حيث حامل  أمام مصباح كهربائي  بوضعها  إلى مصدر ضوئي  أنبوبة  تعرّض كل  ثم   ،
يظهر تلألؤ في إحدى طبقات المحلول مما يدل على وجود الجسيمات الفايروسية فيها وعدم ظهوره في 

 النباتية التي فصلت عن الفايروس؛   بقية الطبقات التي تحوي الملوثات
الطبقة التي تحوي الفايروس  تسحب طبقات المحلول كل على إنفراد من أنابيب الانتباذ ويحتفظ فقط ب  .7

، ويتم ذلك إما بثقب الأنبوبة إن كانت بلاستيكية بإبرة دقيقة بواسطة جهاز تثقيب خاص حيث يبدأ  النقي
الطبقات بحيث يجمع م حلول كل طبقة في  المحلول بالنزول بقطرات متتابعة ويتم جمعه حسب تسلسل 

بيكر صغير على إنفراد وذلك إعتمادا على الحجم المعروف لكل طبقة والتي سيكون المحلول الفايروسي  
النقي في إحداها. كما يمكن الحصول على محاليل الطبقات كل على إنفراد  من كل أنبوبة إنتباذ بواسطة  

   (.  5-5الشكل )جهاز السيفون المبين في  

                                                               
 ( : )أ( شكل توضيحي لطبقات السكروز متدرجة الكثافة في انبوبة الإنتباذ 4-5الشكل )

 السلك النابضي المصنوع من النيكل الكرومي المستعمل لمزج المحلول متدرج الكثافة. )ب( 



 
 

 متدرجة الكثافة من أنبوبة الانتباذ. ( : جهاز السيفون لسحب المحاليل 5-5الشكل ) 
 Noordam  (1973 .)الشكل مقتبس من 

 
 التنقية بواسطة الترشيح الهلامي.  .4.3.3.5

باستعمال  وذلك  المصفى  العصير  مكونات  حجوم  اختلاف  على  اعتمادا  الفايروسات  لتنقية  طريقة  هي 
بشكل تعمل  هلامية  فصل  جزيئية    أعمدة  الوزن  تفصل    Molecular sievesمناخل  من  بدءا  المواد 

الوزن    200الجزيئي   إلى  العالي  دالتون  دالتون   150الجزيئي  يكون مليون  النبات  فايروسات  أن  ، علما 
هي   الفصل  أعمدة  في  المستعملة  الهلامات  أنواع  وأهم  المذكور.  الأعلى  الحد  من  قريبا  الجزيئي  وزنها 

والذي يحضر بنسبة تتباين    Bio-Gel Aا  وهو الاكار عالي النقاوة والمسمى أيض  Agaroseالاكاروز  
تركيز  15-3بين   الفوسفاتي  المنظم  المحلول  في  حامضيةمولر  %0,05  نوع   7,3  ودالة  وحسب 

إذ  الفايروس  حجم  ،  فكل تتناسب  تركيزه  مع  عكسيا  الاجاروز  هلام  حجم ثقوب  زاد  التركيز  انخفض  ما 
، وبالتالي يستعمل التركيز الأدنى مع الفايروسات العصوية الأكبر حجما من الفايروسات البلورية  الثقوب

الدكسترين    وتسمى أيضا  Sephadexوالعكس صحيح. من الهلامات المستعملة أيضا مادة السيفادكس  
Dextrin    أيضا وتسمى  البكتريا  من  أنواع  طبيعيا  تنتجها  معقدة  سكريات  عن  عبارة    Bio-Gelوهي 

بحجم   الحبيبات  هي  الفايروسات  لتنقية  استعمالا  أكثرها  ولكن  متباينة  حبيبات  بإحجام  تنتج  والتي 



Grade)  )150-200  المتعدد أمايد  الاكريل  هلام  أيضا  يستعمل  (  (Polyacrylamide gelمش. 
 والمتوفر تجاريا بشكل حبيبات.     Bio-Gel Pوالمسمى أيضا 

 
 ( بطريقة الترشيح الهلامي (BLRVالتفاف أوراق الفاصوليا ( : تنقية فايروس 60) طريقةال
بالفايروس وتوضع في خلاط كهربائي بإضافة  200. يؤخذ  1 المصاب  النبات  أوراق  مل من   300غم من 

