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 :الممخص
لنقل العدوى  باستخدام الورقة الواحدة لنبات مصاباختبُرت في ىذا البحث طريقة التطعيم 
إلى  Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)بفيروس تجعد الأوراق الأصفر لمبندورة 

 ،سميم (ARGWANالصنف أرجوان ) Solanum lycopersicumبندورة نبات أصل 
السلالة ظيرت الأعراض النموذجية للإصابة بو  ،%41بنسبة ح التطعيم انجت النتائج أظير و 

شتمة بندورة نجحت فييا عممية التطعيم  93 شتمة من بين 03 عند TYLCV-ILالشرسة 
 93عينة من أصل  04تم الكشف عن السلالة الشرسة عند  بينما %.3593 توبنسبة وصم

 نتائج ، وبينتPCRتفاعل البممرة المتسمسل % وذلك باختبار 40991عينة مطعّمة بنسبة 
 المعتدلة بالسلالة% 9391 بنسبة مطعّمة عينة 90 أصل من 10 إصابة PCR اختبار

TYLCV-Mld لفيروس الظاىرية الأعراض ظيرت   ولم TYLCV مصابة  عينات عند ثلاث
نتائج الدراسة بوضوح أن التطعيم باستخدام الورقة الواحدة يمكن أن أكدت بالسلالة المعتدلة. 

 إلى الشتول المطعّمة. TYLCVيؤمن كمية كافية من المقاح لنقل فيروس 
اختبار  التطعيم بالورقة الواحدة،، لمبندورةالأصفر فيروس تجعد الأوراق الكممات المفتاحية: 

 .TYLCV-IL ،TYLCV-Mldتفاعل البممرة المتسمسل، 
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Abstract: 
Grafting using single Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) infected 

tomato leaflet for transmitting TYLCV infection to healthy rootstock were 

conducted in this research. The grafting was succeeded with a percentage of 

85%, while typical symptoms of infection with TYLCV-IL appeared on 27 

seedlings out of 34 tomato seedlings in which the grafting process 

succeeded, with a percentage of 79.4%. PCR results using TYSF/TYSR 

primer for grafted seedling samples showed amplification in 28 out of 34 

grafted samples with a percentage of 82.35%. whereas 12 of 32 grafted 

seedling samples were infected with TYLCV-Mld due to PCR results, while 

typical TYLCV symptoms didn’t appear on three TYLCV-Mld infected 

samples. The results of this study clearly showed that grafting using a single 

leaflet can provide a sufficient amount of inocula for transmitting TYLCV to 

grafted seedlings. 
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 :المقدمة
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV, Begomovirus, Geminiviridae )تجعد الأوراق الأصفر لمبندورة فيروس  عدّ ي

 فمسطين المحتمةاكتشف لممرة الأولى في (، حيث Glick et al., 2009, 81) الفيروسات التي تسبب أضراراً اقتصادية ىامةأحد أىم 
مت 1592عام   .(Mabvakure et al., 2016, 258) العالمقارات  كل مناطق زراعة البندورة في مختمفصابات موثقة في إ وسُجِّ

 تياخطوة أساسية لدراسىو  من نباتات مصابة إلى أخرى سميمة عمى نقميامع القدرة الفيروسية الحفاظ عمى السلالات والعزلات  إنّ 
كأفضل  الميكانيكية طريقةال الإطار ىذاتستخدم ضمن (. Lee et al., 2017, 345) البيولوجية والوراثية والتطوريةمن الناحية 

اً يأنواع الفيروسات التي تنتقل حصر اعتمادىا في نقل بعض يمكن ، ولكن لاالعدوى الفيروسيةنقل وأكثرىا شيوعا في  الطرائق
الذي ينتقل حصراً بوساطة ذبابة  TYLCVفيروس  كما ىو الحال مع (،Whitfield et al., 2015, 287) باستخدام النواقل الحيوية

وتختمف كفاءة  ،(Zhao et al., 2019, 1) بالطريقة المثابرة الدوارة ولا ينتقل بالطريقة الميكانيكية Bemisia tabaciالتبغ البيضاء 
رغم من ذلك تعتمد غالبية تجارب العدوى ال(، وب1، 0213ذبابة التبغ البيضاء في نقمو باختلاف الطرز الحيوية )يوسف، 

