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 . المقدمة1

 

 ةيئكيميا ةأي طريقيس هناك ، لحاليا   إلا أنه ية،واع النباتنالأمختلف  يةالفيروستصيب الأمراض 
 لذلك .رياتالفط وأ بكتيريامشابهة لمبيدات ال ا  اقتصاديمجدية تكون  الفيروسات النباتية لمكافحة فعالة

 (1عن طريق: ) فيروسالصابة بمنع الإ لىإ أساسا   يةفيروسال الأمراض دارةإاستراتيجيات تهدف 
( التقليل من انتشار 2) ،لى المحصولإالعدوى لمنع الفيروس من الوصول  القضاء على مصدر

خالية من ....( .استخدام مواد اكثار )بذور، عقل،( 3ناقل، )العن طريق التحكم في  فيروسال
 ، أو التطعيم على أصول مقاومة للفيروس لفيروسل ةنباتات مقاوم ستخدام( ا4و ) ،الفيروس
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بسلالات مستضعفة للوقاية من  ى ( العدو 6) ،( العمليات الزراعية مثل تعديل موعد الزراعة5)
 . السلالات الخطرة

التشخيص الدقيق للفيروس أولا  يجب ، ة ضد الأمراض الفيروسيةلتنفيذ تدابير المكافحو 
قليل الضرر الناتج ، لأن ذلك يعتبر الخطوة الأساس لايجاد أفضل السبل للحد من انتشاره وتمرضمال

عن خرى الإكثار الإلبذور ومواد كا ةالوراثي للمواد ري التبادل التجازدياد إ بحكمو  من الإصابة به.
لخدمات  كبيرةهمية أ أيضا  تشخيص الفيروسات في هذه المواد تكتسب فإن التجارة العالمية،  طريق

 عبر الحدود.  ةلضمان سلامة نقل المادة الوراثي يالحجر الصح
إن استخدام اتية. الفيروسات النبعن  لكشفلالتشخيصية ق ائطر تم تطوير العديد من ال

في وفر معلومات كافية عن هوية الفيروس، ولكن يقد في بعض الأحيان واحد تشخيصي  إختبار
 اتختبار الإ فضلأإن . للفيروس ق لتشخيص قاطعائطر المجموعة من أحيان أخرى نحتاج إلى 

ن فترة كتمل في غضو التي ت، و الحساسة والمتخصصة اتختبار هي الإالفيروسات النباتية عن كشف لل
أو البروتينات سواء عن التطورات الحديثة في التقنيات للكشف إن . ةوغير مكلف قصيرة نسبيا   ةزمني

 .يةمراض النباتية الفيروستشخيص الأ طرائقحماض النووية وفرت فرصة لتطوير الأ
، المتاحة على الموارد والتسهيلاتتم إختياره الذي يالتشخيصي  ختبارنوع الإيتوقف و 

، ونوع وعدد العينات اتختبار الإجراء هذه اللازمة لإ ةوالحساسي ة، ومستوى الدقةالمواد الكاشفوتوافر 
في هذا الفصل . عنه كشفال المرادها، وكمية المعلومات المتاحة عن الفيروس إختبار التي سيتم 

 يةفيروسالأمراض الالمتاحة للكشف عن التشخيصية  اتختبار الإ بعضلمحة عامة عن سوف نعطي 
 بما فيها ةفي البلدان النامي باحثون الن يستخدمها أالتي يمكن  ة، مع التركيز على الكيفييةالنبات

 المنطقة العربية.