بمقدار ضعف ونصف وزن    ،7,5  ودالة حامضيةمولر    0,5بتركيز     4PO2KHالمحلول المنظم الفوسفاتي  
 ؛ الأوراق

عبر  2  ويرشح  العصير  ويؤخذ  دقيقتين  لمدة  الكهربائي  الخلاط  في  القصوى  القوة  على  الأوراق  تسحق   .
بتركيز   الاسكوربيك  حامض  إليه  ويضاف  معقم  بيكر  في  الشاش  قماش  من  السستين  1طبقتين  أو   %

Cystein    المركب    0,01بتركيز محلول  وإضافة  مختزلة،  بتركيز    EDTAكمادة  مسبقا  المحضر 
 %؛ 1مولر وبتركيز نهائي في العصير 0,007

 ورمزه الكيماوي  Calcium phosphate gel  . يصفّى العصير بواسطة هلام فوسفات الكالسيوم3
3)4OH(PO5Ca    ايضا يسمى  الأوراق  0,8بإضافة    Hydroxyapatiteوالذي  من وزن  /غم  منه  مل 

 بالرجّاج المغناطيسي لعدة دقائق؛ نة الأصلي ويمزج مع العصير بالاستعا
إلى انتباذ واطئ بسرعة  4 أنابيب الانتباذ ويعرض  دقيقة عند    20دورة/دقيقة لمدة    3000. يوزع المزيج في 
 ؛ يؤخذ الرائق الأصفر اللون مْ و 4
بمقدار  5 الرائق  يضاف  الحافة  50.  على  بهدوء  بسكبه  للعمود  العليا  الفوهة  إلى  بهدوء  لعمودمل    الداخلية 

، مع ضرورة ضبط معدل Sephadex G 150سم  معبأ بمادة السيفادكس  2,5سم وقطر60زجاجي بطول  
المحلول   مثلا  م  Flow rateتدفق  العمود وليكن  قبل دقائق7مل /5ن  يتم ضبطه من  دفق  أي معدل  أو   ،

    خلال مدة الترشيح؛ الباحث والذي يجب أن لا يتغير
العمود و 6 مل يوضع  10مل لكل جزء باستعمال سلندر حجم  5يتم جمع أجزاء الراشح بمقدار  . تفتح حنفية 

     ا بسلندر آخر لحين انتهاء الراشح؛مل من الراشح ثم يستبدل فور 5تحت حنفية العمود ويسحب حال جمع 
تحوي  قناني )لإن كل قنينة    10. تنقل محتويات كل سلندر إلى قناني زجاجية معقمة والتي سيكون عددها  7

وسيكون الفايروس موجود حتما في واحدة   مل،  50لكمية الكلية التي رشحت هي  خمس مللترات من الراشح وا 
 ت التي ستتوزع في القناني الأخرى؛ أو أثنتين من هذه القناني مفصولا عن بقية الملوثا

المحلول8 إلى اختبارات    . تفحص محتويات كل قنينة للتأكد من وجود الفايروس في إحداها وذلك بإخضاع 
 النقاوة التي ستذكر لاحقا. 



  تحضير هلام فوسفات الكالسيوم( : 61)طريقة ال
الهيدروجين  1  الصوديوم أحادية  لتر من محلول فوسفات  إلى    0,1تركيز    4HPO2Na. يضاف  مولر 

 ا لإتمام الإذابة؛ كغم واحد من مسحوق كلوريد الكالسيوم ويمزجان جيد
 ساعات من الإضافة؛ 6-4المظهر بعد  راسب ابيض قطني . يترك المزيج لحين تكون 2 
 مرات لإزالة الأملاح الذائبة منه؛ . يؤخذ الراسب ويغسل بالماء المقطر لعدة 3
دورة/دقيقة لمدة 1000. يعرّض الراسب الممزوج بالماء المقطر بعد آخر غسلة إلى انتباذ واطئ بسرعة  4

 %(؛ 97عالي المحتوى المائي )ابيض   دقائق فيتكون راسب لين زبدي القوام 10
. يحفظ الراسب في قنينة زجاجية معقمة تحوي ماء مقطر معقم يزيد قليلا عن كمية الهلام لمنع جفافه  5

