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2 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -2ب ت   

 معلومات حول الآفة -1

حد أخطر الخوخ أو البرقوقالشااااااااركا )جدري  ية مراضالأ( هو أ  النواة ذات فاكهةلل الفيروساااااا
ية هذا المرض في. الحجر يا في  Prunus domestica البرقوق وتم الإبلاغ لأول مرة عن  في بلغاار
. وانتشاار الفيروم منذ ذلا الحين 1932وتم وصاافب بأنب مرض فيروسااي في عام  1918-1917الفترة 
الأدنى. وظهر  والشااااارقكبيرة من أوروبا وحول حوض البحر المتوساااااط  أنحاءفي  مطَّرِدبشاااااكل 

النباتات في الفيروم بتوزيع محدود في أمريكا الجنوبية وأمريكا الشاااااامالية وآساااااايا )من مة وقاية 
 (.2018؛ والمركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية، 2006أوروبا والبحر المتوسط، 

 المنتجةعلى النباتات  (Plum pox virus)الذي يساااببب فيروم جدري الخوخ  الشااااركامرض  ويؤثر
 المشمش لأشجار(. وهو يتسبب في إحداث أضرار كبيرة Rosaceae الوردية عائلةال) Prunusلجنس 

(Prunus armeniaca( والبرقوق ،)P. domestica ،) والااادراق(P. persica ) ،والبرقوق الياااابااااني 
(P. persica وP. salicina لأنب يقلل من الجودة ويتساااابب في سااااقو  ال مرة قبل نضااااجها. وتشااااير )

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

في عائلة فيروساااااااات  Potyvirusهو أحد أفراد جنس  (Plum pox virus) البرقوقوفيروم جدري 
Potyviridae نانو متر  700نحو  تبلغ. وجسااايمات الفيروم عبارة عن عصااايات مرنةx 11  نانو متر

 10 000نحو ضاااام يو الساااالساااالةالوحيد  (RNA) النووي الريبيالحمض وهي مكونة من جزيء من 
(. وينتقل García et al., 2014) وحيد الطبقةالالبروتين وحدة فرعية من  2000نيوكليوتيد يغطيها نحو 

عن  ريق حشاااااارة  بطريقة غير مسااااااتمرةفي الحقول  (Plum pox virus) البرقوقفيروم جدري 
النباتية المصااااابة تم ل الطريقة الرئيسااااية التي ينتشاااار بها الفيروم  مواد الإك ارالمنّ، ولكن حركة 

 ,Pasquini and Barbaولم يتأكد بعد انتقال الفيروم من خلال البذور واللقاح ) مساااااااافات بعيدة.ل

2006; Ilardi and Tavazza, 2015 .)فيبشاااااكل ميكانيكي،  رقوقالبأن ينتقل فيروم جدري  ويمكن 
عديد من أنواع ظروف التجربة عديد Prunus، إلى ال تاتمن  وال با ية الن  Arabidopsis م ل العشااااااب

thaliana، وChenopodium foetidum، وNicotiana benthamiana، وNicotiana clevelandii، 
 Pisum sativum (Barba et al., 2011.)و Nicotiana glutinosaو

 ساااالالات تسااااع ضاااامن (Plum pox virus)البرقوق فيروم جدري  عزلاتويمكن، حاليا، تصاااانيف 
 :أحادية النمط الخلوي

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) .
 ونطاق مراضية،لإا والقدرة ،الأعراض حيث منوقد تختلف  ،موحد يجينومتسلسل  وللسلالات
فيروم إلى  السلالات التي يتم عزلهاوتنتمي مع م . بالمن نتقالالإ وقابلية الوباءحجم و ،العائلة الكائنات
 البرقوقلفيروم جدري  Mو D. ويمكن لسلالتي Mو Dلسلالتين ل( Plum pox virus) لبرقوقاجدري 

(Plum pox virus أن تصيبا بسهولة المشمش والبرقوق، ولكنهما تتباينان في قدرتهما على إصابة )
 M سلالة تتسببّ حيثالإمراضية؛  تهمامن حيث قدر أيضا   تانالسلال هاتان . وتتباينالدراق أنواع
 P. Persicaو P. domesticaو P. armeniacaفي  D سلالةأوبئة أسرع وأعراضا  أشد مما تسببب بعموما 

القليل من المعلومات عن  يوجد إلافهي تقتصر جغرافيا  على مصر ولا  EA سلالةأما . P. Salicinaو
الفيروم التي السلالات المعزولة من تأثيراتها الوبائية وخصائصها البيولوجية. وقد تم تحديد عدد من 

في العديد من البلدان ( Prunus cerasus) الحامضالكرز و (Prunus aviumالكرز الحلو ) تصيب نوعي
ل هذه العزلات  الكشف  . وتمPPV-CR و PPV-C مابأنه ماتم تعريفه تينمميَّز سلالتينالأوروبية. وتشكِّ

 .Pالبرقوق الأوروبي ) في (Plum pox virus) البرقوقغير عادي من فيروم جدري عن نوع 

domestica( في كندا )PPV-W )البرقوقمن فيروم جدري  ةمختلف سلالة  يم لِّ  وهو (Plum pox 

virus.)  وتمّ الكشف منذ ذلا الحين عنPPV-W العديد من البلدان في أوروبا ) فيJames et al., 

لفيروم  Mو D سلالتينالفإن الأنواع الناجمة عن الاتحاد الطبيعي بين  ،وإضافة إلى ذلا(. 2013
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وتم  .D سلالةلتتسم بسلوك وبائي مماثل  هيو PPV-Rec( تسمى Plum pox virus) البرقوقجدري 
 T (Ulubaş وعُرّفت بأنها سلالة في تركيا( recombinant) من سلالة المؤتلف ن  الإبلاغ عن نوع ثا

Serçe et al., 2009 .) ّوصف عزلة وحيدة من  وتمPPV-An لفيروم محتمل كأصل واقتراحب PPV-

M (Palmisano et al., 2012 .)الكرز من جديدة سلالة اقتراح يتم ولم ( ّالحامض المكيفTat)،  لاC 
 CR (Chirkov et al., 2016.) ولا

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

 ( وب 2018و 2006 ،2004(، ومن مة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط )2018البيولوجية )

(2014 )García et al. ( 2018و) PaDIL. 

 معلومات تصنيفية -2

 (PPV)اختصارا  ( Plum pox virus) البرقوق أو فيروم جدري الخوخ :الاسم
 فيروم الشاركا  المرادف:

 Potyviridae ، Potyvirus :الوضع التصنيفي
 .الشاركا ،البرقوق أو جدري الخوخ  الأسماء الشائعة:

 الآفة هوية وتحديد الكشف -3

باستخدام الاختبارات البيولوجية أو المصلية ( Plum pox virus) البرقوقويمكن كشف فيروم جدري 
اختبارا مصليا أو جزيئيا. والاختبار المصلي أو الجزيئي  الفيرومهوية  تحديدأو الجزيئية؛ ويقتضي 

أثناء التشااخيص الروتيني لآفة منتشاارة خاصااة  هو المقتضااى الأدنى لكشااف وتحديد هوية الفيروم )و
تات  با ية الن لد ما(. وفي الحالات التي تشااااااتر  فيها المن مة القطرية لوقا على نطاق واسااااااع في ب

بالنساابة لتحديد هوية الفيروم )م ل كشااف الفيروم في منطقة غير معروف الا مئنان إلى مدى أبعد 
من الفيروم( فإنب يجوز إجراء اختبارات  أعُلن أنب خال   بلدمنشؤها أنب يتواجد فيها أو كشفب في شحنة 

، حي ما تم تحديد هوية الفيروم في المرة الأولى باسااتخدام يفضاالو. للتأكد من هوية الفيروم إضااافية
 ريقة جزيئية ستخدام اأمكن  اإذذات حساسية تحليلية عالية، أو  ة ريق إلى اللجوءجزيئية، الطريقة ال

 ذلا فيبما  ،إضااافية فحوصاااتمنطقة جينوم مختلفة أو تساالساال الجينوم. كما يجوز إجراء  تسااتهدف
لتحديد ساااالالة الفيروم  المسااااتخدمة الطرق أو البروتين عناصاااار تسااااتهدف التي المصاااالية الطرق

الاختبارات ضااااوابط إيجابية وساااالبية. وتبين الأقسااااام  تشااااملالموجود. وفي جميع الحالات، يجب أن 
 التالية التقنيات الموصى بها.

 البرقوقبروتوكول التشااااخيص هذا الطرق المترسااااخة للكشااااف عن فيروم جدري  يصااااف كذلا،
 البرقوقاستخُدمت بعض التقنيات الجديدة والمتقدمة للكشف عن فيروم جدري  وقدوتحديد هويتب. 

