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 3-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  معلومات حول الآفة -1
 

ثلر الأملراض إضلرارا  أك بأحلد Citrus tristeza virus ترِيسلتيزا الحمضلياتيتسلب  فيلروس  
(. Moreno et al., 2008) الأوبئلة الأشلد تلدميرا  التلي غيلّرت مسلار قطلاي الحمضلياتبالحمضليات و

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

(Citrus limon )(وعللى اللرغم ملن أن تريسلتيزا هلو بشلكل علام ملرض يصل .)ي  الليمون الحلامض
( فإن بعض سلالات هذا الفيروس تتسب  بمتلازملات أخلرب بملا Román et al., 2004) اتحاد البراعم

فيها تنقر السوق والتقزم وتراجع الإنتاجية ورداءة جودة الثمار لدب العديلد ملن الأصلنال التجاريلة 
 .مقاومة لتريستيزا صولأعلى  حتى حين تكون مطعمة

 
من الأرجح أن فيروس ترِيستيزا الحمضيات قد نشأ في ماليزيا وغيرها ملن بللدان جنلوب و 

الأعظم للبلدان التي تنمو  السوادانتشر من ثم في وشرق آسيا التي تعد المنشأ المفترض للحمضيات 
ة فلي فيها الحمضيات من خلال انتقال المواد النباتية المصابة بالآفة. وقد أدب الانتشار المحللي لففل

 .إلى أوبئة كبرب الناقلة للمرض  حشرات المنمراحل تالية  تسببت به أصنال 
 

البرتقلال الملر فلي جنلوب أفريقيلا  صللأأشلجار مطعملة عللى  فنلاءأفيد للملرة الأوللى علن و 
خلال مطللع القلرن العشلرين  وفلي الأرجنتلين والبرازيلل خللال الثلاثينيلات  والأرجلح أن  لل  قلد 

الحمضليات  ملنحدث عق  إدخلال نبتلات مصلابة بفيلروس ترِيسلتيزا الحمضليات التلي تفشلت فيهلا 
التلي تعلد الأكثلر فعاليلة ( Toxoptera citricida Kirkaldy) (السوداء توكسوبتيرا سيتريسيدا )كيركالدي

إن التللدهور الللذي يتسللب  بلله فيللروس ترِيسللتيزا الحمضلليات قللد فتلل  بأشللجار وفللي نقللل الفيللروس. 
 (.Cambra et al., 2000a؛ Bar-Joseph et al., 1989) البرتقال الملر أو أصلابها بلالعقم صلأمطعمة على 

المتحدة وبعض بلدان البحر الكلاريبي وبعلض وقد تفشى فيروس ترِيستيزا الحمضيات في الولايات 
فلي مليون شلجرة  38وقد أصاب الفيروس ما يقدر بـ  )لا سيما إيطاليا والمغرب(. البلدان المتوسطية

لا سللليما الأرجنتلللين والبرازيلللل وفنللزويلا وولايلللة كاليفورنيلللا )الولايلللات المتحلللدة((  الأمللريكتين )
مليلون  50ملع إصلابة حلوالي  وسط )لا سيما إسلبانيامليون شجرة في حوض البحر الأبيض المت 60و

مليلون  100شجرة( وما يقدر بخمسلة ملايلين شلجرة فلي أمكنلة أخلرب  فيصلبح المجملوي أكثلر ملن 
الحمضليات المتحمللة لآفلة  صلولأيمكن مكافحة مرض تريستيزا عبر استخدام أنلواي ملن وشجرة. 

تريستيزا. هناك بعض السلالات العدائية للفيروس التي تتسب  بتنقر السوق في أصلنال معينلة ملن 
يلثثر  لل  تلأثيرا  كبيلرا  فلي جلودة الثملرة والغللة والمسلتخدم.  صلالأالحمضيات  بغض النظر عن 

عظم قطاعات الحمضليات حلول لدب عدة ملايين من الأشجار المصابة بهذه السلالات العدائية في م
العالم  باسلتثناء تلل  الموجلودة فلي حلوض البحلر الأبليض المتوسلط حيلا السللالات العدائيلة غيلر 

مللن أجللل التعللاطي بفعاليللة مللع مللرض تنقللر السللوق  اعتمللدت بعللض وموجللودة أو غيللر مهيمنللة. 
متوسلطة قطاعات الحمضليات اسلتراتيجية تقضلي بتلقليح الأشلجار بشلكل وقلائي بواسلطة سللالات 

  ترِيسلللللتيزا الحمضللللليات  أو ممارسلللللة الحمايلللللة الوقائيلللللة بواسلللللطة التلقللللليح الحلللللدة لفيلللللروس
(Broadbent et al., 1991 ؛da Graça and van Vuuren, 2010). 
 

يعتبللللر فيللللروس ترِيسللللتيزا الحمضلللليات العنصللللر الأكبللللر والأكثللللر تعقيللللدا  فللللي جللللنس و 
تتسلللم و(. Closterovirus( )Moreno et al., 2008) كلوسلللتيروفيروس )فيلللروس اصلللفرار البنجلللر

نلانومترا   11نلانومتر وقطرهلا  2 000الجسيمات الحموية بأشكالها المتلويلة والخيطيلة  ويبللغ طولهلا 
غير مقطلع وإيجلابي الاتجلاه وأحلادي الجديللة. يحتلوي  الرّيبيوهي تحتوي جينوم للحمض النووي 
 17ملا لا يقلل علن  بترميلز يقلوم طارا  مفتوح القلراءةإ 12 على جينوم فيروس تريسيتيزا الحمضيات

فيرمّللزان بروتينللات  ات  8و 7بروتينللا  ومنطقتللين غيللر متللرجمتين. أمللا الإطللاران مفتوحللا القللراءة 
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 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 تنوّي فيروس ترِيستيزا الحمضيات أكبر مما كان يعتقد في السلابق؛ 

ن مللع سلللالات مللن خلللال إعللادة التكللوّ  نميللاعللن المجموعللة الأصللل أو  اشللتق تركيبللان وراثيللانفقللد 
مجموعلات الفيلروس الموجلودة فلي أشلجار الحمضليات  أمّلا(. وHarper et al., 2008) موصوفة سابقا  

معقلد ملن التركيبلات الوراثيلة للفيلروس  أكثر من ملزيجعبارة عن أشباه أصنال بطبيعتها   ل  أنّ 
خلال مرحللة التكلاثر الخضلري لعلزلات الفيلروس  بية نووية فيروسية شائبة قد تطوروأحماض ري

حشرات بين تل  العزلات وبين العزلات التي تنقلها على المدب البعيد من خلال التطعيم والاختلاط 
جراء  ل   تحتوي عزلات الفيروس أعدادا  من تسلسلات متباينة  يهيمن تسلسل واحد منهلا و. المن

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

ينتقل الفيروس بسهولة في سياق الاختبارات عبر تطعيم الحمضيات السلليمة بملواد نباتيلة و 
الحمضليات السلوداء بطريقلة شلبه  لملنكما ينتقل طبيعيا  من خللال أنلواي معينلة  مصابة بالفيروس.

 مطردة. أملا الناقلل الأكثلر فعاليلة لفيلروس تريسلتيزا الحمضليات حلول العلالم  فهلي ت. سيتريسليدا
(T. citricida). وب ملن آسليا وأسلتراليا وأفريقيلا جنل تتسم ت. سيتريسيدا بحضلورها الراسلخ فلي كلل

الصحراء الكبرب وأمريكا الوسطى والجنوبية ومنطقة البحر الكاريبي وفلوريدا )الولايات المتحدة( 
  وشللللللللللمال البللللللللللر الإسللللللللللباني الرئيسللللللللللي والبرتغللللللللللال فضلللللللللللا  عللللللللللن جللللللللللزر مللللللللللاديرا

(Ilharco et al., 2005 ؛Moreno et al., 2008). بيلد أن أفليس غوسليبي غللوفر (Aphis gossypii Glover )
الرئيسي للفيروس في إسبانيا وإسرائيل وبعض مناطق زراعة الحمضيات في كاليفورنيا  تعد الناقل

( T. citricida) )الولايلللللللات المتحلللللللدة( وكلللللللل المواقلللللللع التلللللللي تغيللللللل  عنهلللللللا ت. سيتريسللللللليدا
(Yokomi et al., 1989 ؛Cambra et al., 2000a ؛Marroquín et al., 2004) هنللاك تقللارير تفيللد عللن .

 فلللللي انتشللللار فيلللللروس ترِيسلللللتيزا الحمضلللليات الناقللللللة المللللنة لأصلللللنال النسلللللبي التللللأثيرات

(Gottwald et al., 1997وهنللاك أنللواي أخللرب .)  التللي وصللفت كللذل  علللى أنهللا مللن نللاقلات  المللنمللن
  (  بملللا فيهلللا أفللليس سلللبيريكولا بلللاتشMoreno et al., 2008) فيلللروس ترِيسلللتيزا الحمضللليات

(Aphis spiraecola Patch ) أورانتليوتوكسلوبتيرا (Toxoptera aurantii )(Boyer de Fonsicolombe)  
( Aphis craccivora Koch) وآفليس كراكسليفورا كلو  (Sulzer)( Myzus persicae) وميلزوس برسليكي
على الرغم من أن الأدلة تشير إلى أن أنواي و .Linnaeus)) (Uroleucon jaceae) اويورولوكون جاسي

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

على قللة فعاليتهلا  ضدورا  في انتشار الفيروس إ  تعوّ في بعض المناطق وبالتالي يرجح أنها تثدي 
 .(Marroquín et al., 2004) في النقل بكثرة عددها

 
شكّل انتشار الفيروس عبر المكان والزمان في بساتين الحمضيات موضلوي دراسلات فلي و 

قلدم تلل  الدراسلات دلليلا  عللى أن فتلرة زمنيلة وت(. Gottwald et al., 2002) أنحلاء مختلفلة ملن العلالم
  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 ترِيستيزا الحمضيات  الاسم:

  فيروس تريستيزا  المرادفات:

 البنجللرفيروسللات اصللفرار ( Closterovirus) فيللروس اصللفرار البنجللر الوضع التصنيفي:
(Closteroviridae)  

  فيروس ترِيستيزا الحمضيات  فيروس ترِيستيزا :الأسماء الشائعة
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 5-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 الهوية تحديدالكشف و طرق -3
 

يمكن كشف فيروس تريستيزا الحمضيات وتحديده بواسطة اختبلارات التضلخيم البيولوجيلة  
الاختبللارات شللرطا  بالحللد (. يعتبللر اسللتخدام أي مللن تللل  2و 1 الشللكلانأو المصلللية أو الجزيئيللة )

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

علادة  أو كشلفه فلي فلي منطقلة لا يطلرأ فيهلا  الفيلروس كشلفليقين في تحديلد الفيلروس )ملثلا  من ا
شحنة قادمة من بلد أعلن عن خلوه من الفيروس(  ينبغي تنفيذ المزيد من الاختبلارات. وحيثملا تنفلذ 
عمليللة التحديللد الأوليللة بواسللطة اختبللار جزيئللي للتضللخيم  ينبغللي للاختبللارات اللاحقللة أن تكللون 

ختبارات كذل  من أجل تحديد أية من سللالات مصلية  والعكس صحيح. ويمكن إجراء مزيد من الا
إللى سللسلللة الأمبليكونلات بواسلطة تفاعلل  تريستيزا هي الموجودة  وفي هذه الحالة قد تدعو الحاجلة

البوليمراز التسلسلي. في جميع الأحوال  لكي تكون الاختبارات قابلة للوثوق بها  يج  أن تتضلمن 
لاختبلارات التضلخيم  الموصلى بهلاالتاليلة وصلف للتقنيلات  شواهد إيجابية وسلبية. يرد فلي الأقسلام

مخططا  انسيابيا  لعمليلة تحديلد سللالات فيلروس  2البيولوجية والمصلية والجزيئية. ويعرض الشكل 
 .ترِيستيزا الحمضيات

 
جرب وصف الطرق )بما فيها الإشارة إلى الأسماء التجارية(  هذا في بروتوكول التشخيص 
ما هي منشورة  إ  أنها تحلدد المسلتوب الأصللي للحساسلية أو التخصلص و/أو قابليلة النسلخ  بحس 

إن استخدام أسماء الكواشلف أو الملواد الكيميائيلة أو التجهيلزات فلي بروتوكلولات والذي تم بلوغه. 
يجلوز و التشخيص هذه لا ينطوي على تأييدها من أجل استثناء أخرب قلد تكلون مناسلبة هلي أيضلا .