 (. et alWei ,2014 ,.13460البيضاء )الاصطناعية بيذا الفيروس عمى نقمو بواسطة ذبابة التبغ 

كبير  لجيدعممية نقل والحفاظ عمى السلالة الفيروسية من خلال تربية الذبابة البيضاء في المخبر عممية معقدة وتحتاج  تعد 
حجر صارمة في المخبر منعاً لحدوث عدوى أو تموث قواعد ، إضافة لضرورة تطبيق لمحفاظ عمى مستعمرات الذبابة البيضاء

(، لذا Guo et al., 2019,241) TYLCVالذباب الأبيض الحامل لعزلات وسلالات مختمفة من فيروس  المختمفة من مجتمعاتمل
 كالفيروسات والبكتيريااستُخدم التطعيم بالأجزاء الخضرية لنقل العدوى عند العديد من ممرضات النبات ذات الانتشار الجيازي فقد 

(Hilf and Lewis, 2016, 452.) 
تتمثل إحدى أىم ميزات استخدام التطعيم لنقل العدوى في التعرض المستمر لمنبات الأصل لتركيز عالٍ من المقاح بالعامل 

أنو بمجرد التحام الأوعية الناقمة لمطعم بالأصل يمكن لمعامل الممرض أن يبدأ بالانتقال وبشكل مستمر من أنسجة  إذالممرض. 
فيروسات الممرضة لمنبات والتي قل العدوى عند عدد كبير من النلذا فقد استخدم التطعيم كوسيمة ل، الطعم إلى أنسجة الأصل السميم

، حيث اعُتمدت كطريقة بسيطة وفعالة لإحداث العدوى الاصطناعية ومنيا طريقة يمكن إجراء العدوى الميكانيكية فييا بسيولةلا
في اختبار ، وقد تبين (Lee et al., 2017, 345كمصدر لمقاح ) TYLCVالتطعيم باستخدام ورقة واحدة من نبات مصاب بفيروس 

ظيور مقاومة للإصابة الفيروسية عند إجراء العدوى الاصطناعية بواسطة ذبابة التبغ  (199 ,2008) وآخرون Aziziمقارنة قام بو 
لفيروس  DNA، بينما ظيرت أجزاء من الحمض النووي الفيروسي Solanum peruvianumالبيضاء عمى الأصل البري لمبندورة 

TYLCV  عند نباتات النوع ذاتو عند إجراء العدوى الاصطناعية بواسطة عممية التطعيم، ما يدل عمى كفاءة أعمى لعممية نقل
نبات عند  TYLCVفيروس بعدوى الالتطعيم بالورقة الواحدة لنقل ختبار طريقة البحث لاىذا  التطعيم، لذا ىدفلفيروسية بالعدوى ا

 .(ARGWAN) أرجوانالصنف  Solanum lycopersicumبندورة ال
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 :هوطرائق البحث مواد
 

 
 في بعض العينات التي جمعت من البيوت المحمية. TYLCVأعراض الإصابة بفيروس  (:1) شكلال

 

جُمِع   ،0215 الثاني تشرين لغاية 0214 أول كانون من الفترة ، خلالفي محافظة اللاذقية اً محمي اً بيت 39أجري مسح حقمي شمل 
 باصفرار عامّ  والتي تتمثل ،TYLCVأظيرت أعراضاً شبيية بالأعراض التي يسببيا فيروس عينة لنبات البندورة والتي  15خلاليا 

 فشل في عقد الأزىار والتفاف حواف ىذه الأوراق باتجاه الأعمى، يار لون الأوراق وتشوىتغيّ و ، قصر السلامياتو  متقزّ و عمى النبات 
 (.1 )شكل انخفاض حجم ونوعية الثمار في النباتات المصابةو 

