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15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 3-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  معلومات حول الآفة -1
 

ثللر الأمللراض إضللرارا  أك بأحللد Citrus tristeza virus يتسللبف فيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات 
(. Moreno et al., 2008) الأوبئللة الأشللد تللدميرا  التللي غيلّلرت مسللار قطللا  الحمضللياتبالحمضلليات و

تشير كلمة "تريستيزا"  التي تعني باللغة البرتغالية "الحزن" أو "الكآبة"  إلى التدهور الللذي يرهللر 
 البرتقللال المللر أو (Citrus aurantium) صلللأعلللى الكثيللر مللن أنللوا  الحمضلليات حللين تطعلّلم علللى 

(Citrus limon )( وعلللى الللرغم مللن أن تريسللتيزا هللو بشللكل عللام .)مللرض يصلليف الليمللون الحللامض
( فإن بعض سلالات هذا الفيروس تتسللبف بمتلازمللات أخللر  بمللا Román et al., 2004) اتحاد البراعم

فيها تنقر السوق والتقزم وتراجع الإنتاجية ورداءة جودة الثمار لللد  العديللد مللن الأصللناي التجاريللة 
 .مقاومة لتريستيزا صولأعلى  حتى حين تكون مطعمة

 
من الأرجح أن فيروس تتريستيزا الحمضيات قد نشأ في ماليزيا وغيرهللا مللن بلللدان جنللوب و 

الأعرم للبلدان التي تنمللو  السوادانتشر من ثم في وشرق آسيا التي تعد المنشأ المفترض للحمضيات 
ة فللي فيها الحمضيات من خلال انتقال المواد النباتية المصابة بالآفة. وقد أد  الانتشللار المحلللي ل فلل

 .إلى أوبئة كبر  الناقلة للمرض  حشرات المنمراحل تالية  تسببت به أصناي 
 

البرتقللال المللر فللي جنللوب أفريقيللا  صلللأأشللجار مطعمللة علللى  فنللاءأفيللد للمللرة الأولللى عللن و 
خلللال مطلللع القللرن العشللرين  وفللي الأرجنتللين والبرازيللل خلللال الثلاثينيللات  والأرجللح أن  للل  قللد 

الحمضلليات  مللننبتللات مصللابة بفيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات التللي تفشللت فيهللا حدث عقف إدخللال 
التللي تعللد الأكثللر فعاليللة ( Toxoptera citricida Kirkaldy) (السوداء توكسوبتيرا سيتريسيدا )كيركالللدي

إن التللدهور الللذي يتسللبف بلله فيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات قللد فتلل  بأشللجار وفللي نقللل الفيللروس. 
 (.Cambra et al., 2000a؛ Bar-Joseph et al., 1989) البرتقللال المللر أو أصللابها بللالعقم صلأمطعمة على 

وقد تفشى فيروس تتريستيزا الحمضيات في الولايات المتحدة وبعض بلدان البحر الكللاريبي وبعللض 
فللي مليون شللجرة  38وقد أصاب الفيروس ما يقدر بـ  )لا سيما إيطاليا والمغرب(. البلدان المتوسطية

لا سللليما الأرجنتلللين والبرازيلللل وفنلللزويلا وولايلللة كاليفورنيلللا )الولايلللات المتحلللدة((  الأملللريكتين )
مليللون  50مللع إصللابة حللوالي  مليون شجرة في حوض البحر الأبيض المتوسط )لا سلليما إسللبانيا 60و

مليللون  100شجرة( وما يقدر بخمسللة ملايللين شللجرة فللي أمكنللة أخللر   فيصللبح المجمللو  أكثللر مللن 
الحمضلليات المتحملللة لآفللة  صللولأيمكن مكافحة مرض تريستيزا عبر استخدام أنللوا  مللن و. شجرة

تريستيزا. هناك بعض السلالات العدائية للفيروس التي تتسبف بتنقر السوق فللي أصللناي معينللة مللن 
يللرثر  للل  تللأثيرا  كبيللرا  فللي جللودة الثمللرة والغلللة والمسللتخدم.  صلالأالحمضيات  بغض النرر عن 

ملايين من الأشجار المصابة بهذه السلالات العدائية في معرم قطاعات الحمضلليات حللول  لد  عدة
العللالم  باسللتثناء تللل  الموجللودة فللي حللوض البحللر الأبلليض المتوسللط حيللر السلللالات العدائيللة غيللر 

ملللن أجلللل التعللاطي بفعاليلللة مللع ملللرض تنقلللر السللوق  اعتملللدت بعلللض وموجللودة أو غيلللر مهيمنللة. 
تراتيجية تقضللي بتلقلليح الأشللجار بشللكل وقللائي بواسللطة سلللالات متوسللطة قطاعللات الحمضلليات اسلل

  تتريسللللللتيزا الحمضلللللليات  أو ممارسللللللة الحمايللللللة الوقائيللللللة بواسللللللطة التلقلللللليح الحللللللدة لفيللللللروس
(Broadbent et al., 1991 ؛da Graça and van Vuuren, 2010). 
 

تعقيلللللدا  فلللللي جلللللنس يعتبلللللر فيلللللروس تتريسلللللتيزا الحمضللللليات العنصلللللر الأكبلللللر والأكثلللللر و 
تتسللللم و(. Closterovirus( )Moreno et al., 2008) كلوسللللتيروفيروس )فيللللروس اصللللفرار البنجللللر

نللانومترا   11نللانومتر وقطرهللا  2 000الجسيمات الحموية بأشكالها المتلويللة والخيطيللة  ويبلللغ طولهللا 
غيللر مقطللع وإيجللابي الاتجللاه وأحللادي الجديلللة. يحتللوي  الرّيبيوهي تحتوي جينوم للحمض النووي 
 17مللا لا يقللل عللن  بترميللز يقللوم طارا  مفتللوا القللراءةإ 12 على جينوم فيروس تريسيتيزا الحمضيات

فيرمّللزان بروتينللات  ات  8و 7بروتينللا  ومنطقتللين غيللر متللرجمتين. أمللا الإطللاران مفتوحللا القللراءة 

Commento [Npo1]: Means larvae. 

Aphid is المن 



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 4-15تشخيص الروتوكول ب

تللم تحديللدها علللى أنهللا وقللد  .(P25) كيلودالتللون 24.9و (P27) كيلودالتللون 27.4أوزان جزيئيللة تبلللغ 
القشور البروتينية للفيروس. إن تنوّ  فيروس تتريستيزا الحمضيات أكبر مما كان يعتقد في السللابق؛ 

ن مللع سلللالات مللن خلللال إعللادة التكللوّ  نميللاعللن المجموعللة الأصللل أو  اشللتق تركيبللان وراثيللانفقللد 
مجموعللات الفيللروس الموجللودة فللي أشللجار الحمضلليات  أمّللا(. وHarper et al., 2008) موصوفة سللابقا  

معقللد مللن التركيبللات الوراثيللة للفيللروس  أكثر مللن مللزيجعبارة عن أشباه أصناي بطبيعتها   ل  أنّ 
خلللال مرحلللة التكللاثر الخضللري لعللزلات الفيللروس  بية نووية فيروسية شائبة قد تطوروأحماض ري

حشرات عيم والاختلاط بين تل  العزلات وبين العزلات التي تنقلها على المد  البعيد من خلال التط
جراء  ل   تحتوي عزلات الفيروس أعدادا  من تسلسلات متباينة  يهيمن تسلسل واحللد منهللا و. المن

 (.Moreno et al., 2008) عادة على سواه
 

بمللواد نباتيللة ينتقل الفيروس بسهولة في سياق الاختبارات عبر تطعيم الحمضلليات السللليمة و 
الحمضلليات السللوداء بطريقللة شللبه  لمللنكما ينتقل طبيعيا  مللن خلللال أنللوا  معينللة  مصابة بالفيروس.

 مطللردة. أمللا الناقللل الأكثللر فعاليللة لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات حللول العللالم  فهللي ت. سيتريسلليدا
(T. citricida). ا وأفريقيللا جنللوب مللن آسلليا وأسللترالي تتسم ت. سيتريسلليدا بحضللورها الراسللخ فللي كللل

الصحراء الكبر  وأمريكا الوسطى والجنوبية ومنطقة البحر الكاريبي وفلوريدا )الولايات المتحدة( 
  وشللللللللللللمال البللللللللللللر الإسللللللللللللباني الرئيسللللللللللللي والبرتغللللللللللللال فضلللللللللللللا  عللللللللللللن جللللللللللللزر مللللللللللللاديرا

(Ilharco et al., 2005 ؛Moreno et al., 2008). بيللد أن أفلليس غوسلليبي غلللوفر (Aphis gossypii Glover )
تعد الناقل الرئيسي للفيروس في إسبانيا وإسرائيل وبعض مناطق زراعة الحمضيات في كاليفورنيللا 

( T. citricida) )الولايلللللللللات المتحلللللللللدة( وكلللللللللل المواقلللللللللع التلللللللللي تغيلللللللللف عنهلللللللللا ت. سيتريسللللللللليدا
(Yokomi et al., 1989 ؛Cambra et al., 2000a ؛Marroquín et al., 2004) علللن . هنلللاك تقلللارير تفيلللد

 فللللللي انتشللللللار فيللللللروس تتريسللللللتيزا الحمضلللللليات الناقلللللللة المللللللنالنسللللللبية لأصللللللناي  التللللللأثيرات

(Gottwald et al., 1997 وهنللاك أنللوا  أخللر .)  التللي وصللفت كللذل  علللى أنهللا مللن نللاقلات  المللنمللن
  (  بمللللا فيهللللا أفلللليس سللللبيريكولا بللللاتشMoreno et al., 2008) فيللللروس تتريسللللتيزا الحمضلللليات

(Aphis spiraecola Patch )وتوكسللوبتيرا أورانتللي (Toxoptera aurantii )(Boyer de Fonsicolombe)  
( Aphis craccivora Koch) وآفلليس كراكسلليفورا كللو  (Sulzer)( Myzus persicae) وميللزوس برسلليكي
على الرغم من أن الأدلة تشير إلى أن أنللوا  و .Linnaeus)) (Uroleucon jaceae) اويورولوكون جاسي

وآفلليس ( T. citricida) للفيروس مقارنة بتوكسوبتيرا سيتريسيدا المذكورة هي ناقلات أقل فعالية المن
المهيمنة  المنفي سياق الدراسات الاختبارية لانتقال الآفة  إلا أنها من أنوا   (A. gossypii) غوسيبي

علللى قلللة فعاليتهللا  ضدورا  في انتشار الفيروس إ  تعوّ في بعض المناطق وبالتالي يرجح أنها تردي 
 .(Marroquín et al., 2004) في النقل بكثرة عددها

 
شكّل انتشار الفيروس عبر المكان والزمان في بساتين الحمضلليات موضللو  دراسللات فللي و 

قللدم تللل  الدراسللات دللليلا  علللى أن فتللرة زمنيللة وت(. Gottwald et al., 2002) أنحللاء مختلفللة مللن العللالم
  إدخللال أول مصللدر لزرعللة الفيللروس ومللا بللين تطللور وبللاء تريسللتيزاطويلللة قللد تفصللل مللا بللين 

(Garnsey and Lee, 1988.) 
 
 معلومات تصنيفية -2
 

  (Citrus tristeza virus) فيروس تتريستيزا الحمضيات  الاسم:

  فيروس تريستيزا  المرادفات:

 البنجلللرفيروسلللات اصلللفرار ( Closterovirus) فيلللروس اصلللفرار البنجلللر الوضع التصنيفي:
(Closteroviridae)  

  فيروس تتريستيزا الحمضيات  فيروس تتريستيزا :الأسماء الشائعة



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 5-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 

 الهوية تحديدالكشف و طرق -3
 

يمكن كشف فيروس تريستيزا الحمضيات وتحديده بواسللطة اختبللارات التضللخيم البيولوجيللة  
الاختبلللارات شلللرطا  بالحلللد (. يعتبلللر اسلللتخدام أي ملللن تلللل  2و 1 الشلللكلانأو المصللللية أو الجزيئيلللة )

الأدنللى لكشللف الفيللروس وتحديللده )أي خلللال التشللخيص الروتينللي ل فللة حللين تكللون منتشللرة علللى 
المزيد  المنرمة الوطنية لوقاية النباتاتأما في الحالات التي تفرض فيها  نطاق واسع في بلد معين(.