ل الإجراءات المخبرية الواردة في البروتوكولات لكي تتلواءم ملع معلايير المختبلرات الفرديلة  تعدي
 .شريطة المصادقة عليها بالشكل المناس 

 
  النباتات العائلة 3-1
 

الظلرول الطبيعيلة  تصلي  آفلة تريسلتيزا بسلهولة معظلم أنلواي الحمضليات وأنلواي  ضمن 
الأنلواي المعروفلة عاملة بأنهلا ملن قريبلات الحمضليات التلي وبعلض ( Fortunella) البرتقال الياباني

 Aegle هي أيضا  لأن تكلون نباتلات عائللة لتريسلتيزا  وهلي 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 معظم كلونات بونسيروس تريفولياتا 

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

Fortunella crassifolia  (وبعللض كللوات ميللوامك )أصللنال الحمضلليات الكبللرب (Citrus grandis )
وبالتالي   .(Moreno et al., 2008) الحمضياتالبوميلو(  مقاومة لمعظم سلالات فيروس تريستيزا )

 فللإن الفيللروس غائلل  أو موجللود بنسلل  متدنيللة جللدا  فللي تللل  الأنللواي. أمللا سلليتروس رتيكولاتللا
(Citrus reticulata) (وسلليتروس س  )يننسلليسبرتقللال المنللدرين (Citrus sinensis )( )البرتقللال الحلللو

حامض اللايم( فكلهلا ملن الأصلنال الأشلد تعرضلا  ل صلابة )( Citrus latifolia) وسيتروس لاتيفوليا
الجريلل  فللروت(  وسلليتروس ) (Citrus paradisi) الطبيعيللة بللالفيروس  تليهللا سلليتروس بللاراديزي

ملن بلين و (.Citrus limon) وأصلنال الليملون الحلامضمنلدرين ستسلوما( )( Citrus unshiu) أونشليو
ليملون ) (Citrus macrophylla) الأنواي المستخدمة كجذور للتطعيم  يعد كل من سيتروس ملاكروفيلا

 ليملللون فولكلللامير( وسللليتروس رشلللني)( Citrus volkameriana) أليملللاو( وسللليتروس فولكاميريانلللا
(Citrus reshni )(وسيترو )س ليمونيامندرين كليوباترا (Citrus limonia )( لايم رانغبور أو المنلدرين

فيملا أن برتقلال سليترانج  الحامض( من الأنواي شديدة التعرض ل صابة بشلكل طبيعلي بلالفيروس 
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 6-15تشخيص الروتوكول ب

وهما هجينان بين البرتقلال الحللو والبرتقلال ثلاثلي )( Troyer) وتروير( Carrizo) من نوعي كاريزو
بالآفة. يتسم جذر البرتقال ثلاثلي  يصابان  فقليلال ما (C. Aurantium) الأوراق( وسيتروس أورانتيوم
 × (C. paradisi) والجري  فروت سيتروس باراديزي( P. trifoliata) الأوراق بونسيروس تريفولياتا

الستروميلو( بمقاوملة معظلم سللالات )( P. trifoliata) البرتقال ثلاثي الأوراق بونسيروس تريفولياتا
( Passiflora coerulea) وباسيفلورا كوروليا( Passiflora gracilis) أما باسيفلورا غراسيليس الفيروس.

 .فمن النبتات العائلة الاختبارية من غير الحمضيات
 
 الأعراض 3-2
 

يتفاوت ظهور الأعلراض فلي النبتلات الحمضلية العائللة لفيلروس تريسلتيزا تفاوتلا  كبيلرا  إ   
بالإضلافة إللى  البيئيلة وأنلواي النباتلات العائللة وملدب عدائيلة سللالة الفيلروس.أنها تتأثر بالظرول 

تكلون بعلض سللالات الفيلروس متوسلطة العدائيلة ولا و  ل   قد يبقى الفيروس كامنا  لسنوات علدة.
 صللأتولدّ آثارا  ملحوظة في معظم أنواي الحمضيات التجارية  بما فيها الحمضيات المطعملة عللى 

فاكهللة المنللدرين مقاومللة بشللكل خللا   تعتبللر بشللكل عللام و (.C. aurantium) أورانتيللومسلليتروس 
 وسليتروس أورانتيلوم( C. sinensis) ل صابة بالفيروس. وعادة ما يخلو كل من سيتروس سيننسليس

(C. aurantium )(وسليتروس جلامبهيري صلول أكشلتول لا ك  )مطعملة (Citrus jambhiri )( الليملون
من الأعراض لدب إصابته بلالفيروس  ولكلن قلد يكلون لهلا ( C. limonia) وسيتروس ليمونيا( الخشن

إن الحمضلليات العائلللة التللي تظهللر عليهللا أعللراض قللد ورد فعللل علللى بعللض السلللالات العدائيللة. 
تتضمن اللايم والجري  فلروت وبعلض أصلنال البوميللو وبرتقلال أليملاو والبرتقلال الحللو وبعلض 

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

  قلللد لا يلللثدي صللللالأ-نلللوي الحمضللليات أو المطعلللوم وفقلللا  لسللللالة الفيلللروس المعينلللة أوو 
الفيروس إلى ظهور أي أعراض أو إلى ظهور متلازمة واحلدة ملن أصلل ثللاث أي: تريسلتيزا؛ أو 

. تصلف الفقلرات ظلرول الدفيئلةتنقر السوق؛ أو اصفرار الشلتول اللذي يلاحلش بشلكل رئيسلي فلي 
 الأعللراض الرئيسللية التللي يتسللب  بهللا فيللروس 1التاليللة هللذه المتلازمللات الللثلاث. ويبللين الشللكل 

 .ترِيستيزا الحمضيات
 

إن آفة تريستيزا هي النتيجة الأبرز ل صابة بالفيروس من الناحية الاقتصلادية )وهلي ملن و 
البرتقال الملر أو  صلأاتحاد البراعم( وتتسم بتدهور الأشجار المطعمة على الأمراض التي تصي  

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

المطلللاعيم الأخلللرب تعلللاني تلللدهورا  سلللريعا  أو انهيلللارا  بعلللد ملللرور أيلللام قليللللة عللللى ظهلللور أوللللى 
 شلديد التعلرض صللالأة للفيلروس فلي قشلرة الأعراض. ينجم التلدهور علن التلأثيرات الفيزيولوجيل

أملا الأشلجار التلي تتلدهور بلوتيرة بطيئلة  فكثيلرا  ملا يظهلر  ل صابة  تحت اتحاد البراعم مباشلرة.
عليها انتفا  فوق مستوب اتحاد البراعم وخلط بنلي الللون عنلد نقطلة اتحلاد البلراعم مباشلرة  وتنقلّر 

البرتقلال  صللأل( عللى الوجله اللداخلي لقشلرة على شكل بقع نقطيلة مقلوبلة )تشلقق مخروملي الشلك
يعتبر التقزم وتقوّس الأوراق وشفافية العروق وشحوب الأوراق وتنقر السوق وتقلص حجم والمر. 
بيلد أن بعلض من الأعراض الشلائعة التلي تظهلر عللى النبتلات العائللة المعرضلة ل صلابة.  الثمار 

ض البحلر المتوسلط  لا تلثدي إللى ظهلور عزلات الفيروس ولا سيما في قطاي الحمضيات في حلو
حتى في الأشجار المطعمة على البرتقلال  أعراض التدهور إلا بعد مرور سنوات عدة على الإصابة

 .المر
 

بوسع السلالات العدائية لفيروس تريستيزا الحمضيات أن تلحق ضلررا  فادحلا  بالأشلجار  و 
قلد يسلب  تنقلر وعللى جلذي وأغصلان اللايلم والجريل  فلروت والبرتقلال الحللو.  بما في  ل  التنقّلر
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 7-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

على جلذوي الأشلجار البالغلة وأطرافهلا  وثقلوب عميقلة فلي  لزوجةالسوق أحيانا  ظهور نتوءات أو 
الخش  تحت المناطق الغائرة للقشرة  وتراجع في جودة الثملار والغللال. يلثثر السلواد الأعظلم ملن 

يصلاب  صللالأأن  برتقال أليماو تأثيرا  خطيلرا  بملا صلأيزا الحمضيات في سلالات فيروس تريست
 .بتنقر يحد بدوره من حيوية الشجرة

 
أملللا متلازملللة اصلللفرار الشلللتول فتتسلللم بلللالتقزم أو إنتلللال الأوراق المصلللفرة أو الشلللاحبة   

الجذور وتوقف نمو الأشجار المطعمة على شتول البرتقال الملر والجريل  فلروت  شبكةومحدودية 
درجلة  26و 20تتلراوح بلين  عللى حلرارة)أي  الدفيئلةضلمن ظلرول  المزروعلةوالليمون الحامض 

 (.مئوية
 
  الفهرسة البيولوجية 3-3
 

تهللدل الفهرسللة البيولوجيللة إلللى الكشللف عللن وجللود فيللروس تريسللتيزا الحمضلليات فللي  
المللدخلات النباتيللة أو النباتللات المختللارة أو العينللات النباتيللة التللي يجللري تقيلليم وضللعها الصللحي  

الليملللون ) Citrus aurantifolia سلليتروس أورانتيفوليللاولتقللدير درجللة عدائيللة العزلللة علللى شللتول 
أو سلليتروس بللاراديزي  C. macrophylla بلللدي أو العمللاني( أو سلليتروس مللاكروفيلاالمكسلليكي أو ال

النبتة الدالة عبارة علن طعلم (. وDuncan) جري  فروت دنكان Citrus paradisi Macfadyen ماكفاديين
  مع أربلع (Roistacher, 1991) التقليدية وإبقائه ضمن الظرول القياسية الطرقجرب تلقيحه بموج  

إن كلا ملن وإلى ست نسخ )أو مع نسختين إلى ثلاث في حال تعذر سح  كمية كافية من العينات(. 
شفافية العروق في الأوراق اليانعة  أو تقوّس الأوراق أو اعوجاجها أو قصر الفواصلل العقديلة  أو 

  يعلد دلليلا  عللى تلات الحساسلة الداللةاعلى تل  النب تنقر السوق أو ظهور أعراض اصفرار الشتول
تقللارن بدايللة ظهللور الأعللراض ببدايللة والإصللابة بفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات بعللد تلقلليح الطعللم. 
يمكلن الاطللاي عللى رسلوم توضليحية  ظهورها على النباتات المستخدمة كشلواهد سللبية وإيجابيلة.

 Roistacher (1991) للأعلراض الناجملة علن فيلروس تريسلتيزا الحمضليات فلي النباتلات الداللة للدب

 .Moreno et al. (2008)و
 

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

أشهر ملا بعلد  6إلى  3بعض السلبيات  فهي ليست اختبارا  سريعا  )إ  يستغرق تطور الأعراض بين 
 الدفيئلةالتلقيح(؛ ويمكن استخدامها فقط لاختبار خش  التطعيم؛ وهي تتطل  مرافق مخصصة مثلل 

تلات انعة للحشرات؛ كما تستوج  موظفين مخصصين قلادرين عللى زري نبمضبوطة الحرارة الما
عائلللة دالللة سللليمة وقويللة قللادرة علللى إظهللار الأعللراض الملائمللة  ومللوظفين مللن  وي الخبللرة 
يستطيعون أن يفسروا بدقة أعراض الأمراض التي يمكلن أن يكلون ثملة للبس بينهلا وبلين أعلراض 

على أن سلالات فيروس ترِيستيزا الحمضيات التي لا تنتج  الآفات الأخرب المنتقلة عبر الطعوم.زد
 K على النباتات المستخدمة كشواهد )مثل سللالة أعراضا  )أي السلالات الكامنة( غير قابلة للكشف

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

التخصلص والحساسلية وغيرهملا ملن هناك القليل فقط ملن البيانلات الكميلة المنشلورة بشلأن  
بارامترات التشخيص ومصداقية المقايسات البيولوجية عبر تطعليم النباتلات المسلتخدمة كمثشلرات 
 )الفهرسللللللة( للكشللللللف عللللللن فيللللللروس تريسللللللتيزا الحمضلللللليات أو تشخيصلللللله أو تحديللللللده. قللللللام

Cambra et al. (2002فلي مشلروي بروتوكلولات التشلخيص الأوروبيلة ) (DIAGPRO)  وVidal et al.  

