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  ملخصال
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  رمثــــل عفــــن الجــــذور ومــــوت البــــادرات التــــي تتســــبب عــــن الفطــــ الفطريــــة بعديــــد مــــن الأمــــراض وخصوصــــاً  (.Cucumis sativus L)نبــــات الخيــــار  يصــــاب
Pythium aphanidermatum ،طة اق المناعيــة للكشــف عــن المســبب المرضــي بوســائــفقــد أجريــت هــذه الدراســة بإســتخدام الطر  ،ولغــرض الإســراع فـي عمليــة التشــخيص

لحصـول علـى المصـل تـم ا .لكل حقنـةمغ  0.5بمعدل  تحت الجلد ثلاث مرات استخلصت بروتينات الفطر وحقنت في جسم أرنب مختبري .(DAS-ELISA)اليزا تقنية 
 عنـداليـزا قـراءة قـاريء  سـجلت .لاستخدامه كعدة تشخيصية فـي اختبـار اليـزا وربط بانزيم الفوسفاتيز القاعدي (IgG)لوبيولين المناعي جونقي ال رالمضاد لبروتينات الفط

فـي حـين  1.32القيمـة  وكانـت اليـزا  باختبـار حضـر لـهوالمصل المضـاد الم P. aphanidermatumعند فحص مستخلص بروتينات الفطر  اتنانومتر  405 ةطول موج
أكــدت  .Rhizoctonia solaniعنــد فحــص المســتخلص البروتينــي للفطــر  0.24و  Alternaria solaniعنــد فحــص المســتخلص البروتينــي للفطــر  0.22 القيمــةكانــت 

ق التقليديـة ائـق مكملـة للطر ائقـالطـرق المصـلية كطر سـتخدام اا الأسـاس يمكـن وعلـى هـذ P. aphanidermatumالمنتج للفطـر  النتائج التخصصية العالية للمصل المضاد
  .مما يساهم في الإسراع وزيادة الدقة في التشخيص ورللفط

  .DAS-ELISA ،Pythium aphanidermatum، متعدد الكلون مصل مضاد :كلمات مفتاحية

  
  المقدمة

  
ى ذات المــــد ورالفطــــمــــن  Pythium aphanidermatumيعــــد الفطــــر 

في مناطق عديدة من العالم وهو المسبب الـرئس  ائلي الواسع وينتشرو الع
لمرض موت البادرات وتعفن بذور وجذور عدد كبير مـن الأنـواع النباتيـة 

ن الفطـر يعـد أإلـى  وأشـير. )1(تلفهـا ن تعفـن الثمـار مؤديـاً إلـى ع فضلاً 
 الملازمــة لمــرض تعفــن بــذور وســقوط بــادرات الخيــار فضــلاً  ورالفطــمــن 

ختبـارات الإاعتمـدت  .)2(الثمـار الناضـجة  إصـابةعن قدرة الفطـر علـى 
المصـــلية علـــى نطـــاق واســـع فـــي الكشـــف وتحديـــد الســـلالات لعديـــد مـــن 

 كلــــون امكانيــــة تحضــــير أجســــام مضــــادة متعــــددة الإلــــى  أشــــيرو  .الفطــــور
(Polyclonal Antibodies) تمنيـــع الحيـــوان بغـــزل الفطـــر  عـــن طريـــق

Aphanomyces euteiches )8(.  تمكــــنSalinas  وSchots )12 (
 Botrytisلكونيـــديا الفطـــر  الكلـــونمـــن انتـــاج أجســـام مضـــادة وحيـــدة 

cineria  واستخدم فحـص التـألق المنـاعي(Immunoflorescence)  فـي
 جسـام مضـادة متعـددة الكلـونانتـاج أوقـد تـم  .عزلة من الفطـر 43تمييز 