 الجيلو(  ,b2006Varga and James) 1التضاااااخيم المتسااااااوي الحرارة بواساااااطة العروة فحصم ل 
 على بعد كامل بشكللم تتم المصادقة لكن بما أنب  (.Rodamilans et al., 2014) لتقنيات السلسلة الجديد

 للكشاااف كأدوات وةالتضاااخيم المتسااااوي الحرارة بواساااطة العر فحصوالجيل الجديد لتقنيات السااالسااالة 
 في التقنيات هذه تدُرج لم لوصفها، منشورة ببروتوكولات مرفقة   ،البرقوق جدري فيروم عن الروتيني

 .هذا التشخيص لروتوكوب

                                                      
 م ل البراءات ن اماختبار التضااخيم المتساااوي الحرارة بواسااطة العروة بصااورة منت مة 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
 .استخدامب
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 (الأسماء التجارية إلى الإشارة ذلا في)بما  الطرق وصف يجري ،هذا التشخيص بروتوكول وفي
الوصاول الذي تم  للتكرارقابلية الو والنوعية، إذ أنها تحدد المساتوى الأصالي للحسااساية كما نشارت

. ويجوز تعاااديااال الإجراءات المخبرياااة الواردة في البروتوكولات لكي تتواءم مع معاااايير إلياااب
 .المختبرات الفردية، شريطة المصادقة عليها بالشكل المناسب

 العائلة النباتات نطاق 3-1

( بساااهولة أشاااجار الفاكهة Plum pox virus)البرقوق الطبيعية، يصااايب فيروم جدري  ال روففي 
وتشااامل  أصاااول نباتية.المساااتخدمة كأنواع تجارية أو ( Rosaceae)عائلة  Prunusمن جنس شاااجرة 

البري الصاااايني  الدراقو( الكرزي )الجراناأنواع المشاااامش، والبرقوق  العائلة الرئيسااااية النباتات
(P. davidiana) ،كرزو ( المحلبP. mahaleb)  ،ياباني، والخوخ برقوق ماريانا أصااااااال ال، و، وال
(P. marianna،) وP. mume و P. persica و P. salicina من سااااالالات وهناكهجينة بينها.  وأنواع 

 Jamesوالكرز الحامض ) ( التي تصيب بشكل  بيعي الكرز الحلوCRو C)البرقوق فيروم جدري 

et al., 2013)( وقد يصاااااااب في بعض الأحيان اللوز .P. dulcis)  البرقوقبفيروم جدري (Llácer 

and Cambra, 2006) كما يصيب الفيروم الك ير من أنواع فاكهة .Prunus  البرية أو المستخدمة في
(، واللوز P. cistenaالأرجواني الأوراق )وكرز الرمال (، P. besseyi) الرملي الكرزالزينة من قبيل 

(، P. laurocerasus) (، وكرز الغاارP. insititia) البرقوق الادامسااااااونو(، P. glandulosaالقزمي )
(، واللوز P. tomentosaنااانكينغ ) كرزو(، P. spinosa)لشااااااوكي )جراصاااااايااا( اوالبرقوق البري 

قل فيروم (James and Thompson, 2006) (P. triloba) الزهري جارب، يمكن ن . وفي ظروف الت
ن ر ا) والعااديااد من النباااتااات العشاااااابيااة spp Prunusميكااانيكيااا  إلى عاادة أنوع من  البرقوقجاادري 
  (1 القسم

 الأعراض 3-2

، وال مااار، البتلاتو، واللحاااء، البراعموعلى الأوراق،  البرقوققااد ت هر أعراض فيروم جاادري 
ت هر الأعراض بوضاااوح على الأوراق في بداية موسااام النمو، وتشااامل  ماعادة . وفي الحقل والنواة

خطو  أو حلقات مصااااافرة؛ وزوال لون  أوبقع  وظهورالأعراض ظهور لون أخضااااار فاتح خفيف؛ 
العروق أو اصفرارها؛ أو حتى تشوه الأوراق. وبعض هذه الأعراض التي ت هر على الأوراق تشبب 

  على البرقوق الأمريكي نمط الخطم ل فيروم الأعراض التي تسببها فيروسات أخرى 

 (American plum line pattern virusومن أعراض النوع .)P. cerasifera ‘GF 31’   ظهور تفلن بني
 بلون الصدأ وتشقق اللحاء.

ر وأعراضالتويجات  على( زهرية خطو زوال اللون ) أعراض الأزهار تشاامل وقد  الأزهار تكسااّ
(Barba et al., 2011 .)عناادمااا تصاااااااااب  الاادراقفي بعض أنواع  الأعراض هااذه ت هر أن ويمكن

( P. glandulosa) جلاندولوسا رونسباللوز القزميأو في  PPV-Mمن سلالة  البرقوقبفيروم جدري 
 . PPV-Dمن سلالة  البرقوقالمصابة بفيروم جدري 

وت هر على ال مار المصابة بقع صفراء أو حلقات أو أشكال  ولية ذات لون أصفر فاتح. وقد تتشوه 
ال مار أو تصااابح غير منت مة في شاااكلها وتتكون عليها منا ق بنية أو نخرية تحت الحلقات الباهتة. 

 ، تشااابب التشاااوهاتP. domesticaو P. armeniacaوبعض التشاااوهات التي تصااايب الفاكهة وخاصاااة 
اليخضاوري في التفاح. وقد ي هر على ال مار المصاابة  تبقع الأوراقالناجمة عن الإصاابة بفيروم 

غ لبُ ال مرة وانخفاض جودتها. وفي الحالات الشديدة، تسقط ال مار المصابة  اسمرار داخلي وتصمُّ
ن قبل الأوان من الأشاااااجار. وي هر عموما  على ثمار الأنواع المبكرة النضاااااض أعراض أوضاااااح م

 P. armeniacaعلى نواة ثمار  عادة   الأعراض التي ت هر على الأنواع المتأخرة النضااااااض. وت هر
الروحية المنتجة من المشروبات يمكن تسويق الكحول أو  المريضة حلقات أو بقع باهتة نمطية. ولا

 ال مار المصابة بسبب نكهتها غير المستساغة. 
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تبوالمرض  أعراض تطور يتوقفو بات  حد ئلبقوة على الن عا ناخيةو ال يبقى  وقد؛ ال روف الم
 لعدة سنوات في المناخ البارد. الفيروم كامنا  

لقاعدة  الإلكترونيم لا  على الموقع  ،مختلفةال العائلةنباتات المشااااااااهدة الأعراض على  يمكن كما
يانات العالمية الخاصاااااااة بمن مة  باتات وقايةالب  المتوسااااااط الأبيض البحر ومنطقة أوروبا في الن

(000https://gd.eppo.int/taxon/PPV.) 
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و  ’P. cerasifera ‘GF 31 الصنف شتولالفيروم هي  كشفلالدالة الرئيسية المستخدمة النباتات أهم 
P. persica ‘GF 305’ ،وP. persica  P. davidiana Nemaguard أو ،P. tomentosa . الحصااااولويتم 

على النباتات الدالة من البذور، حيث تزرع في خليط من التربة الجيدة الصاارف ويتم الاحتفاظ بها في 
وتكون جاهزة درجة مئوية حتى تكبر  25و 18لحشرات في درجة حرارة تتراوح بين دفيئة واقية من ا

مليمترات(.  4و 3ساااااانتيمترا  ويتراوح قطرها بين  30- 25عادة إلى )يصااااااال ارتفاعها في ال للتطعيم
 تطعيمبطعم من النباتات الدالة. ويجب  Prunusأجنام أخرى من  شاااتول، تطعيم بدلا  من ذلاويمكن، 

(، باستخدام ما لا يقل Desvignes, 1999البراعم )ب التطعيمالنباتات الدالة باستخدام الطرق التقليدية م ل 
أربع نسااخ متكررة لكل نبات دال. ويتم الاحتفاظ بالنباتات الدالة المطعمة في نفس ال روف، ويتم عن 

 ,Gentitتقليمها بعد ثلاثة أساااابيع بحيث لا يزيد ارتفاعها عن بضاااعة سااانتيمترات فوق الطعم العلوي )

أسااااااابيع على الأقل. ويلاح   سااااااتة(. وينبغي معاينة النباتات المطعمة لمراقبة الأعراض لمدة 2006
أسااااابيع، ويجب  4-3ظهور الأعراض، وبخاصااااة خطو  وأشااااكال صاااافراء، على النمو الجديد بعد 

مقارنتها بالضوابط الإيجابية والصحية. ويمكن الا لاع على صور للأعراض الناجمة عن الفيروم 
 .Gentit (2006)و .Damsteegt et  al (2007 ،1997) في التي ت هر على النباتات الدالة

. وتسااتخدم الطريقة على تبدقّ أو  تبحساااساايأو  التطعيم نوعيةولا توجد أي بيانات كمية منشااورة عن 
شهادات  سع في نُ م إصدار ال سة للكشف. على أن هذه الطريقة ليست  وتعتبرنطاق وا  ريقة حسا

إلا في  اسااااتخدامها(، ولا يمكن التطعيماختبارا  سااااريعا  )يتطلب ظهور الأعراض عدة أسااااابيع بعد 
التي يتم فيها التحكم  الدفيئاتحيث تتطلب مرافق متخصااااااصااااااة من قبيل  البرعم الخشاااااابياختبار 

قابلة للانتقال بواسطة أخرى بدرجات الحرارة، وقد تختلط الأعراض المشاهدة مع أعراض عوامل 
ثم لا يمكن كشااااافها على التطعيم. فضااااالا عن ذلا، هناك سااااالالات لا ت هر عليها الأعراض ومن 

 النباتات الدالة.

