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 3-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  معلومات حول الآفة -1
 
الأوبئة ثر الأمراض إضــــراراً بالحمضــــيات و أك بأحد Citrus tristeza virus يتســــبب فيروس ترِيســــتيزا الحمضــــيات 

). تشــــــير كلمة "تريســــــتيزا"، التي تعني باللغة Moreno et al., 2008( تدميراً التي غيرّت مســــــار قطاع الحمضــــــياتالأشــــــد 
 البرتغـــاليـــة "الحزن" أو "الكـــآبـــة"، إلى التـــدهور الـــذي يظهر على الكثير من أنواع الحمضــــــــــــــيـــات حين تطعّم على جـــذر

)Citrus aurantium( البرتقال المر أو )Citrus limon ()يمون الحامض). وعلى الرغم من أن تريســتيزا هو بشــكل عام الل
) فإن بعض ســـلالات هذا الفيروس تتســـبب بمتلازمات أخرى بما فيها Román et al., 2004( مرض يصـــيب اتحاد البراعم

 طعمةمتنقر الســــــــــوق والتقزم وتراجع الإنتاجية ورداءة جودة الثمار لدى العديد من الأصــــــــــناف التجارية حتى حين تكون 
 .على جذور مقاومة لتريستيزا

 
من الأرجح أن فيروس ترِيســـــتيزا الحمضـــــيات قد نشـــــأ في ماليزيا وغيرها من بلدان جنوب شـــــرق آســـــيا التي تعد و  

واد الأعظم للبلدان التي تنمو فيها الحمضــــيات من خلال انتقال الم الســــوادانتشــــر من ثم في و المنشــــأ المفترض للحمضــــيات 
 بالآفة. وقد أدى الانتشـــــــــار المحلي للآفة في مراحل تالية، تســـــــــببت به أصـــــــــناف الأرقات الناقلة للمرض،النباتية المصـــــــــابة 

 .إلى أوبئة كبرى
 
أشجار مطعمة على جذر البرتقال المر في جنوب أفريقيا خلال مطلع القرن العشرين،  فناءأفيد للمرة الأولى عن و  

زا لأرجح أن ذلك قد حدث عقب إدخال نبتات مصـــــــــــــابة بفيروس ترِيســـــــــــــتيوفي الأرجنتين والبرازيل خلال الثلاثينيات، وا
 Toxoptera citricida( )الحمضـــــيات التي تفشـــــت فيها أرقة الحمضـــــيات الســـــوداء توكســـــوبتيرا ســـــيتريســـــيدا (كيركالدي

Kirkaldy ( .لحمضـــــيات قد فتك اإن التدهور الذي يتســـــبب به فيروس ترِيســـــتيزا و التي تعد الأكثر فعالية في نقل الفيروس
 ).Cambra et al., 2000a؛ Bar-Joseph et al., 1989( بأشـــــــــــجار مطعمة على جذر البرتقال المر أو أصـــــــــــابها بالعقم

 وقد تفشــــــــــى فيروس ترِيســــــــــتيزا الحمضــــــــــيات في الولايات المتحدة وبعض بلدان البحر الكاريبي وبعض البلدان المتوســــــــــطية
ـــــــــ وقد أصاب  (لا سيما إيطاليا والمغرب). لا سيما الأرجنتين والبرازيل في الأمريكتين (مليون شجرة  38الفيروس ما يقدر بـ

 مليون شــــــجرة في حوض البحر الأبيض المتوســــــط (لا ســــــيما إســــــبانيا 60وفنزويلا وولاية كاليفورنيا (الولايات المتحدة))، و
مليون  100فيصبح المجموع أكثر من مليون شجرة) وما يقدر بخمسة ملايين شجرة في أمكنة أخرى،  50مع إصابة حوالي 

يمكن مكافحة مرض تريســـــتيزا عبر اســـــتخدام أنواع من جذور الحمضـــــيات المتحملة لآفة تريســـــتيزا. هناك بعض و شـــــجرة. 
الســــــــــلالات العدائية للفيروس التي تتســــــــــبب بتنقر الســــــــــوق في أصــــــــــناف معينة من الحمضــــــــــيات، بغض النظر عن الجذر 

كبيراً في جودة الثمرة والغلة لدى عدة ملايين من الأشـــجار المصـــابة بهذه الســـلالات العدائية يؤثر ذلك تأثيراً  و المســـتخدم. 
في معظم قطاعات الحمضــــيات حول العالم، باســــتثناء تلك الموجودة في حوض البحر الأبيض المتوســــط حيث الســــلالات 

الســــــــــــــوق، اعتمــدت بعض قطــاعــات من أجــل التعــاطي بفعــاليــة مع مرض تنقر و العــدائيــة غير موجودة أو غير مهيمنــة. 
 الحمضـــــــــــيات اســـــــــــتراتيجية تقضـــــــــــي بتلقيح الأشـــــــــــجار بشـــــــــــكل وقائي بواســـــــــــطة ســـــــــــلالات متوســـــــــــطة الحدة لفيروس

 da Graça and van؛ Broadbent et al., 1991( ترِيســـــــتيزا الحمضـــــــيات، أو ممارســـــــة الحماية الوقائية بواســـــــطة التلقيح

Vuuren, 2010(. 
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 4-15 يتشخيصروتوكول ب

فرار الحمضــــــيات العنصــــــر الأكبر والأكثر تعقيداً في جنس كلوســــــتيروفيروس (فيروس اصــــــيعتبر فيروس ترِيســــــتيزا و  
تتســـم الجســـيمات الحموية بأشـــكالها المتلوية والخيطية، ويبلغ طولها و ). Closterovirus) (Moreno et al., 2008( البنجر

ديلة. غير مقطع وإيجابي الاتجاه وأحادي الج الريّبينانومتراً وهي تحتوي جينوم للحمض النووي  11نانومتر وقطرها  2 000
بروتيناً ومنطقتين  17ما لا يقل عن  بترميز يقوم طاراً مفتوح القراءةإ 12 على يحتوي جينوم فيروس تريســـــــــيتيزا الحمضـــــــــيات

 كيلودالتون  27.4فيرمّزان بروتينـــــــات ذات أوزان جزيئيـــــــة تبلغ  8و 7غير مترجمتين. أمـــــــا الإطـــــــاران مفتوحـــــــا القراءة 
 (P27)كيلودالتون  24.9و (P25).  تم تحــديــدهــا على أ�ــا القشــــــــــــــور البروتينيــة للفيروس. إن تنوعّ فيروس ترِيســــــــــــــتيزا وقــد

ن خلال إعادة التكوّ  من نمياعن المجموعة الأصل أو  اشتق تركيبان وراثيانالحمضيات أكبر مما كان يعتقد في السابق؛ فقد 
مجموعات الفيروس الموجودة في أشجار الحمضيات عبارة عن  أمّا). و Harper et al., 2008( مع سلالات موصوفة سابقاً 

ة نووية فيروســية شــائبة بيمعقد من التركيبات الوراثية للفيروس وأحماض ري أكثر من مزيجأشــباه أصــناف بطبيعتها، ذلك أنّ 
ين تلــك عيم والاختلاط بخلال مرحلــة التكــاثر الخضــــــــــــــري لعزلات الفيروس على المــدى البعيــد من خلال التط قــد تطور

 جراء ذلك، تحتوي عزلات الفيروس أعداداً من تســــــــلســــــــلات متباينة، يهيمنو العزلات وبين العزلات التي تنقلها الأرقات. 
 ).Moreno et al., 2008( تسلسل واحد منها عادة على سواه

 
 صـــــابة بالفيروس.بمواد نباتية مينتقل الفيروس بســـــهولة في ســـــياق الاختبارات عبر تطعيم الحمضـــــيات الســـــليمة و  

كما ينتقل طبيعياً من خلال أنواع معينة لأرقة الحمضـــــيات الســـــوداء بطريقة شـــــبه مطردة. أما الناقل الأكثر فعالية لفيروس 
 تتســـم ت. ســـيتريســـيدا بحضـــورها الراســـخ في كل .)T. citricida( تريســـتيزا الحمضـــيات حول العالم، فهي ت. ســـيتريســـيدا

ليا وأفريقيا جنوب الصـــحراء الكبرى وأمريكا الوســـطى والجنوبية ومنطقة البحر الكاريبي وفلوريدا (الولايات من آســـيا وأســـترا
 .)Moreno et al., 2008؛ Ilharco et al., 2005( المتحدة) وشمال البر الإسباني الرئيسي والبرتغال فضلاً عن جزر ماديرا

تعد الناقل الرئيسـي للفيروس في إسـبانيا وإسـرائيل وبعض مناطق ) Aphis gossypii Glover( بيد أن أفيس غوسـيبي غلوفر
) T. citricida( زراعة الحمضــــــــــــــيات في كاليفورنيا (الولايات المتحدة) وكل المواقع التي تغيب عنها ت. ســــــــــــــيتريســــــــــــــيدا

)Yokomi et al., 1989 ؛Cambra et al., 2000a ؛Marroquín et al., 2004( ية النسب التأثيرات. هناك تقارير تفيد عن
 ). وهناك أنواع أخرىGottwald et al., 1997( في انتشـــــــــــار فيروس ترِيســـــــــــتيزا الحمضـــــــــــيات لأصـــــــــــناف الأرقات الناقلة

)، بما فيها Moreno et al., 2008( من الأرقات التي وصـــــــفت كذلك على أ�ا من ناقلات فيروس ترِيســـــــتيزا الحمضـــــــيات
ــــاتش  Toxoptera aurantii ()Boyer de( وتوكســــــــــــــوبتيرا أورانتي) Aphis spiraecola Patch( أفيس ســــــــــــــبيريكولا ب

Fonsicolombe(وميزوس برســـــــــيكي ، )Myzus persicae ()Sulzer( وآفيس كراكســـــــــيفورا كوخ )Aphis craccivora 

Koch (اويورولوكون جاســــي )Uroleucon jaceae( )(Linnaeus.  الأرقات على الرغم من أن الأدلة تشــــير إلى أن أنواع و
 )A. gossypii( وآفيس غوســــيبي) T. citricida( للفيروس مقارنة بتوكســــوبتيرا ســــيتريســــيدا المذكورة هي ناقلات أقل فعالية

في سياق الدراسات الاختبارية لانتقال الآفة، إلا أ�ا من أنواع الأرقات المهيمنة في بعض المناطق وبالتالي يرجح أ�ا تؤدي 
 .)Marroquín et al., 2004( على قلة فعاليتها في النقل بكثرة عددها ضس إذ تعوّ دوراً في انتشار الفيرو 

 
 شـــكّل انتشـــار الفيروس عبر المكان والزمان في بســـاتين الحمضـــيات موضـــوع دراســـات في أنحاء مختلفة من العالمو  

)Gottwald et al., 2002 .(تفصـــل ما بين إدخال أول مصـــدرقدم تلك الدراســـات دليلاً على أن فترة زمنية طويلة قد وت 
 ).Garnsey and Lee, 1988( لزرعة الفيروس وما بين تطور وباء تريستيزا
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 5-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 معلومات تصنيفية -2
 

  )Citrus tristeza virus( فيروس ترِيستيزا الحمضيات  الاسم:

  فيروس تريستيزا  المرادفات:

  )Closteroviridae( فيروسات اصفرار البنجر) Closterovirus( فيروس اصفرار البنجر الوضع التصنيفي:

     فيروس ترِيستيزا الحمضيات، فيروس ترِيستيزا :الأسماء الشائعة
 
 الهوية تحديدالكشف و  طرق -3
 
يمكن كشـــف فيروس تريســـتيزا الحمضـــيات وتحديده بواســـطة اختبارات التضـــخيم البيولوجية أو المصـــلية أو الجزيئية  
اســـــتخدام أي من تلك الاختبارات شـــــرطاً بالحد الأدنى لكشـــــف الفيروس وتحديده (أي خلال ). يعتبر 2و 1 الشـــــكلان(

المنظمة فيها  أما في الحالات التي تفرض التشـــــــخيص الروتيني للآفة حين تكون منتشـــــــرة على نطاق واســـــــع في بلد معين).
عادة، أو كشــــــفه أ فيها في منطقة لا يطر  وسالفير  كشــــــفليقين في تحديد الفيروس (مثلاً  المزيد من ا الوطنية لوقاية النباتات

في شــــــــــــــحنة قادمة من بلد أعلن عن خلوه من الفيروس)، ينبغي تنفيذ المزيد من الاختبارات. وحيثما تنفذ عملية التحديد 
الأولية بواســـــطة اختبار جزيئي للتضـــــخيم، ينبغي للاختبارات اللاحقة أن تكون مصـــــلية، والعكس صـــــحيح. ويمكن إجراء 

 الاختبارات كذلك من أجل تحديد أية من ســــــــــــلالات تريســــــــــــتيزا هي الموجودة، وفي هذه الحالة قد تدعو الحاجة مزيد من
لســــلَة الأمبليكونات بواســــطة تفاعل البوليمراز التســــلســــلي. في جميع الأحوال، لكي تكون الاختبارات قابلة للوثوق  إلى ســــَ

ختبارات التضــــخيم لا الموصــــى بهاســــام التالية وصــــف للتقنيات بها، يجب أن تتضــــمن شــــواهد إيجابية وســــلبية. يرد في الأق
 .مخططاً انسيابياً لعملية تحديد سلالات فيروس ترِيستيزا الحمضيات 2البيولوجية والمصلية والجزيئية. ويعرض الشكل 

 
 جرى وصــــــــــــــف الطرق (بما فيها الإشــــــــــــــارة إلى الأسماء التجارية) بحســــــــــــــب هذا يبروتوكول التشــــــــــــــخيصــــــــــــــالفي  

إن استخدام و ما هي منشورة، إذ أ�ا تحدد المستوى الأصلي للحساسية أو التخصص و/أو قابلية النسخ الذي تم بلوغه. 
أسماء الكواشــــــــف أو المواد الكيميائية أو التجهيزات في البروتوكولات التشــــــــخيصــــــــية هذه لا ينطوي على تأييدها من أجل 