عللادة  أو كشللفه فللي رأ فيهللا فللي منطقللة لا يطلل الفيللروس كشللفليقين فللي تحديللد الفيللروس )مللثلا  من ا
شحنة قادمة من بلد أعلن عن خلوه من الفيروس(  ينبغي تنفيذ المزيد مللن الاختبللارات. وحيثمللا تنفللذ 
عمليلللة التحديلللد الأوليلللة بواسلللطة اختبلللار جزيئلللي للتضلللخيم  ينبغلللي للاختبلللارات اللاحقلللة أن تكلللون 

ن أجل تحديد أية من سلللالات مصلية  والعكس صحيح. ويمكن إجراء مزيد من الاختبارات كذل  م
إلللى سسلسلللسة الأمبليكونللات بواسللطة تفاعللل  تريستيزا هي الموجودة  وفي هذه الحالة قد تللدعو الحاجللة

البوليمراز التسلسلي. في جميع الأحوال  لكي تكون الاختبارات قابلة للوثوق بها  يجللف أن تتضللمن 
لاختبللارات التضللخيم  الموصللى بهللاتقنيللات شواهد إيجابية وسلبية. يللرد فللي الأقسللام التاليللة وصللف لل

مخططا  انسيابيا  لعمليللة تحديللد سلللالات فيللروس  2البيولوجية والمصلية والجزيئية. ويعرض الشكل 
 .تتريستيزا الحمضيات

 
جر  وصف الطرق )بما فيها الإشارة إلى الأسماء التجارية(  هذا في بروتوكول التشخيص 
ما هي منشورة  إ  أنها تحللدد المسللتو  الأصلللي للحساسللية أو التخصللص و/أو قابليللة النسللخ  بحسف

إن استخدام أسللماء الكواشللف أو المللواد الكيميائيللة أو التجهيللزات فللي بروتوكللولات والذي تم بلوغه. 
يجللوز و التشخيص هذه لا ينطوي على تأييدها من أجل استثناء أخللر  قللد تكللون مناسللبة هللي أيضللا .

تعديل الإجراءات المخبرية الواردة في البروتوكولات لكي تتللواءم مللع معللايير المختبللرات الفرديللة  
 .شريطة المصادقة عليها بالشكل المناسف

 
  النباتات العائلة 3-1
 

الرللروي الطبيعيللة  تصلليف آفللة تريسللتيزا بسللهولة معرللم أنللوا  الحمضلليات وأنللوا   ضللمن 
وبعللض الأنللوا  المعروفللة عامللة بأنهللا مللن قريبللات الحمضلليات التللي ( Fortunella) البرتقال اليابللاني

 Aegle هي أيضللا  لأن تكللون نباتللات عائلللة لتريسللتيزا  وهللي تنتمي إلى فصيلة السذابيات والمعرضة

 Merrilliaو Hespertusaو Eremocitruو Clausenaو Citropsisو Atalantiaو Afraegleو Aeglopsisو
 Swingleaو Pleiospermiumو Pamburusو Microcitrusو
 (Duran-Vila and Moreno, 2000 ؛Timmer et al., 2000.) إن معرم كلونات بونسيروس تريفولياتا 

Poncirus trifoliata  (والكثير من هجيناتها فضلا  عن فورتونيلا كراسيفوليا )البرتقال ثلاثي الأوراق 

Fortunella crassifolia  (وبعلللض أصلللنايكلللوات ميلللوامك )  الحمضللليات الكبلللر (Citrus grandis )
وبالتالي   .(Moreno et al., 2008) الحمضياتالبوميلو(  مقاومة لمعرم سلالات فيروس تريستيزا )

 فلللإن الفيلللروس غائلللف أو موجلللود بنسلللف متدنيلللة جلللدا  فلللي تلللل  الأنلللوا . أملللا سللليتروس رتيكولاتلللا
(Citrus reticulata) (وسللليتروس سيننسلللي  )سبرتقلللال المنلللدرين (Citrus sinensis )( )البرتقلللال الحللللو

حامض اللايللم( فكلهللا مللن الأصللناي الأشللد تعرضللا  ل صللابة )( Citrus latifolia) وسيتروس لاتيفوليا
الجريللف فللروت(  وسلليتروس ) (Citrus paradisi) الطبيعيللة بللالفيروس  تليهللا سلليتروس بللاراديزي

مللن بللين و (.Citrus limon) الليمللون الحللامضمنللدرين ستسللوما( وأصللناي )( Citrus unshiu) أونشلليو
ليمللون ) (Citrus macrophylla) الأنوا  المستخدمة كجذور للتطعيم  يعد كل من سيتروس مللاكروفيلا

 ليمللللون فولكللللامير( وسلللليتروس رشللللني)( Citrus volkameriana) أليمللللاو( وسلللليتروس فولكاميريانللللا
(Citrus reshni )(وسيتروس ليمون )يامندرين كليوباترا (Citrus limonia )( لايللم رانغبللور أو المنللدرين



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 6-15تشخيص الروتوكول ب

 الحلللللللللامض( ملللللللللن الأنلللللللللوا  شلللللللللديدة التعلللللللللرض ل صلللللللللابة بشلللللللللكل طبيعلللللللللي بلللللللللالفيروس 
وهما هجينان بين البرتقللال )( Troyer) وتروير( Carrizo) فيما أن برتقال سيترانج من نوعي كاريزو

بالآفللة.  يصللابان  فقللليلاس مللا (C. Aurantium) الحلللو والبرتقللال ثلاثللي الأوراق( وسلليتروس أورانتيللوم
والجريللف فللروت سلليتروس ( P. trifoliata) يتسم جذر البرتقال ثلاثي الأوراق بونسيروس تريفولياتللا

( P. trifoliata) البرتقللللللال ثلاثللللللي الأوراق بونسلللللليروس تريفولياتللللللا × (C. paradisi) بللللللاراديزي
( Passiflora gracilis) باسلليفلورا غراسلليليسأمللا  السللتروميلو( بمقاومللة معرللم سلللالات الفيللروس.)

 .فمن النبتات العائلة الاختبارية من غير الحمضيات( Passiflora coerulea) وباسيفلورا كوروليا
 
 الأعراض 3-2
 

يتفاوت ظهللور الأعللراض فللي النبتللات الحمضللية العائلللة لفيللروس تريسللتيزا تفاوتللا  كبيللرا  إ   
بالإضللافة إلللى  وأنللوا  النباتللات العائلللة ومللد  عدائيللة سلللالة الفيللروس.أنها تتللأثر بللالرروي البيئيللة 

تكللون بعللض سلللالات الفيللروس متوسللطة العدائيللة ولا و  ل   قد يبقى الفيروس كامنا  لسللنوات عللدة.
 صلللأتولدّ آثارا  ملحوظة في معرم أنوا  الحمضيات التجارية  بما فيها الحمضلليات المطعمللة علللى 

فاكهللة المنللدرين مقاومللة بشللكل خللا   تعتبللر بشللكل عللام و (.C. aurantium) سلليتروس أورانتيللوم
 وسلليتروس أورانتيللوم( C. sinensis) ل صابة بالفيروس. وعادة ما يخلو كل من سلليتروس سيننسلليس

(C. aurantium )(وسلليتروس جللامبهيري صللول أكشللتول لا ك  )مطعمللة (Citrus jambhiri )( الليمللون
من الأعراض لد  إصابته بللالفيروس  ولكللن قللد يكللون لهللا ( C. limonia) ( وسيتروس ليمونياالخشن

إن الحمضلليات العائلللة التللي ترهللر عليهللا أعللراض قللد ورد فعللل علللى بعللض السلللالات العدائيللة. 
تتضمن اللايم والجريللف فللروت وبعللض أصللناي البوميلللو وبرتقللال أليمللاو والبرتقللال الحلللو وبعللض 

 .1-3ات من فصيلة السذابيات المذكورة في القسم الحمضيات الهجينة وبعض قريبات الحمضي
 

  قلللد لا يلللردي صللللالأ-نلللو  الحمضللليات أو المطعلللوم وفقلللا  لسللللالة الفيلللروس المعينلللة أوو 
الفيروس إلى ظهور أي أعراض أو إلى ظهور متلازمللة واحللدة مللن أصللل ثلللاث أي: تريسللتيزا؛ أو 

. تصللف الفقللرات ظللروي الدفيئللةتنقر السوق؛ أو اصللفرار الشللتول الللذي يلاحللئ بشللكل رئيسللي فللي 
 الأعلللراض الرئيسلللية التلللي يتسلللبف بهلللا فيلللروس 1التاليلللة هلللذه المتلازملللات اللللثلاث. ويبلللين الشلللكل 

 .تتريستيزا الحمضيات
 

إن آفة تريستيزا هي النتيجة الأبرز ل صابة بالفيروس من الناحيللة الاقتصللادية )وهللي مللن و 
البرتقللال المللر أو  صلأاتحاد البراعم( وتتسم بتدهور الأشجار المطعمة على الأمراض التي تصيف 

  مللن صولالأعلى تل  والجريف فروت  يوسفيوال مطعوم البرتقال الحلوالليمون الحامض. فيعاني 
فيمللا أن  التقزم والاخضرار وكثيرا  ما يفنى بعد عدة أشهر أو سنوات )يعاني خلالها تدهورا  بطيئا ( 

المطلللاعيم الأخلللر  تعلللاني تلللدهورا  سلللريعا  أو انهيلللارا  بعلللد ملللرور أيلللام قليللللة عللللى ظهلللور أوللللى 
 شللديد التعللرض صلللالأة للفيللروس فللي قشللرة الأعراض. ينجم التللدهور عللن التللأثيرات الفيزيولوجيلل

أمللا الأشللجار التللي تتللدهور بللوتيرة بطيئللة  فكثيللرا  مللا يرهللر  ل صابة  تحت اتحاد البللراعم مباشللرة.
عليها انتفا  فوق مستو  اتحاد البللراعم وخللط بنللي اللللون عنللد نقطللة اتحللاد البللراعم مباشللرة  وتنقلّلر 

البرتقللال  صلللأل( علللى الوجلله الللداخلي لقشللرة على شكل بقللع نقطيللة مقلوبللة )تشللقق مخرومللي الشللك
يعتبر التقزم وتقوّس الأوراق وشفافية العروق وشحوب الأوراق وتنقر السوق وتقلص حجم والمر. 
بيللد أن بعللض من الأعللراض الشللائعة التللي ترهللر علللى النبتللات العائلللة المعرضللة ل صللابة.  الثمار 

ض البحللر المتوسللط  لا تللردي إلللى ظهللور عزلات الفيروس ولا سيما في قطا  الحمضيات في حللو
حتى في الأشجار المطعمة على البرتقللال  أعراض التدهور إلا بعد مرور سنوات عدة على الإصابة

 .المر
 



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 7-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

بوسع السلالات العدائية لفيروس تريستيزا الحمضيات أن تلحللق ضللررا  فادحللا  بالأشللجار  و 
قللد يسللبف تنقللر وعلللى جللذ  وأغصللان اللايللم والجريللف فللروت والبرتقللال الحلللو.  بما في  للل  التنقّللر

علللى جللذو  الأشللجار البالغللة وأطرافهللا  وثقللوب عميقللة فللي  لزوجةالسوق أحيانا  ظهور نتوءات أو 
الخشف تحت المناطق الغائرة للقشرة  وتراجع في جودة الثمللار والغلللال. يللرثر السللواد الأعرللم مللن 

يصللاب  صلللالأأن  برتقال أليماو تأثيرا  خطيللرا  بمللا صلأيزا الحمضيات في سلالات فيروس تريست
 .بتنقر يحد بدوره من حيوية الشجرة

 
أملللا متلازمللللة اصللللفرار الشللللتول فتتسللللم بللللالتقزم أو إنتللللا، الأوراق المصللللفرة أو الشللللاحبة   

الجذور وتوقف نمو الأشجار المطعمة على شتول البرتقللال المللر والجريللف فللروت  شبكةومحدودية 
درجللة  26و 20تتللراوا بللين  علللى حللرارة)أي  الدفيئللةضللمن ظللروي  المزروعللةوالليمون الحللامض 

 (.مئوية
 
  الفهرسة البيولوجية 3-3
 

تهلللدي الفهرسلللة البيولوجيلللة إللللى الكشلللف علللن وجلللود فيلللروس تريسلللتيزا الحمضللليات فلللي  
المللدخلات النباتيللة أو النباتللات المختللارة أو العينللات النباتيللة التللي يجللري تقيلليم وضللعها الصللحي  

الليملللون ) Citrus aurantifolia سللليتروس أورانتيفوليلللاولتقلللدير درجلللة عدائيلللة العزللللة عللللى شلللتول 
 C. macrophylla بللللللللللللللللللدي أو العملللللللللللللللللاني( أو سللللللللللللللللليتروس ملللللللللللللللللاكروفيلاالمكسللللللللللللللللليكي أو ال

(. Duncan) جريلللف فلللروت دنكلللان Citrus paradisi Macfadyen أو سللليتروس بلللاراديزي ماكفلللاديين
 التقليدية وإبقائه ضمن الرروي القياسية الطرقالنبتة الدالة عبارة عن طعم جر  تلقيحه بموجف و

(Roistacher, 1991) مع أربع إلى ست نسخ )أو مللع نسللختين إلللى ثلللاث فللي حللال تعللذر سللحف كميللة  
إن كللللا ملللن شلللفافية العلللروق فلللي الأوراق اليانعلللة  أو تقلللوّس الأوراق أو وكافيلللة ملللن العينلللات(. 

 اعوجاجهللللا أو قصللللر الفواصللللل العقديللللة  أو تنقللللر السللللوق أو ظهللللور أعللللراض اصللللفرار الشللللتول
يعد دليلا  على الإصابة بفيروس تريسللتيزا الحمضلليات بعللد تلقلليح  تات الحساسة الدالة اعلى تل  النب

تقللارن بدايللة ظهللور الأعللراض ببدايللة ظهورهللا علللى النباتللات المسللتخدمة كشللواهد سلللبية والطعللم. 
يمكللللن الاطلللللا  علللللى رسللللوم توضلللليحية لوعللللراض الناجمللللة عللللن فيللللروس تريسللللتيزا  وإيجابيللللة.