 لحين الاستعمال. 
 تحضير عمود السيفادكس  ( :62الطريقة )

 عدة مرات بالماء المقطر؛ . يتم تنشيط حبيبات السيفادكس بغسلها 1
ي2 الأخيرة  الغسلة  بعد  بقطر  .  زجاجي  أنبوب  في  بهدوء  المقطر  بالماء  ممزوج  وهو  سم  2,5-2سكب 

بحيث تكون الإضافة على الجدار الداخلي للأنبوب وذلك بعد وضع قطعة صغيرة من الصوف الزجاجي  
 حبيبات السيفادكس؛  في قاع العمود لمنع خروج

ثلاث  3 يغسل  العمود  في  الهلام  واستقرار  المزيج  سكب  من  الانتهاء  بعد  المنظم  .  بالمحلول  مرات 
تركيز   في    7,8  ودالة حامضيةمولر    0,5الفوسفاتي  الموجود  الهلام  يساوي مرة ونصف حجم  وبمقدار 

الداخلي ويستقبل   الجدار  بهدوء شديد على حافة  العليا  الفوهة  المنظم من  المحلول  العمود حيث يسكب 
 أسفل العمود بفتح صنبور العمود؛  كاملا من

بعد  4 الأخير .  الغسلة  للعمودانتهاء  التدفق  معدل  مقدار  وضبط  يملأ ة  والذي  العمود  صنبور  يقفل   ،
ح الهلام وذلك لمنع  بالمحلول المنظم أو بالماء المقطر المعقم بحيث يكون مستوى الماء قليلا فوق سط

 جفاف الهلام؛ 
 . تقفل فوهة العمود العلوية بقطعة من ورق الألمنيوم لحين الاستعمال. 5

 . أنواع أجهزة الانتباذ والرؤوس الدوارة المستعملة .4.5
الانتباذ   أجهزة  من  رئيسيين  نوعين  الفايروسات  يوجد  تنقية  في  حسب المستعملة  نماذجها  تنوع  وعلى 

 Ultracentrifuges  or  High speed( أجهزة الانتباذ الفائق السرعة  1وهما : )  الشركات المصنعة

centrifuges  توفر أجهزة  عن    وهي  تزيد  السرعة  عالية  انتباذ  وت  25قوة  دورة/دقيقة  إلى  ألف  صل 
أكثر 40 أو  دورة/دقيقة  بحدود  الف  حرارة  درجة  يوفر  تبريد  بنظام  الأجهزة  هذه  وتزود  حجرة  4،  في  مْ 



الدوران مع نظام تفريغ للهواء فيها وذلك لمنع زيادة درجة الحرارة بسبب احتكاك الدوار مع الهواء الموجود  
 Low speed( أجهزة الانتباذ الواطئ  2جرة أثناء الدوران السريع مما قد يسبب تلفا للفايروس )في الح

centrifuges    إلى القصوى  بنظام   10000وأغلبها منضدية وتصل سرعتها  عادة  دورة/دقيقة ولا تزود 
 تبريد. 

الدوار   الرأس  عالية    Rotorأما  خاصة  سبيكة  من  يصنع  والذي  الانتباذ  أنابيب  فيه  توضع  الذي  فهو 
( الرأس  1وهما : )رئيسيين  ، توجد الرؤوس الدوارة على نوعين    Dura alumina alloyالصلابة هي  

حيث تصنع جيوب الأنابيب داخل جسم  ، أ(  6-5الشكل )    Fixed angle rotorالدوار ثابت الزاوية   
فجوا  بشكل  )الدوار  الدوران  محور  مع  ثابتة  بزاوية  العدد  زوجية  المتأرجحة  2ت  الجيوب  ذو  الدوار   )

Swing bucket rotor or Swing-out rotor    ( ب(  6-5الشكل  الأنابيب  ،  جيوب  تكون  حيث 
بشكل اسطوانات حرة الحركة معلقة على محور أفقي مرتبط بجسم الدوار وتصبح بزاوية قائمة مع محور  

 الجهاز.   الدوران عند عمل
من الضروري عند تشغيل جهاز الانتباذ أن تكون كمية المحلول في أنابيب الانتباذ الموضوعة    :تنويه  

في الرأس الدوار متساوية في الحجم والوزن تماما وأن توضع الأنابيب في الحفر المتقابلة إن لم تستعمل  
الطفيف الاختلافات  لوجود  وتحسبا  الزاوية.  ثابت  الدوار  حفر  فان  كل  الأنابيب  في  المحاليل  وزن  في  ة 

 Flexibleالشركات المصنعة تصمم محور الدوران الذي يجلس عليه الرأس الدوار ليكون مرن الحركة  

shaft . 