عايير تعديل الإجراءات المخبرية الواردة في البروتوكولات لكي تتواءم مع ميجوز و  استثناء أخرى قد تكون مناسبة هي أيضاً.
 .المختبرات الفردية، شريطة المصادقة عليها بالشكل المناسب

 
  نطاق النباتات العائلة 3-1
 
 الظروف الطبيعية، تصــــــــــــيب آفة تريســــــــــــتيزا بســــــــــــهولة معظم أنواع الحمضــــــــــــيات وأنواع البرتقال الياباني ضــــــــــــمن 
)Fortunella (وبعض الأنواع المعروفة عامة بأ�ا من قريبات الحمضــــــــيات التي تنتمي إلى فصــــــــيلة الســــــــذابيات والمعرضــــــــة 

ـــاتـــات عـــائلـــة لتريســــــــــــــتيزا، وهي  Citropsisو Atalantiaو Afraegleو Aeglopsisو Aegle هي أيضــــــــــــــــاً لأن تكون نب
 Swingleaو Pleiospermiumو Pamburusو Microcitrusو Merrilliaو Hespertusaو Eremocitruو Clausenaو
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 6-15 يتشخيصروتوكول ب

 )Duran-Vila and Moreno, 2000 ؛Timmer et al., 2000.( ـــــا  إن معظم كلونـــــات بونســــــــــــــيروس تريفوليـــــات
Poncirus trifoliata  )البرتقال ثلاثي الأوراق) والكثير من هجيناتها فضــــــــــــــلاً عن فورتونيلا كراســــــــــــــيفوليا Fortunella 

crassifolia  )وبعض أصــــــــــــــنــاف الحمضــــــــــــــيــات الكبرىكوات ميوامك ( )Citrus grandis () البوميلو)، مقــاومــة لمعظم
وبالتالي، فإن الفيروس غائب أو موجود بنسـب متدنية  .)Moreno et al., 2008( الحمضـياتسـلالات فيروس تريسـتيزا 

 يتروس ســــــــــــــيننســــــــــــــيسبرتقــال المنــدرين)، وســــــــــــــ( )Citrus reticulata( جــداً في تلــك الأنواع. أمــا ســــــــــــــيتروس رتيكولاتــا
)Citrus sinensis ()( البرتقال الحلو) وسيتروس لاتيفولياCitrus latifolia () حامض اللايم) فكلها من الأصناف الأشد

 الجريب فروت)، وســــــيتروس أونشــــــيو( )Citrus paradisi( تعرضــــــاً للإصــــــابة الطبيعية بالفيروس، تليها ســــــيتروس باراديزي
)Citrus unshiu () ( ســتســوما) وأصــناف الليمون الحامضمندرينCitrus limon.(  من بين الأنواع المســتخدمة كجذور و

 ليمون أليمـــــاو) وســــــــــــــيتروس فولكـــــاميريـــــانـــــا( )Citrus macrophylla( للتطعيم، يعـــــد كـــــل من ســــــــــــــيتروس مـــــاكروفيلا
)Citrus volkameriana ()( ليمون فولكامير) وســـــــيتروس رشـــــــنيCitrus reshni ()وســـــــيتروس ليمونيامندرين كليوباترا ( 
)Citrus limonia ()،لايم رانغبور أو المندرين الحامض) من الأنواع شــــــــديدة التعرض للإصــــــــابة بشــــــــكل طبيعي بالفيروس 

وهما هجينان بين البرتقال الحلو والبرتقال ثلاثي () Troyer( وتروير) Carrizo( فيما أن برتقال ســـــــــيترانج من نوعي كاريزو
بالآفة. يتســـم جذر البرتقال ثلاثي الأوراق بونســـيروس  يصـــابان، فقليلاَ ما )C. Aurantium( تيومالأوراق) وســـيتروس أوران

البرتقـال ثلاثي الأوراق بونســــــــــــــيروس  × )C. paradisi( والجريـب فروت ســــــــــــــيتروس بـاراديزي) P. trifoliata( تريفوليـاتـا
 Passiflora( أما باســــــــــيفلورا غراســــــــــيليس الفيروس.الســــــــــتروميلو) بمقاومة معظم ســــــــــلالات () P. trifoliata( تريفولياتا

gracilis (وباسيفلورا كوروليا )Passiflora coerulea (فمن النبتات العائلة الاختبارية من غير الحمضيات. 
 
 الأعراض 3-2
 
الظروف البيئية بيتفاوت ظهور الأعراض في النبتات الحمضـــــــــية العائلة لفيروس تريســـــــــتيزا تفاوتاً كبيراً إذ أ�ا تتأثر  

تكون و  بالإضـــافة إلى ذلك، قد يبقى الفيروس كامناً لســـنوات عدة. وأنواع النباتات العائلة ومدى عدائية ســـلالة الفيروس.
بعض سلالات الفيروس متوسطة العدائية ولا تولّد آثاراً ملحوظة في معظم أنواع الحمضيات التجارية، بما فيها الحمضيات 

فاكهة المندرين مقاومة بشــــــــــــكل خاص  تعتبر بشــــــــــــكل عام،و  ).C. aurantium( وس أورانتيومالمطعمة على جذر ســــــــــــيتر 
) C. aurantium( وســــــيتروس أورانتيوم) C. sinensis( للإصــــــابة بالفيروس. وعادة ما يخلو كل من ســــــيتروس ســــــيننســــــيس

 وســــــــــــــيتروس ليمونيا) الليمون الخشــــــــــــــن() Citrus jambhiri( كشــــــــــــــتول لا كجذور مطعمة)، وســــــــــــــيتروس جامبهيري(
)C. limonia ( .إن و من الأعراض لدى إصـــــــــــابته بالفيروس، ولكن قد يكون لها رد فعل على بعض الســـــــــــلالات العدائية

الحمضــــــــــيات العائلة التي تظهر عليها أعراض قد تتضــــــــــمن اللايم والجريب فروت وبعض أصــــــــــناف البوميلو وبرتقال أليماو 
 .1-3وبعض قريبات الحمضيات من فصيلة السذابيات المذكورة في القسم  والبرتقال الحلو وبعض الحمضيات الهجينة

 
اض الجذر، قد لا يؤدي الفيروس إلى ظهور أي أعر -نوع الحمضـــيات أو المطعوم وفقاً لســـلالة الفيروس المعينة أوو  

أو إلى ظهور متلازمة واحدة من أصــــل ثلاث أي: تريســــتيزا؛ أو تنقر الســــوق؛ أو اصــــفرار الشــــتول الذي يلاحظ بشــــكل 
الأعراض الرئيسـية التي يتسـبب  1. تصـف الفقرات التالية هذه المتلازمات الثلاث. ويبين الشـكل ظروف الدفيئةرئيسـي في 

 .فيروس ترِيستيزا الحمضيات بها
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 7-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
إن آفة تريســـــتيزا هي النتيجة الأبرز للإصـــــابة بالفيروس من الناحية الاقتصـــــادية (وهي من الأمراض التي تصـــــيب و  

 وم البرتقال الحلومطعاتحاد البراعم) وتتســـــم بتدهور الأشـــــجار المطعمة على جذر البرتقال المر أو الليمون الحامض. فيعاني 
لها التقزم والاخضرار وكثيراً ما يفنى بعد عدة أشهر أو سنوات (يعاني خلا، من على تلك الجذوريب فروت والجر  يوسفيوال

فيما أن المطاعيم الأخرى تعاني تدهوراً ســــــــــــــريعاً أو ا�ياراً بعد مرور أيام قليلة على ظهور أولى الأعراض.  تدهوراً بطيئاً)،
 اد البراعم مباشــــــرة.للإصــــــابة، تحت اتح شــــــديد التعرضوس في قشــــــرة الجذر ينجم التدهور عن التأثيرات الفيزيولوجية للفير 

أما الأشـــجار التي تتدهور بوتيرة بطيئة، فكثيراً ما يظهر عليها انتفاخ فوق مســـتوى اتحاد البراعم وخط بني اللون عند نقطة 
اتحاد البراعم مباشــــــرة، وتنقّر على شــــــكل بقع نقطية مقلوبة (تشــــــقق مخرومي الشــــــكل) على الوجه الداخلي لقشــــــرة جذر 

 راق وشــــــــــــــفافية العروق وشــــــــــــــحوب الأوراق وتنقر الســــــــــــــوق وتقلص حجم الثمار،يعتبر التقزم وتقوّس الأو و البرتقال المر. 
ما في قطاع بيد أن بعض عزلات الفيروس ولا ســـيمن الأعراض الشـــائعة التي تظهر على النبتات العائلة المعرضـــة للإصـــابة. 

 ابةعلى الإصـــــــــالحمضـــــــــيات في حوض البحر المتوســـــــــط، لا تؤدي إلى ظهور أعراض التدهور إلا بعد مرور ســـــــــنوات عدة 
 .حتى في الأشجار المطعمة على البرتقال المر

 
 بوســــع الســــلالات العدائية لفيروس تريســــتيزا الحمضــــيات أن تلحق ضــــرراً فادحاً بالأشــــجار، بما في ذلك التنّقرو  

 زوجةلقد يســـــــــــــبب تنقر الســـــــــــــوق أحياناً ظهور نتوءات أو و على جذع وأغصـــــــــــــان اللايم والجريب فروت والبرتقال الحلو. 
ار الخشــــــب تحت المناطق الغائرة للقشــــــرة، وتراجع في جودة الثمعلى جذوع الأشــــــجار البالغة وأطرافها، وثقوب عميقة في 

ن الجذر أ والغلال. يؤثر الســــواد الأعظم من ســــلالات فيروس تريســــتيزا الحمضــــيات في جذر برتقال أليماو تأثيراً خطيراً بما
 .يصاب بتنقر يحد بدوره من حيوية الشجرة

 
الجذور وتوقف  ةشبكأما متلازمة اصفرار الشتول فتتسم بالتقزم أو إنتاج الأوراق المصفرة أو الشاحبة، ومحدودية  

 يئــةالــدفضــــــــــــــمن ظروف  المزروعــةنمو الأشــــــــــــــجــار المطعمــة على شــــــــــــــتول البرتقــال المر والجريــب فروت والليمون الحــامض 
 ).درجة مئوية 26و 20تتراوح بين  على حرارة(أي 

 
  الفهرسة البيولوجية 3-3
 
تهدف الفهرســـة البيولوجية إلى الكشـــف عن وجود فيروس تريســـتيزا الحمضـــيات في المدخلات النباتية أو النباتات  

 يتروس أورانتيفولياســالمختارة أو العينات النباتية التي يجري تقييم وضــعها الصــحي، ولتقدير درجة عدائية العزلة على شــتول 
Citrus aurantifolia )الليمون المكســــــــــــــيكي أو البلـــــدي أو العمـــــاني) أو ســــــــــــــيتروس مـــــاكروفيلا C. macrophylla 

النبتة الدالة عبارة ). و Duncan( جريب فروت دنكان Citrus paradisi Macfadyen أو ســـــــــــيتروس باراديزي ماكفاديين
، مع أربع إلى ست )Roistacher, 1991( التقليدية وإبقائه ضمن الظروف القياسية الطرقعن طعم جرى تلقيحه بموجب 

لأوراق إن كلا من شـفافية العروق في او نسـخ (أو مع نسـختين إلى ثلاث في حال تعذر سـحب كمية كافية من العينات). 
 اليانعة، أو تقوّس الأوراق أو اعوجاجها أو قصــــــر الفواصــــــل العقدية، أو تنقر الســــــوق أو ظهور أعراض اصــــــفرار الشــــــتول

تقارن بداية و لدالة، يعد دليلاً على الإصــابة بفيروس تريســتيزا الحمضــيات بعد تلقيح الطعم. تات الحســاســة ااعلى تلك النب
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 8-15 يتشخيصروتوكول ب

وضـــــيحية يمكن الاطلاع على رســـــوم ت ظهور الأعراض ببداية ظهورها على النباتات المســـــتخدمة كشـــــواهد ســـــلبية وإيجابية.
 .Moreno et al. (2008)و Roistacher (1991) للأعراض الناجمة عن فيروس تريستيزا الحمضيات في النباتات الدالة لدى

 
تســــــتخدم الفهرســــــة البيولوجية على نطاق واســــــع في ســــــياق خطط إصــــــدار الشــــــهادات، وهي تعد من الطرق و  

لكشــف الســلالات الجديدة أو غير الاعتيادية للفيروســات. إلا أن لديها بعض الســلبيات، فهي ليســت  الموثوقةالحســاســة و 
أشـــهر ما بعد التلقيح)؛ ويمكن اســـتخدامها فقط لاختبار خشـــب  6إلى  3اختباراً ســـريعاً (إذ يســـتغرق تطور الأعراض بين 

مخصـــصـــين  نعة للحشـــرات؛ كما تســـتوجب موظفينمضـــبوطة الحرارة الما الدفيئةالتطعيم؛ وهي تتطلب مرافق مخصـــصـــة مثل 
تات عائلة دالة ســليمة وقوية قادرة على إظهار الأعراض الملائمة، وموظفين من ذوي الخبرة يســتطيعون اقادرين على زرع نب

 أن يفســــــــــــــروا بدقة أعراض الأمراض التي يمكن أن يكون ثمة لبس بينها وبين أعراض الآفات الأخرى المنتقلة عبر الطعوم.
 د على أن ســـــــلالات فيروس ترِيســـــــتيزا الحمضـــــــيات التي لا تنتج أعراضـــــــاً (أي الســـــــلالات الكامنة) غير قابلة للكشـــــــفز 

 .))Albertini et al. )1988  لفيروس تريستيزا الحمضيات التي وصفها K على النباتات المستخدمة كشواهد (مثل سلالة
 
 التخصـــص والحســـاســـية وغيرهما من بارامترات التشـــخيص هناك القليل فقط من البيانات الكمية المنشـــورة بشـــأن 

ومصـــــداقية المقايســـــات البيولوجية عبر تطعيم النباتات المســـــتخدمة كمؤشـــــرات (الفهرســـــة) للكشـــــف عن فيروس تريســـــتيزا 
 ) في مشـــــــــروع بروتوكولات التشـــــــــخيص الأوروبيةCambra et al. )2002 الحمضـــــــــيات أو تشـــــــــخيصـــــــــه أو تحديده. قام

