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 Research Paper (Resistance: Viruses)  (فيروسات: مقاومة) بحـوث
 

  MDMV))Maize dwarf mosaic virus يك وتقزم الذرةيموزا فيروسل التشخيص الجزيئي
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 الملخص
 يك وتقزم الذرةيموزا فيروسل لتشخيص الجزيئيا. 2019الله أنيس.  ، أحمد هواس عبدمعاذ عبد الوهاب الفهد، سحر محمود أحمدالسامرائي، 
MDMV))Maize dwarf mosaic virus  ًالمكملات الغذائية وبكتريا  باستخدامومقاومته أحيائياBacillus subtilis عدة تراكيب وراثية من  على

 .58-49(: 1)37، . مجلة وقاية النبات العربيةالذرة الصفراء محصول
من النباتات المصابة محلياً به  العراق ن،صلاح الدي محافظة لأول مرة في Maize dwarf mosaic virus(MDMV) روسفيتشخيص إلى  هدفت الدراسة

يم و تق الدراسة كما تضمنت (،bp) اً قاعدي اً زوج 237واضحة بحجم  هحيث أعطت حزم (RT-PCRانة تفاعل البوليمراز المتسلسل مع النسخ العكسي )بالاعتماد على تق
 والتداخل Bacillus subtilis(BS)ولقاح البكتريا  Cordyceps sinensis (CS)والفطر Spirulina platensis (SP) حلبط   مكعبات شملتمختلفة حيائية أمل كفاءة عوا
 التكاملية تفوقت المعاملة. وبعض صفات النمو MDMV فيروستأثيرها في تحفيز المقاومة ضد ود رست مؤشرات  ،من الذرة الصفراء تراكيب وراثية مختلفة بينهمعلى

 فيالتأثير نفسه نطبق او ، ²سم 1.95 إذ بلغت ،قلأالشاهد  ، فيما كانت معاملة²سم 2.36بلغت  حيث المساحة الورقية في صفة دليل علاهأ للعوامل الأحيائية  الشاملة
 توسطأقل مبفارق معنوي عن بقية المعاملات المفردة والثنائية، في حين بلغ و  56.97spad التكاملية الثلاثيةمعاملة ال متوسط فيأعلى بلغ حيث صفة كمية الكلوروفيل، 

 في معاملة الشاهد صابة%، فيما بلغ أعلى متوسط لنسبة الإ 4.15إذ بلغت  صابةأدنى متوسط لنسبة الإ BS+SPأعطت المعاملة الثنائية  .49.13spad الشاهدلمعاملة 
أعلى متوسط كان لمعاملة البكتريا للمعاملات والتراكيب الوراثية، حيث وجد أن ستجابته او حاصل النبات الفردي  فييره وتأث صابةوتم قياس معامل شدة الإ .% 8.61

B. subtilis  0.54التي بلغت  الشاهدمقارنة مع معاملة  1.36إذ بلغت. 
 Spirulina platensis،Bacillus subtilis ،ائية العضويةالمكملات الغذ ،الذرة وتقزميك موزاي فيروس ،مقاومة حيوية ،يتشخيص جزيئكلمات مفتاحية: 

 
 1المقدمة

 
 المحاصيل من (.Zea mays L) الصفراء الذرة محصول ي عد

 والرز قمحال بعد الثالثة المرتبة ويحتل والعلفية، والغذائية الاستراتيجية
 من قمحال بعد عالمياً  الثاني المركزو  قتصاديةالإ الأهمية حيث من

 ويزرع ،الإنتاج حيث من الأول والمركز المزروعة احةالمس حيث
 من بالعديد الذرة محصول يصاب .وعربياً  عالمياً  واسعة بمساحات

 يقارب ما عليه لسج   حيث عالمياً  نتاجيتهإ من تحد التي اتفيروسال
 Maize الذرة وتقزم يكيموزا فيروس ويأتي ،ياً فيروس نوعاً  25من

dwarf mosaic virus (MDMV)، كتشفها الذي Williams 
 هذه مقدمة في ،الأمريكية أوهايو ولاية في Alexander (1965)و
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 ثحي النبات ةنتاجيإ في وتأثيره العالمي نتشارهاو  لخطورته   اتفيروسال
 محصول في فيروسال هذا عن الناجمة التجريبية الخسائر وصلت
 مبكراً  النباتات إصابة عند به صابةللإ القابلة الهجين الذرة أصناف

 إلى فيروسال هذا ينتمي (.2008، وآخرون  )مكوك %54-40 من
 مرنة خيطية جسيماتهو  ،Potyvirideae وعائلة Potyvirus جنس

 ينتقل ولا نانومتراً  13 حوالي وقطرها نانومتراً  770-750 حوالي طولها
 ينتقل ولكن الطبيعة في بالتلامس آخر إلى نبات من MDMV فيروس

ستثمرت في السنوات ا .المن   حشرات طريق وعن يكيةالميكان قائبالطر 
ات، كان من أبرزها تحفيز فيروسق حديثة لمقاومة الائالقليلة الماضية طر 
والمركبات الطبيعية ذات حيائية الأالعوامل  باستخدامالمقاومة النباتية 

 الأشنيات/ر والطحالبو العضوي المستخرجة من البكتريا والفط أالمنش
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 الأشنيات/يرولينا من الطحالببسرية. يعتبر الجنس والأعشاب البح
 أشنة/طحلب هاومن بيننواع عدة أإلى  الخضراء المزرقة وتنقسم

S. platensis لذلك تستخدم كمضاد ، ولها العديد من الخصائص الطبية
ات المسببة فيروسر والو لنشاط الميكروبات ضد العديد من البكتريا والفط

غنيه لطحالب اذه ه كما أن .(Kim & Karadeniz, 2011) للأمراض
كما تحتوي على العديد من ، A (B- carotene) وB2 و B1فيتامين ب

مينية وعناصر كبرى حماض الأالمركبات الضرورية كالسكريات والأ
 ،)الجميلي والعيساوي  وصغرى لها دور أساس في تحسين نمو النبات