 
 Fixed angleالدوار ثابت الزاوية  )أ(.( : الدوارات المستعملة في أجهزة الانتباذ.  6-5الشكل )

rotor (اليمنى  الصورة) .)الدوار ذو الجيوب المتأرجحة   )بSwing-out rotor ( الصورة  )اليسرى . 



 Harrison (1981 .)و  Gibbsالشكل مقتبس من 
 وحدات قياس قوة الانتباذ  .5.5

، حيث تستعمل وكلاتهما استعملت في هذا الكتاب  يوجد نوعين من وحدات قياس سرعة أو قوة الانتباذ
، ولكن هذه الوحدة  للدلالة على سرعة الانتباذ   Revolution Per Minute , rpmالوحدة "دورة /دقيقة"  

الدوار   دورات  عدد  وذلك لأن  المستعمل  الدوار  قطر  أو نصف  معها قطر  ذكر  إذا  إلا  دقيقة  تكون  لا 
لدوران أو قوة الانتباذ فهي قوة الجاذبية  تتباين بتباين قطره. أما الوحدة الأخرى والأكثر دقة لقياس سرعة ا 

gravity force    ورمزهاXg    قوة الانتباذ النسبيةويصطلح عليها أيضاRelative centrifugal force 

 RCF . 
 Xgإلى الوحدة rpm تستعمل المعادلة التالية لتحويل الوحدة  
r × 2rpm × 5-10×Xg= 1.11  
r قطر الدوار = 

 rpmإلى الوحدة Xg تية لتحويل الوحدة فيما تستعمل المعادلة الآ
/8950002 Xg = Sr 

S دورة/دقيقة =،   r  قطر الدوار = 
 تقييم نقاوة المحلول الفايروسي النقي   .6.5

رى على المحلول  ، فانه تجلنظر عن طريقة التنقية المستعملةفايروسات بغض ا ال ية  تنق لغرض تقييم نتائج  
تنقية بنجاح  لمراحل ال الفايروسي الناتج من التنقية مجموعة اختبارات للتأكد من نقاوته وفاعليته واجتيازه  

 ، وتشمل هذه الاختبارات ما يأتي : من دون إتلافه
   الاختبار الحيوي .1.6.5

ع موضعية مصفرة  بهيئة بق  تستعمل نباتات كاشفة حساسة للفايروس ويفضل تلك التي تستجيب موضعيا
رقة ويتم  ، وذلك بتلقيح أوراقها بجزء من المحلول الفايروسي النقي ثم يحسب معدل عدد البقع /و أو ميتة 
غير  مقارنة الخام  بالعصير  تلقح  التي  المقارنة  أوراق  في  معدلها  مع  المصاب    ذلك  للنبات  المنقى 

محلول الفايروسي النقي أعلى من معدلها  ، فإذا كان معدل عدد البقع على الأوراق الملقحة بال بالفايروس 
على الأوراق الملقحة بالعصير الخام غير المنقى فهذا دليل على نجاح التنقية وأن الجسيمات الفايروسية  

، أما إذا كان معدل عدد البقع أقل من المقارنة فيدل ذلك  ي المحلول النقي وبكامل فعاليتهاعالية التركيز ف
، كما تلفا كبيرا للجسيمات الفايروسية  نقية المستعملة وأن بعض خطواتها سببت على قلة كفاءة طريقة الت

إن   المستعملة فاشلة.  الطريقة  التنقية وأن  الفايروس بالكامل خلال  البقع يدل على تلف  أن عدم ظهور 
 الاختبار الحيوي هو مناسب للفايروسات المنقولة ميكانيكيا حصرا. 



