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 معلومات عن الآفة -1

تتألف مـن جديلـة وديـدت  ـير      RNAالفيرودات )أشباه الفيروسات( هي جزيئات من الحمض النووي الريبي  

سيوكليوتايــد تسنســ  سســخاث متمــايملاث بأسزةــات م ــيفة   401-293مغلفــة مغلقــة الــدائرت بشــكا ترابطــي يبلــ  طولهــا  

(Hammond & Owens, 2006        (. وفي العادت، يبل  طول فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة )مـن سـوPospiviroid )359 

، وآخرون Wasseneggerسيوكليوتيد ) 364–341سيوكليوتيد، ولكن تفيد تقارير أن هناك مستخلصات منها يبل  طولها 

(. وقد وصفت سلالات خفيفة وشديدت الأعـرا  علـى أسـا     Jeffries ،1998؛ 1997، وآخرون Shamloul؛ 1994

 cv. Rutgers)بنـدورت(  . Solanum lycopersicum Lأعـرا  في أصـناا البنـدورت الحساسـة؛ علـى سـبيا الم ـال،        

(Fernow, 1967 .) 

قة سسبيا. فالم يفات الطبيعية الرئيسية هي من سو  المجموعة الطبيعية الم يفة لفيرود درسة البطاطا المغزلية ضي 

Solanum spp. .للدرسات، م لاث -المشكّلة-المدّادتSolanum tuberosum L. بطاطا( و(S. lycopersicum  كما .)بندورت(

واكتشـف  . S. muricatumو Persea americanaو Capsicum annuumوجد فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة أي ـاث في      

 .Brugmansia sppوهـي   – Solanaceaeأساساث في عائلة أسوا  سباتات الزينة المتكايمرت سباتيـاث مـن العائلـة الباذياسيـة     

 .Solanum spp و Physalis peruvianaو.Petunia spp و Lycianthes rantonettiو. .Datura spو .Cestrum sppو

وفي عائلـــة النجميـــات  Dahlia × hybridaو Chrysanthemum spولكـــن أي ـــا في  – Streptosolen jamesoniiو

Asteraceae            للاطلا  على مزيد مـن تفاصـيا الم ـيفات الطبيعيـة، أسلمـر المركـز الـدولي للزراعـة والعلـوا البيولوجيـة(

(CABI،) ) أما المجموعة الم يفة التجريبية لهذا الفـيرود فواسـعة تشـما أسـوا  في العائلـة الباذياسيـة       ()بدون تاري .

Solanaceae   ولكن أي ا بعض الأسوا  في تسع عائلات أخرى على الأقا. ويلمهر معلمع الم يفين أعراضاث مرضـية قليلـة ،

 .(2003آخرون و Singh؛ وSingh, 1973أو لا يلمهروا أية أعرا  )

ض بلدان أو دول في أفريقيا وآسيا وأوروبا الشرقية وأمريكـا الشـمالية، وجـد أن فـيرود درسـة البطاطـا       وفي بع 

(/المركز الدولي EPPO)منلممة حماية النباتات في أوروبا ومنطقة البحر الأبيض المتوسط ) S. tuberosumالمغزلية يصيب 

وأمريكـا الجنوبيـة ومنطقـة    ، (1999 وآخرون Badilla)(، وأمريكا الوسطى 1997( CABIللزراعة والعلوا البيولوجية )

(.  ير أن توزيعه الجغرافي أوسـع سطاقـا في أسـوا  سباتـات الزينـة و يرهـا مـن        2003وآخرون،  Hadidiالشرق الأوسط )

 ( )بدون تاري ((. CABIالم يفات )للتوزيع الجغرافي، أسلمر )

 يرود درســة البطاطـا المغزليـة هــو التكـايمر النبــاتي.    الوسـيلة الرئيســية لاستشـار ف ـ  ، Solanum tuberosumوفي  

ــا          ــات البطاط ــذور درس ــع ب ــول وقط ــا الآلات في الحق ــن طري ــاث ع ــال وأساس ــا الاتص ــن طري ــاث ع ــر أي  ــه ينتش ــا أس  كم

(Hammond & Owens, 2006 وهو ينتقا في بذور البطاطا الحقيقية .)–  في المائة من البذور  100قد يكون ما يصا إلى

 Singh؛ Grasmick & Slack, 1985وأي اث في دبوب اللقاح ) –( Singh ،1970 ؛1970 ،وآخرون Fernowمصاباث )

ــرون ــاد 1992، وآخــ ــد أفــ ــن    Pirone (1981و De Bokx (. وقــ ــنخفض عــ ــال مــ ــدل استقــ ــاك معــ  ( أن هنــ

 – Aulacorthum solaniأو  Myzus persicaeولكن ليس عـن طريـا الفصـيلتين     Macrosiphum euphorbiaeطريا 

من سباتات مصابة بكا مـن الفـيرود    M. persicaeومع ذلك تفيد تقارير عن استحواذ تجريبي للفيرود واستقاله عن طريا 

(. وتـبين لادقـاث أن   Singh & Kurz ،1997؛ 1995وآخـرون،   PLRV( )Salazarوفـيرو  التفـاا أوراق البطاطـا )   
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(، وتلـك اـاهرت قـد    1997وآخرون، Querci) PLRVالفيرود مغلف بتنافر ضمن جزيئات فيرو  التفاا أوراق البطاطا 

 تكون لها آيمار هامة على استشار الفيرود في اللمروا الحقلية. 

نتقـا عـن طريـا    بسهولة عن طريا الاتصـال وتـبين أي ـاث أسـه ي     Solanum lycopersicumوينتشر الفيرود في  

(. كما تبين أن الاستقال عن طريا بذور البنـدورت  Singh ،1970؛ 1988وآخرون،  Kryczynskiدبوب اللقاح والبذور )

(. ومن الممكن أن ينتشـر الفـيرود أي ـاث    2014وآخرون،  van Brunschotيساهع في استشار الفيرود على المستوى الدولي )

 (. 2005 ،وآخرون Lebasالفلفا ) في بذور

وقد تقوا أسوا  سباتات الزينة المصابة بدور مصدر للعدوى إذا ما تنوولت قبا لمس سباتـات أخـرى معرضـة، وتـبين      

(. ولم يتـبين  2010وآخـرون،   Verhoeven؛ 2009وآخـرون،   Navarroأسها مسار لاستشار الفيرود على الصعيد الـدولي ) 

 Thrips tabaciأو  Frankliniella occidentalis أو Bombus terrestrisأو  Apis melliferaأي استقـال للفـيرود مـع    

(Nielsen 2012، وآخرون .) 

 Solanumإن فيرود درسة البطاطا المغزلية هـو الفـيرود الوديـد الـذي مـن المعـروا أسـه يصـيب طبيعيـاث أسـوا             

ــير أن  ــة.   ــيرود  المزروع ــة    Mexican papitaف ــوا  البري ــيب الأس  S. cardiophyllum (Martinez-Sorianoيص

 S. tuberosum تصــيب Pospiviroid(. أمــا تجريبيــاث، فــان أسواعــاث أخــرى مــن الفيرويــد مــن جــنس 1996،وآخــرون

(Verhoeven 2004،وآخرون .) 

، S. lycopersicumأخرى تصـيب طبيعيـاث    pospiviroidsوبالإضافة إلى فيرود درسة البطاطا المغزلية، وجد أن فيرودات 

؛ Columnea latent viroid (CLVd(، و1991 ،وآخـرون  Mishra؛ CEVd) Citrus exocortis viroidفي ذلك  بما

Verhoeven  ،و2010وآخرون ،)Mexican papita viroid (MPVd ؛Ling & Bledsoe, 2009و ،) Pepper chat 

fruit viroid (PCFVd ؛Reanwarakorn  و 2011، وآخـرون  )stunt viroidTomato apical  (TASVd؛Walter 

 Tomato planta macho( و1999، وآخــرون Singh؛ TCDVd) Tomato chlorotic dwarf viroid(، و1987

viroid (TPMVd ؛Galindo 1982، وآخرون .) 

 المعلومات التصنيفية -2

 (PSTVdفيرود درسة البطاطا المغزلية )   :الاسم

 المغزلية، فيرو  البطاطا القوطي، فيرو  تورّد القمة في البندورتفيرو  درسة البطاطا    المرادفات:

 Pospiviroidae ،Pospiviroid  :الوضع التصنيفي

 درسة البطاطا المغزلية  :الأسماء الشائعة



 بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  7البروتوكول التشخيصي 

 

Page 5 of 39 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 فالكش -3

 يعتمد اهور الأعرا  وشدتها على سلالة فيرود درسة البطاطا المغزلية وعلـى الصـنف المسـتنبت وبيئتـه. ففـي      

، قد لا تلمهر أعرا  الإصابة أو تنتج أعرا  تتراوح من المعتـدل إلى الشـديد )يفـيض في دجـع     S. tuberosumصنف 

أوراق الشجر مع اتجاه عقارب الساعة عنـدما يسنلمـر إلى النباتـات مـن أعلـى؛ وأوراق خ ـرا        ترتيب النبات واستقامته و

شكا أو مغزلية أو تأخذ شكا الـدمبا مـع عيـون ساتئـة      امقة ومغَ نة(. وقد ينخفض دجع الدرسات أو تكون متشوهة ال

تشما الأعرا  التقزا والالتوا  إلى أسـفا  ، S. lycopersicum(. وفي صنف EPPO ،2004بارزت موزعة توزيعاث منتلمما )

 نخفـا  دجـع الفاكهـة وعـدا    إحمرار وهشاشة ونخر الأوراق وإخ رار وإوالتغَ ن والالتوا  الجاسبي للوريقات الجديدت و

ــة ) ــوج الفاكهـــ ــرون،  Mackieس ـــ ــرون Hailstones؛ 2002وآخـــ ــرون Lebas ؛2003 وآخـــ  (. 2005 ،وآخـــ

تكون الأعرا  دقيقة، إذ تلمهر أوراق الشجر بالقرب من أعلى النبـات هامشـاث ذا دـدّ متمـوج      ،C. annuumوفي صنف 

(Lebas ولا تلمهر كافة أسوا  سباتات الزينة التي دسرست دتى 2005 ،وآخرون .)( الآن أعراضاVerhoeven, 2010.) 

ولأن الإصابات بفيرود درسة البطاطا المغزلية قد تكون بلا أعرا ، يتطلب الكشف عنـه وتحديـد هويتـه إجـرا       

كخيـارات، ولكـن لتحديـد هويـة      1اختبارات. وةكن الكشف بالاختبارات البيولوجية والجزيئية التي يبينهـا الشـكا   

، إذ أن PCRعلى الناتج مـن تفاعـا البلمـرت التسلسـلي      sequencing فيرود درسة البطاطا المغزلية، ينبغي إجرا  تسلسا

الاختبارات ليست محددت به وستكتشف فيرودات أخرى. وسيساهع التسلسا أي اث في الحيلولـة دون الإبـلاع عـن ستـائج     

عتبرت القدرت الإمراضية هامة، ةكن القياا بفهرسة بيولوجية. وإذا ما جرى تحديد هويـة الفـيرود   إيجابية كاذبة. وإذا ا

 لأول مرت في البلد المعني، ةكن أن يؤكد التشخيص مختبر آخر. 

وينبغي إدراج ضوابط ملائمة في جميع الاختبارات للتقليا إلى الحد الأدسى من مخاطر النتائج الإيجابية االزائفة  

 السلبية الكاذبة.   أو
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 متطلبات الحد الأدسى للكشف عن فيرود درسة البطاطا المغزلية وتحديد هويته -1الشكل 

 إيجابية؛ م لاث، عند التعاما مع تفشي الفيرود. -في دالات معينة، قد لا يلزا تحديد الهوية لكا عينة فيرود  *

جـرا   ملادلمة: في دالة الاشتباه بوجود فيرود في عينة معينة )أي أن الأعرا  النموذجية موجودت(، عندما يعطـي الاختبـار ستيجـة سـالبة، ينبغـي إ     

 اختبارات أخرى للتأكد من النتيجة. 

معني بالكشف عـن فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة؛ ولم يوضـع للكشـف عـن أسـوا  أخـرى مـن             الملحاهذا إن  

pospiviroid  وتحديد هويتها.  ير أسه ينبغي الأخذ بالاعتبار ادتمال وجود فيرودات أخرى عند اختيار طريقة الكشف

طرق كشف  ير محددت تكشف عـن جميـع الفـيرودات المعروفـة؛ بمـا في ذلـك        الملحاوتحديد الهوية. ولذا، يصف هذا 

علـى النـاتج    sequencing ويلزا لتحديد الهوية إجرا  تسلسا م ا فيرود درسة البطاطا المغزلية. pospiviroidsفيرودات 

  .PCRمن تفاعا البلمرت التسلسلي 

ويرد وصف لبروتوكولات الكشف عن فيرود درسة البطاطا المغزلية في الأسسجة من الأوراق والدرسات ومن البـذور   

 . خاص بشكاالنباتية )الحقة(.  ير أن الكشف المويموق في أسسجة البذور يشكّا تحدياث 

ويرد في هذا البروتوكول التشخيصي وصف للطرق )بما في ذلك الإشارت إلى الأسما  التجارية( كما هـي منشـورت،    

اسـتخداا أسمـا  الكواشـف    ولا يعـني  أن هذه دددت المستوى الأصلي للحساسـية والخصوصـية و/أو قابليـة التكـرار.      إذ

المصادقة عليها ضمناث ولا استبعاد البعض الآخر الـذي قـد يكـون مناسـباث     الكيمائية أو الأجهزت في بروتوكولات التشخيص 

أي اث. وةكن تعديا الإجرا ات المخبرية الواردت في البروتوكولات لتتوافا مع معايير المختـبرات المفـردت، شـريطة أن يـتع     

 تحديد هوية الفيرود
RT-PCR  تسلسلي وتحليل( يكن أجري سابقا لم إن)تقليدي 

 (4 القسم)

يشتبه بوجود 

 فيرود
كُشف عن 

 الفيرود*
 

 كشف بيولوجي

(2-3)القسم     

 pospiviroidsالعامة لفيرودات  الجزيئية الاختبارات

(3-3-3)القسم     
 عَكْسِي أكريلاميدي هلامي بوليارتحال كهربائي 

 (R(eturn)-PAGE ) 

  الحمض النووي–فحص تهجين ديجوكسيجينين
 (DIG cRNA)  

 العكسي النسخ إنزيم باستخدام التسلسلي البلمرة تفاعل

( RT-PCRالتقليدي وفي الوقت الحقيقي ) 

عوارض 

 نموذجية

كُشف عن 

 الفيرود*

عن  للكشف أعلى خصوصية جزيئية أساليب
 (4-3-3)القسم فيرود درنة البطاطا المغزلية 

 النسخ إنزيم باستخدام التسلسلي البلمرة تفاعل
 ( التقليدي وفي الوقت الحقيقي  RT-PCR العكسي)

 

 ()يكتشف أيضاً بعض الفيرودات الأخرى 

3خيار   

 اختياري
 نتيجة إيجابية  نتيجة إيجابية

 
 

2خيار   

 الأعراضية  عيناتأعراضية وال-اللا عيناتفي حالة ال كشفال
 

1خيار   
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( EPPO 2014بيض المتوسـط ) التحقا من صحتها بشكا كاا. وتوفر منلممة حماية النباتات في أوروبا ومنطقة البحر الأ

 . phytodiagnosticsتوصيات بشأن التحقا من الطرق في التقنيات التشخيصية للنبات 

ويتحدد أدا  أي اختبار جزيئي بكا من المصفوفة التي سيجري اختبارها والخيار المتبنى لإعـداد العينـة اللادقـة     

سلمـرت عامـة علـى بياسـات التحقـا المتـوفرت        1ا الجـدول  واستخراج الحمض النووي وطرق الكشـف وتحديـد الهويـة. ويقـد    

لمصفوفات مختلفة ومجموعات من الطرق. ويرد وصف لتفاصيا هذه الطرق في الفقرت المقابلة لكا طريقة أو في المراجـع المشـار   

 إليها.  

