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 معلومات عن الآفة -1

تتألف من  ديلة وحيدة غير  RNAالفيرواا  )أشلللبال الفيروالللا ( هي  ني ا  من الحمو العووي الري   

ليوكليوتايد تُعسلللل  لسللللناً متمايملًا بألنةا  م لللليفة            401-293مغلفة مغلقة الدائرة بشللللكل تراببي يبلله  و ا       

(Hammond & Owens, 2006        ية )من لوع با ا المغنل لة الب  Pospiviroid )359(. وفي ال ااة، يبلله  ول فيروا ار

، وآخرون Wasseneggerليوكليوتيد ) 364–341ليوكليوتيد، ولكن تفيد تقارير أن هعاك مستنلصا  معها يبلله  و ا   

ااس         Jeffries ،1998؛ 1997، وآخرون Shamloul؛ 1994 شديدة الأعراض على أ الالا  خفيفة و صفت  (. وقد و

 .cv)بعدورة( . Solanum lycopersicum Lالحسلللاالللة؛ على الللبيل الم ال،  البعدورة )البما خ(أعراض في أصلللعا  

Rutgers (Fernow, 1967 .) 

وا ارلة الببا ا المغنلية ضيقة لسبيا. فالم يفا  الببي ية الرئيسية هي من لوع     المجموعة الببي ية الم يفة لفير  

Solanum spp. .شكّلة -المدّااة )بعدورة(. كما   S. lycopersicum)ببا ا( و .Solanum tuberosum Lللدرلا ، م لًا -الم

واكتشلللف . S. muricatumو Persea americanaو Capsicum annuumو د فيروا ارلة الببا ا المغنلية أي لللاً في 

 .Brugmansia sppوهي  – Solanaceaeأالللاالللاً في عائلة ألواع لباتا  النيعة المتكايمرة لباتياً من ال ائلة البا  الية 

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

يا         Dahlia × hybridaو Chrysanthemum spولكن أي لللللا في  – Streptosolen jamesoniiو لة العجم عائ وفي 

Asteraceae             للا لاع على منيد من تفاصلللليل الم لللليفا  الببي ية، أل ر المركن الدولي للنراعة وال لوم البيولو ية(

(CABI،) ) أما المجموعة الم للليفة التجريبية  اا الفيروا فوااللل ة تشلللمل ألواع في ال ائلة البا  الية  ()بدون تاري .

Solanaceae         ضاً مرضية قليلة ، ولكن أي ا ب و الألواع في تسع عائلا  أخرى على الأقل. وي هر م  خ الم يفين أعرا

 .(2003آخرون و Singh؛ وSingh, 1973أو لا ي هروا أية أعراض )

و بلدان أو اول في أفريقيا وآاللليا وأوروبا الشلللرقية وأمريكا الشلللمالية، و د أن فيروا ارلة الببا ا وفي ب  

صيب   اط )  S. tuberosumالمغنلية ي (/المركن الدولي  EPPO)مع مة حماية العباتا  في أوروبا ومعبقة البحر الأبيو المتو

وأمريكا الجعوبية ومعبقة  ، (1999 وآخرون Badilla)(، وأمريكا الواللللبى 1997( CABIللنراعة وال لوم البيولو ية )

(. غير أن توزي ه الجغرافي أوالللع لباقا في ألواع لباتا  النيعة وغيرها من  2003وآخرون،  Hadidiالشلللرلأ الأوالللط ) 

 ( )بدون تاري ((. CABIالم يفا  )للتوزيع الجغرافي، أل ر )

  .الوالليلة الرئيسللية لالتشللار فيروا ارلة الببا ا المغنلية هو التكايمر العباتي  ي د  ،Solanum tuberosumوفي  

ما   با ا          ك لا  الب باور ار  يعتشللللر أي لللللاً عن  ريو الاتصلللللال وأالللللاالللللاً عن  ريو الآلا  في الحقول وقبع 

(Hammond & Owens, 2006 وهو يعتقل في باور الببا ا الحقيقية .)–   المائة من الباور في  100قد يكون ما يصل الى

 Singh؛ Grasmick & Slack, 1985وأي اً في حبوب اللقاح )  –( Singh ،1970 ؛1970 ،وآخرون Fernowمصاباً ) 

 ( أن هللعللاك ملل للدل الللتللقللال مللعللنللفللو عللن        1981) Pironeو De Bokx (. وقللد أفللاا 1992، وآخللرون

 – Aulacorthum solaniأو  Myzus persicaeولكن ليس عن  ريو الفصللليلتين  Macrosiphum euphorbiae ريو 

اتحوا  تجري  للفيروا والتقاله عن  ريو   صابة بكل من الفيروا   M. persicaeومع  لك تفيد تقارير عن ا من لباتا  م

با ا )      فا  أورالأ الب قاً أن   Singh & Kurz ،1997؛ 1995وآخرون،  PLRV( )Salazarوفيروس الت (. وتبين لاح
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(، وتلك ظاهرة قد  1997وآخرون، Querci) PLRVن  ني ا  فيروس التفا  أورالأ الببا ا الفيروا مغلف بتعافر ضللللم

 تكون  ا آيمار هامة على التشار الفيروا في ال رو  الحقلية. 

بسللهولة عن  ريو الاتصللال وتبين أي للاً أله يعتقل عن  ريو    Solanum lycopersicumويعتشللر الفيروا في  

البعدورة  (. كما تبين أن الالتقال عن  ريو باور    Singh ،1970؛ 1988وآخرون،  Kryczynskiحبوب اللقاح والباور )  

(. ومن الممكن أن يعتشللر 2014وآخرون،  van Brunschotيسللاهخ في التشللار الفيروا على المسللتوى الدولي )  )البما خ(

 (. 2005 ،وآخرون Lebasالفلفل ) الفيروا أي اً في باور

ألواع لباتا  النيعة المصللابة بدور مصللدر لل دوى ا ا ما تعوولت قبل لمس لباتا  أخرى م رضللة، وتبين  وقد تقوم  

(. ولم يتبين  2010وآخرون،  Verhoeven؛ 2009وآخرون،  Navarroألها مسللار لالتشللار الفيروا على الصلل يد الدولي )

 Thrips tabaciأو  Frankliniella occidentalis أو Bombus terrestrisأو  Apis melliferaأي التقللال للفيروا مع 

(Nielsen 2012، وآخرون .) 

ياً ألواع                يب  بي  له يصلللل لاي من الم رو  أ ية هو الفيروا الوحيد ا با ا المغنل لة الب  Solanumان فيروا ار

 S. cardiophyllum (Martinez-Sorianoيصلللليللب الألواع البريللة      Mexican papitaفيروا   المنروعللة. غير أن   

يد من  عس          1996،وآخرون عاً أخرى من الفيرو فإن ألوا ياً،  ما تجريب يب   Pospiviroid(. أ  S. tuberosum تصلللل

(Verhoeven 2004،وآخرون .) 

، S. lycopersicumأخرى تصلليب  بي ياً  pospiviroidsوبالإضللافة الى فيروا ارلة الببا ا المغنلية، و د أن فيرواا  

؛ Columnea latent viroid (CLVd(، و1991 ،وآخرون Mishra؛ CEVd) Citrus exocortis viroidفي  لك   بما 

Verhoeven  ،و2010وآخرون ،)Mexican papita viroid (MPVd 2009؛, Ling & Bledsoeو ،)chat r Peppe 

fruit viroid (PCFVd ؛Reanwarakorn و 2011، وآخرون  )Tomato apical stunt viroid (TASVd؛Walter 

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

(TPMVd ؛Galindo 1982، وآخرون .) 

 المعلومات التصنيفية -2

 (PSTVdفيروا ارلة الببا ا المغنلية )   :الاسم

 الببا ا القو ي، فيروس تورّا القمة في البعدورةفيروس ارلة الببا ا المغنلية، فيروس    المراافا :

 Pospiviroidae ،Pospiviroid  :الوضع التصنيفي

 ارلة الببا ا المغنلية  :الأسماء الشائعة
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 فالكش -3

 ي تمد ظهور الأعراض وشللدتها على الللالة فيروا ارلة الببا ا المغنلية وعلى الصللعف المسللتعبت وبي ته. ففي  

لا ت هر أعراض الإصللابة أو تعتأ أعراض تواوح من الم تدل الى الشللديد ) فيو في حجخ   ، قدS. tuberosumصللعف 

أورالأ الشللجر مع اتجال عقارب السللاعة ععدما يُع ر الى العباتا  من أعلى؛ وأورالأ خ للرا   ترتيب العبا  وااللتقامته و

تأخا شلكل الدمبل مع عيون لات ة   غامقة ومغ لَعة(. وقد يعنفو حجخ الدرلا  أو تكون متشلوهة الشلكل أو مغنلية أو   

صعف  EPPO ،2004بارزة موزعة توزي اً معت ما ) افل    ، S. lycopersicum(. وفي  شمل الأعراض التقنم والالتوا  الى أ ت

لأفاض حجخ الفاكهة وعدم احمرار وهشللاشللة ولأر الأورالأ واخ للرار واوالتغ للَن والالتوا  الجال  للوريقا  الجديدة و

 (. 2005 ،وآخللرون Lebas ؛2003 وآخللرون Hailstones؛ 2002وآخللرون،  Mackieل للللللوك الللفللاكللهللة )  

تكون الأعراض اقيقة، ا  ت هر أورالأ الشللجر بالقرب من أعلى العبا  هامشللاً  ا حدّ متموك  ،C. annuumوفي صللعف 

(Lebas (. ولا ت هر كافة ألواع لباتا  النيعة التي اُرات حتى الآن أعراضا )2005 ،وآخرونVerhoeven, 2010.) 

ولأن الإصللابا  بفيروا ارلة الببا ا المغنلية قد تكون بلا أعراض، يتبلب الكشللف ععه وتحديد هويته ا را    

كنيارا ، ولكن لتحديد هوية  1اختبارا . وةكن الكشللللف بالاختبارا  البيولو ية والجني ية التي يبيعها الشللللكل 

سل   فيروا ارلة الببا ا المغنلية، يعبغي ا را سل سلي     sequencing   ت سل ، ا  أن  PCRعلى العاتأ من تفاعل البلمرة الت

سل أي اً في الحيلولة اون الإبلاغ عن لتائأ              سل ساهخ الت اي شف فيرواا  أخرى. و اتكت ست محداة به و الاختبارا  لي

 رى تحديد هوية الفيروا ايجابية كا بة. وا ا اعتبر  القدرة الإمراضلية هامة، ةكن القيام بفهرالة بيولو ية. وا ا ما   

 لأول مرة في البلد الم ني، ةكن أن يؤكد التشنيص مختبر آخر. 

ضوابط ملائمة في جميع الاختبارا  للتقليل الى الحد الأالى من مخا ر العتائأ الإيجابية ا     نيفةلمويعبغي ااراك 

 أو السلبية الكا بة.  
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 متبلبا  الحد الأالى للكشف عن فيروا ارلة الببا ا المغنلية وتحديد هويته -1الشكل 

 ايجابية؛ م لًا، ععد الت امل مع تفشي الفيروا. -في حالا  م يعة، قد لا يلنم تحديد ا وية لكل عيعة فيروا  *

  را ملاح ة: في حالة الاشللللتبال بو وا فيروا في عيعة م يعة )أي أن الأعراض العمو  ية مو واة(، ععدما ي بي الاختبار لتيجة اللللالبة، يعبغي ا

 اختبارا  أخرى للتأكد من العتيجة. 

م ني بالكشللللف عن فيروا ارلة الببا ا المغنلية؛ ولم يوضللللع للكشللللف عن ألواع أخرى من          الملحوهاا  ان  

pospiviroid  وتحديد هويتها. غير أله يعبغي الأخا بالاعتبار احتمال و وا فيرواا  أخرى ععد اختيار  ريقة الكشللف

 رلأ كشلللف غير محداة تكشلللف عن جميع الفيرواا  الم روفة؛ بما في  لك  الملحووتحديد ا وية. ولاا، يصلللف هاا 

على العاتأ  sequencing ويلنم لتحديد ا وية ا را  تسلللسللل م ل فيروا ارلة الببا ا المغنلية. pospiviroidsفيرواا  

  .PCRمن تفاعل البلمرة التسلسلي 

سجة من الأورالأ والدرلا  ومن الباور       شف عن فيروا ارلة الببا ا المغنلية في الأل صف لبروتوكولا  الك ويرا و

 . خاص تحدياً بشكل (. غير أن الكشف المويمولأ في ألسجة الباور يشكّلالحقيقيةالعباتية )

شورة،          شارة الى الأسما  التجارية( كما هي مع صف للبرلأ )بما في  لك الإ صي و شني ويرا في هاا البروتوكول الت

صية و/أو قابلية التكرار.             ا  صو اية والخ سا صلي للح ستوى الأ شف     ولا ي ني أن هال حدا  الم اتندام أسما  الكوا ا

اباً           الكيمائية أو الأ هنة في بروتوكولا   اتب اا الب و الآخر الاي قد يكون معا ضمعاً ولا ا صااقة عليها  شنيص الم الت

أي لللاً. وةكن ت ديل الإ را ا  المنبرية الواراة في البروتوكولا  لتتوافو مع م ايير المنتبرا  المفراة، شلللريبة أن يتخ 

 تحديد هوية الفيرود
RT-PCR  لسليتس 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 ارتحال كهربائي هلامي بولي

 (R(eturn)-PAGE ) 

  الحمض النووي–ديجوكسيجينينفحص تهجين 
 (DIG cRNA)  

 العكسي النسخ إنزيم باستخدام التسلسلي البلمرة تفاعل

( RT-PCRالتقليدي وفي الوقت الحقيقي ) 

نموذجية اعراض  

كُشف عن 

 الفيرود*

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

 خالنس 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 2014البحر الأبيو المتواط ) التحقو من صحتها بشكل كا . وتوفر مع مة حماية العباتا  في أوروبا ومعبقة   

 . phytodiagnosticsتوصيا  بشأن التحقو من البرلأ في التقعيا  التشنيصية للعبا  

ويتحدا أاا  أي اختبار  ني ي بكل من المصللفوفة التي الليجري اختبارها والخيار المتبعى لإعداا ال يعة اللاحقة    

عامة على بيالا  التحقو المتوفرة      لمحة   1ية. ويقدم الجدول    وااللللتنراك الحمو العووي و رلأ الكشللللف وتحديد ا و   

لمصفوفا  مختلفة ومجموعا  من البرلأ. ويرا وصف لتفاصيل هال البرلأ في الفقرة المقابلة لكل  ريقة أو في المرا ع المشار      

 اليها.  

