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2 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -2ب ت   

 معلومات حول الآفة -1

وتم الإبلاغ لأول مرة فاكهة النواة. ل الفيروسااااية مراضالأالشاااااركا )جدري الخوو( هو أحد أخطر 
وتم وصااااااف  بضن  مرض  1918-1917في بلغاريا في الفترة  Prunus domesticaعن هذا المرض في 
كبيرة من أوروبا  أنحاء. وانتشااار الفيرون منذ  لل الحين بشاااكل مط رد في 1932فيروساااي في عام 

الأدنى. وظهر الفيرون بتوزيع محدود في أمريكا الجنوبية  والشاارقوحول حوض البحر المتوساا  
؛ والمركز الدولي 2006وأمريكا الشمالية وآسيا )منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوس ، 

 (.2018للزراعة والعلوم البيولوجية، 

 المنتجةعلى النباتات  (Plum pox virus)الذي يسااابب  فيرون جدري الخوو  الشااااركامرض  ويؤثر
لة لجنس برونون  فاكهة المشاااااام Rosaceae)عائ بح في إحدار أضاااااارار كبيرة ل  (. وهو يتساااااا

(Prunus. armeniacaوالاباارقاوق الأوروباي ،) (P. domestica والاباارقاوق الاياااابااااناي، والاخااوو ،)
(P. persica وP. salicina لأن  يقلل من الجودة ويتساااابح في سااااقوط ال مرة قبل نضااااجها. وتشااااير )

التقديرات إلى أن تكاليف مكافحة الشاااركا في جميع أنحاء العالم منذ ساابعينات القرن الماضااي تزيد 
 .(Cambra et al., 2006b) مليون يورو 10 000على 

حد أفراد جنس  (Plum pox virus)وفيرون جدري الخوو  لة فيروساااااااات  Potyvirusهو أ عائ في 
Potyviridae نانو متر  700نحو  تبلغ. وجسااايمات الفيرون عبارة عن عصااايات مرنةx 11  نانو متر

 2000نيوكليوتيد يغطيها نحو  10 000وهي مكونة من جزيء من الرنا الوحيدة الجديلة وتضااااام نحو 
 Plum)(. وينتقل فيرون جدري الخوو García et al., 2014وحدة فرعية من غطاء بروتيني وحيد )

pox virus)  في الحقول لفترة وجيزة عن طريق حشااااارة المنّ، ولكن حركة المواد النباتية المصاااااابة
ولم يتضكد بعد انتقال  المنتشاارة تم ل الطريقة الرئيسااية التي ينتشاار بها الفيرون على مسااافات بعيدة.

 ويمكن(. Pasquini and Barba, 2006; Ilardi and Tavazza, 2015الفيرون من خلال البذور واللقاح )
 Prunusأن ينتقل فيرون جدري الخوو بشااكل ميكانيكي، في ظروف تجريبية، إلى العديد من أنوا  

 Nicotianaو ،Chenopodium foetidumو ،Arabidopsis thaliana م ل العشااااابية النباتاتمن  والعديد

benthamiana، وNicotiana clevelandii، وNicotiana glutinosa و Pisum sativum 
(Barba et al., 2011.) 

من  سااالالات تساااع ضااامن (Plum pox virus)فيرون جدري الخوو  عزلاتويمكن، حاليا، تصااانيف 
 :واحد صلأ

D (Dideron) ،M (Marcus) ،C (Cherry) ،EA (El Amar) ،W (Winona)  ومتحدةRec 

(Recombinant) .) T (Turkish)، وCR  و(، روسي)كرزAn (Ancestor Marcus )(James et al., 2013) .
 الكائنات ونطاق مراضية،لإا والقدرة العوارض، حيث منوقد تختلف  ،يةجينوم تسلسلات وللسلالات
( Plum pox virusوتنتمي معظم عزلات فيرون جدري الخوو ). الأرقة انتقال وقابلية والوباء المعيلة،

( أن تصيبا بسهولة Plum pox virusلفيرون جدري الخوو ) Mو D. ويمكن لسلالتي Mو Dلسلالتين ل
 تانالسلال هاتان المشم  والبرقوق، ولكنهما تتباينان في قدرتهما على إصابة أنوا  الخوو. وتتباين

ضوبئة أسر  وأعراضا  أشد مما بعموما  M ةعزل تتسبحّ حيثالإمراضية؛  تهمامن حيث قدر أيضا  
فهي  EAأما عزلات . P. Salicinaو P. Persicaو P. domesticaو P. armeniacaفي  Dزلات تسبب  ع

تقتصر جغرافيا  على مصر ولا يتاح سوى القليل من المعلومات عن تضثيراتها الوبائية وخصائصها 
 (Prunus aviumالكرز الحلو ) البيولوجية. وقد تم تحديد عدد من عزلات الفيرون التي تصيح نوعي

ل هذه العزلات ( Prunus. cerasusالكرز الحمضي )و  سلالتينفي العديد من البلدان الأوروبية. وتشكِّّ
غير عادي من فيرون جدري الكشف عن نو   . وتمPPV-CR و PPV-C مابضنه ماتم تعريفه تينمميَّز

 سلالة  يم ِّّل  ( وهوPPV-W( في كندا )P. domesticaالبرقوق الأوروبي ) في (Plum pox virusالخوو )
 في PPV-Wوتمّ الكشف منذ  لل الحين عن  (.Plum pox virusمن فيرون جدري الخوو ) ةمختلف

فإن الأنوا  الناجمة عن الاتحاد  ،وإضافة إلى  لل(. James et al., 2013العديد من البلدان في أوروبا )
تتسم  هيو PPV-Rec( تسمى Plum pox virusلفيرون جدري الخوو ) Mو D سلالتينالالطبيعي بين 
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 في تركيا recombinant سلالةوأفادت التقارير بوجود نو  جديد من  .D سلالةلبسلوك وبائي مماثل 
 واقتراح  PPV-Anوصف عزلة وحيدة من  وتمّ T (Ulubaş Serçe et al., 2009 .) وعُرّفت بضنها سلالة

 الكرز من جديدة سلالة اقتراح يتم ولمPPV-M (Palmisano et al., 2012 .) لفيرون محتمل كضصل
 CR (Chirkov et al., 2016.) ولا Cلا  ،(Tatالحامض المكيفّ )

(، بما في  لل Plum pox virusفيرون جدري الخوو ) معلومات إضافية عن علىويمكن الحصول 
والمركز الدولي للزراعة والعلوم  Barba et al. (2011)الرسوم التوضيحية لأعراض المرض، من 

 ( وب 2018و 2006 ،2004(، ومنظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوس  )2018البيولوجية )

(2014 )García et al. ( 2018و) PaDIL. 

 معلومات تصنيفية -2

 (PPV)اختصارا  ( Plum pox virusفيرون جدري الخوو ) :الاسم
 فيرون الشاركا  المرادف:

 Potyviridae ، Potyvirus :الوضع التصنيفي
 .الشاركا ،جدري الخوو  الأسماء الشائعة:

 الهوية وتحديد الكشف -3

باسااتخدام الاختبارات البيولوجية أو المصاالية ( Plum pox virus)ويمكن كشااف فيرون جدري الخوو 
اختبارا مصليا أو جزيئيا. والاختبار المصلي أو الجزيئي  الفيرونهوية  تحديدأو الجزيئية؛ ويقتضي 

هو المقتضى الأدنى لكشف وتحديد هوية الفيرون )و لل م لا  أثناء التشخيص الروتيني لآفة منتشرة 
تات  با ية الن لد ما(. وفي الحالات التي تشااااااترط فيها المنظمة القطرية لوقا على نطاق واسااااااع في ب

نساابة لتحديد هوية الفيرون )م ل كشااف الفيرون في منطقة غير معروف الاطمئنان إلى مدى أبعد بال
أن  يتواجد فيها أو كشاااااف  في شاااااحنة صاااااادرة عن بلد من المعلن أنها خالية من الفيرون( فإن  يجوز 
إجراء اختبارات إضااااافية. وينبغي، حي ما تم تحديد هوية الفيرون في المرة الأولى باسااااتخدام طريقة 

منطقة  تساااتهدفأمكن طريقة جزيئية  اإ  ات حسااااساااية تحليلية عالية، أو  ةطريق ىإل اللجوءجزيئية، 
 المصااالية الطرق  لل فيبما  ،جينوم مختلفة أو تسااالسااال الجينوم. كما يجوز إجراء اختبارات إضاااافية

لتحديد سااالالة الفيرون الموجود. وفي جميع  المساااتخدمة الطرق أو البروتين عناصااار تساااتهدف التي
سام التالية التقنيات الموصى  تشملح أن الحالات، يج الاختبارات ضواب  إيجابية وسلبية. وتبين الأق

 بها.

بروتوكول التشاااااخيص هذا الطرق المترساااااخة للكشاااااف عن فيرون جدري الخوو  يصاااااف كذلل،
اساااتخُدمت بعض التقنيات الجديدة والمتقدمة للكشاااف عن فيرون جدري الخوو  وقدوتحديد هويت . 

 وتسااالسااال(  ,b2006Varga and James) 1التضاااخيم المتسااااوي الحرارة بواساااطة العروةاختبار م ل 
 تساالساال على بعد كامل بشااكللم تتم المصااادقة لكن بما أن   (.Rodamilans et al., 2014) الجديد الجيل
 عن الروتيني للكشاااااف كضدوات وةاختبار التضاااااخيم المتسااااااوي الحرارة بواساااااطة العرو الجديد الجيل
 بروتوكولات في التقنيات هذه تدُرج لم لوصاافها، منشااورة ببروتوكولات مرفقة   الخوو، جدري فيرون

 .التشخيص

الأسااماء التجارية  إلى الإشااارة  لل في)بما  الطرق وصااف يجري ،هذا التشااخيص بروتوكول وفي
سخ  سية أو التخصص و/أو قابلية الن شورة، إ  أنها تحدد المستوى الأصلي للحسا بحسح ما هي من

                                                      
 م ل البراءات نظاماختبار التضااخيم المتساااوي الحرارة بواسااطة العروة بصااورة منتظمة في منطقة تعتمد اسااتعمال  لدى  1

 ،278,410,6US)البراءات رقم  الأمريكيااةالمتحاادة  والولايااات( 424,139,4و 441,974,3و ،358,313,3 رقم)البراءات  اليااابااان
 والصين( 2,287,338و 2,045,337و 1,873,260و ،1,020,534 رقم)البراءات  الأوروبي والاتحاد ،(US7,494,790و US6,974,670و

 والاتحاااد ،(779160 رقم)البراءة  وأسااااااتراليااا ،(0612551-10 رقم)البراءة  كوريااا وجمهوريااة( ZL008818262 رقم)البراءة 
 قبل Eiken Chemical Co., Ltd شااركة من ترخيصااا   المسااتخدمون يتلقى أن الضااروري من ،(2,252,964 رقم)البراءة  الروسااي
 .استخدام 
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4 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -2ب ت   

الذي تم بلوغ . ويجوز تعديل الإجراءات المخبرية الواردة في البروتوكولات لكي تتواءم مع معايير 
 .المختبرات الفردية، شريطة المصادقة عليها بالشكل المناسح

 مضيفةال النباتات قنطا 3-1

( بسهولة أشجار الفاكهة من Plum pox virusالطبيعية، يصيح فيرون جدري الخوو ) الظروففي 
وتشااااامل  المساااااتخدمة كضنوا  تجارية أو فساااااائل جذرية:( Rosaceae)عائلة  Prunusجنس شاااااجرة 

والخوو البري  أنوا  المشااام ، والبرقوق الأوروبي والياباني، والخوو،الكبيرة  المضااايفة النباتات
 .Pو (،P. marianna(، وبرقوق ماريانا )P. mahaleb(، وكريز المحلح )P. davidianaالصاااااايني )

mume و P. persica و P. salicina  فيرون جدري الخوو  من ساااالالات وهناكهجينة بينها.  وأنوا
(C وCR( التي تصاااااايح بشااااااكل طبيعي الكرز الحلو والكرز الحامض )James et al., 2013) وقد .