 أخذ العينات  3-1

)منهجيــات أخــذ العينــات مــن  ISPM 31مــن المعــايير الدوليــة لتــدابير الصــحة النباتيــة  31يعــر  المعيــار  

 الشحنات( إرشادات عامة لأخذ العينات.

المربى  في دفيئىات    S. tuberosumوصنف  S. tuberosumالنباتات الدقيقة الصغر )ميكروبلانتس( لصنف  

. بالنسبة للميكروبلاستس، ينبغي استخداا النبتة بكاملـها كعينـة أو ايـاذ أعلـى يملـ ين مـن النبتـة كعينـة في         زجاجية

اروا معقمة، لتمكين بقية النبات من مواصلة النمو. وينبغي أن يكون عمر الميكروبلاستس أربعة إلى ستة أسابيع بحيـ   

سع وتكون أوراقه جيدت التكوين. وبالنسبة للنباتات الـتي تنمـو في دفيئـات زجاجيـة، ينبغـي       5يبل  طول ساقه دوالي 

ركيز الفيرود أخفض في درجات الحرارت ومسـتويات ال ـو  المنخف ـة،    استخداا ورقة ممتدت تماماث من كا سبتة. ويكون ت

سـاعة علـى    14درجة مئوية على الأقـا ولفـترت ضـوئية تبلـ       18ولذا ينبغي أن تنمّى النباتات عند درجة درارت تبل  

خدا وينبغـي التحقـا   الاستك ار على طريقة الاختبار المست ةكن استك ار الميكروبلاستس أو الأوراق؛ ويعتمد معدلوالأقا. 

 من صحته. 

ينبغي استخداا ورقـة طرفيـة  ـير متـدهورت بسـبب       - المزروعة في الحقل S. tuberosumالنباتات من صنف  

الاستك ار على طريقة الاختبار  العمر وممتدت تماماث من أعلى كا سبتة. وةكن استك ار الأوراق معاث للاختبار؛ ويعتمد معدل

 المستخدا وينبغي التحقا من صحته. 

  المصــــابة S. tuberosum يكــــون الفــــيرود موزعــــاث باستلمــــاا في درســــات -S. tuberosumدرســــات  

(Shamloul  ،1997وآخرون) .        ويحدث بكميات متساوية تقريبـاث في الأجـزا  المختلفـة مـن الـدرسات المصـابة الأساسـية

(. ويكون التركيـز علـى أعلـى مسـتوى لـه بعـد الحصـاد مباشـرت. ولا يـنخفض          2006وآخرون،  Roenhorstوال اسوية )

درجات مئوية انخفاضاث كبيراث لمدت تصا إلى يملايمة أشهر، لكنه ةكن أن ينخفض بعـد   4التركيز في الدرسات المخزسة على 

سـوات منفـردت مـن أي جـز  مـن الدرسـة وةكـن        مرات. وةكن أن تستخدا كعينـة   104ستة أشهر من التخزين بأك ر من 

 استك ارها؛ ويعتمد معدل الاستك ار على طريقة الاختبار المستخدا وينبغي التحقا من صحته. 

تستخدا أوراق صغيرت العمر ممتدت تماماث. وةكن اسـتك ارها   - أوراق المحاصيل الأخرى وأنواع نباتات الزينة 

ك ار على طريقة الاختبار المستخدا وينبغي التحقـا مـن صـحته. وتجـدر ملادلمـة أن      معاث للاختبار؛ ويعتمد معدل الاست

تركيز الفيرود يتأيمر بعمر/س ج النباتات، وهناك في ك ير من الأديان تقلبات موسمية. وبالإضافة إلى ذلك، يحتوي بعـض  

 دون ( أوBrugmansia spp ا صنف الأسوا  على كيماويات ديوية قد تحول دون استقال الفيرود إلى سباتات الاختبار )م
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وصــنف  Calibrachoa spp.)م ــا صــنف  (PCR-RT) باســتخداا إســزيع النســ  العكســي البلمــرت التسلســلي تفاعــا

Solanum jasminoides  وصنفS. jamesonii  .) 

في  1قد يختلف تركيز الفيرود اختلافاث كبيرا بين البذور وقد يختلـف مسـتوى الإصـابة مـن أقـا مـن        -البذور 

 في المائـــة. وهـــذا يجعـــا مـــن الصـــعب جـــداث التوصـــية بحجـــع عينـــة ومعـــدل اســـتك ار معيـــنين    100المائـــة إلى 

(EUPHRESCO, 2010 وبالنســبة لصــنف .)S. lycopersicum،  1000 – 100اســتخدمت معــدلات اســتك ار مــن 

 صحته.  حقا منلاختبار منفرد. ويعتمد معدل الاستك ار على طريقة الاختبار المستخدا وينبغي الت

وةكن أن تزر  بذور البطاطا في وسط إنما  )كالسماد الع وي( في صوانٍ ويتبر الشتلات/النباتات بطريقة  ـير   

 (.EPPO, 2006)مدمرت باستخداا الإجرا  ذاته الموصوا للنباتات التي تنمو في دفيئات زجاجية 

  الكشف البيولوجي 3-2

( الكشـف عـن   Sheyenneأو  Moneymakerأو  Rutgers)أصـناا   S. lycopersicumسيتيح إلقـاح سباتـات    

 ــ        pospiviroidمـن مجموعـة    Iresine viroid 1ك ير من الفيرودات ولكن لـيس كلـها )مـ لاث، ليسـت البنـدورت م ـيفاث ل

(IrVd-1 ؛Spieker, 1996 ؛Verhoeven ويوفر أدلة بصرية على الإمراضية.  ير أسه قد لا تكتشـف  2010،وآخرون ))

بعض المستخلصات بسبب اسعداا الأعرا . وعلاوت على ذلك، قد لا تكـون الأعـرا  تشخيصـية لفـيرود درسـة البطاطـا       

تبـار عـدت   المغزلية. وقد تتطلب الفهرسة البيولوجية قدراث كبيراث من مسادة الدفيئة الزجاجية، وقد يتطلب لاستكمال الاخ

أسابيع أو أك ر. ولم ينجز أي عما لمقارسة دساسية هذه الطريقة بحساسية طرق أخرى موصوفة في هذا البروتوكول، فاذا 

كاست أقا دساسية من الطرق الجزيئية، فاسها قد تكـون أقـا ملا مـة لاختبـار البـذور.  ـير أن مـن الممكـن أن ي ـخع          

 يتيح الكشف عنه بطرق أخرى.  الفيرود في الفهرسة البيولوجية إلى مستوى

ميليمولار من  0.1ملليغراا تقريباث من أسسجة الورق أو الجذر أو الدرسة في كمية صغيرت تبل   500–200يطحن  

مـ((. ويتكـون دارئ الفوسـفات     400( الذي يحتوي علـى كاربورسـدا )  1:1دارئ تلقيح الفوسفات )تكفي سسبة تمييع 

 ميليمــولار 1ملليغــراا مــن  19.8مــع  4HPO2M Kميليمــولار  1لليغــراا مــن م 80.2( بجمــع 7.4)بدرجــة حموضــة 

4PO2M KH   لتر.  1وتعديا الحجع بما  مقطر ليبل 

تسلقح سباتات البندورت  ير الناضجة التي تنتشر فيها ورقة أو ورقتان مكتملتان. ويسغمس باللقاح إصبع في قفـاز أو   

رفا باللقاح يمع تشطف الأوراق فورا بالما  دتى يـزال الكاربورسـدا. وتنمّـى    برعع قطن أو مسحة قطن ويحكّ سطح الورقة ب

ساعة تسـتكما باسـارت    14درجة مئوية في فترت ضوئية تبل   39و 24النباتات بحي  تكون درجات الحرارت اليومية بين 

(. وقد تؤدي درجات الحرارت الأخفض والإضـا ت   ,1985Grassmick & Slack)  s2μE/m/650بخار الصوديوا بحوالي 

. وتفحص النباتات أسبوعيا للتحقا من وجود أعرا  لمدت تصا إلى سـتة أسـابيع بعـد    الفحصالأقا إلى تقليا دساسية 

التلقيح. وتشما أعرا  فيرود درسة البطاطـا المغزليـة التقـزا والالتـوا  إلى أسـفا والتغَ ـن والالتـوا  الجـاسبي للوريقـات          

 حمرار وهشاشة ونخر الأوراق. إخ رار وإلجديدت وا
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، اسلمـر  IrVd-1)باسـت نا    pospiviroidسيتيح اختبار أديائي على البندورت الكشف عن العديد من فـيرودات   

( علـى الحمـض النـووي    RT-PCRباستخداا إسزيع النسـ  العكسـي )   تفاعا البلمرت التسلسليأعلاه(؛ ولذا ينبغي إجرا  

 لتحديد الهوية.  تفاعا البلمرت التسلسليباتات مؤشرت للأعرا  وينبغي تسلسا منتج المستخرج من س

  الكشف الجزيئي 3-3

 إعداد العينات   3-3-1

 Homex 6اسـتخدمت بنجـاح أجـران ومـدقات أو خلاطـات )م ـا        -ميكىروبلانتس ومىواد أوراق وجىذور    

(Bioreba)( بأكيا  استخراج )Bioreba  لطحن المواد. وقد تسيسّر التجاسس إضافة كمية صغيرت من المياه أو من محلـول )

دارئ )تعتمد تركيبته على الطريقـة المسـتخدمة في اسـتخراج الحمـض النـووي( أو تجميـد العينـة )مـ لاث، في سـيتروجين          

 سائا(. 

الحمـض النـووي باسـتخداا     ( بالت افر مـع اسـتخراج  1وقد تم التحقا من صحة الإجرا  التالي )أسلمر الجدول  

. الملحافي الوقت الحقيقي الموصوا في هذا  RT-PCRبـ  GenPospiللاستخراج الخرزي المغناطيسي وفحص  2الطريقة 

ــة دــوالي    ــتخداا خــلا         1وتجــري مجاسس ــيس اســتخراج باس ــراا مــن الأسســجة في ك  Homex 6 (Bioreba ) 

ميليمـولار  واسيـدين هيدروكلوريـد؛     6زائـد محلـول دارئ )   GH ()وزن/دجـع(  5 :1-2:1  ملليغراا )بـتراوح  3.5مع 

ميليمولار إي يا يمسنَائي أمين دِمض الخليـك الربـاعي    25؛ و5.2 على درجة حموضة؛ ميليمولار أَسيتاتس الصُّوديوا 2.0و

(EDTA)درجـة   65دقـائا علـى    10(، وبعد ذلك تح ن العينـات لمـدت   10-بولي فينيا البيروليدون)في المائة  2.5؛ و

يميرموميكسير )خلّا  دراري( )أو بالهز )ويسقلب الأسبوب يملاث( مرات( وبطرد مركـزي   دورت في الدقيقة في 850مئوية بـ 

  راا قبا استخراج الحمض النووي.  16 000 إضافي لمدت دقيقتين بقوت

تتجاسس سوى الدرسة تماماث بالما  أو بمحلول دارئ )يعتمد تكوينه على الطريقة الـتي   - S. tuberosum درنات 

ــووي؛    ــض الن ــتخراج الحم ــتخدمت لاس ــة     1اس ــاح طادوس ــتخدمت بنج ــد اس ــة(. وق ــوات الدرس ــراا س ــا   ــراا لك  ملليغ

ضـافة الميـاه أو   درجة مئوية( قبا إ 20-مع أكيا  استخراج. وييسر التجاسس تجميد النوى )م لاث على  Homex 6م ا 

 المحلول الدارئ. 

 Retsch)مـ لاث،  Tissue Lyser(، ةكـن اسـتخداا آلـة    100للأعداد الصغيرت من البـذور )أقـا مـن     -البذور 

TissueLyser (Qiagen)        ــا ــداا )م  ــلا  مج ــتخداا خ ــن اس ــذور، ةك ــن الب ــبر م ــداد الأك  MiniMix(. وللأع

(Interscience)م ا  ( أو(  خلاHomex 6 بكمية )        دسيا مـن محلـول دارئ )تعتمـد تركيبتـه علـى الطريقـة المسـتخدمة

( أو باسـتخداا جـرن   2014bوآخـرون، )  Bertoliniلاستخراج الحمض النووي(. وةكن أي ـا سـحا البـذور بمطرقـة )    

كـن  بدلاث مـن ذلـك، ة  . ومدقة. وقد لا تكون الطريقة الأخيرت عملية للاستخداا الروتيني، إذ أن من الصعب ضبط التلوث

استخداا النيتروجين السائا لتجميد العينة، لتطحن بعد ذلك في مطحنة خليوية )ةكـن اسـتخداا هـذه الطريقـة لأسـوا       

 الأسسجة الأخرى(. 