 Thielaviopsis basicolaللمســـــــتخلص البروتينـــــــي لغـــــــزل الفطـــــــر 
إلـى  Randlesوأشـار  .)6(للكشـف عنـه  ELISAواستخدمت تقنية اليـزا 

ق الســـــريعة وغيـــــر ائـــــالســـــيرولوجية تعـــــد مـــــن الطر /المصـــــليةق ائـــــأن الطر 
إلـى  وقـد تـم التوصـل .)11(نات الممرضة للنبات المكلفة لتشخيص الكائ

 Aspegills  ينمضـادة للمسـتخلص البروتينـي لغـزل الفطـر انتـاج أجسـام 

flavus و A. parasiticus ، ــــزا فــــي  (ELISA)واســــتخدمت تقنيــــة الي
انتــــاج إلــــى  )7( وآخــــرون Kageyamaوتوصــــل  .)13( همــــاالكشــــف عن

 Pythium sulcatumلجــدار خليــة الفطــر  الكلــونأجســام مضــادة وحيــدة 
فـي حـين ، وباستخدام تقنية اليزا تم الكشف عن سبعة عـزلات لهـذا الفطـر

 الكلــوننتــاج أجســام مضــادة متعــددة ن إمــ )4( وآخــرون Ferrarisتمكــن 
وباسـتعمال  Phytophthora cinnamomiللمسـتخلص البروتينـي للفطـر 

 Yuenتوصـــل  .التمييـــز بـــين عـــدة عـــزلات مـــن الفطـــرمكـــن أتقنيـــة اليـــزا 
 Pythiumللفطـــــر  أجســـــام مضـــــادة نتـــــاجإإلـــــى  )15، 14( وآخـــــرون

ultimum ) فـــــي واســـــتخدمها ) كلـــــونمتعـــــددة الو أجســـــام مضـــــادة وحيـــــدة
وقصــب الســكر  الملفــوف/واللهانــة ءتشـخيص الفطــر مــن جــذور الفاصـوليا

وتمكـــن مـــن  قويـــاً  ايجابيـــاً  ظهـــرت النتـــائج تفـــاعلاً أتقنيـــة اليـــزا و ســـتخدام اب
مـع بـاقي أنـواع  موجباً  تشخيص سبعة عزلات للفطر بينما لم يعط تفاعلاً 

   .الجذورالتي تصيب الأخرى ر و فطالو  .Pythium sppالفطر 
ختبـــــــارات تتميـــــــز بهـــــــا الإ التـــــــي والســـــــرعة لدقـــــــة العاليـــــــةل ونظـــــــراً 

ق ائبــالطر  الســيرولوجية فــي تشــخيص المســببات المرضــية قياســاً /المصــلية
فقــــــد أجريــــــت هــــــذه الدراســــــة لتحضــــــير مصــــــل الأخــــــرى وقلــــــة تكاليفهــــــا 

 Pythium aphanidermatumمتخصص للكشف عـن الفطـر الممـرض 
  .طة إختبار اليزاابوس

  



 )2012( 1، عدد 30مجلة وقاية النبات العربية، مجلد   136

  البحث وطرائقهمواد 
  

  عزل الفطر وتشخيصه
جمعـــت عينـــات ثمـــار الخيـــار مـــن الأســـواق الشـــعبية لمدينـــة بغـــداد والتـــي 

 طهــرت .تتصــف بوجــود نمــو قطنــي أبــيض اللــون علــى ســطحها العلــوي
لمــدة دقيقــة %  1 ت الصــوديوميــطة هايبوكلور ابوســ ثمــار الخيــار ســطحياً 

قطع صـغيرة وغسـلت بالمـاء المعقـم ثـم جففـت علـى إلى  واحدة ثم قطعت
حاويـــــة علــــى الوســـــط الغـــــذائي  ورق ترشــــيح وزرعـــــت فــــي أطبـــــاق بتــــري