. (Llácer and Cambra, 2006بفيرون جدري الخوو ) (P. dulcisيصاااااب في بعض الأحيان اللوز )
البرية أو المستخدمة في الزينة من قبيل الكريز  Prunusكما يصيح الفيرون الك ير من أنوا  فاكهة 

 .Pالقزمي ) (، واللوزP. cistenaوكرز الرماااال الأرجواني الأوراق )(، P. besseyiالكنااادي )

glandulosa( والإجاص ،)P. insititiaوكرز الغار ،) (P. laurocerasus والبرقوق البري الشاااااائل ،)
(P. spinosa( وكااريااز ناااانااكااياانااغ ،)P. tomentosaوالاالااوز الاازهااري ،) (P. triloba) (James and 

Thompson, 2006) وفي ظروف التجااارب، يمكن نقاال فيرون جاادري الخوو ميكااانيكيااا  إلى عاادة .
  (1نظر القسم ا) والعديد من النباتات العشبية spp Prunusأنو  من 

 الأعراض 3-2

حاء، والتويجات فات، والل جدري الخوو على الأوراق، والخل مار، قد تظهر أعراض فيرون  ، وال 
والنواة. والمعتاد أن تظهر الأعراض بوضوح على الأوراق في بداية موسم النمو، وتشمل الأعراض 

خطوط أو حلقات مصااااافرة؛ وزوال لون العروق أو  أوبقع  وظهورظهور لون أخضااااار فاتح خفيف؛ 
راض اصفرارها؛ أو حتى تشوه الأوراق. وبعض هذه الأعراض التي تظهر على الأوراق تشب  الأع

 التي تساااااااببهاااا فيروساااااااااات أخرى م ااال فيرون التبرق  النطااااقي على البرقوق الأمريكي
(American plum line pattern virus ومن أعراض النو .)P. cerasifera ‘GF 31’   ظهور تفلن بني

 بلون الصدأ وتشقق اللحاء.

ر وأعراضالتويجات  على( زهرية خطوطزوال اللون ) أعراض الأزهار تشاامل وقد  الأزهار تكسااّ
(Barba et al., 2011 .)في بعض أنوا  الخوو عناادمااا تصاااااااااب  الأعراض هااذه تظهر أن ويمكن

( المصابة P. glandulosa) أو في بروزوبيس جلاندولوسا PPV-Mبفيرون جدري الخوو من سلالة 
 . PPV-Dبفيرون جدري الخوو من سلالة 

وتظهر على ال مار المصابة بقع صفراء أو حلقات أو أشكال طولية  ات لون أصفر فاتح. وقد تتشوه 
ال مار أو تصااابح غير منتظمة في شاااكلها وتتكون عليها مناطق بنية أو نخرية تحت الحلقات الباهتة. 

 ، تشاااب  التشاااوهاتP. domesticaو P. armeniacaوبعض التشاااوهات التي تصااايح الفاكهة وخاصاااة 
الناجمة عن الإصاااابة بفيرون بقع الشاااحوب اليخضاااوري في أوراق التفاح. وقد يظهر على ال مار 
غ لحُ ال مرة وانخفاض جودتها. وفي الحالات الشديدة، تسق  ال مار  المصابة اسمرار داخلي وتصمُّ

ضح المصابة قبل الأوان من الأشجار. ويظهر عموما  على ثمار الأنوا  المبكرة النضج أعراض أو
 P. armeniacaعلى نواة ثمار  عادة   من الأعراض التي تظهر على الأنوا  المتضخرة النضج. وتظهر

يمكن تسويق الكحول أو المواد الروحية المنتجة من ال مار  المريضة حلقات أو بقع باهتة نمطية. ولا
 المصابة بسبح نكهتها غير المستساغة. 

الفيرون يبقى  وقديتوقفان بقوة على النبات المضيف والأحوال المتاخمة؛  حدت ووتطور المرض 
 كامنا لعدة سنوات في المناو البارد.
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مشااااهدة الأعراض على نباتات مضااايفة مختلفة م لا  على الموقع الشااابكي لقاعدة البيانات  يمكن كما
 المتوساااااا  ضالأبي البحر ومنطقااة أوروبااا في النباااتااات حمااايااةالعااالميااة الخاااصااااااااة بمنظمااة 

(000https://gd.eppo.int/taxon/PPV.) 
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و  ’P. cerasifera ‘GF 31 والنباتات الدالة الرئيسااية المسااتخدمة لفهرسااة الفيرون هي فسااائل الصاانف
P. persica ‘GF 305’ ،وP. persica  P. davidiana Nemaguard أو ،P. tomentosa . الحصااااولويتم 

على النباتات الدالة من البذور، حيث تزر  في خلي  من التربة الجيدة الصاارف ويتم الاحتفاظ بها في 
درجة مئوية حتى تكبر بدرجة تكفي  25و 18صاااوبة مقاومة للحشااارات في درجة حرارة تتراوح بين 

مليمترات(.  4و 3ساااااانتيمترا  ويتراوح قطرها بين  30- 25لطعمها )يصااااااال ارتفاعها في العادة إلى 
بطعم من النباتات الدالة. ويجح طعم النباتات  Prunusويمكن، كبديل، تطعيم فسااااائل أخرى من فاكهة 

(، باساااتخدام ما لا يقل عن أربع Desvignes, 1999)الدالة باساااتخدام الطرق التقليدية م ل طعم البراعم 
نسااااااخ متكررة لكل نبات دال. ويتم الاحتفاظ بالنباتات الدالة المطعمة في نفس الظروف، ويتم تقليمها 

(. Gentit, 2006بعد ثلاثة أسااابيع بحيث لا يزيد ارتفاعها عن بضااعة ساانتيمترات فوق الطعمة العلوية )
أسااااااابيع على الأقل. ويلاح  ظهور  سااااااتةطعمة لمراقبة الأعراض لمدة وينبغي معاينة النباتات الم

أساااابيع، ويجح مقارنتها  4-3الأعراض، وبخاصاااة خطوط وأشاااكال صااافراء، على النمو الجديد بعد 
بالضااااواب  الإيجابية والصااااحية. ويمكن الاطلا  على صااااور للأعراض الناجمة عن الفيرون التي 

 .Gentit (2006)و .Damsteegt et  al (2007 ،1997) في تظهر على النباتات الدالة

التطعيم أو حساااااساااايت  أو موثوقيت . وتسااااتخدم  تخصااااصولا توجد أي بيانات كمية منشااااورة عن 
طريقة حساااسااة للكشااف. على أن هذه  وتعتبرالطريقة على نطاق واسااع في نظُم إصاادار الشااهادات 

(، ولا يمكن التطعيمالطريقة ليساااااات اختبارا  سااااااريعا  )يتطلح ظهور الأعراض عدة أسااااااابيع بعد 
ستخدامها شجار التطعيم حيث تتطلح مرافق متخصصة من قبيل الصوب التي يتم  ا إلا في اختبار أ

أعراض العوامل القابلة للانتقال فيها التحكم بدرجات الحرارة، وقد تختل  الأعراض المشااااااهدة مع 
بواسااطة التطعيم. فضاالا عن  لل، هناك ساالالات لا تظهر عليها الأعراض ومن ثم لا يمكن كشاافها 

 على النباتات الدالة.

 ,.Barba et al) الخوو جدري فيرون عن البيولوجي للكشف العشبية النباتات استخدام أيضا   ويمكن

 (.1القسم  نظرا) عديدة عشبية  اأنو إلى يكيا  ميكان الفيرون لينتق أن ويمكن(. 2011

 العينات للاختبارات المصلية والجزيئية  أخذ 3-4

 31الصاااحة النباتية رقم  لتدابيربشاااضن منهجيات أخذ العينّات في المعيار الدولي  عامة توجيهات تتاح

 لآفةأخذ العينّات من الشاااااحنات(. وفي بعض الظروف )أي خلال التشاااااخيص الروتيني  منهجيات)

 كبيرةنباتات عديدة بشااكل متزامن باسااتخدام عينّة (، يمكن اختبار البلد فيمتوطنة على نطاق واسااع 

باتات.  باتات باختبار القرار ويتوقفمنب قة من عدد من الن  الفيرون تركّز على متعددة أو فردية ن

ومسااتوى اليقين الذي تفرضاا  المنظمة الوطنية لوقاية النباتات. وغالبا  ما تشُااحن المواد  النباتات في

 القشااارة نسااايج. وفي هذه الحالة، يمكن اساااتخدام البراعم أو سااااكنة كقطعالنباتية الخاصاااة بالخوو 

 .للاختبار مباشرة  ( اللحاء أجزاء)

 في تضخذ أن للعينّات وينبغي. الخوو جدري يرونف لكشااف الأهمية حاساام للعينات الملائم والاختيار

خلال موساااام  يةالمناخ الظروف وبخاصااااة المحلية، يةالمناخ والظروف الفيرون بيولوجيا الاعتبار

حاال وجود الأعراض العاادياة، ينبغي جمع العينّاات من الأزهاار، والأوراق أو ال ماار  وفيالنمو. 

 البراعمتظهر عليها الأعراض. وأمّا في النباتات الخالية من الأعراض، ينبغي أخذ العينّات من  التي

 من تجُمع بالكامل، ومتفتحة ناضااااجة أوراق  ات تكونعلى الأقل و من العمر ساااانة تبلغالفتية التي 

 من نةالساا دون تكون التي الفتية البراعم في موثوق غير)الكشااف  الرئيسااية الأغصااان من كل وساا 

https://gd.eppo.int/taxon/PPV000
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(. كما ويجح أخذ العينات من أربعة مواقع مختلفة على الأقل )م لا ، من أربعة أغصاااااااان أو العمر

أربع أوراق( في كل نبتة؛ هذا حاساااااام الأهمية نظرا  إلى التوزّ  غير المتسااااااااوي لفيرون جدري 

ن أخذ يجح ولاالخوو.  . الحرارة درجات في الأكبر الارتفا  تشااااااهد التيخلال الأشااااااهر  اتالعيّ

 العينات على الاختبارات من موثوقية أقل الخريف فصاااااال في جمعها يتم عيّنات على فالاختبارات

التي يتم جمعها في وقت ساااااابق من فصااااال الربيع. ومن المساااااتحسااااان أن تجُمع المواد النباتية من 

و براعم فتية فصاال الربيع، يمكن للعينات أن تكون أزهارا ، أ يالشااجرة. فف قمةالأجزاء الداخلية من 

 ات أوراق متفتحة بالكامل، أو ثمارا . وأما في الصيف والخريف، فيمكن استخدام الأوراق الناضجة 

التعبئة للتحليل. وفي الصاااايف، يمكن اختبار  دورال مار الناضااااجة التي تجُمع من الحقل أو  قشاااارةو

تفاعل أو  البوليميريز المتسااالسااالتفاعل  – العكسااايلنساااخ ا باساااتخدامالبراعم من الأجزاء السااااكنة 

لة لاختبار الأوراق الناضاااجة.  ،البلمرة المتسااالسااال الآني تخزين  ويمكنسااايما أنها التقنيات المفضاااّ

 أيام عشارة لمدة مئوية درجات أربع تبلغ بحرارةالأزهار، والأوراق، والبراعم الفتية وقشارة ال مار 

 قبل مئوية درجات أربع عند شااااااهر لمدة رال ما تخزين يمكن كذلل،. تجهيزقبل ال أقصااااااى كحدّ 

 من القاعدي الجزء من اللحاء أنساااااجة أو سااااااكنةال البراعم اساااااتخدام يمكن. وفي الشاااااتاء، التجهيز

 الكاملة للاختبار. الدارباتأو  الأغصان،أو البراعم الفتية أو  ،الأغصان الصغيرة

 الكشف وتحديد الهوية بالطرق المصلية 3-5

مساااتصاااوبة بدرجة كبيرة في فحص عدد كبير  بالإنزيماتالمرتبطة  المناعيةاختبارات الممتصاااات 
 من العينات.