( بالت افر مـع اسـتخراج الحمـض النـووي باسـتخداا      1لقد تم التحقا من صحة الإجرا  التالي )أسلمر الجدول  

الوارد ( 2014) وآخرون Boonhamفي الوقت الحقيقي لـ  RT-PCRي وفحص للاستخراج الخرزي المغناطيس 2الطريقة 
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زائد محلـول   GHملليغراا من  20بذرت في 1 000. وتنقع كا عينة من العينات الفرعية ال لاث المكوسة من الملحافي هذا 

 90دقيقة علـى درجـة دـرارت الغرفـة، وتجـاسس لمـدت        60-30( لمدت Interscience) BagPageملليغراا  100دارئ في 

( وتح ن )أو تهز أو تسفصا بالطرد المركزي كما للميكروبلاستس ومواد الـورق  BagMixer (Interscienceيماسية باستخداا 

 والجذور( قبا استخراج الحمض النووي. 

 شـية سـايلون. وةكـن عمـا عـدت      ت غط عنيقات الورق أو البراعع المنفصلة على أ -دمغ الأنسجة و/أو هرسها 

من  شا  سايلون وفقاث لـ  2سع 5.0دمغات أو مسحوقات متداخلة جزئياث من أوراق و/أو براعع منفصلة مختلفة على دوالي 

(Bertolini ( 2008،2014وآخرينa      ويسقصّ الغشا  المحتوي على العينة الم بتـة ويـدخا في أسبـوب صـغير. وتنبغـي ،)

ة بملاقط سلميفة. وةكن خزن عينات الأسسجة المدمو ة على درجة درارت الغرفة في بيئة جافة ومعتمة مناولة العينة الم بت

مـن دارئ الجليكـاين    لترميكرو 100لمدت يملايمة أشهر على الأقا. ولاستخراج الحمض النووي الريبي من الغشا ، ي اا 

 تفاعـا البلمـرت التسلسـلي   لكا أسبوب صغير يحتوي على عينة يمابتة تدوّر بعد ذلك وتوضـع علـى جليـد دتـى ت ـخيع      

(PCR .) 

 استخراج الحمض النووي  3-3-2

ةكن استخداا مجموعة واسعة من طرق استخراج الحمض النووي تتراوح من أطقـع الأدوات التجاريـة إلى طـرق     

 مجلات علمية. وقد اسـتخدمت أطقـع أدوات ودوارئ وإجـرا ات اسـتخراج الحمـض النـووي التاليـة بنجـاح         منشورت في

 للكشف عن فيرود درسة البطاطا المغزلية. 

 MasterPureو RNeasy (Qiagen)ةكـــن اســـتخداا أطقـــع أدوات تجاريـــة مـــن م ـــا   -أدوات تجاريىىىة 

(Epicentre) وSbeadex (LGC Genomics  وفقــا لإرشــادات الشــركة المصــنعة. وقــد قيّمــت أطقــع أدوات )RNeasy 

 EUPHRESCOلاستخراج الحمض النووي لفـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة مـن مصـفوفات مختلفـة كجـز  مـن مشـرو            

 (. EUPHRESCO, 2010ووبائياتها ) Pospiviroidsللكشف عن فيرودات 

)وزن/دجــع(( في  10:1تجــاسس الأسســجة النباتيــة ) -(1997وآخىىرين ) Mackenzieالطريقىىة الىىوارد  في  

ميليمـولار إي يـا    25ميليمولار أسيتات الصوديوا، و  0.2ميليمولار  واسيدين إيزويميوسياسات، و  4محلول دارئ بسيط )

ئـة  في الما 1)وزن/دجـع(، و  40-في المائة بولي فينيا البيروليـدون  2.5، و(EDTA)يمسنَائي أمين دِمض الخليك الرباعي 

 100مركابتوإي اسول )دجع/دجع( ي اا قبا الاستخداا مباشرت(. يمع يخلط ملليلتر وادد مـن المـزيج المتجـاسس مـع     -2

دقـائا في خـلا  دـراري     10درجة مئويـة لمـدت    70في المائة من ساركوسيا )وزن/دجع( ويسح ن على  20من  لترميكرو

دورت في الدقيقة، وةكن استخداا هـذه الطريقـة لاسـتخراج حمـض سـووي ذي       1 200)يميرموميكسير(، مع ارتجاج بقوت 

 جودت من مجموعة واسعة من الأسوا  النباتية. 

تمكـن مجاسسـة الأسسـجة     -(EDTA)طريقة باستخدام دارئ إيثيىل نُناىائي أمىِ ض مىض ا ليىب الربىاعي        

ميليمـولار إي يـا يمسنَـائي     2.5و، دروكسيد الصوديواميليمولار هي 50))وزن/دجع(( في محلول دارئ بسيط  4:1النباتية )

دقيقـة أو تفصـا بـالطرد     15درجـة مئويـة لمـدت     25يمع تسح ـن )علـى دـوالي    ( (EDTA)أمين دِمض الخليك الرباعي 

دقيقة(. وةكن أن تسـتخدا المـواد الطافيـة بعـد ذلـك تبعـاث        15درجات مئوية لمدت  4 راا على  12 000المركزي )بقوت 

سـليلوز وتـزال   -)أقـا دساسـية( أو تسلطـ  علـى  شـا  النـيترو       RT-PCRمـا مباشـرت لــ    إلمستوى الحساسية المطلـوب،  
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قـة  (. وعلى الر ع من أن تركيـز الفـيرود أقـا لطري   2006وآخرون،  Singhباستخداا الما  المقطر المعقع )أك ر دساسية( )

EDTA ينبغــي أن يكــون ذلــك عــاملاث محــدداث عنــدما تســتخدا الطريقــة  ممــا لطــرق الاســتخراج الأخــرى المــذكورت، لا 

 S. tuberosumو  S. lycopersicumأو فحص ديجوكسيجينين. وقد استخدمت هذه الطريقة مـع صـنفي    RT-PCRمع 

 ومع مجموعة من أسوا  سباتات الزينة. 

تسجاسس الأسسجة النباتيـة ويسسـتخرج    -ا طوتِ يواستخراج بولي إيتيلِ غليكول ذكلوروفورم  –الفينول 

(. وقـد  2004) EPPOالحمض النووي كما وصفت منلممة حمايـة النباتـات في أوروبـا ومنطقـة البحـر الأبـيض المتوسـط        

ذه الطريقـة إلى جاسـب   استخدمت لمجموعة واسعة من أسوا  النباتات وأسوا  الأسسـجة )م ـا أوراق ودرسـات البطاطـا( ه ـ    

الحمـض النـووي والطـريقتين    –أو فحـص ديجوكسـيجينين   ((PAGEارتحال كهربائي هلامي بولي أكريلاميدي عَكْسِـي  

 الموصوفتين في هذا البروتوكول التشخيصي.  RT-PCRالتقليديتين 

وي كمـا وصـفت   تجاسس الأسسجة النباتية ويسستخرج الحمض النو -استخراج بروميد تريميثيلامونيوم سيتيل 

 (. وقــد اســتخدمت هــذه الطريقــة 2004) EPPOمنلممــة حمايــة النباتــات في أوروبــا ومنطقــة البحــر الأبــيض المتوســط  

ــدورت؛     RT-PCRمــع  في الوقــت الحقيقــي لمجموعــة واســعة مــن الأســوا  والأسســجة النباتيــة )م ــا أوراق وبــذور البن

EUPHRESCO ،2010 .) 

يسـتند الإجـرا  الآلـي التـالي إلى اسـتخداا معـام الجسـيمات         -1طريقة الاسىتخراج ا ىرزي المغناطيسىي     

ــديا المناســب  KingFisher mL Magnetic Particle Processor (Thermo Scientificالمغناطيســي  (. ومــع التع

 أخرى.  KingFisherللأدجاا، ةكن استخداا نماذج 

بـذرت، وبعـد ذلـك مباشـرت      100ملغع سسيج ورقي أو درسـي أو مـا يصـا إلى     200لكا عينة، يسنقع على الأقا  

دارئ.  لترللـي يم 20 ـراا بـذور إلى    1ملغع دارئ و 10 راا من سسيج ورقي أو درسي إلى  1ي اا دارئ استخراج بنسبة 

ويستمر النقع دتى يتع الحصول على محلـول خليـوي صـافي بحـد أدسـى مـن دطـاا الأسسـجة السـليمة. ويتكـون دارئ           

ــن   ــتخراج م ــرو 200الاس ــن  لترميك ــة      8.39م ــفات )درج ــوديوا بيروفس ــول تيتراص ــن محل ــع( م ــة )وزن/دج  في المائ

تر مـن دارئ محلـول   لميللي 9.8 اا إلى ( مSigmaم اد الر وت ) Bمن مستحلب  لترميكرو 100( و10.9-10حموضة 

 ـراا مجفـف يمنـائي إي يـا يمسنَـائي أمـين دِمـض         7.4 ـراا هيدروكلوريـد و   764.2 واسيدين. ويتكون هذا المحلول من 

سـترات   ـراا   0.3موسوهيدرات دامض الستريك و راا  5.25و 10- راا بولي فينيا البيروليدون 30الخليك الرباعي و

 ملليغراا ما .  750ملليغراا إي اسول مطلا و 50و X-100ملليغراا تريتون  5الصوديوا ال لايمية و

 ـراا   5 000ملليغراا من المحلول في أسبوب طرد مركزي جديد ويفصا بـالطرد المركـزي بقـوت     2يصّب دوالي  

، KingFisher mLتر وادـد مـن المـادت الطافيـة ويوضـع في الأسبـوب الأول )أ( مـن را        للـي يلمدت دقيقة واددت. ويسـزال م 

 (. وي ـــاا Invitekِ)أ( ) MAPالـــدوارت لمحلـــول  لتر مـــن دبـــات الخـــرز المغناطيســـيةكـــرومي 50وي ـــاا لـــه 

ــوب )ب(  ــب   1لأسبـ ــدين وللأسابيـ ــدارئ  واسيـ ــول الـ ــن المحلـ ــراا مـ ــاسول   70)ج( و)د(  ملليغـ ــن الإي ـ ــة مـ  في المائـ

 . Tris-EDTAالمحلول الدارئ ×  1ما  أو  لترميكرو 200ولأسبوب هـ 

 دقيقــة، يوقــف  20(. وبعــد 2ويــدار البرســامج )أسلمــر الشــكا  KingFisher mLويوضــع شــريط الأسبــوب في  

 دقـائا يمـع يعــاد    5 درجـة مئويـة لمـدت    70-65الجهـاز لإتادـة خطـوت تسـخين. يوضـع شـريط الأسبـوب في فــرن علـى         
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ن خطـوت تدفئـة أو خطـوت دجـز     أخـرى، قـد تكـو    KingFisherالبرسامج. وفي نمـاذج   ويستأسف، KingFisher mLإلى 

 للتبخر جز اث من النموذج. وعند الاستها ، تنقا الأحما  النووية المزالة إلى أسبوب طرد مركزي صغير. 

وقد استخدمت هذه الطريقة لمجموعـة واسـعة مـن أسـوا  النباتـات وكـذلك لـدرسات البطاطـا وبـذور البنـدورت.            

 4-3-3-3)أسلمر القسـمين   الملحافي الوقت الحقيقي موصوفين في هذا  RT-PCRواستخدمت مع فحصين من فحوصات 

توقــع عتبــات أعلــى بعــدت دورات ممــا في طــرق   1 طريقــة الاســتخراج الخــرزي المغناطيســي في(. وةكــن 2-4-3-3و

قة يجعلـها  ، لكن زيادت الإستاجية من العينات التي ةكن تحقيقها بهذه الطريالملحاالاستخراج الأخرى الموصوفة في هذا 

 (. 2005وآخرون  Roenhorstطريقة استخراج قيمة )

 

Plate layout Default: Plate type = KingFisher tubestrip 1000 µl; Plate change message = Change 
Default  
A: volume = 1000, name = Cell lysate or tissue homogenate; volume = 50, name = Magnetic 
particles;  
B: volume = 1000, name = Washing buffer 1 (Various); C: volume = 1000, name = Washing buffer 
2 (Various); D: volume = 1000, name = Washing buffer 3 (Various); E: volume = 200, name = 
Elution buffer (Various)  
STEPS COLLECT BEADS Step parameters: Name = Collect Beads; Well = A, Default; Beginning 
of step: Premix = No; Collect parameters: Collect count = 1. BIND Step parameters: Name = 
Lysing, Well = A, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual 
mix; Bind parameters: Bind time = 4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND 
Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 
1min 0s, speed = Fast dual mix Bind; Bind parameters: Bind time = 4min 0s, speed = Slow; End of 
step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default; Beginning of 
step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time = 4min 0s, 
speed = Slow; End of step: Collect beads = Yes, count = 4. WASH Step parameters: Name = 
Washing, Well = B, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash 
parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count 
= 3. WASH Step parameters: Name = Washing, Well = C, Default; Beginning of step: Release = 
Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End 
of step: Collect beads = Yes, count = 3. WASH Step parameters; Name = Washing, Well = D, 
Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 
3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. ELUTION Step 
parameters; Name = Elution, Well = E, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 10s, 
speed = Fast; Elution parameters: Elution time = 20s, speed = Bottom very fast; Pause parameters: 
Pause for manual handling = Yes, message = Heating, Post mix time = 30s, speed = Bottom very 

fast; Remove beads: Remove beads = Yes, collect count = 4, disposal well = Dear 
 

 KingFisher mL Magnetic Particle Processor (Thermo Scientific) -2الشكل 

 

 Sbeadex maxi plant kit. يستخدا هذا الإجرا  الآلي أطقع أدوات 2طريقة الاستخراج ا رزي المغناطيسي  

(LGC Genomics مع )KingFisher 96 system (Thermo Scientific      وينبغـي اتبـا  تعليمـات الشـركة الصـاسعة .)

 المت من في أطقع الأدوات هذه.  PNئ رادزائد محلول دارئ بدلاث من المحلول ال GHباست نا  استخداا 
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 pospiviroidطرق جزيئية عامة للكشف عن فيرودات الى  3-3-3

  R-PAGE ارتحال كهربائي هلامي بولي أكريلاميدي عاكْس ي 3-3-3-1

 S. tuberosumوراق صنف أكطريقة للكشف عن فيرود درسة البطاطا المغزلية الذي يصيب  R-PAGEأوصي بـ  

(EPPO, 2004 مـن       87 893(، لكنه كان أقا دساسية )كان دد الكشف )بيكو راا من فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة

، وخطوتـان  DIG-labelled cRNAبيكو راا( في اختبار دلقة مـع فحـص    17طرق جزيئية أخرى قيّمت )دد الكشف 

( في 2004وآخـرين )  Boonham( وطريقة 1997وآخرين ) Shamloulالتقليدية باستخداا بادئات  RT-PCRمن طريقة 

 (. 1، أسلمر أي ا الجدول Jeffries & James, 2005الوقت الحقيقي )

  C. annuumكمـــا تم اســـتخداا هـــذه الطريقـــة بنجـــاح مـــع سباتـــات م ـــيفة أخـــرى؛ مـــ لاث، صـــنف   

وبسبب انخفا  دساسيتها، ينبغي التحقـا مـن اسـتك ار     S. lycopersicum)درسات( وصنف  S. tuberosumوصنف 

 العينات. 