 Barba) البرقوق جدري فيروم عن البيولوجي للكشااااف العشاااابية النباتات اسااااتخدام أيضااااا   ويمكن

et al., 2011 .)(.1القسم  ن را) عديدة عشبية عاأنو إلى يكيا  ميكان الفيروم لينتق أن ويمكن 

 المصلية والجزيئية  للفحوصاتالعينات  أخذ 3-4

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

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

 كبيرةنباتات عديدة بشااكل متزامن باسااتخدام عينّة  فحص(، يمكن البلد فيعلى نطاق واسااع  منتشاارة

باتات.  باتات بفحص القرار ويتوقفمنب قة من عدد من الن  الفيروم تركيز على متعددة أو فردية ن

الذي تفرضاااب المن مة الو نية لوقاية النباتات. وغالبا  ما تشُاااحن المواد  ال قةومساااتوى  النباتات في

 اللحاء نساااايضو . وفي هذه الحالة، يمكن اسااااتخدام البراعم أساااااكنة عقلك بالبرقوقالنباتية الخاصااااة 

 .للفحص مباشرة  ( اللحاء أجزاء)

عند أخذ العينات،  وينبغي. البرقوق جدري فيروم لكشاااااف الأهميةيار عينة مناسااااابة أمر بالغ اختو

خلال موسااااام  يةالمناخ ال روف وبخاصاااااة المحلية، يةالمناخ وال روف الفيروم بيولوجيا مراعاة

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

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

https://gd.eppo.int/taxon/PPV000
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 من تجُمع بالكامل، ومتفتحة ناضااااجة أوراق ذات تكونعلى الأقل و من العمر ساااانة تبلغالفتية التي 

 من السااانة دون تكون التي الفتية البراعم في دقيق غير)الكشاااف  الرئيساااية الأغصاااان من كل وساااط

(. كما يجب أخذ العينات من أربعة مواقع مختلفة على الأقل )م لا ، من أربعة أغصان أو أربع العمر

. البرقوقالأهمية ن را  إلى التوزّع غير المتسااااااااوي لفيروم جدري  بالغأوراق( في كل نبتة؛ هذا 

 فالفحوصااات. الحرارة درجات في الأكبر الارتفاع تشااهد التيخلال الأشااهر  اتالعينّ أخذ يجب ولا

التي يتم جمعها في  العينات علىفحوصااات ال من دقة أقل الخريف فصاال في جمعها يتم عينّات على

 قمةوقت سااابق من فصاال الربيع. ومن المسااتحساان أن تجُمع المواد النباتية من الأجزاء الداخلية من 

فصااااااال الربيع، يمكن للعينات أن تكون أزهارا ، أو براعم فتية ذات أوراق متفتحة  يالشااااااجرة. فف

ال مار  قشااارةق الناضاااجة وبالكامل، أو ثمارا . وأما في الصااايف والخريف، فيمكن اساااتخدام الأورا

 العقلالبراعم من  فحصالتعبئة للتحليل. وفي الصيف، يمكن  دورالناضجة التي تجُمع من الحقل أو 

 ،تفاعل البلمرة المتسلسل الآنيأو  تفاعل البوليميريز المتسلسل – العكسيلنسخ ا باستخدامالساكنة 

تخزين الأزهار، والأوراق، والبراعم  ويمكنالأوراق الناضجة. فحص سيما أنها التقنيات المفضّلة ل

. تجهيزقبل ال أقصاااااى كحدّ  أيام عشااااارة لمدة مئوية درجات أربع تبلغ بحرارةالفتية وقشااااارة ال مار 

 يمكن. وفي الشااااااتاء، التجهيز قبل مئوية درجات أربع عند شااااااهر لمدة ال مار تخزين يمكن كذلا،

أو البراعم  ،الأغصااان الصااغيرة من القاعدي الجزء من اللحاء أنسااجة أو ساااكنةال البراعم اسااتخدام

 .للفحصالكاملة  الدارباتأو  الأغصان،الفتية أو 
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بدرجة كبيرة في فحص عدد كبير يوصااى بها  بالإنزيماتالمرتبطة  المناعيةالممتصااات  فحوصااات
 من العينات.

غرام تقريبا  من المادة النباتية الطازجة وتقطع  0.5إلى  0.2ولتجهيز العينة على سبيل الم ال، يوزن 
 10-4 بحواليبلاسااتيكي. وتتم مجانسااة العينة  كيسإلى أجزاء صااغيرة وتوضااع في أنبوب ملائم أو 

شركة المصنعة  أو على النحو الموصى) عازل الإستخلاصمن  (v/w 1:2) ملليلترات بب من قبل ال
أو مدحاة يدوية، أو مطرقة، أو أداة  الأنسااجة لمجانسااة كهربائيباسااتخدام جهاز  (ELISA لمجموعة

 pH 7.2–7.4 (PBS)الاسااتخلاص من محلول ملحي مدروء بالفوساافات  عازلأخرى مماثلة. ويتألف 
في المائة من دي يو كاربامات ثنائي إثيل  0.2في المائة من بولي فينيل بيروليدون و 2يحتوي على 
وينبغي مجانساااااااة المادة النباتية تماما   .ملائم بديل عازل(، أو Cambra et al., 1994الصااااااوديوم )

 واستخدامها  ازجة.

نوع سللاندويل للممتصللات المناعية من غير المباشللر بسجسللام م للادة  المصللليالفحص  3-5-1
  المرتبطة بالإنزيمات

نوع سااااندويش للممتصاااات المناعية المرتبطة من غير المباشااار بأجساااام مضاااادة  المصاااليالفحص 
، ELISA-(TAS)الأجساااام المضاااادة  ثلاثيالذي يسااامى أيضاااا  شاااطيرة ، DASI-ELISA بالإنزيمات

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

شف 5B-IVIA (MAb) الجسم المضاد الأحادي الكلون الوحيد أن تبينّو جميع سلالات  مع م أو يكت
من  عزلات 5B-IVIA (MAb)وساااااوف يكشاااااف  (.Cambra et al., 2006a) البرقوقفيروم جدري 

 ــــب الاعتراف تعزيز بهدف 6.0 درجة حموضة لتحليل المستخرجاتإنما ينبغي تعديل  ،CRسلالة 
MAb 5B-IVIA(Glasa et al., 2013; Chirkov et al., 2013) .المفترضة السالالةأيضاا  كشاف  ويمكن 

(. إنما لم تتم الإفادة عن كشااااف Chirkov et al., 2016) MAb 5B-IVIA بواسااااطة الكرز مع المتكيفة
PPV-An باستخدام MAb 5B-IVIA (Palmisano et al., 2012.) 
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 عشاااارمن  لوحةمختبرا  باسااااتخدام  17أجراه  (Harju et al., 2000) حلقيال DIAGPRO وفي اختبار
، PPV-D )من ساااالالة (Plum pox virus)البرقوق عينات مصااااابة بفيروم جدري  تتضاااامن عينات

PPV-M وPPV-D+Mكانت  ريقة وإساابانيامن فرنسااا  ( وعينات سااليمة ،DASI-ELISA باسااتخدام 
MAb 5B-IVIA  في المائة )عدد النتائض الساااااالبية الصااااااحيحة والنتائض الإيجابية  95دقيقة بنساااااابة

(. وكانت هذه الدقة أكبر من المفحوصاااةعدد العينات مقساااومة على  الصاااحيحة المشاااخصاااة بالتقنية
  تفاعل إنزيم البلمرة المتسالسال - ةالنساخ العكساي المرتبط بالمناعالدقة التي تحققت ساواء باساتخدام 

(IC-RT-PCR التي بلغت )تفاعل إنزيم  -النسااخ العكسااي التعاوني ، أو  ريقة من الدقة في المائة 82
 Olmos et al., 2007; Cambra) من الدقة في المائة 94( التي بلغت Co-RT-PCR)البلمرة المتساالساال 

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

IVIA  باستخدام  لأنزيم البلمرة المتسلسل للنسخ العكسي الآنيتفاعل الفي المائة مقارنة  99ما نسبتب
 فااي الااماااائاااة( أو 98فااي الااماااائاااة( أو الااعاايااناااات الااماابااقااعاااة ) 89.2الااحاامااض الاانااووي الااماانااقااي )

IC-RT-PCR ( كما أشاااار  96.1للأسااار 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 تُ هر المضاااااادات الحيوية تباينا  بين الدفعات، لذا  صاااااحيحة.نتيجة  MAb 5B-IVIAباساااااتخدام 
 ينبغي التحقق من الأداء قبل الاستخدام الروتيني.