 أخذ العينات  3-1

يار    ية             31ي رض الم  بات حة الع تدابير الصلللل ية ل لدول عا  من       ISPM 31من الم ايير ا خا ال ي يا  أ )معهج

 الشحعا ( ارشااا  عامة لأخا ال يعا .

صنف      صغر )ميكروبلانتس( ل صنف   S. tuberosumالنباتات الدقيقة ال المربى في دفيئات  S. tuberosumو

و  كاملها ك يعة أو ا ا  أعلى يمل ين من العبتة ك يعة في ظر. بالعسبة للميكروبلالتس، يعبغي ااتندام العبتة بزجاجية

م قمة، لتمكين بقية العبا  من مواصلللة العمو. ويعبغي أن يكون عمر الميكروبلالتس أرب ة الى اللتة أاللابيع لي  يبلله   

اخ وتكون أوراقه  يدة التكوين. وبالعسبة للعباتا  التي تعمو في افي ا  ز ا ية، يعبغي ااتندام     5 ول ااقه حوالي  

في ار ا  الحرارة ومستويا  ال و  المعنف ة، ولاا يعبغي  اًمعنف ورقة ممتدة تماماً من كل لبتة. ويكون تركين الفيروا 

ةكن  واللاعة على الأقل.  14ية على الأقل ولفوة ضللوئية تبلله ار ة م و 18أن تعمّى العباتا  ععد ار ة حرارة تبلله 

 الااتك ار على  ريقة الاختبار المستندم ويعبغي التحقو من صحته.  ااتك ار الميكروبلالتس أو الأورالأ؛ وي تمد م دل

يعبغي االلتندام ورقة  رفية غير متدهورة بسللبب   - المزروعة في الحقل S. tuberosumالنباتات من صنننف  

الااتك ار على  ريقة الاختبار   ال مر وممتدة تماماً من أعلى كل لبتة. وةكن ااتك ار الأورالأ م اً للاختبار؛ وي تمد م دل 

 المستندم ويعبغي التحقو من صحته. 

ت للام في ارلللا                  -S. tuberosumدرنننات   ل موزعللاً بللا فيروا  ل كون ا   المصللللللابللة  S. tuberosum ي

(Shamloul  ،1997وآخرون) .    ويحدث بكميا  متسللاوية تقريباً في الأ نا  المنتلفة من الدرلا  المصللابة الأاللااللية

(. ويكون الوكين على أعلى مستوى له ب د الحصاا مباشرة. ولا يعنفو الوكين 2006وآخرون،  Roenhorstوال الوية )

ار ا  م وية الأفاضللاً كبيراً لمدة تصللل الى يملايمة أشللهر، لكعه ةكن أن يعنفو ب د اللتة  4في الدرلا  المننلة على 

مرا . وةكن أن تستندم ك يعة لواة معفراة من أي  ن  من الدرلة وةكن ااتك ارها؛  104أشهر من التننين بأك ر من 

 ته. وي تمد م دل الااتك ار على  ريقة الاختبار المستندم ويعبغي التحقو من صح

اتك ارها       - أوراق المحاصيل الأخرى وأنواع نباتات الزينة   تستندم أورالأ صغيرة ال مر ممتدة تماماً. وةكن ا

م اً للاختبار؛ وي تمد م دل الااللتك ار على  ريقة الاختبار المسللتندم ويعبغي التحقو من صللحته. وتجدر ملاح ة أن    

توي ب و . وبالإضافة الى  لك، يح في ك ير من الأحيانقلبا  موسمية تتركين الفيروا يتأيمر ب مر/ل أ العباتا ، وهعاك  

صعف     اون ( أوBrugmansia sppالألواع على كيماويا  حيوية قد تحول اون التقال الفيروا الى لباتا  الاختبار )م ل 
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وصللعف  Calibrachoa spp.)م ل صللعف  (PCR-RT) بااللتندام النيخ العسلل  ال كسللي   البلمرة التسلللسلللي  تفاعل

Solanum jasminoides  وصعفS. jamesonii  .) 

في المائة  1قد يختلف تركين الفيروا اختلافاً كبيرا بين الباور وقد يختلف مستوى الإصابة من أقل من  -البذور 

 في المللائللة. وهللاا يج للل من الصلللل للب  للداً التوصلللليللة لجخ عيعللة وم للدل االلللتك للار م يعين          100الى 

(EUPHRESCO, 2010  وبالعسللبة لصللعف .)S. lycopersicum،   1000 – 100االلتندمت م دلا  االلتك ار من 

 صحته.  لاختبار معفرا. وي تمد م دل الااتك ار على  ريقة الاختبار المستندم ويعبغي التحقو من

قة غير /العباتا  ببريوةكن أن تنرع باور الببا ا في واط انما  )كالسماا ال  وي( في صوانٍ و تبر الشتلا        

 (.EPPO, 2006)مدمرة بااتندام الإ را   اته الموصو  للعباتا  التي تعمو في افي ا  ز ا ية 

  الكشف البيولوجي 3-2

( الكشللف عن  Sheyenneأو  Moneymakerأو  Rutgers)أصللعا   S. lycopersicumالليتيح القاح لباتا   

من مجموعة  Iresine viroid 1م لللليفاً للللللللل البعدورة )البما خ(ك ير من الفيرواا  ولكن ليس كلها )م لًا، ليسللللت 

pospiviroid (IrVd-1 ؛Spieker, 1996 ؛Verhoeven ضية. غير أله    2010،وآخرون صرية على الإمرا (( ويوفر أالة ب

صية لفيروا             شني سبب ال دام الأعراض. وعلاوة على  لك، قد لا تكون الأعراض ت صا  ب ستنل شف ب و الم قد لا تكت

اتكمال       ساحة الدفي ة الن ا ية، وقد يتبلب لا اة البيولو ية قدراً كبيراً من م ارلة الببا ا المغنلية. وقد تتبلب الفهر

صوفة في هاا            الاخ اية  رلأ أخرى مو سا اية هال البريقة ل سا اابيع أو أك ر. ولم يعجن أي عمل لمقارلة ح تبار عدة أ

البروتوكول، فإ ا كالت أقل حسااية من البرلأ الجني ية، فإلها قد تكون أقل ملا مة لاختبار الباور. غير أن من الممكن    

 يتيح الكشف ععه ببرلأ أخرى.  أن ي نخ الفيروا في الفهراة البيولو ية الى مستوى

ميليمولار من   0.1ملليغرام تقريباً من ألسجة الورلأ أو الجار أو الدرلة في كمية صغيرة تبلله    500–200يبحن  

مش(. ويتكون اارئ الفواللفا    400( الاي يحتوي على كاربورلدم )1:1اارئ تلقيح الفواللفا  )تكفي لسللبة تمييع  

 ميليمولار 1ملليغرام من  19.8مع  4HPO2M Kميليمولار  1ملليغرام من  80.2( بجمع 7.4)بللدر للة حموضلللللة  

4PO2M KH  لو.  1وت ديل الحجخ بما  مقبر ليبلله 

غير العاضجة التي تعتشر فيها ورقة أو ورقتان مكتملتان. ويُغمس باللقاح اصبع       البعدورة )البما خ(تُلقح لباتا   

في قفاز أو برعخ قبن أو مسحة قبن ويحكّ ابح الورقة برفو باللقاح يمخ تشبف الأورالأ فورا بالما  حتى ينال الكاربورلدم. 

ااعة تستكمل    14 فوة ضوئية تبلله  ار ة م وية في 39و 24وتعمّى العباتا  لي  تكون ار ا  الحرارة اليومية بين 

(. وقد تؤاي ار ا  الحرارة الأخفو    ,1985Grassmick & Slack)  s2μE/m/650بإلارة بخار الصللللوايوم لوالي    

. وتفحص العباتا  أاللبوعيا للتحقو من و وا أعراض لمدة تصللل الى اللتة  الفحصوالإضللا ة الأقل الى تقليل حسللااللية 

أعراض فيروا ارلة الببا ا المغنلية التقنم والالتوا  الى أاللفل والتغ للَن والالتوا  الجال    أاللابيع ب د التلقيح. وتشللمل  

 حمرار وهشاشة ولأر الأورالأ. اخ رار واللوريقا  الجديدة و
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-IrVd)باات عا    pospiviroidالكشف عن ال ديد من فيرواا    البعدورة )البما خ(ايتيح اختبار أحيائي على   

سلي   ، ال ر أعلال(؛ ولاا يعبغي ا را  1 سل سي )     تفاعل البلمرة الت س  ال ك اتندام النيخ الع ( على الحمو  RT-PCRبا

 لتحديد ا وية.  تفاعل البلمرة التسلسليالعووي المستنرك من لباتا  مؤشرة للأعراض ويعبغي تسلسل معتأ 

  الكشف الجزيئي 3-3

 إعداد العينات   3-3-1

قا  أو خلا ا  )م ل             -ومواد أوراق وجذور ميكروبلانتس   مد جاح أ ران و مت بع ند  Homex 6االلللت

(Bioreba) ( اتنراك ضافة كمية صغيرة من الميال أو من محلول     Bioreba( بأكياس ا سّر التجالس ا ( لبحن المواا. وقد تُي

 اائل(.  عة )م لًا، في ليوو يناارئ )ت تمد تركيبته على البريقة المستندمة في ااتنراك الحمو العووي( أو تجميد ال ي

( بالت للافر مع االلتنراك الحمو العووي بااللتندام 1وقد تم التحقو من صللحة الإ را  التالي )أل ر الجدول  

. الملحوفي الوقت الحقيقي الموصو  في هاا  RT-PCRبل   GenPospiللااتنراك الخرزي المغعا يسي وفحص  2البريقة 

مجالسلللللة حوالي   ندام خلا         غرام من 1وتجري  بااللللت جة في كيس االلللتنراك   Homex 6 (Bioreba )الألسلللل

ئد محلول اارئ )  GH ()وزن/حجخ( 5 :1-2:1  ملليغرام )بواوح 3.5مع  يد؛       6زا يدروكلور يدين ه ميليمولار غوال

صُّوايوم    2.0و ايتاُ  ال ضة ؛ ميليمولار أَ ميليمولار اي يل يُمعَائي أمين حِمو الخليك الرباعي  25؛ و5.2 على ار ة حمو

(EDTA)ار ة   65اقائو على   10(، وب د  لك تح للللن ال يعا  لمدة      10-بولي فيعيل البيروليدون  )في المائة    2.5؛ و

ني  مركيميرموميكسير )خلّا  حراري( )أو با ن )ويُقلب الألبوب يملاث( مرا ( وببرا  اورة في الدقيقة في 850م وية بللل 

 قبل ااتنراك الحمو العووي.   ي 16 000 اضافي لمدة اقيقتين بقوة

تتجالس لوى الدرلة تماماً بالما  أو بمحلول اارئ )ي تمد تكويعه على البريقة التي             - S. tuberosum درنات  

مت لااللللتنراك الحمو العووي؛      ند لة                1االلللت جاح  احو مت بع ند قد االلللت لة(. و لدر كل غرام لواة ا  ملليغرام ل

سر التجالس تجميد العوى )م لًا على     Homex 6م ل  اتنراك. ويي ضافة الميال أو    20-مع أكياس ا ار ة م وية( قبل ا

 المحلول الدارئ. 