(Potato dextrose agar) PDA  والمضـــاف اليـــه المضـــاد الحيـــوي
، تــــريل/مــــغ 10تركيــــز  بنليــــتومبيــــد تــــر يل/مــــغ 100بمقــــدار  أمبيســــيلين

نقي الفطر بنقـل قطعـة مـن  .أيام 3لمدة  س 30ºحضنت الأطباق عند و 
 PDAوســط إلــى  المســتعمرة الفطريــةالغــزل الفطــري بــالقرب مــن أطــراف 

 أيـــام ثـــم فحصـــت مجهريـــاً  3لمـــدة  س 30º نـــدووضـــعت فـــي الحاضـــنة ع
لتشــخيص الفطــر النــامي وفــق المفتــاح التصــنيفي والصــفات المــذكورة مــن 

  ).Waterhouse )16 قبل
  

  استخلاص بروتينات الفطر
فــــي اســــتخلاص بروتينــــات ) May )10و   Osherovطريقــــة  أتبعــــت

 Fedenkoلدراســـة وقـــدرتركيز البـــروتين حســـب معادلـــة الفطـــر موضـــوع ا
)5(:  
  

  OD280 – OD235  ) =مل/ملغ(تركيز البروتين 
2.51  

  
  تمنيع حيوانات التجربة 

جــــراء بعــــض التحــــويرات فــــي تمنيــــع خــــرون مــــع إوآ Linأتبعــــت طريقــــة 
ب وأخـذ المصـل غيـر مل مـن دم الأرنـ 20سحب  .)9(حيوانات التجربة 

مــــــغ مــــــن  1.5حقــــــن  .س لحــــــين الإســــــتخدام 20º–الممنـــــع وحفــــــظ عنــــــد
تحــت جلــد ارنــب  P. aphanidermatumالمســتخلص البروتينــي للفطــر 

حقنــة وكانــت المــدة  مــل لكــل/مــغ 0.5وعلــى ثــلاث حقنــات بمعــدل  أبــيض
روعـــي مـــزج حجـــم مســـاو مـــن عامـــل  .اً يومـــ 14خـــرى بـــين كـــل حقنـــة وأ
 مـع (Incomplete freund,s adjuvant) غيـر الكامـل التمنيـع المسـاعد

نتهـاء برنـامج بعد سـبعة أيـام مـن إ. في كل حقنة (Antigen)الضد  مولد
رنـب وتـرك لمـدة ســاعتين مـل مـن دم الأ 20سـحب مـا يقـارب مـن  الحقـن

المصــل المضــاد واخضــع لعمليــة طــرد  ثــم جمــع فــي درجــة حــرارة المختبــر
ـــدو دقيقـــة  30لمـــدة  قيقـــةد/ورةد 5000مركـــزي بســـرعة    حفـــظ المصـــل عن

-20º  لاستخداملحين اس. 
  

 (IgG)المناعي جاما لوبيولين غالتنقية 

أشــير وكمــا  IgGفــي تنقيــة الـــ  DEAE-Celluloseطريقــة الـــ  تســتخدما
 IgGجسـام المضـادة ربطـت الأ. ض التحـويراتعـجراء بمع إ )16(سابقاً 

  إلــى مــغ مــن الانــزيم 2باضــافة المنقــاة بــانزيم الفوســفاتيز القاعــدي وذلــك 
أجــري  .مــل/مــغ 1بتركيــز  IgGلوبيــولين ج امــاجمــل مــن مستحضــر ال 1

ساعة مقسـمة علـى ثـلاث مراحـل  30للمحلول عملية فصل غشائي لمدة 
مـل فـي كـل مرحلـة مـع  500وبحجم  (PBS) فوسفاتي ملحي في محلول
ــــ. المختبــــردرجــــة حــــرارة عنــــد  المســــتمرالتحريــــك  عمليــــة فصــــل  تأجري
ــــ مـــل مـــن 500ســـاعات فـــي  4لمـــدة  للمحلـــول غشـــائي  PBS محلـــول ال
لديهايـد مـع التحريـك المسـتمر ألوتر ج% 0.06 حاويـاً النصف إلى  المخفف