 تمّ  التي البرقوق جدري فيروم ساالالات جميع 5B-IVIA الكلونالجساام المضاااد الأحادي  ويكشااف
 Cambra et al., 1994; Cambra et al., 2006a; Glasa) وموثوق حسااام بشااكل وبخاصااة اختبارها،

et al.,2013; Chirkov et al., 2013; Chirkov et al., 2016 .)اللوازم مجموعااات من العااديااد أن كمااا 
 Gougherty) التحقق بيانات بعض معمتاحة  الكلون متعددةمضاااادة  أجساااامالتي تساااتخدم  التجارية

et al., 2015هانأ اتضااااح إنما(. أ2018من مة وقاية النباتات في أوروبا والبحر الأبيض المتوسااااط،  ؛ 
(، ويجااب بااالتااالي Cambra et al., 2006a) الاادفعااات مختلف بين التجااانس إلى وتفتقر تحاادياادا   أقاال

باسااتخدام  رق إضااافية في حالات اسااتخدام مضااادات  ويوصااىالمصااادقة عليها قبل اسااتخدامها. 
وحين تفرض المن مة الو نية لوقاية النباتات درجة إضااافية من ، الفحصفي  الكلون متعددةأجسااام 

 .البرقوقاليقين في تحديد فيروم جدري 

صللللات المناعة المرتبطة نوع سللللاندويل للممتمن بسجسللللام م للللادة  المصللللليالفحص  3-5-2
  بالإنزيمات

 DAS-ELISAلشطيرة ثنائي الأجسام المضادة  الن ام التقليدي أو ن ام بيوتين/ستريبتافيدين يستخدم
 المضادةأو الأجسام  5B-IVIAباستخدام الأ قم القائمة على الجسم المضاد المحدَّد الأحادي الكلون 

بما في ذلا سلالات  ،البرقوقسلالات فيروم جدري  مع مالمتعددة الكلون التي ثبت أنها تكتشف 
D، M وRec ( ية الأخرى بات ية مع الفيروساااااااات أو المواد الن بادل فاعلات ت  ,.Cambra et alبدون ت

2006a; Capote et al., 2009 وفقا  لتعليمات الجهة الصانعة. الفحص(. وينبغي إجراء 
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 الطرق تفاعل إنزيم البلمرة المتساالساال للنسااخ العكسااي أك ر تكلفة من م لالطرق الجزيئية تكون  قد
-RTالواسعة النطاق. على أن الطرق الجزيئية، وبخاصة  ريقة  الفحوصاتالمصلية، وبخاصة في 

PCR المصلية. كما أن استخدام  الطرق ، تعُد عموما  أك ر حساسية منالآنيRT-PCR يساعد  الآني
الحاجة إلى أي معالجة في مرحلة ما بعد التضااااااخيم )م ل الارتحال الكهربائي  تلافيأيضااااااا  على 

من  ريقة  )مع الحمض النووي المسااااتهدف( التلوثتعرضااااا  إلى  أقلللهلام( ولذلا فإنها أساااارع و
PCR .التقليدية 

النووي الحمض  (، فإن اسااااااتخلاصRNA)التي لا يلزم فيها عزل  PCR-RT-ICوباساااااات ناء  ريقة 
. وينبغي وضع العينات ملائمينبغي إجراؤه باستخدام البروتوكولات التي تم التحقق منها بشكل  الريبي

عن ذلا، يمكن في  وبدلا  في أكيام بلاستيكية لتجنب التلوث المتبادل بينها خلال عملية الاستخلاص. 
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أو مساحيق  ةالمطبوع الأنسجةوضع المستخلصات النباتية المبقَّعة أو أجزاء  الآني RT-PCR ريقة 
التحليل  لأغراضأو أغشااااية من النيلون  المواد النباتية التي من الممكن أن تجمد على الورق النشاااااف

(Olmos et al., 2005 Osman and Rowhani, 2006; Capote et al., 2009 .)العينات  فحصب يوصاااىو
التقليدية  PCR  ريقةعوضاااااا  عن  الآني RT-PCRباساااااتخدام  ريقة  المبقعة أو الأنساااااجة المطبوعة

  الأعلى. بسبب حساسيتها

تبعا واسااتخدامها كوحدة معيارية.  ينبغيحجم العينة المسااتخلصااة التي  من الطرق التالية وتحدد كل
 البرقوقز اللازم لكشاااف فيروم جدري ييتباين الحدّ الأدنى للترك لحسااااساااية الطريقة المساااتخدمة،

 fg 100المعيارية  النووي الريبيالحمض يبلغ التركيز في وحدة  PCR-RT على النحو التالي:  ريقة
قة الفي  ي النووي الريبيالحمض وحدة يبلغ التركيز في  ،PCR-RT-Coملليلتر؛  ري يار  fg 1 ةالمع
قة الفي  يارية  النووي الريبيالحمض ، يبلغ التركيز في وحدة  الآني PCR-RTميلليلتر؛ و ري المع
2 fg ميلليلتر.ال في 

 الصللللللبغيوالاصللللللطياد المناعي وتوليف الحمض النووي  النووي الريبيتنقية الحمض  3-6-1
cDNA 

 النووي الريبيتنقية الحمض  3-6-1-1

م بتة الصاااااالاحية بالطرق الباسااااااتخدام البروتوكولات  النووي الريبيتنقية الحمض  تتم أن يجب
تبعا  لتعليمات الجهة المصاانعّة.  النووي الريبيالملائمة، أو باسااتخدام مجموعة لوازم لتنقية الحمض 

درجة تحت الصاافر )مفضاالة( أو  70على حرارة  المسااتخرج النووي الريبيتخزين الحمض  ويجب
وينبغي تخزين كميات  درجة تحت الصاااافر إلى أن يسااااتخدم كنموذج، وذلا لأقل من عام واحد. 20

 التذويب المتكررة.-جراء دورات التجميد النووي الريبيصغيرة تفاديا  لفساد الحمض 

 المناعي الاصطياد 3-6-1-2

. تحقيقا  لهذه العملية، يعدّ النووي الريبييعتبر الاصااااااطياد المناعي خيارا  بديلا  عن تنقية الحمض 
النسااخ  تفاعلفي  المسااتخدمةالدقيقة  الأنابيبمن الأجسااام المضااادة ويسُااتخدم لتغليف  مزيض مخفف
 للاّ لاع على تفاصيل عن الإجراء.  2-6-3ن ر الجزء االعكسي. 

 DNA(c)الصبغي  النووي الحمض توليف 3-6-1-3

، فمن المحبذ توليف حمض نووي خلال تخزينب النووي الريبيحف  الحمض  السهل من ليس ببما أن
الحرارة، مقارنة  يمكن حف ب لفترات  ويلة مع شااااارو  بالحد الأدنى فيما خصّ  DNA(c) صااااابغي

 .النووي الريبيبالاشترا ات التي تخص الحمض 

 النسخ العكسي  معالمتسلسل لبوليميراز اتفاعل  3-6-2

سل    اتفاعل المسااتخدمة في  رق  البادئاتالمصااادقة على  تمّت سل سي    معلبوليميراز المت سخ العك الوارد  الن

حتى وإن وُجدت بادئات  البرقوقجدري  فيروم عنوهي تعُتبر مراجع للكشف العام  ،وصفها أدناه
تلُاح  أي نتااائض إيجااابيااة خااا ئااة في  ولم(.  al. etOlmos ,2006) متاااحااة الطيفأخرى واسااااااعااة 

 Wetzel et al., 1991; Levy and) عليها والمصاااااادقة الطرقالدراساااااات التي تصاااااف تطوير هذه 