   الاختبار المصلي. 2.6.5
اختبار  ج  يختبر استعمال  ويفضل  متوفر  مصلي  اختبار  بأي  مصليا  النقي  الفايروسي  المحلول  من  زء 

الفقرة   )أنظر  السابع(4.2.7الاليزا  على.الفصل  يدل  سريع  اختبار  وهو  المحلول    ،  في  الفايروس  وجود 
، إلا أنه لا يميز إن كان الفايروس فعالا أو غير فعال فاقدا لقدرته المعدية بسبب تعرضه لإجهاد النقي

 التنقية وذلك لأن المصل المضاد يتفاعل مصليا حتى مع الجسيمات الفايروسية التالفة.   
 الاختبار الطيفي )السبكترومتري(  . 3.6.5

المطياف   باستعمال جهاز  ويجرى  النقاوة  اختبارات  أهم  أحد  حيث يفحص    Spectrophotometerهو 
يبدأ من   البنفسجية  فوق  للاشعة  الموجية  الأطوال  الفايروسي طيفيا عند مدى من   300-200المحلول 

المحلول مع بيان مقدا  الفايروس نقيا في  الاختبار دليلا على وجود  نقاوته    رنانومتر. تعطي نتائج هذا 
 ، ويتم ذلك كما يأتي : وتركيزه في أنسجة النبات

 في النبات  ( : الاختبار الطيفي لفايروس نباتي واستخراج قيمة نقاوته وتركيزه63ة )طريقلا 
. يتم تصفير جهاز المطياف بوضع كمية من المحلول المنظم الذي استعمل لإذابة الفايروس في آخر  1

الم زجاجة  في  التنقية  من  المتعامدة  مرحلة  الطول    Cuvetteطياف  عند  للاشعة  امتصاصيته  وقراءة 
 متر وتلغى هذه القراءة من الجهاز؛نانو  250الموجي 

. يوضع المحلول الفايروسي النقي في زجاجة المطياف وتبدأ قراءة امتصاصيته للأشعة بدءا من الطول  2
   ة الباحث؛نانومتر حسب رغب 10أو   5نانومتر بفاصلة  300لغاية  200الموجي 

ويرسم  .  3 موجي  طول  لكل  عليها  الحصول  تم  التي  الامتصاصية  قراءات  منحنى بدلالتها  تسجل 
في   المبين  )الامتصاصية  لإ  (7-5الشكل  إفتراضية  قيما  فيه  استعملت  عند  الذي  المحلول  متصاصية 

المستعملة   الموجية  الجدولو الأطوال  في  قيم  ،  (2-5)  المبينة  تسقط  المحور  حيث  على  الامتصاصية 
   .وقيم الطول الموجي على المحور السيني  )الصادي( العمودي

البنفسجية ( : القيم الافتراضية لامتصاصية المحلول الفايروسي النقي للأشعة فوق 2-5الجدول )
 (. 7-5المستعملة لرسم منحنى الامتصاصية في الشكل )

 الطول الموجي
 )نانومتر( 

قيم 
 الامتصاصية 

 الطول الموجي
 )نانومتر( 

 قيم
 الامتصاصية 

200 0,2 260 2,2 
210 0,4 270 2,1 
220 0,6 280 1,8 



230 0,8 290 1,2 
240 1,4 300 0,8 

 :  تاليةالمعادلة ال  تحسب نقاوة الفايروس وفق
قيمة    \الفايروسي النقي  نانومتر للمحلول    260نقاوة الفايروس = قيمة الامتصاص عند الطول الموجي  

 نانومتر.  280الامتصاص عند 
  : هي  المفترضة  الإمتصاصية  ارقام  وفق  القيمة  تلك  هي   1,6=   1,0  \  1,6وستكون  القيمة  وهذه   ،

وتزداد كلما زادت   2  –  1,8مجردة لا توجد لها وحدة قياس وتتراوح عادة مع أغلب فايروسات النبات بين  
 وتين كما في الفايروسات البلورية. نسبة الحامض النووي إلى البر 

وفق  4 وذلك  المستحصلة  الامتصاص  قيم  بدلالة  النباتي  النسيج  في  الفايروس  تركيز  قيمة  تحسب   .
 .  ( 45) الطريقة الطريقة المبينة في  