عمليـــة  تأجريـــ .حـــرارة المختبـــر حتـــى اصـــفرار لـــون المحلـــولدرجـــة عنـــد 
ــــول لمــــدة  ــــى ثــــلاث مراحــــل  30فصــــل غشــــائي للمحل ســــاعة مقســــمة عل

وبذلك تم الحصول على مركـب  .PBSمل من محلول  500متعاقبة في 
 .Enzyme labeled–globulinنزيم ة بــــالإمــــالأجســــام المضــــادة المعل

و  Na2CO3غ  1.59(  (Coating buffer) ةتغطيـــواســـتخدم احلـــول ال
ــــــى التركيــــــز ) 9.6 درجــــــة حموضــــــةذو  NaCO3غ  2.93 للحصــــــول عل

مـــن  هنفســـوتـــم تحضـــير التركيـــز  )مـــل/IgG مـــايكروغرام 10(المطلـــوب 
 هانفســـ ريقـــةالطب  نزيم الـــذي حضـــر ســـابقاً المعلـــم بـــالإالجامـــا جلوبيـــولين 

)3(.  
  

  DAS-ELISAاختبار اليزا 
  باستخدام المصل المضاد لبروتينات الفطرأجري اختبار اليزا 
P. aphanidermatum   ستخدام الفحص المعلق البروتيني له كما وتم

 لفحص المعلق البروتيني لكل من الفطر هنفسالمصل المضاد 
Alternaria solani وRhizoctonia solani  ًاستخدام عن  فضلا

ممنع في فحص كل من المستخلص البروتيني الغير المصل العادي 
  .أعلاه وتم قراءة النتائج في جهاز قاريء اليزا ةالثلاث ورللفط

  
  النتائج والمناقشة

  

بروتينــات التــي تــم استخلاصــها مــن الفطــر الأن تركيــز النتــائج أوضــحت 
للكشــف عــن المســتخلص  أجــري اختبــار اليــزا .مــل/ميكروغــرام 156هــي 

ــــي للف ــــد فحــــص يــــزالا قــــاريءوأعطــــى طــــر موضــــوع الدراســــة البروتين  عن
 ةطــول موجــ نــدع P. aphanidermatumالبروتينــي للفطــر  المســتخلص

ــــــانومتر  405 ــــــدارها اتن ــــــراءة مق ــــــت ، 1.32 ق ــــــي حــــــين كان ــــــيم ف   اليــــــزا ق
للمســتخلص  0.24 و  A. solaniللمســتخلص البروتينــي للفطــر  0.22  

ومـــن النتـــائج التـــي تـــم الحصـــول عليهـــا  .R. solaniللفطـــر البروتينـــي 
  يلاحــــــظ مــــــدى التخصصــــــية العاليــــــة للمصــــــل المضــــــاد المنــــــتج للفطــــــر

P. aphanidermatum.  كانـــت نتـــائج فحـــص المســـتخلص البروتينـــي و
   0.20، 0.21باســــــتخدام المصــــــل غيــــــر الممنــــــع هــــــي  ةالثلاثــــــ ورللفطــــــ

  .)1جدول (، على التوالي 0.24و 
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نѧانومترات  405طول موجѧة  نداليزا ع قاريء إمتصاصقيم . 1جدول 
 Pythiumلبروتينѧѧѧѧѧѧѧات الفطѧѧѧѧѧѧѧر المضѧѧѧѧѧѧѧادبإسѧѧѧѧѧѧѧتخدام المصѧѧѧѧѧѧѧل 

aphanidermatum.  
 Table 1. ELISA values at 405 nm when using an antiserum 
produced against proteins extracted from Pythium 
aphanidermatum fungus 

  