 

  والمورفولوجية حيويةعلى الخصائص ال التشخيصية بناء   اتختبار الإ. 2
 

 . الأعراض الظاهرية1.2
 

واجتثاث النباتات  ةلمسببات المرضيا التي تسببها الأمراض الفيروسية للتعرف علىالأعراض تستخدم 
مرض لعراض عندما تكون الأ سهلة نسبيا   تكون المعاينةعلى المرض.  ةفي محاولة للسيطر  ةالمريض

والظروف صابة ، وقت الإالسلالة الفيروسية، النوع النباتين عوامل كثيرة مثل أ غير. واضحة محدد
بعض الفيروسات لا كما أن  .(Matthews, 1980)الظاهرية عراض الأعلى ن تؤثر أيمكن ة يالبيئ

أو سلالات مختلفة لنفس  مختلفة فيروساتفإن لى ذلك، إضافة إ. صابة ظاهريةتؤدي إلى أعراض إ
النباتات  كثيرة تظهر على أحيانا   .عائل النباتينفس العلى مشابهة  عراضا  أ  عطييمكن أن تالفيروس 

الجوية غير لظروف اتجة عن عوامل أخرى مثل إلا أنها نا يةالفيروس أعراض مشابهة للأمراض
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آفات أخرى  الناتجة عنصابة الإ ة،المغذيعدنية لمنقص بعض العناصر ا التربة المعدنية والمناسبة، 
الضرر الناتج عن سوء استعمال تلوث الهواء و النيماتودا،  أو لحشراتلفايتوبلاسما والبكتيريا وااك
  .(المبيدات العشبيةمبيدات )وخاصة ال

مطلوبة عند اتخاذ قرار  ةميدانيالخبرة ، فإن المعلومات عن الفيروساتتعطي راض مع أن الأع
أن يسير التشخيص عادة، من الضروري في العراض فقط. الأبناء على  ل تشخيص الفيروساتحو 

 يةفيروسالصابة ن دقة تشخيص الإخرى لضماالأ اتختبار الإلى جنب مع إ جنبا   عراضلأعلى ا بناء  
(Bock, 1982). 

 

 طرائق الانتقالالمدى العوائلي و  .2.2
 

 طريقة انتقال الفيروس، معرفة  يمكن أن تعتمد جزئيا  على اتالفيروسماهية الكشف عن  إن
 بواسطة ناقل حشري أو أية نواقل حيوية أخرى  وأالتطعيم أم بالعدوى الميكانيكية، أهي ب

(Jones, 1993). بحد انيكيا  باستخدام العصارة النباتية يمكن القيام بها النباتات العشبية ميك إن إلقاح
بالكشف  تسمحنباتات هذه الالفيروسات على التي تنتجها  ةالمميز عراض الأف ،أدنى من التسهيلات

 قد المدى العوائلي ن أمن رغم على ال. و (Horvath, 1993) العديد من الفيروسات وتعريف
في ستخدم ت تإلا أنها مازال ،(Hamilton et al., 1981)فيروس لتحديد ماهية ال دقيقةطريقة كون يلا 

ات المدى إختبار يمكن زيادة دقة في تشخيص الفيروس.  ا  هام ا  عنصر  الاعتبارهمختبرات الكثير من 
خبرة  بواسطة أصحابواجرائها  (1)جدول  استخدام مجموعة مناسبة من النباتاتالعوائلي عن طريق 

 .في هذا الموضوع
 

 .(Noordam, 1973) للكشف على الفيروسات الشائعة الإستعمالالدالة بعض النباتات  .1جدول 

 

 النوع النباتي عمر النبات المفضل عند الإعداء

أسابيع 5  (.Beta vulgaris L)الشوندر السكري/البنجر  

 .Chenopodium amaranticolor, Coste & Reyn شهرين

 .Chenopodium quinoa L شهرين

امأي 10  (.Cucumis sativus L)الخيار  

أسابيع 5-8  (.Datura stramonium L)الداتورة  

أسابيع 6  Nicotiana glutinosa L. 