تأثيرات لطحالب ل( أن 2009وآخرون ) Spenille (. وأشار2016
 صابةتعمل على زيادة مقاومة النبات ضد الإنها أذ إجية كبيرة يولو فس

للنبات وتعد من المصادر العضوية التي ضافتها إوذلك عند  بالأمراض
 والزراعة للأغذيةالمتحدة مم وصت الأأو النباتي. نتاج الإتستخدم في 

(FAO, 2011) الطحالب الدقيقة وبالأخص ط حلب باستخدام 
S. platensis  كعامل مساعد ملموس في التخفيف هميتها أ وأكدت على

حكومية مستقلة تدعى غير وقد أسست منظمة ، غذيةتالمن حدة سوء 
السيبرولينا في مكافحة سوء  ستخدامالتعميم  ((IIMSAM مسامإمنظمة 

ينتمي  .نسانيةالإلطوارئ العالم في حالات انحاء أالتغذية الحاد في جميع 
وجميع أنواع  ،الكيسيةالزقية/ر و لى الفطإ Cordyceps sinensisفطر 

على ساس أتتطفل بشكل  طفيليات داخلية Cordycepsر جنس و فط
خرى. ر الأو والقليل منها يتطفل على الفطرجل الأالحشرات ومفصليات 

الدهنية  حماضساسية والأمينية الأحماض الأالأيحتوي هذا الفطر على 
 العديد من السكرياتإلى  بالإضافة Kو B1، B2 ،B12، Eوالفيتامينات 

والبوتاسيوم والكالسيوم والحديد والنحاس  والدهون المفسفرة والبروتينات
وأشارت الدراسات أن ميكانيكة عمل . حيويةوالكروم ومركبات ومضادات 

 ات من الالتصاقفيروسمنع العمل على ات تفيروسالفطر ضد ال
 وتكراره في الخلية الحيةستنساخه  ابالحامض النووي وبالتالي عدم 

., 2004)et al Holliday(وت عد بكتريا . B. subtilis  من العوامل
حيائية التي لها وسائل دفاعية كثيرة ومختلفة للتفاعل مع العائل وبكفاءة الأ

ادات زية المستحثة وإنتاج المضعالية تمكنها من تحفيز المقاومة الجها
 .(Bargabus et al., 2002) حيائيةالأ

 هذا عن سابقة جزيئي تشخيص اتدراس وجود لعدم ونظراً 
 طبيعياً  مقاومته   عن فضلاً  يسببها التي والخسائر العراق في المرض
 :إلى الدراسة هذه هدفت فيه العضوية الغذائية المكملات ثيرأت ومعرفة

 صابةالإ ضد المقاومةحثاث ستاو  للعـزلة المحلية الجزيئي التشخيص (1
وتتضمن مكعبات المكمل  مختلفةحيائية أ عوامل استعمالب بالفيروس

ومكعبات المكمل الغذائي المنتج  .platensis S الغذائي المنتج من ط حلب
 أربع تقويم (2؛ B. subtilisولقاح بكتريا  C. sinensis الفطرمن 

 في الصفراء الذرة محصول من الفردية هجنها من وستة نقية سلالات

 صابةالإ شدة معامل إلى ضافةبالإ الكمية الصفات دراسة
 تحمل تعزيز (3؛ الفردي النبات حاصل لصفة MDMVفيروسب

 بعض باستخدام الذرة وتقزم يكيموزا فيروسب صابةللإ الوراثية التراكيب
 والنمو. للمقاومة المحفزة العضوية الغذائية والمكملات الحيوية العوامل

 

 بحث وطرائقهالد موا
 

 MDMVفيروسعينات والحصول على عزلة نقية لالجمع 
توحي بأنها مصابة  اً أعراض تبديعينات من نباتات الذرة  معتج   
في محافظة صلاح الدين وتم الصفراء من حقول الذرة  MDMVفيروسب

 صابةمن خلال التشخيص الظاهري لأعراض الإ فيروستأكيد أعراض ال
 ،كلية الزراعة ،اتفيروسمختبر أبحاث ال ،وهاب الفهدمعاذ عبد المن قبل 

 .جامعة تكريت
 

 MDMV فيروسالتشخيص الجزيئي ل
خصت العزلة التي تم الحصول عليها مسبقاً جزيئياً  تفاعل  باستخدامش 

في المختبر  (RT-PCR)النسخ العكسي  مع المتسلسلالبوليمراز 
وذلك جامعة سامراء  ،ومختبر كلية علوم الحياةجامعة تكريت  ،المركزي 

 عديلاتبعض التجراء إمن الشركة مع  حسب الخطوات التالية التي وردت
 :عليها

 

 RNA)) عزل الحامض النووي الرايبي

وفقاً لطريقة العمل المعدة من قبل شركة الحمض النووي الريبي ع زل 
BIO NEER  الكورية المصنعة وتتضمن مرحلة الاستخلاص الخطوات

 MDMV فيروسالنبات المصابة بال أوراقمن  غ 0.1ن و ز  (1 التالية:
ثم سحقت في هاون خزفي معقم بإضافة النيتروجين السائل مع السحق 

 ن يتم الحصول على مسحوق ناعم ثم يوضع في أنبوبأإلى  السريع
 ميكروليتر 1 ضيفأ( 2؛ RNase مل الخالي من أنزيم 1.5سعة بندورف إ

 10ضعت العينة في الثلج لمدة و  (3؛ للعينةستخلاص الامن محلول 
 حرارة ندع في جهاز الطرد المركزي المبرد ت العينةوضع (4؛ دقائق

الطبقة  تحبس   (5؛ الدقيقة/دورة 12000 سرعةدقيقة وب 15 لمدةس °4
 (6؛ جديدبندورف إ في أنبوب ووضعت طة ماصة دقيقةاالعليا بوس

 4-3باليد  تحركأيزوبروبيل كحول بما يعادل حجم العينة ثم  يفضأ  
 (7؛ دقائق 10 لمدة س20° مجمدة عند حرارة في توضعم مرات ث

 10س لمدة 4° حرارة عند في جهاز الطرد المركزي المبرد ت العينةوضع
تم التخلص من الايزوبروبيل  (8؛ دقيقة/دورة 14000دقائق بسرعة 