(DIAGPRO) و Vidal et al.)2012بمقارنة فهرســـة الليمون المكســـيكي مع الفحص المناعي المرتبط بالإنزيم ( )ELISA (
والتفاعل  3DF1 + 3CA5) (باستخدام الجسمين المضادين أحاديي الكلون 1-5-3إليزا) لدمغ الأنسجة المباشر (القسم (

 ) فاســــتنتجوا5-6-3لحقيقي لدمغ الأنســــجة (القســــم المتســــلســــل للبوليميراز باســــتخدام إنزيم النســــخ العكســــي في الوقت ا
يكي بهدف كشـــف محل الفهرســـة البيولوجية التقليدية لليمون المكســـ الحلولأن أيةً من هاتين الطريقتين المخبريتين تســـتطيع 

 .الحمضياتتريستيزا فيروس 
 
 أخذ العينات وإعداد العينات من أجل الاختبار المصلي والجزيئي 3-4
 
  العيناتأخذ  3-4-1
 
منهجيات ( 31ترد التوجيهات العامة بشــــــــأن منهجيات أخذ العينات، في المعيار الدولي لتدابير الصــــــــحة النباتية  

) فيما خصّ أخذ عينات فيروس ترِيســـــتيزا الحمضـــــيات تحديداً. 2002( Cambra et al ) وفيأخذ العينات من الشـــــحنات
تضــخيم داً لكشــف فيروس ترِيســتيزا الحمضــيات وتحديده بواســطة وســائل اليعتبر أخذ العينات بالصــورة المناســبة ضــرورياً ج

تائج ســــــــلبية أو إيجابية  نتفضــــــــي إلى البيولوجية أو المصــــــــلية أو الجزيئية. أما التغييرات في خطة معتمدة لأخذ العينات فقد 
ويقات ثمار، من خمســة براعم يافعة أو ســ ،تتكون العينة القياســية للأشــجار البالغةو من بروتوكول تشــخيصــي فعّال.  كاذبة

 أنحاء العرش الخضــــــــــــــري لكل شــــــــــــــجرة، مختلف أو خمس أزهار أو ثمرات قطفت منل مأو عشــــــــــــــر أوراق متفتحة بالكا
 وســـــــــــــويقات)ل ميمكن أخذ العينات (ســـــــــــــواء أكانت براعم أم أوراق متفتحة بالكاو  من كل من الأغصـــــــــــــان الأصـــــــــــــلية.

ة والليمون الحامض والجريب فروت في المناخات المتوســــــطي واليوســــــفي الحلوبرتقال في أي وقت من الســــــنة، من أشــــــجار ال
  المعتدلة، إلا أن فصلي الربيع والخريف هما الفترتان الأمثل لأخذ عينات في المناخات الاستوائية وشبه الاستوائية بغية تجميع
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 9-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 ســــتســــومامندرين  الفيروس في كميةنخفاض  مرتفعة من فيروس تريســــتيزا الحمضــــيات. في تلك المناخات، يلاحظ ا كميات
 اوحلأخذ العينات تضـــــم كل المواســـــم الخضـــــرية، باســـــتثناء الأيام الحارة (التي تتر  المحبذةخلال الصـــــيف، وبالتالي فإن الفترة 

إذا  الجذور خلال الفترات الحارة مندرجة مئوية) في فصـل الصـيف. بيد أنه يمكن أخذ عينات  40و 35حرارتها بين  درجة
 ,.Cambra et al( لزم الأمر. كما أن الأزهار أو الثمار (حين تكون متاحة) تشكل هي أيضاً مواد مناسبة لأخذ العينات

يعتبر نســــــيج ســــــويقة الثمرة في منطقة بياض النبتة، حيث تلتقي الســــــويقة بالثمرة، أو في العُمَيد، هو الأنســــــب و ). 2002
 بــاتــات المشـــــــــــــــاتــل، قطف برعمين يــافعينومن الاشــــــــــــــتراطــات القيــاســــــــــــــيــة لأخــذ عينــات عن ن .ت عن الثمرةلأخــذ عينــا

 (وهي قطع صــــــــــــــغيرة من القشــــــــــــــرة خالية من البراعم) ةالعادة جمع رقاقات غير برعميبكن يمو أو أربع أوراق من كل نبتة. 
ل أناأو حتى أوراق من النب راعم يكون ذلك خلال الفترة الخضــرية) من ب تات المصــابة في أي وقت من الســنة (ولكن يفضــّ

 . Roistacher (1991)للفهرسة بحسب ،عمرها عام واحد على الأقل أو ثلاثة أغصان
 
أيام  7درجات مئوية تقريباً حتى  4يمكن تخزين البراعم ومعاليق الأوراق وســــويقات الثمرات والأزهار على حرارة و  

درجات مئوية تقريباً. أما اســــــــتخدامها بعد هذا الحد الزمني  4 على حرارةيمكن تخزين الثمار لشــــــــهر واحد و  قبل معالجتها.
 .كاذبةنتائج سلبية   إلى التشخيص طرق أن تفضيواحتمال  الكمياتفقد يؤدي إلى انخفاض في 

 
 تشـــــــــــكلفي الوقت نفســـــــــــه (عادة ما ت ؤخذ، أن تموحدة الاختبار كعيّنة يمكن للعينات المركبة التي تخضـــــــــــع إلىو  

من ورقتين أو من برعم واحد من نبتة واحدة إلى عشــر من نبتات المشــاتل، أو عشــر أوراق أو خمســة براعم عن كل شــجرة 
 عض الظروففي بو العرش الخضـــــــــري) من أجل اختبارات التضـــــــــخيم المصـــــــــلية أو الجزيئية.  مختلف أنحاء بالغة مأخوذة من

لفيروس تريســــتيزا الحمضــــيات المنتشــــر على نطاق واســــع في بلد معين أو منطقة معينة)، يجوز اختبار (مثل المســــح الروتيني 
نباتات متعددة في الوقت نفسه باستخدام عينة مركبة مشتقة من عدة نبتات. أما اتخاذ القرار ما بين اختبار عينات نبتات 

الفيروس في النبتات  مياتكلمصلي أو الجزيئي، فيعتمد على  التضخيم ا طرقعينات نباتية مركبة بواسطة اختبار فردية وبين 
) وحدود الكشـــف لطريقة الاختبار المنوي Vidal et al., 2012( والانتشـــار المتوقع لفيروس تريســـتيزا الحمضـــيات في المنطقة

 .المنظمة الوطنية لوقاية النباتاتتطبيقها، ومستوى اليقين الذي تفرضه 
 
في المائة) كلا على حدة  70يمكن اختبار الأرقات (ســــــــواء أكانت طازجة أم محفوظة في محلول الكحول بنســــــــبة  

: لأفخاخاتجمع الأرقات مباشرة من مستوطنات مستقرة أو تصاد بواسطة و  بغية كشف وجود فيروس تريستيزا الحمضيات.
ة بالماء الأصــفر أو أفخاخ البراعم اللاصــقة. يفضــل التقليدي Moericke الامتصــاص، أو أفخاخ أفخاخوينصــح باســتخدام 

اســـــتعمال العينات التي تم جمعها للســـــحق في التفاعل المتســـــلســـــل للبوليميراز باســـــتخدام إنزيم النســـــخ العكســـــي في الوقت 
 .)Marroquín et al., 2004( ) أو في اختبارات التضخيم الجزيئية الأخرىBertolini et al., 2008( الحقيقي
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 10-15 يتشخيصروتوكول ب

 إعداد دمغ الأنسجة 3-4-2
 
  إعداد دمغ الأنسجة من أجل الاختبار المصلي 3-4-2-1
 
 غط. ثم تضــــــــــــــقاطعالأزهار بشــــــــــــــكل  مبايضقصّ البراعم الطرية أو معاليق الأوراق أو ســــــــــــــويقات الفاكهة أو تُ  

يلُولُوز أو إســــــتر الســــــيلولوز (  ملم) ويترك الأثر أو الدمغ ليجف 0.45الأجزاء حديثة القص بتأنّ على غشــــــاء من النِترْوســــــِ
 ، ينبغي تنفيذ دمغتين على الأقل لكل برعم مختار (دمغة لكلالاعتياديمن أجل الاختبار المصــــــــلي و دقائق.  5إلى  2لمدة 

ة يمكن الاحتفاظ بالأغشـــــــــــيو من طرفي البرعم) أو ســـــــــــويقة مختارة، أو دمغة واحدة عن كل ســـــــــــويقة ورقة أو مبيض زهرة. 
 .أشهر في مكان جاف ومظلم المدموغة لعدة

 
  دمغ الأنسجة وسحق الأرقات من أجل اختبار التضخيم الجزيئي إعداد 3-4-2-2
 
 يوصــــــــــــــى بجمع المواد النبــاتيــة يــدويــاً من أجــل تفــادي تلويــث العينــات بواســــــــــــــطــة المقص. تجمع البراعم الطريــة 

 أنحاء العرش الخضـــري للشـــجرة. تضـــغط ســـويقة ورقتين أو مختلف أو الأوراق الناضـــجة من ملذات الأوراق المتفتحة بالكا
ملم) أو غشـــاء من النايلون إيجابي الشـــحن. تنفذ عدة دمغات  Whatman 3MM )0.45 برعمان اثنان مباشـــرة على ورقة

 .Bertolini et al سنتمتر مربع تقريباً بحسب 0.5متداخلة بشكل جزئي بواسطة عدة أوراق، على ورقة أو غشاء بمساحة 
دقائق. من أجل اختبار التضــــــــــــــخيم الجزيئي الروتيني،  5). يترك الأثر أو الدمغة ليجف لمدة تتراوح بين دقيقتين و2008(

  1MM3Whatman ينبغي إجراء دمغة واحدة لكل ســــويقة ورقة يتم اختيارها. تســــحق الأرقات الفردية مباشــــرة على ورقة
 ملمن أجل تقطيع العينة بالكا 1إبندورف، بواســـــــــــطة القعر المســـــــــــتدير لأنبوب إيجابي الشـــــــــــحنعلى غشـــــــــــاء من النايلون 

)Bertolini et al., 2008يمكن الاحتفاظ بالأغشية المدموغة أو المسحوقة لعدة أشهر في مكان جاف ومظلم .(. 
 
 المباشــــــرة لإعداد العينات (ســــــواء أتعلق الأمر بدمغ الأنســــــجة أم بســــــحقها) الطرقجرى التثبت من صــــــلاحية و  

 من دون إعـــداد المســــــــــــــتخرجـــات بـــاعتبـــارهـــا بـــديلاً عن الإعـــداد التقليـــدي للمســــــــــــــتخرجـــات من أجـــل معـــالجـــة العينـــات
)Vidal et al., 2012(. 
 
  إعداد المستخرجات النباتية لاختبار التضخيم المصلي والجزيئي 3-4-3
 
 غ من المواد النباتية الطازجة قطعاً صــــــــــــــغيرة بواســــــــــــــطة شــــــــــــــفرات قابلة للرمي0.5و 0.2تقطّع كمية تتراوح بين  

أو بواســـطة مقصـــات معالجَة بمادة مبيضـــة من أجل تفادي انتقال التلوث من عينة إلى أخرى، وتوضـــع في أنبوب أو كيس 
 المصــــــلية ضــــــمن أنابيب أو أكياس بلاســــــتيكية.بلاســــــتيكي ملائم. يمكن إعداد المســــــتخرجات المخصــــــصــــــة للاختبارات 

تفادي انتقال  أكياس بلاســتيكية فردية من أجل فيأما العينات المخصــصــة لاختبار التضــخيم الجزيئي فيجب أن تعد فقط 
 ملل 10و 4في محلول دارئ لاســــــــــــــتخراج العينات تتراوح كميته بين مل التلوث بين العينات. تتم مجانســــــــــــــة العينة بالكا

خلاف ذلك) بواســطة جهاز كهربائي لمجانســة الأنســجة ومحدلة صــغيرة يدوية ع المصــن أفادوزن/حجم، إلا في حال  1:20(
أو مطرقة أو أداة أخرى مشــــابهة. إن المحلول الدارئ لاســــتخراج العينات عبارة عن محلول ملحي منظم بالفوســــفات بدرجة 
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 11-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

غ؛ دوديكاهيدرات فوســــــــفات ثنائي 0.2يد البوتاســــــــيوم، غ؛ كلور 8(كلوريد الصــــــــوديوم،  7.4و 7.2حموضــــــــة تتراوح بين 
يوم، 2.9الصــوديوم،   ديثيوكارباماتي الصــوديوم متمم بواســطة ديميثيلل) 1غ؛ ماء مقطرّ، 0.2غ، فوســفات أحادي البُوتاَســِ

 .في المائة، أو أي محلول دارئ آخر مثبت الصلاحية بالطرق المناسبة 0.2إيثانول  مركابتوفي المائة، أو  0.2
 
 الاختبارات المصلية 3-5
 
من المحبذ جداً استخدام فحص إليزا بواسطة أجسام مضادة أحادية الكلون أو متعددة الكلون مثبتة الصلاحية،  

ام مضـــادة كان إنتاج أجســـو من أجل مســـح أعداد كبيرة من العينات بهدف كشـــف فيروس تريســـيتزا الحمضـــيات وتحديده. 
 ) وغيرهــاPermar et al., 1990؛ Vela et al., 1986( ترِيســــــــــــــتيزا الحمضــــــــــــــيــات تحــديــداً أحــاديــة الكلون تخص فيروس 
 )، كفيلاً بحل مشـــــكلة تخصـــــص التشـــــخيص، التي كانتNikolaeva et al.) ،1996 هاراجعمن الأجســـــام المضـــــادة التي 

)، فزادت بالتالي الحســــــاســــــية التشــــــخيصــــــية Cambra et al., 2011( قد نشــــــأت عن الأجســــــام المضــــــادة متعددة الكلون
 أو صــــــيغهما المؤتلفة  3CA5و  3DF1إن مزيجاً مكوناً من الجســــــمين المضــــــادين أحاديي الكلون و للاختبارات المصــــــلية. 