إليلزا( (( ELISA) بمقارنة فهرسة الليمون المكسليكي ملع الفحلص المنلاعي الملرتبط بلالإنزيم (2012)
 3DF1 + 3CA5( )باستخدام الجسلمين المضلادين أحلاديي الكللون 1-5-3لدمغ الأنسجة المباشر )القسم 

( 5-6-3 القسلمللدمغ الأنسلجة ) نليالآوالتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنلزيم النسلخ العكسلي 
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 8-15تشخيص الروتوكول ب

محللل الفهرسللة البيولوجيللة  الحلللولأن أيللة  مللن هللاتين الطللريقتين المخبللريتين تسللتطيع  فاسللتنتجوا
 .الحمضياتتريستيزا التقليدية لليمون المكسيكي بهدل كشف فيروس 

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

تللرد التوجيهللات العامللة بشللأن منهجيللات أخللذ العينللات  فللي المعيللار الللدولي لتللدابير الصللحة  
( فيملا خلصّ أخلذ عينلات 2002) Cambra et al ( وفليمنهجيات أخذ العينات من الشحنات) 31النباتية 

فيروس ترِيستيزا الحمضيات تحديدا . يعتبر أخلذ العينلات بالصلورة المناسلبة ضلروريا  جلدا  لكشلف 
فيروس ترِيستيزا 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 للأشللجار البالغللةوبروتوكللول تشللخيص فعلّلال. 

أنحلاء  مختللف أو خمس أزهار أو ثمرات قطفت ملنل مسويقات ثمار  أو عشر أوراق متفتحة بالكا
عينلات )سلواء أكانلت يمكلن أخلذ الو ملن كلل ملن الأغصلان الأصللية. العرش الخضري لكل شجرة 
 الحلللوفللي أي وقللت مللن السللنة  مللن أشللجار البرتقللال  وسللويقات(ل مللبللراعم أم أوراق متفتحللة بالكا

والليمللون الحللامض والجريلل  فللروت فللي المناخللات المتوسللطية المعتدلللة  إلا أن فصلللي  واليوسللفي
الربيع والخريف هما الفترتان الأمثل لأخلذ عينلات فلي المناخلات الاسلتوائية وشلبه الاسلتوائية بغيلة 

 كميلةمرتفعة من فيروس تريستيزا الحمضيات. في تلل  المناخلات  يلاحلش انخفلاض  كمياتتجميع 
لأخلذ العينلات تضلم كلل  المحبلذةخلال الصليف  وبالتلالي فلإن الفتلرة  ستسومامندرين  الفيروس في

درجلة مئويلة(  40و 35حرارتهلا بلين  درجة المواسم الخضرية  باستثناء الأيام الحارة )التي تتراوح
الجذور خلال الفترات الحارة إ ا لزم الأمر. كملا أن  منفي فصل الصيف. بيد أنه يمكن أخذ عينات 

 زهللللار أو الثمللللار )حللللين تكللللون متاحللللة( تشللللكل هللللي أيضللللا  مللللواد مناسللللبة لأخللللذ العينللللاتالأ
 (Cambra et al., 2002 .)يعتبلر نسليج سلويقة الثملرة فلي منطقلة بيلاض النبتلة  حيلا تلتقلي السلويقة و

يد  هو الأنس  لأخذ عينات عن الثمرة ومن الاشتراطات القياسية لأخذ عينلات  .بالثمرة  أو في العمُل
العادة جمع رقاقلات 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
المصابة فلي أي وقلت ملن السلنة )ولكلن يفضّلل أن يكلون  لل  خللال الفتلرة الخضلرية( ملن بلراعم 

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

 4يمكللن تخللزين البللراعم ومعللاليق الأوراق وسللويقات الثمللرات والأزهللار علللى حللرارة و 
 4 عللى حلرارةيمكلن تخلزين الثملار لشلهر واحلد و أيلام قبلل معالجتهلا. 7درجات مئوية تقريبا  حتى 

 الكميللاتدرجلات مئويللة تقريبللا . أملا اسللتخدامها بعللد هللذا الحلد الزمنللي فقللد يللثدي إللى انخفللاض فللي 
 .كا بةنتائج سلبية  إلى التشخيص طرق أن تفضيواحتمال 

 
فلي الوقلت نفسله  ثخلذ  أن تموحلدةى الاختبار كعينّة يمكن للعينات المركبة التي تخضع إلو 

واحلد ملن نبتلة واحلدة إللى عشلر ملن نبتلات المشلاتل  أو  من ورقتلين أو ملن بلرعم )عادة ما تتشكل
العرش الخضري( ملن  مختلف أنحاء عشر أوراق أو خمسة براعم عن كل شجرة بالغة مأخو ة من

)مثل المسح الروتيني لفيلروس  في بعض الظرولوأجل اختبارات التضخيم المصلية أو الجزيئية. 
بلد معين أو منطقة معينة(  يجوز اختبار نباتات  تريستيزا الحمضيات المنتشر على نطاق واسع في

متعددة في الوقت نفسه باستخدام عينة مركبة مشتقة من عدة نبتات. أما اتخا  القرار ملا بلين اختبلار 
التضخيم المصلي أو الجزيئي   طرقعينات نباتية مركبة بواسطة اختبار عينات نبتات فردية وبين 

بتللات والانتشللار المتوقللع لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات فللي الفيللروس فللي الن كميللاتفيعتمللد علللى 
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( وحدود الكشف لطريقة الاختبار المنوي تطبيقها  ومستوب اليقلين اللذي Vidal et al., 2012) المنطقة
 .المنظمة الوطنية لوقاية النباتاتتفرضه 

 
 70)سواء أكانت طازجة أم محفوظة فلي محللول الكحلول بنسلبة  حشرات المنيمكن اختبار  

 حشلرات الملنتجملع و في المائة( كلا على حلدة بغيلة كشلف وجلود فيلروس تريسلتيزا الحمضليات.
الامتصلا    أفخلا : وينصلح باسلتخدام الأفخلا مباشرة من مستوطنات مستقرة أو تصاد بواسطة 

و أفخللا  البللراعم اللاصللقة. يفضللل اسللتعمال العينللات التقليديللة بالمللاء الأصللفر أ Moericke أو أفخللا 
 التي تم جمعها للسحق في التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي 

 .(Marroquín et al., 2004) ( أو في اختبارات التضخيم الجزيئية الأخربBertolini 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  
الأجللزاء حديثلة القللص بتللأنّ علللى غشلاء مللن النِتزروسِلليلوُلوُز أو إسللتر السلليلولوز  . ثللم تضللغطقلاطع

  الاعتياديمن أجل الاختبار المصلي ودقائق.  5إلى  2لمدة  ملم( ويترك الأثر أو الدمغ ليجف 0.45)
ينبغي تنفيذ دمغتين على الأقل لكل برعم مختار )دمغة لكل من طرفلي البلرعم( أو سلويقة مختلارة  

يمكلن الاحتفلاظ بالأغشلية المدموغلة لعلدة وأو دمغة واحدة عن كلل سلويقة ورقلة أو مبليض زهلرة. 
 .أشهر في مكان جال ومظلم

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

يوصى بجمع المواد النباتيلة يلدويا  ملن أجلل تفلادي تلويلا العينلات بواسلطة المقلص. تجملع  
أنحللاء العللرش  مختلللف أو الأوراق الناضللجة مللن مللل ات الأوراق المتفتحللة بالكا البللراعم الطريللة

 Whatman 3MM و برعمللان اثنلان مباشللرة علللى ورقلةالخضلري للشللجرة. تضللغط سلويقة ورقتللين أ
ملم( أو غشاء من النايلون إيجابي الشحن. تنفذ عدة دمغات متداخلة بشكل جزئي بواسطة عدة  0.45)

(. يتلرك 2008) .Bertolini et al سنتمتر مربع تقريبا  بحسل  0.5أوراق  على ورقة أو غشاء بمساحة 
دقللائق. مللن أجللل اختبللار التضللخيم الجزيئللي  5بللين دقيقتللين والأثللر أو الدمغللة ليجللف لمللدة تتللراوح 

الفرديلة  حشلرات الملنالروتيني  ينبغي إجراء دمغة واحدة لكل سويقة ورقلة يلتم اختيارهلا. تسلحق 
  بواسللطة القعللر إيجللابي الشللحنعلللى غشللاء مللن النللايلون   1MM3Whatman مباشللرة علللى ورقللة
(. يمكلن الاحتفلاظ  2008et al.Bertolini ,) مللالعينلة بالكامن أجل تقطيلع  1إبندورلالمستدير لأنبوب 

 .بالأغشية المدموغة أو المسحوقة لعدة أشهر في مكان جال ومظلم
 

المباشللرة لإعللداد العينللات )سللواء أتعلللق الأمللر بللدمغ  الطللرقجللرب التثبللت مللن صلللاحية و 
الإعلللداد التقليلللدي ملللن دون إعلللداد المسلللتخرجات باعتبارهلللا بلللديلا  علللن  الأنسلللجة أم بسلللحقها(

 .(Vidal et al., 2012) للمستخرجات من أجل معالجة العينات
 
  إعداد المستخرجات النباتية لاختبار التضخيم المصلي والجزيئي 3-4-3
 

غ مللن المللواد النباتيللة الطازجللة قطعللا  صللغيرة بواسللطة 0.5و 0.2تقطّللع كميللة تتللراوح بللين  
لة بملادة مبيضلة ملن أجلل تفلادي انتقلال التللوث ملن أو بواسلطة مقصلات  شفرات قابلة للرملي معالجل

عينلللة إللللى أخلللرب  وتوضلللع فلللي أنبلللوب أو كللليس بلاسلللتيكي ملائلللم. يمكلللن إعلللداد المسلللتخرجات 
أمللا العينللات المخصصللة  المخصصللة للاختبللارات المصلللية ضللمن أنابيلل  أو أكيللاس بلاسللتيكية.

تيكية فرديلة ملن أجلل تفلادي انتقلال أكيلاس بلاسل فليلاختبار التضخيم الجزيئلي فيجل  أن تعلد فقلط 
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 10-15تشخيص الروتوكول ب

في محلول دارئ لاسلتخرال العينلات تتلراوح كميتله مل التلوث بين العينات. تتم مجانسة العينة بالكا
خللال  لل ( بواسلطة جهلاز كهربلائي ع المصلن أفلادوزن/حجلم  إلا فلي حلال  1:20) ملل 10و 4بين 

لمجانسللة الأنسللجة ومحدلللة صللغيرة يدويللة أو مطرقللة أو أداة أخللرب مشللابهة. إن المحلللول الللدارئ 
 7.4و 7.2لاستخرال العينات عبارة عن محلول ملحي منظم بالفوسفات بدرجة حموضة تتراوح بين 

فوسللفات ثنللائي الصللوديوم   غ؛ دوديكاهيللدرات0.2غ؛ كلوريللد البوتاسلليوم  8)كلوريللد الصللوديوم  
ديثيوكارباملاتي  ملتمم بواسلطة ديميثيللل( 1غ؛ ملاء مقطّلر  0.2غ  فوسفات أحادي البوُتلاسِليوم  2.9

فللي المائللة  أو أي محلللول دارئ آخللر مثبللت  0.2إيثللانول  مركللابتوفللي المائللة  أو  0.2 الصللوديوم
 .الصلاحية بالطرق المناسبة

 
 الاختبارات المصلية 3-5
 

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

 كلان إنتلال أجسلام مضلادة أحاديلة الكللون تخلص فيلروس ترِيسلتيزا الحمضليات تحديلدا  ووتحديده. 