المعروفة؛ لذا، لتحديـد هويـة فـيرود درسـة البطاطـا       pospiviroidsودات جميع فير R-PAGEوتكشف طريقة  

 . PCRتفاعا البلمرت التسلسلي على الحمض النووي متبوعة بتسلسا منتج  RT-PCRالمغزلية ينبغي استخداا طريقة 

  DIG-labelled cRNAبفحص التهجِ  3-3-3-2

 ,S. tuberosum (EPPOوراق صـنف  أأوصي بـهذه الطريقة للكشف عن فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة الـذي يصـيب        

 & Jeffriesبيكـو راا علـى الأقـا )    S. tuberosum 17صـنف   أوراقلكشـف عـن هـذا الفـيرود في     ا وكاسـت دساسـية   (،2004

James, 2005    وقد اختبر م يفات أخريات بنجـاح، بمـا في ذلـك .)Petunia spp.، وS. jasminoides ،وS. lycopersicum ،

 )درسات(.   S. tuberosumو

)فئـة رقـع    .9Agdia, Incيستند الفحص المستخدا على موسومر كاما الطول لفيرود درسة البطاطا المغزلية تنتجه  

DLP 08000/0001 وينبغي أن يستخدا هذا الفحص وفقاث لإرشادات الشركة المصنّعة، أو الرجو  إلى .)EPPO (2004 )

(، ةكـن اسـتخداا البـولي إيمـيلين  ليكـول      EPPO, 2004) Amesللاطلا  على تفاصيا الطريقة. وبالإضـافة إلى دارى   

 وروادئ استخراج أخرى لاستخراج الحمض النووي. 

المعروفة؛ لذا، لتحديد هوية فيرود درسة البطاطـا المغزليـة    pospiviroidsوتكشف هذه الطريقة جميع فيرودات  

 . PCRتفاعا البلمرت التسلسلي متبوعة بتسلسا منتج  ،على الحمض النووي RT-PCRينبغي استخداا طريقة 

التقليديىة باسىتخدام بادئىات     RT-PCRتفاعل البلمر  التسلسلي باستخدام إنزيم النسخ العكسي  3-3-3-3

Verhoeven ( 2004وآخرين) 

(. وتكشـف  2004) وآخـرين  Verhoevenلــ   Vidو Pospi1البادئات المستخدمة في هذا الفحص هي بادئـات   

وفـيرود   PCFVdو MPVd و IrVd-1و  Chrysanthemum stunt viroid (CSVd)و CEVdما يلي:  Pospi1بادئات 

، Vid  :PSTVd TCDVd، بينمـا تكشـف بادئـة   TPMVdو TCDVdو TASVd و PSTVdدرسـة البطاطـا المغزليـة    

ــافة إلى  ــادئي   CLVdإض ــتخداا ب ــيح اس ــيرودات      Vidو Pospi1. ويت ــع ف ــن جمي ــف ع ــلين الكش ــاعلين منفص في تف
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pospiviroids       ير أن عدا تطابا التسلسا في سقا  درجة في موقع هدا البادئـة قـد يحـول دون الكشـف عـن بعـض  .

 Steyer؛ CLVd)م لاث، لم تكشـف باسـتخداا هـذه البادئـات خلاصـة مـن        pospiviroidالفيرودات من سو   خلاصات

أن ( In silico( ويتطلب الكشف عـن هـذه الخلاصـات بادئـات إضـافية. بينـت دراسـات بالمحاكـات )        2010 ،وآخرون

التسلسـا في مواقـف    –ةكن الكشف عنها بسبب عدا تطابا البادئة  لا خلاصات فيرود درسة البطاطا المغزلية التالية قد

، Pospi1 :EU879925 ،EU273604 ،EF459697 ،AJ007489 ،AY372398 ،AY372394درجــة: بادئــات  

998551FM ،308555DQ ،00278E ؛ وبادئاتVid :2EU273604  1وبادئاتPospi      أك ـر دساسـية مـن بادئـات

Vid بطاطا المغزلية. في الكشف عن فيرود درسة ال 

 البادئات

Pospi1-FW: 5´-GGG ATC CCC GGG GAA AC-3´ (nucleotide (nt) 86–102)  
Pospi1-RE: 5´-AGC TTC AGT TGT (T/A)TC CAC CGG GT-3´ (nt 283–261)  
Vid-FW: 5´-TTC CTC GGA ACT AAA CTC GTG-3´ (nt 355–16)  
Vid-RE: 5´-CCA ACT GCG GTT CCA AGG G-3´ (nt 354–336)  

 ظروف التفاعل 

 PSTVd( ةكـن الركـون إليهـا للكشـف عـن      Qiagenذات الخطوت الوادـدت )  RT-PCRيمبت أن أطقع أدوات  

( ولمجموعـة فـيرودات   EUPHRESCO, 2010) في عينـات مفـردت   TCDVdو TASVdو (CSVd)وCLVd و CEVdو

pospiviroids        الأخرى المدرجة في بداية هـذا القسـع. ولـيس مـن ال ـروري اسـتخداا محلـول-Q     الـذي يـرد وصـفه في

EUPHRESCO (2010 وعلى الر ع من أسه ةكن استخداا أطقع أدوات .)RT-PCR   ،مختلفة واروا تفاعا مختلفـة

ذات  pospiviroidsودات ينبغي أن التحقا منها للتأكد من أسها صالحة للغر  المقصـود وهـو الكشـف عـن جميـع فـير      

 الصلة.  

ميكـرولتر   1.0ميكرولتر من المزيج الرئيسي الذي يتـألف مـن    23ي اا ميكرولتران ايمنان من مزيج المعايرت إلى  

طـوت الوادـدت،   الخ يذ RT-PCRرادئ  X 5ميكـرولتر مـن    5ميكرومتر(،  10من كا من البادئات الأمامية والعكسية )

 ( dNTPsميليمـولار لكـا    10) dNTPs لترميكـرو  1.0الخطـوت الوادـدت و  ذي  RT-PCR من مـزيج أسـزيع   لترميكرو 10

درجة مئوية  95دقيقة؛  30درجة مئوية لمدت  50الحراري على النحو التالي: التدوير ما . ويكون برسامج  لترميكرو 14و

 درجـة مئويـة    72يماسيـة و  60درجـة مئويـة لمـدت     62يماسيـة،   30درجـة مئويـة لمـدت     94دورت مـن   35دقيقة؛  15لمدت 

 دقائا.   7درجة مئوية لمدت  72يماسية؛ وخطوت تمديد سهائية من  60لمدت 

 الارتحال الكهربائي الهلامي  

 359( و bp) زوج قاعدي 197)دوالي  PCR تفاعا البلمرت التسلسلي، ينبغي تحليا منتجات RT-PCRبعد  

 علــــــى التــــــوالي( بواســــــطة الارتحــــــال الكهربــــــائي الهلامــــــي Vidو  1Pospiلبــــــادئي  زوج قاعــــــدي

في المائة من هلاا الأجاروز( وتسلسا تفاعا البلمرت المتسلسا من الحجع الصحيح لتحديد أسوا  الفيرود. في الممارسـة،   2)

 دائماث إلى تحديد ممايما لتسلسا الجينوا الكاما للفيرويد.   زوج قاعدي 197أدى تسلسا منتج 
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، نووآخىىر GenPospi (Botermansفي الوقىىا الحقيقىىي باسىىتخدام فحىىص    RT-PCRتقنيىىة  3-3-3-4

2013 ) 

في الوقت الحقيقي للكشف عن جميع الأسوا  المعروفة مـن   TaqMan RT-PCRتقنية  GenPospiيستخدا فحص  

( جميـع الــ   1. وهو يتـألف مـن تفـاعلين إيمـنين يعمـلان بـالتوازي: يسـتهدا الأول )مـزيج التفاعـا          Pospiviroidجنس 

Pospiviroid  مــا عــداCLVd (Botermans فيســتهدا علــى وجــه 2(؛ أمــا ال ــاسي )مــزيج التفاعــا 2013، وآخــرون )

يسـتند إلى   nad5خلـي  (. ولرصد استخراج الحمض النووي، يستخدا ضـبط دا 2010، وآخرون Monger) CLVdالتحديد 

( لت خيع الحمض النووي من ميتوكوسدريا النبات )جينة ساز  الهيدروجين 2002) وآخرون Menzelالبادئات التي وضعها 

dehydrogenase NADH    علـى أوراق البنـدورت أن فحـص    1(. وقد بين التحقا من الطريقـة )اسلمـر الجـدول )GenPospi 

في المائـة )أي مـا يعـادل     0.13بمعدل إصابة سسبي يصـا إلى   Pospiviroidكشف عن خلاصات من جميع أسوا  فيرودات 

(. وكان الفحص محدداث إذ لم تلادظ أية تفاعلات تتقاطع مع فيرودات أو فيروسات أخرى أو مـع  770:1ة التخفيف بنسب

المائة وبـدا الفحـص متينـاث في     في 100 بلية التكرار وقابلية الإعادتحمض سووي آخر من النباتات الم يفة. وقد كاست سسبة قا

على سطاق واسع. وينبغـي   pospiviroidمناسب لفرز أسوا  فيرودات  GenPospiمقارسات بين المختبرات. ويمبت أن فحص 

 التحقا من هذا الفحص لمصفوفات  ير أوراق البندورت    

 لبادئات ا

TCR-F 1-1: 5´-TTC CTG TGG TTC ACA CCT GAC C-3´ (Botermans et al. , 2013)  

TCR-F 1-3: 5´-CCT GTG GTG CTC ACC TGA CC-3´ (Botermans et al. , 2013)  

TCR-F 1-4: 5´-CCT GTG GTG CAC TCC TGA CC-3´ (Botermans et al. , 2013)  

TCR-F PCFVd: 5´-TGG TGC CTC CCC CGA A-3´ (Botermans et al. , 2013)  

TCR-F IrVd: 5´-AAT GGT TGC ACC CCT GAC C-3´ (Botermans et al. , 2013)  

TR-R1: 5´-GGA AGG GTG AAA ACC CTG TTT-3´ (Botermans et al. , 2013)  

TR-R CEVd: 5´-AGG AAG GAG ACG AGC TCC TGT T-3´ (Botermans et al. , 2013)  

TR-R6: 5´-GAA AGG AAG GAT GAA AAT CCT GTT TC-3´ (Botermans et al. , 2013)  

CLVd-F: 5´-GGT TCA CAC CTG ACC CTG CAG-3´ (Monger et al. , 2010)  

CLVd-F2: 5´-AAA CTC GTG GTT CCT GTG GTT-3´ (Monger et al. , 2010)  

CLVd-R: 5´-CGC TCG GTC TGA GTT GCC-3´ (Monger et al. , 2010)  

nad5-F: 5´-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3´ (Menzel et al. , 2002)  

nad5-R: 5´-CTC CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3´ (Menzel et al. , 2002)  

 المسبارات  

pUCCR: 6FAM-5´-CCG GGG AAA CCT GGA-3´-MGB (Botermans et al. , 2013)  

CLVd-P: 6FAM-5´-AGC GGT CTC AGG AGC CCC GG-3´-BHQ1 (Monger et al. , 2010)  

nad5-P: VICr-5´-AGG ATC CGC ATA GCC CTC GAT TTA TGT G-3´-BHQ1 (Botermans et al. , 
2013) 

 1Ct™ -to-TaqMan RNA ((Applied Biosystems إلى أطقع أدوات ينيستند مزيجا التفاعلين الايمن
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 ( CLVd  +nad5باستثناء  pospiviroids)جميع فيرودات الى  1 مزيج التفاعل

مـزيج  ×  1مـن   لترميكرو 0.6، وTaqMan RT-PCRمزيج ×  2من  لترميكرو 12.5يتألف مزيج التفاعا من  

 TCR-F 1-1, TCR-F 1-3, TCR-F)ميكرومولار( من البادئـات الأماميـة )  10) لترميكرو 0.75، وTaqMan RTأسزيع 

1-4, TCR-F IrVd, TCR-F PCFVd and nad5-F)   ( والبادئـات العكسـيةTR-R1, TR-R CEVd, TR-R6 and 

nad5-R   ميكرومـولار مـن مسـبار     10مـن   لترميكـرو  0.25ميكرومـولار لكـا منهـا(، و    0.3( )تركيـز سهـائيTaqMan 

pUCCR  ميكرومولار من مسبار  10من لترميكرو 0.5ميكرومولار( و 0.1)تركيز سهائيTaqMan nad5-P  تركيز سهائي(

 RNAمـن مـزيج معـايرت الحمـض النـووي الـريبي        لترميكـرو  2ما  صالح للفحص الجزيئـي و ميكرومولار(. ي اا  0.2

 . لترميكرو 25دجع سهائي يبل  للتوصا إلى 

  (CLVd  +nad5)) 2مزيج التفاعل 

مـزيج  ×  1مـن   لترميكـرو  0.6و TaqMan RT-PCRمـزيج  ×  2من  لترميكرو 12.5يتألف مزيج التفاعا من  

ــزيع  ــرو 0.75، وTaqMan RTأس ــة ) 10) لترميك ــة الأمامي ــن البادئ ــولار( م ( nad5-Fو CLVd-F2و CLVd-Fميكروم

ميكرومولار  10من  لترميكرو 0.25يكرومولار لكا منها(، وم 0.3( )تركيز سهائي nad5-Rو CLVd-Rوبادئات عكسية )

 ميكرومـــولار مـــن  10مـــن لترميكـــرو 0.5ميكرومـــولار( و 0.1)تركيـــز سهـــائي  TaqMan CLVd-Pمـــن مســـبار 

مـن مـزيج    لترميكـرو  2ما  صالح للفحص الجزيئـي و ميكرومولار(. ي اا  0.2)تركيز سهائي  TaqMan nad5-Pمسبار 

 . لترميكرو 25دجع سهائي يبل  للتوصا إلى  RNAمعايرت الحمض النووي الريبي 

درجة مئويـة لمـدت    95دقيقة، و 15درجة مئوية لمدت  48الحراري لكا من مزيجي التفاعا هو: التدوير برسامج  

 دقيقة(.  1درجة مئوية لمدت  60يماسية و 15درجة مئوية لمدت  95دورت من ) 40دقائا، تليها  10

ابيـة؛  علـى أسهـا إيج   32تقـا عـن   التي الناتجة  Ct( قيع 2013. )وآخرون Botermansلهذه الطريقة، فسّر  

علـى أسهـا سـلبية.     37 أو تساوي على أسها  ير داسمة وتتطلب تأكيدا، وتلك التي لا تقا عن 37و 32وتلك التي بين 

  ير أن هذه القيع قد تستبعد مستويات الإصابة المنخف ة في بعض الأسسجة، وينبغي أن تحدد في كا مختبر. 