)Terrada et al., 2000كفيل بالتعرف على كافة عزلات فيروس ترِيســــــــتيزا الحمضــــــــيات التي جرى اختبارها والتي تعود ،( 
يرد وصف مفصل بتلك الأجسام المضادة أحادية الكلون وتحديد و  ).Cambra et al., 1990( مجموعات دولية مختلفةإلى 

أفيد عن أن مزيجاً من الجسـمين المضـادين أحاديي الكلون و ). Cambra et al. )2000a خصـائصـها وإثبات صـلاحيتها في
4C1 1وD12 ســـــلالات فيروس ترِيســـــتيزا الحمضـــــياتنتج في المغرب، يتفاعل مع طائفة واســـــعة من أ )Zebzami et al., 

 .) ولكن لا توجد بيانات متوفرة تتيح التثبت من ذلك1999
 
  فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر 3-5-1
 
ينفّذ فحص إليزا لدمغ الأنســـــــــجة المباشـــــــــر، الذي يعرف أيضـــــــــاً بفحص إليزا للدمغ المناعي أو الاختبار المناعي  

) باســــتخدام 2000b( .Cambra et al) وGarnsey et al )1993 المباشــــر، بموجب التعليمات الواردة في لتبقيع الأنســــجة
 هناك مجموعة كاملة من اللوازم (تم التثبت من صــــــــــــــلاحيتها في اختبارات للأداء وفي العديدو الطريقة الموصــــــــــــــوفة أدناه. 

يخصــان فيروس تريســتيزا  اللذين DF1 + 3CA53الكلون من الدراســات المنشــورة) قائمة على الجســمين المضــادين أحاديي 
) تتضــمن أغشــية مدموغة مســبقاً مع شــواهد إيجابية وســلبية وكافة الكواشــف والمحلولات Vela et al., 1986( الحمضــيات

ثمة مجموعة لوازم مشــابهة ولكن غير مثبتة الصــلاحية، ترتكز . .1Plant Print Diagnòstics SL الدارئة والركيزة، متاحة من
 .1Agdia.)، متاحة منet alZebzami  ،)1999. مااستعان به نذيلال 12D 1و 1C 4الجسمين المضادين على تفاعل 

 
ملائم (صــينية  مســتوعبســم) في  13×  7توضــع الأغشــية التي جرى دمغ أنســجتها (الحجم الموصــى به: حوالي  

في المائة في الماء  1أو مســـــتوعب محكم الإغلاق أو كيس بلاســـــتيكي)، وتغطى بمحلول من ألبومين المصـــــل البقري بنســـــبة 
درجات مئوية  4رارة على حساعة)  16تحضن لساعة واحدة على درجة حرارة البيئة المحيطة أو طيلة الليل (لحوالي و المقطر، 

ل البقري يرمى محلول ألبومين المصــــــــ من المفيد خضــــــــها بشــــــــكل طفيف خلال هذه المرحلة. بّذ).(هذا الخيار الثاني هو المح
ل المســــتوعب نفســــه. يتم إعداد محلول مقترن يتكون من الجســــمين المضــــادين أحاديي خولكن يتم الاحتفاظ بالأغشــــية دا
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 12-15 يتشخيصروتوكول ب

 (حوالي بكميتين متكافئتين ،القلوية المرتبطين بالفوســفاتاز DF1 + 3CA53الكلون الخاصــين بفيروس تريســتيزا الحمضــيات 
الكلون في محلول ملحي منظم بالفوســـــــفات) أو من بروتيني الالتحام  يمن كل جســـــــم مضـــــــاد أحادملل يكروغرام/م 0.1

3DF1 scFv-AP/S + 3CA5 scFv-AP/S المعبر عنهما في بكتيريا الإشــــــــــريكية القولونية Escherichia coli ) بالتذويب
 يســــــــــــكب المحلول المقترن على الأغشــــــــــــية .)Terrada et al., 2000( الملحي المنظم بالفوســــــــــــفاتالمناســــــــــــب في المحلول 

 الأغشــــــــــية لثلاث ســــــــــاعات على درجة حرارة البيئة المحيطة مع خضــــــــــها بشــــــــــكل طفيف. تحضــــــــــنغطيتها ومن ثم يحتى 
ومن ثم يرمى المحلول المقترن. تشـطف الأغشـية والمسـتوعب بواسـطة محلول دارئ للغسـل (محلول ملحي منظم بالفوسـفات، 

في المائة) وتغســـــــل بواســـــــطة الخض (يدوياً أو  0.05بنســـــــبة  Tween 20 ، مع مادة7.4و 7.2بدرجة حموضـــــــة تتراوح بين 
 كيزةر ارئ للغســـــل، وتتكرر عملية الغســـــل مرتين. من ثم تســـــكب بواســـــطة آلة) لمدة خمس دقائق. ومن ثم يرمى المحلول الد

إندوليل السريع/زُرْقَةِ النتروتترازوليوم تبعاً لتعليمات -3-كلورو-4-برومو-5فوسفات  1 الفوسفاتاز القلوية (حبوب سيغما
 برومو-5من فوســـــــــفات ملل /ملغ 0.175من زُرْقَةِ النتروتترازوليوم وملل ملغ/ 0.33الشـــــــــركة المصـــــــــنّعة بتركيز �ائي مقداره 

 يجابيبنفســــــجي في الشــــــواهد الإ-إندوليل الســــــريع) على الأغشــــــية التي تحضــــــن إلى أن يظهر لون أرجواني-3-كلورو-4-
 لتفاعل عبر غســل الأغشــية بواســطة المياه الجارية. تمدد الأغشــية على ورقا يتم إيقافدقيقة).  15و 10(لمدة تتراوح بين  

وتترك لتجف. تتم معاينة الدمغات بالمجهر بمســـــــتوى متدن من التضـــــــخيم (من عشـــــــر مرات إلى عشـــــــرين مرة). أما  ممتصّ 
 .تبنفسجية اللون في المنطقة الوعائية للمادة النباتية فيدل على وجود فيروس تريستيزا الحمضيا-وجود ترسبات أرجوانية

 
 DAS-ELISA إليزا-اختبار ساندويتش ثنائي الأجسام المضادة 3-5-2
 
 Cambra  (1991)و Garnsey إليزا بناء على تعليمات-ينفذ اختبار ســـــــــــاندويتش ثنائي الأجســـــــــــام المضـــــــــــادة 

 قائمة على الأجســـام المضـــادة أحادية الكلون مثبتةاللوازم من اكاملة هناك مجموعات  و باســـتخدام الطريقة الموصـــوفة أدناه. 
وعلى أجســـــام ) 3CA5 + 3DF1( Plant Print Diagnòstics SL)1( الصـــــلاحية الخاصـــــة بفيروس تريســـــتيزا الحمضـــــيات

 .Sediag1, Loewe1, Bioreba1, Agritest1(Agdia ,1.(مضادة مختلفة متعددة الكلون
 
ـــ، كما تستخدم كبيبتان على الأقل للشواهد الإيجابية والسلبية كبيبتانتستخدم    . من طبق عيار مجهري لكل عينةـ

 عادة ما يتكون( )3DF1 + 3CA5( يتم إعداد محلول مخفف من الأجســــــــــــــام المضــــــــــــــادة متعددة الكلون أو أحادية الكلون
 ميكروغرام/ملغ من الغلوبولينـــــــات المنـــــــاعيـــــــة الإجمـــــــاليـــــــة) في محلول دارئ من الكربونـــــــات، بـــــــدرجـــــــة 2إلى  1من 

ل)،  1غ؛ ماء مقطر،  2.93غ، بيِكَرْبوُناتِ الصُّودْيوُم،  1.59(كبريتيت الصوديوم، ثالث أكسيد الكربون،  9.6حموضة 
درجة مئوية، أو طيلة الليل  37عات على حرارة ميكرولتر إلى كل كبيبة. يحضــــــن الطبق لمدة أربع ســــــا 200وتضــــــاف كمية 

ســـــــاعة) على حرارة أربع درجات مئوية. تغســـــــل الكبيبات ثلاث مرات بواســـــــطة محلول دارئ للغســـــــل (محلول  16(لحوالي 
 في المائة). 0.05بنســــــــــــــبة  Tween 20 ، مع مادة7.4و 7.2ملحي منظم بالفوســــــــــــــفات، بدرجة حموضــــــــــــــة تتراوح بين 

 ســـــــاعة 16ميكرولتر في كل كبيبة. بعد الحضـــــــن لمدة  200)، بمقدار 3-4-3ج النباتي (القســـــــم ومن ثم يضـــــــاف المســـــــتخر 
على حرارة أربع درجات مئوية، تغســــــل الأطباق لثلاث مرات بحســــــب التعليمات الموصــــــوفة لفحص إليزا لدمغ الأنســــــجة 

 ون أو متعددي الكلونمحددة بواســـــــــــطة الجســـــــــــمين المضـــــــــــادين أحاديي الكل خلائط). تعدّ 1-5-3المباشـــــــــــر (القســـــــــــم 
)3DF1 + 3CA5(  ما يقارب) في محلول ملحي ملل ميكروغرام/ 0.1المرتبطين بالفوســـفاتاز القلوية بنســـب إحلال مناســـبة
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 ميكروليتر إلى كل كبيبة. 200في المائة) ثم يضـــــــــــاف مقدار  0.5منظم بالفوســـــــــــفات مع ألبومين المصـــــــــــل البقري بنســـــــــــبة 
درجة مئوية. ومن ثم تغســــــل الأطباق مرة أخرى بحســــــب الطريقة الموصــــــوفة  37يدوم الحضــــــن ثلاث ســــــاعات على حرارة 

 من الفوســــــــــــفاتاز القلويةملل ملغ/ 1). يعدّ محلول مكوّن من 1-5-3(القســــــــــــم  لفحص إليزا لدمغ الأنســــــــــــجة المباشــــــــــــر
من الماء المقطر، بدرجة حموضـــــــــــــة ملل  800ي إيتانول أمين في من ثنائملل  97( (فُوســـــــــــــفات البارانِترْوفِنِيل) في ركيزة دارئة

 مع المــــاء المقطر) ويضــــــــــــــــــافملــــل  1000مع حمض الهيــــدروكلوريــــك المركز/ مــــا يجعــــل الحجم الإجمــــالي  9.8معــــدلــــة 
 اتنانومتر  405تحضـــــــــــن الأطباق على درجة حرارة البيئة المحيطة وتقرأ على مســـــــــــتوى  ميكرولتر إلى كل كبيبة. 200مقدار 

 .دقيقة، أو بحسب تعليمات الجهة المورّدة للجسم المضاد أحادي الكلون المستخدم 120 ضمنبفواصل منتظمة 
 
تعد نتيجة فحص إليزا ســـــــــــلبية في حال كان متوســـــــــــط قيمة الكثافة الضـــــــــــوئية لكل واحدة من كبيبات العينات  

لشــــاهد الســــلبي للمســــتخرجات النباتية الســــليمة. قيمة الكثافة الضــــوئية ل × 2أو إذا كانت أقل من  0.1المزدوجة أقل من 
لعينات المزدوجة أكبر اوتعتبر نتيجة فحص إليزا إيجابية في حال كان متوسط قيمة الكثافة الضوئية لكل واحدة من كبيبات 

ــــــــــــــ  ةأو معادل دة ام مضالدى استخدام أجسو قيمة الكثافة الضوئية للشاهد السلبي للمستخرجات النباتية السليمة. ×  2لـ
أحادية الكلون، من الضــــروري أن تكون الشــــواهد الســــلبية مشــــابهة قدر الإمكان للمصــــفوفة الخاضــــعة للاختبار في الطبق 

 .نفسه
 
اختبار الحلقة  3DF1 + 3CA5 تم إثبات صــــــلاحية الطريقة التي تســــــتخدم الجســــــمين المضــــــادين أحاديي الكلون 

ترد مقارنة بين تلك الطريقة وبين تقنيات أخرى وبارامترات . و )DIAGPRO )Cambra et al., 2002التابع لمشــــــــــــــروع 
 .7-3التشخيص في القسم 

 
فيما أن بعض مزائج الأجسام المضادة أحادية الكلون تكشف كافة سلالات فيروس تريستيزا الحمضيات بشكل  

 ودةمحدد وحســــــــــاس وموثوق به، هناك أجســــــــــام مضــــــــــادة متعددة الكلون غير متخصــــــــــصــــــــــة كما أن حســــــــــاســــــــــيتها محد
)Cambra et al., 2011( إضـــــافية في الحالات التي اســـــتخدمت فيها أجســـــام مضـــــادة متعددة  طرق. لذا يحبذ اســـــتخدام

ديد فيروس درجة إضــــــــــــــافية من اليقين في تح المنظمة الوطنية لوقاية النباتاتالكلون في اختبار للمقايســــــــــــــة، وحين تفرض 
 .تريستيزا الحمضيات

 
  الاختبارات الجزيئية 3-6
 
يزا الحمضـــــــيات الجينومي لفيروس تريســـــــت الريّبيلنُوكْلِيُوتيدات الحمض النووي  ملبعد أن أصـــــــبح التســـــــلســـــــل الكا 

س، بما في ذلك للفيرو  الريّبيمتاحاً، وضـــعت إجراءات تشـــخيصـــية مختلفة قائمة على الكشـــف المخصـــص للحمض النووي 
لتكميليـــة للحمض النووي الم مســــــــــــــــابرالتهجين الجزيئي مع  لالم الريّبيالحمض النووي أو  كمـــّ  قـــائمـــة رقطعـــدة ، و كمـــّ

 القائمة الطرق). إن تلك Moreno et al., 2008( على التفاعل المتســــــــلســــــــل للبوليميراز باســــــــتخدام النســــــــخ العكســــــــي
على التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي، قد حسنت بدرجة كبيرة حساسية الكشف، فأتاحت 

للفيروس في الأنســــــجة المصــــــابة للحمضــــــيات أو في أصــــــناف الأرقات الناقلة  الريّبيالتقييم الكمي لنســــــخ الحمض النووي 
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 14-15 يتشخيصروتوكول ب