غرام تقريبا  من المادة النباتية الطازجة وتقطع  0.5إلى  0.2ولتجهيز العينة على سبيل الم ال، يوزن 
بلاساااتيكي. وتتم مجانساااة العينة بمعدل لدرء  كيسإلى أجزاء صاااغيرة وتوضاااع في أنبوب ملائم أو 

حسبما يوصي ب  مصنعّ عدةّ اختبارات الممتصات  )أو (v/w 1:2) ملليلترات 10-4الاستخلاص يبلغ 
أو مدحاة يدوية، أو  الأنساااااجة لمجانساااااة كهربائيباساااااتخدام جهاز  بالإنزيمات(المرتبطة  المناعية

مطرقة، أو أداة أخرى مماثلة. ويتضلف عامل درء الاستخلاص من محلول ملحي مدروء بالفوسفات 
(PBS) pH 7.2–7.4  يدون و 2يحتوي على يل بيرول ئة من بولي فين ما ئة من دي يو  0.2في ال ما في ال

وينبغي مجانساة  .ملائم بديل(، أو عامل درء Cambra et al., 1994كاربامات ثنائي إثيل الصاوديوم )
 المادة النباتية تماما  واستخدامها طازجة.

اختبار الممتصاااات المناعية المرتبطة باينزيمات  ير المبا ااارر لشاااطيرر سنائي الأج اااا   3-5-1
 المضادر

غير المباشااارة لشاااطيرة ثنائي الأجساااام المضاااادة اختبار الممتصاااات المناعية المرتبطة بالإنزيمات 
DASI-ELISA ، الأجسااام المضااادة  ثلاثيالذي يساامى أيضااا  شااطيرة(TAS)-ELISA ينبغي إجراؤه ،

 5B-IVIAباساااتخدام جسااام مضااااد محدد أحادي الكلون م ل  Cambra et al. (1994)وفقا  لما جاء في 
 وفقا  للتعليمات المحدَّدة من الجهة الصانعة.

شف 5B-IVIA (MAb) الجسم المضاد الأحادي الكلون الوحيد أن تبينّو جميع سلالات  معظم أو يكت
من سلالة  عزلات 5B-IVIA (MAb)وسوف يكشف  (.Cambra et al., 2006aفيرون جدري الخوو )

CR،  ــــب الاعتراف تعزيز بهدف 6.0 درجة حموضة لتحليل المستخرجاتإنما ينبغي تعديل MAb 

5B-IVIA(Glasa et al., 2013; Chirkov et al., 2013) .المتكيفة المفترضة السلالةأيضا  كشف  ويمكن 
 PPV-An(. إنما لم تتم الإفادة عن كشااف Chirkov et al., 2016) MAb 5B-IVIA بواسااطة الكرز مع

 MAb 5B-IVIA (Palmisano et al., 2012.) باستخدام

 عشرمختبرا  باستخدام مجموعة من  17أجراه  (Harju et al., 2000) حلقيال DIAGPRO وفي اختبار
 PPV-D ،PPV-M )من ساااالالة (Plum pox virus)عينات مصااااابة بفيرون جدري الخوو  تتضاااامن

 DASI-ELISA، كانت طريقة وإساااااابانيامن فرنسااااااا  على السااااااواء ( وعينات سااااااليمةPPV-D+Mو
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في المائة )عدد النتائج السلبية الصحيحة والنتائج الإيجابية  95دقيقة بنسبة  MAb 5B-IVIA باستخدام
عدد العينات المختبرة(. وكانت هذه الدقة أكبر من الدقة التي ب المقسومةالصحيحة المشخصة بالتقنية/

 تحققت سااااااواء باسااااااتخدام تفاعل إنزيم البلمرة المتساااااالسااااااال للنسااااااخ العكسااااااي لأساااااار المناعة
(IC-RT-PCR التي بلغت )للنساااخ، أو طريقة تفاعل إنزيم البلمرة المتسااالسااال من الدقة لمائةفي ا 82 

 Olmos et al., 2007; Cambra) من الدقة في المائة 94( التي بلغت Co-RT-PCRالعكساااي التعاوني )

et al., 2008 صاااااة (. وبلغت النتائج السااااالبية الصاااااحيحة )عدد النتائج السااااالبية الصاااااحيحة المشاااااخَّ
-MAb 5B باسااتخدام DASI-ELISAعدد النباتات السااليمة( المحدَّدة من خلال على  مقسااومةبالتقنية/

IVIA   في المائة مقارنة بتفاعل إنزيم البلمرة المتساااالساااال للنسااااخ العكسااااي في الوقت  99ما نساااابت
 في المائة( أو 98في المائة( أو العينات المبقعة ) 89.2الحقيقي باسااااااتخدام الحمض النووي المنقي )

IC-RT-PCR ( كما أشااااار  96.1للأساااار المناعي .)في المائةCapote et al.(2009)  إلى وجود احتمال
 DASI-ELISAفي المائة في أن تكون النتيجة الإيجابية المتحققة في الشاااااتاء من خلال  98.8بنسااااابة 

وقد تظُهر المضاااااادات الحيوية تباينا  بين الدفعات، لذا  نتيجة صاااااحيحة. MAb 5B-IVIAباساااااتخدام 
 ينبغي التحقق من الأداء قبل الاستخدام الروتيني.

 تمّ  التي الخوو جدري فيرون سااالالات جميع 5B-IVIA الكلونالجسااام المضااااد الأحادي  ويكشاااف
 Cambra et al., 1994; Cambra et al., 2006a; Glasa) وموثوق حسااان بشااكل وبخاصااة اختبارها،

et al.,2013; Chirkov et al., 2013; Chirkov et al., 2016 .)اللوازم مجموعااات من العااديااد أن كمااا 
 Gougherty) المصادقة بيانات بعض معمتاحة  الكلون متعددةمضادة  أجسامالتي تستخدم  التجارية

et al., 2015هانأ اتضااااح إنما(. أ2018منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر الأبيض المتوساااا ،  ؛ 
(، ويجااح بااالتااالي Cambra et al., 2006a) الاادفعااات مختلف بين التجااانس إلى وتفتقر تحاادياادا   أقاال

باسااتخدام طرق إضااافية في حالات اسااتخدام مضااادات  ويوصااىالمصااادقة عليها قبل اسااتخدامها. 
النباتات درجة إضاااافية من وحين تفرض المنظمة الوطنية لوقاية في اختبار،  الكلون متعددةأجساااام 

 اليقين في تحديد فيرون جدري الخوو.

 اختبار ممتصات المناعة المرتبطة بإنزيمات  طيرر سنائي الأج ا  المضادر 3-5-2

 DAS-ELISAالنظام التقليدي أو نظام بيوتين/ستريبتافيدين لشطيرة ثنائي الأجسام المضادة  يستخدم
 المضادةأو الأجسام  5B-IVIAباستخدام الأطقم القائمة على الجسم المضاد المحدَّد الأحادي الكلون 

بما في  لل ساالالات  ،ساالالات فيرون جدري الخوو معظمالمتعددة الكلون التي ثبت أنها تكتشااف 
D، M وRec ( ية الأخرى بات ية مع الفيروساااااااات أو المواد الن بادل فاعلات ت  ,.Cambra et alبدون ت

2006a; Capote et al., 2009.وينبغي إجراء الاختبار وفقا  لتعليمات الجهة الصانعة .) 

 الكشف وتحديد الهوية بالطرق الجزيئية 3-6

 الطرق تفاعل إنزيم البلمرة المتساالساال للنسااخ العكسااي أك ر تكلفة من م لالطرق الجزيئية تكون  قد
-RTالمصلية، وبخاصة في الاختبارات الواسعة النطاق. على أن الطرق الجزيئية، وبخاصة طريقة 

PCR  المصاالية. كما أن اسااتخدام  الطرق ، تعُد عموما  أك ر حساااسااية منالحقيقيفي الوقتRT-PCR 
)م ل الحاجة إلى أي معالجة في مرحلة ما بعد التضخيم  تلافيفي الوقت الحقيقي يساعد أيضا  على 

)مع الحمض النووي  التلورتعرضاااااااا  إلى  أقلالارتحال الكهربائي للهلام( ولذلل فإنها أساااااار  و
 التقليدية. PCRمن طريقة  المستهدف(

ينبغي  (، فإن اسااااااتخلاص الرناRNA)التي لا يلزم فيها عزل الرنا  IC-RT-PCRوباساااااات ناء طريقة 
. وينبغي وضاااع العينات في أكيان ملائمإجراؤه باساااتخدام البروتوكولات التي تم التحقق منها بشاااكل 

عن  لل، يمكن في طريقة  وبدلا  بلاساااااتيكية لتجنح التلور المتبادل بينها خلال عملية الاساااااتخلاص. 
RT-PCR يج المطبو  على ورق في الوقت الحقيقي وضع المستخلصات النباتية المبقَّعة أو أجزاء النس

 ;Olmos et al., 2005 Osman and Rowhani, 2006)التحليل  لأغراضمتشاارب أو أغشااية من النيلون 

Capote et al., 2009 .)باسااتخدام طريقة  العينات المبقعة أو الأنسااجة المطبوعة باختبار يوصااىوRT-

PCR في الوقت الحقيقي عوضا  عن طريقة PCR الأعلى. التقليدية بسبح حساسيتها  
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تبعا واسااتخدامها كوحدة معيارية.  ينبغيحجم العينة المسااتخلصااة التي  من الطرق التالية وتحدد كل
سية الطريقة المستخدمة، على  يتباين الحدّ الأدنى للتركز اللازم لكشف فيرون جدري الخوو لحسا

قة تالي: طري قة الفي  fg 100يبلغ التركيز في وحدة الرنا المعيارية  RT-PCR النحو ال ملليلتر؛ طري
Co-RT-PCR،  1يبلغ التركيز في الرنااا المعياااريااة fg  ميلليلتر؛ وطريقااة الفيRT-PCR  في الوقاات

 ميلليلتر.ال في fg 2الحقيقي، يبلغ التركيز في وحدة الرنا المعيارية 

 ياد المناعي وتوليف الحمض النووي المكمّلتنقية الحمض النووي الرّيبي والاصط 3-6-1

 الرّيبيتنقية الحمض النووي  3-6-1-1

ية الحمض النووي  تتم أن يجح بالطرق الرّيبي تنق تة الصاااااالاحية  خدام البروتوكولات م ب باساااااات
الملائمة، أو باسااتخدام مجموعة لوازم لتنقية الحمض النووي الرّيبي تبعا  لتعليمات الجهة المصاانعّة. 