(Vela et al., 1986 ؛Permar et al., 1990وغيرها )  هاراجعمن الأجسام المضادة التي Nikolaeva et al.  
قد نشأت علن الأجسلام المضلادة متعلددة  (  كفيلا  بحل مشكلة تخصص التشخيص  التي كانت1996)

إن و(  فللزادت بالتللالي الحساسللية التشخيصللية للاختبللارات المصلللية. Cambra et al., 2011) الكللون
 أو صلليغهما المثتلفللة  3CA5و  3DF1مزيجللا  مكونللا  مللن الجسللمين المضللادين أحللاديي الكلللون 

(Terrada et al., 2000 كفيل بالتعرل على كافة عزلات فيلروس ترِيسلتيزا الحمضليات التلي جلرب  )
 يرد وصف مفصلل بتلل و (.Cambra et al., 1990) إلى مجموعات دولية مختلفة اختبارها والتي تعود

Cambra et al. (2000a .) الأجسام المضادة أحادية الكلون وتحديد خصائصلها وإثبلات صللاحيتها فلي
نلتج فلي المغلرب  يتفاعلل أ 1D12و 4C1أفيد عن أن مزيجا  من الجسمين المضادين أحاديي الكللون و

توجلد ( ولكلن لا Zemzami et al., 1999) مع طائفة واسعة من سلالات فيلروس ترِيسلتيزا الحمضليات
 .بيانات متوفرة تتيح التثبت من  ل 

 
  فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر 3-5-1
 

ينفذّ فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر  الذي يعرل أيضلا  بفحلص إليلزا لللدمغ المنلاعي أو  
Garnsey et al (1993 ) الاختبللار المنللاعي لتبقيللع الأنسللجة المباشللر  بموجلل  التعليمللات الللواردة فللي

هناك مجموعة كامللة ملن الللوازم )تلم و( باستخدام الطريقة الموصوفة أدناه. 2000b) .Cambra et alو
من الدراسات المنشورة( قائمة على الجسمين  التثبت من صلاحيتها في اختبارات للأداء وفي العديد

 ,.Vela et al) يخصان فيروس تريسلتيزا الحمضليات اللذين DF1 + 3CA53الكلون المضادين أحاديي 

( تتضللمن أغشللية مدموغللة مسللبقا  مللع شللواهد إيجابيللة وسلللبية وكافللة الكواشللف والمحلللولات 1986
ثملة مجموعلة للوازم مشلابهة ولكلن غيلر . .1Plant Print Diagnòstics SL الدارئة والركيزة  متاحة ملن

 مللااسللتعان به نذيلللال  1D12و  4C1الجسللمين المضللادين مثبتللة الصلللاحية  ترتكللز علللى تفاعللل 
.et al Zebzami  (1999متاحة من  ).1Agdia. 
 

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

تحضلن لسلاعة واحلدة عللى درجلة وفلي المائلة فلي الملاء المقطلر   1ألبومين المصل البقري بنسلبة 
درجلات مئويلة )هلذا الخيلار  4رارة على حلساعة(  16حرارة البيئة المحيطة أو طيلة الليل )لحوالي 

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

 DF1 + 3CA53ملن الجسللمين المضللادين أحلاديي الكلللون الخاصللين بفيلروس تريسللتيزا الحمضلليات 
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من كل جسلم مضلاد ملل يكروغرام/م 0.1بكميتين متكافئتين )حوالي   المرتبطين بالفوسفاتاز القلوية
-3DF1 scFvأو ملللن بروتينلللي الالتحلللام الكللللون فلللي محللللول ملحلللي ملللنظم بالفوسلللفات(  يأحلللاد

AP/S + 3CA5 scFv-AP/S المعبر عنهما فلي بكتيريلا الإشلريكية القولونيلة Escherichia coli (  بالتلذوي
يسلك  المحللول المقتلرن  .(Terrada et al., 2000) المناسل  فلي المحللول الملحلي الملنظم بالفوسلفات

الأغشللية لللثلاث سللاعات علللى درجللة حللرارة البيئللة  تحضللنغطيتهللا ومللن ثللم يحتللى  علللى الأغشللية
ومن ثلم يرملى المحللول المقتلرن. تشلطف الأغشلية والمسلتوع   المحيطة مع خضها بشكل طفيف.

 7.2بواسطة محللول دارئ للغسلل )محللول ملحلي ملنظم بالفوسلفات  بدرجلة حموضلة تتلراوح بلين 
في المائة( وتغسل بواسطة الخض )يدويا  أو بواسطة آلة( لملدة  0.05بنسبة  Tween 20   مع مادة7.4و

خمس دقائق. ومن ثم يرمى المحلول الدارئ للغسلل  وتتكلرر عمليلة الغسلل ملرتين. ملن ثلم تسلك  
قلةِ -3-كلللورو-4-برومللو-5فوسللفات  1 الفوسللفاتاز القلويللة )حبللوب سلليغما ركيللزة إنللدوليل السللريع/زُرز

قلللةِ ملللل ملغ/ 0.33مللات الشلركة المصللنعّة بتركيلز نهللائي مقلداره النتروتترازوليلوم تبعلا  لتعلي ملن زُرز
إنللدوليل السللريع( علللى -3-كلللورو-4- برومللو-5مللن فوسللفات ملللل ملغ/ 0.175النتروتترازوليللوم و

)لملدة تتلراوح   بنفسلجي فلي الشلواهد الإيجلابي-الأغشية التي تحضلن إللى أن يظهلر للون أرجلواني
لتفاعلل عبلر غسلل الأغشلية بواسلطة الميلاه الجاريلة. تملدد الأغشلية ا ليلتم إيقلادقيقة(.  15و 10 بين

وتترك لتجلف. تلتم معاينلة اللدمغات بلالمجهر بمسلتوب متلدن ملن التضلخيم )ملن  ممتصّ  على ورق
بنفسلجية الللون فلي المنطقلة الوعائيلة -عشر مرات إلى عشرين مرة(. أما وجود ترسلبات أرجوانيلة
 .للمادة النباتية فيدل على وجود فيروس تريستيزا الحمضيات

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

  Cambraو Garnsey إليلزا بنلاء عللى تعليملات-ينفذ اختبار ساندويتش ثنائي الأجسام المضلادة 
قائمة على الأجسلام اللوازم من اكاملة هناك مجموعات وباستخدام الطريقة الموصوفة أدناه.  (1991)

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

)1Diagnòstics SL (3CA5 + 3DF1 )1 ,وعللى أجسلام مضلادة مختلفلة متعلددة الكللون, Agritest1Agdia(

).1, Sediag1, Loewe1Bioreba. 
 

من طبق عيار مجهري لكل عينةـ  كما تستخدم كبيبتان على الأقل للشلواهد  كبيبتانتستخدم  
 الإيجابية والسلبية. يتم إعداد محلول مخفف من الأجسام المضلادة متعلددة الكللون أو أحاديلة الكللون

(3DF1 + 3CA5) (2إللى  1من  عادة ما يتكون  )ميكروغرام/مللغ ملن الغلوبولينلات المناعيلة الإجماليلة
)كبريتيت الصوديوم  ثاللا أكسليد الكربلون   9.6حموضة  دارئ من الكربونات  بدرجة في محلول

بوُناتِ الصُّودزيوُم   1.59 ميكرولتلر إللى كلل  200ل(  وتضلال كميلة  1غ؛ ماء مقطلر   2.93غ  بِيكلرز
درجللة مئويللة  أو طيلللة الليللل )لحللوالي  37كبيبللة. يحضللن الطبللق لمللدة أربللع سللاعات علللى حللرارة 

علللى حللرارة أربلع درجللات مئويللة. تغسلل الكبيبللات ثلللاث ملرات بواسللطة محلللول دارئ  سلاعة( 16
 Tween 20   ملع ملادة7.4و 7.2للغسل )محلول ملحي منظم بالفوسفات  بدرجة حموضة تتراوح بين 

ميكرولتلر فلي  200(  بمقدار 3-4-3ومن ثم يضال المستخرل النباتي )القسم  في المائة(. 0.05بنسبة 
على حرارة أربع درجات مئوية  تغسل الأطباق لثلاث ملرات  ساعة 16كل كبيبة. بعد الحضن لمدة 

محلددة  خلائلط(. تعلدّ 1-5-3بحس  التعليمات الموصوفة لفحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر )القسم 
لملللرتبطين ا (3DF1 + 3CA5) بواسلللطة الجسلللمين المضلللادين أحلللاديي الكللللون أو متعلللددي الكللللون

فلي محللول ملحلي ملنظم مللل ميكروغرام/ 0.1بالفوسفاتاز القلوية بنس  إحللال مناسلبة )ملا يقلارب 
ميكروليتلر إللى  200فلي المائلة( ثلم يضلال مقلدار  0.5بالفوسفات مع ألبومين المصل البقري بنسلبة 

درجلة مئويلة. وملن ثلم تغسلل الأطبلاق ملرة  37يدوم الحضن ثللاث سلاعات عللى حلرارة  كل كبيبة.
(. يعلدّ محللول 1-5-3)القسلم  أخرب بحس  الطريقة الموصوفة لفحص إليلزا للدمغ الأنسلجة المباشلر

ملن مللل  97) )فوُسفات البارانِتزروفِنِيل( في ركيزة دارئلة من الفوسفاتاز القلويةملل ملغ/ 1مكوّن من 
ملللع حملللض  9.8المقطلللر  بدرجلللة حموضلللة معدللللة  ملللن الملللاءمللللل  800ثنلللائي إيتلللانول أملللين فلللي 
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 12-15تشخيص الروتوكول ب

مقللدار  مللع الملاء المقطللر( ويضلالمللل  1000الهيلدروكلوري  المركلز/ مللا يجعلل الحجللم الإجملالي 
تحضن الأطباق على درجة حرارة البيئة المحيطة وتقرأ على مستوب  ميكرولتر إلى كل كبيبة. 200
دقيقللة  أو بحسلل  تعليمللات الجهللة المللورّدة للجسللم  120 ضللمنبفواصللل منتظمللة  اتنللانومتر 405

 .المضاد أحادي الكلون المستخدم
 

تعد نتيجة فحلص إليلزا سللبية فلي حلال كلان متوسلط قيملة الكثافلة الضلوئية لكلل واحلدة ملن  
قيمة الكثافة الضوئية للشاهد السللبي  × 2أو إ ا كانت أقل من  0.1كبيبات العينات المزدوجة أقل من 

ت النباتية السليمة. وتعتبر نتيجة فحص إليزا إيجابية في حلال كلان متوسلط قيملة الكثافلة للمستخرجا
قيملة الكثافلة الضلوئية ×  2للـ  ةالعينلات المزدوجلة أكبلر أو معادللالضلوئية لكلل واحلدة ملن كبيبلات 

لللدب اسللتخدام أجسللام مضللادة أحاديللة الكلللون  مللن وللشللاهد السلللبي للمسللتخرجات النباتيللة السللليمة. 
لضروري أن تكون الشواهد السلبية مشابهة قدر الإمكان للمصفوفة الخاضعة للاختبلار فلي الطبلق ا

 .نفسه
 

 3DF1 + 3CA5 تم إثبات صلاحية الطريقة التي تستخدم الجسلمين المضلادين أحلاديي الكللون 
ترد مقارنة بين تل  الطريقة وبين . وDIAGPRO (Cambra et al., 2002)اختبار الحلقة التابع لمشروي 