من شــــــــأن اســــــــتخدام تقنية عالية الإنتاجية من قبيل التفاعل  .)Bertolini et al., 2008( لفيروس تريســــــــتيزا الحمضــــــــيات
 حقدون الحاجة إلى أية معالجة لا أن يحولالمتســــــــــلســــــــــل للبوليميراز باســــــــــتخدام النســــــــــخ العكســــــــــي في الوقت الحقيقي، 

لمتســــــــــلســــــــــل ا(مثل الرحلان الكهربائي بالهلام) ما يجعله بالتالي أســــــــــرع، كما أن مجال التلوث فيه أقل مما هو مع التفاعل  
 .للبوليميراز التقليدي

 
باســتثناء التفاعل المتســلســل للبوليميراز باســتخدام إنزيم النســخ العكســي للاصــطياد المناعي (الذي لا يســـتوجب  

ثبتة بالطرق بواســــــطة البروتوكولات ذات الصــــــلاحية الم الريّبي)، ينبغي اســــــتخراج الحمض النووي الريّبيعزل الحمض النووي 
ملية التلوث بين الواحدة والأخرى خلال ع منعالمناســبة. يجب وضــع العينات داخل أكياس بلاســتيكية منفصــلة من أجل 

د النباتية اأجزاء الأنسجة المدموغة أو الأجزاء المسحوقة من المو  وأيمكن أيضاً لمستخرجات النباتات المنقطة، و الاستخراج. 
أو أغشــية من النايلون وأن تحلل بواســطة التفاعل المتســلســل للبوليميراز باســتخدام إنزيم النســخ  نشــافأن تثبّت على ورق 

 ). لا ينصـــــــــح باســـــــــتخدام عينات منقطة أو مدموغة الأنســـــــــجةBertolini et al., 2008( العكســـــــــي في الوقت الحقيقي
از باســـتخدام إنزيم دي، فبســـبب قلة حســـاســـيته مقارنة بالتفاعل المتســـلســـل للبوليمير في التفاعل المتســـلســـل للبوليميراز التقلي

 .كاذبةالنسخ العكسي في الوقت الحقيقي، قد يفضي ذلك إلى نتائج سلبية  
 
  مكمّلوالاصطياد المناعي وتوليف الحمض النووي ال الرّيبيتنقية الحمض النووي  3-6-1
 
 كمّلالم الريّبيتنقية الحمض النووي  3-6-1-1
 
دام النووي أن تتم باســتخدام البروتوكولات مثبتة الصــلاحية بالطرق الملائمة، أو باســتخ الريّبيعلى تنقية الحمض  

 المســــــــــــــتخرج لريّبيا. يجب تخزين الحمض النووي الجهة المصــــــــــــــنّعةتبعاً لتعليمات  الريّبيمجموعة لوازم لتنقية الحمض النووي 
من عام  لأقلدرجة تحت الصــــــفر إلى أن يســــــتخدم كنموذج، وذلك  20) أو مفضــــــلةدرجة تحت الصــــــفر ( 70على حرارة 

 .يب المتكررةالتذو -جراء دورات التجميد الريّبيالحمض النووي  لفسادينبغي تخزين كميات صغيرة تفادياً و واحد. 
 
  الاصطياد المناعي 3-6-1-2

 
 مزيج مخفف عــدّ . تحقيقــاً لهــذه العمليــة، يالريّبييعتبر الاصــــــــــــــطيــاد المنــاعي خيــاراً بــديلاً عن تنقيــة الحمض النووي  

يزا بفيروس تريســــت ينالكلون الخاصــــ يمتعدد ينالمضــــاد ســــمينمن الجملل ميكروغرام/ 1من  مكوّنمن الأجســــام المضــــادة 
ميكروغرام/مــل) في محلول دارئ من الكربونــات، بــدرجــة  0.5+ ملــل ميكروغرام/ 3DF1 + 3CA5 ،0.5الحمضــــــــــــــيــات (

 مينلجســــــــــبونات). من ثمّ يوزع مزيج اللاطلاع على تركيبة المحلول الدارئ من الكر  2-5-3القســــــــــم  انظر( 9.6حموضــــــــــة 
درجة  37الأنابيب لمدة ثلاث ســـــاعات على حرارة  وتحضـــــنميكرولتر في كل أنبوب)  100دقيقة (على أنابيب  ينالمضـــــاد

(محلول ملحي  للغسل عقيمميكرولتر من محلول دارئ  150ية. تغسل الأنابيب المغلفة بالأجسام المضادة لمرتين بواسطة مئو 
 القســـــــــم انظرفي المائة؛  0.05بنســـــــــبة  Tween 20 ، مع مادة7.4و 7.2بين  تهدرجة حموضـــــــــتتراوح منظم بالفوســـــــــفات، 

 100اتي (من الخيارات الممكنة لتنقية المســـــــــتخرج النبو للاطلاع على تركيبة المحلول الملحي المنظم بالفوســـــــــفات).  3-4-3
جزاء ورقي أو اســــــتخدامه مباشــــــرة كمســــــتخرج خام فتوزع أ فلترأو الترشــــــيح بواســــــطة  بالطرد المركزيميكرولتر) الاســــــتعانة 
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 15-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 جليد لىعســـــــــام المضـــــــــادة. تحضـــــــــن الأنابيب لمدة لا تقل عن ســـــــــاعتين متكافئة منه على الأنابيب الدقيقة المغلفة بالأج
درجة مئوية. وبعد مرحلة الاصطياد المناعي هذه، تغسل الأنابيب الدقيقة ثلاث مرات بواسطة  37أو لساعتين على حرارة 

 كمّلللغســل. وســوف يجري داخل هذه الأنابيب المغســولة توليف الحمض النووي الم عقيممن محلول دارئ  اميكرولتر  150
 .وتضخيم التفاعل المتسلسل للبوليميراز

 

 مكمّلتوليف الحمض النووي ال 3-6-1-3

 
يمكن حفظه  كمّلمه ليس ســهلاً، فمن المحبذ توليف حمض نووي خلال تخزين الريّبيالحمض النووي  حفظبما أن  

هناك و . لريّبيالفترات طويلة مع شـــــــــروط بالحد الأدنى فيما خص الحرارة، مقارنة بالاشـــــــــتراطات التي تخص الحمض النووي 
 .كمّلمجموعات لوازم تجارية عدة متاحة لتوليف الحمض النووي الم

 
 يالتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي للاصطياد المناع 3-6-2
 
 :) البادئتان هما1999وآخرين ( Olmos بحسب 
 

PIN1 :5′-GGT TCA CGC ATA CGT TAA GCC TCA CTT-3′ 
PIN2 :5′-TAT CAC TAG ACA ATA ACC GGA TGG GTA -3′ 

 
ميكرولتر؛  14.3يتكون مزيج التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي من: ماء فائق النقاء،  

ميكرولتر؛  1.5، اميليمولار  25ميكرولتر؛ كلوريد المغنزيوم  2.5، 10× دارئ بوليميراز الحمض النووي للمســــــــــــــتحرة المائية 
 PIN1 ميكرولتر؛ بادئة 2في المائة،  4بنســبة  Triton X-100 ميكرولتر؛ 1.25ميلمولار،  5نكليوتيدات ثلاثية الفوســفات 

يد،  مادة ميكرولتر؛ 1، اميكرومولار  PIN2  25ةميكرولتر؛ بادئ 1، اميكرومولار  25 لفُوكســـِ ؛ اميكرولتر  1.25ثنُائِيُّ ميثيل ســـَ
ــــة 0.1وحــــدة/ميكرولتر،  AMV 10 أنزيم النســــــــــــــخ العكســــــــــــــي  ميكرولتر؛ بوليميراز الحمض النووي للمســــــــــــــتحرة المــــائي

ميكرولتراً) مباشرة على الأنابيب الدقيقة المغسولة المغلفة  25ميكرولتر. يضاف خليط تفاعلي ( 0.1وحدات/ميكرولتر،  5
 :للتفاعل المتســــلســــل للبوليميراز باســــتخدام إنزيم النســــخ العكســــي فهي كالتالي التدويرأما بارامترات  بالأجســــام المضــــادة.

 ثــانيــة 30ويــة لمــدة درجــة مئ 92دورة من ( 40درجــة مئويــة لمــدة دقيقتين، تعقبهمــا  92دقيقــة، و 45درجــة مئويــة لمــدة  42
 درجة مئوية 72درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة) مع مرحلة إطالة أخيرة على حرارة  72ثانية و 30درجة مئوية لمدة  60و

 .زوج قواعد 131درجات مئوية. أما حجم الأمبليكون المتوقع فيبلغ  8دقائق تعقبها مرحلة تبريد على حرارة  10لمدة 
 
 ات الحيةالتابع لمشـــــــــروع (البروتوكولات التشـــــــــخيصـــــــــية للكائناختبار الحلقة تم التثبت من صـــــــــلاحية الطريقة في  

 ). ترد مقارنة مع التقنيات الأخرى وبارامترات التشــــــــــــــخيصCambra et al., 2002( DIAGPRO الضــــــــــــــارة للنباتات) 
 .7-3في القسم 
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 16-15 يتشخيصروتوكول ب

ب إنزيم النسخ العكسي المتداخل للاصطياد المناعي في أنبو التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام  3-6-3
 مغلق واحد

 
 :) البادئات هيOlmos et al. ، )1999بحسب 
 

PEX1 :5′-TAA ACA ACA CAC ACT CTA AGG-3’ 
PEX2 :5′-CAT CTG ATT GAA GTG GAC-3’ 
PIN1 :5′-GGT TCA CGC ATA CGT TAA GCC TCA CTT-3’ 
PIN2 :5′-TAT CAC TAG ACA ATA ACC GGA TGG GTA-3’ 

 
من أجل التفاعل المتســــــلســــــل للبوليميراز باســــــتخدام إنزيم النســــــخ ملل  0.5 تهإن أداة تقســــــيم أنبوب دقيق ســــــع 

). يتألف الخليط الرئيســـــي للتفاعل Olmos et al. ، )1999الموصـــــوفة فيالعكســـــي المتداخل في أنبوب مغلق واحد، هي 
 :إنزيم النسخ العكسي من مزيجين تفاعليين، هماالمتسلسل للبوليميراز باستخدام 

 
بوليميراز الحمض  ؛ محلول دارئ مناميكرولتر  15.8(يلقى في قعر الأنبوب الـــدقيق): مـــاء فـــائق النقـــاء،  المزيج ألف""

ميكرولتر؛ نكليوتيــدات ثلاثيــة  3.6، اميليمولار  25؛ كلوريــد المغنيزيوم اتميكرولتر  3، 10× النووي للمســــــــــــــتحرة المــائيــة 
 PEX1  ؛ بــادئــةاتميكرولتر  2.2في المــائــة،  4بنســــــــــــــبــة  Triton X-100 ؛اتميكرولتر  2، اتميليمولار  5الفوســــــــــــــفــات 

يـــــد، 0.6، اتميكرومولار  PEX2 25 ميكرولتر؛ بـــــادئـــــة 0.6، اميكرومولار  25 لفُوكســــــــــــــِ ـــــائِيُّ ميثيـــــل ســــــــــــــَ  ميكرولتر؛ ثنُ
بوليميراز الحمض النووي للمســـتحرة و ميكرولتر؛  0.2وحدات/ميكرولتر،  AMV  10ميكرولتر؛ أنزيم النســـخ العكســـي 1.5

 .ميكرولتر 0.5وحدات/ميكرولتر،  5المائية 
 
بُوليِمِيرازُ الحمض لمحلول دارئ ميكرولتر؛  2.6مخروطي الشــــــكل): ماء فائق النقاء،  المســــــتوعب(يوضــــــع في  المزيج باء""

تَحِرةّ المائية  النووي  ،اميليمولار  PIN2 25 ميكرولتر؛ وبادئة 3.2، اميليمولار  PIN1 25 ميكرولتر؛ بادئة 1 ،10×للمُســــــــــــــْ
 .ميكرولتر 3.2

 
 درجة 42للتفاعل المتســـــلســـــل للبوليميراز باســـــتخدام إنزيم النســـــخ العكســـــي فهي كالتالي:  التدويرأما بارامترات  

درجة مئوية  45ثانية و 30درجة مئوية لمدة  92( من دورة 25درجة مئوية لمدة دقيقتين تعقبها  92دقيقة و 45مئوية لمدة 
 الأولى، يخضــــــــــــــع الأنبوب لحركــة دواميــة وطــاردة المرحلــةبعــد هــذه  درجــة مئويــة لمــدة دقيقــة واحــدة). 72ثــانيــة و 30لمــدة 

عملية التضـــــخيم الأولى. ومن ثم يوضـــــع الأنبوب  نتجاتبمثوان) من أجل خلط المزيج باء  5دورة في الدقيقة لمدة  6000(
 درجــــة مئويــــة 92دورة من ( 40مرة أخرى فيجري التفــــاعــــل على الشــــــــــــــكــــل التــــالي: ) Thermal cycler( في جهــــاز

درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة) مع مرحلة اســـــــــــــتطالة أخيرة على حرارة  72ثانية و 30درجة مئوية لمدة  60ثانية، و 30لمدة 
 درجــات مئويــة. ويبلغ الحجم المتوقع للأمبليكون 8يــة لمــدة عشــــــــــــــر دقــائق تعقبهــا مرحلــة تبريــد على حرارة درجــة مئو  72

 .زوج قواعد 131
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 17-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

ترد مقارنة . DIAGPRO (Cambra et al., 2002) التابع لمشـروعالحلقة تم التثبت من صـلاحية هذه الطريقة في اختبار 
 .7-3التقنيات الأخرى وبارامترات التشخيص في القسم ب
 
  الاعتبارات العامة للتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي، والتفاعل المتداخل 3-6-4
 
قد تدعو الحاجة إلى تعديل بروتوكولات التفاعل المتسـلسـل للبوليميراز باسـتخدام إنزيم النسـخ العكسـي وتحسـينها  