ومغطاة حجم، ( 16161زُرعت مباشرةً عُقل من ىذه النباتات المصابة ضمن أصص بلاستيكية تحوي خمطة )تورب، تربة، رمل( )
يضاء المرافقة بين العينات المختمفة، ونُقمت الأصص إلى المختبر لحين إجراء الاختبارات عمييا بشاش لمنع انتقال ذبابة التبغ الب

 (.0)شكل 

 
 معزولة.بلاستيكية بعض العينات التي ظهرت عميها أعراض الإصابة الفيروسية ضمن أصص  (:2) شكلال

 

 SDS) )Sodiumدوديسيل كبريتات صوديوم حسب طريقة حيث استخمص الحمض النووي  PCRفُحِصتْ النباتات باختبار 

Dodecyl Sulfate من قبل  الموصوفةGilbertson  مع بعض التعديلات المعتمدة من قبل حسن ومينا  (28451991 ,)وآخرون
، SDS :12 mM)لمحمول الاستخلاص ورفع سرعة التثفيل لترسيب أفضل لمحمض النووي  Kبإضافة بروتيناز  (178 ,2016)

HCL-Tris :122 mM (pH =4 ،)EDTA :12 mM ،NaCl :122 mM ،mercaptoethanol-β :12 mM ،Potassium 

Acetate :12 mM (pH =391 ،)Proteinase K :291 mg/ml.) 
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سلالاتو الأكثر انتشاراً في دول و  TYLCVموعة من البادئات الخاصة بالكشف عن فيروس باستخدام مج PCRتفاعل  أُجري  
ضمن مخبر التقانات الحيوية  PCRأنجز تفاعل الـ  .(TYLCV-Mld ،TYLCV-IL ،TYLCSV-ES ،TYLCSV-Sicالجوار )

، وباستخدام البادئات PromegaGoTaq® Green Master Mix 2Xباستخدام  μl 01بكمية الزراعة في جامعة دمشق بحجم كمي 
س °53دقائق عند حرارة  1كالتالي:  TC-5000 Thermocyclertechne Ltd. (UK)باستخدام جيازو (، 1الموضحة في الجدول )

س لفصل سمسمتي الحمض °53ثانية عند حرارة  92دورة وفق ما يمي ) 32. متبوعةً بـ Initial Denaturationلمفصل الأولي 
حرارة  (، دقيقة واحدة عند0والتي اختمفت تبعاً لمبادئ )جدول  Annealingثانية لارتباط البادئة  DNA Denaturation ،31النووي 

متْ نواتج تضخيم الـ Final Extensionالنيائية  طالةللاستس ° 30دقائق عند حرارة  Extension )12 طالةللاستس 30° . رُحِّ
PCR  191عمى ىلامة من الأغاروز تركيز.% 

 
 TYLCVلمكشف عن أهم سلالات فيروس لبادئات المستخدمة تسمسل نكميوتيدات ا (:1) لالجدو

 الفيروس البادئرمز  '3'5 التسمسل النكميوتيدي C°الارتباطدرجة  المرجع
(Wyatt and Brown, 

1996, 1289) 19 
ACGCCCGYCTCGAAGGTTCG TycpV369 

TYLCV 
GTACAWGCCATATACAATAACAAGGC TycpC1023 

(Al-Abdallat et al., 

2011, 276) 33 
AAGCGCTTCCAAATAAATTG TYMF 

TYLCV-Mld 
TACTAATTCTTTAATGATTC TYMR 

(Al-Abdallat et al., 

2011, 276) 33 
CGTTTATTTAAAATATATGCC TYSF 

TYLCV-IL 
GGAAACTCCAAAATCAATGA TYSR 

(Anfoka et al., 2005, 

66) 
20 

TTTTATTTGTTGGTGTTTGTAGTTGAAG TYAlmv2516 
TYLCSV-ES 

ATATTGATGGTTTTTTCAAAACTTAGAAG TYAlmc115 
(Anfoka et al., 2008, 

313) 
10 

TGGAAAGTACCCCATTCAAGAACATC Sa2267 
TYLCSV-Sic 

TGCCTTGGACAATGGGGACAGCAG RVC427 

 