أسابيع 5  Samsun NNالصنف  – (.Nicotiana tabacum L)التبغ  

أسابيع 5  White Burleyالصنف  – (.Nicotiana tabacum L)التبغ  

أيام 10  Bekaالصنف  – (.Phaseolus vulgaris L)الفاصولياء  

أيام 10  Pintoالصنف  – (.Phaseolus vulgaris L)الفاصولياء  

 (.Vicia faba L)الفول  اسبوعين

أيام 10  (.Vigna sinensis (L.) Endl)اللوبياء  
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اكهة عن طريق الفشجار أ فيروساتا  و ميكانيكي لاتنتقلالفيروسات التي  يمكن تشخيص
ن أ. ومع (Martelli, 1993؛ Fridlund, 1980لتطعيم على نباتات دالة حساسة )النقل الحشري أو با

الفيروسات أو لحفظها أو تكاثرها، ستخدم في العديد من المختبرات سواء لتشخيص ت اتختبار الإهذه 
 الظاهريةعراض الأ ن طريقالفيروسات عبعض تمييز  يصعبتستهلك الوقت والموارد، و  إلا أنها

  فقط.

 
 في العصير خصائص الفيزيائية. ال3.2

 

ر في يإن الخصائص الفيزيائية )مثل درجة الحرارة المثبطة، نقطة التخفيف النهائبة، مدة التعم
المختبر( لقياس فعالية الفيروس في العصير النباتي، كانت تستخدم لتعريف الفيروسات النباتية. إلا 

 .(Francki, 1980)لتشخيص الفيروسات أن مثل هذه الصفات غير موثوق بها ولم يعد يوصى بها 
 

 والمجهر الضوئي الإلكترونيالمجهر . 4.2
 

 ةمورفولوجيالصفات العن معلومات مفيدة  يمكن أن يعطي الإلكترونيالمجهر إن استخدام 
عندما تكون  سات النباتيةالاستعمال في الكشف عن الفيرو شائع  ية، وهوجسيمات الفيروسلل

لكتروني بكشف كما يسمح المجهر الإ (.Milne, 1993؛ Baker et al., 1985)التسهيلات متوفره 
إن  ذا كانت صفاتها المورفولوجية مختلفة.إفي نفس النبات  واحد كثر من فيروسأصابات بإوجود 

  Potyviruses ،Potexvirusesمثل عصوية الشكل الالكشف عن الفيروسات الخيطية و 
وغيرها من الفيروسات  متساوية الأبعاد/سات المتقايسةكون أسهل من الفيرو ي Tobamovirusesو 

ة في منخفض عادة بتراكيز وجدالفيروسات التي ترؤية  يصعب .الإلكترونيعند فحصها بالمجهر 
يمكن و . فحصهاقبل يتم تركيز هذه الفيروسات ما لم  الإلكترونيتحت المجهر  عصارة النسيج النباتي

 immunoelectron) السيرولوجيةالمصلية/ اتختبار اقرانه بالإ عند الإلكترونيكفاءة المجهر تحسين 

microscopy) .في وهو غير متوفر ، مكلف ويحتاج إلى خبرة الإلكترونياستخدام المجهر  لا أنإ
مجهر ال تكلفةن تتحمل أتستطيع  لاالعديد من مؤسسات البحوث الزراعية إن حيان. كثير من الأ

 ة مستمرة.صيان تتطلبالتي و  ةلكتروني الباهظلإا
 أجسام محتواة وبلورات تراكمية كبيرةوجود من الفيروسات النباتية العديد يرافق الإصابة ب

 ةوسريع المجهر الضوئي يكون عملية بسيطةبواسطة جسام هذه الأعن  الكشف إن داخل الخلايا.
 واة الأجسام المحت خصائصأشكال و  ما أنبو  .(Edwardson et al., 1993) ورخيصة نسبيا  

(inclusion bodies)  نوع  حيان تحديدفي بعض الأيمكن  ، فإنهبعض الفيروساتبصابة الإتنتج عن
. خاصةات باستخدام صبغوذلك لأجسام المحتواة الملاحظة على ا بناء  جنس الفيروس إلى مستوى ال
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ما  را  وناد ةلى تجارب عملية مستفيضإتحتاج إن استخدام مثل هذه التقنية للكشف عن الفيروسات 
  عريف الفيروسات النباتية بشكل روتيني.يستخدمها المبتدئ لت