 درنة البطاطا المغزلية  طرق جزيئية ذات خصوصية عالية للكشف عن فيرود   3-3-4

  (1997وآخرين، ) Shamloulباستخدام بادئات التقليدية  RT-PCRتقنية  3-3-4-1

، الـتي يصـفها أي ـا    (1997وآخرين، ) Shamloulالمستخدمة في هذا الفحص هي بادئات  RT-PCRبادئات  

Weidemann وBuchta (1998) وستكتشف البادئات .MPVd وPSTVd وCDVd وTPMVd وقد أاهرت دراسات .

التسلسـا في سقـا     –بالمحاكات أن خلاصات فيرود درسة البطاطا المغزلية التالية قد لا تكتشف بسبب عدا تطابا البادئة 

للبادئة العكسية. وإذا لم ي خع الحمض النـووي الـريبي باسـتخداا     EF459698و DQ308555و AY372394درجة: 

 . Vidهذه البادئات، ةكن استخداا بادئات 

 البادئات

3H1-F: 5´-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGC GAA C-3´ (nt 89–113)  

2H1-R: 5´-CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG-3´ (nt 88–69)  
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  (Platinum® Taq (Invitrogen)مع  Superscriptالخطوت الواددت  RT-PCR) 1الطريقة 

ميكـرولتر مـن المـزيج الرئيسـي      24من مزيج معايرت الحمض النووي الريبي إلى  لترميكرو 1لكا تفاعا، ي اا  

رادئ  X 2ميكـرولتر مـن    12.5ميكـرومتر(،   15ميكرولتر مـن كـا مـن البادئـات الأماميـة والعكسـية )       1.0المكون من 

ي على النحو التالي: ما . ويكون برسامج التدوير الحرار لترميكرو 7.6و RT/Platinum Taqمن  لترميكرو 0.5تفاعا، و

 30درجـة مئويـة لمـدت     94دورات مـن   10دقيقة؛ وبعد ذلـك   2درجة مئوية لمدت  95دقيقة؛  30درجة مئوية لمدت  43

درجـة مئويـة لمـدت     72يماسية؛ وخطوت تمديد سهائية من  45درجة مئوية لمدت  72يماسية و 90درجة مئوية لمدت  64يماسية، 

 مئوية لمدت دقيقة واددت. درجة  20ودقائا  10

 من خطوتين(  RT-PCR) 2الطريقة 

 مــن خطــوتين، تكــون دساســية الكشــف عــن فــيرود درســة البطاطــا المغزليــة في           RT-PCRباســتخداا  

وهــذا هــو أقــا تركيــز اختــبر، لكــن الحساســية الــتي تحققــت تفاوتــت بــين  –بيكــو راا  S. tuberosum 17 صــنف

EPPO (2004 )(. أسلمـر  Jeffries & James, 2005بيكـو راا علـى الأقـا )    89المختبرات، ويكتشف معلمع المختبرات 

 . 2لوصف الطريقة 

( بواسـطة الارتحـال   عـدي زوج قا 360)دوالي  PCRتفاعا البلمرت التسلسلي ، تحلا منتجات RT-PCRبعد  

تفاعا البلمرت المتسلسـا مـن الحجـع الصـحيح لتحديـد       ampliconsالكهربائي الهلامي كما وصف وتسلسا أمبليكوسات 

 أسوا  الفيرود. 

( مع هذه الطريقة في تفاعا بسيط 2002وآخرون،  Menzel) nad 5وقد استخدا فحص ضبط داخلي ببادئات  

ميكرومتر. ويتشـكا الأمبليكـون    0.2(. وتستخدا البادئات عند تركيز سهائي يبل  2008وآخرون،  Seigner)منفصا( )

 . زوجاث قاعديا 181من 

nad5 sense: 5´-GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT-3´ (nt 968–987 and 1836–1838)  

nad5 antisense: 5´-CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA-3´ (nt 1973–1995)  

3-3-4-2 RT-PCR  في الوقا الحقيقي باستخدام بادئاتBoonham ( 2004وآخرين) 

(.  ير أن هـذا الفحـص   2004وآخرون ) Boonhamالبادئات المستخدمة والمسبار المستخدا لهذا الفحص يصفهما  

كفحوص الوقت الحقيقي المنشورت كلها لا يحدد فيرود درسة البطاطا المغزليـة علـى وجـه التحديـد. فـاذا تم الحصـول علـى        

وتسلسـا   RT-PCRفي الوقـت الحقيقـي، ينبغـي تحديـد هويـة الفـيرود باسـتخداا         RT-PCRستيجة إيجابية عـن طريـا   

 تقليديين.  

. وكاست الحساسـية للكشـف عـن فـيرود درسـة      PMVdو TCDVdو MPVdو PSTVdويكتشف هذا الفحص  

بيكو راا، وكـان ذلـك أدسـى تركيـز      17للاستخراج  CTABباستخداا طريقة  S. tuberosumالبطاطا المغزلية في صنف 

دات (. وعن طريا اختبـار منوعـات فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة والأوليغوسيكليوتاي ـ      Jeffries & James, 2005اختبر )

الاصطناعية، يمبت أن هذا الفحص يكتشف جميع منوعات التسلسا المعروفة. ودددت هذه من دراسات بالمحاكات علـى  

(.  ــير أن 2005وآخــرون  Boonhamالتسلســا مــع إمكاسيــة الفشــا في الكشــف )-أسهــا دــالات عــدا تطــابا البادئــة



 بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  7البروتوكول التشخيصي 

 

الدولية لوقاية النباتاتالاتفاقية   Page 18 of 39 

( قـد لا يكتشـفا   2009وآخـرون )  Owensرا اللـتين وصـفهما مـؤخ    VIR-06/10Lو VIR-06/7Lالخلاصتين المتشعبتين 

 1.(2011، اتصال شخصي، W. Mongerبسبب إدخال قاعدت )قواعد( إضافية في موقع رابط المسبار )

 البادئات  

PSTV-231-F: 5´-GCC CCC TTT GCGCTG T-3´ (nt 232–247)  

PSTV-296-R: 5´-AAG CGG TTC TCG GGA GCT T-3´ (nt 297–279)  

PSTV-251T: FAM-5´-CAG TTG TTT CCA CCG GGT AGTAGC CGA-3´ TAMRA (nt 278–252)  

 Wellerالموجودت في ميتوكوسدريا النبـات )  1جينة السيتوكروا أوكسيديز  COXت خّع بادئات ال بط الداخلي  

 (. 2000وآخرون،

COX-F: 5´-CGT GCG ATT CCA GAT TAT CCA-3´  

COX-R: 5´-CAA CTA CGG ATA TAT AAG RRC CRR ACC TG-3´  

COXsol-1511T: VIC-5´-AGG GCA TTC CAT CCA GCG TAA GCA-3´ TAMRA  

( إذ أسـه يت ـمن   EPPO, 2004) EPPOوتعـديا لطريقـة   (  well-96بئـرا )  96مزيج التفاعا هو لصفيحة من  

 (. 2005وآخرون،  Roenhorst) PSTVdوتفاعلاث بسيطاث للكشف عن  COXو PSTVdتفاعلاث مزدوجاث للكشف عن 

Master Mix (Applied Biosystems ،)مـزيج  ×  2مـا  مـن    لترميكـرو  13.75يتـألف مـزيج التفاعـا مـن      

من كـا   لترميكرو 1.5( وApplied Biosystems) MultiScribe Reverse Transcriptase×  40من  لترميكرو 1.25و

ميكرومـولارPSTV-251T (5   .) لترميكـرو  1.0مـولار( ومسـبار   وميكر 10) PSTV-296-R و PSTV-231-Fمن بادئتي 

ان ايمنان من الما  إلى كـا مـن   لتر، أ و ب. وي اا ميكرولترميكرو 22ويقسع مزيج التفاعا هذا بالتساوي إلى دجمين من 

  COXsol-1511Tمـن مسـبار    لترميكـرو  0.5ميكرمـولار( و  10) COXمن كا من بادئة  لترميكرو 0.75أ وب وي اا 

وادد من الحمض النووي الريبي المستهدا إلى كا من أ وب لعما مزيج تفاعا سهائي  لتر اا ميكروميكرمولار(. وي 5)

، ويكشـف بمـزيج تفاعـا ب عـن     PSTVلكا بئر من صفيحة التفاعا. ويكشف بمـزيج تفاعـا أ عـن     لترميكرو 25من 

PSTV وCOX . 

دورت مـن   40دقيقـتين و  2درجة مئوية لمـدت   95دقيقة و 30درجة مئوية لمدت  48الحراري هو: التدوير برسامج  

 دقيقة.  1درجة مئوية لمدت  60يماسية و 15درجة مئوية لمدت  95

3-4-3-3 RT-PCR ( في الوقا الحقيقيPlant Print Diagnòstics kit) 

ت مـن  ( وهي متوفرت كطقع أدوا2004وآخرون ) Boonhamالبادئات المستخدمة والمسبار المستخدا لهذا الفحص يصفهما 

Plant Print Diagnòstics (Ref. PSTVd/100)  ويكشف الفحصCLVd وPSTVd وTCDVd ويفتر  الكشف عن ،

أاهـرت أن جميـع    لأن دراسـات المحاكـات   GenBankالموجـودت في بنـك الجينـات     327الــ   PSTVdجميع خلاصات 

 (. 2014، اتصال شخصي، N. Duran-Vilaدالات عدا التطابا بين البادئة والتسلسا كاست في سقا   ير درجة )

 . 1ترد بياسات التحقا في الجدول 

                                                      
 

 )(W. Monger, personal communication, 2011 2010 مار /آذار 1اعتبارا من  1
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 البادئات

PSTVd-F: 5’-CCT TGG AAC CGC AGT TGG T-3’ (nt 339–357) 

PSTVd-R: 5’-TTT CCC CGG GGA TCC C-3’ (nt 87–102) 

PSTVdP: FAM-5’-TCCTGTGGTTCACACCTGACCTCCTGA-3’ TAMRA (nt 19–45) 

بادئات مجففة بالتبريـد ومسـباراث )مـزودت في طقـع الأدوات( ةكـن أن       تفاعا البلمرت التسلسليكوكتيا يحتوي  

 لترميكـرو  3رئيسي تجاري. ولكا تفاعا، ي اا مزيج معايرت حمض سووي ريبي مـن   RT-PCRي اا إليها أي مزيج 

من كـا مـن بادئـة     0.6دارئ، و × 2تجاري  لترميكرو 6المكون من  تفاعا البلمرت التسلسليمن كوكتيا  لترميكرو 9إلى 

مزيج إسزيع ×  25من  لترميكرو 0.5ميكرمولار( و 5) TaqManمسبار  لترميكرو 0.36مولار( ووميكر 10أمامية وعكسية )

RT-PCR لترميكرو 12ما  لعما دجع تفاعا سهائي من  لترميكرو 0.94و . 

دورت مـن   40دقـائا و  10درجة مئوية لمدت  95دقائا، و 10درجة مئوية لمدت  45الحراري هو: التدوير برسامج  

 دقيقة(.  1درجة مئوية لمدت  60يماسية و 15درجة مئوية لمدت  95)

وكاست ال وابط السلبية كلـها سـلبية )لا    40قا من أ Ctإذا أستجت قيمة لهذه الطريقة، تعتبر العينة إيجابية  

 وتلمهر ال وابط الإيجابية ت خيما.  40لا تقا عن  Ctت خيع(. وتعتبر العينة سلبية إذا أستجت قيمة 

  ضوابط للاختبارات الجزيئية 3-4

كي تعتبر ستيجة الاختبار مويموقة، من ال روري وجـود ضـوابط مناسـبة تعتمـد علـى سـو  الاختبـار المسـتخدا          

ومستوى الجزا المطلوب لكـا مـن سلسـلة اسـتخلاص وت ـخيع للحمـض النـووي لتفـة المسـتهدفة أو الحمـض النـووي            

بط الإيجـابي للحمـض النـووي وال ـابط     المستهدا. وبالنسبة لتفاعا البلمرت التسلسـلي في الوقـت الحقيقـي، فـان ال ـا     

 الداخلي وال ابط السلبي للت خيع )دون مزيج معايرت( هي ضوابط الحد الأدسى التي ينبغي أن تستخدا. 

. يستخدا هذا ال بط لرصـد كفـا ت الفحـص )باسـت نا  الاسـتخراج(. وةكـن       الضبط الإيجابي للحمض النووي 

حمض سووي كاما الجينوا م خع أو ضابط مصـطنع )منـتج مستنسـ  مـن     استخداا حمض سووي معد مسبقا )مخزّن( أو 

استخداا ضابط لحدّ الكشف ) ير  وةكن أي اث. تفاعا بلمرت تسلسلي( ولّد باستخداا زوج البادئة سفسه المستخدا للكشف

 إلزامي(.