 .Moreno et al. (2008)و Roistacher (1991) الحمضيات في النباتات الدالة لد 
 

تستخدم الفهرسة البيولوجية على نطاق واسع في سياق خطط إصدار الشهادات  وهي تعد و 
لكشف السلالات الجديدة أو غير الاعتيادية للفيروسات. إلا أن لللديها  الموثوقةمن الطرق الحساسة و

أشهر مللا بعللد  6إلى  3بعض السلبيات  فهي ليست اختبارا  سريعا  )إ  يستغرق تطور الأعراض بين 
 الدفيئللةالتلقيح(؛ ويمكن استخدامها فقط لاختبار خشف التطعيم؛ وهي تتطلف مرافق مخصصللة مثللل 

تللات انعة للحشرات؛ كما تستوجف موظفين مخصصين قللادرين علللى زر  نبمضبوطة الحرارة الما
عائللللة داللللة سلللليمة وقويلللة قلللادرة عللللى إظهلللار الأعلللراض الملائملللة  وملللوظفين ملللن  وي الخبلللرة 
يستطيعون أن يفسروا بدقة أعراض الأمراض التللي يمكللن أن يكللون ثمللة لللبس بينهللا وبللين أعللراض 

على أن سلالات فيروس تتريستيزا الحمضيات التي لا تنتج  الآفات الأخر  المنتقلة عبر الطعوم.زد
 K على النباتات المستخدمة كشواهد )مثللل سلللالة أعراضا  )أي السلالات الكامنة( غير قابلة للكشف

 .(Albertini et al. (1988)  لفيروس تريستيزا الحمضيات التي وصفها
 

التخصللص والحساسللية وغيرهمللا مللن هناك القليل فقط مللن البيانللات الكميللة المنشللورة بشللأن  
بارامترات التشخيص ومصداقية المقايسات البيولوجية عبر تطعلليم النباتللات المسللتخدمة كمرشللرات 
 )الفهرسلللللللة( للكشلللللللف علللللللن فيلللللللروس تريسلللللللتيزا الحمضللللللليات أو تشخيصللللللله أو تحديلللللللده. قلللللللام

Cambra et al. (2002فللللي مشللللرو  بروتوكللللولات التشللللخيص الأوروبيللللة ) (DIAGPRO)  و 

Vidal et al.(2012بمقارنلللة فهرسلللة الليملللون المكسللليكي ملللع الفحلللص المنلللاعي الملللرتبط بلللالإنزيم ) 



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 8-15تشخيص الروتوكول ب

(ELISA )) باسلللتخدام الجسلللمين المضلللادين أحلللاديي 1-5-3إليلللزا( للللدمغ الأنسلللجة المباشلللر )القسلللم( )
لللدمغ  نلليالآوالتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي  3DF1 + 3CA5الكلللون 

محللل  الحلللولأن أيللة  مللن هللاتين الطللريقتين المخبللريتين تسللتطيع  ( فاسللتنتجوا5-6-3 القسللمالأنسللجة )
 .الحمضياتتريستيزا الفهرسة البيولوجية التقليدية لليمون المكسيكي بهدي كشف فيروس 

 
 أخذ العينات وإعداد العينات من أجل الاختبار المصلي والجزيئي 3-4
 
  أخذ العينات 3-4-1
 

تللرد التوجيهللات العامللة بشللأن منهجيللات أخللذ العينللات  فللي المعيللار الللدولي لتللدابير الصللحة  
( فيمللا خللصّ أخللذ عينللات 2002) Cambra et al ( وفلليمنهجيات أخذ العينات من الشللحنات) 31النباتية 

فيروس تتريستيزا الحمضيات تحديدا . يعتبللر أخللذ العينللات بالصللورة المناسللبة ضللروريا  جللدا  لكشللف 
فيروس تتريستيزا الحمضيات وتحديده بواسطة وسائل التضخيم البيولوجية أو المصلية أو الجزيئية. 

مللن  كا بللةسلللبية أو إيجابيللة  نتللائجتفضللي إلللى أمللا التغييللرات فللي خطللة معتمللدة لأخللذ العينللات فقللد 
مللن خمسللة بللراعم يافعللة أو   تتكللون العينللة القياسللية لوشللجار البالغللةوبروتوكللول تشللخيص فعلّلال. 

أنحللاء  مختلللف أو خمس أزهار أو ثمرات قطفت مللنل مسويقات ثمار  أو عشر أوراق متفتحة بالكا
عينللات )سللواء أكانللت يمكللن أخللذ الو مللن كللل مللن الأغصللان الأصلللية. العرش الخضري لكل شجرة 
 الحلللوفللي أي وقللت مللن السللنة  مللن أشللجار البرتقللال  وسللويقات(ل مللبللراعم أم أوراق متفتحللة بالكا

والليمللون الحللامض والجريللف فللروت فللي المناخللات المتوسللطية المعتدلللة  إلا أن فصلللي  واليوسللفي
الربيع والخريف هما الفترتان الأمثللل لأخللذ عينللات فللي المناخللات الاسللتوائية وشللبه الاسللتوائية بغيللة 

 كميللةمرتفعة من فيروس تريستيزا الحمضيات. في تللل  المناخللات  يلاحللئ انخفللاض  كمياتتجميع 
لأخللذ العينللات تضللم كللل  المحبللذةخلللال الصلليف  وبالتللالي فللإن الفتللرة  ستسومامندرين  الفيروس في

درجللة مئويللة(  40و 35حرارتهللا بللين  درجللة المواسم الخضرية  باستثناء الأيام الحارة )التي تتراوا
الجذور خلال الفترات الحارة إ ا لزم الأمر. كمللا أن  منفي فصل الصيف. بيد أنه يمكن أخذ عينات 

 زهلللللار أو الثملللللار )حلللللين تكلللللون متاحلللللة( تشلللللكل هلللللي أيضلللللا  ملللللواد مناسلللللبة لأخلللللذ العينلللللاتالأ
 (Cambra et al., 2002 .)يعتبللر نسلليج سللويقة الثمللرة فللي منطقللة بيللاض النبتللة  حيللر تلتقللي السللويقة و

يد  هو الأنسف لأخذ عينات عن الثمرة ومن الاشتراطات القياسية لأخذ عينللات  .بالثمرة  أو في العمُس
العادة جمللع رقاقللات بكن يموأو أربع أوراق من كل نبتة.  نباتات المشاتل  قطف برعمين يافعيعن ن

تللات اأو حتللى أوراق مللن النب )وهللي قطللع صللغيرة مللن القشللرة خاليللة مللن البللراعم( ةغيللر برعميلل
المصللابة فللي أي وقللت مللن السللنة )ولكللن يفضّللل أن يكللون  للل  خلللال الفتللرة الخضللرية( مللن بللراعم 

 . Roistacher (1991)للفهرسة بحسف  حد على الأقل أو ثلاثة أغصانعمرها عام وا
 

 4يمكلللن تخلللزين البلللراعم ومعلللاليق الأوراق وسلللويقات الثملللرات والأزهلللار عللللى حلللرارة و 
 4 علللى حللرارةيمكللن تخللزين الثمللار لشللهر واحللد و أيللام قبللل معالجتهللا. 7درجات مئوية تقريبا  حتللى 

 الكميللاتدرجللات مئويللة تقريبللا . أمللا اسللتخدامها بعللد هللذا الحللد الزمنللي فقللد يللردي إلللى انخفللاض فللي 
 .كا بةنتائج سلبية  إلى التشخيص طرق أن تفضيواحتمال 

 
فللي الوقللت نفسلله  رخللذ  أن تموحللدةى الاختبار كعينّللة يمكن للعينات المركبة التي تخضع إلو 

واحللد مللن نبتللة واحللدة إلللى عشللر مللن نبتللات المشللاتل  أو  مللن ورقتللين أو مللن بللرعم )عادة ما تتشكل
العرش الخضري( مللن  مختلف أنحاء عشر أوراق أو خمسة براعم عن كل شجرة بالغة مأخو ة من

 فللللللللللللي بعللللللللللللض الرللللللللللللرويوأجللللللللللللل اختبللللللللللللارات التضللللللللللللخيم المصلللللللللللللية أو الجزيئيللللللللللللة. 
بلللد معللين أو )مثللل المسللح الروتينللي لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات المنتشللر علللى نطللاق واسللع فللي 

منطقة معينة(  يجوز اختبار نباتات متعددة في الوقللت نفسلله باسللتخدام عينللة مركبللة مشللتقة مللن عللدة 
عينات نباتية مركبة بواسطة اختبار نبتات. أما اتخا  القرار ما بين اختبار عينات نبتات فردية وبين 
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تللات والانتشللار المتوقللع الفيللروس فللي النب كميللاتالتضخيم المصلي أو الجزيئي  فيعتمللد علللى  طرق
( وحللدود الكشللف لطريقللة الاختبللار Vidal et al., 2012) لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات فللي المنطقللة

 .المنرمة الوطنية لوقاية النباتاتالمنوي تطبيقها  ومستو  اليقين الذي تفرضه 
 

 70)سواء أكانت طازجة أم محفوظة فللي محلللول الكحللول بنسللبة  حشرات المنيمكن اختبار  
 حشللرات المللنتجمللع و في المائة( كلا علللى حللدة بغيللة كشللف وجللود فيللروس تريسللتيزا الحمضلليات.

الامتصللا    أفخللا : وينصللح باسللتخدام الأفخللا مباشرة من مستوطنات مستقرة أو تصاد بواسللطة 
التقليديللة بالمللاء الأصللفر أو أفخللا  البللراعم اللاصللقة. يفضللل اسللتعمال العينللات  Moericke أو أفخللا 

 تم جمعها للسحق في التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي  التي
 .(Marroquín et al., 2004) ( أو في اختبارات التضخيم الجزيئية الأخر Bertolini et al., 2008) نيالآ

 إعداد دمغ الأنسجة 3-4-2
 
  إعداد دمغ الأنسجة من أجل الاختبار المصلي 3-4-2-1

 
الأزهللار بشللكل  مبللايضقللصّ البللراعم الطريللة أو معللاليق الأوراق أو سللويقات الفاكهللة أو تُ  
لليلوُلوُز أو إسللتر السلليلولوز  . ثللم تضللغطقللاطع الأجللزاء حديثللة القللص بتللأنّ علللى غشللاء مللن النتتأروست

  الاعتيللاديمن أجل الاختبار المصلي ودقائق.  5إلى  2لمدة  ملم( ويترك الأثر أو الدمغ ليجف 0.45)
ينبغي تنفيذ دمغتين على الأقل لكل برعم مختار )دمغة لكل مللن طرفللي البللرعم( أو سللويقة مختللارة  

يمكللن الاحتفللاظ بالأغشللية المدموغللة لعللدة وأو دمغة واحدة عن كللل سللويقة ورقللة أو مبلليض زهللرة. 
 .أشهر في مكان جاي ومرلم

 
  التضخيم الجزيئيدمغ الأنسجة وسحق الأرقات من أجل اختبار  إعداد 3-4-2-2
 

يوصى بجمع المواد النباتيللة يللدويا  مللن أجللل تفللادي تلويللر العينللات بواسللطة المقللص. تجمللع  
أنحللاء العللرش  مختلللف أو الأوراق الناضللجة مللن مللل ات الأوراق المتفتحللة بالكا البللراعم الطريللة

 Whatman 3MM الخضللري للشللجرة. تضللغط سللويقة ورقتللين أو برعمللان اثنللان مباشللرة علللى ورقللة
ملم( أو غشاء من النايلون إيجابي الشحن. تنفذ عدة دمغات متداخلة بشكل جزئي بواسطة عدة  0.45)

(. يتللرك 2008) .Bertolini et al سنتمتر مربع تقريبللا  بحسللف 0.5أوراق  على ورقة أو غشاء بمساحة 
يم الجزيئللي دقللائق. مللن أجللل اختبللار التضللخ 5الأثللر أو الدمغللة ليجللف لمللدة تتللراوا بللين دقيقتللين و

الفرديللة  حشللرات المللنالروتيني  ينبغي إجراء دمغة واحدة لكل سللويقة ورقللة يللتم اختيارهللا. تسللحق 
  بواسلللطة القعلللر إيجلللابي الشلللحنعللللى غشلللاء ملللن النلللايلون  1Whatman 3MM مباشلللرة عللللى ورقلللة
1إبندوريالمستدير لأنبوب 

يمكللن الاحتفللاظ (. Bertolini et al., 2008) ملللمن أجللل تقطيللع العينللة بالكا 
 .بالأغشية المدموغة أو المسحوقة لعدة أشهر في مكان جاي ومرلم

 
المباشللرة لإعللداد العينللات )سللواء أتعلللق الأمللر بللدمغ  الطللرقجللر  التثبللت مللن صلللاحية و 

مللللن دون إعللللداد المسللللتخرجات باعتبارهللللا بللللديلا  عللللن الإعللللداد التقليللللدي  الأنسللللجة أم بسللللحقها(
 .(Vidal et al., 2012) العيناتللمستخرجات من أجل معالجة 