 Retsch)م لًا، Tissue Lyser(، ةكن االلللتندام آلة   100للأعداا الصللللغيرة من الباور )أقل من     -البذور  

TissueLyser (Qiagen) (. وللأعداا الأكبر من الباور، ةكن ااتندام خلا  مجدا  )م لMiniMix (Interscience) )

( بكمية اليا من محلول اارئ )ت تمد تركيبته على البريقة المسلللتندمة لاالللتنراك الحمو    Homex 6خلا  )م ل  أو

( أو باالللتندام  رن ومدقة. وقد لا تكون  2014bوآخرون، ) Bertoliniالعووي(. وةكن أي لللا الللحو الباور بمبرقة )

ضبط التلوث     ص ب  اتندام الروتيني، ا  أن من ال اتندام العيوو ين  . البريقة الأخيرة عملية للا بدلًا من  لك، ةكن ا

 لسجة الأخرى(. السائل لتجميد ال يعة، لتبحن ب د  لك في مبحعة خليوية )ةكن ااتندام هال البريقة لألواع الأ

مع االلتنراك الحمو العووي بااللتندام  في تركيبة( 1لقد تم التحقو من صللحة الإ را  التالي )أل ر الجدول  

ل   RT-PCRللااتنراك الخرزي المغعا يسي وفحص  2البريقة  الوارا ( 2014) وآخرون Boonhamفي الوقت الحقيقي ل

زائد محلول   GHملليغرام من  20بارة في  1 000. وتعقع كل عيعة من ال يعا  الفرعية ال لاث المكولة من      الملحوفي هاا  

لمدة  BagPage (Interscienceملليغرام  100اارئ في  لمدة         30-60(  تجالس  فة، و قة على ار ة حرارة الغر  90اقي
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اتندام   بالبرا المركني كما للميكروبلالتس ومواا الورلأ  ( وتح ن )أو تهن أو تُفصل   BagMixer (Interscienceيمالية با

 والجاور( قبل ااتنراك الحمو العووي. 

سها     سجة و/أو هر ت للغط ععيقا  الورلأ أو البراعخ المعفصلللة على أغشللية لايلون. وةكن عمل عدة  -دمغ الأن

من غشا  لايلون وفقاً لل    2اخ  5.0امغا  أو مسحوقا  متداخلة  نئياً من أورالأ و/أو براعخ معفصلة مختلفة على حوالي   

(Bertolini ( 2008،2014وآخرينa  ويُقصّ الغشلللا  المحتوي على ال يعة الم بتة ويدخل في ألبوب صلللغير. وتعبغي ،)

سجة المدموغة على ار ة حرارة الغرفة في بي ة  افة وم تمة   معاولة ال يعة الم بتة بملاقط ل يفة. وةكن خنن عيعا  الأل

شهر  شا ، ي ا        لمدة يملايمة أ اتنراك الحمو العووي الري  من الغ من اارئ الجليكاين   لوميكرو 100على الأقل. ولا

 سللليتفاعل البلمرة التسللللكل ألبوب صللغير يحتوي على عيعة يمابتة تدوّر ب د  لك وتوضللع على  ليد حتى ت للنيخ   

(PCR .) 

 استخراج الحمض النووي  3-3-2

االلتنراك الحمو العووي تواوح من أ قخ الأاوا  التجارية الى  رلأ   ةكن االلتندام مجموعة واالل ة من  رلأ 

معشلللورة في مجلا  علمية. وقد االللتندمت أ قخ أاوا  واوارئ وا را ا  االللتنراك الحمو العووي التالية بعجاح   

 للكشف عن فيروا ارلة الببا ا المغنلية. 

 MasterPureو RNeasy (Qiagen)ةكن االلللتنللدام أ قخ أاوا  تجللاريللة من م للل   -أدوات تجنناريننة 

(Epicentre) وSbeadex (LGC Genomics     وفقا لإرشلللااا  الشلللركة المصلللع ة. وقد قيّمت أ قخ أاوا )RNeasy  

للكشف   EUPHRESCOلااتنراك الحمو العووي لفيروا ارلة الببا ا المغنلية من مصفوفا  مختلفة كجن  من مشروع 

 (. EUPHRESCO, 2010)ووبائياتها  Pospiviroidsعن فيرواا  

قة الواردة في    ية )       -(1997وآخرين ) Mackenzieالطري بات جة الع )وزن/حجخ(( في   10:1تجالس الألسلللل

سيط )  ايالا ، و   4محلول اارئ ب صوايوم، و     0.2ميليمولار غواليدين اينويميو ايتا  ال ميليمولار اي يل  25ميليمولار أ

عَائي أمين حِمو الخليك الرباعي     في المائة     1)وزن/حجخ(، و 40-في المائة بولي فيعيل البيروليدون      2.5و، (EDTA)يُم

 100مركابتواي الول )حجخ/حجخ( ي للا  قبل الااللتندام مباشللرة(. يمخ يخلط ملليلو واحد من المنيأ المتجالس مع  -2

خلا  حراري اقائو في  10ار ة م وية لمدة  70في المائة من اللاركوالليل )وزن/حجخ( ويُح للن على    20من  لوميكرو

اورة في الدقيقة، وةكن االلتندام هال البريقة لااللتنراك حمو لووي  ي    1 200)يميرموميكسللير(، مع ارتجاك بقوة 

  واة من مجموعة واا ة من الألواع العباتية. 

تمكن مجالسة الألسجة العباتية  -(EDTA)طريقة باستخدام دارئ إيثيل ثُنَائي أمين حِمض الخليك الرباعي  

ميليمولار اي يل يُمعَائي أمين   2.5و، ميليمولار هيدروكسللليد الصلللوايوم 50))وزن/حجخ(( في محلول اارئ بسللليط  4:1)

اقيقة أو تفصلللل بالبرا المركني  15ار ة م وية لمدة  25يمخ تُح لللن )على حوالي ( (EDTA)حِمو الخليك الرباعي 

اقيقة(. وةكن أن تسللللتندم المواا البافية ب د  لك تب اً لمسللللتوى          15ار ا  م وية لمدة     4على   ي 12 000)بقوة 

اليلوز وتنال بااتندام الما  -)أقل حسااية( أو تُلب  على غشا  العيوو RT-PCRما مباشرة لللللل االحسااية المبلوب، 

مما لبرلأ   EDTAقة (. وعلى الرغخ من أن تركين الفيروا أقل لبري2006وآخرون،  Singhالمقبر الم قخ )أك ر حسااية( )

كورة، لا       خرى المللا نراك الأ ت يقللة                         الااللللل بر ل تنللدم ا ععللدمللا تسللللل ملًا محللدااً  كون  لللك عللا ي غي أن  ب ع  ي
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صعفي      RT-PCRمع  اتندمت هال البريقة مع  سيجيعين. وقد ا  S. tuberosumو  S. lycopersicumأو فحص ايجوك

 ومع مجموعة من ألواع لباتا  النيعة. 

ستخ  –الفينول   تُجالس الألسلجة العباتية ويُسلتنرك   -الخطوتين يراج بولي إيتيلين غليكول ذكلوروفورم وا

(. وقد   2004) EPPOالحمو العووي كما وصللللفت مع مة حماية العباتا  في أوروبا ومعبقة البحر الأبيو المتواللللط            

االللتندمت لمجموعة وااللل ة من ألواع العباتا  وألواع الألسلللجة )م ل أورالأ وارلا  الببا ا( هال البريقة الى  الب  

الحمو العووي والبريقتين  –أو فحص ايجوكسلللليجيعين ((PAGEارتحال كهربائي هلامي بولي أكريلاميدي عَكْسللللِي 

 تشنيصي. الموصوفتين في هاا البروتوكول ال RT-PCRالتقليديتين 

سيتيل    ستخراج بروميد تريميثيلامونيوم  صفت       -ا ستنرك الحمو العووي كما و سجة العباتية ويُ تجالس الأل

با ومعبقة البحر الأبيو المتواللللط            تا  في أورو با ية الع قة         EPPO (2004مع مة حما  (. وقد االلللتندمت هال البري

عة واالللل ة من الألواع والأل      RT-PCRمع  قت الحقيقي لمجمو عدورة؛           في الو باور الب ية )م ل أورالأ و بات جة الع سلللل

EUPHRESCO ،2010 .) 

يسلللتعد الإ را  الآلي التالي الى االللتندام م ام الجسللليما    -1طريقة الاسننتخراج الخرزي المغناطيسنني   

عا يسللللي    عااللللب      KingFisher mL Magnetic Particle Processor (Thermo Scientificالمغ (. ومع الت ديل الم

 أخرى.  KingFisherكن ااتندام نما ك للأحجام، ة

بارة، وب د  لك مباشلللرة   100ملغخ لسللليأ ورقي أو ارلي أو ما يصلللل الى  200لكل عيعة، يُعقع على الأقل  

سبة       اتنراك بع سيأ ورقي أو ارلي الى   1ي ا  اارئ ا اارئ.  لوللييم 20غرام باور الى  1ملغخ اارئ و 10غرام من ل

ويسلللتمر العقع حتى يتخ الحصلللول على محلول خليوي صلللافي لد أالى من حبام الألسلللجة السلللليمة. ويتكون اارئ  

فا  )ار ة          8.39من  لوميكرو 200الااللللتنراك من  ئة )وزن/حجخ( من محلول تيواصللللوايوم بيروفسلللل لما  في ا

ضة   ستحلب   لوميكرو 100( و10.9-10حمو و من اارئ محلول لميللي 9.8 ا  الى  ( مSigmaم اا الرغوة )  Bمن م

غرام مجفف يمعائي اي يل يُمعَائي أمين حِمو الخليك  7.4غرام هيدروكلوريد و 764.2غواليدين. ويتكون هاا المحلول من 

اوا  الصوايوم    غرام  0.3مولوهيدرا  حامو السويك و غرام  5.25و 10-غرام بولي فيعيل البيروليدون 30الرباعي و

 ملليغرام ما .  750ملليغرام اي الول مبلو و 50و X-100ملليغرام تريتون  5ال لايمية و

  ي 5 000ملليغرام من المحلول في ألبوب  را مركني  ديد ويفصلللل بالبرا المركني بقوة  2يصلللّب حوالي  

حدة. ويُنال م     قة وا ية ويوضللللع في الألبوب الأول )أ( من ر        للييلمدة اقي باف لمااة ال حد من ا ،  KingFisher mLو وا

 (. وي لللللا   Invitekِ)أ( ) MAPالللدوارة لمحلول  لو من حبللا  الخرز المغعللا يسلللليللةكرومي 50وي لللللا  للله   

 في المللائللة من الإي للالول       70)ك( و)ا(  ملليغرام من المحلول الللدارئ غواليللدين وللألللابيللب                   1لألبوب )ب(   

 . Tris-EDTAالمحلول الدارئ ×  1ما  أو  لوميكرو 200ولألبوب هل 

 اقيقة، يوقف    20(. وب د  2ويدار البرلامأ )أل ر الشللللكل     KingFisher mLويوضللللع شللللريط الألبوب في   

 اقائو يمخ ي اا    5 ار ة م وية لمدة    70-65الجهاز لإتاحة خبوة تسللللنين. يوضللللع شللللريط الألبوب في فرن على      

تألف  ، KingFisher mLالى  تدف ة أو خبوة حجن      KingFisherالبرلامأ. وفي نما ك    ويسلللل أخرى، قد تكون خبوة 

 للتبنر  ن اً من العمو ك. وععد الالتها ، تعقل الأحماض العووية المنالة الى ألبوب  را مركني صغير. 
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وقد االلللتندمت هال البريقة لمجموعة واالللل ة من ألواع العباتا  وكالك لدرلا  الببا ا وباور البعدورة.                      

  4-3-3-3)أل ر القسمين   الملحوفي الوقت الحقيقي موصوفين في هاا   RT-PCRوااتندمت مع فحصين من فحوصا     

توقع عتبا  أعلى ب دة اورا  مما في  رلأ الااتنراك  1  ريقة الااتنراك الخرزي المغعا يسي في(. وةكن 2-4-3-3و

البريقة يج لها  ريقة      ، لكن زيااة الإلتا ية من ال يعا  التي ةكن تحقيقها بهال       الملحوالأخرى الموصللللوفة في هاا    

 (. 2005وآخرون  Roenhorstااتنراك 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. يستندم هاا الإ را  الآلي أ قخ أاوا  2طريقة الاستخراج الخرزي المغناطيسي   

(LGC Genomics مع )KingFisher 96 system (Thermo Scientific ويعبغي اتباع ت ليما  الشلللركة الصلللال ة .)

 المت من في أ قخ الأاوا  هال.  PNئ رادزائد محلول اارئ بدلًا من المحلول ال GHباات عا  ااتندام 

 pospiviroidطرق جزيئية عامة للكشف عن فيرودات الن  3-3-3

  R-PAGE ارتحال كهربائي هلامي بولي أكريلاميدي عَكْسِي 3-3-3-1

ل     S. tuberosumورالأ صعف أكبريقة للكشف عن فيروا ارلة الببا ا المغنلية الاي يصيب  R-PAGEأوصي ب

(EPPO, 2004   من   87 893(، لكعه كان أقل حسللااللية )كان حد الكشللف )بيكوغرام من فيروا ارلة الببا ا المغنلية

، وخبوتان  DIG-labelled cRNAبيكوغرام( في اختبار حلقة مع فحص  17 رلأ  ني ية أخرى قيّمت )حد الكشللللف 
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( في  2004وآخرين ) Boonham( و ريقة 1997وآخرين ) Shamloulالتقليدية بااللتندام باائا   RT-PCRمن  ريقة 

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

  C. annuumكمللا تم االلللتنللدام هللال البريقللة بعجللاح مع لبللاتللا  م لللليفللة أخرى؛ م لًا، صللللعف     

صعف   صعف   S. tuberosumو اتك ار        S. lycopersicum)ارلا ( و ايتها، يعبغي التحقو من ا سا سبب الأفاض ح وب

 ال يعا . 