 . المختلفة )Thermocycler( التدوير الحراري أجهزةلدى استخدام كواشف أو 
 
التفاعل المتســلســل للبوليميراز باســتخدام إنزيم النســخ العكســي التقليدي من أجل كشــف فيروس  تطبيقفي حال  

تريســتيزا الحمضــيات، ينصــح بتطبيق التفاعل الخاص بالاصــطياد المناعي. فإن التفاعل التقليدي من دون الاصــطياد المناعي 
 .فاعل التقليديفي حساسية الت كابحةل  معواجود أن يؤثر و مل . ويحتكاذبةلا يكون حساساً وقد يفضي إلى نتائج سلبية  

 
تكون نتيجة اختبار عينة ما سلبية في حال تعذر كشف الأمبليكون الخاص بفيروس تريستيزا الحمضيات بالحجم  

 ةشــــــــــــــف في الشــــــــــــــواهــد الإيجــابيــة. تعــد نتيجــة الاختبــار على عينــة مــا إيجــابيــالمتوقع في العينــة قيــد الاختبــار، مع أنــه قــد كُ 
 ل كشــــــف الأمبليكون الخاص بالفيروس بالحجم المتوقع في العينة قيد الاختبار، شــــــريطة عدم حصــــــول أي تضــــــخيمفي حا

 .في أي من الشواهد السلبية
 
 المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي في الوقت الحقيقي التفاعل 3-6-5
 
يقي، الأولى باستخدام إنزيم النسخ العكسي في الوقت الحقجرى وصف مقايستين للتفاعل المتسلسل للبوليميراز  

 ).2008( .Saponari et al ) فيما وصف الأخرىBertolini et al.)2008  من قبل
 
 :هيالبادئتان والمسبار  )Bertolini et al. )2008 بحسب 
 

3′UTR1 :5′-CGT ATC CTC TCG TTG GTC TAA GC-3′ 
3′UTR2 :5′-ACA ACA CAC ACT CTA AGG AGA ACT TCT T-3′ 

181T :FAM-TGG TTC ACG CAT ACG TTA AGC CTC ACT TG-TAMRA 
 
ميكرولتراً. يتكون مزيج التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ  25�ائية تبلغ  ةكميّ نفذ التفاعل في  يُ  

 PCR Master -Step RT-ID One-AgPathخليطميكرولتر؛  95.0العكســــــي في الوقت الحقيقي من: ماء فائق النقاء، 

Mix × 2 1( منApplied Biosystems( 12.5 التفاعل المتســــلســــل للبوليميراز باســــتخدام إنزيم ميكرولتر؛ خليط أنزيمات 
                                                 

 في هذا البروتوكول التشـــخيصـــي الطرق (بما فيها الإشـــارة إلى أسماء العلامات التجارية) كما نشـــرت، وهذه تحدِّد المســـتوى الأصـــلي للحســـاســـية توصـــى  1
لموافقة ة ايوالخصــوصــية و/أو إمكانية الاســتنســاخ المتحققة. ولا يعني اســتخدام أسماء كواشــف أو مواد كيميائية أو معدات في هذه البروتوكولات التشــخيصــ
في هذه  ةعليها دون غيرها من الكواشـــــــــــــــف والمواد الكيميائية والمعدات التي يمكن أن تكون مناســـــــــــــــبة أيضـــــــــــــــاً. ويمكن تعديل الإجراءات المختبرية الوارد

  البروتوكولات بما يناسب معايير المختبرات الفردية، شريطة التثبت منها على النحو الوافي.
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 18-15 يتشخيصروتوكول ب

 UTR2′3 ميكرولتر؛ بــــــادئــــــة 2.4، اتميكرومولار  UTR1 10′3 ميكرولتر؛ بــــــادئــــــة 1، 25× النســــــــــــــخ العكســــــــــــــي 
 اتميكرولتر  5ميكرولتر؛  0.75، اتميكرومولار  FAM   5بـــــــــــــــــمدموغ  181Tميكرولتر؛ مســـبار  2.4، اتميكرومولار  10

من خليط التفاعل في الوقت الحقيقي.  اً ميكرولتر  20المســـــتخرج أو المحرر من غشـــــاء مضـــــافاً إلى  الريّبيمن الحمض النووي 
دورة  45درجة مئوية لمدة عشـــــــر دقائق تعقبها  95درجة مئوية لمدة عشـــــــر دقائق و 45أما بارامترات دورات التفاعل فهي: 

 .زوج قواعد 95درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة). ويبلغ الحجم المتوقع للأمبليكون  60ثانية و 15درجة مئوية لمدة  95من (
 
ــــــــ قدّ الوقت الحقيقي لدمغ الأنسجة، فيما خص التفاعل في   ، وخصوصيته 0.98رت نسبة حساسية التشخيص بـ

تدل بارامترات التشخيص  ).Vidal et al., 2012( تباعاً  0.021و 6.63ونسبة الأرجحية الإيجابية والسلبية بـــــــــــ  0.85بـــــــــــ 
تلك على أن التفاعل في الوقت الحقيقي من أجل دمغ الأنسجة يشكل التقنية الأكثر حساسية لدى مقارنته بفحص إليزا 

ا الحمضيات ز امه للكشف والتشخيص الروتينيين لفيروس تريستيلدمغ الأنسجة المباشر، الأمر الذي يثبت صلاحية استخد
اسية هذه التقنية التحليل ارتفاع مستوى حس حيتي خلو أية مادة نباتية من فيروس تريستيزا الحمضيات.لتقييم  والتوصية به

تبر في أي موســم تخالدقيق للعينات المركبة (التي تصــل إلى عشــر أشــجار أو نبتات مشــاتل) كعينة تشــخيصــية واحدة حينما 
من الســـــــــنة، ويتيح أيضـــــــــاً تحليل أصـــــــــناف الأرقات من أجل الكشـــــــــف عن وجود الكميات المتدنية من فيروس تريســـــــــتيزا 

 من أجل الاطلاع على بارامترات التشـــــــخيص الإضـــــــافية للتثبت من صـــــــلاحية التفاعل في الوقت الحقيقيو  الحمضـــــــيات.
 .7-3القسم  انظرمن أجل دمغ الأنسجة، 

 
 :هي) البادئات والمسبار Saponari et al.  )2008 بحسب 
 

P25F :5′-AGC RGT TAA GAG TTC ATC ATT RC-3′ 
P25R :5′-TCR GTC CAA AGT TTG TCA GA-3′ 

CTV-CY5 :CY5-CRC CAC GGG YAT AAC GTA CAC TCG G 
 
يتألف مزيج التفاعل المتســـــــلســـــــل للبوليميراز باســـــــتخدام إنزيم و . اً ميكرولتر  25ينفذ التفاعل في كمية �ائية تبلغ و  

 iScript One-Step RT-PCR لوازمميكرولتر؛ مجموعتي  6.6الحقيقي من: ماء فائق النقاء، النســـــخ العكســـــي في الوقت 

Kit for Probes )Bio-Rad 1 (12.5 الرئيســي لإنزيم النســخ العكســي ميكرولتر؛ الخليط )iScript( ،0.5 ميكرولتر؛ بادئة 
P25F ،10  ،بــــــادئــــــةميكرولتر؛  1ميكرومولار P25R ،10  ؛ مســــــــــــــبــــــاراتميكرولتر  2 ،اتميكرومولار CTV-CY5  

 المســــــــــــــتخرج أو المحرر من غشــــــــــــــاء مضــــــــــــــافاً  الريّبيمن الحمض النووي  اتميكرولتر  2ميكرولتر؛ و 0.4، اتميكرومولار  5
درجة مئوية لمدة دقيقتين،  55هي: فأما بارامترات دورات التفاعل  من خليط التفاعل في الوقت الحقيقي. اً ميكرولتر  23إلى 

 ثــانيــة). 30درجــة مئويــة لمــدة  59ثــانيــة و 15درجــة مئويــة لمــدة  95دورة من ( 40دقــائق تعقبهــا  5درجــة مئويــة لمــدة  95و
 .زوج قواعد 101أما الحجم المتوقع للأمبليكون فهو 

 
والإيجابية  الســــلبية النتائجتشــــخيص (أي الحســــاســــية والخصــــوصــــية والدقة ونســــب أرجحية  أي بارامتراتلم ترد  

 .وأرجحية الإصابة بالمرض بعد الاختبار) لهذا البروتوكول
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 19-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  فسير نتائج التفاعل المتسلسل للبوليميراز التقليدي وفي الوقت الحقيقيت 3-6-7
 
  الجزيئيةشواهد الاختبارات  3-6-1
 
ختبار المســتخدم بحســب نوع الا-ملائمة  شــواهدنتيجة الاختبار التي تم التوصــل إليها، ينبغي تناول ب يأُخدلكي  

لكل ســــــــلســــــــلة من ســــــــلســــــــلات عزل حمض النواة وتضــــــــخيمه للآفة المســــــــتهدفة أو حمض النواة -ودرجة اليقين المطلوبة 
د الأدنى من الشــواهد ، يتألف الحيللبوليميراز باســتخدام إنزيم النســخ العكســبالنســبة إلى التفاعل المتســلســل و  المســتهدف.

 ).شاهد إيجابي لحمض النواة وشاهد سلبي للتضخيم (لا شاهد نموذج واجبة الاستخدام من
 
يســـتخدم هذا الشـــاهد لرصـــد كفاءة طريقة الاختبار (بغض النظر عن عملية  .الشــاهد الإيجابي لحمض النواة 

تخدام حمض نووي يجوز اســـ .التضـــخيم، في التفاعل المتســـلســـل للبوليميراز باســـتخدام إنزيم النســـخ العكســـيالاســـتخراج) و 
على الحمض ب ويج ريبي معد مســــــبقاً (مخزّن) أو مواد نباتية مصــــــابة بفيروس تريســــــتيزا الحمضــــــيات مدموغة على غشــــــاء.

ت من جودة الشـــاهد من أجل التثب بصـــورة دورية للتحققوع المخزن أو المواد المعدّة المصـــابة بالفيروس، الخضـــ الريّبيالنووي 
 .الطويلة التخزين فتراتمع 

 
 بالنسبة إلى التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي في الوقت الحقيقي .الشاهد الداخلي 

 التنبئيــــــةالتــــــابع للجينــــــة  المرســـــــــــــــــــال الريّبي)، يجوز إدراج الحمض النووي Saponari et al.  )2008 الــــــذي وصــــــــــــــفــــــه
NADH dehydrogenase 5 (nad5) بروتوكول التفاعل كشــــــاهد داخلي من أجل اســــــتبعاد احتمال أية نتائج  ضــــــمن

 دفوبما أن هذا اله جراء فشـــــــــــــل اســـــــــــــتخراج حمض النواة أو فســـــــــــــاده أو وجود كوابح للتفاعل. ،للتفاعل كاذبةســـــــــــــلبية  
رد فعل ب كاذبة  ثقةلأمر الذي قد يؤدي إلى ا nad5 المختبر بالحمض النووي لجينةمن العوائل، ينبغي التحوط لعدم تلويث 

 .الشاهد الداخلي
 
يعتبر هذا الشــــــاهد ضــــــرورياً من أجل التفاعل المتســــــلســــــل  .شـــــاهد نموذج) لاالشـــــاهد الســـــلبي للتضـــــخيم ( 

لنتائج الإيجابية من أجل اســـــــــتبعاد افي الوقت الحقيقي التفاعل للبوليميراز باســـــــــتخدام إنزيم النســـــــــخ العكســـــــــي التقليدي و 
 مرحلة التضــــــــــــــخيم، يضــــــــــــــاف ماء ملائم للتفاعل وخال لدىو  جراء التلوث خلال مرحلة إعداد مزيج التفاعل. كاذبةال

 .كان قد استخدم لإعداد مزيج التفاعل  ،من إنزيم ريبُونوُكْلَياز
 
النواة المســتهدف الذي تم اســتخراجه يســتخدم هذا الشــاهد لضــمان إتاحة حمض  شاهد الاستخراج الإيجابي. 

بالكمية والجودة الكافيتين للتفاعل المتســــــلســــــل للبوليميراز باســــــتخدام إنزيم النســــــخ العكســــــي، وإمكانية كشــــــف الفيروس 
 مةتات أو حشــــــرات ســــــليايســــــتخرج حمض النواة من النســــــيج العائل المصــــــاب بالفيروس أو من أنســــــجة نبو  المســــــتهدف.

 .زا الحمضياتقد لدغها فيروس ترِيستي
 
ادي التلوث جراء تحوط لتفلدى عملية التفاعل المتســـلســـل للبوليميراز باســـتخدام إنزيم النســـخ العكســـي، يجب ال 

 .عن الشواهد الإيجابية أو العينات الإيجابية الرذاذ الناجم
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 20-15 يتشخيصروتوكول ب

 
لفعل ا يســـتخدم هذا الشـــاهد لرصـــد التلوث خلال اســـتخراج حمض النواة و/أو رد شــاهد الاســتخراج الســلبي. 