درجة تحت الصاافر )مفضاالة( أو  70على حرارة  تخزين الحمض النووي الرّيبي المسااتخرج ويجح
درجة تحت الصاااافر إلى أن يسااااتخدم كنمو ج، و لل لأقل من عام واحد. وينبغي تخزين كميات  20

 التذويح المتكررة.-صغيرة تفاديا  لفساد الحمض النووي الرّيبي جراء دورات التجميد

 المناعي الاصطياد 3-6-1-2

يعتبر الاصااااااطياد المناعي خيارا  بديلا  عن تنقية الحمض النووي الرّيبي. تحقيقا  لهذه العملية، يعدّ 
النسااخ  تفاعلفي  المسااتخدمةالدقيقة  الأنابيحمن الأجسااام المضااادة ويسُااتخدم لتغليف  مزيج مخفف
 للاطّلا  على تفاصيل عن الإجراء.  2-6-3نظر الجزء االعكسي. 

 المكمّل النووي الحمض توليف 3-6-1-3

، فمن المحبذ توليف حمض نووي وي الرّيبي خلال تخزين حف  الحمض النو السهل من ليس  بما أن
الحرارة، مقارنة بالاشتراطات  مكمّل يمكن حفظ  لفترات طويلة مع شروط بالحد الأدنى فيما خصّ 

 .التي تخص الحمض النووي الرّيبي

 للبوليميراز باستخدا  إنزيم الن خ العك ي للاصطياد المناعيالتفاعل المت ل ل  3-6-2

التفاعل المتساالساال للبوليميراز باسااتخدام إنزيم المسااتخدمة في طرق  البادئاتالمصااادقة على  تمّت
 عنوهي تعُتبر مراجع للكشااااف العام  ،الوارد وصاااافها أدناه النسااااخ العكسااااي للاصااااطياد المناعي

(.  al. etOlmos ,2006) متاحة الطيفجدري الخوو حتى وإن وُجدت بادئات أخرى واساااعة  فيرون
 عليها والمصااادقة الطرقتلُاح  أي نتائج إيجابية خاطئة في الدراسااات التي تصااف تطوير هذه  ولم
(Wetzel et al., 1991; Levy and Hadidi, 1994 وتتم اال منفعااة أخرى في البااادئااات التي حااددّهااا .)

Wetzel et al. (1991) جدري فيرون من شااايوعا   الأك ر السااالالتين إلى التعرّف أيضاااا   تتيح أنها في 
قطعة الحصر  ات التكوين والطول باستخدام  اعديا  ق ا  زوج 243  ات منتجحين ترفق بتحليل  الخوو

 المتعددة.

باستخدام إنزيم النسخ العكسي للاصطياد المناعي المستخدمة  التفاعل المتسلسل للبوليميراز بادئات
 : al et Wetzel) .1991(في هذه الطريقة هي إما بادئات 

P1 antisense (5-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3) 

P2 sense (5-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3)  

  Levy and Hadidi  (1994:)أو بادئات 
3NCR sense (5-GTA GTG GTC TCG GTA TCT ATC ATA-3) 

3NCR antisense (5-GTC TCT TGC ACA AGA ACT ATA ACC-3) 



2 بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

9 -2ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

بالغ  بادئة ) 1ميكرو لتر من:  25ويتكون خلي  التفاعل ال أو الزوج  P2 و P1ميكرو مولار من كل 
،  AMV 2ي، ووحدة واحدة من إنزيم النسااخ العكسااdNTPsميكرو مولار من  250(، وNCR3البادئ 

 1.5، وTaqعامل درء إنزيم البلمرة × 10ميكرو لتر  2.5، وTaqوحدات إنزيم بلمرة الدنا من  0.5و
ووحدة رنا معيارية  X Triton-100المائة من  في 3.0، و2MgClمللي مولار من كلوريد الماغنيزيوم 

دقيقة عند  45التالية:  بالمعاييرميكرو لتر. وأجُري التفاعل في جهاز تدوير حراري  5 مسااااااتوىمن 
ثانية  30دورة في  40درجة مئوية، و 94درجة مئوية، ودقيقتان عند درجة حرارة  42درجة حرارة 

درجة مئوية )البادئتان  60ثانية سواء عند درجة حرارة  30درجة مئوية، وفي  94عند درجة حرارة 
P1 و P2 البادئات  62( أو عند درجة حرارة( 3مئويةNCR ،)72عند درجة حرارة  ثانية وسااااااتين 

درجة مئوية. وتحُلل  72دقائق عند درجة حرارة  10درجة مئوية، ويعقح  لل تمديد نهائي لمدة 
فيما  يا  قاعد ا  زوج P1/P2 243البادئات  زوج ولديبواسااااطة الارتحال الكهربائي للهلام. و PCRنواتج 

 أمبليكون. 3NCR  220تنتج بادئات 

عن طريق اختبار عزلات فيرون جدري الخوو من مناطق  Wetzel et al. (1991)وتم تقييم طريقة 
 20من اكتشاااف  تساابانيا، وتركيا(. وتمكَّنإالبحر المتوساا  )قبرص، ومصاار، وفرنسااا، واليونان، و

 Levy وقام(، Wetzel et al., 1991جزيئا  فيروساااايا  ) 2000جزءا  من الرنا الفيروسااااي، أي ما يقابل 

and Hadidi (1994 )باسااتخدام عزلات فيرون جدري الخوو من مصاار، وفرنسااا، طريقتهما  بتقييم
 ، ورومانيا.سبانياإووألمانيا، واليونان، والمجر، وإيطاليا، 

 تفاعل إنزيم البلمرر المت ل ل -الن خ العك ي للأسر المناعي  3-6-3

، باسااااااتخدام نسااااااخ النبات Wetzel et al. (1992)المناعي وفقا  لما حدده  الأساااااارإجراء مرحلة  جوزي
ويمكن  مع اسااتعمال أنابيح أو أكيان بلاسااتيكية إفرادية لتجنح التلور. 5-3المسااتخلص م لما في القساام 
 لعزلاتالتحقق من  بشكل ملائم. وقد تمت المصادقة على هذا الاختبار فق   تمّ استخدام أي جسم مضاد 

 .واسع نطاق على الموزعةM و Dسلالات  من

( من الأجساااام المضاااادة المتعددة الكلون أو الجسااام مللي لترميكرو غرام  1تحضاااير محلول )ويتم 
 pHفي الدارئ الكربوني  (5B-IVIA: م لا  المضاااد المحدد الأحُادي الكلون لفيرون جدري الخوو )

ميكرو لتر في أنابيح طرد مركزي  100 في المخففّة المضاااادةقساااامات من الأجساااام  توضاااع. و9.6
 150 الأنابيح مرتين باسااتخدام غساالتُ  ثمساااعات.  3مئوية لمدة  37وتحضاان عند درجة  PCRدقيقة 

ب تشُااااااطفو (الغسااااااال)دارئ  PBS-Tweenمن محلول التعقيم  ميكروليتر ماء مرتين  خاليال من  ال
( عن طريق الطرد 5-3 انظر القساااااام ؛ميكرو لتر 100) المسااااااتخلص النباتي وينُقىّالريبونيكليس. 
 الأنابيح تركتُ المغطاة. و PCRغرام(، ويضاف الناتج إلى أنابيح  15 500دقائق بمعدل  5المركزي )

ميكرو  150غساال ثلار مرات باسااتخدام تُ  ثم ،مئوية 37لمدة ساااعتين على ال لج أو في درجة حرارة 
. ويتم تحضااااير خلي  تفاعل إنزيم البلمرة المتساااالساااال للنسااااخ PBS-Tweenلترا من محلول التعقيم 

، ويضاف مباشرة إلى Wetzel et al. (1992)باستخدام بادئات  2-6-3العكسي كما هو مبيَّن في القسم 
 .2-6-3المغطاة. ويتم إجراء التضخيم حسح ما هو مبيَّن في القسم  PCRأنابيح 

محددة، وإن كانت طرق التقييد  مضادةاستخدام أجسام  IC-RT-PCRتتطلح طريقة عامة،  وبصورة
المضااااااد  الجسااااام باساااااتخدام IC-RT-PCRالمباشااااار قد تزيل هذا المتطلح. وتم التحقق من طريقة 

في المائة في  82( كشاااااف عن دقة بنسااااابة DIAGPROفي اختبار حلقي ) 5B-IVIAالأحادي الكلون 
 (Plum pox virus)اكاااااااااااتشااااااااااااااااااف فااااااااااايااااااااااارون جااااااااااادري الاااااااااااخاااااااااااوو 

( Olmos et  al., 2007; Cambra et al., 2008 وأشااااار .)Capote et al. (2009)  إلى وجود احتمالات
بة  تاء  IC-RT-PCRفي المائة بضن تكون النتيجة الإيجابية التي تحققها طريقة  95.8بنساااااا في الشاااااا

 نتيجة إيجابية صحيحة. 5B-IVIAباستخدام الجسم المضاد الأحادي الكلون 

                                                      
 عليها الموافقة يعني لا هذه التشخيص بروتوكولات في المعدات أو الكيميائية والمواد الكاشفة، المواداستخدام أسماء  إن  2

 .ملائمة أيضا   تكون قد أخرى مواد باست ناء
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 (Co-RT-PCRتفاعل إنزيم البلمرر المت ل ل ) -العك ي التعاوني الن خ  3-6-4

 هي بادئات تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل -النسخ العكسي التعاوني المستخدمة في  RT-PCR بادئات
Wetzel et al. (1991; P1 and P2) وOlmos et al. (2002; P10 and P20) : 

 P1 (5-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3)البادئة الداخلية 

 P2 (5-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3)البادئة الداخلية 

 P10 (5-GAG AAA AGG ATG CTA ACA GGA-3)البادئة الخارجية 

 P20 (5-AAA GCA TAC ATG CCA AGG TA-3)البادئة الخارجية 

بادئات  كلّ من ميكرو مولار من 0.1لترا من الآتي:  ميكرو 25ويتكون خلي  التفاعل المؤلف من 
P1 وP2، باااادئاااات  كااالّ من ميكرو مولار من 0.05وP10 و P20ميكرو مولار  400، وdNTPs ،

ميكرو  2، وTaq DNA، ووحدة واحدة من إنزيم البلمرة AMVووحدتان من إنزيم النسااااخ العكسااااي 
في المائة من ساااااالفوكساااااايد  5و، 2MgClمللي مولار كلوريد الماغنيزيوم  3دارئ التفاعل، و 10لتر 
ميكرو لترات من وحدة الرنا المعيارية. ويتم  5. وTriton X-100في المائة من  0.3المتيل، و ثنائي

دقيقة في  45 التدوير الحراري التالية: بمعاييرإجراء تفاعل إنزيم البلمرة المتساالساال للنسااخ العكسااي 
ثانية عند درجة  15دورة لمدة  60وية، ومئ 94مئوية، ودقيقتان في درجة حرارة  42درجة حرارة 

ثانية عند درجة حرارة  30درجة مئوية، و 50ثانية عند درجة حرارة  15درجة مئوية، و 94حرارة 
مدة  72 هائي ل يد ن مد ها ت ية ويعقب قائق عند درجة حرارة  10درجة مئو ية حرارة  72د درجة مئو

 الغرف.