Hadidi, 1994 ئدة(. وتتم ل ها  فا حددّ ئات التي  باد ها في Wetzel et al. (1991)أخرى في ال  تتيح أن
 ذات منتضحين ترفق بتحليل  البرقوق جدري فيروم من شيوعا   الأك ر السلالتين إلى التعرّف أيضا  
 ذات التكوين والطول المتعدد.قطعة الحصر باستخدام  اعديا  ق ا  زوج 243
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سل    اتفاعل  بادئات سل سي    معلبوليميراز المت سخ العك Wetzel المساتخدمة في هذه الطريقة هي إما بادئات  الن

)1991. (al et : 

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) 

بالغ  بادئة ) 1ميكرو لتر من:  25ويتكون خليط التفاعل ال أو الزوج  P2 و P1ميكرو مولار من كل 
،  AMV 2يووحدة واحدة من إنزيم النسااخ العكساا، dNTPsميكرو مولار من  250(، وNCR3البادئ 

 1.5، وTaqإنزيم البلمرة  زلعااا× 10ميكرو لتر  2.5، وDNA Taqوحاادات إنزيم بلمرة من  0.5و
الحمض ووحاادة  X Triton-100المااائااة من  في 3.0، و2MgClمللي مولار من كلوريااد الماااغنيزيوم 

ميكرو لتر. وأجُري التفاااعاال في جهاااز تاادوير حراري  5 مسااااااتوىمعياااريااة من ال النووي الريبي
درجة  94درجة مئوية، ودقيقتان عند درجة حرارة  42دقيقة عند درجة حرارة  45التالية:  بالمعايير
ثانية سااااااواء عند درجة  30درجة مئوية، وفي  94ثانية عند درجة حرارة  30دورة في  40مئوية، و
تان  60حرارة  بادئ ئات  62( أو عند درجة حرارة P2 و P1درجة مئوية )ال باد (، 3NCRمئوية )ال
دقائق عند درجة  10درجة مئوية، ويعقب ذلا تمديد نهائي لمدة  72عند درجة حرارة  ثانية وساااااتين
 زوج ولااديبواسااااااطااة الارتحااال الكهربااائي للهلام. و PCRدرجااة مئويااة. وتحُلاال نواتض  72حرارة 
 أمبليكون. 3NCR 220فيما تنتض بادئات  يا  قاعد ا  زوج P1/P2 243البادئات 

من  البرقوقعن  ريق اختباااار عزلات فيروم جاادري  Wetzel et al. (1991)وتم تقييم  ريقاااة 
من  تسااااابانيا، وتركيا(. وتمكَّنإمنا ق البحر المتوساااااط )قبرص، ومصااااار، وفرنساااااا، واليونان، و

جزيئا  فيروساااااايا   2000الفيروسااااااي، أي ما يقابل  النووي الريبيالحمض جزءا  من  20اكتشااااااااف 
(Wetzel et al., 1991 ،)وقام Levy and Hadidi (1994 )باسااااتخدام عزلات فيروم  ريقتهما  بتقييم

 ، ورومانيا.سبانياإو، وإيطاليا، هنغارياومن مصر، وفرنسا، وألمانيا، واليونان،  البرقوقجدري 

  تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل -النسخ العكسي المرتبط بالمناعة  3-6-3

 غنس، باستخدام Wetzel et al. (1992)وفقا  لما حدده  النسخ العكسي المرتبط بالمناعةإجراء مرحلة  جوزي
 لتجنب التلوث. فرديةمع اساااتعمال أنابيب أو أكيام بلاساااتيكية  5-3النبات المساااتخلص م لما في القسااام 
التحقق منب بشااكل ملائم. وقد تمت المصااادقة على هذا الاختبار فقط  تمّ ويمكن اسااتخدام أي جساام مضاااد 

 .واسع نطاق على الموزعةM و Dسلالات  من لعزلات

( من الأجسااام المضااادة المتعددة الكلون أو الجساام مللي لتر /ميكرو غرام  1ويتم تحضااير محلول )
الكربوني  العازلفي  (5B-IVIA: م لا  )البرقوق المضااااااااد المحدد الأحُادي الكلون لفيروم جدري 

pH 9.6ميكرو لتر في أنابيب  رد مركزي  100 في المخففّة المضادةقسامات من الأجسام  توضع. و
 150 الأنابيب مرتين باسااتخدام غساالتُ  ثمساااعات.  3مئوية لمدة  37وتحضاان عند درجة  PCRدقيقة 

من  الخاليالماء مرتين ب تشُااااااطفو (ليالغساااااا عازل) PBS-Tweenمن محلول التعقيم  ميكروليتر
( عن  ريق الطرد 5-3 ان ر القساااااام ؛ميكرو لتر 100) المسااااااتخلص النباتي وينُقىّالريبونيكليس. 
 الأنابيب تركتُ المغطاة. و PCRغرام(، ويضاف الناتض إلى أنابيب  15 500دقائق بمعدل  5المركزي )

ميكرو  150غساال ثلاث مرات باسااتخدام تُ  ثم ،مئوية 37لمدة ساااعتين على ال لض أو في درجة حرارة 
تفاعل  -النسااخ العكسااي المرتبط بالمناعة . ويتم تحضااير خليط PBS-Tweenلترا من محلول التعقيم 

                                                      
 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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، Wetzel et al. (1992)باساااااتخدام بادئات  2-6-3كما هو مبيَّن في القسااااام  إنزيم البلمرة المتسااااالسااااال
 .2-6-3المغطاة. ويتم إجراء التضخيم حسب ما هو مبيَّن في القسم  PCRويضاف مباشرة إلى أنابيب 

محددة، وإن كانت  رق التقييد  مضادةاستخدام أجسام  IC-RT-PCRتتطلب  ريقة عامة،  وبصورة
المضااااااد  الجسااااام باساااااتخدام IC-RT-PCRالمباشااااار قد تزيل هذا المتطلب. وتم التحقق من  ريقة 

في المائة في  82( كشاااااف عن دقة بنسااااابة DIAGPROفي اختبار حلقي ) 5B-IVIAالأحادي الكلون 
  (Plum pox virus) الااااااااااباااااااااارقااااااااااوقاكااااااااااتشاااااااااااااااااف فاااااااااايااااااااااروم جاااااااااادري 

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

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

 (Co-RT-PCR) تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل -النسخ العكسي التعاوني  3-6-4

 هي بادئات تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل -التعاوني النسخ العكسي 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 خليط 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 
المعيارية. ويتم  RNAميكرو لترات من وحدة  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  60مئوية، و 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.

 البرقوقمسااابار عام لفيروم جدري  باساااتخدامات نبكشاااف لوني للأمبليكو RT-PCRويقترن تفاعل 
(Plum pox virus ) 3يسااامى´digoxigenin ( ويشاااار إليب بالرمزDIG-3( )5′-TCG TTT ATT TGG 

CTT GGA TGG AA-DIG-3′الحمض النووي الصاااابغي (، على النحو التالي. يتم تحويل (cDNA )
م عند درجة حرارة  قسااامة  وضااعتدقائق ويوضااع فورا  على ال لض. و 5درجة مئوية لمدة  95المضااخَّ

يجفف الغشااااء في درجة حرارة الغرفة ويتم  ثمميكرو لتر من العينة على غشااااء من النايلون.  1 من
نانو متر. ولإجراء  254دقائق بمعدل  4الربط التصاااااالبي بالتعريض للأشاااااعة فوق البنفساااااجية لمدة 

درجة مئوية لمدة سااااااعة  60التهجين الأوّلي، يوضاااااع الغشااااااء في أنبوب تهجين عند درجة حرارة 
تهجين قياساااااي. ويترك المحلول ويتم التهجين عن  ريق مزج المسااااامبار عازل دة باساااااتخدام واح

DIG3  10قياسااااي بتركيز نهائي مقداره  تهجين عازلباسااااتخدام Pmol قبل وضااااعب في  مللي لتر ،
دقيقة في  15درجة مئوية. ويغسااال الغشااااء مرتين لمدة  60حاضااانة لمدة سااااعتين عند درجة حرارة 

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

 100في غرام من كاشاااااف كيميائي معوق مذاب  1) في المائة 1 دقيقة في محلول معوق معقم بمعدل
ملليلتر من دارئ من حمض الماليا(. ويوضاااااع الغشااااااء في حاضااااانة في درجة حرارة الغرفة مع 
الأجسااام المضااادة المترافقة لأنزيمات الفوساافاتيز القلوية المضااادة للديغوكساايجينين بتركيز مقداره 
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يغساااااال الغشاااااااء  ثمدقيقة.  30في المائة )وزن/حجم( لمدة  1 بمعدلفي محلول معوق  5 000إلى  1
مللي مولار من  100دقيقة بدارئ الغسيل، وتتم معادلتب لمدة دقيقتين بدارئ الكشف ) 15مرتين لمدة 

(. 9.5مللي مولار من كلوريد الصوديوم، وأم هيدروجيني معدلب  100كلوريدرات المي ان الأميني، 
 مللي NBT (75 ميكرو لتر من محلول 45ويتم تحضااااااير محلول الطبقااة التحتيااة عن  ريق مزج 

في المااائااة )حجم/حجم( من ثنااائي  70غرام مللي لتر من ملح تترازوليوم النيتروجين الأزرق في 
مللي غرام مللي لتر من ملح تولياادنيوم  BCIP (50ميكرو لتر من محلول  35متياال أميااد النماال( و

متيل أميد النمل( في المائة من ثنائي  100إندوليل ثلاثي في  -كلور رباعي  -فسااافات بروم خماساااي 
. وبعد وضااعب في حاضاانة لمدة ساااعة مع الطبقة التحتية، يوقف الكشااف عازلمللي لتر من  10في 

 التفاعل عن  ريق الغسل بالماء.