 
  إعداد المستخرجات النباتية لاختبار التضخيم المصلي والجزيئي 3-4-3
 

غ مللن المللواد النباتيللة الطازجللة قطعللا  صللغيرة بواسللطة 0.5و 0.2تقطّللع كميللة تتللراوا بللين  
للة بمللادة مبيضللة مللن أجللل تفللادي انتقللال التلللوث شفرات قابلة للرمللي مللن  أو بواسللطة مقصللات معالجس

عينلللة إللللى أخلللر   وتوضلللع فلللي أنبلللوب أو كللليس بلاسلللتيكي ملائلللم. يمكلللن إعلللداد المسلللتخرجات 
أملللا العينلللات المخصصلللة  المخصصلللة للاختبلللارات المصللللية ضلللمن أنابيلللف أو أكيلللاس بلاسلللتيكية.
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 10-15تشخيص الروتوكول ب

أكيللاس بلاسللتيكية فرديللة مللن أجللل تفللادي انتقللال  فلليلاختبار التضللخيم الجزيئللي فيجللف أن تعللد فقللط 
في محلول دارئ لاسللتخرا، العينللات تتللراوا كميتلله مل ينات. تتم مجانسة العينة بالكاالتلوث بين الع

خلللاي  للل ( بواسللطة جهللاز كهربللائي ع المصللن أفللادوزن/حجللم  إلا فللي حللال  1:20) ملل 10و 4بين 
لمجانسللة الأنسللجة ومحدلللة صللغيرة يدويللة أو مطرقللة أو أداة أخللر  مشللابهة. إن المحلللول الللدارئ 

 7.4و 7.2لاستخرا، العينات عبارة عن محلول ملحي منرم بالفوسفات بدرجة حموضة تتراوا بين 
فوسلللفات ثنلللائي الصلللوديوم   غ؛ دوديكاهيلللدرات0.2غ؛ كلوريلللد البوتاسللليوم  8)كلوريللد الصلللوديوم  

لليوم  2.9 ديثيوكاربامللاتي  مللتمم بواسللطة ديميثيلللل( 1غ؛ مللاء مقطّللر  0.2غ  فوسفات أحللادي البوُتساست
فلللي المائلللة  أو أي محللللول دارئ آخلللر مثبلللت  0.2إيثلللانول  مركلللابتوفلللي المائلللة  أو  0.2 الصلللوديوم

 .الصلاحية بالطرق المناسبة
 
 الاختبارات المصلية 3-5
 

من المحبذ جدا  استخدام فحص إليزا بواسطة أجسام مضادة أحادية الكلون أو متعددة الكلللون  
مثبتة الصلاحية  من أجل مسح أعداد كبيرة من العينات بهدي كشف فيروس تريسيتزا الحمضلليات 

 كللان إنتللا، أجسللام مضللادة أحاديللة الكلللون تخللص فيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات تحديللدا  ووتحديللده. 

(Vela et al., 1986 ؛Permar et al., 1990وغيرها )  هاراجعمن الأجسام المضادة التي Nikolaeva et al.  
قد نشللأت عللن الأجسللام المضللادة متعللددة  (  كفيلا  بحل مشكلة تخصص التشخيص  التي كانت1996)

إن و(  فللزادت بالتللالي الحساسللية التشخيصللية للاختبللارات المصلللية. Cambra et al., 2011) الكلللون
 أو صللليغهما المرتلفلللة  3CA5و  3DF1مزيجلللا  مكونلللا  ملللن الجسلللمين المضلللادين أحلللاديي الكللللون 

(Terrada et al., 2000  كفيل بالتعري على كافة عللزلات فيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات التللي جللر  )
 يرد وصف مفصللل بتللل و (.Cambra et al., 1990) إلى مجموعات دولية مختلفة اختبارها والتي تعود

Cambra et al. (2000a .) الأجسام المضادة أحادية الكلون وتحديللد خصائصللها وإثبللات صلللاحيتها فللي
نللتج فللي المغللرب  يتفاعللل أ 1D12و 4C1أفيد عن أن مزيجا  من الجسمين المضادين أحاديي الكلللون و

توجللد ( ولكللن لا Zemzami et al., 1999) مع طائفة واسعة من سلللالات فيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات
 .بيانات متوفرة تتيح التثبت من  ل 

 
  فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر 3-5-1
 

ينفذّ فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر  الذي يعللري أيضللا  بفحللص إليللزا للللدمغ المنللاعي أو  
Garnsey et al (1993 ) الاختبللار المنللاعي لتبقيللع الأنسللجة المباشللر  بموجللف التعليمللات الللواردة فللي

هناك مجموعة كاملللة مللن اللللوازم )تللم و( باستخدام الطريقة الموصوفة أدناه. 2000b) .Cambra et alو
من الدراسات المنشورة( قائمة على الجسللمين  التثبت من صلاحيتها في اختبارات لوداء وفي العديد

 ,.Vela et al) يخصان فيللروس تريسللتيزا الحمضلليات اللذين DF1 + 3CA53الكلون المضادين أحاديي 

( تتضللمن أغشللية مدموغللة مسللبقا  مللع شللواهد إيجابيللة وسلللبية وكافللة الكواشللف والمحلللولات 1986
.Plant Print Diagnòstics SL الدارئة والركيزة  متاحة مللن

ثمللة مجموعللة لللوازم مشللابهة ولكللن غيللر . 1
 ملللااسلللتعان به نذيللللال  1D12و  4C1الجسلللمين المضلللادين مثبتلللة الصللللاحية  ترتكلللز عللللى تفاعلللل 

Zebzami et al.  (1999متاحة من  ).Agdia
1

. 
 

سللم( فللي  13×  7توضللع الأغشللية التللي جللر  دمللغ أنسللجتها )الحجللم الموصللى بلله: حللوالي  
ملائللم )صللينية أو مسللتوعف محكللم الإغلللاق أو كلليس بلاسللتيكي(  وتغطللى بمحلللول مللن  مسللتوعف

تحضللن لسللاعة واحللدة علللى درجللة وفللي المائللة فللي المللاء المقطللر   1ألبومين المصل البقللري بنسللبة 
درجللات مئويللة )هللذا الخيللار  4رارة علللى حللساعة(  16حرارة البيئة المحيطة أو طيلة الليل )لحوالي 

يرمللى محلللول ألبللومين  مللن المفيللد خضللها بشللكل طفيللف خلللال هللذه المرحلللة. الثللاني هللو المحبلّلذ(.
ل المستوعف نفسه. يتم إعداد محلول مقترن يتكللون خالمصل البقري ولكن يتم الاحتفاظ بالأغشية دا



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 11-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 DF1 + 3CA53مللن الجسللمين المضللادين أحللاديي الكلللون الخاصللين بفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات 
من كل جسللم مضللاد ملل يكروغرام/م 0.1بكميتين متكافئتين )حوالي   المرتبطين بالفوسفاتاز القلوية

-3DF1 scFvأو مللللن بروتينللللي الالتحللللام الكلللللون فللللي محلللللول ملحللللي مللللنرم بالفوسللللفات(  يأحللللاد

AP/S + 3CA5 scFv-AP/S المعبر عنهمللا فللي بكتيريللا الإشللريكية القولونيللة Escherichia coli ( بالتللذويف
يسللكف المحلللول المقتللرن  .(Terrada et al., 2000) المناسللف فللي المحلللول الملحللي المللنرم بالفوسللفات

الأغشللية لللثلاث سللاعات علللى درجللة حللرارة البيئللة  تحضللنغطيتهللا ومللن ثللم يحتللى  علللى الأغشللية
ومللن ثللم يرمللى المحلللول المقتللرن. تشللطف الأغشللية والمسللتوعف  المحيطة مع خضها بشكل طفيف.

 7.2بواسطة محلللول دارئ للغسللل )محلللول ملحللي مللنرم بالفوسللفات  بدرجللة حموضللة تتللراوا بللين 
في المائة( وتغسل بواسطة الخض )يدويا  أو بواسطة آلة( لمللدة  0.05بنسبة  Tween 20   مع مادة7.4و

خمس دقائق. ومن ثم يرمى المحلول الللدارئ للغسللل  وتتكللرر عمليللة الغسللل مللرتين. مللن ثللم تسللكف 
قسةت -3-كلللورو-4-برومللو-5فوسللفات  1 الفوسللفاتاز القلويللة )حبللوب سلليغما ركيللزة إنللدوليل السللريع/زُرأ

قسللةت ملللل ملغ/ 0.33مللات الشللركة المصللنعّة بتركيللز نهللائي مقللداره النتروتترازوليللوم تبعللا  لتعلي مللن زُرأ
إنلللدوليل السلللريع( عللللى -3-كللللورو-4- بروملللو-5ملللن فوسلللفات مللللل ملغ/ 0.175النتروتترازوليلللوم و

)لمللدة تتللراوا   بنفسللجي فللي الشللواهد الإيجللابي-الأغشية التللي تحضللن إلللى أن يرهللر لللون أرجللواني
لتفاعللل عبللر غسللل الأغشللية بواسللطة الميللاه الجاريللة. تمللدد الأغشللية ا ييللتم إيقللادقيقللة(.  15و 10 بين

وتتللرك لتجللف. تللتم معاينللة الللدمغات بللالمجهر بمسللتو  متللدن مللن التضللخيم )مللن  ممتصّ  على ورق
بنفسللجية اللللون فللي المنطقللة الوعائيللة -عشر مرات إلى عشرين مرة(. أما وجللود ترسللبات أرجوانيللة
 .للمادة النباتية فيدل على وجود فيروس تريستيزا الحمضيات

 
 DAS-ELISA إليزا-اختبار ساندويتش ثنائي الأجسام المضادة 3-5-2
 

  Cambraو Garnsey إليللزا بنللاء علللى تعليمللات-ينفذ اختبار ساندويتش ثنللائي الأجسللام المضللادة 
قائمة على الأجسللام اللوازم من اكاملة هناك مجموعات وباستخدام الطريقة الموصوفة أدناه.  (1991)

 Plant Print) المضللادة أحاديللة الكلللون مثبتللة الصلللاحية الخاصللة بفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات

Diagnòstics SL1) (3DF1 + 3CA5 )وعلللى أجسللام مضللادة مختلفللة متعللددة الكلللون(Agdia1, Agritest1, 

Bioreba1, Loewe1, Sediag1).. 
 

من طبق عيار مجهري لكل عينةـ  كما تستخدم كبيبتان على الأقل للشللواهد  كبيبتانتستخدم  
 الإيجابية والسلبية. يتم إعداد محلول مخفف من الأجسللام المضللادة متعللددة الكلللون أو أحاديللة الكلللون

(3DF1 + 3CA5) (2إلللى  1من  عادة ما يتكون  )ميكروغرام/ملللغ مللن الغلوبولينللات المناعيللة الإجماليللة
)كبريتيت الصوديوم  ثالللر أكسلليد الكربللون   9.6حموضة  دارئ من الكربونات  بدرجة في محلول

ودأيوُم   1.59 بوُناتت الصُّ ميكرولتللر إلللى كللل  200ل(  وتضللاي كميللة  1غ؛ ماء مقطللر   2.93غ  بتيكسرأ
درجللة مئويللة  أو طيلللة الليللل )لحللوالي  37كبيبللة. يحضللن الطبللق لمللدة أربللع سللاعات علللى حللرارة 

علللى حللرارة أربللع درجللات مئويللة. تغسللل الكبيبللات ثلللاث مللرات بواسللطة محلللول دارئ  سللاعة( 16
 Tween 20   مللع مللادة7.4و 7.2للغسل )محلول ملحي منرم بالفوسفات  بدرجة حموضة تتراوا بين 

ميكرولتللر فللي  200(  بمقدار 3-4-3ومن ثم يضاي المستخر، النباتي )القسم  في المائة(. 0.05بنسبة 
على حرارة أربع درجات مئوية  تغسل الأطباق لثلاث مللرات  ساعة 16كل كبيبة. بعد الحضن لمدة 

محللددة  خلائللط(. تعللدّ 1-5-3بحسف التعليمات الموصوفة لفحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر )القسللم 
لمللللرتبطين ا (3DF1 + 3CA5) بواسللللطة الجسللللمين المضللللادين أحللللاديي الكلللللون أو متعللللددي الكلللللون

فللي محلللول ملحللي مللنرم ملللل ميكروغرام/ 0.1بالفوسفاتاز القلوية بنسللف إحلللال مناسللبة )مللا يقللارب 
ميكروليتللر إلللى  200فللي المائللة( ثللم يضللاي مقللدار  0.5بالفوسفات مع ألبومين المصل البقري بنسللبة 

درجللة مئويللة. ومللن ثللم تغسللل الأطبللاق مللرة  37يدوم الحضن ثلللاث سللاعات علللى حللرارة  كل كبيبة.
(. يعللدّ محلللول 1-5-3)القسللم  أخر  بحسف الطريقة الموصوفة لفحص إليللزا لللدمغ الأنسللجة المباشللر

مللن ملللل  97) )فوُسفات البارانتتأروفتنتيل( في ركيللزة دارئللة من الفوسفاتاز القلويةملل ملغ/ 1مكوّن من 