( بعمر ستة أسابيع كنباتات أصل TYLCVالمادة النباتية: استُخدمت شتول البندورة )صنف أرجوان الحساس للإصابة بفيروس 
لمنع إصابتيا بأي نوع  بواسطة أقفاص من الشباك الناعمةضمن أصص محكمة العزل  والتي زُرِعتْ  ،لتطعيم الورقة الواحدة عمييا

من الحشرات أو الممرضات وعدم نقل أي عدوى فيروسية، حيث تم التأكد من غياب الإصابة الفيروسية عند نباتات الأصل بطريقة 
PCR ( باستخدام زوج البادئاتTycpV369/TycpC1023) نتائج خمو ىذه النباتات من الإصابة بمختمف سلالات وأثبتت ال

 .TYLCVفيروس 
شق طولي صغير في ساق النبات الأصل وذلك  ت عممية التطعيم بإحداثجريأُ المصابة المختبرة و  اتأخذت الطعوم من النبات

مت الحافة المشطوفة لمورقة الطعم داخل الشق في ساق نبات الأصل وتم تثبيتيا إلى الساق خبإزالة الورقة الحقيقية الأولى، وأد
ورقة الطعم باتجاه الأعمى خلال عممية التحام الأصل بالطعم، الباستخدام ممقط تثبيت خاص بالتطعيم بيدف الحفاظ عمى انتصاب 

عند درجات  لمدة أسبوعين ع وصول الحشرات إلييا ووضعتثم نقمت الشتول المطعمة إلى الظل ضمن أقفاص محكمة الإغلاق لمن
 .% تجنباً لذبول الطعم51ورطوبة نسبية لا تقل عن  س ليلاً °02س خلال النيار و°02حرارة 

مة لمتأكد من نجاح عممية نقل العدوى النباتات المطعّ  تْ ر  بِ اختُ ثم سبت نسبة نجاح التطعيم بعد أربعة أسابيع من عممية التطعيم، حُ 
مة وأجري من الأوراق العموية لمنباتات المطعّ  DNAمن التطعيم وذلك باستخلاص الحمض النووي لفيروسية بعد خمسة أسابيع ا

 لمتأكد من وجود الفيروس. PCRعمييا اختبار 
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 :والمناقشة النتائج
 :PCRعند العينات الحقمية باختبار  TYLCVالكشف عن سلالات 

 
 .TycpV369/TycpC1023باستخدام البادئات المتعددة  Generic PCRالرحلان الكهربائي لمنتجات تفاعل البممرة المتسمسل  (:3)الشكل 

 

باستخدام زوج البادئات المتعددة  TYLCVمكشف عن فيروس ل Generic PCRالـ  منتجاتالرحلان الكيربائي ل أظير
TycpV369/TycpC1023  212بوزن جزيئي حزمة واحدة بظيور تفاعل إيجابي وجود bp عينة بنسبة  15من أصل  11 عند

 .(9)شكل % 1395مئوية 
 

 
 .TYSF/TYSRالبادئات باستخدام زوج  PCRباختبار  TYLCV-ILالكشف عن إصابة العينات النباتية بالسلالة الشرسة  (:4) شكلال

 

، والذي يضخّم جزءاً من مورثة بروتين TYSF/TYSRالبادئات باستخدام زوج  PCR لمنتجاتالرحلان الكيربائي  كما بينت نتائج
عينة  15من أصل  11بمجموع  bp 992بوزن جزيئي  حزمة واحدةوجود ، TYLCV-ILعند السلالة الشرسة  Repالتضاعف 

 (.3 أي حزمة )شكل ولم تعطِ العينات تفاعل باقي فيما لم ت، %1395ونسبة مئوية  مختبرة
 

 
 .TYMF/TYMRالبادئات باستخدام زوج  PCRباختبار  TYLCV-Mldالكشف عن إصابة العينات النباتية بالسلالة المعتدلة  (:5) شكلال

 

البادئات باستخدام زوج  TYLCV-Mld ة المعتدلةسلالالمكشف عن ل PCRالـ  لمنتجاتالرحلان الكيربائي وعند إجراء 
TYMF/TYMR  312حزمة واحدة بوزن جزيئي ظيرت bp (.1)شكل  %0299بنسبة  ة مختبرةعين 15ة من أصلخمس لدى 