 ( قيم النقاوة ومعامل الإنطفاء لعدد من أنواع الفايروسات النباتية.  4-5 و  3-5يبين الجدولين )
 

 
 

( : منحنى الامتصاصية لفايروس نباتي نقي يبين الذروة الامتصاصية للأشعة فوق 7-5الشكل )
 نانومتر.  260البنفسجية عند الطول الموجي 

 
 ( : قيم النقاوة لعدد من أنواع فايروسات النبات 3-5الجدول )

0
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(نانومتر)الطول الموجي 



 نوع الفايروس
نسبة الامتصاصية  

260/280 

Ratio 

شكل الفايروس 
 وأبعاده 

 فايروس موزائيك البروم  
Brome mosaic virus 1,7  ، نانومتر  25بلوري 

 فايروس موزائيك السوسن الزغبي  
Iris fulva mosaic virus 

  770عصوي مرن ،  1,19
 نانومتر

فايروس موزائيك الخيار    
Cucumber mosaic virus 

 نانومتر  30بلوري ،  1,65

 فايروس البطاطا أكس
Potato virus X    

  515عصوي ،  1,2
 نانومتر

 فايروس التبقع الحلقي للرازبري  
Raspberry ring spot virus 

 نانومتر  30بلوري ،  1,62

 
( : معامل إنطفاء عدد من أنواع فايروسات النبات وعلاقته بالنسبة المئوية لمحتوى 4-5الجدول )

 الجسيمة من الحامض النووي 

      الانطفاءقيمة معامل  نوع الفايروس
0.1%E         

النسبة المئوية لمحتوى  
الفايروس من الحامض  

 ((RNAالنووي الرايبي 

فايروس موزائيك التبغ    
Tobacco mosaic 

virus 

3,1 5 

فايروس خشخشة التبغ   
Tobacco rattle virus 

3 5 

فايروس البطاطا واي     
Potato virus Y 

2,8 5,4 

 6 2,97فايروس البطاطا أكس     



Potato virus X 

فايروس موزائيك الخيار    
Cucumber mosaic 

virus 
5 18 

التبغ         موت فايروس 
Tobacco necrosis 

virus 

5,6 18,7 

فايروس التبقع الحلقي  
 للقرنفل  

Carnation ring spot 

virus 

6,46 20,5 

فايروس التبقع الحلقي  
 للتبغ 

Tobacco ring 

 spot virus 

12,8 42 

 
   الاختبارات الضوئية. 4.6.5

اختلاف   تعتمد  وهي  الفايروسي  المحلول  نقاوة  على  أدلة  تعطي  ولكنها  بسيطة  ضوئية  اختبارات  هي 
 ، وتشمل الاختبارات التالية : الضوئية بينه وبين العصير الخام الصفات
 اختبار تطاير الضوء  . 1.4.6.5

الإختبار هذا  الضوء  على    يعتمد  الفايروس  Light scatteringتطاير  الجسيمات  تسببه  حيث   الذي  ية 
عند وضعه في أنبوبة اختبار    Turbidity  "أو تعكرا    Opalescenceتلألؤا"  يظهر المحلول الفايروسي  

فإذا أظهر المحلول تعكرا فهذا      ،لأنبوبة أمام مصباح كهربائي عاديزجاجية نظيفة والنظر إليه بوضع ا 
   .نانومتر 500الها عن دليل على احتوائه على جسيمات فايروسية تزيد أطو 

 
 
 

  الومض عند التعرض لضوء مستقطب إختبار. 2.4.6.5



الا أنبوبة  تعريض  فانه عند  مستقطب  ضوء  مسار  إلى  النقي  الفايروسي  المحلول  على  الحاوية  ختبار 
، وهي ظاهرة أكثر وضوحا  دوير الضوء عند مروره في المحلول وذلك بسبب ت  Shimmerيعطي وميضا  

 مع الفايروسات العصوية لأنها تصطف بشكل حزم مما يؤدي إلى تدوير الضوء المستقطب. 
 يروسات قياس الوزن الجاف للفا . 7.5