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 12-15تشخيص الروتوكول ب

ملللع حملللض  9.8المقطلللر  بدرجلللة حموضلللة معدللللة  ملللن الملللاءمللللل  800ثنلللائي إيتلللانول أملللين فلللي 
 مللللع المللللاء المقطللللر( ويضللللايملللللل  1000الهيللللدروكلوري  المركللللز/ مللللا يجعللللل الحجللللم الإجمللللالي 

تحضن الأطباق على درجة حللرارة البيئللة المحيطللة وتقللرأ علللى  ميكرولتر إلى كل كبيبة. 200مقدار 
ف تعليمللات الجهللة المللورّدة دقيقللة  أو بحسلل 120 ضللمنبفواصللل منترمللة  اتنللانومتر 405مسللتو  

 .للجسم المضاد أحادي الكلون المستخدم
 

تعد نتيجة فحللص إليللزا سلللبية فللي حللال كللان متوسللط قيمللة الكثافللة الضللوئية لكللل واحللدة مللن  
قيمة الكثافة الضوئية للشاهد السلللبي  × 2أو إ ا كانت أقل من  0.1كبيبات العينات المزدوجة أقل من 

للمستخرجات النباتية السليمة. وتعتبر نتيجة فحص إليزا إيجابية في حللال كللان متوسللط قيمللة الكثافللة 
قيمللة الكثافللة الضللوئية ×  2لللـ  ةالعينللات المزدوجللة أكبللر أو معادلللالضللوئية لكللل واحللدة مللن كبيبللات 

لللد  اسللتخدام أجسللام مضللادة أحاديللة الكلللون  مللن و للشللاهد السلللبي للمسللتخرجات النباتيللة السللليمة.
الضروري أن تكون الشواهد السلبية مشابهة قدر الإمكان للمصفوفة الخاضللعة للاختبللار فللي الطبللق 

 .نفسه
 

 3DF1 + 3CA5 تم إثبات صلاحية الطريقة التي تسللتخدم الجسللمين المضللادين أحللاديي الكلللون 
ترد مقارنة بين تل  الطريقة وبين . وDIAGPRO (Cambra et al., 2002)اختبار الحلقة التابع لمشرو  

 .7-3تقنيات أخر  وبارامترات التشخيص في القسم 
 

فيملللا أن بعلللض ملللزائج الأجسلللام المضلللادة أحاديلللة الكللللون تكشلللف كافلللة سللللالات فيلللروس  
تريستيزا الحمضيات بشكل محدد وحساس وموثللوق بلله  هنللاك أجسللام مضللادة متعللددة الكلللون غيللر 

 صصللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللة كمللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللا أن حساسلللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللليتها محللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللدودةمتخ
(Cambra et al., 2011) إضللافية فللي الحللالات التللي اسللتخدمت فيهللا أجسللام  طللرق. لللذا يحبللذ اسللتخدام

درجللة  المنرمللة الوطنيللة لوقايللة النباتللاتمضادة متعددة الكلون في اختبللار للمقايسللة  وحللين تفللرض 
 .إضافية من اليقين في تحديد فيروس تريستيزا الحمضيات

 
  الاختبارات الجزيئية 3-6
 

لتيوُتيللدات الحمللض النللووي  ملللبعللد أن أصللبح التسلسللل الكا  الجينللومي لفيللروس  الرّيبلليلنوُكأ
مللن  ددتريستيزا الحمضيات متاحللا   وضللعت إجللراءات تشخيصللية مختلفللة قائمللة علللى الكشللف المخلل

تكميلية للحمض النللووي  مسابرللفيروس  بما في  ل  التهجين الجزيئي مع  الرّيبيلحمض النووي ا
علللى التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز  قائمللة طللرقعللدة   ومكمّلللال الرّيبيأو الحمض النووي  مكمّلال

علللى التفاعللل المتسلسللل  القائمللة الطللرق(. إن تللل  Moreno et al., 2008) باسللتخدام النسللخ العكسللي
للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي  قد حسنت بدرجة كبيرة حساسية الكشف  فأتاحت التقيلليم 

للفيللروس فللي الأنسللجة المصللابة للحمضلليات أو فللي أصللناي  الرّيبلليالكمللي لنسللخ الحمللض النللووي 
ن شللأن اسللتخدام تقنيللة عاليللة ملل (.Bertolini et al., 2008) الناقلللة لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات المللن

دون  أن يحللول  نلليالآالإنتاجيللة مللن قبيللل التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام النسللخ العكسللي 
)مثللل الللرحلان الكهربللائي بللالهلام( مللا يجعللله بالتللالي أسللر   كمللا أن   الحاجة إلى أية معالجة لاحق

 .مجال التلوث فيه أقل مما هو مع التفاعل المتسلسل للبوليميراز التقليدي
 

باستثناء التفاعل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي للاصللطياد المنللاعي  
 الرّيبلللي(  ينبغلللي اسلللتخرا، الحملللض النلللووي يالرّيبللل)اللللذي لا يسلللتوجف علللزل الحملللض النلللووي 

بواسطة البروتوكولات  ات الصلاحية المثبتة بالطرق المناسبة. يجف وضللع العينللات داخللل أكيللاس 
يمكللن والتلللوث بللين الواحللدة والأخللر  خلللال عمليللة الاسللتخرا،.  منللعبلاسللتيكية منفصلللة مللن أجللل 

ة المدموغة أو الأجزاء المسللحوقة مللن المللواد أجزاء الأنسج وأأيضا  لمستخرجات النباتات المنقطة  



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 13-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

أو أغشللية مللن النللايلون وأن تحلللل بواسللطة التفاعللل المتسلسللل  نشللايالنباتيللة أن تثبلّلت علللى ورق 
(. لا ينصللح باسللتخدام عينللات Bertolini et al., 2008) نلليالآللبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي 

في التفاعل المتسلسل للبوليميراز التقليدي  فبسبف قلللة حساسلليته مقارنللة  منقطة أو مدموغة الأنسجة
  قد يفضي  ل  إلى نتللائج سلللبية نيالآبالتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي 

 .كا بة
 
  مكمّلوالاصطياد المناعي وتوليف الحمض النووي ال الرّيبيتن ية الحمض النووي  3-6-1
 
 مكمّلال الرّيبيتنقية الحمض النووي  3-6-1-1
 

النووي أن تتم باستخدام البروتوكولات مثبتة الصلللاحية بللالطرق  الرّيبيعلى تنقية الحمض  
. الجهة المصللنعّةتبعا  لتعليمات  الرّيبيالملائمة  أو باستخدام مجموعة لوازم لتنقية الحمض النووي 

( أو مفضلللةدرجللة تحللت الصللفر ) 70علللى حللرارة  المسللتخر، الرّيبللييجف تخزين الحمض النووي 
ينبغللي تخللزين كميللات ومللن عللام واحللد.  لأقلللدرجة تحت الصفر إلى أن يستخدم كنمو ،  و ل   20

 .التذويف المتكررة-جراء دورات التجميد الرّيبيالحمض النووي  لفسادصغيرة تفاديا  
 
  الاصطياد المناعي 3-6-1-2

 
. تحقيقلللا  لهلللذه الرّيبلللييعتبلللر الاصلللطياد المنلللاعي خيلللارا  بلللديلا  علللن تنقيلللة الحملللض النلللووي  

 جسلللمينملللن المللللل ميكروغرام/ 1ملللن  مكلللوّنملللن الأجسلللام المضلللادة  ملللزيج مخفلللف العمليلللة  يعلللدّ 
  3DF1 + 3CA5بفيلللللللروس تريسلللللللتيزا الحمضللللللليات ) ينالكللللللللون الخاصللللللل يمتعلللللللدد ينالمضلللللللاد

ميكروغرام/مللل( فللي محلللول دارئ مللن الكربونللات  بدرجللة حموضللة  0.5+ ملللل ميكروغرام/ 0.5
بونات(. مللن ثللمّ يللوز  مللزيج للاطلا  على تركيبة المحلول الدارئ من الكر 2-5-3القسم  انرر) 9.6
الأنابيللف لمللدة ثلللاث  وتحضللنميكرولتر في كل أنبوب(  100دقيقة )على أنابيف  ينالمضاد لجسمينا

يللة. تغسللل الأنابيللف المغلفللة بالأجسللام المضللادة لمللرتين بواسللطة درجللة مئو 37ساعات علللى حللرارة 
درجلللة تتللراوا مللنرم بالفوسلللفات  )محللللول ملحللي  للغسللل عقلليمميكرولتللر مللن محللللول دارئ  150

للاطلللا  علللى  3-4-3 القسللم انررفي المائة؛  0.05بنسبة  Tween 20   مع مادة7.4و 7.2بين  تهحموض
مللن الخيللارات الممكنللة لتنقيللة المسللتخر، النبللاتي وتركيبللة المحلللول الملحللي المللنرم بالفوسللفات(. 

ورقللي أو اسللتخدامه مباشللرة  فلتللرأو الترشلليح بواسللطة  بالطرد المركزيميكرولتر( الاستعانة  100)
سللام المضللادة. تحضللن كمستخر، خام فتوز  أجزاء متكافئة منه على الأنابيف الدقيقللة المغلفللة بالأج

درجللة مئويللة. وبعللد مرحلللة  37أو لساعتين على حللرارة  جليد علىالأنابيف لمدة لا تقل عن ساعتين 
مللن محلللول  اميكرولتللر 150الاصطياد المنللاعي هللذه  تغسللل الأنابيللف الدقيقللة ثلللاث مللرات بواسللطة 

 مكمّلللللغسللل. وسللوي يجللري داخللل هللذه الأنابيللف المغسللولة توليللف الحمللض النللووي ال عقيمدارئ 
 .وتضخيم التفاعل المتسلسل للبوليميراز

 

 مكمّلتوليف الحمض النووي ال 3-6-1-3

 
ه للليس سللهلا   فمللن المحبللذ توليللف حمللض خلال تخزينلل الرّيبيالحمض النووي  حفئبما أن  
يمكللن حفرلله لفتللرات طويلللة مللع شللروط بالحللد الأدنللى فيمللا خللص الحللرارة  مقارنللة  مكمّلللنللووي 

هنللاك مجموعللات لللوازم تجاريللة عللدة متاحللة و. الرّيبلليبالاشللتراطات التللي تخللص الحمللض النللووي 
 .مكمّللتوليف الحمض النووي ال

 



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 14-15تشخيص الروتوكول ب

 المناعيالتفاعل المتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي للاصطياد  3-6-2
 

 :( البادئتان هما1999وآخرين ) Olmos بحسف 
 

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

 
يتكون مزيج التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي مللن: مللاء فللائق  
ميكرولتلللللر؛ كلوريلللللد المغنزيلللللوم  2.5  10×  العازللللللة البلملللللرة دنلللللا تلللللاقميكرولتلللللر؛  14.3النقلللللاء  

 ميكرولتلللللر؛ 1.25ميلملللللولار   5ميكرولتلللللر؛ نكليوتيلللللدات ثلاثيلللللة الفوسلللللفات  1.5  اميليملللللولار 25
 Triton X-100  ميكرولتلللر؛ بادئلللة 2فلللي المائلللة   4بنسلللبة PIN1 25 ميكرولتلللر؛  1  اميكروملللولار

لليد   مللادة ميكرولتللر؛ 1  اميكرومللولار PIN2  25ةبادئلل ؛ أنللزيم اميكرولتللر 1.25ثنُللائتيُّ ميثيللل سسلفوُكست
ميكرولتللر؛ بللوليميراز الحمللض النللووي للمسللتحرة  0.1وحللدة/ميكرولتر   AMV 10 النسللخ العكسللي

ميكرولتللرا ( مباشللرة علللى  25ميكرولتللر. يضللاي خللليط تفللاعلي ) 0.1وحللدات/ميكرولتر   5 المائيللة
للتفاعللل المتسلسللل  التللدويرأمللا بللارامترات  ة المغلفللة بالأجسللام المضللادة.الأنابيللف الدقيقللة المغسللول

درجللة  92دقيقللة  و 45درجللة مئويللة لمللدة  42 للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي فهي كالتالي:
درجللة مئويللة لمللدة  60و ثانيللة 30درجللة مئويللة لمللدة  92دورة مللن ) 40مئويللة لمللدة دقيقتللين  تعقبهمللا 

 درجللة مئويللة 72درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة( مع مرحلة إطالللة أخيللرة علللى حللرارة  72ثانية و 30

درجات مئوية. أما حجم الأمبليكللون المتوقللع فيبلللغ  8دقائق تعقبها مرحلة تبريد على حرارة  10لمدة 
 .زو، قواعد 131
 

التشللخيص التللابع لمشللرو  )بروتوكللولات اختبار الحلقة تم التثبت من صلاحية الطريقة في  
(. تللرد مقارنللة مللع التقنيللات Cambra et al., 2002) DIAGPRO الضللارة للنباتللات(  للكائنللات الحيللة

 .7-3في القسم  الأخر  وبارامترات التشخيص
 
التفاعل المتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي المتداخل للاصطياد  3-6-3

 المناعي في أنبوب مغلق واحد
 

 :( البادئات هي1999)   .Olmos et alبحسف 
 

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’ 