 
 السيرولوجيةالمصلية/  اتختبار الإ. 3

 

 لكشف بنجاح ل ةمصال المناعيالأالسيرولوجية و المصلية/  اتختبار الإتم تطوير واستخدام 
 أكثر ت السيرولوجية ختبار عتبر الإوت من الزمن.منذ عدة عقود  الفيروسات النباتية عن
الجسم المضاد تفاعل  استخدم، بدايةفي ال .المستعملة في الكشف عن الفيروسات شيوعا   اتختبار الإ

ات الترسيب فائق الصغر إختبار مثل،  مرئي مترسب مع مولد الضد )الفيروس( لتكوين
(microprecipitin test) ،الإنتشار المزدوج في الآجار إختبار (Agar double diffusion test) 

 مرحلة لاحقة، فيو  .للكشف عن الفيروسات (Agglutination test)تراص الخلايا  تخثر/ إختبارو 
كواشف  حيث تستخدمالأطباق أو أغشية النيتروسلليلوز،  سطح صلب مثل على اتختبار الإاجريت 
سوف . نزيماتعن طريق تعليم الأجسام المضادة با وذلك تفاعل الجسم المضاد مع الفيروس لمشاهدة

طلاع على تفاصيل ولكن يمكن الإفي الفقرات التالية،  اتختبار الإتم التطرق إلى بعض هذه ي
 & Makkouk؛ Fegla et al., 2001 ؛1996، مكوك وقمري )ات في مراجع مختلفة ختبار الإ

Comeau, 1994 ؛Hampton et al., 1990 ؛van Regenmortel, 1982؛ 
van Regenmortel & Dubs, 1993). 

 

 التراص/التخثرو  الترسيب اتتبار إخ. 1.3

 
 منطقة ( على تشكيل ةادة هلاميم )سواء في مادة سائلة أو في الترسيب اتإختبار تعتمد 

 ؛Ball, 1974) مضادةجسام الالأمع كميات كافية من الفيروس  تتحد عندما ةمرئيترسيبية 
van Regenmortel, 1982 .)مختصينبعض ال من قبلات الترسيب فائق الصغر إختبار  استخدمت ،

. في أكثر شيوعا   اكانالإنتشار المزدوج في الآجار وتخثر/تراص الخلايا ي إختبار استخدام ولكن 
 ومولد  الأجسام المضادةكلا  من  تشرتن، الإنتشار المزدوج في الآجار إختبار

ن خط وتكو   جارالآ عبر هلام العصارة النباتية الحاوية على الفيروس( وأ النقي الفيروسالضد )سواء 
 ,Ouchterlony) بالتركيزات المناسبة في الأجار/الهلام فيهايلتقيان ترسيبي مرئي في المنطقة التي 

. لكن يةصلة القرابة مابين السلالات الفيروسلتمييز  ختبارا الإهذيمكن استخدام و . (1)شكل  (1962
تواجد الفيروسات التي تفي الكشف عن الكافية  ةالحساسيتوفر عدم ب تمثلعيوب هذه الطريقة ت

التي تصيب الأشجار معظم الفيروسات و  Luteovirusesفيروسات الإصفرار  ة )مثلمنخفضبتراكيز 
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، هلامفي ال نتشارالإمن  التمكينه تجزئة جسيمات الفيروسات الخيطية والعصوية (، وضرورةالخشبية
 ن غالية الثمن.، والتي أصبحت الآةلى كميات كبيرة من الأجسام المضادكما تحتاج إ
لبعض جسيمات ح و سطأو يغطي ال بطتير الجسم المضاد التراص، فإن /التخثر إختبارفي 

ة المكورات العنقوديبكتيريا ، أو خلايا latexلبن الشجر خلايا الدم الحمراء،  مثل)الخامدة  المادة
Staphylococcus aureus لى يكون ع سم المضاد مع الفيروسإن التفاعل الموجب للج(، و 