يثانول الإمل من  1يفضأ  ( 9؛ الإبندورفأنبوب الكحول بسكبها من 
ميكروليتر من  20 والمحضر من إضافة لغرض ترسيبها% 80 تركيز

Depc water بوضعها في جهاز العينة تخلطثم  ،يثانولإمل  60 عم 

http://www.iimsam.org/
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جهاز الطرد  العينة في توضع (10؛ ثانية 15 لمدة الرجاج الكهربائي
 (11؛ دقيقة/دورة 12000سرعة بس °4 حرارة عنددقائق  5 لمدة المركزي 

س ° 20- حرارةت عند حفظو  Rnase-free DH2O العينة بإضافة توبذ  
 .في الخطوات اللاحقةستعمالها لا
 

 المستخلص  RNAقياس تركيز ونقاوة 
جهاز تركيز ونقاوة  باستخدامالمستخلص  RNAالــــ تم قياس تركيز ونقاوة 

 ،عايد)لماني المنشأ أ (NANO DROP 2000c)الحامض النووي 
2018.) 

 

 cDNA إلى يفيروسال RNAالـــ تحويل
المجهز من  RT-Premix الكت نوعإلى  تم اضافة المواد المذكورة أدناه 

بها من قبل الشركة  وحسب التراكيز الموصى BIO NEERقبل شركة 
، Oligo-dTe ميكروليتر RNA، 1 ميكروليتر 1 عينة :نفسها كالآتي

 ميكروليتر.  20 الحجم الكليليصبح  DEPC-DW ميكروليتر 18
ألماني  Veritiاعل في جهاز المدور الحراري نوع أدخلت عينة التف

 دقائق 10لمدة  °س37 البرنامج التالي:ستخدام او التحضين جراء لإالمنشأ 
لتكوين الحمض النووي المنزوع  لمدة ساعة °س55 ،لإلتصاق الباديء

  .للتثبيط الحراري  دقائق 5 لمدةس  cDNA، °95الأوكسيجين المكمل 
 

 تفاعل البوليمراز المتسلسلتعمال ساب DNA ـمضاعفة قطع ال
جراء لإ Veritiنوع  المدور الحراري في جهاز  عينة التفاعلأ دخلت 

 فيروسالتحضين بوجود البادئات المستخدمة في تشخيـص ال
(Neishaburi et al., 2015) (1 جدول) 35 البرنامج التالي: باستخدام 

 °55، ك الحراري للتفكي دقائق 5لمدة  س ° 94 مندورة تتألف كل منها 

لمدة دقيفة واحدة للإستطالة ثم  س °72لمدة دقيقة واحدة للإلتصاق،  س
 دقيقة للإستطالة النهائية. 15لمدة  س °72بعد ذلك 

 
 

 MDMVفيروس مقاومة النبات لاستحثاث دمة في المعاملات المستخ
من الذرة  على عشرة تراكيب وراثية ثمان معاملات تضمنت التجربة

 .2م بين في جدول هو كما معاملة مرتين وك ررت كل 
 

 مصدر المكملات الغذائية وطريقة استخدامها 
 تم الحصول على المكملات الغذائية العضوية من شركة

DXN-Pharmaceutical SDN BHD  نتاج إالماليزية المتخصصة في
 S. platensis حلبط  المكملات الغذائية العضوية والتي شملت مكعبات 

حلب ط  الالبذور المعدة للزراعة بع وملت . C. sinensis ومكعبات فطر
لكل ة زجاجيختبار اأنبوبة في  وربذال بنقع وذلكحسب مخطط التجربة 

 حلبغ من الط   3ضافة إماء مقطر معقم مع مل 10في  تركيب وراثي
ساعة ثم زراعتها في  24ولمدة  )بعد طحن مكعباتها بمطحنة كهربائية(

كانت سقايه خلال مرحلة النمو فالثانية  املةالمعما أ .رض التجربةأ
ساعة  24الإلقاح بالفيروس بــ الخضري بعمر الورقة الحقيقه الرابعة بعد 

 نباتات. 8لكل  لتر ماءإلى  مسحوق الط حلب والفطرمن  غ10 بإضافة
والمعاملة الإلقاح بالفيروس، من سبوع أاما المعاملة الثالثة فكانت بعد 

واتبعت الطريقة  بسبعة أيام وبالكمية نفسها. التزهيرالرابعة كانت قبل 
 ..sinensis C للمعاملة بفطر هانفسأعلاه 

 

 B. subtilisا بكتيريعزلة تحضير 
أبحاث من مختبر  B. subtilisتم الحصول على عزلة البكتريا 

الآجار جامعة تكريت ونميت العزلة على وسط ، كلية الزراعةات، فيروسال
بعد نمو البكتريا في الوسط الصلب تم تحضير . دقيقة 15 (NAالغذائي )

إلى  من البكتريا في الوسط الصلب وإضافته لم 1وذلك بأخذ اتالتخفيف
وبعدها  10-1×1من الماء المقطر المعقم للحصول على تخفيف  مل 9

من الماء المقطر المعقم مل  9إلى  من التخفيف وإضافتهمل  1اخذ
1×للحصول على تخفيف 

 10-15×التخفيفإلى  حين الوصولى إل 2-10
 NA وتمت زراعة البكتريا من هذا التخفيف على الوسط الصلب

 ستخدامه لاحقاً.لا
 

 .MDMV (Neishaburi et al., 2015)جين فيروس مجزاء من أالبادئات المستخـدمة في تضخيم . 1جدول 
Table1. Primers used to amplify genomic segments of MDMV (Neishaburi et al., 2015). 

 

 The Sequence التتابع
 التركيز

Concentration 
 (زوج قاعديحجم الحزمة المضخمة )

Amplified band size (bp) 
5´-AAAAACAACAARACTCAACACAACACAAC -3´ 

5´-GGAGCTGTTCGCTGCAAAGG -3´  
 Pmole/µl100 237 

5´-CCTTGACAACCCTCGTGACG-3´  
5´-GTGGCAAGCTATGGCGTTAT -3´  

 Pmole/µl100 603 

5´-ACACAAAGGGCACAGTGGTC -3´  
5´-CACAGACCCTCCAACGATGT -3´  

 Pmole/µl100 1140 
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 في نباتات الذرة.  MDMV. المعاملات المستخدمة لاستحثاث المقاومة لفيروس2جدول 
Table2. Treatments used to induce resistance to MDMV in maize plants. 