الم روفة؛ لاا، لتحديد هوية فيروا ارلة الببا ا            pospiviroidsواا  جميع فير R-PAGEوتكشللللف  ريقة   

 . PCRتفاعل البلمرة التسلسلي على الحمو العووي متبوعة بتسلسل معتأ  RT-PCRالمغنلية يعبغي ااتندام  ريقة 

  DIG-labelled cRNAبفحص التهجين  3-3-3-2

 ,S. tuberosum (EPPOورالأ صعف  أأوصي بلللللهال البريقة للكشف عن فيروا ارلة الببا ا المغنلية الاي يصيب       

 & Jeffriesبيكوغرام على الأقل ) S. tuberosum 17صلللعف  أورالألكشلللف عن هاا الفيروا في ا وكالت حسلللاالللية (،2004

James, 2005 وقد اختبر م لليفا  أخريا  بعجاح، بما في  لك .)Petunia spp.، وS. jasminoides ،وS. lycopersicum  ،

 )ارلا (.   S. tuberosumو

)ف ة رقخ  .9Agdia, Incيسللتعد الفحص المسللتندم على مولومر كامل البول لفيروا ارلة الببا ا المغنلية تعتجه  

DLP 08000/0001     ويعبغي أن يستندم هاا الفحص وفقاً لإرشااا  الشركة المصعّ ة، أو الر وع الى .)EPPO (2004 )

(، ةكن االلتندام البولي ايميلين غليكول EPPO, 2004) Amesللا لاع على تفاصلليل البريقة. وبالإضللافة الى اارى   

 ورواائ ااتنراك أخرى لااتنراك الحمو العووي. 

الم روفة؛ لاا، لتحديد هوية فيروا ارلة الببا ا المغنلية  pospiviroidsوتكشلللف هال البريقة جميع فيرواا   

 . PCRتفاعل البلمرة التسلسلي متبوعة بتسلسل معتأ  ،على الحمو العووي RT-PCRيعبغي ااتندام  ريقة 

سي          3-3-3-3 سخ العك ستخدام إنزيم الن سلي با سل ستخدام بادئات   RT-PCRتفاعل البلمرة الت التقليدية با

Verhoeven ( 2004وآخرين) 

(. وتكشف  2004) وآخرين Verhoevenلللللل  Vidو Pospi1الباائا  المستندمة في هاا الفحص هي باائا    

وفيروا  PCFVdو MPVd و IrVd-1و  Chrysanthemum stunt viroid (CSVd)و CEVdما يلي:   Pospi1باائا    

، Vid  :PSTVd TCDVd، بيعما تكشللللف باائة    TPMVdو TCDVdو TASVd و PSTVdارلة الببا ا المغنلية      

باائي    CLVdاضللللافة الى    في تفاعلين معفصلللللين الكشللللف عن جميع فيرواا      Vidو Pospi1. ويتيح االلللتندام 

pospiviroids غير أن عدم تبابو التسللللسلللل في لقا  حر ة في موقع هد  الباائة قد يحول اون الكشلللف عن ب و .

 Steyer؛ CLVd)م لًا، لم تكشللف بااللتندام هال الباائا  خلاصللة من   pospiviroidالفيرواا  من لوع  خلاصللا 

أن  ( In silico( ويتبلب الكشلللف عن هال الخلاصلللا  باائا  اضلللافية. بيعت اراالللا  بالمحاكاة )2010 ،وآخرون

سبب عدم تبابو الباائة    لا خلاصا  فيروا ارلة الببا ا المغنلية التالية قد  سل في   –ةكن الكشف ععها ب سل مواقف   الت

ئا        باا ، Pospi1 :EU879925 ،EU273604 ،EF459697 ،AJ007489 ،AY372398 ،AY372394حر ة: 
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998551FM ،308555DQ ،00278E  ؛ وباائاVid :2EU273604   1وباائاPospi   أك ر حسلللاالللية من باائا

Vid ببا ا المغنلية. في الكشف عن فيروا ارلة 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( ةكن الركون اليها للكشللللف عن  Qiagen ا  الخبوة الواحدة )  RT-PCRيمبت أن أ قخ أاوا    

عا  مفراة  TCDVdو TASVdو (CSVd)وCLVd و CEVdو عة فيرواا   EUPHRESCO, 2010) في عي ( ولمجمو

pospiviroids   الأخرى المدر ة في بداية هاا القسلللخ. وليس من ال لللروري االللتندام محلول-Q   الاي يرا وصلللفه في

EUPHRESCO (2010  وعلى الرغخ من أله ةكن االلتندام أ قخ أاوا .)RT-PCR   ،مختلفة وظرو  تفاعل مختلفة

  ا  الصلة.  pospiviroidsواا  التحقو معها للتأكد من ألها صالحة للغرض المقصوا وهو الكشف عن جميع فيريعبغي 

ميكرولو  1.0ميكرولو من المنيأ الرئيسللي الاي يتألف من  23ي للا  ميكرولوان ايمعان من منيأ الم ايرة الى  

بوة الواحدة،   الخ ي  RT-PCRراائ  X 5ميكرولو من  5ميكرومو(،  10من كل من الباائا  الأمامية وال كسللللية )      

 ( dNTPsميليمولار لكلل   10) dNTPs لوميكرو 1.0الخبوة الواحلدة و  ي  RT-PCRمن منيأ ألنيخ  لوميكرو 10

ار ة م وية  95اقيقة؛  30ار ة م وية لمدة    50الحراري على العحو التالي:  التدوير  ما . ويكون برلامأ    لوميكرو 14و

قة؛   15لمدة   لمدة      94اورة من  35اقي ية  ية،     30ار ة م و لمدة     ار ة  62يمال ية  ية و    60م و ية     72يمال  ار ة م و

 اقائو.   7ار ة م وية لمدة  72يمالية؛ وخبوة تمديد لهائية من  60لمدة 

 الارتحال الكهربائي الهلامي  

 359( و bp) زوك قاعدي 197)حوالي  PCR تفاعل البلمرة التسلسلي  ، يعبغي تحليل معتجا  RT-PCRب د  

 علللللى الللتللوالللي( بللواالللللبللة الارتحللال الللكللهللربللائللي ا لللامللي        Vidو  1Pospiلللبللاائللي   زوك قللاعللدي 

في المائة من هلام الأ اروز( وتسلسل تفاعل البلمرة المتسلسل من الحجخ الصحيح لتحديد ألواع الفيروا. في المماراة،         2)

 اائماً الى تحديد ممايمل لتسلسل الجيعوم الكامل للفيرويد.   زوك قاعدي 197أاى تسلسل معتأ 

ية   3-3-3-4 خدام فحص        RT-PCRتقن باسنننت قت الحقيقي  ،  نووآخر GenPospi (Botermansفي الو

2013 ) 

في الوقت الحقيقي للكشف عن جميع الألواع الم روفة من    TaqMan RT-PCRتقعية  GenPospiيستندم فحص   

عل           Pospiviroid عس  فا هد  الأول )منيأ الت بالتوازي: يسللللت فاعلين ايمعين ي ملان  تألف من ت ( جميع الل  1. وهو ي

Pospiviroid  ما عداCLVd (Botermans فيستهد  على و ه التحديد  2(؛ أما ال الي )منيأ التفاعل 2013، وآخرون )

CLVd (Monger ولرصد ااتنراك الحمو العووي، يستندم ضبط اا     2010، وآخرون .) خليnad5     يستعد الى الباائا

لازع ا يدرو ين          2002) وآخرون Menzelالتي وضلللل ها   ( لت للللنيخ الحمو العووي من ميتوكولدريا العبا  ) يعة 

dehydrogenase NADH      لجدول قة )ال ر ا قد بين التحقو من البري ما خ(   ( على أورالأ 1(. و عدورة )الب أن فحص   الب
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GenPospi     كشف عن خلاصا  من جميع ألواع فيروااPospiviroid     في المائة )أي   0.13بم دل اصابة لس  يصل الى

(. وكان الفحص محدااً ا  لم تلاحظ أية تفاعلا  تتقا ع مع فيرواا  أو فيروالللا   770:1ة ما ي اال التنفيف بعسلللب

المائة وبدا  في 100 بلية التكرار وقابلية الإعااةأخرى أو مع حمو لووي آخر من العباتا  الم لللليفة. وقد كالت لسللللبة قا

على   pospiviroidمعااللللب لفرز ألواع فيرواا    GenPospiالفحص متيعاً في مقارلا  بين المنتبرا . ويمبت أن فحص     

 .البعدورة )البما خ(لبالأ وااع. ويعبغي التحقو من هاا الفحص لمصفوفا  غير أورالأ 

 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 الى أ قخ أاوا  ينيستعد منيجا التفاعلين الايمع

 

 ( CLVd  +nad5باستثناء  pospiviroids)جميع فيرودات الن  1 مزيج التفاعل

منيأ ×  1من  لوميكرو 0.6، وTaqMan RT-PCRمنيأ ×  2من  لوميكرو 12.5يتألف منيأ التفاعل من  

-TCR-F 1-1, TCR-F 1-3, TCR-F 1)ميكرومولار( من الباائا  الأمامية )10) لوميكرو 0.75، وTaqMan RTألنيخ 

4, TCR-F IrVd, TCR-F PCFVd and nad5-F)  ( والباائا  ال كسيةTR-R1, TR-R CEVd, TR-R6 and nad5-

R  بار   10من  لوميكرو 0.25ميكرومولار لكل معها(، و   0.3( )تركين لهائي   TaqMan pUCCRميكرومولار من مسلللل

 0.2)تركين لهائي   TaqMan nad5-Pميكرومولار من مسللللبار   10من لوميكرو 0.5ميكرومولار( و 0.1)تركين لهائي  

للتوصل الى    RNAمن منيأ م ايرة الحمو العووي الري   لوميكرو 2ما  صالح للفحص الجني ي و ميكرومولار(. ي ا   

 . لوميكرو 25حجخ لهائي يبلله 
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  (CLVd  +nad5)) 2مزيج التفاعل 

منيأ ×  1من  لوميكرو 0.6و TaqMan RT-PCRمنيأ ×  2من  لوميكرو 12.5يتألف منيأ التفاعل من     

( nad5-Fو CLVd-F2و CLVd-Fميكرومولار( من البللاائللة الأمللاميللة )10) لوميكرو 0.75، وTaqMan RTألنيخ 

ميكرومولار  10من  لوميكرو 0.25يكرومولار لكل معها(، وم 0.3( )تركين لهائي nad5-Rو CLVd-Rوباائا  عكسية ) 

ئي          TaqMan CLVd-Pمن مسلللللبللار    لهللا ين  ك تر مولار( و      0.1) كرو ي كرو     0.5م ي من          10من  لو م مولار  كرو ي  م

من منيأ  لوميكرو 2ما  صللالح للفحص الجني ي وميكرومولار(. ي للا   0.2)تركين لهائي  TaqMan nad5-Pمسللبار 

 . لوميكرو 25حجخ لهائي يبلله للتوصل الى  RNAم ايرة الحمو العووي الري  

ار ة م وية لمدة     95اقيقة، و  15ار ة م وية لمدة     48الحراري لكل من منيجي التفاعل هو:    التدوير  برلامأ   

 اقيقة(.  1ار ة م وية لمدة  60يمالية و 15ار ة م وية لمدة  95اورة من ) 40اقائو، تليها  10

على ألها ايجابية؛     32تقل عن  التي العاتجة    Ct( قيخ 2013. )وآخرون Botermans ال البريقة، فسللللّر     

على ألها الللبية.  37 أو تسللاوي على ألها غير حاسمة وتتبلب تأكيدا، وتلك التي لا تقل عن 37و 32وتلك التي بين 

 غير أن هال القيخ قد تستب د مستويا  الإصابة المعنف ة في ب و الألسجة، ويعبغي أن تحدا في كل مختبر. 

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

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

، التي يصلفها أي لا    (1997وآخرين، ) Shamloulالمسلتندمة في هاا الفحص هي باائا    RT-PCRباائا   

Weidemann وBuchta (1998)    واتكتشف الباائا .MPVd وPSTVd وCDVd وTPMVd   وقد أظهر  ارااا .