مساااابار عام لفيرون جدري الخوو  باسااااتخدامات نبكشااااف لوني للأمبليكو RT-PCRويقترن تفاعل 
(Plum pox virus ) 3يسااامى´digoxigenin ( ويشاااار إلي  بالرمزDIG-3( )5′-TCG TTT ATT TGG 

CTT GGA TGG AA-DIG-3′( ل م عند cDNA(، على النحو التالي. يتم تحويل الدنا المكمِّّ ( المضاااخَّ
ميكرو  1 قسااامة من وضااعتدقائق ويوضااع فورا  على ال لج. و 5درجة مئوية لمدة  95درجة حرارة 

نايلون.  نة على غشااااااااء من ال يجفف الغشااااااااء في درجة حرارة الغرفة ويتم الرب   ثملتر من العي
نانو متر. ولإجراء التهجين  254دقائق بمعدل  4التصاااالبي بالتعريض للأشاااعة فوق البنفساااجية لمدة 

درجة مئوية لمدة ساااااااعة واحدة  60الأوّلي، يوضااااااع الغشاااااااء في أنبوب تهجين عند درجة حرارة 
 3DIGباساااااتخدام دارئ تهجين قياساااااي. ويترك المحلول ويتم التهجين عن طريق مزج المسااااامبار 

ل وضاااع  في حاضااانة ، قب مللي لتر Pmol 10قياساااي بتركيز نهائي مقداره  تهجينباساااتخدام دارئ 
دقيقة في درجة  15درجة مئوية. ويغسااااال الغشااااااء مرتين لمدة  60لمدة سااااااعتين عند درجة حرارة 

دقيقة في درجة حرارة الغرفة باساااتخدام  15محلول غسااال ومرتين لمدة  2حرارة الغرفة باساااتخدام 
دقيقة في  30الغشااااء لمدة دقيقتين في دارئ الغسااال قبل نقع  لمدة  بعدها محلول غسااال. ويعادل 0.5

ملليلتر من  100غرام من كاشف كيميائي معوق مذاب في  1) في المائة 1 محلول معوق معقم بمعدل
دارئ من حمض الماليل(. ويوضاااااع الغشااااااء في حاضااااانة في درجة حرارة الغرفة مع الأجساااااام 

 000إلى  1اتيز القلوية المضادة للديغوكسيجينين بتركيز مقداره المضادة المترافقة لأنزيمات الفوسف
 15يغساال الغشاااء مرتين لمدة  ثمدقيقة.  30في المائة )وزن/حجم( لمدة  1 بمعدلفي محلول معوق  5

مللي مولار من كلوريدرات  100دقيقة بدارئ الغسااااايل، وتتم معادلت  لمدة دقيقتين بدارئ الكشاااااف )
(. ويتم 9.5مللي مولار من كلوريااد الصااااااوديوم، وأن هياادروجيني معاادلاا   100المي ااان الأميني، 

ية عن طريق مزج  قة التحت غرام  مللي NBT (75ميكرو لتر من محلول  45تحضااااااير محلول الطب
في المائة )حجم/حجم( من ثنائي متيل أميد  70مللي لتر من ملح تترازوليوم النيتروجين الأزرق في 

مللي غرام مللي لتر من ملح توليدنيوم فساااااافات بروم  BCIP (50ميكرو لتر من محلول  35النمل( و
مللي  10في المائة من ثنائي متيل أميد النمل( في  100إندوليل ثلاثي في  -كلور رباعي  -خماسااااااي 

. وبعد وضاااع  في حاضااانة لمدة سااااعة مع الطبقة التحتية، يوقف التفاعل عن الكشااافلتر من دارئ 
 سل بالماء.طريق الغ
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سي أك رهذه الطريقة أن  ثبتو ستخدام  RT-PCRطريقة  منمرة  100 ةحسا  .Wetzel et  al طريقةبا

(1991) (Olmos et al., 2002)( وتم التحقق من هذه الطريقة من خلال الاختبار الحلقي .DIAGPRO )
 (.Olmos et al., 2007; Cambra et al., 2008في المائة ) 94وحققت دقة بنسبة 

 ( في الوقت الحقيقيRT-PCRتفاعل إنزيم البلمرر المت ل ل للن خ العك ي ) 3-6-5

وتم وصااااااف  .SYBR Green I 2، أوTaqManفي الوقت الحقيقي باسااااااتخدام  PCR-RTيمكن إجراء 
 ,.Schneider et al) (Plum pox virus) الخوو ريجد فيرونللكشاااااف العام عن  TaqManطريقتي 

2004; Olmos et al., 2005 .)ومسااابار  والبادئاتTaqMan  هي التي  الأولى الطريقةالمساااتخدمة في
 :Schneider et al. (2004)أشار إليها 

 ((5-CCA ATA AAG CCA TTG TTG GAT C-3الأمامية  البادئة

  (5-TGA ATT CCA TAC CTT GGC ATG T-3)العكسية  البادئة

 TaqMan (5-FAM-CTT CAG CCA CGT TAC TGA AAT GTG CCA-TAMRA-3.) مسبار

مللي مولار من كاال  0.2خلي  تفاااعاال ) 1ميكرو لتر من الآتي:  25ويتكون خلي  التفاااعاال البااالغ 
dNTP4مللي مولار من كبريتات ماغنيزيوم  2.1، وMgSOالبادئات  كلّ من نانو مولار من 200(، و

كبريتااات مللي مولار من  TaqMan ،4.8من مساااااابااار  نااانو مولار 100الأماااميااة والعكساااااايااة، و
  خااااااالااااااايااااااا ماااااااياااااااكااااااارو لاااااااتااااااار مااااااان  5.0، و4MgSO الااااااامااااااااغااااااانااااااايااااااازياااااااوم

Platinum Taq/RT ( في الوقاات الحقيقيRT-PCR  الخطوة الواحاادةSuperscript  معPlatinum Taq 
نا؛ بوليميراز) لد نا. ويتم إجراء  5. وInvitrogen)2 ا لح الر قا في جهاز  PCR-RTميكرولترات من 

 حرارةدقائق عند درجة  5مئوية، و 52دقيقة عند درجة حرارة  15التالية:  بالمعاييرتدوير حراري 
ثانية عند درجة  30درجة مئوية، و 95ثانية عند درجة حرارة  15دورة بمعدل  60درجة مئوية، و 95

ية. وتحلال نواتج  60حرارة  عة في الوقت الحقيقي وفقاا  لتعليماات ا PCRدرجة مئو لجهاة الصاااااااان
 للمعدات. 

 D عن طريق اختبااار عزلات فيرون جاادري الخوو Schneider et al. (2004)وتم تقييم طريقااة 
، PPV-Mو ،PPV-EAو، PPV-Dو، PPV-C ساااااالالاتمن  عزلاتوالمضخو ة من الولايات المتحدة، 
 20-10هذه الطريقة محدَّدة وقادرة على أن تكتشف باستمرار  وكانتوثمانية أنوا  فيروسية أخرى. 
( كما يمكن لهذه الطريقة أن تكتشااااااف فيرون Schneider et al. 2004جزءا  من الرنا الفيروسااااااي )

في عدد من العوائل وفي أوراق وسااااايقان وبراعم وجذور الخوو ( Plum pox virus)جدري الخوو 
(P. persica.) 

 : Olmos et al. (2005)التي أشار إليها  TaqManومسبار  البادئات ةال اني الطريقةفي  واستخدمت

 P241 (5-CGT TTA TTT GGC TTG GAT GGA A-3) البادئة

 P316D (5-GAT TAA CAT CAC CAG CGG TGT G-3) البادئة

 316M (5-GAT TCA CGT CAC CAG CGG TGT G-3) البادئة

  PPV-DM (5-FAM-CGT CGG AAC ACA AGA AGA GGA CAC AGA-TAMRA-3) مسبار

ميكرو  P241 ،0.5مولار من البادئة  ميكرو 1ميكرولتر من الآتي:  25ويتضلف خلي  التفاعل البالغ 
بار  200، وP316Mو  P316Dمولار من كل من البادئتين  خلي   1، وTaqManنانو مولار من مساااااا

TaqMan Universal PCR Master (النظُم BiosystemsApplied )2خلي   1، وMultiScribe  وم ب ،
RNase  النظُم(Applied Biosystems)2 ميكرو لتر من قالح الرنا. ويتم إجراء  5وPCR-RT  في جهاز

دقائق عند درجة  10مئوية، و درجة 48دقيقة عند درجة حرارة  30التالية:  بالمعاييرتدوير حراري 
ثانية عند  60درجة مئوية،  95ثانية عند درجة حرارة  15دورة بمعدل  40درجة مئوية، و 95حرارة 

في الوقت الحقيقي  PCRدرجة مئوية، ويبرّد بساااااارعة إلى درجة حرارة الغرفة. وتحلل نواتج  60
 وفقا  لتعليمات الجهة الصانعة للمعدات.
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، PPV-M، وPPV-Dطريقة باسااااااتخدام ثلار عزلات لكل من ال هذهتقييم ب Olmos et al. (2005) قامو
ضعف باستخدام الجسم المضاد الأحادي  1 000بمقدار  DASI-ELISAوكانت أك ر حساسية من طريقة 

 الإيجابيةفي المائة )عدد النتائج  97.5الإيجابية الصااااااحيحة  النتائج. وبلغت نساااااابة  5B-IVIAالكلون
( Plum pox virus)بفيرون جدري الخوو(  المصابةعدد النباتات ب مقسومة   الصحيحة المشخَّصة بالتقنية

TaqMan (Olmos et al., 2005 )في الوقت الحقيقي باستخدام   RT-PCRالمحدَّدة بشكل صحيح من خلال
في الوقاات الحقيقي باااسااااااتخاادام العينااات المبقعااة   RT-PCRوالحمض النووي المنقى مقااارنااة بطريقااة

باساااااتخدام الجسااااام  DASI-ELISAطريقة  في المائة( أو 91.5) IC-RT-PCRفي المائة(، وطريقة  93.6)
 (.Capote et al., 2009في المائة( ) 86.6) 5B-IVIAالمضاد الأحادي الكلون 

للكشااااف المتزامن عن فيرون  SYBR Green I باسااااتخدام ( طريقة2005) James، وVargaن وقد بيّ 
 :Mو Dوتحديد هوية السلالتين  (Plum pox virus)جدري الخوو 

P1 (5-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3) 
PPV-U (5-TGA AGG CAG CAG CAT TGA GA-3) 

PPV-FD (5-TCA ACG ACA CCC GTA CGG GC-3) 
PPV-FM (5-GGT GCA TCG AAA ACG GAA CG-3) 

PPV-RR (5-CTC TTC TTG TGT TCC GAC GTT TC-3) 

 الاختبار: صحّة نتائج كفالةل  (Menzel et al., 2002)التالية الداخليةإدراج بادئات الضواب   ويجوز
Nad5-F (5-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3) 

Nad5-R (5-CTC CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3) 