 
مللن أجللل التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام ملللل  0.5 تهإن أداة تقسيم أنبوب دقيق سللع 

Olmos et al.   (1999 .)الموصللوفة فلليإنزيم النسخ العكسللي المتللداخل فللي أنبللوب مغلللق واحللد  هللي 
يتألف الخليط الرئيسللي للتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي مللن مللزيجين 

 :تفاعليين  هما
 
 البلمللرة دنللا تللاق؛ اميكرولتللر 15.8قعر الأنبوب الدقيق(: مللاء فللائق النقللاء  )يلقى في  المزيج ألف""

ميكرولتر؛ نكليوتيدات ثلاثيللة  3.6  اميليمولار 25؛ كلوريد المغنيزيوم اتميكرولتر 3  10×  العازلة
؛ اتميكرولتللر 2.2فللي المائللة   4بنسللبة  Triton X-100 ؛اتميكرولتللر 2  اتميليمللولار 5الفوسللفات 

ميكرولتلللر؛  0.6  اتميكروملللولار PEX2 25 ميكرولتلللر؛ بادئلللة 0.6  اميكروملللولار PEX1 25  بادئلللة



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 15-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

لللليد  وحللللدات/ميكرولتر   AMV  10ميكرولتللللر؛ أنللللزيم النسللللخ العكسللللي 1.5 ثنُللللائتيُّ ميثيللللل سسلفوُكست
 .ميكرولتر 0.5وحدات/ميكرولتر   5بوليميراز الحمض النووي للمستحرة المائية وميكرولتر؛  0.2
 
 دنللا تللاقميكرولتللر؛  2.6مخروطي الشكل(: ماء فائق النقللاء   المستوعف)يوضع في  المزيج باء""

 PIN2 ميكرولتلللر؛ وبادئلللة 3.2  اميليملللولار PIN1 25 ميكرولتلللر؛ بادئلللة 1  10× العازللللة البلملللرة

 .ميكرولتر 3.2  اميليمولار 25
 

للتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي فهللي  التللدويرأما بارامترات  
درجللة  92) من دورة 25درجة مئوية لمدة دقيقتين تعقبها  92دقيقة و 45مئوية لمدة  درجة 42كالتالي: 

بعللد هللذه  درجللة مئويللة لمللدة دقيقللة واحللدة(. 72ثانيللة و 30درجة مئويللة لمللدة  45ثانية و 30مئوية لمدة 
 لللللللللللللللللللى  يخضللللللللللللللللللع الأنبللللللللللللللللللوب لحركللللللللللللللللللة دواميللللللللللللللللللة وطلللللللللللللللللللاردةالأو المرحلللللللللللللللللللة

منتجللات عمليللة التضللخيم الأولللى. بثللوان( مللن أجللل خلللط المللزيج بللاء  5دورة في الدقيقة لمدة  6000)
مرة أخر  فيجري التفاعل علللى الشللكل التللالي: ( Thermal cycler) ومن ثم يوضع الأنبوب في جهاز

درجللة مئويللة لمللدة  72ثانيللة و 30درجة مئوية لمللدة  60ثانية  و 30لمدة  درجة مئوية 92دورة من ) 40
درجة مئوية لمدة عشر دقائق تعقبها مرحلللة  72دقيقة واحدة( مع مرحلة استطالة أخيرة على حرارة 

 .زو، قواعد 131 درجات مئوية. ويبلغ الحجم المتوقع لومبليكون 8تبريد على حرارة 
 

 DIAGPRO التللللللابع لمشللللللرو حلقللللللة التللللللم التثبللللللت مللللللن صلللللللاحية هللللللذه الطريقللللللة فللللللي اختبللللللار 
 (Cambra et al., 2002) . 7-3 القسمالتقنيات الأخر  وبارامترات التشخيص في بترد مقارنة. 
 
الاعتبارات العامة للتفاعل المتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي،  3-6-4

  والتفاعل المتداخل
 

قللد تللدعو الحاجللة إلللى تعللديل بروتوكللولات التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم  
 (Thermocycler) التلللدوير الحلللراري أجهلللزةالنسلللخ العكسلللي وتحسلللينها للللد  اسلللتخدام كواشلللف أو 

 .  المختلفة
 

التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي التقليللدي مللن  تطبيقفي حال  
أجل كشف فيروس تريستيزا الحمضيات  ينصح بتطبيق التفاعل الخا  بالاصللطياد المنللاعي. فللإن 

. كا بللةالتفاعل التقليدي مللن دون الاصللطياد المنللاعي لا يكللون حساسللا  وقللد يفضللي إلللى نتللائج سلللبية 
 .في حساسية التفاعل التقليدي كابحةل معواجود أن يرثر ومل ويحت
 

تكللون نتيجللة اختبللار عينللة مللا سلللبية فللي حللال تعللذر كشللف الأمبليكللون الخللا  بفيللروس  
شلللف فلللي الشلللواهد تريسلللتيزا الحمضللليات بلللالحجم المتوقلللع فلللي العينلللة قيلللد الاختبلللار  ملللع أنللله قلللد كُ 

حللال كشللف الأمبليكللون الخللا  بللالفيروس فللي  الإيجابية. تعد نتيجة الاختبار علللى عينللة مللا إيجابيللة
فللي أي مللن الشللواهد  بللالحجم المتوقللع فللي العينللة قيللد الاختبللار  شللريطة عللدم حصللول أي تضللخيم

 .السلبية
 
 نيالآالمتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي  التفاعل 3-6-5
 

  نلليالآجر  وصف مقايستين للتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسللي  
 Saponari et al. (2008.) ( فيما وصف الأخر 2008) .Bertolini et al  الأولى من قبل

 
 :هيالبادئتان والمسبار  Bertolini et al. (2008) بحسف 

 



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 16-15تشخيص الروتوكول ب

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 
 

ميكرولترا . يتكون مزيج التفاعل المتسلسللل للبللوليميراز  25نهائية تبلغ  ةكميّ نفذ التفاعل في يُ  
-AgPath-ID One خللليطميكرولتللر؛  0.95مللن: مللاء فللائق النقللاء   نلليالآباستخدام إنزيم النسخ العكسي 

Step RT-PCR Master Mix × 2 مللن (
1

Applied Biosystems) 12.5 التفاعللل  ميكرولتللر؛ خللليط أنزيمللات
 UTR1 10′3 ميكرولتللللر؛ بادئللللة 1  25× المتسلسللللل للبللللوليميراز باسللللتخدام إنللللزيم النسللللخ العكسللللي 

 UTR2′3 ميكرولتللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللر؛ بادئللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللة 2.4  اتميكرومللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللللولار
 0.75  اتميكرومللللولار FAM   5بللللـمللللدموغ  181Tميكرولتللللر؛ مسللللبار  2.4  اتميكرومللللولار 10

المستخر، أو المحرر من غشاء مضللافا  إلللى  الرّيبيمن الحمض النووي  اتميكرولتر 5ميكرولتر؛ 
درجللة مئويللة لمللدة  45. أمللا بللارامترات دورات التفاعللل فهللي: نيالآمن خليط التفاعل  ا  ميكرولتر 20

ثانيللة  15درجللة مئويللة لمللدة  95دورة مللن ) 45درجة مئوية لمدة عشر دقللائق تعقبهللا  95عشر دقائق و
 .زو، قواعد 95درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة(. ويبلغ الحجم المتوقع لومبليكون  60و
 

  0.98رت نسللللبة حساسللللية التشللللخيص بللللـ قللللدّ لللللدمغ الأنسلللجة   نلللليالآفيملللا خللللص التفاعللللل  
 (.Vidal et al., 2012) تباعللا   0.021و 6.63ونسبة الأرجحية الإيجابية والسلللبية بللـ  0.85وخصوصيته بـ 

مللن أجللل دمللغ الأنسللجة يشللكل التقنيللة الأكثللر  نلليالآتدل بارامترات التشخيص تل  علللى أن التفاعللل 
حساسية لد  مقارنتلله بفحللص إليللزا لللدمغ الأنسللجة المباشللر  الأمللر الللذي يثبللت صلللاحية اسللتخدامه 

خلللو أيللة مللادة لتقيلليم  والتوصللية بللهزا الحمضلليات للكشللف والتشللخيص الللروتينيين لفيللروس تريسللتي
تو  حساسللية هللذه التقنيللة التحليللل الللدقيق ارتفللا  مسلل حيتللي نباتية من فيروس تريسللتيزا الحمضلليات.

للعينللات المركبللة )التللي تصللل إلللى عشللر أشللجار أو نبتللات مشللاتل( كعينللة تشخيصللية واحللدة حينمللا 
تختبر في أي موسللم مللن السللنة  ويتلليح أيضللا  تحليللل أصللناي الأرقللات مللن أجللل الكشللف عللن وجللود 

طلللا  علللى بللارامترات التشللخيص من أجل الاو الكميات المتدنية من فيروس تريستيزا الحمضيات.
 .7-3القسم  انررمن أجل دمغ الأنسجة   نيالآالإضافية للتثبت من صلاحية التفاعل 

 
 :هي( البادئات والمسبار 2008)  .Saponari et al بحسف 

 
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 
 

يتلللألف ملللزيج التفاعلللل المتسلسلللل و. ا  ميكرولتلللر 25ينفلللذ التفاعلللل فلللي كميلللة نهائيلللة تبللللغ و 
ميكرولتللر؛ مجمللوعتي  6.6مللن: مللاء فللائق النقللاء   نلليالآللبوليميراز باستخدام إنزيم النسللخ العكسللي 

الرئيسللي لإنللزيم  ميكرولتر؛ الخليط iScript One-Step RT-PCR Kit for Probes (Bio-Rad 1 )12.5 لوازم
  P25R بادئللةميكرولتللر؛  1ميكرومللولار   P25F  10 ميكرولتللر؛ بادئللة 0.5  (iScript) النسللخ العكسللي

ميكرولتلللللر؛  0.4  اتميكروملللللولار CTV-CY55  ؛ مسلللللباراتميكرولتلللللر 2  اتميكروملللللولار 10
 المسلللللتخر، أو المحلللللرر ملللللن غشلللللاء مضلللللافا   الرّيبللللليملللللن الحملللللض النلللللووي  اتميكرولتلللللر 2و

درجللة مئويللة  55هللي: فأمللا بللارامترات دورات التفاعللل  .نلليالآمن خللليط التفاعللل  ا  ميكرولتر 23إلى 

                                                 
د  هذا في بروتوكول التشخيص توصى  1 الطرق )بما فيهللا الإشللارة إلللى أسللماء العلامللات التجاريللة( كمللا نشللرت  وهللذه تحللدّت

المسللتو  الأصلللي للحساسللية والخصوصللية و/أو إمكانيللة الاستنسللا  المتحققللة. ولا يعنللي اسللتخدام أسللماء كواشللف أو مللواد 

عليهللا دون غيرهللا مللن الكواشللف والمللواد الكيميائيللة والمعللدات  الموافقللة هذه كيميائية أو معدات في بروتوكولات التشخيص

التي يمكن أن تكون مناسبة أيضا . ويمكللن تعللديل الإجللراءات المختبريللة الللواردة فللي هللذه البروتوكللولات بمللا يناسللف معللايير 

  المختبرات الفردية  شريطة التثبت منها على النحو الوافي.



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 17-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

ثانيللة  15درجللة مئويللة لمللدة  95دورة مللن ) 40دقللائق تعقبهللا  5درجللة مئويللة لمللدة  95لمللدة دقيقتللين  و
 .زو، قواعد 101أما الحجم المتوقع لومبليكون فهو  ثانية(. 30درجة مئوية لمدة  59و
 

 النتللائجتشخيص )أي الحساسية والخصوصية والدقة ونسللف أرجحيللة  أي بارامتراتلم ترد  
 .السلبية والإيجابية وأرجحية الإصابة بالمرض بعد الاختبار( لهذا البروتوكول

 
  نيوالآفسير نتائج التفاعل المتسلسل للبوليميراخ الت ليدي ت 3-6-7
 
  شواهد الاختبارات الجزيئية 3-6-1
 

بحسللف نللو  -ملائمللة  شللواهدنتيجة الاختبار التي تم التوصل إليها  ينبغللي تنللاول ب يأُخدلكي  
لكل سلسلة من سلسلات عزل حمللض النللواة وتضللخيمه -الاختبار المستخدم ودرجة اليقين المطلوبة 
بالنسللبة إلللى التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام و ل فة المستهدفة أو حمض النواة المستهدي.