سبب عدم تبابو الباائة      س   –بالمحاكاة أن خلاصا  فيروا ارلة الببا ا المغنلية التالية قد لا تكتشف ب سل ل في لقا  الت

بااللتندام للباائة ال كسللية. وا ا لم ي للنخ الحمو العووي الري   EF459698و DQ308555و AY372394حر ة: 

 . Vidهال الباائا ، ةكن ااتندام باائا  

 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)  

  (Platinum® Taq (Invitrogen)مع  Superscriptالخبوة الواحدة  RT-PCR) 1الطريقة 

ميكرولو من المنيأ الرئيسللي  24من منيأ م ايرة الحمو العووي الري  الى  لوميكرو 1لكل تفاعل، ي للا   

ية )          1.0المكون من  ية وال كسلللل مام ئا  الأ باا كل من ال راائ   X 2ميكرولو من  12.5ميكرومو(،  15ميكرولو من 

يكون برلامأ التدوير الحراري على العحو التالي:     ما . و  لوميكرو 7.6و RT/Platinum Taqمن  لوميكرو 0.5تفاعل، و  

 30ار ة م وية لمدة     94اورا  من  10؛ وب د  لك   (2)اقيقتين ار ة م وية لمدة     95اقيقة؛   30ار ة م وية لمدة     43

ار ة م وية لمدة     72يمالية؛ وخبوة تمديد لهائية من        45ار ة م وية لمدة     72يمالية و   90ار ة م وية لمدة     64يمالية،   

 م وية لمدة اقيقة واحدة. ار ة  20واقائو  10

 من خبوتين(  RT-PCR) 2الطريقة 
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ندام      ية في            RT-PCRبااللللت با ا المغنل لة الب ية الكشللللف عن فيروا ار  من خبوتين، تكون حسلللللاالللل

وهاا هو أقل تركين اختبر، لكن الحسااية التي تحققت تفاوتت بين المنتبرا ،  –بيكوغرام  S. tuberosum 17 صعف

( لوصف البريقة   2004) EPPO(. أل ر Jeffries & James, 2005بيكوغرام على الأقل ) 89ويكتشف م  خ المنتبرا   

2 . 

( بوااللبة الارتحال  قاعديزوك  360)حوالي  PCRتفاعل البلمرة التسلللسلللي ، تحلل معتجا  RT-PCRب د  

سل أمبليكولا        سل صف وت صحيح لتحديد       ampliconsالكهربائي ا لامي كما و سل من الحجخ ال سل تفاعل البلمرة المت

 ألواع الفيروا. 

( مع هال البريقة في تفاعل بسيط  2002وآخرون،  Menzel) nad 5وقد ااتندم فحص ضبط ااخلي بباائا     

صل( )  ستندم الباائا  ععد تركين لهائي يبلله  2008وآخرون،  Seigner)معف شكل الأمبليكون   0.2(. وت ميكرومو. ويت

 . زو اً 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 الوقت الحقيقي باستخدام بادئاتBoonham ( 2004وآخرين) 

سبار المستندم  اا الفحص يصفهما         (. غير أن هاا الفحص  2004وآخرون ) Boonhamالباائا  المستندمة والم

  ىكفحوص الوقت الحقيقي المعشللللورة كلها لا يحدا فيروا ارلة الببا ا المغنلية على و ه التحديد. فإ ا تم الحصللللول عل

وتسلللللسللللل   RT-PCRفي الوقت الحقيقي، يعبغي تحديد هوية الفيروا بااللللتندام  RT-PCRلتيجة ايجابية عن  ريو 

 تقليديين.  

. وكالت الحسللااللية للكشللف عن فيروا ارلة  PMVdو TCDVdو MPVdو PSTVdويكتشللف هاا الفحص  

بيكوغرام، وكان  لك أالى تركين  17للااللتنراك  CTABبااللتندام  ريقة  S. tuberosumالببا ا المغنلية في صللعف 

يدا              Jeffries & James, 2005اختبر ) تا ية والأوليغوليكليو با ا المغنل لة الب عا  فيروا ار بار معو (. وعن  ريو اخت

الاصبعاعية، يمبت أن هاا الفحص يكتشف جميع معوعا  التسلسل الم روفة. وحدا  هال من ارااا  بالمحاكاة على       

(. غير أن  2005وآخرون  Boonhamالتسلللللسللللل مع امكالية الفشللللل في الكشللللف )-الباائةألها حالا  عدم تبابو 

( قد لا يكتشللفا 2009وآخرون ) Owensاللتين وصللفهما مؤخرا  VIR-06/10Lو VIR-06/7Lالخلاصللتين المتشلل بتين  

 1.(2011، اتصال شنصي، W. Mongerبسبب ااخال قاعدة )قواعد( اضافية 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)  

                                                      
 

 )(W. Monger, personal communication, 2011 2010 مارس/آ ار 1اعتبارا من  1
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 Wellerالمو واة في ميتوكولدريا العبا  ) 1 يعة السيتوكروم أوكسيدين    COXت نّخ باائا  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  

( ا  أله يت لللمن EPPO, 2004) EPPOوت ديل لبريقة (  well-96ب را ) 96منيأ التفاعل هو لصلللفيحة من  

 (. 2005وآخرون،  Roenhorst) PSTVdوتفاعلًا بسيباً للكشف عن  COXو PSTVdتفاعلًا مناو اً للكشف عن 

 1.25(، وApplied Biosystems) Master Mixمنيأ ×  2ما  من  لوميكرو 13.75يتألف منيأ التفاعل من  

من كللل من   لوميكرو 1.5( وApplied Biosystems) MultiScribe Reverse Transcriptase×  40من  لوميكرو

ميكرومولار(. ويقسخ   5) PSTV-251T لوميكرو 1.0مولار( ومسبار  وميكر 10) PSTV-296-R و PSTV-231-Fباائتي 

ان ايمعان من الما  الى كل من أ وب  لوب. وي للا  ميكرو، أ ولوميكرو 22منيأ التفاعل هاا بالتسللاوي الى حجمين من 

ئة      لوميكرو 0.75وي لللللا   باا كل من  بار    لوميكرو 0.5ميكرمولار( و 10) COXمن    COXsol-1511Tمن مسلللل

واحد من الحمو العووي الري  المستهد  الى كل من أ وب ل مل منيأ تفاعل لهائي   لوميكرمولار(. وي ا  ميكرو  5)

، ويكشلللف بمنيأ تفاعل ب عن  PSTVيحة التفاعل. ويكشلللف بمنيأ تفاعل أ عن لكل ب ر من صلللف لوميكرو 25من 

PSTV وCOX . 

اورة من  40اقيقتين و 2ار ة م وية لمدة     95اقيقة و  30ار ة م وية لمدة     48الحراري هو: التدوير  برلامأ   

 اقيقة.  1ار ة م وية لمدة  60يمالية و 15ار ة م وية لمدة  95

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

( وهي متوفرة كبقخ أاوا  من  2004وآخرون ) Boonhamالباائا  المستندمة والمسبار المستندم  اا الفحص يصفهما      

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

أظهر  أن جميع   لأن ارااللا  المحاكاة GenBankالمو واة في بعك الجيعا   327اللللللل  PSTVdجميع خلاصللا  

 (. 2014، اتصال شنصي، N. Duran-Vilaحالا  عدم التبابو بين الباائة والتسلسل كالت في لقا  غير حر ة )

 . 1ترا بيالا  التحقو في الجدول 

 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) 

باائا  مجففة بالتبريد ومسللباراً )منواة في  قخ الأاوا ( ةكن أن   كوكتيل تفاعل البلمرة التسلللسلللي يحتوي  

س  RT-PCRي ا  اليها أي منيأ    لوميكرو 3ي تجاري. ولكل تفاعل، ي ا  منيأ م ايرة حمو لووي ري  من  رئي

من كل من باائة  0.6اارئ، و × 2تجاري  لوميكرو 6المكون من  تفاعل البلمرة التسلللسلللي من كوكتيل  لوميكرو 9الى 
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منيأ النيخ ×  25من  لوميكرو 0.5ميكرمولار( و 5) TaqManمسبار  لوميكرو 0.36مولار( ووميكر 10أمامية وعكسية )

RT-PCR لوميكرو 12ما  ل مل حجخ تفاعل لهائي من  لوميكرو 0.94و . 

اورة من   40اقائو و  10ار ة م وية لمدة     95اقائو، و  10ار ة م وية لمدة     45الحراري هو: التدوير  برلامأ   

 اقيقة(.  1ار ة م وية لمدة  60يمالية و 15ار ة م وية لمدة  95)

ضللللوابط السلللللبية كلها الللللبية )لا   و 40قل من أ Ctقيمة  عتأععدما تت تبر ال يعة ايجابية   ال البريقة، 

 وت هر ال وابط الإيجابية ت نيما.  40لا تقل عن  Ctقيمة عتأ ععدما تت نيخ(. وت تبر ال يعة البية 

  ضوابط للاختبارات الجزيئية 3-4

كي ت تبر لتيجة الاختبار مويموقة، من ال لللروري و وا ضلللوابط معاالللبة ت تمد على لوع الاختبار المسلللتندم  

ومسللتوى الجنم المبلوب لكل من الللسلللة االلتنلاص وت للنيخ للحمو العووي لففة المسللتهدفة أو الحمو العووي      

ط  بط الإيجابي للحمو العووي وال للابالمسللتهد . وبالعسللبة لتفاعل البلمرة التسلللسلللي في الوقت الحقيقي، فإن ال للا  

 الداخلي وال ابط السل  للت نيخ )اون منيأ م ايرة( هي ضوابط الحد الأالى التي يعبغي أن تستندم. 

ضبط الإيجابي للحمض النووي   . يسللتندم هاا ال للبط لرصللد كفا ة الفحص )بااللت عا  الااللتنراك(. وةكن  ال

س  من              ستع صبعع )معتأ م ضابط م سبقا )مخنّن( أو حمو لووي كامل الجيعوم م نخ أو  اتندام حمو لووي م د م ا

 الكشف )غير  دّااتندام ضابط لح   وةكن أي اً . المستندم للكشف  زوك الباائة لفس تفاعل بلمرة تسلسلي( ولّد بااتندام    

 النامي(.

ضبط   شؤون         الداخلي ال سلي التقليدي وفي الوقت الحقيقي، يعبغي ااراك  يعة تدبير  سل لللللللتفاعل البلمرة الت

في بروتوكول التفاعل لااتب اا احتمال ظهور حالا  البية زائفة    NADأو   COXم ل HKG)الوكيب الورايمي للعبا  )

اتنراك الحمو العووي أ     شل ا سبب ف اتندام باائا         ب سلي. ويف ل ا سل و تدهورل أو و وا م ببا  لتفاعل البلمرة الت

. ولكن بما أله قد يكون من الصللل ب تحقيو  لك اون  pospiviroid/PSTال لللبط الداخلي في تفاعل مناوك مع باائا  

صى، حي ما كان  لك عمليا، ب مل تفاعل يمعائي لباائا     اية الاختبار للفيروا، يو سا  pospiviroid/PST  التقليل من ح

 فقط. pospiviroid/PSTوكالك تفاعل بسيط مع باائا   HKGمع باائا  

اي لازع ا يدرو ين     مؤشر مويمولأ لأاا  ا را  الااتنراك    nad5لميتوكولدريا  NADHلقد يمبت أن ش ية خما

سلي التقليدي )      سل س  ال كسي لللللللتفاعل البلمرة الت (. وقد اختبر مقابل ال ديد من  2002وآخرون،  Menzelلخبوة الع

، S. bonariensis ،S. dulcamaraالأخرى )  Solanumوألواع   S. tuberosumالألواع العبللاتيللة، بمللا في  لللك        

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 وآخرون.) 

الوون ولاا فإلها لن ت للللنّخ من الحمو العووي. وي للللنخ الحمو العووي الري  ب د ازالة   nad5وتشللللمل باا ا  

 الإلوون. 
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ات نخ الحمو العووي    COXك ابط ااخلي في هاا البروتوكول، فإن باائا    COXم اااتند على الرغخ من  

الري  والحمو العووي. ولاا فإله يوفر مؤشراً على لوعية الحمو العووي الم نخ بدلًا من الحمو العووي الري  وحدل   

 ولا ي بط خبوة العس  ال كسي. 

في وصف  ريقة لتفاعل البلمرة التسلسلي، يعبغي على المنتبر     nad5أو  COX ال ابط الداخلي وععدما لا ياكر  

  اختيار ضابط ااخلي والتحقو من صحته.

هاا ال ابط ضروري للتفاعل البلمرة التسلسلي التقليدي وفي    ضابط التضخيم السلبي )دون ضابط مزيج معايرة(. 

نائفة العاجمة عن التلوث أيمعا  اعداا منيأ التفاعل. وفي مرحلة الت نيخ، ي ا   الوقت الحقيقي لااتب اا الإيجابيا  ال

 ما  تفاعل البلمرة التسلسلي الاي كان قد اات مل لإعداا منيأ التفاعل. 