 .7-3تقنيات أخرب وبارامترات التشخيص في القسم 
 

فيمللا أن بعللض مللزائج الأجسلللام المضللادة أحاديللة الكلللون تكشلللف كافللة سلللالات فيلللروس  
تريستيزا الحمضيات بشكل محدد وحساس وموثلوق بله  هنلاك أجسلام مضلادة متعلددة الكللون غيلر 

إضلافية فلي  طلرق. للذا يحبلذ اسلتخدام (Cambra et al., 2011) محلدودةمتخصصة كملا أن حساسليتها 
الحللالات التللي اسللتخدمت فيهللا أجسللام مضللادة متعللددة الكلللون فللي اختبللار للمقايسللة  وحللين تفللرض 

 .درجة إضافية من اليقين في تحديد فيروس تريستيزا الحمضيات المنظمة الوطنية لوقاية النباتات
 
  الاختبارات الجزيئية 3-6
 

لِيوُتيللدات الحمللض النللووي  ملللبعللد أن أصللبح التسلسللل الكا  الجينللومي لفيللروس  الرّيبلليلنوُكز
ملن  ددتريستيزا الحمضيات متاحا   وضلعت إجلراءات تشخيصلية مختلفلة قائملة عللى الكشلف المخل

تكميلية للحمض النووي  مسابرللفيروس  بما في  ل  التهجين الجزيئي مع  الرّيبيلحمض النووي ا
عللى التفاعلل المتسلسلل للبلوليميراز  قائملة طلرقعلدة   ومكمّلال الرّيبيأو الحمض النووي  مكمّلال

علللى التفاعلل المتسلسللل  القائملة الطللرق(. إن تلل  Moreno et al., 2008) باسلتخدام النسلخ العكسللي
التقييم للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي  قد حسنت بدرجة كبيرة حساسية الكشف  فأتاحت 

للفيلروس فلي الأنسلجة المصلابة للحمضليات أو فلي أصللنال  الرّيبليالكملي لنسلخ الحملض النلووي 
ملن شلأن اسلتخدام تقنيلة عاليلة  (.Bertolini et al., 2008) الناقللة لفيلروس تريسلتيزا الحمضليات الملن

دون  أن يحللول  نلليالآالإنتاجيللة مللن قبيللل التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام النسللخ العكسللي 
)مثل اللرحلان الكهربلائي بلالهلام( ملا يجعلله بالتلالي أسلري  كملا أن   الحاجة إلى أية معالجة لاحق

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

باستثناء التفاعل المتسلسل للبلوليميراز باسلتخدام إنلزيم النسلخ العكسلي للاصلطياد المنلاعي  
 الرّيبللي(  ينبغللي اسللتخرال الحمللض النللووي الرّيبللي)الللذي لا يسللتوج  عللزل الحمللض النللووي 

بواسطة البروتوكولات  ات الصلاحية المثبتة بالطرق المناسبة. يج  وضع العينلات داخلل أكيلاس 
يمكلن والتللوث بلين الواحلدة والأخلرب خللال عمليلة الاسلتخرال.  منلعمنفصللة ملن أجلل بلاستيكية 

أجزاء الأنسجة المدموغة أو الأجزاء المسحوقة ملن الملواد  وأأيضا  لمستخرجات النباتات المنقطة  
أو أغشللية مللن النللايلون وأن تحلللل بواسللطة التفاعللل المتسلسللل  نشللالالنباتيللة أن تثبلّلت علللى ورق 

(. لا ينصح باسلتخدام عينلات Bertolini et al., 2008) نيالآراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي للبوليمي
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في التفاعل المتسلسل للبوليميراز التقليدي  فبسب  قلة حساسليته مقارنلة  منقطة أو مدموغة الأنسجة
لى نتائج سللبية   قد يفضي  ل  إنيالآبالتفاعل 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 الصلاحية بلالطرق  الرّيبيعلى تنقية الحمض  
. الجهة المصلنعّةتبعا  لتعليمات  الرّيبيالملائمة  أو باستخدام مجموعة لوازم لتنقية الحمض النووي 

( أو مفضللةدرجلة تحلت الصلفر ) 70عللى حلرارة  المسلتخرل الرّيبييج  تخزين الحمض النووي 
ينبغلي تخلزين كميلات وملن علام واحلد.  لأقللدرجة تحت الصفر إلى أن يستخدم كنمو ل  و ل   20

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

 
حقيقللا  لهللذه . تالرّيبللييعتبللر الاصللطياد المنللاعي خيللارا  بللديلا  عللن تنقيللة الحمللض النللووي  

 جسللمينمللن الملللل ميكروغرام/ 1مللن  مكللوّنمللن الأجسللام المضللادة  مللزيج مخفللف العمليللة  يعللدّ 
  3DF1 + 3CA5بفيللللللروس تريسللللللتيزا الحمضلللللليات ) ينالكلللللللون الخاصلللللل يمتعللللللدد ينالمضللللللاد

ميكروغرام/مللل( فللي محلللول دارئ مللن الكربونللات  بدرجللة حموضللة  0.5+ ملللل ميكروغرام/ 0.5
بونات(. ملن ثلمّ يلوزي ملزيج للاطلاي على تركيبة المحلول الدارئ من الكر 2-5-3القسم  انظر) 9.6
الأنابيل  لملدة ثللاث  وتحضنميكرولتر في كل أنبوب(  100دقيقة )على أنابي   ينالمضاد لجسمينا

درجلة مئويلة. تغسلل الأنابيل  المغلفلة بالأجسلام المضلادة لملرتين بواسلطة  37ساعات على حلرارة 
درجللة تتللراوح مللنظم بالفوسللفات  )محلللول ملحللي  للغسللل عقلليممحلللول دارئ  ميكرولتللر مللن 150

للاطللاي عللى  3-4-3 القسلم انظرفي المائة؛  0.05بنسبة  Tween 20   مع مادة7.4و 7.2بين  تهحموض
مللن الخيللارات الممكنللة لتنقيللة المسللتخرل النبللاتي وتركيبللة المحلللول الملحللي المللنظم بالفوسللفات(. 

ورقلي أو اسلتخدامه مباشلرة  فلتلرأو الترشيح بواسلطة  بالطرد المركزيميكرولتر( الاستعانة  100)
كمستخرل خام فتوزي أجزاء متكافئة منه على الأنابي  الدقيقة المغلفلة بالأجسلام المضلادة. تحضلن 

 درجلة مئويلة. وبعلد مرحللة 37أو لساعتين على حلرارة  جليد علىالأنابي  لمدة لا تقل عن ساعتين 
ملن محللول  اميكرولتلر 150الاصطياد المناعي هلذه  تغسلل الأنابيل  الدقيقلة ثللاث ملرات بواسلطة 

 مكمّللللغسلل. وسلول يجلري داخلل هلذه الأنابيل  المغسلولة توليلف الحملض النلووي ال عقيمدارئ 
 .وتضخيم التفاعل المتسلسل للبوليميراز

 

 مكمّلتوليف الحمض النووي ال 3-6-1-3

 
ه لليس سلهلا   فملن المحبلذ توليلف حملض خلال تخزينل الرّيبيالحمض النووي  حفشبما أن  
يمكللن حفظلله لفتللرات طويلللة مللع شللروط بالحللد الأدنللى فيمللا خللص الحللرارة  مقارنللة  مكمّلللنللووي 

هنلاك مجموعلات للوازم تجاريلة علدة متاحلة و. الرّيبليبالاشتراطات التلي تخلص الحملض النلووي 
 .مكمّللتوليف الحمض النووي ال
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 14-15تشخيص الروتوكول ب

 التفاعل المتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي للاصطياد المناعي 3-6-2
 

 :( البادئتان هما1999وآخرين ) Olmos بحس  
 

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 التفاعل المتسلسلل للبلوليميراز باسلتخدام إنلزيم النسلخ العكسلي ملن: ملاء فلائق  
ميكرولتللللر؛ كلوريللللد المغنزيللللوم  2.5  10×  العازلللللة البلمللللرة دنللللا تللللاقميكرولتللللر؛  14.3النقللللاء  

 ميكرولتللللر؛ 1.25ميلمللللولار   5ميكرولتللللر؛ نكليوتيللللدات ثلاثيللللة الفوسللللفات  1.5  اميليمللللولار 25
 Triton X-100  ميكرولتللر؛ بادئللة 2فللي المائللة   4بنسللبة PIN1 25 ميكرولتللر؛  1  اميكرومللولار

؛ أنللزيم اميكرولتللر 1.25ثنُللائِيُّ ميثيللل سللفوُكسِلليد   مللادة ميكرولتللر؛ 1  اميكرومللولار PIN2  25ةبادئلل
ميكرولتلر؛ بلوليميراز الحملض النلووي للمسللتحرة  0.1وحلدة/ميكرولتر   AMV 10 النسلخ العكسلي

ميكرولتللرا ( مباشللرة علللى  25ميكرولتللر. يضللال خللليط تفللاعلي ) 0.1وحللدات/ميكرولتر   5 المائيللة
للتفاعللل المتسلسللل  التللدويرأمللا بللارامترات  الأنابيلل  الدقيقللة المغسللولة المغلفللة بالأجسللام المضللادة.

درجلة  92دقيقلة  و 45درجة مئويلة لملدة  42 ي فهي كالتالي:للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكس
درجللة مئويللة لمللدة  60و ثانيللة 30درجللة مئويللة لمللدة  92دورة مللن ) 40مئويللة لمللدة دقيقتللين  تعقبهمللا 

 درجلة مئويلة 72درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة( مع مرحلة إطاللة أخيلرة عللى حلرارة  72ثانية و 30

درجات مئوية. أما حجم الأمبليكلون المتوقلع فيبللغ  8دقائق تعقبها مرحلة تبريد على حرارة  10لمدة 
 .زول قواعد 131
 

التابع لمشلروي )بروتوكلولات التشلخيص اختبار الحلقة تم التثبت من صلاحية الطريقة في  
مللع التقنيللات (. تللرد مقارنللة Cambra et al., 2002) DIAGPRO الضللارة للنباتللات(  للكائنللات الحيللة

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

 المناعي في أنبوب مغلق واحد
 

 :( البادئات هي1999)   .Olmos et alبحس  
 

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’ 

 
ملن أجلل التفاعلل المتسلسلل للبلوليميراز باسلتخدام مللل  0.5 تهإن أداة تقسيم أنبوب دقيق سع 

Olmos et al.   (1999 .)الموصلوفة فليإنزيم النسخ العكسي المتلداخل فلي أنبلوب مغللق واحلد  هلي 
يتألف الخليط الرئيسي للتفاعل المتسلسلل للبلوليميراز باسلتخدام إنلزيم النسلخ العكسلي ملن ملزيجين 

 :تفاعليين  هما
 
 البلملرة دنلا تلاق؛ اميكرولتلر 15.8)يلقى في قعر الأنبوب الدقيق(: ماء فلائق النقلاء   المزيج ألف""

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

ميكرولتللر؛  0.6  اتميكرومللولار PEX2 25 ميكرولتللر؛ بادئللة 0.6  اميكرومللولار PEX1 25  بادئللة



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 15-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

وحلللدات/ميكرولتر   AMV  10ميكرولتلللر؛ أنلللزيم النسلللخ العكسلللي 1.5 سللفوُكسِللليد ثنُلللائِيُّ ميثيلللل 
 .ميكرولتر 0.5وحدات/ميكرولتر   5بوليميراز الحمض النووي للمستحرة المائية وميكرولتر؛  0.2
 
 دنلا تلاقميكرولتلر؛  2.6مخروطي الشكل(: ماء فائق النقلاء   المستوع )يوضع في  المزيج باء""

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

 .ميكرولتر 3.2  اميليمولار 25
 

للتفاعلل المتسلسلل للبلوليميراز باسلتخدام إنلزيم النسلخ العكسلي فهلي  التدويرأما بارامترات  
درجلة  92) من دورة 25درجة مئوية لمدة دقيقتين تعقبها  92دقيقة و 45مئوية لمدة  درجة 42كالتالي: 