تفاعل النسااااخ العكسااااي  مزيج . ويتضلفRT-PCRويسااااتخدم بروتوكول من خطوتين لإجراء طريقة 
(RT:من الآتي ) ميكرو لتر من البادئة  2P1 10 البادئة  10ميكرو لتر من  2ميكرو مولار، وNad5-

R 10 في  المزيج ميكرو لتر ماء. ويوضااع 5ميكرو غرامات من مجمو  الرنا، و 4ميكرو مولار، و
بعد  لل  ضااااافتُ يوضااااع على ال لج. و ثمدقائق،  5درجة مئوية لمدة  72حاضاااانة عند درجة حرارة 

ميكرو لتر من ثنائي  2و ،2(Invitrogenدارئ السااالالة الأولى ) 5ميكرو لتر من  4 العناصااار التالية:
 TMRNaseOUTميكرو لتر من  5.0مللي مولار، و dNTPs 10ميكرو لتر  1ومولار،  1.0التيوتريتول 

ميكرو  5.2، و2Superscript II (Invitrogen)ميكرو لتر  1، و2(Invitrogenوحاادة ميكرو لتر( ) 40)
دقيقة ثم عند درجة  60درجة مئوية لمدة  42في حاضنة عند درجة حرارة  المزيج ماء. ويوضعلتر 

ميكرو لترا على  24 الباالغ PCRدرجاة مئوياة لمادة خمس دقاائق. ويتكون خلي  تفااعال  99حرارة 
نانو  150، وPPV-FMنانو مولار من البادئة  350، وPPV-Uنانو مولار من البادئة  400النحو التالي: 

بادئة  بادئة  200، وPPV-FDمولار من ال بادئة  100، وPPV-RRنانو مولار من ال نانو مولار من ال
Nad5-Fئة  100، و باد من  مللي مولار 2، وdNTPsميكرو مولار  200، وNad5-Rنانو مولار من ال

 SYBR 42 000إلى  1(، و et alKarsai ,.2002دارئ كرزاي ) 1، و2MgCl كلوريااد الماااغنيزيوم
2Green I ميكرو لتر من إنزيم البلمرة العالي الدقة لحمض  1.0وDNA Platinum Taq (Invitrogen)2 .

( PCR( إلى أنبوب الطرد المركزي )4:1المخفف ) cDNAميكرو لتر من  1ويضاف خلي  التفاعل و
عند  دقيقتانالتالية:  بالمعاييرفي جهاز تدوير حراري  PCRالدقيق المعقَّم أو ما يعادل . ويتم إجراء 

ثانية عند درجة  60مئوية، ودرجة  95ثانية عند درجة  15دورة بمعدل  39مئوية، و 95درجة حرارة 
تحليل منحنى الذوبان من  جرىويُ درجة حرارة الغرفة.  إلىدرجة مئوية، ثم يبرّد سريعا   60حرارة 

درجة  0.1درجة مئوية عند  95درجة مئوية إلى  60خلال الوضاااااع في حاضااااانة عند درجة حرارة 
 على أن يكون متوس  المنحنى الممهَّد نقطة واحدة.معدل الذوبان و من ثانية/مئوية
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 درجات حرارة الذوبان لكل ناتج: تكون ،Varga and James (2005)ظل الظروف التي حددها  وفي 

 81.52-80.08زوجا  قاعديا(:  74)جزء من  (Plum pox virus)الكشف العام عن فيرون جدري الخوو 
 درجة مئوية.

 درجة مئوية  84.43 -درجة مئوية 84.3من الأزواج القاعدية(:  114)جزء من  Dسلالات 

 درجة مئوية  86.11-درجة مئوية 85.34من الأزواج القاعدية(:  380)جزء من  Mسلالات 

درجة  82.63-درجة مئوية 82.45من الأزواج القاعدية(:  181الضااااااب  الداخلي )جزء من 
 مئوية.

-PPVو، PPV-D، وPPV-Cباساااتخدام عزلات سااالالة  تهماطريق تقييم( ب2005) Jamesو Varga قامو

EAو ،PPV-M( وسلالة غير معروفة، في النوعين نيكوتيانيا ،Nicotiana( وبرونون )Prunus.) 

 ال لالات هوية تحديد -4

)التي تسااااتخدم  لتحديد هوية ساااالالات فيرون جدري الخوو الإضااااافية الخطوات يبين هذا القساااام
DASI-ELISAو ،RT-PCRو ، Co-RT-PCR( )ولا يعتبر تحديد 1نظر الشااااكل افي الوقت الحقيقي .)

سيا لتحديد هوية فيرون جدري الخوو  سا سلالة عنصرا أ المنظمة  ولكن، (Plum pox virus)نو  ال
القطرية لوقاية النباتات قد ترغح في تحديد هوية الساالالة و لل م لا  للمساااعدة على التنبؤ بساالوكها 

 الوبائي.

ح فيرون جاادري الخوو  وبااالنظر بخلاف تحااديااد  الأخرىفااإن الطرق  (Plum pox virus)إلى تقلااُّ
نظر أدناه( قد تساافر عن نتائج خاطئة في نساابة ضاائيلة ا) PCRالقائمة على  التقنياتالتتابع أو بعض 

لفيرون جااادري الخوو  Mو Dمن العزلات. على أنااا  يمكن عموماااا  التمييز بين النوعين 
(Plum pox virus ) ناااة أدنااااه الاااطااارقبااااساااااااااتاااخااادام  الااامصااااااااالاااياااة أو الاااجااازيااائاااياااة الاااماااباااياااَّ
(Candresse and Cambra, 2006; Cambra et al., 2006a; Capote et al., 2006.)  ولا تتوفر التقنيات

لتحديد هويتها ولم تنُشر، أو  طرقأن  لم تتم المصادقة على ال سيماT و Anم ل لتحديد هوية سلالات 
  حتى الآن. العزلاتعدد قليل جدا  من  توصيف تمّ   أن
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 (Plum pox virus)فيرون جدري الخوو تحديد هوية سلالات  طريقة في الخطوات :1الشكل 
القطرية لوقاية النباتات ثقة  المنظمةويمكن إجراء اختبارات أخرى في الحالات التي تشااااااترط فيها 

. كما ينبغي تتبع السااالسااالة (Plum pox virus)الخوو  جدريفيرون  سااالالةإضاااافية في تحديد هوية 
والساااالساااالة الكاملة أو الجزيئية للغطاء  (Plum pox virus)الجينومية الكاملة لفيرون جدري الخوو 

 ساالالات، والجينات البروتينية للمشااتملات الهيولية عند وجود P3-6K1البروتيني، والمنطقة الجينية 
 غير عادية أو غير موصوفة.

 ال لالاتالتحديد المصلي لهوية  4-1

 Plum)ين لفيرون جدري الخوو تالرئيسي السلالتينللتمييز بين  DASI-ELISAينبغي إجراء طريقة 

pox virus) (D وM وفقا  لما حدده )Cambra et al. (1994)  الأحاديةالمضاااااادة  الأجساااااامباساااااتخدام 
وفقا  لتعليمات الجهة M (Cambra et al., 1994; Boscia et al., 1997 )و Dالكلون الخاصة بالسلالتين 

 الصانعة.

في  84( حيث تبين أنها دقيقة بنساااااابة DIAGPROوتم التحقق من هذه الطريقة في الاختبار الحلقي )
 PPV-M (Olmos et  al., 2007; Cambraفي المائة في اكتشاااااف  89، وPPV-Dالمائة في اكتشاااااف 

et al., 2008 4(. وأما الجساام المضاااد الأحادي الكلونD  فهو يخص الساالالةPPV-D  ولكن  لا يتفاعل
المسااتخدم في  ALفإن الجساام المضاااد الأحادي الكلون  ، لل على علاوة  . PPV-Dمع جميع عزلات 

هذه  لأن Tو Recو، Mيتفاعل مع العزلات التي تنتمي إلى الساااااالالتين  PPV-M الساااااالالةكشااااااف 
المجموعات تشااااترك في نفس تتابع الغطاء البروتيني. ولذلل يلزم إجراء اختبار جزيئي للتمييز بين 

 .Mالمكتشفة باستخدام جسم مضاد أحادي الكلون خاص بالسلالة  Tو Recو Mالسلالات 

من ( Plum pox virus)ويجوز إجراء الكشااااااف المصاااااالي عن هوية عزلات فيرون جدري الخوو 
المضااااااادة الأحادية الكلون  الأجسااااااامباسااااااتخدام  DASI-ELISAعن طريق  C، وEAالمجموعتين 

. غير أن  لم يتم اعتماد تلل Myrta et al. (1998, 2000)  التي بينها Cو/أو  EAالخاصاااة بالسااالالتين 
 .الطرق

 المصلي الاختبار
 أو ؛(1-4)القسم  Mأو  ،EAأو  ،Dأو  ،Cالخاصة بسلالة  الكلونباستخدام الأجسام المضادة الأحادية  DASI-ELISA طريقة

 الجزيئي الاختبار

 ،(1-2-4القسم  CR8597F/CR9023R أوP1/PD/PM ، mD5/mM3)البادئات  RT-PCR طريقة
 (2-2-4القسم  ،P1/PD/PM)البادئات IC-RT-PCR وأ

Co-RT-PCR البادئات( P10/P20/P1/P2 والتهجين باستخدام المسبار المحدد للسلالة )D  أوM ) 3-2-4القسم) 
 في الوقت الحقيقي RT-PCRأو 

 .(4-2-4القسم ؛ W، أو Mأو  ،EAأو  ،Dأو  ،Cالخاصة بالأنوا  )

 يسلب إيجابي

 :موجودالخوخ  جدري فيروس

 أو ،Mأو  ،EA أو ،D أو،CRو أ ،Cو أ An سلالة من نوعال

REC، و أT، أو W موجود 

 :موجود الخوخ جدري فيروس

 ،EA أو ،D أو ،CRو أ ،Cو أ An سلالة من عادي  ير نوع

  ير آخر نوع أو موجود، W أو ،Tو أ ،Rec أو ،Mأو 

 من ال لالات موصوف

 الخوخ جدري فيروس تحديد

 3الاختبارات المصلية أو الجزيئية المعروضة في القسم  باستخدام
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 التحديد الجزيئي لهوية ال لالات 4-2

 (RT-PCRتفاعل إنزيم البلمرر المت ل ل للن خ العك ي ) 4-2-1

 :Olmos et al.(1997)التي بينها  البادئات باستخدام PPV-Mو PPV-Dالسلالتان  تحدَّد
P1 (5-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3) 

PD (5-CTT CAA CGA CAC CCG TAC GG-3)  
PM (5-CTT CAA CAA CGC CTG TGC GT -3). 