 

 املةالمع
Treatment 

 الرمز
Code صحة النبات Plant health 

 Inoculated with MDMV  فيروسملقح ب Spirolina platensis SPطُحلب 

 Inoculated with MDMV  فيروسملقح ب Cordyceps sinensis CSفطر 

 Inoculated with MDMV  فيروسملقح ب Bacillus subtilis BSبكتريا
S. platensis + C. sinensis SP+CS فيروسملقح ب  Inoculated with MDMV 
S. platensis + B. subtilis SP+BS فيروسملقح ب  Inoculated with MDMV 

 C. sinensis +B. subtilis CS+BS فيروسملقح ب  Inoculated with MDMV 
S. platensis + C. sinensis + B. subtilis CS+BS +SP فيروسملقح ب  Inoculated with MDMV 

 Inoculated with MDMV  فيروسملقح ب Control شاهد Control 1 1شاهد 

 Not inoculated with the virus فيروسغير ملقح بال Control شاهد Control 2 2شاهد 
 
 

 B. subtilis معاملة بالبكترياال
لفقرة كما ذكر في االبذور المعدة للزراعة بالمعلق البكتيري المعد عوملت 
ختبار اأنبوبة في  وربذال بنقع تركيب وراثي من الذرة وذلكلكل السابقة 

من المعلق مل 1ضافه إو ماء مقطر ومعقم مل  9حتوي على ت ةزجاجي
. عززت رض التجربةأساعة ثم زرعت في  24لمدة  10-15×المخفف 

رابعة ة اليالورقة الحقيقبمرحلة  بالبكتريا سقايةخرى أالنباتات بمعاملتها مره 
يحتوي على  طبق من البكتريا النامية بإضافةساعة  24لقاح بـ بعد الإ

 10-15×منمى عليه البكتريا بالتركيز المخفف غذائيالوسط سم من ال 0.5
سبوع من أاما المعاملة الثالثة فكانت بعد نباتات.  8 لكل لتر ماءلى ع

 أيام.بسبعة  التزهيرموعد كانت قبل  خيرةالأوالمعاملة لقاح، الإ
 

 الصفات المدروسة
 صابةمعايير الإ
بالفيروس  صابةالإسبت نسبة ح   - MDMVفيروسب صابةنسبة الإ

 :تاليةحسب المعادلة ال
 

عدد النباتات المصابة% =  صابةنسبة الإ       
العدد الكلي للنباتات

 ×100 

 
لصفة حاصل  صابةشدة الإ تأثيرتم تقدير معامل  - صابةمعامل شدة الإ

( وحسب 1978) Maurerو  Fischerمعامل  باستخدام ات الفرديالنب
 المعادلة التالية:

 
1-YD/YSI = Dii 

 

سط المتو  /صابةالمتوسط العام للصفة تحت الإناتج  =Dii :أن حيث
 ؛صابةالمتوسط العام للصفة تحت الإ=YD ة؛العام للصفة للنباتات السليم

YSIة.سط العام للصفة للنباتات السليملمتو = ا 

لكل تركيب  صابةيمكن حساب نسبة معامل شدة تأثير الإ Dii باستخدامو 
 ي:لكما ي ةوراثي ولكل مكرر على حد

 

DSI = {1- (YDi/YSi)}/Dii 
 

 ؛(i) الوراثي للتركيب صابةالإثير أتمعامل شدة  DSI= :أن حيث
YDi= متوسط الصفة المدروسة للتركيب الوراثي (i)  في مكرر ما

 (i) متوسط الصفة المدروسة للتركيب الوراثي= YSi؛ للنباتات المصابة
 .في مكرر ما للنباتات السليمة

 

 بعض مؤشـرات النمو والحـاصلقياس 
تم قياس أقصى طول من ورقة  -يـاس دليل المساحة الورقية )سم( ق

 التاليةعرض ثم حسبت المساحـة من المعادلة  الرئيس وأقصى اسالعرن
(Stewart & Dwyer, 1999): 

 

 0.75 ×أقصى عرض  × أقصى طول =مساحة الورقة 
 

 :تاليةستخراج دليل المساحة الورقية من المعادلة الاوتم 
 

مساحة الورقة= دليل المساحة الورقية       
مساحة الارض التي يشغلها النبات

 

 
 المحتوى  قياس تم - بالطريقة المباشرة الكلي قياس كمية الكلوروفيل

 مننوع Chlorophyll meterجهاز بوساطة وراقالأ في للكلوروفيل النسبي
CM-A وحدات سباد  لقياس(SPAD units) ةأربع قراءاتت وأخذ 

 الكلوروفيل من محتواها وقدر مكرر ولكل وراثي تركيب كل من نباتات
القراءات  معدل أخذ ثم بصوره مفردة وراقالأ قراءة تم إذ الجهاز بوساطة

 من خلال الجهاز نفسه.
 

 تم حساب وزن النبات الفردي بعد فرط - (النبات الفردي )غحاصل 
 .ةحدعلى كل مكرر لأربع عينات من كل تركيب وراثي و بذور 
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 والمنـاقشـة النتائج
 

 PCRتقانة  باستخدام الذرة الصفراء على MDMVفيروس تشخيص
ي فيروسال تم عزل الحمض النووي الريبي - عزل الحمض النووي الريبي

والحصول على  MDMVبفيروس  الذرة الصفراء المصابة نبات أوراقمن 
 1011–993النووي في حدود كمية مناسبة من الحمض 

ن عملية عزل الحمض بنقاوة عالية للمستخلص. إنانوجرام/ميكروليتر 
وذلك لأنه حساس  DNA ـأصعب من عملية عزل الهي الريبي النووي 

 .(2004، )حسن(RNase) جداً للتكسير بوساطة أنزيمات الرايبونيوكلييز
ستخدام بعض المواد اإلى  RNAعملية عزل حمض احتاجت لذلك 