بعلد هلذه  درجلة مئويلة لملدة دقيقلة واحلدة(. 72ثانيلة و 30درجة مئوية لملدة  45ثانية و 30مئوية لمدة 
 الأوللللللللللللللللى  يخضلللللللللللللللع الأنبلللللللللللللللوب لحركلللللللللللللللة دواميلللللللللللللللة وطلللللللللللللللاردة المرحللللللللللللللللة

عمليلة التضلخيم الأوللى.  منتجلاتبثوان( ملن أجلل خللط الملزيج بلاء  5دورة في الدقيقة لمدة  6000)
مرة أخرب فيجري التفاعل على الشلكل التلالي: ( Thermal cycler) ومن ثم يوضع الأنبوب في جهاز

درجلة مئويلة لملدة  72ثانيلة و 30درجة مئوية لملدة  60ثانية  و 30لمدة  درجة مئوية 92دورة من ) 40
درجة مئوية لمدة عشر دقائق تعقبها مرحلة  72دقيقة واحدة( مع مرحلة استطالة أخيرة على حرارة 

 .زول قواعد 131 درجات مئوية. ويبلغ الحجم المتوقع للأمبليكون 8تبريد على حرارة 
 

 DIAGPRO التلللللابع لمشلللللرويالحلقلللللة تلللللم التثبلللللت ملللللن صللللللاحية هلللللذه الطريقلللللة فلللللي اختبلللللار 
 (Cambra et al., 2002) . 7-3 القسمالتقنيات الأخرب 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 للللدب اسلللتخدام كواشلللف أو 

 . المختلفة
 

التفاعل المتسلسل للبلوليميراز باسلتخدام إنلزيم النسلخ العكسلي التقليلدي ملن  تطبيقفي حال  
أجل كشف فيروس تريستيزا الحمضيات  ينصح بتطبيق التفاعل الخا  بالاصطياد المنلاعي. فلإن 

. كا بلةالتفاعل التقليدي من دون الاصلطياد المنلاعي لا يكلون حساسلا  وقلد يفضلي إللى نتلائج سللبية 
 .في حساسية التفاعل التقليدي كابحةل معواجود أن يثثر ومل ويحت
 

تكللون نتيجللة اختبللار عينللة مللا سلللبية فللي حللال تعللذر كشللف الأمبليكللون الخللا  بفيللروس  
شللف فللي الشللواهد تريسللتيزا الحمضلليات بللالحجم المتوقللع فللي العينللة قيللد الاختبللار  مللع أنلله قللد كُ 

ل كشلف الأمبليكلون الخلا  بلالفيروس فلي حلا الإيجابية. تعد نتيجة الاختبار على عينلة ملا إيجابيلة
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
 

  نليالآجرب وصف مقايستين للتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي  
 Saponari et al. (2008.) ( فيما وصف الأخرب2008) .Bertolini et al  الأولى من قبل

 



15بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 16-15تشخيص الروتوكول ب

 :هيالبادئتان والمسبار  Bertolini et al. (2008) بحس  
 

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 المتسلسلل للبلوليميراز  25نهائية تبلغ  ةكميّ نفذ التفاعل في يُ  
-AgPath-ID One خلليطميكرولتلر؛  0.95ملن: ملاء فلائق النقلاء   نليالآباستخدام إنزيم النسخ العكسي 

MixPCR Master -Step RT × 2 ملن (1Applied Biosystems) 12.5 التفاعلل  ميكرولتلر؛ خلليط أنزيملات
 UTR1 10′3 ميكرولتلللر؛ بادئلللة 1  25× المتسلسلللل للبلللوليميراز باسلللتخدام إنلللزيم النسلللخ العكسلللي 

 181Tميكرولتللر؛ مسللبار  2.4  اتميكرومللولار UTR2 10′3 ميكرولتللر؛ بادئللة 2.4  اتميكرومللولار
 الرّيبليملن الحملض النلووي  اتميكرولتلر 5ميكرولتلر؛  0.75  اتميكروملولار FAM   5بلـملدموغ 

. أملا بلارامترات نليالآمن خليط التفاعل  ا  ميكرولتر 20المستخرل أو المحرر من غشاء مضافا  إلى 
 45درجة مئوية لمدة عشر دقائق تعقبها  95درجة مئوية لمدة عشر دقائق و 45دورات التفاعل فهي: 

درجة مئوية لمدة دقيقة واحلدة(. ويبللغ الحجلم المتوقلع  60ثانية و 15درجة مئوية لمدة  95دورة من )
 .زول قواعد 95للأمبليكون 

 
  0.98رت نسلللبة حساسلللية التشلللخيص بلللـ قلللدّ للللدمغ الأنسلللجة   نللليالآفيملللا خلللص التفاعلللل  

 (.Vidal et al., 2012) تباعلا   0.021و 6.63ونسبة الأرجحية الإيجابية والسلبية بلـ  0.85وخصوصيته بـ 
ملن أجلل دملغ الأنسلجة يشلكل التقنيلة الأكثلر  نليالآتدل بارامترات التشخيص تل  على أن التفاعلل 

حساسية لدب مقارنته بفحلص إليلزا للدمغ الأنسلجة المباشلر  الأملر اللذي يثبلت صللاحية اسلتخدامه 
خلللو أيللة مللادة لتقيلليم  والتوصللية بللهزا الحمضلليات للكشللف والتشللخيص الللروتينيين لفيللروس تريسللتي

توب حساسلية هلذه التقنيلة التحليلل اللدقيق ارتفلاي مسل حيتلي نباتية من فيروس تريستيزا الحمضليات.
للعينللات المركبللة )التللي تصللل إلللى عشللر أشللجار أو نبتللات مشللاتل( كعينللة تشخيصللية واحللدة حينمللا 
تختبر في أي موسم ملن السلنة  ويتليح أيضلا  تحليلل أصلنال الأرقلات ملن أجلل الكشلف علن وجلود 

طلاي عللى بلارامترات التشلخيص من أجل الاو الكميات المتدنية من فيروس تريستيزا الحمضيات.
 .7-3القسم  انظرمن أجل دمغ الأنسجة   نيالآالإضافية للتثبت من صلاحية التفاعل 

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

 
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 
ميكرولتلر؛ مجملوعتي  6.6ملن: ملاء فلائق النقلاء   نليالآللبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسلي 

الرئيسي لإنلزيم  ميكرولتر؛ الخليط iScript One-Step RT-PCR Kit for Probes (Bio-Rad 1 )12.5 لوازم
  P25R بادئلةميكرولتلر؛  1ميكروملولار   P25F  10 ميكرولتلر؛ بادئلة 0.5  (iScript) النسلخ العكسلي

ميكرولتللللر؛  0.4  اتميكرومللللولار CTV-CY55  ؛ مسللللباراتميكرولتللللر 2  اتميكرومللللولار 10

                                                 
د  هذا في بروتوكول التشخيص توصى  1 الطرق )بما فيهلا الإشلارة إللى أسلماء العلاملات التجاريلة( كملا نشلرت  وهلذه تحلدِّ

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

اشلف والملواد الكيميائيلة والمعلدات الموافقلة عليهلا دون غيرهلا ملن الكو هذه كيميائية أو معدات في بروتوكولات التشخيص

التي يمكن أن تكون مناسبة أيضا . ويمكلن تعلديل الإجلراءات المختبريلة اللواردة فلي هلذه البروتوكلولات بملا يناسل  معلايير 

  المختبرات الفردية  شريطة التثبت منها على النحو الوافي.



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 17-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 المسللللتخرل أو المحللللرر مللللن غشللللاء مضللللافا   الرّيبلللليمللللن الحمللللض النللللووي  اتميكرولتللللر 2و
درجلة مئويلة  55هلي: فأملا بلارامترات دورات التفاعلل  .نليالآمن خليط التفاعلل  ا  ميكرولتر 23إلى 

ثانيللة  15درجللة مئويلة لمللدة  95دورة ملن ) 40دقللائق تعقبهللا  5درجلة مئويللة لملدة  95لملدة دقيقتللين  و
 .زول قواعد 101أما الحجم المتوقع للأمبليكون فهو  ثانية(. 30درجة مئوية لمدة  59و
 

 النتلائجتشخيص )أي الحساسية والخصوصية والدقة ونسل  أرجحيلة  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
 

بحسل  نلوي -ملائملة  شلواهدنتيجة الاختبار التي تم التوصل إليها  ينبغي تنلاول ب يأُخدلكي  
لكل سلسلة من سلسلات عزل حمض النلواة وتضلخيمه -الاختبار المستخدم ودرجة اليقين المطلوبة 
بالنسلبة إللى التفاعلل المتسلسلل للبلوليميراز باسلتخدام و لففة المستهدفة أو حمض النواة المستهدل.

شلاهد إيجلابي لحملض    يتألف الحد الأدنلى ملن الشلواهد واجبلة الاسلتخدام ملنيإنزيم النسخ العكس
 (.النواة وشاهد سلبي للتضخيم )لا شاهد نمو ل

 
)بغلض يستخدم هلذا الشلاهد لرصلد كفلاءة طريقلة الاختبلار  .الشاهد الإيجابي لحمض النواة 

النظر عن عملية الاستخرال( والتضخيم  في التفاعل المتسلسل للبلوليميراز باسلتخدام إنلزيم النسلخ 
يجوز استخدام حمض نلووي ريبلي معلد مسلبقا  )مخلزّن( أو ملواد نباتيلة مصلابة بفيلروس  .العكسي

د المخلزن أو الملوا الرّيبليعلى الحملض النلووي ويج   تريستيزا الحمضيات مدموغة على غشاء.
ملن أجلل التثبلت ملن جلودة الشلاهد ملع  بصورة دورية للتحققالمعدةّ المصابة بالفيروس  الخضوي 

 .الطويلة التخزين فترات
 

بالنسبة إلى التفاعل المتسلسلل للبلوليميراز باسلتخدام إنلزيم النسلخ العكسلي  .الشاهد الداخلي 
التلابع  المرسلال الرّيبلي(  يجلوز إدرال الحملض النلووي 2008)  .Saponari et al اللذي وصلفه نليالآ

بروتوكلول التفاعلل كشلاهد داخللي ملن أجلل  ضمن NADH dehydrogenase 5 (nad5) التنبئيةللجينة 
جراء فشل استخرال حمض النواة أو فساده أو وجود   للتفاعل كا بةاستبعاد احتمال أية نتائج سلبية 

مللن العوائللل  ينبغللي التحللوط لعللدم تلويللا المختبللر بللالحمض  لوبمللا أن هللذا الهللد كللوابح للتفاعللل.
 .رد فعل الشاهد الداخليب كا بة ثقةلأمر الذي قد يثدي إلى ا nad5 النووي لجينة

 
يعتبلر هلذا الشلاهد ضلروريا  ملن أجلل التفاعلل  .شاهد نملوج(  لاالشاهد السلبي للتضخيم ) 

مللن أجللل اسللتبعاد  نلليالآالتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي التقليللدي و
مرحللة التضلخيم   للدبو جراء التلوث خلال مرحللة إعلداد ملزيج التفاعلل. كا بةالنتائج الإيجابية ال

لليازمن إنزيم  يضال ماء ملائم للتفاعل وخال  .كان قد استخدم لإعداد مزيج التفاعل  ريبوُنوُكز
 

يستخدم هذا الشاهد لضمان إتاحة حمض النواة المستهدل الذي  شاهد الاستخرا( الإيجابي. 
تللم اسللتخراجه بالكميللة والجللودة الكللافيتين للتفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ 

يستخرل حمض النواة ملن النسليج العائلل المصلاب و هدل.العكسي  وإمكانية كشف الفيروس المست
 .قد لدغها فيروس ترِيستيزا الحمضيات تات أو حشرات سليمةابالفيروس أو من أنسجة نب

 
تحللوط لللدب عمليللة التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي  يجلل  ال 

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



15بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 18-15تشخيص الروتوكول ب

 
يستخدم هذا الشاهد لرصد التلوث خللال اسلتخرال حملض النلواة  شاهد الاستخرا( السلبي. 