باستخدام و أ ةبالعين المجردأن تشاهد التي يمكن  الخامدة المادةشكل تخثر أو تراص جسيمات 
 ويمكن  الترسيبية باقي الإختباراتمن  ةكثر حساسيالتراص أ/التخثرإختبار  يعتبر. مكبرة
؛ Hughes & Ollennu, 1993؛ Chirkov et al., 1984) منخفضة كيزاتر  لفيروسات ذات اجراؤه

Walkey et al., 1992). 
 

 
 

 
الإنتشار المزدوج في الآجار، الخط الترسيبي يلاحظ فقط مابين العينة المصابة الموجودة في  إختبار. 1شكل 

والمصل المضاد الموجود في الحفرة المركزية  (IN)الحفر الخارجية التي تحوي عصارة من النبات المصاب 
(AS) .صارة من نبات سليمع ويلاحظ عدم وجود خط ترسيبي مقابل (H). 

 
 

 المصلية/ اتختبار الإ من ةحساسيأقل  التراص/التخثرات الترسيب و إختبار  مع أن
كون بتراكيز معقولة في الفيروسات التي تعن  لكشفطرق ممتازة لإلا أنها  السيرولوجية الأخرى،

لنبات المصاب يتم الحصول على نقطة من عصارة ابمجرد سهلة جدا ، ف اتختبار الإهذه  إن. النباتات
مكانيات دنى من الإبالحد الأ اتختبار الإهذه يمكن إجراء مناسبة. المضادة المصال فحصها بالأ

 كمياتمحدودة ولديها رات التي تملك إمكانيات بختكثير من الملوالخبرات، وبالتالي فهي مناسبة ل
 .الأمصال المضادةكافية من 
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 كترونيالمجهر الإلمناعي تحت التفاعل . ال2.3
 

تحت المجهر توجد ثلاثة طرق يمكن استخدامها للكشف عن الفيروسات النباتية وتشخيصها 
، إلا أن (Decoration)والزخرفة  (Trapping)، الاصطياد (Clumping)وهي التجميع الإلكتروني 

، كما يمكن (Milne, 1991؛ Derrick, 1973الزخرفة هو الأكثر شيوعا  في الاستخدام ) إختبار
بين  هذه الطرق  جمعت. لجمع بينها كاستخدام طريقة الاصطياد أولا  يليها الزخرفة على نفس العينةا

ففي . الإلكترونيالمجهر التكبير الذي يسمح به مع  ة/السيرولوجيةالمصلي اتختبار الإ ةخصوصي
هدة مما يسمح بمشا ةالمضاد بالأجسامبشكل انتقائي  يةجسيمات الفيروستغلف الطريقة الزخرفة 

شكل  خاصتين: المراد تشخيصه بالإعتماد على الفيروس كد من ماهيةأالفيروسات بسهولة أكبر والت
وجود إصابة مزدوجة  . وتسمح هذه الطريقة بالكشف بسهولة عنلأجسام المضادةانتقائية واالفيروس 

 هذه الطرق ه يمكن استخدام ، فإنلى التشخيصإضافة بالإ .مورفولوجيلبفيروسين لهما نفس الشكل ا
 بين الفيروسات. ما  السيرولوجية لتقدير مدى العلاقة

 
 (ELISA)اليزا  -المناعي المرتبط بالإنزيم  الإدمصاص إختبار. 3.3

 
للكشف عن  شيوعا   اتختبار الإنزيم )اليزا( هو أكثر مصاص المناعي المرتبط بالإدالإ إختبارإن 

وصفه في ن تم أمنذ  مواد الاكثار الخضرية، والبذور و ةالفيروسات في المواد النباتية، والحشرات الناقل
 إختبار، فإن التراص/ات الترسيب والتخثرختبار لإ . وخلافا  (Clark & Adams, 1977) 1977عام 
 البولي ستيرين – أطباق إليزا مصنوعة من البلاستيكعلى عادة  تم، ويتجرى على أسطح صلبة اليزا

(Polystyrene microtiter plates) ()و كلوريد البوليفينيل أ أطباق صلبة/جامدة(PVC أطباق ،
في  اليزا إختبار ستخدمي الكواشف،والاقتصاد في استخدام  ةللتكيف والحساسي ةقابليالبسبب و مرنة(. 