 Diethyl (DEPC)مثل مادة  RNaseاالكيميائية التي تثبط من فعل 

pyrocarbonate.  ونظراً لصعوبة عزلRNA  من النباتات لوجود الجدار
السميك المحيط بالجدار الخلوي يتطلب استخدام السحق اليدوي بوجود 

يثانول الإفي الطور المائي بوساطة  RNA. تم ترسيب الـلنتروجين السائلا
 حرارةعند درجة وحفظ  Depc waterفي محلولإذابته المبرد ثم 

 .(2013 س لحين الإستخدام )ثلج،° 20-
 

ستخدام ايعد  - (PCR)نتائج تفاعل أختبار البوليمراز المتسلسل 
ن النباتات المصابة المستخلص م الفيروسي الريبيالنووي  الحمض

، لذلك لا بد من ذو حساسية عاليه لظروف التفاعل MDMVبالفيروس 
. ولقد تم الحصول على التفاعلجراء لإالظروف المثلى اللازمة تحديد 

-RT الكت ستخداما)أ(  التي يمكن تلخيصها كما يلي:أفضل النتائج 

Premix والكت RT-PCR  من شركةBIO NEER )أظهر استخدام ، )ب
نانوجرام/ميكروليتر من الحمض النووي  1011و  1520 ،993التراكيز 
بيكومول من 100 استخدام تركيزأعطى ( ـ، )جواضحة اً حزمالريبي 

 واضحة قابلة للقياس. اً حزمات ئالباد
 

شكل الثلاث )البادئات أدى استخدام إحدى  - نتائج الترحيل الكهربائي
يجة هذه النتدي وكانت زوج قاع 237حجم  اتحزمة ذتضخيم إلى  (1

ات ما البادئأ (،2015)وآخرون  Neishaburi ليهإمماثلة لما توصل 
عود سبب عدم ظهور حزم للبادئات يربما  .تعط أية نتيجةلم فخرى الأ
 فيروسخرى للأسلالات إلى  المستخدمة في الدراسة كونها ترجعخرى الأ

اذكره عايد وهذا يتفق مع منها تعرضت لخلل تصنيعي أو تجريبي أ وأ
 .(2018)والفهد 

 
 

 

 
 

في نبات الذرة الصفراء بتقنية  MDMVفيروسالكشف عن  .1شكل 

RT-PCR 237 بادىء يضخم جزء من المجين الفيروسي بحجم باستخدام 

استخدام  ، *=سلم أحجام أحماض نووية مختلفة= يمثل S زوج قاعدي.

وج ز 237بحجم الفيروسي  بادئ يضخم قطعة من الحمض النووي

 قاعدي، **= بادئات أخرى لم تعط أية نتائج.
Figure 1. Detection of Maize dwarf mosaic virus in infected 

maize by RT-PCR using a primer that amplifies a segment 

of the viral genome of 237 bp in size. S= Represent a DNA 

size ladder, *=Use of a primer that amplifies a viral genomic 

segment of 237 bp, ** =Use of primers that failed to amplify 

viral genomic segments. 

 
 

المقاومة والنمو على المعاملات المستخدمة في بعض مؤشـرات  تأثير 
 MDMV فيروسالنباتات المصابة ب

 

النسبة على تأثير المعاملات المختلفة والتراكيب الوراثية والتداخل 
 فيروسبال صابةالمئوية للإ

وجود فروق عالية  (3جدول يلاحظ من النتائج التي تم الحصول عليها )
 صابةأدنى متوسط لنسبة الإ المعنوية بين المعاملات المستخدمة إذ كان

 صابةالإ فيما كان أعلى متوسط لنسبة، %4.15بلغ  BS+SPفي معاملة 
في التراكيب الوراثية  صابةن نسبة الإوأ، %8.61بلغ و  ة الشاهدفي معامل
 2×1الهجين  في% و  3.68إلى  إذ وصلت ZP-301لأب ا تدنت في

طبيعة الظروف الجوية إلى  ، ويرجع سبب ذلك%4.11 تبلغحيث 
التراكيب الوراثية حيث تكون متحملة في منطقة وغير متحملة  فيوتأثيرها 

ة وهذا يتوافق مع في منطقة أخرى وكذلك طبيعة التربة وموعد الزراع
 .(Al-Fahad, 2018) دراسة سابقة

 تظهر فقد ما عن تأثير التداخل بين التراكيب الوراثية والمعاملات أ
 SP +BS معاملةفي  2×1والهجين  ZM19Lللأب  صابةللإ نسبةدنى أ

حتمالية تفوق الطحلب في هذه الصفة ان إ. % لكليهما1.66 تبلغحيث 
ات حيوية ذات تاثير مضاد أحيائيا  مركبنتاجه إإلى  رجاعهإيمكن 

ليه إات وهذا مأشار فيروسالمجهرية ومن ضمنها الحياء الألمجموعة من 



 (2019) 1، عدد 37لنبات العربية، مجلد مجلة وقاية ا 54

Bhagavathy  في دراستهم لتحليل وجود مواد كيميائية  (2011) وآخرون
طبيعية نشطة بيولوجياً في الطحالب ودورها المضاد للمسببات المرضية. 