عل الباالغ  ئة  1ميكرو لتر من الآتي:  25ويتكون خلي  التفاا ميكرو  1، وP1ميكرو مولار من البااد
، ووحدة واحدة من إنزيم النسااااااخ dNTPsميكرو مولار  250، وPM البادئةأو  PDمولار من البادئة 

ميكرو  /وحدات Taq (5وحدة من إنزيم بلمرة الدنا  0.5ولتر(،  ميكرو /وحدات 10) AMVالعكساااي 
، 2MgCl كلوريد الماغنيزيوم مللي مولار 5.1و، Taqدارئ إنزيم البلمرة  10ميكرو لتر  5.2لتر(، و

في المائة ميكرو لترات من وحدة الرنا  5في المائة فورماميد و 2و Triton X-100في المائة  0.3و
 التاااالياااة: باااالمعااااييرفي جهااااز تااادوير حراري  RT-PCRطريقاااة  إجراءالمعياااارياااة. ويتم 

دورة  40درجة مئوية، و 94درجة مئوية، ودقيقتان عند درجة حرارة  42رة دقيقة عند درجة حرا 45
 60ودرجة مئوية،  60ثانية عند درجة حرارة  30درجة مئوية، و 94ثانية عند درجة حرارة  30بمعدل 
 72دقائق عند درجة حرارة  10درجة مئوية، ويعقح  لل تمديد نهائي لمدة  72عند درجة حرارة  ثانية

البادئات من زوج  كلنتج يعن طريق الارتحال الكهربائي للهلام. و PCRل نواتج درجة مئوية. وتحل
P1/PDالاااابااااادئااااات زوج، و P1/PM  وقااااامزوجااااا  قاااااعااااديااااا.  198امااااباااالاااايااااكااااون ماااان 

Olmos et al. (1997) عزلات من السلالة  6باستخدام  تهميقتقييم طربPPV-Dعزلات من السلالة  4، و
PPV-M. 

قة  كما 2SYBR Green Iالفعلي مع  بالوقت PCR-RTأن الطري
 Varga and Jamesوضااااااعها  التي 

 فيM و Dملائمة أيضا  لتحديد هوية السلالات  ،5-6-3وصفها بالتفصيل في القسم  والوارد ،(2005)
 .الخوو دريجفيرون 

 ينهابّ التي  Recالخاصااااااة بالساااااالالة mM3 و mD5باسااااااتخدام البادئات  PPV-RECوتحدَّد الساااااالالة 
Šubr et al. (2004): 

mD5 (5-TAT GTC ACA TAA AGG CGT TCT C-3) 

mM3 (5-CAT TTC CAT AAA CTC CAA AAG AC-3). 

ميكرو مولار  1(: Šubr et al., 2004ميكرو لتر من الآتي )نقلا  عن  25التفاعل البالغ  خلي ويتكون 
 AMV (10العكسااااااي  النسااااااخواحدة من إنزيم  ووحدة، dNTPsميكرو مولار  250من كل بادئة، و

ميكرو  2.5ميكرو لتر(، و /وحدات 5)  Taqوحدة من إنزيم بلمرة الدنا  0.5ميكرو لتر(، و /وحدات
في الماااائااة  3.0و 2MgClملليمتر من كلورياااد المااااغنيزيوم  Taq ،5.2دارئ إنزيم البلمرة  10لتر 

Triton X-100ويجُرى النسااااخ العكسااااي  (.6-3 القساااامميكرو لتر من الرنا المسااااتخلص )انظر  5، و
(. ويجُرى Glasa et al., 2002دقيقة ) 45مئوية لمدة  درجة 42حرارة  درجة عند عشااااااوائيةببادئات 

PCR 35 ليهادقائق، ت 3درجة مئوية لمدة  94 حرارة على الطبيعية للخواص أوّلية إزالة باسااااااتخدام 
درجة مئوية  72ثانية و 30درجة مئوية لمدة  60ثانية، و 45درجة مئوية لمدة  94 حرارةدورة على 

ويحلل (. Šubr et al., 2004دقائق ) 7درجة مئوية لمدة  72ثانية، وتمديد نهائي على حرارة  60لمدة 
 زوجا قاعديا من خلال الترحال الكهربائي للهلام.  605البالغ  PCRناتج 

 :Glasa et al. (2013)بينّها  التيCR9023R و CR8597Fبادئات  باستخدام PPV-CRهوية  تحديد يتم

CR8597F (5-ATG ATG TGA CGT TAG TGG AC-3) 

CR9023R (5-TCG TGT GTT AGA CAG GTC AAC-3) 
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لتفاعل إنزيم البلمرة المتساالساال عن طريق النسااخ العكسااي  بخطوتين RT-PCR بروتوكول ويسُااتخدم
ل DNA(c)(. ويتم توليف Glasa et al., 2013) PPV-CR لعزلاتلكشااااااف محاادد  من مجمو   مكمااّ
 مسااادوساااة( باساااتخدام بادئات NucleoSpin RNA Plant Kit, Macherey-Nagel) الرنامساااتخلصاااات 

 PCR تفاعل خلي  إلى cDNAتُضاف قاسمة  ثم. AMVالعكسي في الوقت الحقيقي  والنسخعشوائية 
 بمعايير PCR ويجُرىEmeraldAmp GT PCR Master Mix (TaKaRa Bio Inc .)يحتوي على  الذي

ثانية،  30درجة مئوية لمدة  89دورة من  35درجة مئوية،  98ثانية عند  60الحراري التالية:  التدوير
درجة  72 بحرارةثانية، يليها تمديد نهائي  30درجة مئوية لمدة  72ثانية و 30درجة مئوية لمدة  55و

 الكهربائي للهلام. وتضااخّم البادئات الخاصااة بـااااااا بالرحلان PCRدقائق. وتحُللّ نتائج  5مئوية لمدة 

CRزوجا  قاعديا  في الحجم، وباساااااتهداف منطقة ترميز  427 منتجCP المصاااااادقة  وتمّت. ′5 النهائية
ستخدام CRعلى خصوصية بادئات   ,D, M, Rec, T, Wعازلات سلالات فيرون جدري الخوو  با

EA و C(Glasa et al., 2013.) 

 تفاعل إنزيم البلمرر المت ل ل -الن خ العك ي للأسر المناعي  4-2-2

 PCRويضاااااااف خلي  تفاعل  3-6-3هو مبيَّن في القساااااام  كماينبغي إجراء مرحلة الأساااااار المناعي 
حساااح ما  PPV-Mو  PPV-Dالمركزي المغطاة. ويتم تحديد هوية سااالالة  PCRمباشااارة إلى أنابيح 
 1-2-4هو مبيَّن في القسم 

 تفاعل إنزيم البلمرر المت ل ل -الن خ العك ي التعاوني  4-2-3

باستخدام المسبار  4-6-3كما هو مبين في القسم  PPV-Mأو  PPV-Dهوية  تحديدينبغي إجراء عملية 
3DIG  الخاص بالسلالتينD وM (Olmos et al., 2002:) 

 PPV-D :5-CTT CAA CGA CAC CCG TAC GGG CA- DIG -3المسبار الخاص بالسلالة 

 PPV-M :5-AAC GCC TGT GCG TGC ACG T- DIG -3المسبار الخاص بالسلالة 

درجة مئوية باسااااتخدام  50ويتم إجراء خطوات التهجين الأوّلي والتهجين النهائي عند درجة حرارة 
لي والتهجين النهائي    ديد هوية في المائة من الفورماميد )لتح 30مواد الدرء القياسااااية للتهجين الأوَّ

PPV-D  لتحديد هوية  50( و( في المائة من الفورماميدPPV-M ويستخدم المحلول المعوق عند .)2 
 في المائة )وزن/حجم(. 

 تفاعل إنزيم البلمرر المت ل ل للن خ العك ي في الوقت الحقيقي 4-2-4

وفقا  لطريقة  SYBR Green Iباسااااتخدام كيمياء  PPV-Mو PPV-Dالساااالالة  علىيتم التعرف تحديدا  
Varga ،وJames (2005( )أو طريقة 5-6-3نظر القساااااام ا )TaqMan  التي وصاااااافهاCapote et al. 

(2006). 

 Capote et al. (2006)في طريقة  المستخدمة TaqManما يلي البادئات ومسابير  وفي

 PPV-MGB-F (5-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3)البادئة 

 PPV-MGB-R (5-CTC AAT GCT GCT GCC TTC AT-3)البادئة 

 MGB-D (5- FAM-TTC AAC GAC ACC CGT A-MGB-3) مسبار

 MGB-M (5-FAM-TTC AAC AAC GCC TGT G-MGB-3) مسبار

ناانو  150ميكرو مولار من كال باادئاة، و 1ميكرو لتر من الآتي:  25ويتكون خلي  التفاااعال البااالغ 
 TaqMan Universal PCR Masterخلي   1، وMGB-M FAM، أو مسبار MGB-Dمولار من مسبار 

ظاام  ظاام  RNase، وMultiScribeخاالااياا  ماا ااباا   1، و2(Applied Biosystems)الاانااُ  Applied)الاانااُ

Biosystems)2(، ويتم 6-3ميكرو لتر من قالح الرنا المعيارية )القسااااام  5. ويضااااااف خلي  التفاعل و
ية:  بالمعاييرفي جهاز تدوير حراري  RT-PCRإجراء  تال درجة  48دقيقة عند درجة حرارة  30ال
ثانية عند درجة حرارة  15دورة بمعدل  40درجة مئوية، و 95دقائق عند درجة حرارة  10مئوية، و
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في الوقاات  PCRدرجااة مئويااة. وتحلاال نواتج  60ثااانيااة عنااد درجااة حرارة  60درجااة مئويااة، و 95
 12تقييم هذه الطريقة باساااتخدام ب Capote et al. (2006)وقام الحقيقي وفقا  لتعليمات الجهة الصاااانعة. 

 .السلالتينعيِّّنة مصابة بكلا  14، وPPV-Mو PPV-Dعزلة لكل من 

وفقا  لطريقة  SYBR Green Iكيمياء  باستخدامخصيصا   PPV-Wو، PPV-EAو، PPV-Cوتحدَّد هوية 
Varga ،وJames (2006 والبادئات المستخدمة في هذه الطريقة هي:أ .) 

P1 (5-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3) 

PPV-U (5-TGA AGG CAG CAG CAT TGA GA-3) 

PPV-RR (5-CTC TTC TTG TGT TCC GAC GTT TC-3). 

 الاختبار: نتائج صحةلكفالة  (Menzel et al., 2002) إدراج بادئات الضب  الداخلي التالية ويجوز
Nad5-F (5-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3)  

Nad5-R (5-CTC CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3). 

عل  خلي  ويتكون فا بالغ  RT-PCRت تالي:  25ال ميكرو لتر من محلول  2.5ميكرو لتر على النحو ال
ميكرو لتر من الخلي   22.5( و6-3)انظر القساام  10إلى  1 بنساابةمائي مخفف من الرنا المسااتخلصااة 

 ,.Karsai et alميكرو لتر من دارئ كارزاي ) 2.5الرئيساااااي. ويتكون الخلي  الرئيساااااي من الآتي: 

 Nad5R، وPPV-RR، أو PPV-Uميكرو مولار من البااادئااات  5ميكرو لتر لكاال من  0.5(؛ و2002
 2MgClالماغنيزيوم ميكرو لتر من كلوريد  1مللي مولار، و dNTPs 10ميكرو لتر  5.0؛ وF5daNو
ميكرو  1.0؛ و2(Invitrogenميكرولتر /وحدة 40) RNaseOUTميكرو لتر من  2.0مللي مولار؛ و 50

ميكرو لتر  1.0؛ و 2(Invitrogenميكرو لتر،  /وحدة 200) III™ Superscript النسااخ العكسااي لتر من
ميكرو  1(؛ وInvitrogenميكرولتر،  /وحدات 5العالي الدقة ) Taq ®Platinum من إنزيم بلمرة الدنا 

ميكرو لتر ماء. ويتم إجراء  1.16في  Green I SYBR (Sigma)2(  5.7TE, pH)في  5 000: 1لتر من 
فاعل في جهاز تدوير حراري  ية:  بالمعاييرالت تال درجة مئوية،  50دقائق عند درجة حرارة  10ال

درجة  95ثانية عند درجة حرارة  15دورة بمعدل  29ودرجة مئوية،  95ودقيقتان عند درجة حرارة 
درجة مئوية. ويتم إجراء تحليل منحنى الذوبان عن طريق  60ثانية عند درجة حرارة  60مئوية، و

 0.1  وبان معدلات معدرجة مئوية  95درجة مئوية حتى  60الوضااع في حاضاانة عند درجة حرارة 
 Vargaلأوضاااااااا  التي حددها ا ظل وفي .احدةو نقطة معدلب بسااااااي  ومنحنى  انيةال /درجة مئوية

 :منتج كلّ  لذوبان الحرارة درجات تكون ،James (2006)و

 درجة مئوية 79.84زوجا  قاعديا (:  74)جزء من  Cالسلالة 

 درجة مئوية 81.27زوجا  قاعديا (:  74)جزء من  EA السلالة

 درجة مئوية. 80.68زوجا  قاعديا (:  74)جزء من  W السلالة

-PPV، وPPV-D، وPPV-Cباستخدام عزلة لكل من  اطريقتهم تقييمب( أ2006) Jamesو Varga قامو

EAو ،PPV-W. 