 ينطوي هذا الشــاهد على حمض نواة اســتخرج من نســيج عائل غير مصــاب فخضــع من ثم للتضــخيم. إزاء النســيج العائل.
 .يوصى باستخدام شواهد متعددة حين تكون العينات الإيجابية متوقعة بأعداد كبيرةو 
 
متســـــلســـــل والتفاعل ال التفاعل المتســـــلســـــل للبوليميراز باســـــتخدام إنزيم النســـــخ العكســـــي التقليدي 3-6-7-1

  للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي للاصطياد المناعي
 
 :إلا إذا ،لعكسي الخاص بالممرضاتالتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ اب دّ لا يعت 
 

  أنتج الشاهد الإيجابي أمبليكوناً للفيروس بالحجم المناسب؛ )1(

  .السلبي للاستخراج والشاهد السلبي للتضخيم أمبليكونات للفيروس بالحجم المناسبلم ينتج الشاهد  )2(
 
 )nad5( المرســــــــال الريّبيللحمض النووي  الشــــــــاهد الداخلي للجينة المتقدرية افي حال اســــــــتخدمت كذلك بادئت 
 CTC CAG TCA CCA ACA TTG-′5: ةعكســي ،GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3′-′5: أمامية(

GCA TAA-3′ النباتي الســـــــليم) (في حال  جثم شـــــــاهد الاســـــــتخراج الســـــــلبي (النســـــــيزوج قاعدة)، ومن  181، منتج من
أما عجز العينات  زوج قاعدة. 115اســــتخدامه)، والشــــاهد الإيجابي وكل من عينات الاختبار يجب أن تنتج أمبليكوناً من 

شــــل، أو أنه لم قد ف الريّبيإلى أن اســــتخراج الحمض النووي  عن التضــــخم بواســــطة بادئات الشــــواهد الداخلية فيشــــير مثلاً 
أن هذا الأخير  رج أوالمستخ الريّبييكن مدرجاً في مزيج التفاعل، أو أن مركبات كابحة للتفاعل موجودة في الحمض النووي 

 .فسدقد 
 
 .بالحجم الصحيح أمبليكوناً ويعتبر اختبار عينة ما إيجابياً في حال أنتج  
 
 التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي في الوقت الحقيقي 3-6-7-2
 
لا يعتبر التفاعل المتســــلســــل للبوليميراز باســــتخدام إنزيم النســــخ العكســــي في الوقت الحقيقي الخاص بالممرضــــات  

 :موثوقاً به إلا إذا
 

  بالفيروس؛أنتج الشاهد الإيجابي منحنى تضخم بواسطة البادئات الخاصة  )1(

ئات الخاصــــة م بواســــطة الباديتضــــخ يج والشــــاهد الســــلبي للتضــــخيم منحنيولم ينتج الشــــاهد الســــلبي للاســــتخرا  )2(
 .بالفيروس

 
التحقق من قيمة حد  ينبغي ويعتبر اختبار عينة ما إيجابياً في حال أنتج منحنى تضــــــــــخيم نموذجياً بطريقة مطردة. 

 .ار للمرة الأولىالدورة في كل مختبر لدى إجراء الاختب
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 21-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
  التثبت من الصلاحية عبر دراسة لأداء الاختبار 3-7
 
الذي أجرته عشـــــــرة مختبرات مســـــــتعينة  )DIAGPRO )Cambra et al., 2002اختبار الحلقة التابع لمشـــــــروع في  

بمجموعة من عشــــر عينات مرمّزة تتضــــمن عينات عن أنســــجة مصــــابة بفيروس تريســــتيزا الحمضــــيات وعينات عن أنســــجة 
، كان اختبار إليزا المباشــر لدمغ الأنســجة (IVIA) ســليمة تعود إلى المجموعة التي يملكها معهد البحوث الزراعية في فالنســيا

في المائة (عدد النتائج الإيجابية والســــلبية  99دقيقاً بنســــبة  3DF1 + 3CA5 المضــــادين أحاديي الكلون بواســــطة الجســــمين
 على النســـــــــبة تفوقت نســـــــــبة الدقة هذه تقنية/عدد العينات التي جرى اختبارها).ا بواســـــــــطة هالحقيقية التي تم تشـــــــــخيصـــــــــ

في المائة) والتفاعل المتســـــــــلســـــــــل  98بلغت دقته ذي الإليزا ( -دةار ســـــــــاندويتش ثنائي الأجســـــــــام المضـــــــــاالتي حققها اختب
في المائة) والتفاعل المتســـــــلســـــــل  94بلغت دقته الذي للبوليميراز باســـــــتخدام إنزيم النســـــــخ العكســـــــي للاصـــــــطياد المناعي (

بلغت لذي اللبوليميراز المتداخل باســتخدام إنزيم النســخ العكســي المتداخل للاصــطياد المناعي، داخل أنبوب مغلق واحد (
ســية التقنيات الأخرى فيما أن حســا 0.98كان مســتوى حســاســية اختبار إليزا لدمغ الأنســجة المباشــر و  في المائة). 89دقته 

بلغت درجة تخصــــــــص التشــــــــخيص لاختبار و  .(Vidal et al., 2012) تباعاً  0.93و 0.96و 0.96قد بلغت آنفة الذكر 
بلغت و  تباعاً. 0.82و 0.91و 1.0خيص التقنيات الأخرى قد بلغ فيما أن تخصـــص تشـــ 1.0إليزا لدمغ الأنســـجة المباشـــر 

) لإليزا لدمغ الأنســــــــــــــجة Sackett et al., 1991( الإيجابية (الاختبارات الإيجابية التي تنطوي على المرض؛ القيمة التنبؤية
القيمـة وبلغـت  تبـاعـاً. 0.89و 0.94و 1.0الإيجـابيـة للتقنيـات الأخرى قـد بلغـت  القيمـة التنبؤيـة، فيمـا أن 1.0المبـاشــــــــــــــر 

ات الســلبية للتقني التنبؤيةالقيمة فيما بلغت  ،0.97لإليزا لدمغ الأنســجة المباشــر  )(Sackett et al., 1991 الســلبية التنبؤية
 .(Harju et al., 2000)تباعاً،  0.88و 0.94و 0.95الأخرى 

 
 3DF1 + 3CA5تبين أن فحص إليزا لدمغ الأنســـــــجة المباشـــــــر بواســـــــطة الجســـــــمين المضـــــــادين أحاديي الكلون  

لوجية للبرتقال بســاطة واقتصــاداً، حين يقارن بالفهرســة البيو و  مصــداقيةالأكثر  ،للمواد النباتية يل الروتينيلهو أســلوب التح
لمتســلســل باســتخدام إنزيم النســخ العكســي للاصــطياد المناعي، والتفاعل االمكســيكي، وإليزا والتفاعل المتســلســل للبوليميراز 

 وقد قام ).2002وآخرون،  Cambra( للبوليميراز باســــــــــــــتخدام إنزيم النســــــــــــــخ العكســــــــــــــي المتداخل للاصــــــــــــــطياد المناعي
Ruiz-García et al. )2005(ه ضــــاهى نكذلك بإثبات صــــلاحية فحص إليزا لدمغ الأنســــجة المباشــــر  وبتحليله ليبرهنوا أ

في المائة من الأشـــــجار  97دة من حيث الحســـــاســـــية (فقد كشـــــف النظام الأجســـــام المضـــــا يســـــاندويتش ثنائ-زافحص إلي
لمباشـــــر دمغ الأنســـــجة ال تمت مقارنة إليزا الإيجابية باســـــتخدام أربع ســـــويقات) إلا أنه كان أســـــهل اســـــتخداماً وأقل كلفة.

رســـــــــة البيولوجية على الليمون المكســـــــــيكي وبدمغ الفهب 3DF1 + 3CA5 بواســـــــــطة الجســـــــــمين المضـــــــــادين أحاديي الكلون
الأنسجة بواسطة التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي في الوقت الحقيقي من أجل كشف فيروس 

ســجة المباشــرة مغ الأنفتم تقييم بارامترات تشــخيصــية مختلفة وثبت أن أليزا لد ).Vidal et al., 2012( تريســتيزا الحمضــيات
ار أي كان مســــــتوى انتشــــــ ،ذات الأرجحية الأعلى لكشــــــف المرض ما بعد الاختبارو هي الطريقة الأكثر تخصــــــصــــــاً ودقة 

 .الفيروس
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 22-15 يتشخيصروتوكول ب

  تحديد السلالات العدائية لفيروس تريستيزا الحمضيات -4
 
 .لتضخيممصلياً أو جزيئياً ليتطلب تحديد سلالات فيروس ترِيستيزا الحمضيات اختباراً بيولوجياً أو  
 
 لأصــــــــــــــنـــاف ســــــــــــــلالات هـــذا الفيروس بنـــاء بـــه اً موثوقـــ اً لا توجـــد طرق قـــائمـــة على حمض النواة، تتيح تحـــديـــد 

ي المرتفع ولا يزال الأســــــــــاس الوراثي للتنوع البيولوج على عدائيتها، بما أن فيروس ترِيســــــــــتيزا الحمضــــــــــيات هو نمط ظاهري.
ور البيولوجي ولا يعرف الكثير كذلك عن الد ).Moreno et al., 2008( مجهولاً بدرجة كبيرةلفيروس تريســـتيزا الحمضـــيات 

 تم توصـــــــــــيفها بعديفضـــــــــــلاً عن ذلك فإن أصـــــــــــناف تركيباته الوراثية لم  ائتلافه. الناجمة عن تداعياتال لتنوعه ولا ســـــــــــيما
)Harper, 2013.(  اســــتخدمت مجموعة واســــعة من الطرق الجزيئية من أجل التمييز بين مختلف ســــلالات فيروس تريســــتيزا

ر للحمض النووي ثنائية الجديلة، وتحاليل مقاطع الحص الريّبيالحمضيات، بما فيها التهجين الجزيئي، وأنماط الحمض النووي 
تفاعل المتسـلسـل للبوليميراز لمناطق مختلفة من الجينوم، والالمضـخم للفيروس، والتضـخيم بواسـطة التفاعل المتسـلسـل  كمّلالم

، وتســــــلســــــل الجينوم وإعادة تســــــلســــــل )Yokomi et al., 2010؛ Moreno et al., 2008( للبوليميراز في الوقت الحقيقي
ت والرحلان اوفي فترة غير بعيدة، جرت محاولات لإجراء تحاليل متتابعة للمقايســـــات المناعية للأنزيم التصـــــفيفات المصـــــغرة.

من تلــك  ولكن لا يعتبر أي .(Licciardello et al., 2012) الكهربــائي الشــــــــــــــعري لتعــدد الأشــــــــــــــكــال أحــادي الجــديلــة
بت من موثوقية لسلالات الفيروس المنتشرة بصورة طبيعية، كما لم يتم التث تصنيف معوّل عليهللقيام ب عمليّ التكنولوجيات 

 .أي منها بعد، ذلك أن تطبيقها يقتصر على غايات البحوث
 
لة ، فإن التقنياتالوراثي والبيولوجي للفيروس التنوعونظراً إلى   لســــَ ضــــي إلى نتائج مضــــللة قد تف الأخرى غير الســــَ

وإن اســتخدام التســلســل العميق، الذي يعرف أيضــاً بتســلســل الجيل التالي قد يقدم  وس.لدى محاولة تحديد ســلالات الفير 
ص وكليوتيدات الفيروس لا يمكن أن يتصـــــل بعد بالخصـــــائبيد أن تســـــلســـــل ن بســـــرعة معلومات عن التســـــلســـــل الجينومي.

قد صــــــــــنفت  ت الفيروسوعلى الرغم من أن ســــــــــلالا البيولوجية للســــــــــلالة وبســــــــــلوكها (أي عدائيتها وقابليتها للانتقال).
فئات بحســـــب تنوعها المظهري وعدائيتها ومجموعة عوائلها وتركيبة محدد الأنتيجين وفي فترة أخيرة، عبر الهوية  إلىوقســـــمت 

 لم يظهر أي ترابط واضــــــــــــــح مع الســــــــــــــلوك البيولوجي(Moreno et al., 2008) التســــــــــــــلســــــــــــــليـــة لجينـــة واحـــدة أو أكثر
)Harper, 2013.( 
 
أما الطرق الموصـــى بها للحصـــول على معلومات متعلقة بالخصـــائص البيولوجية لســـلالة معينة من فيروس ترِيســـتيزا  

 ):2الحمضيات فهي (الشكل 
 

  C. aurantifoliaالفهرســــــــــــــة البيولوجية التي تســــــــــــــتعين بمجموعة من النباتات المســــــــــــــتخدمة كمؤشــــــــــــــرات مثل )1(
 .C لتقييم تنقر الســــــــــــوق وشــــــــــــتول )Duncan صــــــــــــنف(  C. paradisiو C. sinensisو C. Macrophyllaو

aurantium أو C. limon لتقييم اصفرار الشتول )Roistacher, 1991 ؛Ballester-Olmos et al., 1993.( 

محدد  تعرف علىت تيالMCA13  (Permar et al., 1990)  مع الجســـــــــــــم المضـــــــــــــاد أحادي الكلون التفاعلية )2(
 لمعتــدلــةاالأنتيجين المحفوظ حفظــاً جيــداً في الســــــــــــــلالات الحــادة (العــدائيــة) للفيروس والمفقود في الســــــــــــــلالات 
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 23-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 ارتبــــاطــــاً قويــــاً بــــالقــــدرة MCA13 يرتبط رد الفعــــل معو  .(Pappu, et al., 1993) (الأقــــل عــــدائيــــة) للفيروس
يروس معظم ســـــلالات فو  الليمون الحامض. على التســـــبب بتدهور الأشـــــجار المطعمة على جذر البرتقال المر أو

 .MCA13 ترِيستيزا الحمضيات التي تنتج تنقراً في سوق الجريب فروت أو البرتقال الحلو، تتجاوب مع
 
  فهرسة البيولوجيةال 4-1
 
 .3-3 القسم الإجراءات الواردة فية لفيروس تريستيزا الحمضيات الفهرسة البيولوجية للسلالات العدائي تتبع 
 
 MCA13  الاختبارات المصلية التي تستخدم 4-2
 
 فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر 4-2-1
 
 هناك مجموعة لوازم كاملة قائمة على الجســـــــــــم المضـــــــــــاد أحادي الكلون الخاص بفيروس تريســـــــــــتيزا الحمضـــــــــــيات 
)1MCA( يزة، متاحة الدارئة والرك، تتضـــمن أغشـــية مدمغة مســـبقاً مع شـــواهد ســـلبية وإيجابية وكافة الكواشـــف والمحلولات

 .ما الطريقة فهي كالتالي. أ1Plant Print Diagnòstics SL .من
 
عد محلول من الجسـم المضـاد أحادي الكلون الخاص يُ  .1-5-3الأغشـية مدموغة النسـيج ومجمدة كما في القسـم  

 في محلول ملحيملل ميكروغرام/ 0.1المرتبط بالفوســـــــــــــفاتاز القلوية (حوالي ) MCA13( بفيروس تريســـــــــــــتيزا الحمضـــــــــــــيات
درجة حرارة  علىمنظم بالفوســـفات) ويســـكب على الأغشـــية حتى يغطيها، ومن ثم تحضـــن الأغشـــية لمدة ثلاث ســـاعات 

 أما عملية غســــــــــل وتظهير الأغشــــــــــية وقراءة النتائج وتفســــــــــيرها فهي نفســــــــــها الموصــــــــــوفة البيئة المحيطة مع خضــــــــــها برفق.
بنفسـجية صـغيرة عادة في المنطقة الوعائية للمادة النباتية، يدل على وجود -أرجوانية إن وجود رواسـب .1-5-3في القسـم 

 .سلالة لفيروس تريستيزا الحمضيات تتسم بعدائية زائدة
 
 إليزا-دةساندويتش ثنائي الأجسام المضا 4-2-2
 
باستخدام ) Cambra )1991و Garnsey إليزا بحسب تعليمات-دةار ساندويتش ثنائى الأجسام المضاينفذ اختب 

 هناك مجموعة لوازم قائمة على الجسم المضاد أحادي الكلون الخاص بفيروس تريستيزا الحمضياتو  الطريقة الموصوفة أدناه.
)13MCA ( 1متاحة منPlant Print Diagnòstics SL. 
 