حتوائها على ثبيطية واضحة لافعالية ت Spirulinaان لط حلب كما 
أو  .(Rania & Taha, 2008) وببتيدات حلقية وقلويات سكريات متعددة

حتوائها على اكمن في يقد يكون تفسيراً فسيولوجياً في تأثير الطحالب 
منشطات نمو وأحماض أمينية حرة تحسن من كفاءة عمليات التمثيل 

عملية البناء الضوئي  الغذائي داخل الورقة وذلك عن طريق زيادة كفاءة
تقوم بدور هرمونات النمو الطبيعية من كما قد  ،وتنشيط نمو الجذور

وهذا يتماشى مع  صابةوبالتالي يزيد من تحملها للإنين غاللتكون طبقة 
كما وأن تحفيز النمو والمقاومة  (.2011)ليه عبد الحافظ توصل إ

النمو  يةستمرار ان اد ممعاملة البذور )نقع البذور( مما ز إلى  يعود صابةللإ
 اً وجعل النبات قويصابتها إسرع رغم أو أعتيادية ضمن المعدلات الإ

حين تعمل البكتريا على في  (.2013 ،فرجحسن و ) صابةللإ ومتحملاً 
خفض إلى  دتأتحفيز المقاومة الجهازية للنبات وهذه العوامل مجتمعة 

ات فيروس فيثير أكدت دراسات سابقة هذا التأ ،فيروسبال صابةنسبة الإ
في  كثر تأثيرا  كانت الأحيث  BYMVو  ToMV، TMVمختلفة منها 

، )ثلجوشدتها وزيادة مؤشرات النمو والحاصل  صابةخفض نسبة الإ
 (.2018، عايد والفهد؛ 2013

 
 
 

 فيفيما بينها تأثير المعاملات المختلفة والتراكيب الوراثية والتداخل 
 بالفيروس صابةمعامل شدة الإ

معاملات المختلفة والتراكيب للتأثير  وجود (4جدول أظهرت النتائج )
حيث كان أعلى  صابةمعامل شدة الإ فيفيما بينها  الوراثية والتداخل

 BSببكتريا معاملة للمتوسط للمعاملات الثلاث المستخدمة في الدراسة 
 . وبالنسبة للتراكيب الوراثية، ظهر تفوق معنوي للأب1.36إذ بلغ 

ZM51L  بوين الأ على 1.14بقيمةZP-301 و ZM19L 2×1وللهجين 
. من خلال 0.54مقارنة مع معامل الشاهد الذي بلغ  1.50 بقيمة

كلما اقتربت قيمة  أنهMaurer (1978 ) و Fischer اليه ماتوصل
 كثرأن التركيب الوراثي أن واحد فما فوق أعطى مؤشراً على المعامل م

وأكثر زيادة في  صابةكون أكثر تحملًا للإ، وأن الهجين يصابةللإ تحملاً 
 Al-Fahadليه إمع ماتوصل  يماثلمن الصنف العادي وهذا نتاج الإ

على الأخل بين المعاملات والتراكيب الوراثية فكان اما التدأ. (2018)
اخل أقل تدبلغ معامل و  ،2.97ذ بلغ إ 2×1لمعاملة البكتريا مع الهجين 

إلى  معاملة البكتريا ربما يرجع ن سبب تفوق . إZM19L بللأ 0.31
 فيروسال الدور المعروف لهذه البكتريا في تحفيز مقاومة النبات ضد

فضلاً عن دورها التغذوي بتجهيز النبات بالعناصر اللازمة للنمو أو زيادة 
الغذائية وهذا  مساحة المجموع الجذري وبالتالي تزداد فائدة العناصر

عبد ؛ 2013 ،)ثلجابقون إليه باحثون سماتوصل  يتوافق مع
إلى  سابقة وأشارت دراسات .(2011،وآخرون  مندو ؛2012،الجبار

هذا النوع من البكتريا لتحقيق مفهوم الترب المقاومة ذاتياً ستخدام امكانية إ
 (.2018 ،محسن؛ 2006 ،)الفهد

 
 

 .MDMVفيروسب صابةنسبة الإ فيفيما بينها  . تأثير المعاملات المختلفة والتراكيب الوراثية المختلفة للذرة والتداخل3جدول 
Table 3. Effect of different treatments and genotypes and their interference on MDMV infection rate. 
 

 

 Treatmentsالمعاملات 

 Maize genotypes used تراكيب الذرة الوراثية المستخدمة

 متوسطات

 المعاملات

Average of 

Treatments ZM4L ZM51L ZP-301 ZM19L 1×2 1×3 1×4 2×3 2×4 3×4 

SP 4.37 6.45 4.16 6.04 7.29 6.04 6.45 6.87 2.08 6.87 5.66 

CO 5.33 6.66 5.83 4.33 5.83 6.66 5.83 8.33 5.83 5.83 7.24 

B.S 5.03 4.68 3.12 4.68 3.12 3.90 5.46 9.37 4.68 3.12 4.91 

CO+BS 5.74 4.91 4.02 5.66 4.89 5.69 3.24 4.08 5.77 4.86 4.31 

SP+CO 5.97 5.73 3.21 4.52 7.73 2.37 6.90 5.59 2.97 6.18 5.51 

SP+BS 1.66 5.00 1.66 1.66 1.66 7.33 6.66 8.33 2.46 4.16 4.15 

CO+BS +SP 4.74 4.91 4.99 4.13 4.89 5.69 3.24 4.08 5.77 4.86 4.88 

 بدون معاملة )شاهد( نبات مصاب

Infected plant without 

treatment (Control) 

10.66 10.83 10.46 7.83 10.83 8.63 12.08 10.00 6.80 10.80 8.61 

 الوراثية متوسطات التراكيب

Average of genotypes 

5.20 5.20 3.68 5.00 4.11 5.78 6.87 6.98 6.00 5.74  
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 .MDMVمعامل شدة الإصابة بفيروس  فيثية والتداخل فيما بينها تأثير المعاملات المختلفة والتراكيب الورا. 4جدول 
Table4. Effect of treatments of different maize genotypes and their interaction on severity index of infection with MDMV. 