شللاهد إيجللابي لحمللض    يتألف الحللد الأدنللى مللن الشللواهد واجبللة الاسللتخدام مللنيإنزيم النسخ العكس
 (.النواة وشاهد سلبي للتضخيم )لا شاهد نمو ،

 
)بغللض يستخدم هللذا الشللاهد لرصللد كفللاءة طريقللة الاختبللار  .الشاهد الإيجابي لحمض النواة 

النرر عن عملية الاستخرا،( والتضخيم  في التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ 
يجوز استخدام حمللض نللووي ريبللي معللد مسللبقا  )مخللزّن( أو مللواد نباتيللة مصللابة بفيللروس  .العكسي

د المخللزن أو المللوا الرّيبلليعلللى الحمللض النللووي ويجف  تريستيزا الحمضيات مدموغة على غشاء.
مللن أجللل التثبللت مللن جللودة الشللاهد مللع  بصورة دوريللة للتحققالمعدةّ المصابة بالفيروس  الخضو  

 .الطويلة التخزين فترات
 

بالنسبة إلى التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي  .الشاهد الداخلي 
التللابع  المرسللال الرّيبللي(  يجللوز إدرا، الحمللض النللووي 2008)  .Saponari et al الللذي وصللفه نلليالآ

بروتوكللول التفاعللل كشللاهد داخلللي مللن أجللل  ضللمن NADH dehydrogenase 5 (nad5) التنبئيةللجينة 
جراء فشل استخرا، حمض النواة أو فساده أو وجللود   للتفاعل كا بةاستبعاد احتمال أية نتائج سلبية 

مللن العوائللل  ينبغللي التحللوط لعللدم تلويللر المختبللر بللالحمض  الهللديوبمللا أن هللذا  كللوابح للتفاعللل.
 .رد فعل الشاهد الداخليب كا بة ثقةلأمر الذي قد يردي إلى ا nad5 النووي لجينة

 
يعتبللر هللذا الشللاهد ضللروريا  مللن أجللل التفاعللل  .شاهد نمللو(   لاالشاهد السلبي للتضخيم ) 

مللن أجللل اسللتبعاد  نلليالآالتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي التقليللدي و
مرحلللة التضللخيم   لللد و جراء التلوث خلللال مرحلللة إعللداد مللزيج التفاعللل. كا بةالنتائج الإيجابية ال

لسيازمن إنزيم ر يضاي ماء ملائم للتفاعل وخال  .كان قد استخدم لإعداد مزيج التفاعل  يبوُنوُكأ
 

يستخدم هذا الشاهد لضمان إتاحة حمض النواة المستهدي الذي  شاهد الاستخرا  الإيجابي. 
تلللم اسلللتخراجه بالكميلللة والجلللودة الكلللافيتين للتفاعلللل المتسلسلللل للبلللوليميراز باسلللتخدام إنلللزيم النسلللخ 

يستخر، حمض النواة مللن النسلليج العائللل المصللاب و المستهدي.العكسي  وإمكانية كشف الفيروس 
 .قد لدغها فيروس تتريستيزا الحمضيات تات أو حشرات سليمةابالفيروس أو من أنسجة نب

 
تحللوط لللد  عمليللة التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي  يجللف ال 

 .الإيجابية أو العينات الإيجابيةعن الشواهد  لتفادي التلوث جراء الر ا  الناجم
 



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 18-15تشخيص الروتوكول ب

يستخدم هذا الشاهد لرصد التلوث خلللال اسللتخرا، حمللض النللواة  شاهد الاستخرا  السلبي. 
ينطوي هللذا الشللاهد علللى حمللض نللواة اسللتخر، مللن نسلليج عائللل  و/أو رد الفعل إزاء النسيج العائل.

تكون العينات الإيجابية يوصى باستخدام شواهد متعددة حين و غير مصاب فخضع من ثم للتضخيم.
 .متوقعة بأعداد كبيرة

 
التفاعلللل المتسلسلللل للبلللوليميراخ باسلللتخدام إنلللزيم النسلللق العكسلللي الت ليلللدي والتفاعلللل  3-6-7-1

  المتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي للاصطياد المناعي
 

  لعكسي الخللا  بالممرضللاتا التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخب دّ لا يعت 
 :إلا إ ا

 
  أنتج الشاهد الإيجابي أمبليكونا  للفيروس بالحجم المناسف؛ (1)

لم ينتج الشاهد السلللبي للاسللتخرا، والشللاهد السلللبي للتضللخيم أمبليكونللات للفيللروس بللالحجم  (2)
  .المناسف

 
 الرّيبلليللحمللض النللووي  الشللاهد الللداخلي للجينللة المتقدريللة افللي حللال اسللتخدمت كللذل  بادئتلل 
 CTC CAG-′5: ةعكسللي  GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3′-′5: أماميللة) (nad5) المرسللال

TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3′ ثللم شللاهد الاسللتخرا، السلللبي زو، قاعدة(  ومللن  181  منتج من
النباتي السليم( )في حال استخدامه(  والشاهد الإيجابي وكللل مللن عينللات الاختبللار يجللف أن  ج)النسي

أما عجز العينات عن التضخم بواسطة بادئات الشللواهد الداخليللة  زو، قاعدة. 115تنتج أمبليكونا  من 
ج قللد فشللل  أو أنلله لللم يكللن مللدرجا  فللي مللزي الرّيبلليفيشللير مللثلا  إلللى أن اسللتخرا، الحمللض النللووي 

أن هللذا  المسللتخر، أو الرّيبلليالتفاعل  أو أن مركبات كابحة للتفاعللل موجللودة فللي الحمللض النللووي 
 .فسدالأخير قد 

 
 .بالحجم الصحيح أمبليكونا  ويعتبر اختبار عينة ما إيجابيا  في حال أنتج  

 
 نيالآالتفاعل المتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي  3-6-7-2
 

الخلللا   نللليالآلا يعتبلللر التفاعلللل المتسلسلللل للبلللوليميراز باسلللتخدام إنلللزيم النسلللخ العكسلللي  
 :بالممرضات موثوقا  به إلا إ ا

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

بواسللطة م يتضللخ ي، والشللاهد السلللبي للتضللخيم منحنيللولللم ينللتج الشللاهد السلللبي للاسللتخرا (2)
 .البادئات الخاصة بالفيروس

 
ينبغللي  ويعتبر اختبار عينة ما إيجابيا  في حال أنتج منحنى تضخيم نمو جيا  بطريقة مطللردة. 

 .التحقق من قيمة حد الدورة في كل مختبر لد  إجراء الاختبار للمرة الأولى
 
  التثبت من الصلاحية عبر دراسة لأداء الاختبار 3-7
 

الللذي أجرتلله عشللرة  DIAGPRO (Cambra et al., 2002)اختبللار الحلقللة التللابع لمشللرو  فللي  
مختبرات مستعينة بمجموعة من عشر عينات مرمّزة تتضمن عينللات عللن أنسللجة مصللابة بفيللروس 
تريستيزا الحمضلليات وعينللات عللن أنسللجة سللليمة تعللود إلللى المجموعللة التللي يملكهللا معهللد البحللوث 

  كان اختبار إليزا المباشر لللدمغ الأنسللجة بواسللطة الجسللمين المضللادين (IVIA) الزراعية في فالنسيا



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 19-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

في المائة )عدد النتائج الإيجابية والسلبية الحقيقيللة التللي  99دقيقا  بنسبة  3DF1 + 3CA5أحاديي الكلون 
 تفوقللت نسللبة الدقللة هللذه علللى النسللبة تقنية/عدد العينات التي جر  اختبارها(.ا بواسطة هتم تشخيص

فلللي المائلللة(  98بلغلللت دقتلله الللذي إليلللزا ) -دةار سلللاندويتش ثنللائي الأجسلللام المضللاالتللي حققهلللا اختبلل
بلغللت دقتلله الللذي والتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي للاصطياد المناعي )

فللي المائللة( والتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز المتللداخل باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي المتللداخل  94
كللان مسللتو  و فللي المائللة(. 89بلغللت دقتلله الللذي للاصللطياد المنللاعي  داخللل أنبللوب مغلللق واحللد )

قللد  سللية التقنيللات الأخللر  آنفللة الللذكرفيمللا أن حسا 0.98حساسية اختبار إليزا لدمغ الأنسجة المباشللر 
بلغللت درجللة تخصللص التشللخيص لاختبللار و .(Vidal et al., 2012) تباعللا   0.93و 0.96و 0.96بلغللت 

 0.91و 1.0فيمللا أن تخصللص تشللخيص التقنيللات الأخللر  قللد بلللغ  1.0إليللزا لللدمغ الأنسللجة المباشللر 
 الإيجابيللة )الاختبللارات الإيجابيللة التللي تنطللوي علللى المللرض؛ القيمللة التنبريللةبلغللت و تباعللا . 0.82و
(Sackett et al., 1991 لإليللزا لللدمغ الأنسللجة المباشللر )الإيجابيللة للتقنيللات  القيمللة التنبريللة  فيمللا أن 1.0

لإليللزا  ((Sackett et al., 1991 السلللبية القيمة التنبريللةوبلغت  تباعا . 0.89و 0.94و 1.0الأخر  قد بلغت 
 0.88و 0.94و 0.95السلللبية للتقنيللات الأخللر   التنبريللةالقيمللة فيمللا بلغللت   0.97لدمغ الأنسجة المباشر 

 .(Harju et al., 2000)تباعا   
 

تبين أن فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر بواسطة الجسمين المضادين أحاديي  
بساطة و مصداقيةالأكثر   للمواد النباتية يل الروتينيلهو أسلوب التح3DF1 + 3CA5 الكلون 

واقتصادا   حين يقارن بالفهرسة البيولوجية للبرتقال المكسيكي  وإليزا والتفاعل المتسلسل 
للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي للاصطياد المناعي  والتفاعل المتسلسل للبوليميراز 

 وقد قام (.2002وآخرون   Cambra) اد المناعيباستخدام إنزيم النسخ العكسي المتداخل للاصطي
Ruiz-García et al. (2005)  كذل  بإثبات صلاحية فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر  وبتحليله

دة من حير الحساسية )فقد كشف الأجسام المضا يساندويتش ثنائ-زاليبرهنوا أنه ضاهى فحص إلي
في المائة من الأشجار الإيجابية باستخدام أربع سويقات( إلا أنه كان أسهل استخداما   97النرام 

 دمغ الأنسجة المباشر بواسطة الجسمين المضادين أحاديي الكلونل تمت مقارنة إليزا وأقل كلفة.

3DF1 + 3CA5 رسة البيولوجية على الليمون المكسيكي وبدمغ الأنسجة بواسطة التفاعل الفهب
من أجل كشف فيروس تريستيزا  نيالآسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي المتسل

فتم تقييم بارامترات تشخيصية مختلفة وثبت أن أليزا لدمغ الأنسجة  (.Vidal et al., 2012) الحمضيات
 ات الأرجحية الأعلى لكشف المرض ما بعد والمباشرة هي الطريقة الأكثر تخصصا  ودقة 

 .أي كان مستو  انتشار الفيروس  الاختبار
 

  تحديد السلالات العدائية لفيروس تريستيزا الحمضيات -4
 

يتطلف تحديد سلالات فيروس تتريستيزا الحمضلليات اختبللارا  بيولوجيللا  أو مصللليا  أو جزيئيللا   
 .للتضخيم

 
 لأصللناي سلللالات هللذا بلله ا  موثوقلل ا  لا توجللد طللرق قائمللة علللى حمللض النللواة  تتلليح تحديللد 

ولا يللزال  علللى عللدائيتها  بمللا أن فيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات هللو نمللط ظللاهري. الفيللروس بنللاء
 الأساس الوراثي للتنو  البيولللوجي المرتفللع لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات مجهللولا  بدرجللة كبيللرة

(Moreno et al., 2008.) تللداعياتال ور البيولللوجي لتنوعلله ولا سلليماولا يعللري الكثيللر كللذل  عللن الللد 
 يلللتم توصللليفها بعلللدفضللللا  علللن  لللل  فلللإن أصلللناي تركيباتللله الوراثيلللة للللم  ائتلافللله. الناجملللة علللن

(Harper, 2013.)  اسللتخدمت مجموعللة واسللعة مللن الطللرق الجزيئيللة مللن أجللل التمييللز بللين مختلللف
 الرّيبلليسلالات فيروس تريستيزا الحمضيات  بما فيها التهجين الجزيئي  وأنمللاط الحمللض النللووي 

المضللخم للفيللروس  والتضللخيم  مكمّلللجديلللة  وتحاليللل مقللاطع الحصللر للحمللض النللووي الثنائيللة ال



للوائح بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة 15بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 20-15تشخيص الروتوكول ب

بواسطة التفاعل المتسلسل للبوليميراز لمناطق مختلفة من الجينوم  والتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز 
وتسلسللل الجينللوم وإعللادة تسلسللل التصللفيفات   (Yokomi et al., 2010؛ Moreno et al., 2008) نلليالآ

وفللي فتللرة غيللر بعيللدة  جللرت محللاولات لإجللراء تحاليللل متتابعللة للمقايسللات المناعيللة  المصللغرة.
 .(Licciardello et al., 2012) لونزيمات والرحلان الكهربللائي الشللعري لتعللدد الأشللكال أحللادي الجديلللة

لسلللالات الفيللروس  تصللنيف معللوّل عليللهللقيللام ب عمللليّ مللن تللل  التكنولوجيللات  ولكللن لا يعتبللر أي
المنتشرة بصورة طبيعية  كما لم يتم التثبت من موثوقية أي منها بعد   ل  أن تطبيقها يقتصللر علللى 

 .غايات البحوث
 

قللد  الأخللر  غيللر السسلسسلللة   فللإن التقنيللاتالللوراثي والبيولللوجي للفيللروس التنللو ونررا  إلللى  
وإن استخدام التسلسل العميللق  الللذي  تفضي إلى نتائج مضللة لد  محاولة تحديد سلالات الفيروس.