ينطوي هذا الشلاهد عللى حملض نلواة اسلتخرل ملن نسليج عائلل  و/أو رد الفعل إزاء النسيج العائل.
متعددة حين تكون العينات الإيجابية  يوصى باستخدام شواهدو غير مصاب فخضع من ثم للتضخيم.

 .متوقعة بأعداد كبيرة
 
التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراخ باسللتخدام إنللزيم النسللق العكسللي الت ليللدي والتفاعلللل  3-6-7-1

  المتسلسل للبوليميراخ باستخدام إنزيم النسق العكسي للاصطياد المناعي
 

  لعكسي الخا  بالممرضلاتإنزيم النسخ ا التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدامب دّ لا يعت 
 :إلا إ ا

 
  أنتج الشاهد الإيجابي أمبليكونا  للفيروس بالحجم المناس ؛ (1)

لم ينتج الشاهد السلبي للاسلتخرال والشلاهد السللبي للتضلخيم أمبليكونلات للفيلروس بلالحجم  (2)
  .المناس 

 
 الرّيبليللحملض النلووي  الشلاهد اللداخلي للجينلة المتقدريلة افي حلال اسلتخدمت كلذل  بادئتل 
 CTC CAG-′5: ةعكسلي  GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3′-′5: أماميلة) (nad5) المرسلال

TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3′ ثلم شلاهد الاسلتخرال السللبي زول قاعدة(  ومن  181  منتج من
النباتي السليم( )في حال استخدامه(  والشاهد الإيجابي وكل ملن عينلات الاختبلار يجل  أن  ج)النسي

أما عجز العينات عن التضخم بواسطة بادئات الشواهد الداخليلة  زول قاعدة. 115تنتج أمبليكونا  من 
ج قللد فشللل  أو أنلله لللم يكللن مللدرجا  فللي مللزي الرّيبلليفيشللير مللثلا  إلللى أن اسللتخرال الحمللض النللووي 

أن هلذا  المسلتخرل أو الرّيبليالتفاعل  أو أن مركبات كابحة للتفاعل موجلودة فلي الحملض النلووي 
 .فسدالأخير قد 

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

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

الخللا   نلليالآلا يعتبللر التفاعللل المتسلسللل للبللوليميراز باسللتخدام إنللزيم النسللخ العكسللي  
 :بالممرضات موثوقا  به إلا إ ا

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

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

 
ينبغلي  ويعتبر اختبار عينة ما إيجابيا  في حال أنتج منحنى تضخيم نمو جيا  بطريقة مطردة. 

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

الللذي أجرتلله عشللرة  DIAGPRO (Cambra et al., 2002)اختبللار الحلقللة التللابع لمشللروي فللي  
مختبرات مستعينة بمجموعة من عشر عينات مرمّزة تتضمن عينلات علن أنسلجة مصلابة بفيلروس 
تريستيزا الحمضيات وعينلات علن أنسلجة سلليمة تعلود إللى المجموعلة التلي يملكهلا معهلد البحلوث 



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 19-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  كان اختبار إليزا المباشر لدمغ الأنسلجة بواسلطة الجسلمين المضلادين (IVIA) الزراعية في فالنسيا
في المائة )عدد النتائج الإيجابية والسلبية الحقيقية التلي  99دقيقا  بنسبة  3DF1 + 3CA5أحاديي الكلون 

 تفوقت نسلبة الدقلة هلذه عللى النسلبة تقنية/عدد العينات التي جرب اختبارها(.ا بواسطة هتم تشخيص
فللي المائللة(  98بلغللت دقتلله الللذي إليللزا ) -دةار سللاندويتش ثنللائي الأجسللام المضللاالتللي حققهللا اختبلل

بلغلت دقتله الذي والتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي للاصطياد المناعي )
ي المتللداخل فلي المائلة( والتفاعللل المتسلسلل للبللوليميراز المتلداخل باسللتخدام إنلزيم النسللخ العكسل 94

كللان مسللتوب و فللي المائللة(. 89بلغللت دقتلله الللذي للاصللطياد المنللاعي  داخللل أنبللوب مغلللق واحللد )
قلد سلية التقنيلات الأخلرب آنفلة اللذكر فيملا أن حسا 0.98حساسية اختبار إليزا لدمغ الأنسجة المباشر 

بلغلت درجللة تخصلص التشللخيص لاختبللار و .(Vidal et al., 2012) تباعللا   0.93و 0.96و 0.96بلغلت 
 0.91و 1.0فيمللا أن تخصللص تشللخيص التقنيللات الأخللرب قللد بلللغ  1.0إليللزا لللدمغ الأنسللجة المباشللر 

 الإيجابيللة )الاختبللارات الإيجابيللة التلي تنطللوي علللى المللرض؛ القيمللة التنبثيلةبلغللت و تباعلا . 0.82و
(Sackett et al., 1991 لإليزا للدمغ الأنسلجة المباشلر )الإيجابيلة للتقنيلات  القيملة التنبثيلة  فيملا أن 1.0

لإليلزا  ((Sackett et al., 1991 السللبية القيمة التنبثيلةوبلغت  تباعا . 0.89و 0.94و 1.0الأخرب قد بلغت 
 0.88و 0.94و 0.95السللبية للتقنيلات الأخلرب  التنبثيلةالقيملة فيما بلغلت   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) باستخدام إنزيم النسخ العكسي المتداخل للاصطياد المناعي
Ruiz-García et al. (2005)   وبتحليله كذل  بإثبات صلاحية فحص إليزا لدمغ الأنسجة المباشر

دة من حيا 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   97النظام 

 أحاديي الكلوندمغ الأنسجة المباشر بواسطة الجسمين المضادين ل تمت مقارنة إليزا وأقل كلفة.

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

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 مستوب انتشار الفيروس  الاختبار
 

  تحديد السلالات العدائية لفيروس تريستيزا الحمضيات -4
 

فيروس ترِيستيزا الحمضيات اختبلارا  بيولوجيلا  أو مصلليا  أو جزيئيلا  يتطل  تحديد سلالات  
 .للتضخيم

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

ولا يللزال  علللى عللدائيتها  بمللا أن فيللروس ترِيسللتيزا الحمضلليات هللو نمللط ظللاهري. الفيللروس بنللاء
 البيولوجي المرتفلع لفيلروس تريسلتيزا الحمضليات مجهلولا  بدرجلة كبيلرةالأساس الوراثي للتنوي 

(Moreno et al., 2008.) تلداعياتال ور البيوللوجي لتنوعله ولا سليماولا يعلرل الكثيلر كلذل  علن اللد 
 يلللتم توصللليفها بعلللدفضللللا  علللن  لللل  فلللإن أصلللنال تركيباتللله الوراثيلللة لللم  ائتلافللله. الناجمللة علللن

(Harper, 2013.)  اسللتخدمت مجموعللة واسللعة مللن الطللرق الجزيئيللة مللن أجللل التمييللز بللين مختلللف
 الرّيبليسلالات فيروس تريستيزا الحمضيات  بما فيها التهجين الجزيئي  وأنماط الحملض النلووي 



15بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 20-15تشخيص الروتوكول ب

المضللخم للفيللروس  والتضللخيم  مكمّلللثنائيللة الجديلللة  وتحاليللل مقللاطع الحصللر للحمللض النللووي ال
للبوليميراز لمناطق مختلفة من الجينوم  والتفاعل المتسلسلل للبلوليميراز بواسطة التفاعل المتسلسل 

  وتسلسلل الجينلوم وإعلادة تسلسلل التصلفيفات (Yokomi et al., 2010؛ Moreno et al., 2008) نليالآ
وفللي فتللرة غيللر بعيللدة  جللرت محللاولات لإجللراء تحاليللل متتابعللة للمقايسللات المناعيللة  المصللغرة.

 .(Licciardello et al., 2012) الكهربائي الشلعري لتعلدد الأشلكال أحلادي الجديللة للأنزيمات والرحلان
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 يقتصلر عللى 
 .لبحوثغايات ا

 
قلد  الأخلرب غيلر السللسلللة   فلإن التقنيلاتاللوراثي والبيوللوجي للفيلروس التنويونظرا  إلى  

وإن استخدام التسلسل العميلق  اللذي  تفضي إلى نتائج مضللة لدب محاولة تحديد سلالات الفيروس.
أن تسلسلل  بيلد يعرل أيضا  بتسلسل الجيل التالي قد يقدم بسرعة معلومات عن التسلسلل الجينلومي.

وكليوتيللدات الفيلللروس لا يمكلللن أن يتصلللل بعللد بالخصلللائص البيولوجيلللة للسللللالة وبسللللوكها )أي ن
فئلات  إللىوعللى اللرغم ملن أن سللالات الفيلروس قلد صلنفت وقسلمت  عدائيتها وقابليتها للانتقال(.

يلرة  بحس  تنوعها المظهري وعدائيتها ومجموعة عوائلها وتركيبة محلدد الأنتيجلين وفلي فتلرة أخ
للم يظهلر أي تلرابط واضلح ملع (Moreno et al., 2008) عبلر الهويلة التسلسللية لجينلة واحلدة أو أكثلر

 (.Harper, 2013) السلوك البيولوجي
 

أما الطلرق الموصلى بهلا للحصلول عللى معلوملات متعلقلة بالخصلائص البيولوجيلة لسللالة  
 (:2معينة من فيروس ترِيستيزا الحمضيات فهي )الشكل 

 
الفهرسللللة البيولوجيللللة التللللي تسللللتعين بمجموعللللة مللللن النباتللللات المسللللتخدمة كمثشللللرات  (1)

لتقييم تنقر  (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.) 

تعلرل تي تلالMCA13  (Permar et al., 1990)  ملع الجسلم المضلاد أحلادي الكللون التفاعليلة (2)
محدد الأنتيجين المحفوظ حفظا  جيدا  في السلالات الحادة )العدائية( للفيروس والمفقود  على

الفعلل يلرتبط رد و .(Pappu, et al., 1993) )الأقلل عدائيلة( للفيلروس المعتدللةفلي السللالات 
على التسب  بتدهور الأشجار المطعمة على جذر البرتقلال  ارتباطا  قويا  بالقدرة MCA13  مع

معظم سللالات فيلروس ترِيسلتيزا الحمضليات التلي تنلتج تنقلرا  و المر أو الليمون الحامض.
 .MCA13 في سوق الجري  فروت أو البرتقال الحلو  تتجاوب مع

 
  فهرسة البيولوجيةال 4-1
 

الإجللراءات ة لفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات الفهرسللة البيولوجيللة للسلللالات العدائيلل تتبللع 
 .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  
  تتضللمن أغشللية مدمغللة مسللبقا  مللع شللواهد سلللبية وإيجابيللة وكافللة (MCA1) تريسللتيزا الحمضلليات



15بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 21-15بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

ملا الطريقلة فهلي . أ1Plant Print Diagnòstics SL .الكواشف والمحلولات الدارئة والركيزة  متاحلة ملن
 .كالتالي

 
ضللاد عللد محلللول مللن الجسللم الميُ  .1-5-3الأغشللية مدموغللة النسلليج ومجمللدة كمللا فللي القسللم  

المللرتبط بالفوسللفاتاز القلويللة ( MCA13) أحللادي الكلللون الخللا  بفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات
مللنظم بالفوسللفات( ويسللك  علللى الأغشللية حتللى  فللي محلللول ملحلليملللل ميكروغرام/ 0.1)حللوالي 

درجة حلرارة البيئلة المحيطلة ملع خضلها  علىيغطيها  ومن ثم تحضن الأغشية لمدة ثلاث ساعات 
فللي  عمليللة غسللل وتظهيللر الأغشللية وقللراءة النتللائج وتفسلليرها فهللي نفسللها الموصللوفةأمللا  برفللق.
بنفسجية صغيرة عادة في المنطقة الوعائية للمادة النباتية  -إن وجود رواس  أرجوانية .1-5-3 القسم