يسللتندم هاا ال للابط ل للمان أن يكون الحمو العووي المسللتنرك من الفيروا     ضننابط الاسننتخراج الإيجابي 

ستنرك الحمو           شا . وي سلي وأن يكون ا د  قابلًا للاكت سل ستهد  متوفراً بكمية ولوعية كافية لتفاعل البلمرة الت الم

 الفيروا.بالعووي من الألسجة المصابة للم يف أو من الألسجة العباتية السليمة الممنو ة 

ويعبغي أن يبلله ال للابط الإيجابي تقريباً لسللبة واحد الى عشللرة من كمية لسلليأ الأورالأ المسللتندمة لكل لبتة      

لااللتنراك الحمو العووي الري . وا ا  رى االلتك ار ال يعا ، يعبغي ععدئا ت ديل كمية ال للابط الإيجابي تب اً لالك    

ملله   198ملله ورقة مصللابة    2مو العووي الري ، ملله االلتك ر  لااللتنراك الح  20حصللص من عيعة من  10)م لًا 

شف عن  لك     اليمة(. وا ا لم يك سيأ ببا ا  شف ةكن      ،ل اتك ار حتى يتحقو ك يعبغي تكرار الاختبار أو خفو م دل الا

 الركون اليه.  

وبالعسللبة للعسلل  ال كسللي لتفاعل البلمرة التسلللسلللي، يجب ايلا  ععاية لتجعب التلوث بالر ا  من ال للابط     

سلة           سل سل ال ابط الإيجابي المستندم في المنتبر كي تمكن مقارلة ال سل الإيجابي أو من ال يعا  الإيجابية. ويعبغي أن ي

بسهولة مع السلاال التي يتخ الحصول عليها من أمبليكولا  تفاعل البلمرة التسلسلي  ا  الحجخ الصحيح. وبدلًا من           

اب       صبع ة بوا ضوابط ايجابية م شكيل  سلة م روفة ةكن بدورها أن تقارَن بأمبليكولا  تفاعل البلمرة      لك، ةكن ت ال ة 

 .التسلسلي  ا  الحجخ الصحيح

سلبي       ستخراج ال يسلتندم هاا ال لابط لرصلد التلوث خلال االتنراك الحمو العووي و/أو التفاعل      ضابط الا

غير مصللاب ضللُنّخ لاحقا. المتباال مع العسلليأ الم لليف. ويتكون ال للابط من حمو لووي يسللتنرك من لسلليأ م لليف 

 ويستحسن ااراك ضوابط مت داة حين يتوقع أن تكون هعاك أعداا كبيرة من ال يعا  الإيجابية.

 تفسير نتائج من تفاعل البلمرة التسلسلي التقليدي وفي الوقت الحقيقي 3-5

 تفاعل البلمرة التسلسلي التقليدي  3-5-1

 بالفيروا صالحاً الا:لا ي تبر تفاعل البلمرة التسلسلي الخاص  

 ععدما يعتأ ضابط الحمو العووي الإيجابي الحجخ الصحيح للفيروا. -

 ععدما لا يعتأ أي أمبليكون من الحجخ الصحيح في ضبط الااتنراك السل  وضبط الت نيخ السل .  -
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اتندمت باائا  ال وابط الداخلية     أي ا، فإله يعبغي ععدئا أن يعتأ ال ابط      nad5و/أو  COX  وفي حال ا

السللل  )أي العسلليأ العباتي السللليخ( )في حال االلتندامه( وضللابط الحمو العووي الإيجابي، وكل عيعة من عيعا      

شريباً يبلله   . ويشير عجن ال يعا  عن تحقيو ت نيخ مع باائا  ال وابط الداخلية، م لا،     زو اً قاعدياً 181الاختبار 

ات  سي      الى أن ا س  ال ك شل أو أن الحمو العووي لم يدرك في منيأ التفاعل، أو أن خبوة الع نراك الحمو العووي قد ف

قد فشلللت، أو أن هعاك مركّبا  م ببة لتفاعل البلمرة التسلللسلللي في خلاصللة الحمو العووي أو أن الحمو العووي قد  

 فسد.

صحي   سل معتأ    وت تبر ال يعة ايجابية ا ا ألتجت أمبليكون من الحجخ ال سل ح. ولتحديد لوع الفيروا يجب أن ي

 تفاعل البلمرة التسلسلي.

 تفاعل البلمرة التسلسلي في الوقت الحقيقي  3-5-2

 لا ي تبر تفاعل البلمرة التسلسلي صالحاً الا: 

 ععدما يعتأ ضابط الحمو العووي الإيجابي معحعى ت نيخ مع الباائا  الخاصة بالفيروا. -

أو أي قيمة أخرى يحداها المنتبر ب د  Ct 40ععدما لا يشاهد أي معحعى ت نيخ )أي ععدما تكون قيمة    -

 التحقو معها( مع ضابط الااتنراك السل  وضابط الت نيخ السل .

أي ا، فإله يعبغي ععدئا أن يعتأ ال ابط السل       nad5و COX وفي حال ااتندمت باائا  ال وابط الداخلية   

ويشللير عجن   .)في حال االلتندامه( وضللابط الحمو العووي الإيجابي وكل عيعة من عيعا  الاختبار معحعى ت للنيخ  

ال يعا  عن التاك معحعى ت للنيخ مع باائا  ال للوابط الداخلية، م لا، أن االلتنراك الحمو العووي قد فشللل أو أن   

لم يدرك في منيأ التفاعل أو أن هعاك مركّبا  م ببة لتفاعل البلمرة التسلللللسلللللي في الحمو العووي            الحمو العووي

 المستنرك أو أن الحمو العووي قد فسد. 

 الفاصلللللة    Ctوت تبر ال يعة ايجابية ا ا ألتجت معحعى ت للللنيخ نمو  يا. وترا م لوما  محداة عن قيمة            

 .3-4-3-3و 4-3-3-3لبريقتين في القسمين 

 تحديد الهوية  -4

يعبغي تحديد فيروا ارلة الببا ا المغنلية عن  ريو اَلسلة المعتأ الاي يحصل عليه من تفاعل البلمرة التسلسلي   

على  3-3-3-3و 1-4-3-3الموصللفة في القسللمين  Vidأو  Shamloulبالعسلل  ال كسللي التقليدي بااللتندام باائا   

سلللل في قواعد بيالا  التسللللسلللل الجيني ال امة. وقد تت ين الاالللت الة  التوالي، وعن  ريو البح  عن تبابو التسلللل

بمتنصللصللين للمسللاعدة على تحديد ا وية. ا ا ضللنّخ معتأ تفاعل البلمرة التسلللسلللي ت للنيماً ضلل يفاً أو كالت ال يعة 

صابة بأك ر فيروا واحد من لوع   سلي قد يكون        pospiviroidم سل ساخ معتأ تفاعل البلمرة الت اتع   ف الًا في تمكين، فإن ا

 الحصول على تسلسل م ين. 

سي في الوقت             س  ال ك سلي بالع سل ابة تفاعل البلمرة الت شف ععها بوا ويعبغي أن ي اا اختبار عيعة ايجابية ك

الحقيقي، ا ا لنم الأمر للتأكيد، بااللتندام تفاعل البلمرة التسلللسلللي بالعسلل  ال كسللي التقليدي لتمكين تسلللسللل المعتأ 

هويته. واي بي تسلسل معتأ تفاعل البلمرة التسلسلي في الوقت الحقيقي مباشرة م لوما  عن التسلسل لا تتيح         وتحديد 
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تحديداً ةكن الركون اليه. فهو الللليتيح تحديد المعتأ كفيروا، ولكعه لن يتيح تحديد الألواع أو التميين عن ال للللابط            

  ل البلمرة التسلسلي بالعس  ال كسي في الوقت الحقيقي، قد    الإيجابي المستندم. ومع  لك، وبسبب تنايد حسااية تفاع    

اتك ار ال يعا ، فإن اعااة           سلي بالعس  ال كسي التقليدي. وفي حالة ا لا ةكن الحصول على معتأ بتفاعل البلمرة التسل

سي             س  ال ك سلي بالع سل ابة تفاعل البلمرة الت صغر قد ينيد من مويموقية الت نيخ بوا لتقليدي.  ا اختبار عيعا  فرعية أ

وبدلًا من  لك، ةكن تلقيح ال يعا  في لباتا  بعدورة لنيااة تركين الفيروا الى مسلللتويا  ةكن الكشلللف ععها بتفاعل  

البلمرة التسلللسلللي بالعسلل  ال كسللي التقليدي. لكن هاا العهأ لم يقيّخ، وا ا كالت العتائأ غير حاسمة قد يتبلب  لك   

 ر.اعااة أخا ال يعا  وتكرار الاختبا

 التسلسل وتحليل التسلسل  4-1

شنص       سل الا  سل سل، يعبغي        ةخبر  ويعبغي ألا يقوم بتحليل الت سل سها مرافو للت سة لف ا . وا ا لم تتوفر في المؤ

ال المعتأ المعقى                 اير سلي. و سل سل معتجا  تفاعل البلمرة الت سل شركة احتيا اتها لت اتحدا ال شركة تجارية. و اتندام  ا

شركة لإ را  التسلسل. وقد       شركا  أي اً بتع  ت)والباائا  الأمامية وال كسية ا ا  لبت( الى ال تأ ا ا لنم  قية المعقوم ب و ال

 الأمر.

ا ا  ر  عملية التسلسل في المؤاسة لفسها، يعبغي تراي  البرلأ واتباعها. وتعبغي اَلسلة كل خيط من معتأ           

سل. ويعبغي تجميع خيبي الحمو             سل سلي كباائا  للت سل اتندام باا ا  تفاعل البلمرة الت سلي با سل تفاعل البلمرة الت

ستقل         شكل م سلين ب سل سية( في خيط واحد، وتأكيد قاعدة )هوية( كل    العووي المت اتندام الباائا  الأمامية وال ك )من ا

يا            يل مجم  ا  )م ل برمج ندم للتحل يد. ومن المف لللللل أن تسللللت  CLC Genomicsأو  Geneiousموقع لكليوت

Workbench أو Lasergene  تسلتندم ملفا  تتبع )electropherogramsيبين على . ويعبغي ترمين الاختلا  بين الخ

التسلللسللل الاي  رى ت ديله. وتمكن ب د  لك مقارلة التسلللسللل التوافقي الم دّل )الاي يحدا عن    أله قاعدة غام للة في

المو واة في قاعدة بيالا  معاابة. وفي حالة و وا عدوى مختلبة،    pospiviroid ريو مقارلة الخيبين( مع تسلسلا    

 مقرو ا وععدئا يعبغي ااتعساخ معتأ تفاعل البلمرة التسلسلي واَلسلته.   chromatogramيكون الُمنَبَّط الكروماتي قد لا

ععدما ةكن أن تكون اختلافا  قليلة في ب  ة ليوكليوتايدا   pospiviroidsويقت ي الأمر موا مة متألية لللللل  

أولي لفيروا ارلة الببا ا المغنلية، حاسمة في تحديد الفيروا كآفة مسلليبر عليها أو غير مسلليبر عليها. ولإ را  تحديد  

( في تسلللسللل توافقي لأن هال الباائا  تقع في أك ر المعا و Vidأو  Shamloulةكن الإبقا  على تسلللسلللا  الباائا  )

ن أيمعا   أ بعاها البوليميري- يعوم الفيروا ومن غير المحتمل أن تؤيمر في تحديد ا وية. وا ا ما شوهد  متدليا   المصالة في 

من  يعوم الفيروا  1تمدا تعبغي ازالتها. ولتحديد ا وية، من المستحسن ااتندام تسلسل توافقي م دّل يبدأ من موقع      ال

  GenBankاحدى قواعد بيالا  العيوكليوتايد الشاملة. ويعبغي أن يتخ البح  في قاعدة بيالا  بعك الجيعا   لمقارلته مع

لموقع الإل                     لنائللد على ا عيوكليوتللايللد غير ا بيولو يللة أو                                لل ل لتكعولو يللا ا  كوولي للمركن الو ني لم لومللا  ا

الأرشلللليف الأوروبي للعيوكليوتايد على الموقع الإلكوولي لمنتبر البيولو يا الجنئية الأوروبي بااللللتندام أااة البح           

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST  ضافة الى  لك، يعبغي أن يرتكن تحديد ا وية على تجميع  (. وبالإ

 ( في ال رض الاي يتنا شكل شجرة )تصل العقا  المتجاورة(.BLASTععقواي محدا لعتائأ )



 بروتوكولا  تشنيص الآفا  الخاض ة للوائح  7البروتوكول التشنيصي 

 

Page 23 of 40 الدولية لوقاية النباتات الاتفاقية  

في المائة من   90اللجعة الدولية لتصللعيف الفيرواللا ، الم يار الرئيسللي لتحديد هوية الألواع هو أك ر من   ووفقاً 

 90 اي  رى الحصول عليه هوية تقرب من(. ومع  لك، ا ا أظهر التسلسل ال2011وآخرون،  Owensهوية التسلسل )

المائة، يعبغي ااراك م لما  اضللافية، م ل الخصللائص البيولو ية. ويبح  فريو الدرااللة الم ني بالفيروا في اللجعة    في

 الدولية لتصعيف الفيرواا  حالياً تصعيف الفيرواا  وم ايير تحديد الفواصل بين الألواع. 