سي أك رهذه الطريقة أن  ثبتو ستخدام  RT-PCR ريقة  منمرة  100 ةحسا  .Wetzel et  al  ريقةبا

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

 ( RT-PCR) لأنزيم البلمرة المتسلسل للنسخ العكسي الآنيالتفاعل  3-6-5

 TaqManوتم وصااف  ريقتي  .SYBR Green I 2، أوTaqManباسااتخدام الآني PCR-RTيمكن إجراء 
 Schneider et al., 2004; Olmos et) (Plum pox virus) البرقوق ريجد فيرومللكشااااف العام عن 

al., 2005 .)ومساااااابار  والبادئاتTaqMan  هي التي أشاااااااار إليها  الأولى الطريقةالمسااااااتخدمة في
Schneider et al. (2004): 

 ((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  0.2خليط تفاااعاال ) 1ميكرو لتر من الآتي:  25ويتكون خليط التفاااعاال البااالغ 
dNTP4ماغنيزيوم مللي مولار من كبريتات  2.1، وMgSOالبادئات  كلّ من نانو مولار من 200(، و

كبريتااات مللي مولار من  TaqMan ،4.8نااانو مولار من مساااااابااار  100الأماااميااة والعكساااااايااة، و
   خاااااالاااااايااااااطماااااايااااااكاااااارو لااااااتاااااار ماااااان  5.0، و4MgSO الااااااماااااااغاااااانااااااياااااازيااااااوم

Platinum Taq/RT الآني (RT-PCR  الخطوة الواحااادةSuperscript  معPlatinum Taq (بوليميراز 
في جهاز تدوير حراري  PCR-RT. ويتم إجراء RNAميكرولترات من قالب  5. وInvitrogen)2 الدنا؛

عايير ية:  بالم تال قة عند درجة حرارة  15ال ية، و 52دقي ند درجة  5مئو قائق ع درجة  95 حرارةد
ثانية عند درجة حرارة  30درجة مئوية، و 95ثانية عند درجة حرارة  15دورة بمعدل  60مئوية، و

 وفقا  تعليمات الجهة الصانعة للمعدات.  الآني PCRدرجة مئوية. وتحلل نواتض  60

 D البرقوقعزلات فيروم جاادري  فحصعن  ريق  Schneider et al. (2004)وتم تقييم  ريقااة 
، PPV-Mو ،PPV-EAو، PPV-Dو، PPV-C ساااااالالاتمن  عزلاتوالمأخوذة من الولايات المتحدة، 
 20-10هذه الطريقة محدَّدة وقادرة على أن تكتشف باستمرار  وكانتوثمانية أنواع فيروسية أخرى. 

( كما يمكن لهذه الطريقة أن تكتشاااااف فيروم Schneider et al. 2004الفيروساااااي ) RNAجزءا  من 
 الدراقفي عدد من العوائل وفي أوراق وساايقان وبراعم وجذور ( Plum pox virus) البرقوقجدري 

(P. persica.) 
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 : 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:  25ويتألف خليط التفاعل البالغ 
بار  200، وP316Mو  P316Dمولار من كل من البادئتين  خليط  1، وTaqManنانو مولار من مساااااا

Universal PCR Master TaqMan (النُ م Applied Biosystems)2خليط  1، وMultiScribe وم بط ،
RNase  النُ م(Applied Biosystems)2 ميكرو لتر من قااالااب  5وRNA ويتم إجراء .PCR-RT  في

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

وفقا   الآني PCRدرجة مئوية، ويبرّد بساااااارعة إلى درجة حرارة الغرفة. وتحلل نواتض  60ثانية عند 
 لتعليمات الجهة الصانعة للمعدات.

، PPV-M، وPPV-Dطريقة باسااااااتخدام ثلاث عزلات لكل من ال هذهتقييم ب Olmos et al. (2005) قامو
ضعف باستخدام الجسم المضاد الأحادي  1 000بمقدار  DASI-ELISAوكانت أك ر حساسية من  ريقة 

 الإيجابيةفي المائة )عدد النتائض  97.5الإيجابية الصااااااحيحة  النتائض. وبلغت نساااااابة  5B-IVIAالكلون
 Plum pox)( البرقوقبفيروم جدري  المصاااابةعدد النباتات ب مقساااومة   الصاااحيحة المشاااخَّصاااة بالتقنية

virus )المحدَّدة بشااااكل صااااحيح من خلالRT-PCR  باسااااتخدام  الآنيTaqMan (Olmos et al., 2005 )
في المائة(،  93.6اسااااااتخدام العينات المبقعة ) الآني  RT-PCRوالحمض النووي المنقى مقارنة بطريقة

باسااااتخدام الجساااام المضاااااد الأحادي  DASI-ELISA ريقة  في المائة( أو 91.5) IC-RT-PCRو ريقة 
 (.Capote et al., 2009في المائة( ) 86.6) 5B-IVIAالكلون 

للكشااااف المتزامن عن فيروم  SYBR Green I باسااااتخدام (  ريقة2005) James، وVargaن وقد بيّ 
 :Mو Dوتحديد هوية السلالتين  (Plum pox virus) البرقوقجدري 

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) 

 :الفحص صحّة نتائض كفالةل  (Menzel et al., 2002)ةالتالي الداخليةإدراج بادئات الضوابط  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  مزيض . ويتألفRT-PCRويسااااتخدم بروتوكول من خطوتين لإجراء  ريقة 
(RT:من الآتي ) ميكرو لتر من البادئة  2P1 10 البادئة  10ميكرو لتر من  2ميكرو مولار، وNad5-

R 10 ميكرو غرامات من مجموع  4ميكرو مولار، وRNAالمزيض ميكرو لتر ماء. ويوضااااااع 5، و 
بعد ذلا  ضافتُ يوضع على ال لض. و ثمدقائق،  5درجة مئوية لمدة  72في حاضنة 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  المزيض ويوضع لتر ماء.
ميكرو لترا على  24 الباالغ PCRدرجاة مئوياة لمادة خمس دقاائق. ويتكون خليط تفااعال  99حرارة 

نانو  150، وPPV-FMنانو مولار من البادئة  350، وPPV-Uنانو مولار من البادئة  400النحو التالي: 
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بادئة مولا بادئة  200، وPPV-FDر 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 ,.2002كرزاي ) عااازل 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 خليط التفاعل و
عند  دقيقتانالتالية:  بالمعاييرفي جهاز تدوير حراري  PCRالدقيق المعقَّم أو ما يعادلب. 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 متوسط المنحنى الممهَّد نقطة واحدة.معدل الذوبان و من ثانية/مئوية

 درجات حرارة الذوبان لكل ناتض: تكون ،Varga and James (2005)ظل ال روف التي حددها  وفي 

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

 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-ئويةدرجة م 82.45من الأزواج القاعدية(:  181الضاااااابط الداخلي )جزء من 
 مئوية.

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

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

 السلالات هوية تحديد -4

)التي تسااااتخدم  البرقوقلتحديد هوية ساااالالات فيروم جدري  الإضااااافية الخطوات يبين هذا القساااام
DASI-ELISAو ،RT-PCRو ، Co-RT- ولا يعتبر تحديد نوع الساااااالالة 1ن ر الشااااااكل ا( )الآني .)

المن مة القطرية  ولكن، (Plum pox virus) البرقوقعنصااارا أسااااسااايا لتحديد هوية فيروم جدري 
 لوقاية النباتات قد ترغب في تحديد هوية السلالة وذلا م لا  للمساعدة على التنبؤ بسلوكها الوبائي.