 

 

 Treatmentsالمعاملات 

 متوسطات Maize genotypes usedتراكيب الذرة الوراثية المستخدمة 

 المعاملات

Average of 

Treatments ZM4L ZM51L ZP-301 ZM19L 1×2 1×3 1×4 2×3 2×4 3×4 

SP 1.46 1.23 1.38 1.03 1.85 1.49 0.90 1.62 1.38 1.10 0.95 

CO 1.00 1.06 1.23 0.85 1.27 1.08 1.09 0.94 0.91 1.11 1.05 

B.S 1.77 0.90 1.14 1.63 2.97 1.53 0.88 1.51 2.14 1.40 1.36 

 بدون معاملة )شاهد( نبات مصاب

Infected plant without 

treatment (Control) 

0.49 0.36 0.43 0.31 0.92 0.38 0.31 0.39 0.43 0.44 0.54 

 متوسطات التراكيب الوراثية

Average of genotypes 

0.93 1.14 0.54 1.63 1.50 1.37 1.05 1.36 1.09 1.16  

 1.00وللتداخل =  0.50وللتراكيب الوراثية =  0.31= %5عند احتمال  نوي الأدنى للمعاملاتقيمة الفرق المع

LSD values at P=0.05 for treatments=0.31, for genotypes=0.50, for interaction=1.00 
 

 

 فيتأثير المعاملات المختلفة والتراكيب الوراثية والتداخل فيما بينها 
 .MDMVفيروسب صابةلي بعد الإالككمية الكلوروفيل 
وجود فروق معنوية في كمية الكلوروفيل  (5جدول أظهرت النتائج )

أعلى بلغ حيث  ،بالنسبة للمعاملات والتراكيب الوراثية والتداخل بينهما
وبفارق معنوي على  56.97spadمتوسط في المعاملة التكاملية الثلاثية 

 الشاهد الذي بلغمعاملة  فيفي حين كان أقل متوسط أغلب المعاملات، 
49.13.spad أن إلى  ربما يعزى سبب تفوق المعاملات التكاملية الثلاثية

لعنصر النيتروجين  اً تعد مصدر  التي Betain الطًحلب يحتوي على مادة
 Kuwadaكما أشار الكلوروفيل ويمنع تحلله  الذي يزيد من كمية

من ضافية إكميات  وجود البكتريا وقدرتها على توفير، وكذلك (2006)
الجهازية  تحفيز المقاومة في فضلًا عن دورها المهمالمغذية  العناصر

تضاعف ثبط تكوين بروتينات ت للنبات عن طريق تحفيز الخلايا على
 ستنتاجالاالمقاومة في النبات وجاء هذا  مورثات من خلال تحفيز فيروسال

اثية في هذه الصفة عن تأثير التراكيب الور  (2013(ثلج نشره مطابقاً لما 
حيث بلغ  ZM19Lمتوسط للأب  بين الآباء والهجن كان أعلى

56.83spad  على جميع التراكيب الوراثية  2×1وكذلك تفوق الهجين
بموروثات  تمثلالعامل الجيني المإلى  ذلك ويرجع ،56.95spadبمعدل 

 صابةخفض الإإلى  المقاومة والتي زادت صفة التحمل والتي تؤدي
 صابةاللازمة لإحداث الإ فيروسالتقليل من نسبة جسيمات ال أو سفيرو بال

وزيادة نسبة الكلوروفيل في  فيروسالب صابةمن الإضرر الوبالتالي تقليل 
 .(2011 ،خرون آمندو و )النباتات  بلاستيدات

والمعاملات  الوراثية للذرة فيما يخص التداخل بين التراكيبو 
حيث  ZM19Lع التركيب الوراثي م SP+COتفوقت معاملة  المختلفة فقد

تليها المعاملة التكاملية الثلاثية مع  ، 63.66spadت كمية الكلوروفيل بلغ
 معاملةفي بينما بلغ أقل تداخل  ، 62.85spad إذ بلغت ZM19Lب الأ

سبب  . وي مكن أن يعود36.52spad تبلغ التي 3×2مع الهجين الشاهد 
متصاصها اتكوين الجذور وتحفيز زيادة كفاءة إلى  الط حلب تفوق معاملة

تكوين الكلوروفيل وهذا  خاصة الداخلة فيبوالماء و  للعناصر الغذائية
في زياده محتواه وربما يعود ذلك لاحتوائه على العناصر الغذائية  ينعكس

ختزال او  نمو النبات ويسبب تقزمه فييؤثر  فيروسال بصوره كاملة وأن
خلال تحويل  ية الكلوروفيل منونقص في كم والثمار وراقفي حجم الأ

المركبات الغنية ضافة إللنباتات المصابة لصالحه وأن يضية الأالفعاليات 
يساعد في  COوفطر  SPبالعناصر الغذائية والموجوده في طحلب 

لدى النبات في زيادة فعاليته الحيوية وزيادة مقاومته ستجابه احدوث 
وبالتالي  صر التغذويةجي الحاصل في العناو ليو سيوتعويض النقص الف

 نسبة الكلوروفيل )المولى،ختزال اومنها  المبكرة ةالإصاب أضرار تقليل
 (.2009محمد،  ؛1984

 

 فيما بينها تأثير المعاملات المختلفة والتراكيب الوراثية والتداخل في
 MDMVفيروس ب صابةبعد الإ ²سم/دليل المساحة الورقية

معاملات في لل اً معنوي اً ( تأثير 6ل جدو )أظهرت نتائج التحليل الإحصائي 
التكاملية معاملة معنوياً ال حيث تفوقت صابةدليل المساحة الورقية بعد الإ

مقارنة  ²سم 2.36بلغت إذ ( COمع فطر BS مع بكتريا SPط حلب)ب
بالنسبة للتراكيب الوراثية . ²م1.95سبلغت معامل والتي البالشاهد غير 

معنوياً لهذه  3×2والهجين  ZM4Lب الأ )الآباء + الهجن( فقد تفوق 
ن تفوق صفة ارتفاع . إ²سم 2.42 ت المساحة الورقيةالصفة حيث بلغ

بين  في زيادة المساحة الورقيةربما انعكست بدورها  صابةالنبات بعد الإ
الدليمي  ماتوصل اليه وهذا يتفق معالتراكيب الوراثية للذرة الصفراء، 

بين التراكيب الوراثية والمعاملات  (. وفيما يخص تأثير التداخل2014)
، ²سم 3.19حيث بلغت  ZM4Lمع الأب  SPفقد تفوقت معاملة ط حلب 

سهم في زيادة المساحة أأن الط حلب إلى  ربما يعود سبب هذا التأثير
 وكسيناتالأعلى حتوائها لاتأثير منظمات النمو  ن تأثيره يشبهلأ الورقية

الخلايا، نقسام او عناصر الغذائية المتصاص اوالجبرلينات مما تزيد من 
 فضلًا عن تنشيط الإنزيمات التي تحفز نمو النبات ومقاومته للأمراض

 .(Jensen, 2004؛ 2011)الفهد والجميلي، 



 (2019) 1، عدد 37لنبات العربية، مجلد مجلة وقاية ا 56

 .MDMVبفيروس صابةكمية الكلوروفيل الكلي بعد الإ في. تأثير المعاملات المختلفة وتراكيب الذرة الوراثية والتداخل فيما بينها 5جدول 
Table 5. Effect of different treatments and maize genotypes and their interaction on the amount of total chlorophyll after MDMV 

infection. 