بفيروس يضـــاف الجســـم المضـــاد أحادي الكلون الخاص  .2-5-3تتم عملية التغليف بحســـب ما يصـــفها القســـم  

 المرتبط بـــالفوســــــــــــــفـــاتـــاز القلويـــة كمقترن على درجـــة تخفيف ملائمـــة (مـــا يقـــارب) MCA13( تريســــــــــــــتيزا الحمضــــــــــــــيـــات
في المائة). تنفذ عمليات  0.5في محلول ملحي منظم بالفوســــــفات مع ألبومين المصــــــل البقري بنســــــبة ملل ميكروغرام/ 0.1

 .2-5-3يصفها القسم وتفسير النتائج بحسب ما  الركيزةالحضن والغسل وإضافة 
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 لوقاية النباتات الاتفاقية الدولية 24-15 يتشخيصروتوكول ب

  السجلات -5
 
 من المعيار الدولي لتدابير الصحة النباتية 5-2يجب الاحتفاظ بالسجلات والبراهين بالطريقة الموصوفة في القسم  

 .)(بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح 27 رقم
 
تثال، لا ســــــــــــــيما حالات عدم الام أخرى بنتائج التشــــــــــــــخيص،متعاقدة وفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطراف  

وحيث يكون الفيروس موجوداً في منطقة ما للمرة الأولى، ينبغي الاحتفاظ بالمواد التالية الإضــــــافية، إن كانت ذات صــــــلة، 
 :بطريقة تضمن الاقتفاء

 
درجة مئوية تحت الصــــــــــفر أو تجفيفها بالتجميد وحفظها على  80ينبغي الاحتفاظ بالعينة الأصــــــــــلية على حرارة  -

 .درجة حرارة البيئة المحيطة

درجة مئوية تحت الصــــــــــفر و/أو أجزاء من  80على حرارة  الريّبيينبغي الاحتفاظ بمســــــــــتخرجات الحمض النووي  -
فظ على بغي أن تحمنقطة، على ورق أو على أغشـــية من النايلون ينســـتخرجات نباتية مو/أو  الأنســـجة المدموغة

 .درجة حرارة البيئة المحيطة

 ينبغي حفظ منتجات التضــــــخيم للتفاعل المتســــــلســــــل للبوليميراز باســــــتخدام إنزيم النســــــخ العكســــــي على حرارة -
 .درجة مئوية تحت الصفر 20

 
 للحصول على معلومات إضافية جهات الاتصال -6
 
 :البروتوكول علىيمكن الحصول على معلومات إضافية بشأن هذا  
 

Centro de Protección Vegetal, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Carretera 
Moncada-Náquera km 4.5, 46113 Moncada (Valencia), Spain (Mariano Cambra; e-mail: 
mcambra@ivia.es or mcambra@mcambra.es) 

 
Departamento de Fitossanidade, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS), Avenida Bento Gonçalves 7712, 91540-000 Porto Alegre, Brazil (Edson Bertolini; e-
mail: edson.bertolini@ufrgs.br; tel.: +55 (51) 3308 8100).  

 
APHIS-USDA-PPQ-CPHST, 4700 River Road, Riverdale, MD 20737, United States (Laurene Levy; 

e-mail: laurene.levy@aphis.usda.gov; tel.: +1 301 851 2078; fax: +1 301 734 8724). 
 

Citrus Research International (CRI), PO Box 28, 1200 Nelspruit, Mpumalanga, South Africa (S.P. Fanie 
van Vuuren; e-mail: faniev@cri.co.za). 

 
Alico, Inc., Suite 100, 10070 Daniels Interstate Court, Fort Myers, FL 33913, United States (Marta 

Isabel Francis; e-mail: mfrancis@alicoinc.com; tel.: +1 863 673 4774). 

 

mailto:mcambra@ivia.es
mailto:mcambra@mcambra.es
mailto:edson.bertolini@ufrgs.br
mailto:laurene.levy@aphis.usda.gov
mailto:faniev@cri.co.za
mailto:mfrancis@alicoinc.com


15 يبروتوكول التشخيصال  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 25-15 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

و المنظمــات لوقــايــة النبــاتــات، أ الوطنيــةيمكن التقــدم بطلــب لتنقيح بروتوكول للتشــــــــــــــخيص من قبــل المنظمــات  
 الإقليمية لوقاية النباتات أو الأجهزة الفرعية لهيئة تدابير الصـــــــــــــحة النباتية من خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

(ippc@fao.org)   يق التقني المعني ببروتوكولات التشخيصوهي بدورها تحيله إلى الفر. 
 
  التقدير والشكر -7
 
معهد البحوث الزراعية في فالنســــــيا، إســــــبانيا ( M Cambra حرر المســــــودة الأولى لهذا البروتوكول كل من الســــــيد 
 القســـــم الآنف: العنوان الحالي انظرمعهد البحوث الزراعية في فالنســـــيا، إســـــبانيا (( E. Bertoliniالقســـــم الآنف) و انظر(

دائرة التفتيش المعنية بشـــــــــؤون الصـــــــــحة الحيوانية والنباتية التابعة لوزارة الزراعة في الولايات  L. Levy، و))UFRGS جامعة
القســــــــــــــم الآنف)  انظر، جنوب أفريقيـــــا) (CRI معهـــــد( S.P.F. van Vuurenالقســــــــــــــم الآنف))؛ و انظرالمتحـــــدة) (

القســــــم الآنف:  انظرأوروغواي) () ( (Instituto Nacional de Investigación Agropecuaria معهدو  M.I,Francisو
 .))Alico. Inc العنوان الحالي

 
الممول  DIAGPRO شــروعلم التابعوقد خضــعت معظم التقنيات الوارد وصــفها في هذه الوثيقة إلى اختبار الحلقة  

) INIA( ذائيةعهد الوطني للتفتيش والتكنولوجيا الزراعية والغمولها الممن الاتحاد الأوروبي، أو خضــــعت للتقييم في مشــــاريع 
  .ووزارة الزراعة والأغذية والبيئة في إسبانيا

 
 المراجع -8
 
 لنباتية متاحةإن المعايير الدولية لتدابير الصـــــــــحة ا يشـــــــــير هذا الملحق إلى المعايير الدولية لتدابير الصـــــــــحة النباتية. 

 setting/ispms-activities/standards-https://www.ippc.int/core للصحة النباتية على العنوانعلى البوابة الدولية 
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 الأشكال -9
 

 
 

متلازمة تريستيزا أو تدهور حالة شجرة البرتقال ) لفأ(): CTV( أعراض الإصابة بفيروس تريستيزا الحمضيات -1الشكل
) ءاالحلو المطعمة على جذر البرتقال المر المصـــاب بالفيروس (جهة اليســـار) وشـــجرة خالية من الأعراض (جهة اليمين)؛ (ب

ريب جرة الج) تنقر على جذع شـــيمالا�يار أو التدهور الســـريع لشـــجرة الجريب فروت المطعمة على جذر البرتقال المر؛ (ج
يد ) تنقر شــدالجراء ســلالة عدائية لفيروس تريســتيزا الحمضــيات؛ (د) Troyer( الفروت المطعمة على جذر ســترانج تروير

) تنقر على جذع شــــــــــجرة البرتقال الحلو المطعمة على جذر مندرين كليوباترا اءعلى أغصــــــــــان شــــــــــجرة الجريب فروت؛ (ه
 زابة بفيروس تريســـــتيزا الحمضـــــيات المطعمة على جذر ســـــترانج كاري) تقزم ملحوظ على أشـــــجار البرتقال الحلو المصـــــواوو(
)Carrizo) (جهة اليسار) جهة اليمين) مقارنة بشجرة سليمة.( 
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L. Navarro تقدمةاو؛ الصـــــورة (و ( M. Cambra وJ.A. Pina. وجميعها من معهد فالنســـــيا للبحوث الزراعية )IVIA(  ،

 .مونكادا، إسبانيا
 

 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

  وتحديده عملية كشف فيروس ترِيستيزا الحمضياتمخطط بياني يبين  -2الشكل 
 

DAS الأجســــام المضــــادة؛ يســــاندويتش ثنائ )ELISA (الفحص المناعي المرتبط بالأ، إليزا)نزيم)؛ IC الاصــــطياد المناعي؛ 

PCR  ،التفاعل المتسلسل للبوليميرازRT النْسْخ العكسي. 
  

 لا أعراض

 اختبارات التضخيم الجزيئية  الاختبارات المصلي الفهرسة البيولوجية 
 
 

 النبتة العائلة التي تظهر عليها أعراض الإصابة أو يشتبه بإصابتها بالأعراض

 
 
 
 

 تطعيم نبتات خشبية دالةّ
 ) 3-3نظر القسم ا(

 
 

 فحص إليزا لدمغ الأنسجة مع
 الأجسام المضادة أحادية الكلون

 )1-5-3نظر القسم ا( 
 الأجسام يو فحص ساندويتش ثنائأ

إليزا مع أجسام مضادة  -المضادة 
 أحادية الكلون أو متعددة الكلون 

 )2-5-3نظر القسم ا(

 تفاعل البوليميراز التسلسلي باستخدام
 النسخ العكسي للاصطياد المناعيإنزيم 

 )2-6-3ظر القسم ان(
تفاعل البوليميراز التسلسلي  أو

باستخدام إنزيم النسخ العكسي 
 المتداخل للاصطياد المناعي

 )3-6-3نظر القسم ا(
التفاعل المتسلسل للبوليميراز  أو

 في باستخدام إنزيم النسخ العكسي
 الوقت الحقيقي

 )5-6-3نظر القسم ا(

 عراضأ
 نموذجية

التثبت بواسطة اختبارات التحري 
 المصلي أو الجزيئي للتضخيم 

 النبتة العائلة مصابة سلبيةنتيجة 
بفيروس تريستيزا 

 

 نتيجة إيجابية

نتيجة إيجابية بناء على واحد من 
 الاختبارات المؤكدة 

 نتيجة سلبية

النبتة العائلة غير 
مصابة بفيروس 

 تريستيزا الحمضيات
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  وتحديده كشف فيروس ترِيستيزا الحمضيات  عمليةمخطط بياني يبين  -3الشكل 
 

DAS ساندويتش ثنائي الأجسام المضادة؛ ELISA إليزا (الفحص المناعي المرتبط بالإنزيم.( 
  

 تحديد فيروس ترِيستيزا الحمضيات
 بواسطة الاختبارات البيولوجية أو المصلية

 
 الفهرسة البيولوجية

 تات الخشبية الدالة اتطعيم النب
 )1-4نظر القسم ا(

 الاختبارات المصلية
 فحص إليزا لدمغ الأنسجة

 )1-2-4نظر القسم ا(
 إليزا-فحص ساندويتش ثنائي الأجسام المضادة أو

 )2-2-4نظر القسم ا(

أعراض تنقر السوق و/أو 
 الشتولاصفرار 

 إيجابية

فقط السلالات المؤدية 
 إلى تدهور النبتة

 سلالة عدائية 
(تحفز على التراجع وتتسبب بتنقر 

 )الشتول اصفرارو/أو السوق 
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 مراحل النشر
 .هذه الفقرة لا تشكل جزءاً رسمياً من المعيار

 ).021-2004بتقديم الموضوع الأساسي: فيروس ترِيستيزا الحمضيات (قامت لجنة المعايير  11-2004

قامت الدورة الأولى لهيئة تدابير الصــحة النباتية بإضــافة الموضــوع إلى برنامج العمل: الفيروســات والبلازما النباتية  04-2006
)2006-009.(  
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)2006-008.( 

 مشاورة الخبراء 04-2014

 )eSC_May_02_2015وافقت لجنة المعايير على رفع الموضوع لمشاورة الأعضاء ( 01-201

 مشاورة الأعضاء 02-2015

شخيص وبتقديم الأجوبة التقامت المجموعة التحريرية المعنية ببروتوكولات التشخيص باستعراض مسودة بروتوكول  12-2015
 على تعليقات الأعضاء

  خلال فترة الإبلاغ عن بروتوكول التشــــــــــــــخيص عليـــــــه رض الموضــــــــــــــوع على لجنـــــــة المعـــــــايير للموافقـــــــةعُ  11-2015
(2016_eTPDP_Feb_02) 

ـــــــ  03-2016 عن بروتوكول  يوماً للإبلاغ 45صدور قرار إلكتروني عن لجنة المعايير للموافقة عليه على أن يرفع خلال فترة الـ
 )eSC_May_10_2016التشخيص (

 )اعتمدت لجنة المعايير بروتوكول التشخيص نيابة عن هيئة تدابير الصحة النباتية (بدون تلقي أي اعتراضات 08-2016

). روما، الاتفاقية الدولية 2016فيروس ترِيســـــــــتيزا الحمضـــــــــيات ( 15المرفق  27المعيار الدولي لتدابير الصـــــــحة النباتية 
 لوقاية النباتات، منظمة الأغذية والزراعة
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