فيروس كل من السلالتين المعتدلة والشرسة لمن الانتشار الواسع لMouhanna (2016, 278 )و Hasanوىذا يتفق مع ما أكده 
TYLCV في الساحل السوري. 
 TYAlmv2516/TYAlmc115البادئات  زوجكل من يلاحظ وجود أي حزمة عند جميع العينات المختبرة عند استخدام بينما لم 

المتخصص بالكشف عن السلالة  Sa2267/RVC427، وزوج البادئات TYLCSV-ESالمتخصص بالكشف عن السلالة 
TYLCSV-Sic، ( ( وسلالة إسبانيا )حسن ومينا، 0201وذلك عمى الرغم من تسجيل وجود سلالة صقمية من قبل حسن ومينا

 .الساحل السوري( عمى نبات البندورة في 0200
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 الواحدة بالورقة بالتطعيم الفيروسية العدوى نقل
-TYLCVو TYLCV-ILالعدوى الفيروسية بالتطعيم بالورقة الواحدة لكل من السلالتين المكتشفتين في العينات المصابة ) نُقِم تْ 

Mld)  وبيّنت نتائج اختبار عينة نباتية لكل سلالة 32بعدد ،PCR ( باستخدام زوج البادئاتTycpV369/TycpC1023 عدم )
 :عند شتول البندورة المزروعة من صنف أرجوان قبل التطعيم TYLCVوجود إصابة بأي من سلالات فيروس 

 نتائج عممية التطعيم .1
عينة  32أصل شتمة بندورة من  93عيم عند تول المزروعة نجاح التطأوضحت نتائج عممية التطعيم بالورقة الواحدة عمى الش

شتمة بندورة  90، بينما نجح التطعيم عند TYLCV-ILعند النباتات التي نقمت إلييا العدوى بالسلالة الشرسة  %41بنسبة  مزروعة
 .(2)شكل  TYLCV-Mld% عند الشتول التي نقمت إلييا العدوى بالسلالة المعتدلة 42عينة مزروعة بنسبة  32من أصل 

 

 بعض خطوات عممية التطعيم بالورقة الواحدة (:6) شكلال
A&B   لخضارمة مثبتة بممقط تطعيم خاص باشتول مطع 

C&D شتول المطع مةوضع الشتول في جهاز الترطيب لمحفاظ عمى حيوية ال. 
 

 الواحدة بالورقة التطعيم بطريقة البندورة لشتول الفيروسية العدوى نقلنتائج  .2

 
نباتات مطع مة بالسلالة  -Aعمى نباتات البندورة المطع مة بعد خمسة أسابيع من التطعيم:  TYLCVتكش ف الأعراض الظاهرية لفيروس  (:7) شكلال

TYLCV-IL  B-  نباتات مطع مة بالسلالةTYLCV-Mld. 
 

A B 

D C 

A B 
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ة أسابيع عمى عممية عند النباتات المطعّمة بعد مرور خمس TYLCVلفيروس حُسبت نسبة تكشّف الأعراض الظاىرية المميزة 
عممية  تجحبحيث ننبات  93من أصل  TYLCV-ILبالسلالة الشرسة نبات مطعّم  03عند  ظيرت ىذه الأعراض إذ. التطعيم

نباتات مطعّمة بالسلالة المعتدلة  5عند ، بينما ظيرت الأعراض الظاىرية (3Aشكل )% 3593بنسبة  نقل العدوى الفيروسية
TYLCV-Mld  شكل % 049101بنسبة مطعّم نبات  90من أصل(3B). 