نـة تـدبير شـؤون    لـتفاعا البلمرت التسلسـلي التقليـدي وفي الوقـت الحقيقـي، ينبغـي إدراج جي      الداخلي الضبط 

في بروتوكول التفاعا لاستبعاد ادتمال اهور دالات سلبية زائفة  NADأو   COXم ا HKG)التركيب الورايمي للنبات )

بسبب فشا استخراج الحمض النووي أو تدهوره أو وجود م بطات لتفاعا البلمرت التسلسلي. ويف ـا اسـتخداا بادئـات    

. ولكن بما أسه قد يكون مـن الصـعب تحقيـا ذلـك دون     pospiviroid/PSTات ال بط الداخلي في تفاعا مزدوج مع بادئ

 pospiviroid/PSTالتقليا من دساسية الاختبار للفيرود، يوصى، دي ما كان ذلك عمليا، بعما تفاعا يمنائي لبادئـات  

 فقط. pospiviroid/PSTوكذلك تفاعا بسيط مع بادئات  HKGمع بادئات 

مؤشر مويموق لأدا  إجرا  الاسـتخراج   nad5لميتوكوسدريا  NADH  الهيدروجين لقد يمبت أن شلمية خماسي ساز 

(. وقـد اختـبر مقابـا العديـد مـن      2002وآخـرون،   Menzelلخطوت النس  العكسي لـتفاعا البلمرت التسلسلي التقليدي )
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، S. bonariensis ،S. dulcamaraالأخـــرى ) Solanumوأســـوا   S. tuberosumالأســـوا  النباتيـــة، بمـــا في ذلـــك 

S. jasminoides، S. nigrum، S. pseudocapsicum، S. rantonnetii، sisymbrifolium) و Acnistus 

arborescens S وAtropa belladonna و Brugmansia spp وCapsicum spp. ،وCestrum spp. وLochroma 

cyanea وNicotiana spp. Lochroma cyanea وNicotiana spp. وPhysalis spp. (Seigner  ،2008 وآخـرون.) 

إسترون ولذا فاسها لن ت خّع مـن الحمـض النـووي. وي ـخع الحمـض النـووي الـريبي بعـد إزالـة           nad5وتشما باد ات 

 الإسترون. 

ست ـخع الحمـض    COXاستخدا ك ابط داخلي في هـذا البروتوكـول، فـان بادئـات      COXعلى الر ع من أن  

النووي الريبي والحمض النووي. ولذا فاسه يوفر مؤشراث على سوعية الحمـض النـووي الم ـخع بـدلاث مـن الحمـض النـووي        

 الريبي ودده ولا ي بط خطوت النس  العكسي. 

في وصف طريقة لتفاعا البلمرت التسلسلي، ينبغي على المختبر  nad5أو  COX وعندما لا يذكر ال ابط الداخلي 

  اختيار ضابط داخلي والتحقا من صحته.

هذا ال ابط ضروري لـتفاعا البلمرت التسلسلي التقليدي وفي  ضابط التضخيم السلبي )دون ضابط مزيج معاير (. 

الوقت الحقيقي لاستبعاد الإيجابيات الزائفة الناجمـة عـن التلـوث أيمنـا  إعـداد مـزيج التفاعـا. وفي مردلـة الت ـخيع،          

 ي اا ما  تفاعا البلمرت التسلسلي الذي كان قد استعما لإعداد مزيج التفاعا. 

يسـتخدا هـذا ال ـابط ل ـمان أن يكـون الحمـض النـووي المسـتخرج مـن الفـيرود            يضابط الاستخراج الإيجاب 

المستهدا متوفراث بكمية وسوعية كافية لتفاعا البلمرت التسلسلي وأن يكون الهدا قابلاث للاكتشـاا. ويسـتخرج الحمـض    

 الفيرود.بالنووي من الأسسجة المصابة للم يف أو من الأسسجة النباتية السليمة الممزوجة 

وينبغي أن يبل  ال ابط الإيجابي تقريبـاث سسـبة وادـد إلى عشـرت مـن كميـة سسـيج الأوراق المسـتخدمة لكـا سبتـة            

لاستخراج الحمض النووي الريبي. وإذا جرى استك ار العينات، ينبغي عندئذ تعـديا كميـة ال ـابط الإيجـابي تبعـاث لـذلك       

ملـ    198ملـ  ورقـة مصـابة       2مـض النـووي الـريبي،    مل  استك رت لاستخراج الح 20دصص من عينة من  10)م لاث 

ينبغي تكرار الاختبار أو خفض معدل الاستك ار دتى يتحقـا كشـف ةكـن     ،سسيج بطاطا سليمة(. وإذا لم يكشف عن ذلك

 الركون إليه.  

 وبالنسبة للنس  العكسي لتفاعا البلمرت التسلسـلي، يجـب إيـلا  عنايـة لتجنـب التلـوث بـالرذاذ مـن ال ـابط          

الإيجابي أو من العينات الإيجابية. وينبغي أن يسلسا ال ابط الإيجابي المستخدا في المختبر كي تمكن مقارسـة السلسـلة   

بسهولة مع السلاسا التي يتع الحصول عليها من أمبليكوسات تفاعا البلمرت التسلسلي ذات الحجع الصحيح. وبـدلاث مـن   

طة سلسلة معروفة ةكن بدورها أن تقارَن بأمبليكوسـات تفاعـا البلمـرت    ذلك، ةكن تشكيا ضوابط إيجابية مصطنعة بواس

 .التسلسلي ذات الحجع الصحيح

يستخدا هذا ال ابط لرصد التلـوث خـلال اسـتخراج الحمـض النـووي و/أو التفاعـا        ضابط الاستخراج السلبي 

المتبادل مع النسيج الم يف. ويتكون ال ابط من حمض سووي يسـتخرج مـن سسـيج م ـيف  ـير مصـاب ضسـخّع لادقـا.         

 ويستحسن إدراج ضوابط متعددت دين يتوقع أن تكون هناك أعداد كبيرت من العينات الإيجابية.
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 ير نتائج من تفاعل البلمر  التسلسلي التقليدي وفي الوقا الحقيقيتفس 3-5

 تفاعل البلمر  التسلسلي التقليدي  3-5-1

 لا يعتبر تفاعا البلمرت التسلسلي الخاص بالفيرود صالحاث إلا: 

 عندما ينتج ضابط الحمض النووي الإيجابي الحجع الصحيح للفيرود. -

 عندما لا ينتج أي أمبليكون من الحجع الصحيح في ضبط الاستخراج السلبي وضبط الت خيع السلبي.  -

أي ا، فاسه ينبغـي عندئـذ أن ينـتج ال ـابط      nad5و/أو  COX  وفي دال استخدمت بادئات ال وابط الداخلية 

الإيجـابي، وكـا عينـة مـن عينـات      السلبي )أي النسيج النباتي السليع( )في دال اسـتخدامه( وضـابط الحمـض النـووي     

. ويشير عجز العينات عن تحقيا ت خيع مع بادئات ال وابط الداخليـة، مـ لا،   زوجاث قاعدياث 181الاختبار شريطاث يبل  

إلى أن استخراج الحمض النووي قد فشا أو أن الحمض النووي لم يدرج في مزيج التفاعا، أو أن خطـوت النسـ  العكسـي    

اك مركّبات م بطة لتفاعا البلمرت التسلسلي في خلاصة الحمـض النـووي أو أن الحمـض النـووي قـد      قد فشلت، أو أن هن

 فسد.

وتعتبر العينة إيجابية إذا أستجت أمبليكون من الحجع الصحيح. ولتحديد سو  الفيرود يجب أن يسلسـا منـتج    

 تفاعا البلمرت التسلسلي.

 الحقيقيتفاعل البلمر  التسلسلي في الوقا   3-5-2

 لا يعتبر تفاعا البلمرت التسلسلي صالحاث إلا: 

 عندما ينتج ضابط الحمض النووي الإيجابي منحنى ت خيع مع البادئات الخاصة بالفيرود. -

أو أي قيمة أخرى يحددها المختبر بعد  Ct 40عندما لا يشاهد أي منحنى ت خيع )أي عندما تكون قيمة  -

 سلبي وضابط الت خيع السلبي.التحقا منها( مع ضابط الاستخراج ال

أي ا، فاسه ينبغي عندئذ أن ينتج ال ابط السلبي  nad5و COX وفي دال استخدمت بادئات ال وابط الداخلية 

ويشـير عجـز     .)في دال استخدامه( وضابط الحمض النووي الإيجابي وكا عينة مـن عينـات الاختبـار منحنـى ت ـخيع     

بادئات ال وابط الداخلية، مـ لا، أن اسـتخراج الحمـض النـووي قـد فشـا أو أن       العينات عن إستاج منحنى ت خيع مع 

الحمض النووي لم يدرج في مزيج التفاعـا أو أن هنـاك مركّبـات م بطـة لتفاعـا البلمـرت التسلسـلي في الحمـض النـووي          

 المستخرج أو أن الحمض النووي قد فسد. 

 الفاصـلة  Ctوتعتبر العينة إيجابية إذا أستجت منحنـى ت ـخيع نموذجيـا. وتـرد معلومـات محـددت عـن قيمـة          

 .3-4-3-3و 4-3-3-3لطريقتين في القسمين 

 تحديد الهوية  -4

ينبغي تحديد فيرود درسة البطاطا المغزليـة عـن طريـا سَلسـلة المنـتج الـذي يحصـا عليـه مـن تفاعـا البلمـرت             

 3-3-3-3و 1-4-3-3الموصفة في القسـمين   Vidأو  Shamloulالتسلسلي بالنس  العكسي التقليدي باستخداا بادئات 

لتسلسا الجـيني العامـة. وقـد تـتعين الاسـتعاسة      على التوالي، وعن طريا البح  عن تطابا التسلسا في قواعد بياسات ا
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بمتخصصين للمساعدت على تحديد الهوية. إذا ضخّع منـتج تفاعـا البلمـرت التسلسـلي ت ـخيماث ضـعيفاث أو كاسـت العينـة         

، فان استنساخ منتج تفاعا البلمرت التسلسلي قـد يكـون فعـالاث في تمكـين     pospiviroidمصابة بأك ر فيرود وادد من سو  

 ول على تسلسا معين. الحص

وينبغي أن يعاد اختبار عينة إيجابية كشف عنها بواسطة تفاعا البلمرت التسلسلي بالنسـ  العكسـي في الوقـت     

الحقيقي، إذا لزا الأمر للتأكيد، باستخداا تفاعا البلمرت التسلسـلي بالنسـ  العكسـي التقليـدي لـتمكين تسلسـا المنـتج        

تفاعا البلمرت التسلسلي في الوقت الحقيقي مباشرت معلومات عن التسلسا لا تتيح  وتحديد هويته. وسيعطي تسلسا منتج

تحديداث ةكن الركون إليه. فهو سيتيح تحديد المنتج كفـيرود، ولكنـه لـن يتـيح تحديـد الأسـوا  أو التمييـز عـن ال ـابط          

  العكسي في الوقت الحقيقي، قـد  الإيجابي المستخدا. ومع ذلك، وبسبب تزايد دساسية تفاعا البلمرت التسلسلي بالنس

لا ةكن الحصول على منتج بتفاعا البلمرت التسلسلي بالنس  العكسي التقليدي. وفي دالة استك ار العينات، فـان إعـادت   

اختبار عينات فرعية أصغر قد يزيد من مويموقية الت خيع بواسطة تفاعا البلمـرت التسلسـلي بالنسـ  العكسـي التقليـدي.      

، ةكن تلقيح العينات في سباتات بندورت لزيادت تركيز الفيرود إلى مسـتويات ةكـن الكشـف عنهـا بتفاعـا      وبدلاث من ذلك

البلمرت التسلسلي بالنس  العكسي التقليدي. لكن هذا النهج لم يقيّع، وإذا كاست النتـائج  ـير داسمـة قـد يتطلـب ذلـك       

 إعادت أخذ العينات وتكرار الاختبار.

 تسلسل التسلسل وتحليل ال 4-1

ينبغي ألا يقوا بتحليا التسلسا إلا شـخص خـبير. وإذا لم تتـوفر في المؤسسـة سفسـها مرافـا للتسلسـا، ينبغـي          

استخداا شركة تجارية. وستحدد الشركة ادتياجاتها لتسلسا منتجات تفاعـا البلمـرت التسلسـلي. وسيرسـا المنـتج المنقـى       

كة لإجرا  التسلسا. وقد يقوا بعض الشركات أي اث بتنقيـة المنـتج إذا لـزا    )والبادئات الأمامية والعكسية إذا طلبت( إلى الشر

 الأمر.

إذا جرت عملية التسلسا في المؤسسة سفسها، ينبغي ترسي  الطرق واتباعها. وتنبغي سَلسلة كا خيط من منـتج   

تفاعا البلمرت التسلسلي باستخداا باد ات تفاعا البلمرت التسلسلي كبادئات للتسلسا. وينبغي تجميـع خيطـي الحمـض    

ية والعكسية( في خيط وادد، وتأكيـد قاعـدت )هويـة( كـا     النووي المتسلسلين بشكا مستقا )من استخداا البادئات الأمام

 CLC Genomicsأو  Geneiousموقــع سكليوتيــد. ومــن المف ــا أن تســتخدا للتحليــا مجممجعــات )م ــا برمجيــات   

Workbench أو Lasergene تستخدا ملفات تتبع )electropherograms وينبغي ترميز الاختلاا بين الخيطين على .