  واهد الاختبارات الجزيئية -5

بحسااح نو  الاختبار -بنتيجة الاختبار التي تم التوصاال إليها، ينبغي تناول شااواهد ملائمة  ذلكي يضُخ

لكل ساالساالة من ساالساالات عزل حمض النواة وتضااخيم  ل فة -المسااتخدم ودرجة اليقين المطلوبة 

وبالنساابة إلى التفاعل المتساالساال للبوليميراز باسااتخدام إنزيم المسااتهدفة أو حمض النواة المسااتهدف. 

النساااخ العكساااي، يتضلف الحد الأدنى من الشاااواهد واجبة الاساااتخدام من شااااهد إيجابي لحمض النواة 

 وشاهد سلبي للتضخيم )لا شاهد نمو ج(.
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يستخدم هذا الشاهد لرصد كفاءة طريقة الاختبار )بغض النظر عن . الشاهد اييجابي لحمض النوار

 للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي.عملية الاستخراج( والتضخيم، في التفاعل المتسلسل 

 الخوو جدريأو فيروسي أو مواد نباتية مصابة بفيرون  نباتييجوز استخدام حمض نووي ريبي و

مدموغة على غشاء. ويجح على الحمض النووي الرّيبي المخزن أو المواد المعدةّ المصابة 

جودة الشاهد مع فترات التخزين  بالفيرون، الخضو  للتحقق بصورة دورية من أجل الت بت من

 الطويلة.

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

al. et, Menzel 5nad ,الحقيقي، يمكن إدراج الحمض النووي الرّيبي المرسااال التابع للجينة التنبئية )

كشااااااهد داخلي من أجل اساااااتبعاد احتمال أية نتائج سااااالبية كا بة ضااااامن بروتوكول التفاعل ( 2002

  للتفاعل، جراء فشل استخراج حمض النواة أو فساده أو وجود كوابح للتفاعل.

يعتبر هذا الشاهد ضروريا  من أجل التفاعل المتسلسل  الشاهد ال لبي للتضخيم )لا  اهد نموذج(.

تقليدي والتفاعل في الوقت الحقيقي من أجل استبعاد للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي ال

النتائج الإيجابية الكا بة جراء التلور )مع الحمض النووي المستهدف( خلال مرحلة إعداد مزيج 

من إنزيم ريبوُنوُكْل ياز، كان قد  التفاعل. ولدى مرحلة التضخيم، يضاف ماء ملائم للتفاعل وخال

 استخدم لإعداد مزيج التفاعل.

يساااتخدم هذا الشااااهد لضااامان إتاحة حمض النواة المساااتهدف الذي تم  . ااااهد الاساااتخراج اييجابي

ستخدام إنزيم النسخ العكسي،  ستخراج  بالكمية والجودة الكافيتين للتفاعل المتسلسل للبوليميراز با ا

ون ويستخرج حمض النواة من النسيج العائل المصاب بالفير وإمكانية كشف الفيرون المستهدف.

لدى عملية التفاعل المتسلسل  أو من أنسجة نباتات أو حشرات سليمة لدغها فيرون جدري الخوو.

للبوليميراز باسااااتخدام إنزيم النسااااخ العكسااااي، يجح التحوط لتفادي التلور جراء الر ا  الناجم عن 

 الشواهد الإيجابية أو العينات الإيجابية.

لرصد التلور خلال استخراج حمض النواة و/أو رد  يستخدم هذا الشاهد . اهد الاستخراج ال لبي

ينطوي هذا الشاهد على حمض نواة استخرج من نسيج عائل غير مصاب  الفعل إزاء النسيج العائل.

ويوصاااى باساااتخدام شاااواهد متعددة حين تكون العينات الإيجابية متوقعة  فخضاااع من ثم للتضاااخيم.

 بضعداد كبيرة.

استخدام إنزيم النسخ العكسي التقليدي والتفاعل المتسلسل للبوليميراز التفاعل المتسلسل للبوليميراز ب

حال التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام  في باستخدام إنزيم النسخ العكسي للاصطياد المناعي

 من نباتات عصارةلم يتم أي استخراج نووي، ينبغي استخدام  حيثإنزيم النسخ العكسي للاصطياد 

من نباتات سليمة كشاهد سلبي.  وعصارة إيجابي، كشاهد المعروف الإيجابي ووالخ جدري فيرون

من أجل اساااتبعاد النتائج تضاااخم سااالبي. ويسُاااتخدم هذا الشااااهد الأخير  شااااهدويمكن أيضاااا  إدراج 

الإيجابية الكا بة جراء التلور خلال مرحلة إعداد مزيج التفاعل ولدى مرحلة التضخيم، يضاف ماء 

من إنزيم ريبوُنوُكْل ياز، كان قد استخدم لإعداد مزيج التفاعل لاستخدام  كشاهد ملائم للتفاعل وخال 

 تضخيم سلبي.

 ال جلات -6

 من 27من المعيار الدولي رقم  5-2دلةّ كما جرى وصااافها في القسااام والأ بالساااجلات الاحتفاظ يجح

 .(للوائح الخاضعة ل فات التشخيص بروتوكولات) النباتية الصحة لتدابير الدولية المعايير
وفي الحالات التي قد تتضثر فيها أطراف متعاقدة أخرى بنتائج التشاااااخيص، وبخاصاااااة في حالة عدم 

)الخطوط التوجيهية من المعايير الدولية لتدابير الصااااااحة النباتية  13)المعيار الدولي رقم  الامت ال
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لة ظهور الفيرون في منطقة للمرة الأولى،  (للإخطار بعدم الامت ال وإجراءات الطوارئ وفي حا
 :تعقبّهالمدة سنة واحدة على الأقل بطريقة تضمن إمكانية  الاحتفاظ بالمواد الإضافية التالية ينبغي

 دة عند  أمكن، إ ا ،ينبغي الاحتفاظ بالعينة الأصااااالية )بعد وضاااااع العلامة الملائمة عليها( مجمَّ
فا  وتحف  في درجة حرارة  80درجة حرارة  درجة مئوية تحت الصاااااافر أو تبرّد تبريدا  جا

 الغرفة.

  تحت  درجة مئوية 80ينبغي، عند الاقتضاااء، الاحتفاظ بمسااتخلصااات الرنا عند درجة حرارة
)ورق الصاافر، وينبغي الاحتفاظ بالمسااتخلصااات النباتية المبقعة أو أجزاء الأنسااجة المطبوعة 

 في درجة حرارة الغرفة.على ورق أو غشاء من النايلون( 

  ينبغي، عند الاقتضاااااء، الاحتفاظ بنواتج تضااااخيمRT-PCR  مئوية تحت  80عند درجة حرارة
 الصفر.

 معلومات إضافيةنقاط الاتصال للحصول على  -7

 :من وتوكولرالب هذا حول المعلومات من مزيد على الحصول يمكن
United States Department of Agriculture (USDA), Animal and Plant Health Inspection Service 

(APHIS), Plant Protection and Quarantine (PPQ), Science and Technology Beltsville 

Laboratory, Building 580 BARC-East, Powder Mill Road, Beltsville, MD 20705, United 

States of America (Vessela Mavrodieva; email: vessela.a.mavrodieva@aphis.usda.gov; 

tel.: +1 3013139208; fax: +1 3023139232). 

 

Equipe de Virologie Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Centre de 

Bordeaux, UMR GD2P, IBVM, BP 81, F-33883 Villenave d’Ornon Cedex, France 

(Thierry Candresse; email: tc@bordeaux.inra.fr; tel.: +33 557122389;  

fax: +33 557122384). 

Faculty of Horticultural Science, Department of Plant Pathology, Corvinus University, Villányi 

út 29-43, H-1118 Budapest, Hungary (Laszlo Palkovics, email: laszlo.palkovics@uni-

corvinus.hu; tel.: +36 14825438; fax: +36 14825023). 

Institute of Virology, Slovak Academy of Sciences, Dúbravská, 84505 Bratislava, Slovakia 

(Miroslav Glasa; email: virumig@savba.sk; tel.: +421 259302447;  

fax: +421 254774284). 

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Plant Protection and Biotechnology 

Centre, Carretera Moncada-Náquera km 5, 46113 Moncada (Valencia), Spain (Antonio 

Olmos; email: aolmos@ivia.es; tel.: +34 963424000; fax: +34 963424001). 

Istituto di Virologia Vegetale del CNR, sezione di Bari, via Amendola 165/A, I-70126 Bari, 

Italy (Donato Boscia; email: d.boscia@ba.ivv.cnr.it; tel.: +39 0805443067;  

fax: +39 0805442911). 

Sidney Laboratory, Canadian Food Inspection Agency (CFIA), British Columbia, V8L 1H3 

Sidney, Canada (Delano James; email: Delano.James@inspection.gc.ca;  

tel.: +1 250 3636650; fax: +1 250 3636661). 

باتات،  تشااااااخيص بروتوكول لمراجعة طلح تقديم ويمكن ية الن من جانح المنظمات القطرية لوقا

والمنظمات الإقليمية لوقاية النباتات، أو الأجهزة الفرعية التابعة لهيئة تدابير الصاااااحة النباتية 

( التي سااااااتحوّلها بدورها إلى ippc@fao.orgمن خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات )

 .التشخيص ببروتوكولات المعني الفني الخبراء فريق
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 الاعتراف والشكر -8

 إسبانيا ,M. Cambra, A. Olmos and N. Capote, (IVIA هذا التشخيصبروتوكول لالمسودة الأولى  أعدّ 
 ,N.L. Africander, (Department of Agriculture, Forestry and Fisheries(،(نظر القسم السابقا)

Stellenbosch South Africa); L. Levy  (نظر القسم ا الأمريكية، المتحدة الولايات في الزراعة وزارة
 S.L. Lenardon (Instituto de Fitopatologia y Fisiologia Vegetal - Instituto Nacional deالسابق(،

Tecnologia Agropecuaria (IFFIVE-INTA), Córdoba, Argentina), G. Clover (Plant Health & 
Environment Laboratory, Ministry for Primary Industries, Auckland, New Zealand) and D. Wright 

(Plant Health Group, Central Science Laboratory, Sand Hutton, York, United Kingdom). 
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