حزمة وجود عند عينات الشتول المطعّمة  TYLCV-ILلمكشف عن السلالة  PCRاختبار تفاعل البممرة المتسمسل  نتائجكما أكّدت 
إيجاباً  To7، وقد تفاعمت العينة (4 )شكل% 40991عينة مطعّمة بنسبة  93من أصل  04عند  bp 992بوزن جزيئي  واحدة

، أما TYLCV-ILعمى الرغم من عدم تكشّف الأعراض الظاىرية المميزة للإصابة بالسلالة الشرسة لمفيروس  PCRباختبار 
من أصل  10أن  TYMF/TYMRباستخدام زوج البادئات  PCRأكدت نتائج اختبار  TYLCV-Mldبالنسبة لمسلالة الفيروسية 

(، وقد لوحظ أن 5)شكل  bp 312مة واحدة بوزن جزيئي % وأعطت كل منيا حز 9391عينة مطعّمة كانت مصابة وبنسبة  90
وذلك برغم الغياب الكمي للأعراض الظاىرية المميزة  PCR( أعطت تفاعلًا إيجابياً باختبار To10 ،To17 ،To18العينات )
-TYLCV عند ىذه العينات، يمكن أن يعزى غياب الأعراض الظاىرية عند بعض النباتات المصابة بالعزلتين TYLCVلفيروس 

IL وMld-TYLCV  لعدد من العوامل منيا غياب المرافق بيتاSatellite-DNA β (., 2020,2et alGelbart  أو أن تركيز )
الأعراض الظاىرية  تحرّض عمى ظيورلاتين الشرسة والمعتدلة يؤشر لوجود عزلة محمية جديدة لمسلال الفيروس منخفض أو قد

العزلات ىذه صابة، ما يحتاج لممزيد من الدراسة عمى المستوى الجزيئي وتحميل تتابع النكميوتيدات لتعريف عند النباتات المالمميزة 
بيّنت وجود عدة عزلات محمية  Mouhanna (2016, 285)و Hasan، خصوصاً أن دراسات سابقة قام بيا إن وجدت المحمية

 .وريا في الساحل السموانتشارى TYLCV-Mldو  TYLCV-IL تينلمسلال
من الطعم المصاب إلى الأصل السميم  TYLCVيمكن الاعتماد عمى الأعراض الظاىرية فقط كمؤشر لانتقال فيروس وبالتالي لا

 .TYLCVإصابتيا بسلالتي فيروس  PCRوذلك لغياب الأعراض الظاىرية عند عدد من العينات التي أثبت اختبار 
 

 
  PCRباختبار  TYLCV-ILبالسلالة الشرسة  ع مةطالم الكشف عن إصابة العينات النباتية (:8) شكلال

 .TYSF/TYSRالبادئات باستخدام زوج 
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  PCRباختبار  TYLCV-Mldة معتدلالكشف عن إصابة العينات النباتية المطع مة بالسلالة ال (:9) شكلال

 .TYMF/TYMRالبادئات باستخدام زوج 
بنقل كمية كافية من المقاح  TYLCVأوضحت ىذه الدراسة نجاح استخدام طعم الورقة الواحدة لنبات البندورة المصاب بفيروس 

لإحداث العدوى الفيروسية، وىو ما يتفق مع العديد من الدراسات العالمية التي أشارت لأىمية استخدام  الفيروسي لمشتول المطعّمة
 (.Malekzadeh et al., 2011, 308التطعيم في نقل العدوى الفيروسية )

بحاث المتعمقة بفيروس المزيد من المرونة لإجراء الأ وبالتالي فإن استخدام طريقة العدوى بالتطعيم الموصوفة في ىذا البحث يوفر
TYLCV ار الأصناف المقاومةببما فييا اخت (Azizi et al., 2008, 204) الحفاظ عمى العزلات الفيروسية ودراسة الخصائص ،

 (.Lee et al., 2017, 348) التطورية لمفيروس
 

 :الاستنتاجات
 إلى نباتات بندورة سميمة من خلال التطعيم باستخدام ورقة واحدة مصابة بيذا الفيروس. TYLCVنجاح نقل العدوى بفيروس  -1
من الطعم المصاب إلى  TYLCV-Mldو TYLCV-IL تينلسلالاض الظاىرية كمؤشر لانتقال يمكن الاعتماد عمى الأعرالا -0

إصابتيا بفيروسات ىاتين  PCRار الأصل السميم وذلك لغياب الأعراض الظاىرية عند عدد من العينات التي أثبت اختب
 .السلالتين
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