  العينة المفحوصة
Tested sample 

 قراءة اليزا
ELISA 
values 

  P.aphanidermatum المصل المضاد للفطر
P. aphanidermatum1.32  المستخلص البروتيني للفطر
Alternaria solani0.22  المستخلص البروتيني للفطر
Rhizoctonia solani0.24   المستخلص البروتيني للفطر

 
  Normal serumالمصل غير الممنع 

P. aphanidermatum0.21  مستخلص البروتيني للفطرال
Alternaria solani0.20  المستخلص البروتيني للفطر
Rhizoctonia solani0.24   المستخلص البروتيني للفطر

  

يلاحـــظ مـــن الجـــدول مـــدى التخصصـــية العاليـــة للمصـــل المضـــاد 
ليـــزا عنـــد اســـتخدامها فـــي اختبـــار اور للفطـــالمنـــتج للمســـتخلص البروتينـــي 

DAS-ELISA  ًعــن ســهولة إنتاجهــا وكلفتهــا المنخفضــة وبســاطة  فضــلا
مقارنـــة بانتـــاج ) Yu  )13و Tsaiالفحـــص وهـــذا مـــا أشـــار اليـــه كـــل مـــن 

المصــل المضـــاد للغــزل الفطـــري لاســتخدامه فـــي اختبــار اليـــزا الأقــل دقـــة 
فــي الكشــف  الكلــونالمصــل المضــاد وحيــد ســتخدام افــي حــين كــان  .)6(

ر عاليـة الدقـة لكـن و للفطـلايا خالمستخلص جدران دام ستخاب ورالفطعن 
أفضــــل ن ألــــذا يمكــــن الإســــتنتاج ). 14(طريقــــة إنتاجهــــا مكلفــــة ومعقــــدة 

لاســتخدامها ر و للفطــ كلــونطريقــة فــي إنتــاج الأجســام المضــادة متعــددة ال
فــــي اختبــــار اليــــزا هــــو بروتينــــات الفطــــر وهــــذا يتفــــق مــــع مــــا أشــــار اليــــه 

Randles  ق ائــــهــــذا الأســـاس يمكــــن إعتمـــاد الطر  وعلـــى .)11(وآخـــرون
 كوســـــــيلة دقيقــــــة جـــــــداً ر و لفطــــــاالســــــيرولوجية فـــــــي تشــــــخيص /المصــــــلية

للتشخيص ومنخفضة الكلفة ومكملـة للمفـاتيح التشخيصـية ممـا يسـرع فـي 
  .الحصول على النتيجة وزيادة الدقة في الإختبار

  
  

Abstract 
Al-Ani, R.R. 2012. Produce Polyclonal Antibody for the Identification and Detection of the Fungus Pythium 
aphanidermatum by ELISA. Arab Journal of Plant Protection, 30: 135-138. 

Cucumber plant Cucumis sativus L. is known to be affected by many diseases including root rot and damping off caused by the fungus 
Pythium aphanidermatum. To speed up the identification process, this study was carried out to develop an immunological method to detect 
this pathogen by DAS-ELISA. Fungal proteins were extracted, and three subcutaneous injections were administered in to a white rabbit with 
0.5 mg/injection. Antiserum against fungal proteins was obtained, and the immunoglobulin G (IgG) fraction was purified and conjugated 
with alkaline phosphatase to use for detection by DAS-ELISA. The ELISA value of protein extracted from P. aphanidermatum was 1.32 
whereas the value was 0.22 for the protein extract of Alternaria solani and 0.24 for protein extract of Rhizoctonia solani. The results 
obtained demonstrate the high specificity of the antibodies produced for detecting P. aphanidermatum by DAS-ELISA. Accordingly, this 
test can be used as complementary test to the classical methods to enhance diagnosis speed and accuracy.  
Keywords: Polyclonal antibodies, DAS-ELISA, Pythium aphanidermatum 
Corresponding author: Raed Raouf Al-Ani, Biotechnology Research Center, Al-Nahrain University, Iraq,  
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