تنقيته حيث   بعد  فايروس  أي  تناسب  لغرض حساب هي طريقة عامة  النقي  الفايروسي  المحلول  يجفف 
انطفاء   معامل  لحساب  الجاف  النقي  الفايروسي  المسحوق  العينة. ويستعمل  في  للفايروس  الجاف  الوزن 

الوزن الجاف  الفايروس وللحصول على قراءات دقيقة لقيم الامتصاصية لذلك الفايروس. ولغرض حساب  
 لأي فايروس تتبع الطريقة التالية : 

 ( : حساب الوزن الجاف لفايروس نباتي. 64ة )طريقال
، ويوضع كل منهما في دورق زجاجي مفتوح سم2يرين مصنوعين من النيكل بقطر  . يهيأ قدحين صغ1

الغرض   لهذا  الملقط  يستعمل  بل  تداولهما  أثناء  باليد  القدحين  مسك  عدم  مراعاة  باليد مع  مسكهما  لان 
 ؛ سيؤدي إلى التصاق إفرازات اليد الدهنية عليهما والتأثير على الوزن الدقيق للفايروس والذي سيتم قياسه

دقيقة للتخلص  15مْ لمدة  105( ويعرّضان إلى درجة حرارة  Oven. يوضع الدورقان في فرن كهربائي )2
 را بسدادة ويخرجان من الفرن؛ ان فو ، ثم يقفل الدورقمن الرطوبة المحتملة على القدحين

الدورقين  3 من  القدحين  يرفع  ثم  دقائق  عشر  لمدة  المختبر  حرارة  درجة  في  بتركهما  الدورقين  يبرّد   .
حساس   ميزان  باستعمال  ويسجل    يقرأ   Microbalanceويوزنان  الفارزة،  يمين  أصفار  ثلاثة  لغاية 

 وزنيهما؛
القدح الأول بواسطة ماصة معقمة تمسك عموديا   مل من المحلول الفايروسي النقي في0,2. يوضع   4

من   أعلاه  الكمية  نفس  وتوضع  القدح.  المحلول جوانب  يلمس  لا  بحيث  القدح  في  المحلول  عند سكب 
ضع كل منهما في الدورق المخصص المحلول المنظم المستعمل في إذابة الفايروس في القدح الثاني ويو 

 له؛ 
مفتوحين5 وهما  الدورقين  إدخال  يتم  عند    .  الكهربائي  الفرن  حال  105في  ويقفلان  ساعتين  لمدة  م 

 دقيقة؛ 20رة المختبر ليبردان لمدة إخراجهما من الفرن ويتركان في درجة حرا 
 . يحسب الوزن الجاف للفايروس بالملغرام وفق المعادلة التالية : 6

 ص  –الوزن الجاف للفايروس = س 
 وزنه وهو فارغ.  –روسي النقي بعد التجفيف حيث س = وزن القدح الحاوي على المحلول الفاي
 وزنه وهو فارغ.  –ص = وزن القدح الحاوي على المحلول المنظم 



 حفظ المحلول الفايروسي النقي  .8.5
دون  قد يحتاج الباحث بعد إنتهاء عملية التنقية إلى حفظ المحلول الفايروسي النقي لفترة زمنية طويلة من  

الفايروس فعالية  على  الطرق  التأثير  من  العديد  تتوفر  للخزن.  تحملها  درجة  في  الفايروسات  وتتباين   ،
 الجيدة لحفظ المحاليل الفايروسية النقية وأفضلها هي :

ظر 1 في  الحفظ  معقّمة .  زجاجية  قناني  في  المحلول  بوضع  ذلك  ويتم  المعقمة  المواد  مع  التبريد  وف 
الصوديوم  4محكمة الإغلاق وتحفظ في حاضنة مبردة عند   أزايد    Sodium azideم مع إضافة مادة 

%  10بنفس التركيز أو المحلول المائي للجليسرول تركيز    Thymol% أو مادة الثايمول  0,01بتركيز  
يضاف في    والذي  الرمية  والبكتريا  الفطريات  نمو  لمنع  وذلك  الفايروسي  المحلول  حجم  يساوي  بحجم 

 المحلول.  
في  2 وتحفظ  الإغلاق  محكمة  معقّمة  زجاجية  قناني  في  المحلول  بوضع  التجميد  ظروف  في  الحفظ   .
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