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

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

 . 1Diagnòstics SLPlant Printمتاحة من ( 13MCA) الكلون الخا  بفيروس تريستيزا الحمضيات
 

يضللال الجسلم المضلاد أحلادي الكلللون  .2-5-3تلتم عمليلة التغليلف بحسلل  ملا يصلفها القسلم  
المرتبط بالفوسفاتاز القلويلة كمقتلرن عللى درجلة ( MCA13) الخا  بفيروس تريستيزا الحمضيات

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

 .2-5-3 القسمبحس  ما يصفها 
 

  السجلات -5
 

ملن المعيلار اللدولي  5-2 القسميج  الاحتفاظ بالسجلات والبراهين بالطريقة الموصوفة في  
 .()بروتوكولات التشخيص لففات الخاضعة للوائح 27 رقم لتدابير الصحة النباتية

 
أخلرب بنتلائج التشلخيص  لا سليما حلالات متعاقلدة وفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطلرال  

بلالمواد عدم الامتثال  وحيا يكون الفيروس موجودا  في منطقة ملا للملرة الأوللى  ينبغلي الاحتفلاظ 
 :التالية الإضافية  إن كانت  ات صلة  بطريقة تضمن الاقتفاء

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

 .بالتجميد وحفظها على درجة حرارة البيئة المحيطة

مئويلة تحلت  درجلة 80عللى حلرارة  الرّيبليينبغي الاحتفاظ بمستخرجات الحملض النلووي  -
منقطلة  عللى ورق أو سلتخرجات نباتيلة مو/أو  الصفر و/أو أجزاء ملن الأنسلجة المدموغلة

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

ينبغي حفش منتجات التضخيم للتفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنلزيم النسلخ العكسلي  -
 .درجة مئوية تحت الصفر 20 على حرارة

 



15بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 22-15تشخيص الروتوكول ب

 للحصول على معلومات إضافية جهات الاتصال -6
 

 :يمكن الحصول على معلومات إضافية بشأن هذا البروتوكول على 
 

Centro de Protección Vegetal, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Carretera 

Moncada-Náquera km 4.5, 46113 Moncada (Valencia), Spain (Mariano Cambra;  

e-mail: mcambra@ivia.es or mcambra@mcambra.es) 

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

Sul (UFRGS), Avenida Bento Gonçalves 7712, 91540-000 Porto Alegre, Brazil 

(Edson Bertolini; e-mail: edson.bertolini@ufrgs.br; tel.: +55 (51) 3308 8100).  
 

APHIS-USDA-PPQ-CPHST, 4700 River Road, Riverdale, MD 20737, United States (Laurene Levy; 
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لوقايلة النباتلات   الوطنيلةيمكن التقدم بطل  لتنقيح بروتوكول للتشخيص من قبل المنظمات  

أو المنظمات الإقليمية لوقاية النباتلات أو الأجهلزة الفرعيلة لهيئلة تلدابير الصلحة النباتيلة ملن خللال 
يلق التقنلي المعنلي وهي بدورها تحيله إلى الفر  (ippc@fao.org) أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 .ببروتوكولات التشخيص
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القسلم الآنلف((؛  انظلرالصحة الحيوانية والنباتيلة التابعلة للوزارة الزراعلة فلي الولايلات المتحلدة( )
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Inc)). 
 

 التللابعوقللد خضللعت معظللم التقنيللات الللوارد وصللفها فللي هللذه الوثيقللة إلللى اختبللار الحلقللة  
عهلد مع مولهلا الالمملول ملن الاتحلاد الأوروبلي  أو خضلعت للتقيليم فلي مشلاري DIAGPRO مشرويل

ووزارة الزراعللة والأغذيللة والبيئللة فللي ( INIA) الللوطني للتفتلليش والتكنولوجيللا الزراعيللة والغذائيللة
  .إسبانيا
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 المراجع -8
 

إن المعلايير الدوليلة لتلدابير  يشير هذا الملحق إلى المعلايير الدوليلة لتلدابير الصلحة النباتيلة. 
 الدوليلللللللة للصلللللللحة النباتيلللللللة عللللللللى العنلللللللوانعللللللللى البوابلللللللة  الصلللللللحة النباتيلللللللة متاحلللللللة
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 الأشكال -9
 

 
 

( متلازمللة تريسللتيزا أو لللفأ)(: CTV) أعللراض الإصللابة بفيللروس تريسللتيزا الحمضلليات -1الشللكل
البرتقلال المللر المصلاب بلالفيروس )جهللة  صللأتلدهور حاللة شلجرة البرتقللال الحللو المطعملة علللى 

( الانهيللار أو التللدهور السللريع لشللجرة اءاليسللار( وشللجرة خاليللة مللن الأعللراض )جهللة اليمللين(؛ )بلل
لجريل  الفلروت ( تنقلر عللى جلذي شلجرة ايمالبرتقال المر؛ )ج صلأالجري  فروت المطعمة على 

جلراء سللالة عدائيلة لفيلروس تريسلتيزا الحمضليات؛ ( Troyer) سترانج ترويلر صلأالمطعمة على 
( تنقر على جلذي شلجرة البرتقلال الحللو اء( تنقر شديد على أغصان شجرة الجري  فروت؛ )هال)د

مصلابة ( تقلزم ملحلوظ عللى أشلجار البرتقلال الحللو الواومنلدرين كليوبلاترا و) صلأالمطعمة على 
جهلة اليملين( مقارنلة ( )Carrizo) سترانج كلاريز صلأبفيروس تريستيزا الحمضيات المطعمة على 

 (.بشجرة سليمة )جهة اليسار
 

؛ الصلورة M. Cambra ( تقدملةاء  هليم  جلاء؛ الصلور )بلP. Moreno ( تقدملةللفالصلورة )أ 
وجميعهلا ملن معهلد فالنسليا  .J.A. Pinaو M. Cambra ( تقدملةاو؛ الصلورة )وL. Navarro ( تقدملةال)د

 .  مونكادا  إسبانيا (IVIA) للبحوث الزراعية
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سلاندويتش  DAS وتحديلده عملية كشلف فيلروس ترِيسلتيزا الحمضلياتمخطط بياني يبين  -2الشكل 
الاصللطياد IC نزيم(؛)الفحللص المنللاعي المللرتبط بللالأ  إليللزا( ELISA) الأجسللام المضللادة؛ يثنللائ

 .النزسزخ العكسي RTالتفاعل المتسلسل للبوليميراز   PCR المناعي؛
 

  

 لا أعراض

التثبت بواسطة اختبارات 
المصلي أو للتضخيم التحري 

 الجزيئي 

 عراضأ
 نمو جية

 نتيجة إيجابية

 نتيجة سلبية
النبتة العائلة 

بفيروس مصابة 
تريستيزا 
 الحمضيات

 نتيجة سلبية

نتيجة إيجابية بناء على 
واحد من الاختبارات 

 المثكدة 

النبتة العائلة غير 
مصابة بفيروس 

تريستيزا 
 الحمضيات

 اختبارات التضخيم الجزيئية  الاختبارات المصلي الفهرسة البيولوجية 

 

 

 

 النبتة العائلة التي تظهر عليها أعراض الإصابة أو يشتبه بإصابتها بالأعراض

 
 
 
 

تطعيم نبتات خشبية 
 دالةّ

 ( 3-3نظر القسم ا)

 
 

 فحص إليزا لدمغ الأنسجة مع
 الأجسام المضادة أحادية الكلون

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

إليزا مع  -الأجسام المضادة 
أجسام مضادة أحادية الكلون أو 

 متعددة الكلون 
 (2-5-3نظر القسم ا)

تفاعل البوليميراز التسلسلي 
إنزيم النسخ العكسي باستخدام 

 للاصطياد المناعي
 (2-6-3ظر القسم ان)

تفاعل البوليميراز التسلسلي  أو
باستخدام إنزيم النسخ العكسي 
 المتداخل للاصطياد المناعي

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

للبوليميراز باستخدام إنزيم 
 الآني النسخ العكسي

 (5-6-3نظر القسم ا)

 

 عراضألا
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سلاندويتش  DAS وتحديلده كشلف فيلروس ترِيسلتيزا الحمضليات عمليلةمخطط بياني يبين  -3الشكل 
 (.إليزا )الفحص المناعي المرتبط بالإنزيم ELISA ثنائي الأجسام المضادة؛

  

 تحديد فيروس تِريستيزا الحمضيات
 بواسطة الاختبارات البيولوجية أو المصلية

 
 الفهرسة البيولوجية

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

 
 الاختبارات المصلية

 الأنسجةفحص إليزا لدمغ 
 (1-2-4نظر القسم ا)

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

أعراض تن ر السوق و/أو 
 الشتولاصفرار 

 إيجابية

ف ط السلالات 
المؤدية إلى تدهور 

 النبتة

 سلالة عدائية 
)تحفز على التراجع وتتسب  

 اصفرارو/أو بتنقر السوق 
 (الشتول
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 مراحل النشر
 .هذه الفقرة لا تشكل جزءا  رسميا  من المعيار

المعللايير بتقللديم الموضللوي الأساسللي: فيللروس تِريسللتيزا قامللت لجنللة  11-2004
 (.021-2004الحمضيات )

قامت الدورة الأوللى لهيئلة تلدابير الصلحة النباتيلة بإضلافة الموضلوي  04-2006
  (.009-2006إلى برنامج العمل: الفيروسات والبلازما النباتية )

( بإضللافة 2006قامللت الللدورة الأولللى لهيئللة تللدابير الصللحة النباتيللة ) 04-2006
 (.008-2006) موضوي برنامج العمل: الخيطيات

 مشاورة الخبراء 04-2014
وافقللللت لجنللللة المعللللايير علللللى رفللللع الموضللللوي لمشللللاورة الأعضللللاء  01-201

(2015_eSC_May_02) 
 مشاورة الأعضاء 02-2015
قاملللللت المجموعلللللة التحريريلللللة المعنيلللللة ببروتوكلللللولات التشلللللخيص  12-2015

بروتوكلللول التشلللخيص وبتقلللديم الأجوبلللة عللللى تعليقلللات باسلللتعراض مسلللودة 
 الأعضاء

خللال فتلرة الإبللاغ  عليه رض الموضوي على لجنة المعايير للموافقةعُ  11-2015
 (eTPDP_Feb_02_2016) عن بروتوكول التشخيص

صدور قرار إلكتروني عن لجنلة المعلايير للموافقلة عليله عللى أن يرفلع  03-2016
ل بللللللللاغ علللللللن بروتوكلللللللول التشلللللللخيص  يوملللللللا   45خلللللللال فتلللللللرة اللللللللـ 

(2016_eSC_May_10) 

اعتملدت لجنلة المعلايير بروتوكلول التشلخيص نيابلة علن هيئلة تلدابير  08-2016
 .(الصحة النباتية )بدون تلقي أي اعتراضات

فيللللروس تِريسللللتيزا  15المرفللللق  27المعيللللار الللللدولي لتللللدابير الصللللحة النباتيللللة 
(. روما  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتلات  منظملة الأغذيلة 2016الحمضيات )
 .والزراعة

(   علما 12) اخدت هيئة تدابير الصحة النباتية   في دورتها 2017-04:
 .بالتعديلات التحريرية المقترحة من قبل مجموعة مراجعة اللغة العربية

الترجمة التابعة لمجموعة مراجعة اللغة الخاصة راجعت خدمات 2018-01 

باللغة العربية برتوكول التشخيص هذا وقامت أمانة الاتفاقية الدولية 

ل لذل .  لوقاية النبات بدمج التعديلات وفقا

 2018( في CPM-13: الدورة الثالثة عشر لهيئة تدابير الصحة النباتية )2018-04

 غات راجعت هذا الملحق.أحيطت علما  بأن مجموعة مراجعة الل

 .2قامت أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات بتصحيح خطأ في الشكل  :01-2019
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