 

  

 المعاملات
Treatments 

 Maize genotypes used المستخدمةتراكيب الذرة الوراثية 

 متوسطات

 المعاملات
Average of 
treatments ZM4L ZM51L ZP-301 ZM19L 2x1 3x1 4x1 3x2 4x2 4x3 

SP 53.97 56.98 55.08 55.48 53.56 54.31 61.90 51.06 51.57 52.11 54.50 
CO 60.18 52.27 62.43 59.11 56.89 55.11 52.98 44.74 46.28 53.47 50.95 
BS 52.38 54.23 53.32 59.17 58.50 54.58 53.82 49.51 46.50 55.12 53.71 

CO+BS 57.99 56.65 56.28 55.49 58.77 60.81 55.29 58.12 52.74 56.04 56.72 
SP+CO 55.46 56.97 59.35 63.66 60.30 56.48 58.90 48.03 46.34 62.57 55.31 
SP+BS 54.33 58.47 46.60 59.68 56.88 55.62 56.80 53.57 43.23 59.83 56.55 

CO+BS +SP 59.28 53.11 57.54 62.85 58.59 58.55 56.29 58.24 47.00 57.22 56.97 

 بدون معاملة نبات مصاب
Infected plant without 

treatment 

41.58 46.21 40.76 46.18 52.16 45.72 45.04 36.52 40.20 51.95 49.13 

 الوراثية متوسطات التراكيب
Average of genotypes 

55.65 54.36 52.67 56.83 56.95 55.02 55.13 45.61 45.61 56.17  

 6.34=  ، للتداخل2.24=  الوراثية ، للتراكيب2.00=  % للمعاملات5قيمة الفرق المعنوي الأدنى عند احتمال 
LSD values at P=0.05 for treatments=2.00, for genotypes=2.24, for interaction=6.34  

 

 

 .MDMVالمساحة الورقية بعد الإصابة بفيروس فيالوراثية والتداخل فيما بينها  تأثير المعاملات المختلفة وتراكيب الذرة. 6جدول 
Table 6. Effect of different treatments and maize genotypes and their interaction on leaf area after virus infection with MDMV. 

 

 

 المعاملات
Treatments 

 Maize genotypes usedالمستخدمة تراكيب الذرة الوراثية 

 متوسطات

 المعاملات
Average of 
treatments ZM4L ZM51L ZP-301 ZM19L 2x1 3x1 4x1 3x2 4x2 4x3 

SP 3.19 2.09 1.67 2.30 2.87 2.14 1.94 2.33 2.00 2.41 2.05 
CO 2.81 1.86 2.81 2.25 2.14 1.64 2.39 1.97 2.82 1.93 2.20 
BS 2.70 2.19 2.64 2.02 2.21 2.03 1.70 2.32 1.83 2.25 2.09 

CO+BS 2.48 2.23 2.00 2.53 2.83 2.39 2.48 2.60 2.03 2.71 2.33 
SP+CO 2.63 1.97 2.15 2.41 2.32 2.69 2.54 2.79 1.73 2.88 2.31 
SP+BS 2.08 1.45 2.47 2.71 2.93 2.82 2.06 2.52 2.31 2.20 2.00 

CO+BS +SP 2.19 2.36 2.72 2.38 2.26 2.28 1.99 2.47 2.36 2.60 2.36 

 بدون معاملة نبات مصاب
Infected plant without 
treatment 

1.27 1.14 1.11 1.90 1.77 1.70 1.49 1.73 1.26 1.35 1.95 

 متوسطات التراكيب الوراثية
Average of genotypes 

2.42 2.03 1.94 2.19 2.16 2.11 2.07 2.42 2.04 2.29  

 0.80، للتداخل = 0.28، لتراكيب الذرة الوراثية = 0.25للمعاملات = % 5عند احتمال دنى الفرق المعنوي الأ

LSD at P=0.05 for treatments=0.25، for maize genotypes=0.28، for interaction=0.80 

 

 

Abstract 
Alsamarray, S.M.A., M.A. Al-Fahed and A.H.A. Anis. 2019. Molecular diagnosis of Maize dwarf mosaic virus (MDMV) 

and bio-control with food supplements and Bacillus subtilis on several maize genotypes. Arab Journal of Plant Protection, 

37(1): 49-58. 
This study aimed at diagnosing Maize dwarf mosaic virus (MDMV) for the first time in the governorate of Salah al-Din, Iraq in locally 

infected maize plants using RT-PCR, which amplified a specific viral genomic segment of 237 bp. The study also evaluated the efficiency of 

various biological agents, including Spirulina platensis, mushroom powder Cordyceps sinensis, and Bacillus subtilis and their combined effect 

in stimulating resistance against MDMV, and on certain growth traits in different maize genotypes. The overall integrated treatment of the 

biological factors above was expressed in an increase of leaf area index of 2.36 cm2, compared to 1.95 cm2 for the untreated control. The same 

effect was obtained in relation to chlorophyll content, where the highest mean was obtained following the triple treatment (56.97 spad), when 

the mean for the control treatment was 49.13 spad. The triple treatment gave the lowest mean of infection rate, which reached 4.15% following 

the BS + SP treatment and was the highest (8.61%)in the untreated control. Disease severity and its effect on plant yield and its response to 

the different treatments and maize genotypes was investigated. The highest disease severity index of 1.36 was obtained for the treatment with 

B. subtilis, and the lowest for the untreated control (0.54). 

Keywords: Molecular diagnosis, biological control, Maize dwarf mosaic virus, organic food supplement, Spirulina platensis, Cordyceps 

sinensis, Bacillus subtilis. 
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