في المائة، م لًا، ععدما اليقدم تسللسلل م ين الى قاعدة بيالا  أو ععد     100وبة وععدما تكون اقة التسللسلل المبل   

الاشللتبال بألواع فيروا  ديدة، من ال للروري ا را  تفاعل البلمرة التسلللسلللي يمالية ليغبي معبقة تسلللسلللا  الباائا        

سلي الأول وكالك أية قواعد غام ة من تفاعل البلمرة         سل ستندمة لتفاعل البلمرة الت سلي الأول. وقد يكون مبلوب   الم سل اً  الت

 اا الغرض تصميخ مجموعة  ديدة من الباائا  من التسلسل الأولي، ولكن قد يكون كافياً ااتندام زو ي باائا  شملول    

 . Vid و

 السجلات  -5

الآفا   بروتوكولا  تشنيص  ) 27يعبغي الاحتفاظ بالسجلا  والبراهين حسبما هو مبين في الم يار الدولي رقخ    

 الخاض ة للوائح(

  في حالة عدم الامت ال وفي ولا اللليماوفي الحالا  التي قد تتأيمر فيها أ را  مت اقدة أخرى بعتائأ التشلللنيص،  

 لللمن تتب اً تحالة ظهور فيروا ارلة الببا ا المغنلية في معبقة م يعة للمرة الأولى، يعبغي الاحتفاظ بالمواا الإضلللافية التالية 

 كاملا:

ار ة م وية تحت   80يعبغي الاحتفاظ بال يعة الأصلللللية )ا ا ما زالت متوفرة( مجمعدة ععد ار ة حرارة       -

 الصفر أو تجمّد تجميداً  افاً وتحفظ في ار ة حرارة الغرفة.

ار ة م وية   80الاقت للا ، الاحتفاظ بااللتنرا ا  الحمو العووي الري  ععد ار ة حرارة   ععديعبغي،  -

 تحت الصفر

تفاعل البلمرة التسلللسلللي بالعسلل  ال كسللي ععد ار ة  ت للنيخ تائأ يعبغي، ععد الاقت للا ، الاحتفاظ بع -

  .م وية تحت الصفر 80م وية تحت الصفر الى  20حرارة 

 ملفا  تتبع تسلسل الحمو العووي المستندمة لتوليد تسلسل توافقي لتحديد هوية ال يعا .  -

اابقا، يعبغي أن يقدم           سجلة  صا  الم صائص  ني ية أو بيولو ية مختلفة عن الخلا صة خ وا ا تبين أن للنلا

)قاعدة البيالا  الشللاملة عن الحجر الصللحي لآفا     Q-bankالى معشللأة أرشلليف لآفا  العباتا  م و  بها )م ل،  

 هرية ومعابت الخلايا(. )م هد لايبعين الألمالي لجمع الكائعا  المج DSMZوأمراض العباتا ( و

وا ا كان هعاك اليل على أن أي من الاختبارا  الماكورة أخفو في الكشللللف عن خلاصللللة م يعة لفيروا ارلة  

البا ا المغنلية، يعبغي اراللال تفاصلليل الخلاصللة )يف للل رقخ اخول بعك الجيعا ( الى أمالة الاتفاقية الدولية لحماية    

 العباتا .
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 ل على معلومات إضافيةجهات الاتصال للحصو -6
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Sbeadex maxi plant kit (LGC 

Genomics)     علللللللى لللل لللام

KingFisher 96 (Thermo 

Scientific) 

تفاعل البلمرة التسللللسللللي  

بااللللتندام النيخ العسلللل    

ل كسلللللي     : (RT-PCR)ا

، GenPospiفللللحللللص 

Botermans  ،وآخللللرون
2013 

شف جميع ألواع فيرواا   : حد الكشف   صابة   Pospiviroidك حتى م دل ا

مرة(. مع  770في المائة )أي ما ي اال  فيفاً قدرل  0.13لسللل  يصلللل الى  

المصللللابة في )البما خ( في المائة لتنفيف أورالأ البعدورة  99.7يقين بعسللللبة 

 اليمة  ) ما خ( بعدورة

متنصللللصللللة الى ار ة عالية بألواع فيرواا   الخصنننوصنننية التحليلية:  
pospiviroid 

  )البما خ( البعدورةلا تأيمير على أورالأ  الانتقائية:

 في المائة 100 التكرار وقابلية الإعادة:

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

2013d) 

أورالأ بللللعللللدورة   

   )البما خ(

 5:1-2:1ملليغرام )بواوح  3.5 غرام 1

زائللد  GH)وزن/حللجللخ(( مللن 

 Homex 6محلول اارى  مع 

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا   

Kit 
RT-PCR   في اللللوقلللت

 الحقيقي

 Boonham  ،وآخللللرون

(2004) 

شف  صل الى    : حد الك شف عن ما ي مر ة  فيف أورالأ البعدورة  10 000الك

 المصابة في بعدورة اليمة )البما خ(

(، فيروا  MPVd) Mexican papita viroid كشف  الخصوصية التحليلية:  

ية         با ا المغنل لة الب  Tomato chlorotic dwarf viroid، (PSTVd)ار

(TCDVd ،)Tomato planta macho viroid (TPMVd  بللل لللو( )

 الخصالا (

   )البما خ( البعدورةلا تأيمير على أورالأ  الانتقائية:

 (Naktuinbouw, 2012b) في المائة 100التكرار وقابلية الإعادة: 
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أورالأ بللللعللللدورة   

   )البما خ(

 5:1-2:1ملليغرام )بواوح  3.5 غرام 1

زائللد  GH)وزن/حللجللخ(( مللن 

 Homex 6محلول اارى  مع 

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا   

Kit 
RT-PCR:   بلللاائلللا     

Pospi1 –    أمللللامللللي

 علللكسللللللي،  -Pospi1و

Verhoeven  ،وآخللللرون

(2004) 

 )بااللت عا  Pospiviroidالكشللف عن جميع ألواع فيرواا  : حد الكشننف

Columneae latent lviroid  (CLVd    بم دل اصابة لس  يصل الى على ))

 مة المصابة في بعدورة الي )البما خ(في المائة  فيف أورالأ البعدورة  2.5الأقل 

،  عس Hop latent viroid (HpLVd الكشف عن الخصوصية التحليلية:   

Cocadviroid)  وفيروا ارلة الببا ا المغنلية 

 )البما خ(لا تأيمير على أورالأ البعدورة  الانتقائية:

  في المائة 100 التكرار وقابلية الإعادة:

(NPPO-NL, 2013a) 

أورالأ بللللعللللدورة   

 )البما خ(

 5:1-2:1ملليغرام )بواوح  3.5 غرام 1

زائللد  GH)وزن/حللجللخ(( مللن 

 Homex 6محلول اارى  مع 

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا  

Kit 
RT-PCR:   بلللاائلللا     

Vid - / أملللامللليVid- 

  Verhoeven عللكسلللللي،

 (2004وآخرون، )

شف:    (PSTVd)ارلة الببا ا المغنلية  وفيروا  CLVdالكشللف عن حد الك

في  10في المائة )100بم دل اصلللابة لسللل  يصلللل الى على الأقل  TCDVdو

المصللابة في بعدورة   )البما خ(*(  فيف أورالأ البعدورة  CLVdالمائة لللللللل 

 اليمة  ) ما خ(

شف عن       * صل للك  1Pospi مكملة لباائا   CLVdصممت الباائا  في الأ

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

 فيروا ارلة الببا ا المغنلية    ، CLVdكشللللف  الخصنننوصنننية التحليلية:    

PSTVd، TCDVd  

 )البما خ(لا تأيمير على أورالأ البعدورة  الانتقائية:

  في المائة 100 التكرار وقابلية الإعادة:

(NPPO-NL, 2013b) 
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  أورالأ بللللعللللدورة 

    )البما خ(

 5:1-2:1ملليغرام )بواوح  3.5 غرام 1

من       جخ((  ح زائللد   GH)وزن/

 Homex 6محلول اارى  مع  

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا  

Kit 
RT-PCR:Shamloul  

 (1997خرون، )آو

شف:  في  10اصللابة لسلل  يصللل الى على الأقل 1الكشللف عن م دل  حد الك

 المصابة في بعدورة اليمة  )البما خ(المائة  فيف أورالأ البعدورة 

 فيروا ارلة الببا ا المغنلية ،MPVdالكشللف عن  الخصننوصننية التحليلية:

PSTVd ،TCDVd ،TPMVd ) ب و الخلاصا( 

 )البما خ( البعدورة لا تأيمير على أورالأ الانتقائية:

  في المائة 100 :التكرار وقابلية الإعادة

(NPPO-NL, 2013c) 

 باور بعدورة

 )البما خ(

بللللارة  3000

 1000)اختبر  

بلللارة يمللللاث  

 مرا (

 5:1-2:1ملليغرام )بواوح   20

من       جخ((  ح زائللد   GH)وزن/

 BagMixerمحلول اارى  مع  

(Interscience)  

 Sbeadex maxi plant قخ أاوا  

kit   على ل امKingFisher 96  

RT-PCR   في اللللوقلللت

 الحقيقي

Boonham  ،وآخلللللرون

(2004) 

 )البما خ(خصائص أاا  الفحص كما لأورالأ البعدورة 

صابة في عيعة من     شف عن بارة واحدة م   95من  بارة أقل 1000احتمال الك

بسللللبب  بارة   1000في المائة ععد اختبار يملاث عيعا  فرعية كل معها من          

التلوث السللللريع لفيروا ارلة الببا ا المغنلية من ال مار المصللللابة الى الباور         

لاز( الباور، یالسلللليمة أيمعا  م الجة )باالللتندام الم الجة بالتنمير والبكت

هعللاك احتمللال كبير لأن تكون هعللاك بللاور ملويمللة أك ر في عيعللة م يعللة   

(Naktuinbouw, 2012c). 
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أورالأ بلللبلللا لللا    

)مسللللتعبتة في غر  

االللتعبا ( ولباتا  

ببا ا مسللللتعبتة في     

  .ألابيب مختبرية

في المللائللة  10من  لوميكرو 20 ملليغرام  200

،  (SDS)كبريتللا  الصللللوايوم

اارئ االللتنراك  لوميكرو 180و

LiCl فيعول  لوميكرو 400، و– 

 كلوروفورم  مع أ ران ومدقا 

كلوروفورم وااتنراك بولي  –الفيعول

 ايتيلين غليكول  و الخبوتين

ارتحللال كهربللائي هلامي        

بولي أكريلاميدي عَكْسللللِي   

PAGE)) 2 

فيروا ارلة الببا ا المغنلية؛ كان  لك هو  بيكوغرام من 2465 :حد الكشننف

 الأقل حسااية من البرلأ الجني ية التي ااتندمت في اختبار حلقة اولي

 Pospiviroidالكشللف عن جميع ألواع فيرواا   الخصننوصننية التحليلية: 

 الم روفة

ستعبتة    . الالتقائية صعف الببا ا أو أورالأ الببا ا أو العباتا  الم لا تأيمير على 

  في ألابيب مختبرية 

ية الإع        قابل ية التكرار و عااة      :ادةقابل ية الإ ئة في     51قابل لما  87,893في ا

با ا           لة الب ية )أعلى تركين لفيروا ار با ا المغنل لة الب بيكوغرام من فيروا ار

 في المائة على حد الكشف  42المغنلية اختبر( و

أورالأ بلللبلللا لللا    

)مسللللتعبتة في غر  

االللتعبا ( ولباتا  

ببا ا مسللللتعبتة في     

 .ألابيب مختبرية

)وزن/حجخ( مع  5:1-1بواوح  ملليغرام  200

Ames (EPPO 2004 )اارى  

  مع أ ران ومدقا 

شا  )  الت بيت على  (.Agdia, Incغ

كلوروفورم وااتنراك بولي  –الفيعول

 ايتيلين غليكول  و الخبوتين

بيكوغرام من فيروا ارلة الببا ا المغنلية )أالى  17على الأقل  حد الكشننف:  2فحص ايجوكسيجيعين

 تركين اختبر(

 Pospiviroid: الكشللف عن جميع ألواع فيرواا  الخصننوصننية التحليلية 

 الم روفة

لا تأيمير على صعف الببا ا أو أورالأ الببا ا أو العباتا  العباتا  : الانتقائية

  المستعبتة في ألابيب مختبرية 

ية      قابل ية التكرار و عااة      :الإعادة  قابل ية الإ ئة في     100قابل لما  87,893في ا

بيكوغرام من  17في المائة على    23بيكوغرام من فيروا ارلة الببا ا المغنلية و    

 فيروا ارلة الببا ا المغنلية 
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أورالأ بلللبلللا لللا    

)مسللللتعبتة في غر  

االللتعبا ( ولباتا  

ببا ا مسللللتعبتة في     

 ألابيب مختبرية.