التسلسا الذي جرى تعديله. وتمكن بعد ذلك مقارسة التسلسـا التـوافقي المعـدّل )الـذي يحـدد عـن        أسه قاعدت  ام ة في

الموجودت في قاعدت بياسات مناسبة. وفي دالة وجود عدوى مختلطـة،   pospiviroidطريا مقارسة الخيطين( مع تسلسلات 

 استنساخ منتج تفاعا البلمرت التسلسلي وسَلسلته. مقرو ا وعندئذ ينبغي   chromatogramيكون الُمخَطَّط الكروماتي قد لا

عندما ةكن أن تكون اختلافات قليلة في ب ـعة سيوكليوتايـدات    pospiviroidsويقت ي الأمر موا مة متأسية للـ  

 داسمة في تحديد الفيرود كآفة مسيطر عليها أو  ير مسيطر عليها. ولإجرا  تحديد أولي لفيرود درسـة البطاطـا المغزليـة،   

( في تسلسا توافقي لأن هـذه البادئـات تقـع في أك ـر المنـاطا      Vidأو  Shamloulةكن الإبقا  على تسلسلات البادئات )

أ بناها البوليميريز أيمنا  -جينوا الفيرود ومن  ير المحتما أن تؤيمر في تحديد الهوية. وإذا ما شوهدت متدليات المصاسة في

من جينوا الفيرود  1، من المستحسن استخداا تسلسا توافقي معدّل يبدأ من موقع التمدد تنبغي إزالتها. ولتحديد الهوية
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إدـدى قواعـد بياسـات النيوكليوتايـد الشـاملة. وينبغـي أن يـتع البحـ  في قاعـدت بياسـات بنـك الجينــات             لمقارستـه مـع  

GenBank     للنيوكليوتايــد  ــير الزائــد علــى الموقــع الإلكتروســي للمركــز الــوطني لمعلومــات التكنولوجيــا البيولوجيــة أو 

الأرشيف الأوروبي للنيوكليوتايد على الموقـع الإلكتروسـي لمختـبر البيولوجيـا الجزئيـة الأوروبـي باسـتخداا أدات البحـ          

Basic Local Alignment Search Tool (BLASTوبالإضا .) فة إلى ذلك، ينبغي أن يرتكز تحديد الهوية على تجميع

 ( في العر  الذي يتخذ شكا شجرت )تصا النقا  المتجاورت(.BLASTعنقودي محدد لنتائج )

في المائـة مـن    90اللجنة الدولية لتصنيف الفيروسات، المعيار الرئيسي لتحديد هوية الأسوا  هو أك ـر مـن    ووفقاث 

(. ومع ذلـك، إذا أاهـر التسلسـا الـذي جـرى الحصـول عليـه هويـة تقـرب          2011رون، وآخ Owensهوية التسلسا )

المائة، ينبغي إدراج معلمات إضافية، م ا الخصائص البيولوجية. ويبح  فريـا الدراسـة المعـني بـالفيرود في      في 90 من

 الأسوا . اللجنة الدولية لتصنيف الفيروسات دالياث تصنيف الفيرودات ومعايير تحديد الفواصا بين 

في المائة، م لاث، عندما سيقدا تسلسـا معـين إلى قاعـدت بياسـات أو عنـد       100وعندما تكون دقة التسلسا المطلوبة  

الاشتباه بأسوا  فيرود جديدت، مـن ال ـروري إجـرا  تفاعـا البلمـرت التسلسـلي يماسيـة ليغطـي منطقـة تسلسـلات البادئـات            

ي الأول. وقـد يكـون مطلوبـاث    المستخدمة لتفاعا البلمرت التسلسلي الأول وكذلك أية قواعد  ام ة من تفاعـا البلمـرت التسلسـل   

لهذا الغر  تصميع مجموعة جديدت من البادئات من التسلسا الأولي، ولكن قد يكون كافياث استخداا زوجي بادئات شملول 

 . Vid و

 السجلات  -5

بروتوكولات تشخيص الآفـات  ) 27ينبغي الادتفاا بالسجلات والبراهين دسبما هو مبين في المعيار الدولي رقع  

 ضعة للوائح(الخا

وفي الحالات التي قد تتأيمر فيها أطراا متعاقدت أخرى بنتـائج التشـخيص، وبخاصـة في دالـة عـدا الامت ـال وفي        

دالة اهور فيرود درسة البطاطا المغزلية في منطقة معينة للمرت الأولى، ينبغي الادتفاا بالمواد الإضافية التالية ب ت من تتبعـاث  

 كاملا:

درجـة مئويـة تحـت     80ينبغي الادتفاا بالعينة الأصلية )إذا ما زالت متوفرت( مجمَّدت عند درجة درارت  -

 الصفر أو تجمّد تجميداث جافاث وتحفظ في درجة درارت الغرفة.

درجـة مئويـة    80الاقت ا ، الادتفاا باستخراجات الحمض النووي الريبي عند درجة دـرارت   عندينبغي،  -

 تحت الصفر

تفاعـا البلمـرت التسلسـلي بالنسـ  العكسـي عنـد درجـة         عند الاقت ا ، الادتفاا بنواتج ت خيع ينبغي، -

  .مئوية تحت الصفر 80مئوية تحت الصفر إلى  20درارت 

 ملفات تتبع تسلسا الحمض النووي المستخدمة لتوليد تسلسا توافقي لتحديد هوية العينات.  -

لوجية مختلفة عن الخلاصات المسجلة سـابقا، ينبغـي أن يقـدا    وإذا تبين أن للخلاصة خصائص جزيئية أو بيو 

)قاعـدت البياسـات الشـاملة عـن الحجـر الصـحي لآفـات         Q-bankإلى منشأت أرشيف لآفات النباتات معترا بها )م ـا،  

 )معهد لايبنيز الألماسي لجمع الكائنات المجهرية ومنابت الخلايا(.  DSMZوأمرا  النباتات( و
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ليا على أن أي من الاختبارات المذكورت أخفـا في الكشـف عـن خلاصـة معينـة لفـيرود درسـة        وإذا كان هناك د 

الطاطا المغزلية، ينبغي إرسال تفاصيا الخلاصة )يف ا رقع دخول بنـك الجينـات( إلى أماسـة الاتفاقيـة الدوليـة لحمايـة       

 النباتات.
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 التحقق منهاوعل   : نظر  عامة عل  البيانات للبروتوكولات المستخدمة لاكتشاف فيرود درنة البطاطا المغزلية في أنواع مختلفة من المواد المضيفة1الجدول 

 

 ملاضظات بشأن التحقق من الصحة طريقة الكشف استخراج الحمض النووي إعداد العينة ضجم العينة المصفوفة

ــراا  3.5  راا 1 أوراق بندورت   ــتراوح  )ملليغـ -2:1بـ

زائد   GH)وزن/دجع(( من  5:1

 Homex 6محلــول دارى  مــع  

(Bioreba) 

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات  

Kit  (Qiagen)   أو طقـــع أدوات

Sbeadex maxi plant kit (LGC 

Genomics)  ــاا ــى سلمــــ علــــ

KingFisher 96 (Thermo 

Scientific) 

تفاعــا البلمــرت التسلســلي    

ــ    ــزيع النسـ ــتخداا إسـ باسـ

ــي  : (RT-PCR)العكســـــ

ــص  ، GenPospiفحــــــــ

Botermans  ،ــرون وآخـــــ
2013 

دتى معـدل إصـابة    Pospiviroidكشف جميع أسوا  فيرودات : ضد الكشف 

مرت(. مع يقين  770أي ما يعادل يفيفاث قدره في المائة ) 0.13سسبي يصا إلى 

 في المائة لتخفيف أوراق البندورت المصابة في بندورت سليمة  99.7بنسبة 

متخصصـــة إلى درجـــة عاليـــة بـــأسوا  فـــيرودات ا صوصىىىية التحليليىىىة: 
pospiviroid 

  البندورتلا تأيمير على أوراق  الانتقائية:

 في المائة 100 التكرار وقابلية الإعاد :

(Naktuinbouw, 2012a ؛Botermans  ،؛ 2013وآخــرونNPPO-NL, 

2013d) 

 5:1-2:1ملليغراا )بتراوح  3.5  راا 1 أوراق بندورت  

ــن   ــع(( مـ ــد  GH)وزن/دجـ زائـ

 Homex 6محلول دارى  مع 

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات 

Kit 
RT-PCR  ــت في الوقــــــــ

 الحقيقي

 Boonham  ،وآخـــــــرون

(2004) 

مـر ت يفيـف أوراق البنـدورت     10 000الكشف عن ما يصا إلى : ضد الكشف

 المصابة في بندورت سليمة

(، فـيرود  MPVd) Mexican papita viroid كشـف  ا صوصية التحليلية:

 Tomato chlorotic dwarf viroid، (PSTVd)درســة البطاطــا المغزليــة 

(TCDVd ،)Tomato planta macho viroid (TPMVd ــض ( )بعـ

 الخصالات(

   البندورتلا تأيمير على أوراق  الانتقائية:

 (Naktuinbouw, 2012b) في المائة 100التكرار وقابلية الإعاد : 
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 5:1-2:1ملليغراا )بتراوح  3.5  راا 1 أوراق بندورت  

ــن   ــع(( مـ ــد  GH)وزن/دجـ زائـ

 Homex 6محلول دارى  مع 

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات 

Kit 
RT-PCR:  بادئـــــات     

Pospi1 –  ــامي أمـــــــــــ

 عكســــــــــي، -Pospi1و

Verhoeven  ،وآخـــــــرون

(2004) 

 )باسـت نا   Pospiviroidالكشـف عـن جميـع أسـوا  فـيرودات      : ضد الكشف

Columneae latent lviroid  (CLVd  بمعدل إصابة سسبي يصا إلى علـى ))

 في المائة يفيف أوراق البندورت المصابة في بندورت سليمة  2.5الأقا 

، جـنس  Hop latent viroid (HpLVd الكشف عـن ا صوصية التحليلية: 

Cocadviroid)  وفيرود درسة البطاطا المغزلية 

 لا تأيمير على أوراق البندورت  الانتقائية:

  في المائة 100 التكرار وقابلية الإعاد :

(NPPO-NL, 2013a) 

 5:1-2:1ملليغراا )بتراوح  3.5  راا 1 أوراق بندورت 

ــن   ــع(( مـ ــد  GH)وزن/دجـ زائـ

 Homex 6محلول دارى  مع 

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات  

Kit 
RT-PCR:  بادئـــــات     

Vid - / ــامي  -Vidأمــــــ

ــي،   Verhoeven عكسـ

 (2004وآخرون، )

 (PSTVd)درسـة البطاطـا المغزليـة     وفيرود  CLVdالكشف عن ضد الكشف: 

في المائة  10في المائة )100بمعدل إصابة سسبي يصا إلى على الأقا  TCDVdو

 *( يفيف أوراق البندورت المصابة في بندورت سليمة  CLVdلـ 

 – 1Pospi مكملة لبادئات  CLVdصممت البادئات في الأصا للكشف عن  *

 (2004وآخرون، ) RT-PCR ، Verhoevenعكسي  - Pospi1أمامي/

ــف  ا صوصىىية التحليليىىة:  ــة   ، CLVdكش ــا المغزلي ــة البطاط ــيرود درس  ف

PSTVd، TCDVd  

 لا تأيمير على أوراق البندورت  الانتقائية:

  في المائة 100 التكرار وقابلية الإعاد :

(NPPO-NL, 2013b) 
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 ملاضظات بشأن التحقق من الصحة طريقة الكشف استخراج الحمض النووي إعداد العينة ضجم العينة المصفوفة

 5:1-2:1ملليغراا )بتراوح  3.5  راا 1 أوراق بندورت  

ــن   ــع(( م ــد   GH)وزن/دج زائ

 Homex 6محلول دارى  مع  

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات  

Kit 
RT-PCR:Shamloul  

 (1997خرون، )آو

في  10إصـابة سسـبي يصـا إلى علـى الأقـا      1الكشف عن معـدل   ضد الكشف:

 المائة يفيف أوراق البندورت المصابة في بندورت سليمة 

 فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة     ،MPVdالكشف عـن   ا صوصية التحليلية:

PSTVd ،TCDVd ،TPMVd )بعض الخلاصات( 

  البندورت لا تأيمير على أوراق الانتقائية:

  في المائة 100 :التكرار وقابلية الإعاد 

(NPPO-NL, 2013c) 

ــذرت  3000 بذور بندورت بـــــ

 1000)اختبرت 

ــلاث   ــذرت يمــ بــ

 مرات(

 5:1-2:1ملليغراا )بـتراوح    20

ــن   ــع(( م ــد   GH)وزن/دج زائ

 BagMixerمحلـول دارى  مـع   

(Interscience)  

 Sbeadex maxi plantطقع أدوات 

kit   على سلمااKingFisher 96  

RT-PCR  ــت في الوقــــــــ

 الحقيقي

Boonham  ،وآخــــــــرون

(2004) 

 خصائص أدا  الفحص كما لأوراق البندورت 

في   95من  بذرت أقا 1000ادتمال الكشف عن بذرت واددت مصابة في عينة من 

بسبب التلـوث  بذرت  1000المائة عند اختبار يملاث عينات فرعية كا منها من 

السريع لفيرود درسة البطاطا المغزلية من ال مار المصابة إلى البذور السليمة أيمنـا   

سـاز( البـذور، هنـاك ادتمـال     یمعالجة )باستخداا المعالجة بالتخمير والبكـت 

 ,Naktuinbouwكـبير لأن تكـون هنـاك بـذور ملويمـة أك ـر في عينـة معينـة )        

2012c). 
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 ملاضظات بشأن التحقق من الصحة طريقة الكشف استخراج الحمض النووي إعداد العينة ضجم العينة المصفوفة

أوراق بطاطــــــــــــا  

)مســتنبتة في  ــرا  

ــتنبات(  ــات اس وسبات

ــتنبتة في  بطاطـــا مسـ

  .أسابيب مختبرية

في المائــة  10مــن  لترميكــرو 20 ملليغراا  200

،  (SDS)كبريتـــات الصـــوديوا  

دارئ اســتخراج  لترميكــرو 180و

LiCl فينول  لترميكرو 400، و– 

 كلوروفورا  مع أجران ومدقات

كلوروفورا واستخراج بولي  –الفينول

 إيتيلين  ليكول ذو الخطوتين

ارتحــال كهربــائي هلامــي   

ــي   ــدي عَكْسِ ــولي أكريلامي ب

PAGE)) 2 

فيرود درسة البطاطا المغزلية؛ كان ذلـك هـو    بيكو راا من 2465 :ضد الكشف

 الأقا دساسية من الطرق الجزيئية التي استخدمت في اختبار دلقة دولي

 Pospiviroidالكشـف عـن جميـع أسـوا  فـيرودات       ا صوصية التحليليىة: 

 المعروفة

لا تأيمير على صنف البطاطا أو أوراق البطاطا أو النباتـات المسـتنبتة   . الاستقائية

  في أسابيب مختبرية 

ــة في  51قابليــة الإعــادت  :قابليىىة التكىىرار وقابليىىة الإعىىاد    87,893في المائ

بيكو راا من فيرود درسة البطاطا المغزلية )أعلـى تركيـز لفـيرود درسـة البطاطـا      

 في المائة على دد الكشف  42المغزلية اختبر( و

أوراق بطاطــــــــــــا  

)مســتنبتة في  ــرا  

ــات   ــتنبات( وسبات اس

ــتنبتة في  بطاطـــا مسـ

 .أسابيب مختبرية

)وزن/دجع( مـع   5:1-1بتراوح  ملليغراا  200

Ames (EPPO 2004 )دارى  

  مع أجران ومدقات

 (.Agdia, Inc شـا  )  الت بيت على

كلوروفورا واستخراج بولي  –الفينول

 إيتيلين  ليكول ذو الخطوتين

بيكو راا من فيرود درسة البطاطا المغزليـة )أدسـى    17على الأقا  ضد الكشف:  2فحص ديجوكسيجينين

 تركيز اختبر(

 Pospiviroid: الكشـف عـن جميـع أسـوا  فـيرودات      ا صوصية التحليليىة 

 المعروفة

لا تأيمير على صنف البطاطا أو أوراق البطاطا أو النباتات النباتات : الانتقائية

  المستنبتة في أسابيب مختبرية 

 87,893في المائــة في  100قابليــة الإعــادت  :قابليىىة التكىىرار وقابليىىة الإعىىاد 

بيكـو راا مـن    17في المائة على  23بيكو راا من فيرود درسة البطاطا المغزلية و

 المغزلية فيرود درسة البطاطا 
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أوراق بطاطــــــــــــا  

)مســتنبتة في  ــرا  

ــات   ــتنبات( وسبات اس

ــتنبتة في  بطاطـــا مسـ

 أسابيب مختبرية.