ب فيروم جدري  وبالن ر لُّ بخلاف تحديد  الأخرىفإن الطرق  (Plum pox virus) البرقوقإلى تق
ن ر أدناه( قد تساافر عن نتائض خا ئة في نساابة ضاائيلة ا) PCRالقائمة على  التقنياتالتتابع أو بعض 

 البرقوقلفيروم جااادري  Mو Dمن العزلات. على أناااب 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  طرقأنب لم تتم المصادقة على ال سيماT و Anم ل لتحديد هوية سلالات 
  حتى الآن. العزلاتعدد قليل جدا  من  توصيف تمّ  بأن
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 (Plum pox virus)البرقوق فيروم جدري تحديد هوية سلالات   ريقة في الخطوات :1الشكل 
القطرية لوقاية النباتات ثقة  المن مةويمكن إجراء اختبارات أخرى في الحالات التي تشااااااتر  فيها 

. كما ينبغي تتبع الساالساالة (Plum pox virus) البرقوق جدريفيروم  ساالالةإضااافية في تحديد هوية 
والساالساالة الكاملة أو الجزيئية للغطاء  (Plum pox virus) البرقوقالجينومية الكاملة لفيروم جدري 

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

 السلالات التحديد المصلي لهوية 4-1

قة   البرقوقين لفيروم جدري تالرئيسااااااي الساااااالالتينللتمييز بين  DASI-ELISAينبغي إجراء  ري
(Plum pox virus) (D وM وفقا  لما حدده )Cambra et al. (1994)  المضااااااادة  الأجسااااااامباسااااااتخدام

( وفقا  Cambra et al., 1994; Boscia et al., 1997) Mو Dالكلون الخاصااااااة بالساااااالالتين  الأحادية
 لتعليمات الجهة 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  ولكنب لا يتفاعل
المسااتخدم في  ALفإن الجساام المضاااد الأحادي الكلون  ،ذلا على علاوة  . PPV-Dمع جميع عزلات 

هذه  لأن Tو Recو، Mيتفاعل مع العزلات التي تنتمي إلى الساااااالالتين  PPV-M الساااااالالةكشااااااف 
جزيئي للتمييز بين  فحصالمجموعات تشاااااترك في نفس تتابع الغطاء البروتيني. ولذلا يلزم إجراء 

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

من ( Plum pox virus) البرقوقويجوز إجراء الكشااااف المصاااالي عن هوية عزلات فيروم جدري 
المضااااااادة الأحادية الكلون  الأجسااااااامباسااااااتخدام  DASI-ELISAعن  ريق  C، وEAالمجموعتين 

. غير أنب لم يتم اعتماد تلا 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  ريقة

 الجزيئي الاختبار

 ،(1-2-4القسم  CR8597F/CR9023R أوP1/PD/PM ، mD5/mM3)البادئات  RT-PCR  ريقة
 (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) 
 الآني RT-PCRأو 

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

 يسلب إيجابي

 :موجود البرقوق جدري فيروس

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

REC، و أT، أو W موجود 

 :موجود البرقوق جدري فيروس

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

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

 من السلالات موصوف

 البرقوق جدري فيروس تحديد

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

 (RT-PCR) تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل -النسخ العكسي 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 خليط التفاا ميكرو  1، وP1ميكرو مولار من البااد
، ووحدة واحدة من إنزيم النسااااااخ dNTPsميكرو مولار  250، وPM البادئةأو  PDمولار من البادئة 

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

 RNAفي المائة ميكرو لترات من وحدة  5في المائة فورماميد و 2و Triton X-100في المائة  0.3و
 التاااالياااة: باااالمعااااييرفي جهااااز تااادوير حراري  RT-PCR ريقاااة  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، ويعقب ذلا تمديد نهائي لمدة  72عند درجة حرارة  ثانية

البادئات من زوج  كلنتض يعن  ريق الارتحال الكهربائي للهلام. و PCRدرجة مئوية. وتحلل نواتض 
P1/PDالاااابااااادئااااات زوج، و P1/PM  وقااااامزوجااااا  قاااااعااااديااااا.  198امااااباااالاااايااااكااااون ماااان 

Olmos et al. (1997) عزلات من السلالة  6باستخدام  تهميقتقييم  ربPPV-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)
 .البرقوق دريجفيروم 

 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  خليطويتكون 
 AMV (10العكسااااااي  النسااااااخواحدة من إنزيم  ووحدة، dNTPsميكرو مولار  250من كل بادئة، و

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

Triton X-100ميكرو لتر من  5، وRNA  ويجُرى النساااخ العكساااي  (.6-3 القسااامالمساااتخلص )ان ر
(. 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  PCRناتض 

 :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  ريق النسااخ العكسااي  بخطوتين RT-PCR بروتوكول ويسُااتخدم
 الحمض النووي الصاااااابغي (. ويتم توليفGlasa et al., 2013) PPV-CR لعزلاتلكشااااااف محاادد 

(c)DNA الحمض النووي الريبي من مجموع مسااااتخلصااااات  RNA(NucleoSpin RNA Plant Kit, 

Macherey-Nagel الآني العكسااي  والنسااخعشااوائية  مساادوسااة( باسااتخدام بادئاتAMV .تضُاااف  ثم
 EmeraldAmp GT PCR Master Mixيحتوي على  الاذي PCR تفاااعال خليط إلى cDNAقااساااااامااة 

(TaKaRa Bio Inc .)ويجُرى PCR درجة مئوية،  98ثانية عند  60الحراري التالية:  التدوير بمعايير
درجة مئوية لمدة  72ثانية و 30درجة مئوية لمدة  55ثانية، و 30درجة مئوية لمدة  89دورة من  35
هائي  30 يد ن مد ها ت ية، يلي مدة  72 بحرارةثان تائض  5درجة مئوية ل لّل ن قائق. وتحُ  بالرحلان PCRد

زوجا  قاعديا  في الحجم، وباستهداف  427 منتضCR الكهربائي للهلام. وتضخّم البادئات الخاصة بـااااااا
عازلات  باساااااتخدام CRالمصاااااادقة على خصاااااوصاااااية بادئات  وتمّت. ′5 النهائية CPمنطقة ترميز 

 C(Glasa et al., 2013.) و D, M, Rec, T, W, EA البرقوقسلالات فيروم جدري 

  تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل -النسخ العكسي المرتبط بالمناعة  4-2-2

 PCRويضااااف خليط تفاعل  3-6-3هو مبيَّن في القسااام  كماالمناعي الإصاااطياد ينبغي إجراء مرحلة 
حساااب ما  PPV-Mو  PPV-Dالمركزي المغطاة. ويتم تحديد هوية سااالالة  PCRمباشااارة إلى أنابيب 
 1-2-4هو مبيَّن في القسم 

 تفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل -النسخ العكسي 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    العزلمواد  في المائة من الفورماميد )لتحديد هوية  30القياساااية للتهجين الأوَّ

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

  لأنزيم البلمرة المتسلسل للنسخ العكسي الآنيالتفاعل  4-2-4

وفقا  لطريقة  SYBR Green Iباسااااتخدام كيمياء  PPV-Mو PPV-Dالساااالالة  علىيتم التعرف تحديدا  
Varga ،وJames (2005( )أو  ريقة 5-6-3ن ر القسم ا )TaqMan  التي وصفهاCapote et al. (2006). 

 Capote et al. (2006)في  ريقة  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 خليط التفاااعال البااالغ 
 TaqMan Universal PCR Masterخليط  1، وMGB-M FAM، أو مسبار MGB-Dمولار من مسبار 

 Applied)الاانااُ اام  RNase، وMultiScribeخاالاايااط ماا اابااط  1، و2(Applied Biosystems)الاانااُ اام 

Biosystems)2لتر من قالب  ميكرو 5. ويضااااف خليط التفاعل وRNA  (، ويتم 6-3المعيارية )القسااام
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

وفقااا  الآني  PCRدرجااة مئويااة. وتحلاال نواتض  60ثااانيااة عنااد درجااة حرارة  60درجااة مئويااة، و 95
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عزلة لكل من  12تقييم هذه الطريقة باسااتخدام ب Capote et al. (2006)وقام لتعليمات الجهة الصااانعة. 
PPV-D وPPV-Mالسلالتينعيِّنة مصابة بكلا  14، و. 