50-500 

 ملليغرام

مع       9-1بواوح   جخ(  ح )وزن/

 ملللع  RH (Qiagen)اارى  

 أللللبلللوب  لللرا ملللركلللني و

micropestle  أوHomex 6 

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا  

Kit 
RT-من  ريقة   2وخبوتان  

PCR  التقليدية باالللتندام

وآخرين  Shamloulباائا  

(1997) 

 بيكوغرام من فيروا ارلة الببا ا المغنلية  17على الأقل  حد الكشف:

فيروا ارلة الببا ا المغنلية، ، PVdالكشللف عن  الخصننوصننية التحليلية: 

TCDVd ،TPMVd 

باتا           : الانتقائية   لا تأيمير على صللللعف الببا ا أو أورالأ الببا ا أو أو الع

 العباتا  المستعبتة في ألابيب مختبرية  

ية الإعادة        قابل ية التكرار و عااة      :قابل ية الإ ئة في     78قابل لما  87,893في ا

با ا           لة الب ية )أعلى تركين لفيروا ار با ا المغنل لة الب بيكوغرام من فيروا ار

ية اختبر( و  ئة على     44المغنل لما با ا       17في ا لة الب بيكوغرام من فيروا ار

 المغنلية 

أورالأ بلللبلللا لللا    

)مسللللتعبتة في غر  

االللتعبا ( ولباتا  

ببا ا مسللللتعبتة في     

 .ألابيب مختبرية

 5:1-2:1ملليغرام )بواوح  3.5 غرام 1

)وزن/حجخ(( من المحلول الدارئ 

GH plus   معHomex 6 

يغرام )بواوح          3.5 ل  5:1-2:1مل

)وزن/حجخ(( من المحلول الللدارئ 

GH plus  معHomex 6 

 RNeasy للقللخ أاوا    

Plant Mini Kit     قخ أو  

 Sbeadex maxiأاوا  

plant kit     علللللى للل للام
KingFisher 96 

 )البما خ(ورالأ البعدورة الأاا  كما لأ تحليل خصائص

 تلوث مع الفيرواا  التي تحدث عااة في الببا االحساسية التحليلية: 

لابيب            : الانتقائية   تا  المسللللتعبتة في أ با لا تأيمير على أورالأ الببا ا أو الع

 مختبرية  

في المائة في 100)كشللف  100 رى التحقو من م دلا  االلتك ار تصللل الى  

 NAK, 2011 ورقة اليمة؛ 99من ورقة واحدة مصابة وعيعة تتألف 
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أورالأ بلللبلللا لللا    

)مسللللتعبتة في غر  

االللتعبا ( ولباتا  

وارلللا  بللبللا للا    

مسلللتعبتة في ألابيب 

 مختبرية

غرام أورالأ   1.5

 للللرام  5أو 

 ارلا 

لي     كرو     600حوا ي اارى   لو م

لي      غرام        3للأورالأ أو حوا ي ل ل م

اارى  للدرلا  )اختيار الدارى      

نراك              ت يقللة الااللللل بر ل ب للاً  ت

 المستندمة(

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا  

Kit االللللتللنللراك بللروملليللد  ، أو

يل، أو  قخ    ترةي يلاموليوم الللليت

أاوا  عنل الحمو العووي الري  

(Gentra Systems تجللللدر ،)

ملاح للة أن  قخ الأاوا  لم ي للد 

   متوفراً

RT-PCR اللللوقلللت   في

 الحقيقي:

Boonham  ،وآخلللللرون

(2004) 

صابة    10,000الكشف عن ما يصل الى    حد الكشف:  سجة م مرة  فيف لال

 في ألسجة اليمة

 فيروا ارلة الببا ا المغنلية ،MPVdالكشللف عن : الحسنناسننية التحليلية 

PSTVd   ،TCDVd ،TPMVd  ب و الخلاصللللللا (؛ لا تلوث مع(

 الفيرواا  التي تحدث عااة في الببا ا

لابيب            : الانتقائية   تا  المسللللتعبتة في أ با لا تأيمير على أورالأ الببا ا أو الع

 مختبرية أو الدرلا 

)اختبار حلقة شللللاركت فيه   في المائة 100 قابلية التكرار وقابلية الإعادة:

 أرب ة مختبرا (

في المائة في 100)كشللف  100 رى التحقو من م دلا  االلتك ار تصللل الى  

بة و         تألف من ورقة واحدة مصللللا عة ت  Roenhorst ورقة اللللليمة؛    99عي

 2006، 2005، وآخرون
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عة      تا  الني با ألواع ل

 )أورالأ(

 5:1-2:1ملليغرام )بواوح  3.5 غرام 1

)وزن/حجخ(( من المحلول الدارئ 

GH plus   معHomex 6 

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا  

Kit    أو  للقللخ أاواSbeadex 

maxi plant kit      علللللى للل للام
KingFisher 96 

RT-PCR   في اللللوقلللت

 الحقيقي:

، GenPospiفللللحللللص 

Botermans  ،وآخللللرون

(2013) 

 )البما خ(ورالأ البعدورة تحليل خصائص الأاا  كما لأ

)مركّبا   والتقائية Pospiviroidفيرواا    تركين الحسننناسنننية التحليلية:

 م ببة( في عصارة الورقة تب اً  لألواع العبا 

، ,Brugmansiaلللللللل   25 رى التحقو من م دلا  االللتك ار تصلللل الى 

Calibrachoa،Cestrum ،Dahlia،Nematanthus,،Petunia ،

Solanum jasminoides، Streptosolen jamesonii    تجلدر ملاح لة أن

فة        بة لمصللللفو   Calibrachoa, ،S. jasminoides S. jamesoniiبالعسلللل

. يبدو أن بالعسلللبة لب و 100شلللوهد   تأيميرا   على  فيف ينيد على 

، فوة الصللليف هي الفوة المعاالللبة فقط لإ را  Dahlia المحاصللليل، م ل

 (Naktuinbouw, 2012aاختبار )ةكن الركون اليه( )

عة      تا  الني با ألواع ل

 )أورالأ(

في اللللوقلللت   RT-PCR   غرام 1

 الحقيقي:

Boonham  ،وآخلللللرون

(2004) 

 ورالأ البعدورةتحليل خصائص الأاا  كما لأ

)مركّبا   والتقائية Pospiviroidفيرواا   تركين: الحسننناسنننية التحليلية 

 م ببة( في عصارة الورقة تب اً لألواع العبا 

، ,Brugmansiaلللللللل   25 رى التحقو من م دلا  االللتك ار تصلللل الى 

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

، Calibrachoa, ،S. jasminoidesلاحظ أن بللالعسللللبللة لمصللللفوفللة        

S. jamesonii       يد على تأيميرا  على  فيف ين هد   بدو أن   100شللللو ي

، فوة الصللليف هي فقط الفوة Dahliaلب و المحاصللليل، م ل  بالعسلللبة 

 (Naktuinbouw, 2012b))ةكن الركون اليه(  المعاابة لإ را  اختبار
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 ملاحظات بشأن التحقق من الصحة طريقة الكشف استخراج الحمض النووي إعداد العينة حجم العينة المصفوفة

أورالأ بللللعللللدورة   

وأورالأ   ) للمللا للخ(  

وارللللا  وبلللاور    

بللبللا للا، وألللواع    

يعللة          لن لبللاتللا  ا

 )أورالأ(

غرام اورالأ أو  1

ارلا  ببا ا أو    

امللغللا  أورالأ  

على أغشلللليللة    

 لايلون

يغرام )بواوح          10 ل  1:10-1مل

)وزن/حجخ(( مع اارئ الفوافا  

(PBS)  معHomex 6 

 رلأ مباشللرة )امله الألسللجة(، أو  

 RNeasy Plant Mini قخ أاوا  

Kit        أو  قخ أاوا  عنل الحمو

 (Mo Bioالعووي الري  كيت )

RT-PCR   في اللللوقلللت

 الحقيقي:

Bertolini  ،وآخلللللرون

(2010) 

ما يصلللللل   : نع حد الكشنننف   مرة  فيف لأورالأ  10,000الكشللللف ع

S. jasminoides   لل  مصابة في أورالأ اليمةjasminoides  وللبعدورة 

 TCDVd و CLVd PSTVd: الكشف عن الخصوصية التحليلية

 )البما خ( لا تأيمير على أورالأ الببا ا أو ارلاتها أو باور البعدورة : الانتقائية

)اختبار حلقة شللللاركت فيه       في المائة   100 :قابلية التكرار وقابلية الإعادة     

 يملايمة مختبرا (

صية        شني اية الت سا شنيص      100كالت الح صية الت صو في المائة، وكالت خ

لدقة العسللللبية مقارلة ببريقة التهجين الجني ي )           100 ئة وا لما  Murciaفي ا

في المائة. وأ ري التحقو من صللللحة الاختبار على       100( 2009خرون آو

 و .Brugmansia spp و S. jasminoidesعيعا  حقلية لأصللللعا       208

Datura spp و Petunia spp وDendrathema spp      وببللا للا وبعللدورة 

 150ايجابية صللحيحة و 43، كالت 208. من بين ال يعا  الللللللل ) ما خ(

عيعة ايجابية زائفة بالتهجين  15البية صحيحة بكل من البريقتين.  كالت 

   Tomato apical stunt viroid (TASVd)الاي كشللللف فيه عن فيروا   

  .  Citrus exocortis viroid  (CEVd)وفيروا 

 لم تكن هعاك عيعا  البية زائفة

صارة ورقة            1 سبية . ت تبر ع اية(  كقيمة ل سا شف )الح صلية غير م رو ، لب و الفحوص ي بر عن حد الك صابة   لأن تركين الفيروا في مااة الاختبار الأ سبة   100غير مخففة م شف عن  ريو     3 غرام مااة أورالأ: 1في المائة )بع س  للك ملليغرم اارى (.  رى تحديد الحد الع

  م يارية لإعبا  قياس محافظ مع يقين (، وأضيفت يملايمة انحرافا32( تقل عن Ctصة لاينال من الممكن الكشف ععها )اورة حد )اختبار ثمالية مخففا  تسلسلية ل صارة ورقة مصابة في عصارة ورقة اليمة. ي ر  الحد العس  للكشف كمتواط أالى م دل اصابة لس  لكل خلا

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

 .(Jeffries and James ,2005( قورلتا في اختبار حلقة اولي. ) 1997وآخرون، ) Shamloul من خبوتين،  بااتندام باائا   PCR-RTو تفاعل البلمرة التسلسلي بااتندام النيخ العس  ال كسي  PAGE-Rالبرلأ ال لاث، الارتحال الكهربائي ا لامي البولي الأكريلاميدي الَ كسِي   
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 تاريخ المطبوع

 هاا ليس  ن اً رئيسياً من الم يار

 (002-06) أضافت الدورة ال الية  ي ة تدابير الصحة العباتية موضوع لبرلامأ ال مل )  2007-03

 را ع فريو الخبرا  الم ني ببروتوكولا  التشنيص مسواة البروتوكول 2012-11

 وافقت لجعة الم ايير بقرار الكوولي الى مشاورة الأع ا    2013-03

(2013_eSC_May_10) 
 ال قاا مشاورة الأع ا    2013-07

 اات رض فريو الخبرا  الم ني ببروتوكولا  التشنيص مسواة البروتوكول   2014-07

 وافو فريو الخبرا  الم ني ببروتوكولا  التشنيص بقرار الكوولي الى لجعة الم ايير للموافقة عليها لاعتمااها  2014-09

(2014_eTPDP_September_01) 

 وافقت لجعة الم ايير عليها بقرار الكوولي الى فوة الإخبار لبروتوكول التشنيص   2014-11

(2014_eSC_Nov_13) 

 فوة الإخبار   2014-12

 اعتمد  لجعة الم ايير بروتوكول التشنيص ليابة عن هي ة تدابير الصحة العباتية  )لم تتلو أي اعواضا  رسمية(  2015-01

 ، الفاوالاتفاقية الدولية لوقاية العباتا  (. روما،2016) فيروا ارلة الببا ا المغنلية 7الملحق  27المعيار الدولي رقم 

رة من الدورة ال اش  ايير ب د الغا   الإ را  الم ياريأار ت أمالة الاتفاقية الت ديلا  التحريرية وغير  شكل الم 2015-07

 (2015للهي ة )

 ص تسللللسلللل باائة ال لللبط الداخلي يخاعتمد  لجعة الم ايير التعقيح التقني لبروتوكول التشلللنيص هاا فيما  2016-05

COX-F         ( تمللاشللللليللجا مللع المللر للع الللوارا في المللؤلللفللا  اللل لللللملليللة المللقللدمWeller  ،2000وآخللرون ) 

ئا             PCR-RT 2-4-3-3)القسللللخ   باا ندام  بااللللت قت الحقيقي   (  (2004وآخرين ) Boonhamفي الو

(2016_eSC_May_15 .)شنيص  وأخا سنة     ب علماً فريو الخبرا  الم ني ببروتوكولا  الت سلين في الع سل سابقة  االت ل

 . وآخرين Wellerالتسلسل الحالي لسب عمل بلبروتوكول التشنيص و

، في اورتها.)اورة رقخ( ، علما بالت ديلا  التحريرية المقوحة من قبل اخد  هي ة تدابير الصحة العباتية  04-2017

 .مجموعة مرا  ة اللغة ال ربية
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 05 -2016في  كان آخر ت ديل لتاري  المببوع

 

 