بيللد أن تسلسللل  يعري أيضا  بتسلسل الجيل التالي قد يقدم بسرعة معلومات عللن التسلسللل الجينللومي.
أي وكليوتيلللدات الفيلللروس لا يمكلللن أن يتصلللل بعلللد بالخصلللائص البيولوجيلللة للسللللالة وبسللللوكها )ن

فئللات  إلللىوعلللى الللرغم مللن أن سلللالات الفيللروس قللد صللنفت وقسللمت  عدائيتها وقابليتها للانتقللال(.
بحسف تنوعها المرهري وعدائيتها ومجموعة عوائلها وتركيبة محللدد الأنتيجللين وفللي فتللرة أخيللرة  

مللع  لللم يرهللر أي تللرابط واضللح(Moreno et al., 2008) عبللر الهويللة التسلسلللية لجينللة واحللدة أو أكثللر
 (.Harper, 2013) السلوك البيولوجي

 
أمللا الطللرق الموصللى بهللا للحصللول علللى معلومللات متعلقللة بالخصللائص البيولوجيللة لسلللالة  

 (:2معينة من فيروس تتريستيزا الحمضيات فهي )الشكل 
 

الفهرسلللللة البيولوجيلللللة التلللللي تسلللللتعين بمجموعلللللة ملللللن النباتلللللات المسلللللتخدمة كمرشلللللرات  (1)
لتقييم تنقللر  (Duncan صنف)  C  paradisiو C. sinensisو C. Macrophyllaو C. aurantifolia مثل

؛ Roistacher, 1991) لتقيلليم اصللفرار الشللتول C. limon أو C. aurantium السللوق وشللتول
Ballester-Olmos et al., 1993.) 

تعللري تي تللالMCA13  (Permar et al., 1990)  مللع الجسللم المضللاد أحللادي الكلللون التفاعليللة (2)
محدد الأنتيجين المحفوظ حفرا  جيدا  في السلالات الحادة )العدائية( للفيروس والمفقللود  على

يللرتبط رد الفعللل و .(Pappu, et al., 1993) )الأقللل عدائيللة( للفيللروس المعتدلللةفللي السلللالات 
البرتقللال على التسبف بتدهور الأشجار المطعمة على جذر  ارتباطا  قويا  بالقدرة MCA13  مع

معرللم سلللالات فيللروس تتريسللتيزا الحمضلليات التللي تنللتج تنقللرا  و المر أو الليمون الحامض.
 .MCA13 في سوق الجريف فروت أو البرتقال الحلو  تتجاوب مع

 
  فهرسة البيولوجيةال 4-1
 

الإجلللراءات ة لفيلللروس تريسلللتيزا الحمضللليات الفهرسلللة البيولوجيلللة للسللللالات العدائيللل تتبلللع 
 .3-3الواردة في القسم 

 
 MCA13  الاختبارات المصلية التي تستخدم 4-2
 
 فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر 4-2-1
 

هنللاك مجموعللة لللوازم كاملللة قائمللة علللى الجسللم المضللاد أحللادي الكلللون الخللا  بفيللروس  
وإيجابيللة وكافللة   تتضللمن أغشللية مدمغللة مسللبقا  مللع شللواهد سلللبية (MCA1) تريسللتيزا الحمضلليات

مللا الطريقللة فهللي . أ. Plant Print Diagnòstics SL1الكواشف والمحلولات الدارئة والركيللزة  متاحللة مللن
 .كالتالي
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عللد محلللول مللن الجسللم المضللاد يُ  .1-5-3الأغشللية مدموغللة النسلليج ومجمللدة كمللا فللي القسللم  

الملللرتبط بالفوسلللفاتاز القلويلللة ( MCA13) أحلللادي الكللللون الخلللا  بفيلللروس تريسلللتيزا الحمضللليات
مللنرم بالفوسللفات( ويسللكف علللى الأغشللية حتللى  فللي محلللول ملحلليملللل ميكروغرام/ 0.1)حللوالي 

درجة حللرارة البيئللة المحيطللة مللع خضللها  علىيغطيها  ومن ثم تحضن الأغشية لمدة ثلاث ساعات 
فللي  الموصللوفةأمللا عمليللة غسللل وترهيللر الأغشللية وقللراءة النتللائج وتفسلليرها فهللي نفسللها  برفللق.
بنفسجية صغيرة عادة في المنطقة الوعائية للمادة النباتيللة  -إن وجود رواسف أرجوانية .1-5-3 القسم

 .يدل على وجود سلالة لفيروس تريستيزا الحمضيات تتسم بعدائية زائدة
 
 إليزا-دةساندويتش ثنائي الأجسام المضا 4-2-2
 

 Cambraو Garnsey إليللزا بحسللف تعليمللات-دةار سللاندويتش ثنللائى الأجسللام المضللاينفللذ اختبلل 
هناك مجموعة لوازم قائمة على الجسم المضاد أحللادي و باستخدام الطريقة الموصوفة أدناه.( 1991)

 .1Plant Print Diagnòstics SLمتاحة من ( MCA13) الكلون الخا  بفيروس تريستيزا الحمضيات
 

يضللاي الجسللم المضللاد أحللادي الكلللون  .2-5-3تللتم عمليللة التغليللف بحسللف مللا يصللفها القسللم  
المرتبط بالفوسللفاتاز القلويللة كمقتللرن علللى درجللة ( MCA13) الخا  بفيروس تريستيزا الحمضيات

فللي محلللول ملحللي مللنرم بالفوسللفات مللع ألبللومين ملللل ميكروغرام/ 0.1 تخفيللف ملائمللة )مللا يقللارب
وتفسير النتللائج  الركيزةفي المائة(. تنفذ عمليات الحضن والغسل وإضافة  0.5المصل البقري بنسبة 

 .2-5-3 القسمبحسف ما يصفها 
 

  السجلات -5
 

مللن المعيللار الللدولي  5-2 القسللميجف الاحتفاظ بالسجلات والبراهين بالطريقة الموصوفة في  
 .()بروتوكولات التشخيص ل فات الخاضعة للوائح 27 رقم لتدابير الصحة النباتية

 
أخللر  بنتللائج التشللخيص  لا سلليما حللالات متعاقللدة وفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطللراي  

عدم الامتثال  وحير يكون الفيروس موجودا  في منطقللة مللا للمللرة الأولللى  ينبغللي الاحتفللاظ بللالمواد 
 :ة تضمن الاقتفاءالتالية الإضافية  إن كانت  ات صلة  بطريق

 
درجللة مئويللة تحللت الصللفر أو تجفيفهللا  80ينبغللي الاحتفللاظ بالعينللة الأصلللية علللى حللرارة  -

 .بالتجميد وحفرها على درجة حرارة البيئة المحيطة

درجللة مئويللة تحللت  80علللى حللرارة  الرّيبلليينبغي الاحتفاظ بمسللتخرجات الحمللض النللووي  -
منقطللة  علللى ورق أو سللتخرجات نباتيللة مو/أو  الصفر و/أو أجللزاء مللن الأنسللجة المدموغللة

 .على أغشية من النايلون ينبغي أن تحفئ على درجة حرارة البيئة المحيطة

ينبغي حفئ منتجات التضخيم للتفاعل المتسلسل للبوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي  -
 .درجة مئوية تحت الصفر 20 على حرارة

 

 للحصول على معلومات إضافية جهات الاتصال -6
 

 :يمكن الحصول على معلومات إضافية بشأن هذا البروتوكول على 
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 التلللابعوقلللد خضلللعت معرلللم التقنيلللات اللللوارد وصلللفها فلللي هلللذه الوثيقلللة إللللى اختبلللار الحلقلللة  
عهللد مالممللول مللن الاتحللاد الأوروبللي  أو خضللعت للتقيلليم فللي مشللاريع مولهللا ال DIAGPRO مشرو ل
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  .إسبانيا

 

 المراجع -8
 

إن المعللايير الدوليللة لتللدابير  يشير هذا الملحق إلللى المعللايير الدوليللة لتللدابير الصللحة النباتيللة. 
 علللللللللى البوابللللللللة الدوليللللللللة للصللللللللحة النباتيللللللللة علللللللللى العنللللللللوان الصللللللللحة النباتيللللللللة متاحللللللللة

setting/ispms-activities/standards-https://www.ippc.int/core  
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 26-15تشخيص الروتوكول ب

 الأشكال -9
 

 
 

( متلازمللة تريسللتيزا أو لللفأ)(: CTV) أعللراض الإصللابة بفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات -1الشللكل
البرتقللال المللر المصللاب بللالفيروس )جهللة  صلللأتللدهور حالللة شللجرة البرتقللال الحلللو المطعمللة علللى 

( الانهيللار أو التللدهور السللريع لشللجرة اءاليسللار( وشللجرة خاليللة مللن الأعللراض )جهللة اليمللين(؛ )بلل
( تنقللر علللى جللذ  شللجرة الجريللف الفللروت يمالبرتقال المر؛ )جلل صلأالجريف فروت المطعمة على 

جللراء سلللالة عدائيللة لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات؛ ( Troyer) سللترانج ترويللر صلأالمطعمة على 
جللذ  شللجرة البرتقللال الحلللو  ( تنقر علىاء( تنقر شديد على أغصان شجرة الجريف فروت؛ )هال)د

( تقللزم ملحللوظ علللى أشللجار البرتقللال الحلللو المصللابة واومنللدرين كليوبللاترا و) صلللأالمطعمة على 
جهللة اليمللين( مقارنللة ( )Carrizo) سللترانج كللاريز صلأبفيروس تريستيزا الحمضيات المطعمة على 

 (.بشجرة سليمة )جهة اليسار
 

؛ الصللورة M. Cambra ( تقدمللةاء  هلليم  جللاء)بلل ؛ الصللورP. Moreno ( تقدمللةلللفالصللورة )أ 
وجميعهللا مللن معهللد فالنسلليا  .J.A. Pinaو M. Cambra ( تقدمللةاو؛ الصللورة )وL. Navarro ( تقدمللةال)د

 .  مونكادا  إسبانيا (IVIA) للبحوث الزراعية
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   وتحديده الحمضياتعملية كشف فيروس تتريستيزا مخطط بياني يبين  -2الشكل 
 

DAS الأجسام المضادة؛ يساندويتش ثنائ (ELISA )نزيم(؛)الفحص المنللاعي المللرتبط بللالأ  إليزا IC 

 .النأسأخ العكسي RTالتفاعل المتسلسل للبوليميراز   PCR الاصطياد المناعي؛
  

 لا أعراض

 اختبارات التضخيم الجزيئية  الاختبارات المصلي الفهرسة البيولوجية 
 

 

 النبتة العائلة التي ترهر عليها أعراض الإصابة أو يشتبه بإصابتها بالأعراض

 
 
 
 

تطعيم نبتات خشبية 
 دالةّ

 ( 3-3نرر القسم ا)

 
 

 فحص إليزا لدمغ الأنسجة مع
 الأجسام المضادة أحادية الكلون

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

إليزا مع  -الأجسام المضادة 
أجسام مضادة أحادية الكلون أو 

 متعددة الكلون 
 (2-5-3نرر القسم ا)

تفاعل البوليميراز التسلسلي 
باستخدام إنزيم النسخ العكسي 

 للاصطياد المناعي
 (2-6-3رر القسم ان)

تفاعل البوليميراز التسلسلي  أو
باستخدام إنزيم النسخ العكسي 

 للاصطياد المناعيالمتداخل 
 (3-6-3نرر القسم ا)
التفاعل المتسلسل  أو

للبوليميراز باستخدام إنزيم 
 الآني النسخ العكسي

 (5-6-3نرر القسم ا)

 عراضأ
 نمو جية

التثبت بواسطة اختبارات 
المصلي أو للتضخيم التحري 

 الجزيئي 

 نتيجة سلبية
النبتة العائلة 

مصابة بفيروس 
تريستيزا 
 الحمضيات

 نتيجة إيجابية

نتيجة إيجابية بناء على 
واحد من الاختبارات 

 المركدة 

 نتيجة سلبية

النبتة العائلة غير 
مصابة بفيروس 

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

DAS ساندويتش ثنائي الأجسام المضادة؛ ELISA  (.المناعي المرتبط بالإنزيمإليزا )الفحص 
  

 تحديد فيروس تِريستيزا الحمضيات
 بواسطة الاختبارات البيولوجية أو المصلية

 
 الفهرسة البيولوجية

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

 الاختبارات المصلية
 فحص إليزا لدمغ الأنسجة

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

 (2-2-4نرر القسم ا)

أعراض تن ر السوق و/أو 
 الشتولاصفرار 

 إيجابية

ف ط السلالات 
المؤدية إلى تدهور 

 النبتة

 سلالة عدائية 
)تحفز على التراجع وتتسبف 

 اصفرارو/أو بتنقر السوق 
 (الشتول
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يومللللللللا  ل بلللللللللاغ عللللللللن بروتوكللللللللول التشللللللللخيص  45خلللللللللال فتللللللللرة الللللللللـ 
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