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: نتائض صحةلكفالة  (Menzel et al., 2002) إدراج بادئات الضبط 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  خليط ويتكون فا بالغ  RT-PCRت تالي:  25ال ميكرو لتر من محلول  2.5ميكرو لتر على النحو ال
ميكرو لتر من الخليط  22.5( و6-3)ان ر القسم  10إلى  1 بنسبةالمستخلصة  RNAمائي مخفف من 

 ,.Karsai et alكارزاي ) عازلميكرو لتر من  2.5الرئيساااااي. ويتكون الخليط الرئيساااااي من الآتي: 

 Nad5R، وPPV-RR، أو PPV-Uميكرو مولار من البااادئااات  5ميكرو لتر لكاال من  0.5(؛ و2002
 2MgClميكرو لتر من كلوريد الماغنيزيوم  1مولار، ومللي  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 ) DNA Taq ®Platinumمن إنزيم بلمرة 

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  ريق  60ثانية عند درجة حرارة  60مئوية، و

 0.1 ذوبان معدلات معدرجة مئوية  95درجة مئوية حتى  60الوضااع في حاضاانة عند درجة حرارة 
 Vargaلأوضااااااااع التي حددها ا ظل وفي .واحدة نقطة معدلب بساااااايط ومنحنى  انيةال /درجة مئوية

 :منتض 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  ا ريقتهم تقييمب( أ2006) Jamesو Varga قامو

EAو ،PPV-W. 

 الاختبارات الجزيئية ضوابط -5

الفحص بحسااب نوع -ملائمة  ضااوابطالتي تم التوصاال إليها، ينبغي تناول  الفحصبنتيجة  ذلكي يأُخ

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

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

ة إيجابي لحمض النوا ضااابطواجبة الاسااتخدام من  الضااوابطالنسااخ العكسااي، يتألف الحد الأدنى من 

 (.ينموذج يوجد ضابطسلبي للتضخيم )لا  ضابطو

)بغض الن ر عن  الفحصلرصد كفاءة  ريقة  الضابطيستخدم هذا . الإيجابي لحمض النواة ال ابط

 ( والتضخيم، في التفاعل المتسلسل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي.الإستخلاصعملية 
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 البرقوق جدريأو فيروسي أو مواد نباتية مصابة بفيروم  نباتينووي يجوز استخدام حمض ريبي و

المخزن أو المواد المعدةّ المصابة  النووي الريبيمدموغة على غشاء. ويجب على الحمض 

مع فترات التخزين  الضابطبالفيروم، الخضوع للتحقق بصورة دورية من أجل الت بت من جودة 

 الطويلة.

، الآنيبالنساابة إلى التفاعل المتساالساال للبوليميراز باسااتخدام إنزيم النسااخ العكسااي  الداخلي. ال للابط

( al. et, Menzel 5nad ,2002المرساااااااال التابع للجينة التنبئية ) النووي الريبييمكن إدراج الحمض 

داخلي من أجل اساااتبعاد احتمال أية نتائض سااالبية كاذبة للتفاعل،  ضاااابطضااامن بروتوكول التفاعل ك

  للتفاعل. م بطاتجراء فشل استخراج حمض النواة أو فساده أو وجود 

ضروريا  من أجل التفاعل  ضابطيعتبر هذا ال (.ينموذج ضابط يوجدالسلبي للت خيم )لا   ابطال

من  التقليدي لأنزيم البلمرة المتسلسل للنسخ العكسي الآنيتفاعل الالمتسلسل للبوليميراز باستخدام 

أجل استبعاد النتائض الإيجابية الكاذبة جراء التلوث )مع الحمض النووي المستهدف( خلال مرحلة 

من إنزيم ريبوُنوُكْليَاز،  إعداد مزيض التفاعل. ولدى مرحلة التضخيم، يضاف ماء ملائم للتفاعل وخال

 ض التفاعل.كان قد استخدم لإعداد مزي

لضاامان إتاحة حمض النواة المسااتهدف الذي تم  ضااابطيسااتخدم هذا ال .الاسللتخراا الإيجابي ضللابط

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

المصاب بالفيروم ويستخرج حمض النواة من النسيض العائل  وإمكانية كشف الفيروم المستهدف.

لدى عملية التفاعل المتسلسل  .برقوقأو من أنسجة نباتات أو حشرات سليمة لدغها فيروم جدري ال

للبوليميراز باسااااتخدام إنزيم النسااااخ العكسااااي، يجب التحو  لتفادي التلوث جراء الرذاذ الناجم عن 

 الإيجابية أو العينات الإيجابية. ضوابطال

لرصااد التلوث خلال اسااتخراج حمض النواة و/أو  ضااابطتخدم هذا اليساا .الاسللتخراا السلللبي ضللابط

على حمض نواة اسااتخرج من نساايض عائل غير  ضااابطينطوي هذا ال رد الفعل إزاء النساايض العائل.

متعددة حين تكون العينات الإيجابية  ضااوابطويوصااى باسااتخدام  مصاااب فخضااع من ثم للتضااخيم.

 متوقعة بأعداد كبيرة.

ل للبوليميراز باستخدام إنزيم النسخ العكسي التقليدي والتفاعل المتسلسل للبوليميراز التفاعل المتسلس

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 

 ضااابطمن نباتات سااليمة ك وعصااارة إيجابي، ضااابطك المعروف الإيجابي برقوقال جدري فيروم

من أجل اسااتبعاد الأخير  الضااابطتضااخم ساالبي. ويسُااتخدم هذا  ضااابطساالبي. ويمكن أيضااا  إدراج 

النتائض الإيجابية الكاذبة جراء التلوث خلال مرحلة إعداد مزيض التفاعل ولدى مرحلة التضااااااخيم، 

ياز، كان قد اسااااااتخدم لإعداد مزيض التفاعل اء ملائم للتفاعل وخال يضااااااااف م من إنزيم ريبوُنوُكْلَ

 تضخيم سلبي. ضابطكلاستخدامب 

 السجلات -6

 من 27من المعيار الدولي رقم  5-2والأدلةّ كما جرى وصااافها في القسااام  بالساااجلات الاحتفاظ يجب

 .(للوائح الخاضعة ل فات التشخيص بروتوكولات) النباتية الصحة لتدابير الدولية المعايير
وفي الحالات التي قد تتأثر فيها أ راف متعاقدة أخرى بنتائض التشاااااخيص، وبخاصاااااة في حالة عدم 

)الخطو  التوجيهية من المعايير الدولية لتدابير الصااااااحة النباتية  13)المعيار الدولي رقم  الامت ال
لة ظهور الفيروم في منطقة للمرة الأولى،  (الطوارئللإخطار بعدم الامت ال وإجراءات  وفي حا

 :تعقبّهالمدة سنة واحدة على الأقل بطريقة تضمن إمكانية  الاحتفاظ بالمواد الإضافية التالية ينبغي



2 بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

19 -2ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 دة عند  أمكن، إذا ،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.

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

 في درجة حرارة الغرفة.يلون( على ورق أو غشاء من النا

  ينبغي، عند الاقتضاااااء، الاحتفاظ بنواتض تضااااخيمRT-PCR  مئوية تحت  80عند درجة حرارة
 الصفر.
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States of America (Vessela Mavrodieva; email: vessela.a.mavrodieva@aphis.usda.gov; 
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Equipe de Virologie Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Centre de 
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(Thierry Candresse; email: tc@bordeaux.inra.fr; tel.: +33 557122389;  

fax: +33 557122384). 
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fax: +421 254774284). 

Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Plant Protection and Biotechnology 
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Sidney, Canada (Delano James; email: Delano.James@inspection.gc.ca;  

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

باتات،  تشااااااخيص بروتوكول لمراجعة  لب تقديم ويمكن ية الن من جانب المن مات القطرية لوقا

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

وّلها بدورها إلى ( التي سااااااتحippc@fao.orgمن خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات )

 .التشخيص ببروتوكولات المعني الفني الخبراء فريق

 وتقدير شكر -8

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

Stellenbosch South Africa); L. Levy  (ن ر القسم ا الأمريكية، المتحدة الولايات في الزراعة وزارة
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 تاريخ المطبوع

 هذا ليس جزءا  رسميا  من المعيار
تاريخ هذا المطبوع متصل بالنسخة الصادرة باللغة العربية فقط، وللحصول على لمحة 

 على النسخة الصادرة باللغة الإنكليزية للمعيار. الا لاعتاريخية شاملة، يرجى 

 الدورة السابعة اعتماد المعيار. –تدابير الصحة النباتية هيئة  03-2012

 (.2012) .(Plum pox virus) برقوقفيروم جدري ال .2 الملحق: 27المعيار الدولي رقم 

 تنسيق المعيار 2012أعادت أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات في ديسمبر/كانون الأول 
للاتساق في معلومات الاعتماد، والمراجع، والتعاريف )على أفضل وجب باللغة العربية( 

 النسخة الإنكليزية للمعيار. مع

دراج التعديلات الحبرية  بقا  إقامت أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات بترجمة و 12-2016
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 اعتمدت لجنة المعايير بروتوكول التشخيص نيابة عن هيئة تدابير الصحة النباتية. 08-2018
 (.2018) .(Plum pox virus) فيروم جدري الخوخ  .2 الملحق .27المعيار الدولي رقم 

 روما، الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات، من مة الأغذية والزراعة.
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