50-500 

 ملليغراا

ــتراوح  ــع( مــع   9-1ب )وزن/دج

 مـــع  RH (Qiagen)دارى  

ــزي و  ــرد مركــ ــوب طــ  أسبــ

micropestle  أوHomex 6 

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات  

Kit 
RT-من طريقـة   2وخطوتان 

PCR   ــتخداا ــة باس التقليدي

وآخرين  Shamloulبادئات 

(1997) 

 بيكو راا من فيرود درسة البطاطا المغزلية  17على الأقا  ضد الكشف:

فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة،     ، PVdالكشـف عـن    ا صوصية التحليلية:

TCDVd ،TPMVd 

لا تــأيمير علــى صــنف البطاطــا أو أوراق البطاطــا أو أو النباتــات  : الانتقائيىىة

 النباتات المستنبتة في أسابيب مختبرية  

ــة في  78قابليــة الإعــادت  :قابليىىة التكىىرار وقابليىىة الإعىىاد    87,893في المائ

بيكو راا من فيرود درسة البطاطا المغزلية )أعلـى تركيـز لفـيرود درسـة البطاطـا      

 بيكو راا من فيرود درسة البطاطا المغزلية  17في المائة على  44المغزلية اختبر( و

أوراق بطاطــــــــــــا  

)مســتنبتة في  ــرا  

ــات   ــتنبات( وسبات اس

ــتنبتة في  بطاطـــا مسـ

 .أسابيب مختبرية

 5:1-2:1ملليغراا )بتراوح  3.5  راا 1

)وزن/دجع(( من المحلول الدارئ 

GH plus   معHomex 6 

 5:1-2:1ملليغـــراا )بـــتراوح  3.5

)وزن/دجع(( مـن المحلـول الـدارئ    

GH plus  معHomex 6 

ــع أدوات    RNeasyطقــ

Plant Mini Kit  ــع أو طق

 Sbeadex maxiأدوات 

plant kit   ــاا علـــى سلمـ
KingFisher 96 

 وراق البندورت تحليا خصائص الأدا  كما لأ

 تلوث مع الفيروسات التي تحدث عادت في البطاطاالحساسية التحليلية: 

لا تــأيمير علــى أوراق البطاطــا أو النباتــات المســتنبتة في أسابيــب  : الانتقائيىىة

 مختبرية  

في المائة في عينة 100)كشف  100جرى التحقا من معدلات استك ار تصا إلى 

 NAK, 2011 ورقة سليمة؛ 99تتألف من ورقة واددت مصابة و
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أوراق بطاطــــــــــــا  

)مســتنبتة في  ــرا  

ــات   ــتنبات( وسبات اس

ودرســـــات بطاطـــــا 

ــب  ــتنبتة في أسابي مس

 مختبرية

ــراا أوراق  1.5  

جــــــــراا  5أو 

 درسات

دارى   لترميكــــرو 600دــــوالي 

ملليغـــراا  3لــلأوراق أو دــوالي   

دارى  للدرسات )اختيار الـدارى   

تبعـــــاث لطريقـــــة الاســـــتخراج 

 المستخدمة(

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات  

Kit ــد  ، أو ــتخراج بروميـــــ اســـــ

ترةي يلاموسيـــوا ســـيتيا، أو طقـــع 

دوات عزل الحمض النووي الـريبي  أ

(Gentra Systems تجـــــدر ،)

ــة أن طقــع الأدوات لم يعــد    ملادلم

   متوفراث

RT-PCR  ــت في الوقــــــــ

 الحقيقي:

Boonham  ،وآخــــــــرون

(2004) 

مرت يفيـف لاسسـجة مصـابة     10,000الكشف عن ما يصا إلى  ضد الكشف:

 في أسسجة سليمة

 فـيرود درسـة البطاطـا المغزليـة     ،MPVdالكشـف عـن   : الحساسية التحليلية

PSTVd   ،TCDVd ،TPMVd  بعـــض الخلاصـــات(؛ لا تلـــوث مـــع(

 الفيروسات التي تحدث عادت في البطاطا

لا تــأيمير علــى أوراق البطاطــا أو النباتــات المســتنبتة في أسابيــب  : الانتقائيىىة

 مختبرية أو الدرسات

)اختبـار دلقـة شـاركت فيـه       في المائـة  100 قابلية التكرار وقابلية الإعاد :

 أربعة مختبرات(

في المائة في عينة 100)كشف  100جرى التحقا من معدلات استك ار تصا إلى 

، وآخـرون  Roenhorst ورقـة سـليمة؛   99تتألف من ورقـة وادـدت مصـابة و    

2005 ،2006 
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أسوا  سباتـات الزينـة   

 )أوراق(

 5:1-2:1ملليغراا )بتراوح  3.5  راا 1

)وزن/دجع(( من المحلول الدارئ 

GH plus   معHomex 6 

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات  

Kit  أو طقع أدواتSbeadex maxi 

plant kit   على سلمااKingFisher 

96 

RT-PCR  ــت في الوقــــــــ

 الحقيقي:

ــص  ، GenPospiفحــــــــ

Botermans  ،ــرون وآخـــــ

(2013) 

 وراق البندورت تحليا خصائص الأدا  كما لأ

)مركّبـات   واستقائيـة  Pospiviroidفـيرودات    تركيـز  التحليليىة: الحساسىية  

 م بطة( في عصارت الورقة تبعاث  لأسوا  النبات

ــا إلى    ــتك ار تص ــدلات اس ــن مع ــا م ـــ   25جــرى التحق ، ,Brugmansiaل

Calibrachoa،Cestrum ،Dahlia،Nematanthus,،Petunia ،

Solanum jasminoides، Streptosolen jamesonii  تجــدر ملادلمــة أن

شوهدت    Calibrachoa, ،S. jasminoides S. jamesoniiبالنسبة لمصفوفة 

. يبدو أن بالنسـبة لـبعض المحاصـيا،    100تأيميرات  على يفيف يزيد على 

، فترت الصيف هي الفـترت المناسـبة فقـط لإجـرا  اختبـار )ةكـن       Dahlia م ا

 (Naktuinbouw, 2012aالركون إليه( )

سباتـات الزينـة   أسوا  

 )أوراق(

ــت  RT-PCR    راا 1 في الوقــــــــ

 الحقيقي:

Boonham  ،وآخــــــــرون

(2004) 

 وراق البندورتتحليا خصائص الأدا  كما لأ

)مركّبــات  واستقائيــة Pospiviroidفــيرودات  تركيــز: الحساسىىية التحليليىىة

 م بطة( في عصارت الورقة تبعاث لأسوا  النبات

ــا إلى    ــتك ار تص ــدلات اس ــن مع ــا م ـــ   25جــرى التحق ، ,Brugmansiaل

Calibrachoa ، Dahlia،Petunia ،S. jasminoides  ،S. jamesonii  

، Calibrachoa, ،S. jasminoidesلادــــــظ أن بالنســــــبة لمصــــــفوفة   

S. jamesonii    ــى ــد عل ــى يفيــف يزي ــأيميرات عل ــدو أن  100شــوهدت ت يب

، فـترت الصـيف هـي فقـط الفـترت      Dahliaا لـبعض المحاصـيا، م  ـ   بالنسبة 

 (Naktuinbouw, 2012b)المناسبة لإجرا  اختبار )ةكن الركون إليه( 



7البروتوكول التشخيصي  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 

 Page 38 of 39 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 ملاضظات بشأن التحقق من الصحة طريقة الكشف استخراج الحمض النووي إعداد العينة ضجم العينة المصفوفة

ــدورت وأوراق   أوراق بن

ودرســـــات وبـــــذور 

بطاطـــــا، وأســـــوا  

ــة  ــات الزينـــ سباتـــ

 )أوراق(

ــراا اوراق أو  1  

درسات بطاطـا أو  

ــات أوراق  دمغـــ

ــية  ــى أ شــ علــ

 سايلون

ــتراوح  10 ــراا )ب  1:10-1ملليغ

)وزن/دجع(( مع دارئ الفوسفات 

(PBS)  معHomex 6 

طــرق مباشــرت )دمــ  الأسســجة(، أو 

 RNeasy Plant Miniطقـع أدوات  

Kit   ــض ــزل الحم ــع أدوات ع أو طق

 (Mo Bioالنووي الريبي كيت )

RT-PCR  ــت في الوقــــــــ

 الحقيقي:

Bertolini   ،وآخـــــــــرون

(2010) 

ــا يصــا   : نعىى ضىىد الكشىىف  مــرت يفيــف لأوراق   10,000الكشــف عم

S. jasminoides   لـ  مصابة في أوراق سليمةjasminoides  وللبندورت 

 TCDVd و CLVd PSTVd: الكشف عن ا صوصية التحليلية

 لا تأيمير على أوراق البطاطا أو درساتها أو بذور البندورت : الانتقائية

شـاركت فيـه    )اختبـار دلقـة   في المائـة  100 :قابلية التكرار وقابلية الإعىاد  

 يملايمة مختبرات(

في المائـة، وكاسـت خصوصـية التشـخيص      100كاست الحساسية التشخيصـية  

 Murciaفي المائــة والدقــة النســبية مقارســة بطريقــة الــتهجين الجزيئــي ) 100

في المائة. وأجري التحقـا مـن صـحة الاختبـار علـى        100( 2009خرون آو

 و .Brugmansia spp و S. jasminoidesعينــات دقليــة لأصــناا  208

Datura spp و Petunia spp وDendrathema spp  وبطاطا وبندورت. من بين

سلبية صحيحة بكا من  150إيجابية صحيحة و 43، كاست 208العينات الـ 

عينة إيجابية زائفـة بـالتهجين الـذي كشـف فيـه عـن        15الطريقتين.  كاست 

ــيرود  ــ   Tomato apical stunt viroid (TASVd)ف  Citrusيرود وف

exocortis viroid  (CEVd)  .  

 لم تكن هناك عينات سلبية زائفة

ملليغرا دارى (. جـرى تحديـد الحـد النسـبي للكشـف عـن طريـا         3  راا مادت أوراق: 1في المائة )بنسبة  100 ير مخففة مصابة  لأن تركيز الفيرود في مادت الاختبار الأصلية  ير معروا، لبعض الفحوص يعبر عن دد الكشف )الحساسية(  كقيمة سسبية . تعتبر عصارت ورقة  1

فـات معياريـة لإعطـا  قيـا  محـافظ مـع       (، وأضيفت يملايمة انحرا32( تقا عن Ctصة لايزال من الممكن الكشف عنها )دورت دد )اختبار ثماسية مخففات تسلسلية لعصارت ورقة مصابة في عصارت ورقة سليمة. يعرا الحد النسبي للكشف كمتوسط أدسى معدل إصابة سسبي لكا خلا

 (.2013خرون آو Botermans et alفي المائة ) 99.7يقين 
2

 .(Jeffries and James ,2005( قورستا في اختبار دلقة دولي. ) 1997وآخرون، ) Shamloul من خطوتين،  باستخداا بادئات  PCR-RTو تفاعا البلمرت التسلسلي باستخداا إسزيع النس  العكسي  PAGE-Rالطرق ال لاث، الارتحال الكهربائي الهلامي البولي الأكريلاميدي الَعكسِي   



الآفات الخاضعة للوائحبروتوكولات تشخيص  7البروتوكول التشخيصي    

Page 39 of 39 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 تاريخ المطبوع

 هذا ليس جز اث رئيسياث من المعيار

 (002-06) أضافت الدورت ال اسية لهيئة تدابير الصحة النباتية موضو  لبرسامج العما )  2007-03

 راجع فريا الخبرا  المعني ببروتوكولات التشخيص مسودت البروتوكول 2012-11

 وافقت لجنة المعايير بقرار إلكتروسي إلى مشاورت الأع ا    2013-03

(2013_eSC_May_10) 
 اسعقاد مشاورت الأع ا    2013-07

 استعر  فريا الخبرا  المعني ببروتوكولات التشخيص مسودت البروتوكول   2014-07

 ة المعايير للموافقة عليها لاعتمادهاوافا فريا الخبرا  المعني ببروتوكولات التشخيص بقرار إلكتروسي إلى لجن  2014-09

(2014_eTPDP_September_01) 

 وافقت لجنة المعايير عليها بقرار إلكتروسي إلى فترت الإخطار لبروتوكول التشخيص   2014-11

(2014_eSC_Nov_13) 

 فترت الإخطار   2014-12

 اعتمدت لجنة المعايير بروتوكول التشخيص سيابة عن هيئة تدابير الصحة النباتية  )لم تتلا أي اعتراضات رسمية(  2015-01

 ، الفاوالاتفاقية الدولية لوقاية النباتات (. روما،2016) فيرود درسة البطاطا المغزلية 7الملحق  27المعيار الدولي رقم 

مـن الـدورت    عايير بعد إلغـا   الإجـرا  المعيـاري   أدرجت أماسة الاتفاقية التعديلات التحريرية و يرت شكا الم 2015-07

 (2015العاشرت للهيئة )

 ص تسلسـا بادئـة ال ـبط الـداخلي    يخ ـاعتمدت لجنة المعايير التنقيح التقني لبروتوكول التشخيص هذا فيما  2016-05

COX-F ( تماشـــــي ا مـــــع المرجـــــع الـــــوارد في المؤلفـــــات العلميـــــة المقـــــداWeller  ،2000وآخـــــرون ) 

 (  (2004وآخـــرين ) Boonhamفي الوقـــت الحقيقـــي باســـتخداا بادئـــات   PCR-RT 2-4-3-3)القســـع  

(2016_eSC_May_15 .) التسلسـلين في النسـخة   ب علمـاث  فريـا الخـبرا  المعـني ببروتوكـولات التشـخيص      وأخـذ

 . وآخرين Wellerالتسلسا الحالي بحسب عما بالسابقة لبروتوكول التشخيص و

 .2016-2005في  كان آخر تعديا لتاري  المطبو 