 عدد كبير من العينات  ختباروخاصة لإ مجموعة واسعة من الحالات،
 هذه الطرائق تختلف و  ،زارة من اليكثيتم تطوير تحويرات من الزمن.  في فترة قصيرة نسبيا  
 والنتائج مبدأ التفاعل ، ولكن الفيروسادة و وضع الأجسام المض مبدأفي عن بعضها البعض 

 ؛Cooper & Edwards, 1986؛ Clark & Bar-Joseph, 1984) متقاربةالنهائية 
van Regenmortel & Dubs, 1993). طرائق.وسوف نتناول بشيء من التفصيل ثلاثة من هذه ال 

 المضادةاليزا بالإحتواء المزدوج للفيروس بالأجسام  إختبار -الطريقة الأولى 
Double antibody sandwich-ELISA (DAS-ELISA)،  جسام الأتستعمل في هذه الطريقة

 IgGطراز  - Immuno-globulinعية ة )تكون عادة من نوع غلوبيولينات غاما المناالمضاد
الجسيمات  حيث تسمح بالتقاط اليزا وح حفر طبقسطلتغليف  (دمضاالمصل المعزولة من ال
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عن طريق  ةم المضاداجسيكشف فيما بعد عن الفيروس المرتبط بالأثم . ختبارفي عينة الإ يةالفيروس
 إختباريعتبر . (2)شكل  ةالكاشفالمادة ضافة إ بالأنزيم يليهة المربوط ةم المضاداجسالتحضين بالأ

DAS-ELISA بالأنزيم الربطه النقية ةم المضاداجسالأتحضير ويحتاج إلى  عالي التخصص . 
 

 

 

 
 

اليزا بالإحتواء المزدوج للفيروس بالأجسام المضادة  ختبارشكل توضيحي يبين المبدأ العام لإ .2شكل 
“Double antibody sandwich-ELSA” (DAS-ELISA)( .1( ،اضافة الأجسام المضادة المتخصصة )2 )

، (E)( اضافة الأجسام المضادة المتخصصة المرتبطة بالأنزيم 3التي تحتوي على الفيروس، )اضافة العينة 
 ( اضافة المادة الكاشفة التي ستتلون باللون الأصفر نتيحة وجود الأنزيم.4)

 

 

 
 :DAS-ELISA إختبارالخطوات الرئيسية لاتمام  
 
 لول التغطيةمن مح وليتر/حفرةرميك 200 -100تغطى حفر أطباق اليزا بـ  .1

(Coating buffer) طراز  يحتوي على( غلوبيولينات غاما المناعيةIgG المتخصصة )
لفاعلية المصل المضاد(. يحضر محلول  )تبعا   ميكروغرامات لكل ميليليتر 10-1بتركيز 

غ من  2.93و  )3CO2Na(غ من كربونات الصوديوم  1.59التغطية كما يلي: يذاب 
في ليتر واحد من  )3NaN(غ من أزيد الصوديوم  0.2و  )3CONaH(بيكربونات الصوديوم 

 .9.6إلى  (pH)ته ضحموالماء المقطر، ثم تعدل درجة 
 س.º 37تحضن أطباق اليزا لمدة أربع ساعات عند درجة حرارة  .2
 من مادة %0.05يحتوي على  PBST (PBSتغسل الأطباق خمس مرات بمحلول الغسيل  .3

Tween 20)  قائق بين الغسلة والأخرى. يحضر محلول د 5وذلك بفاصلPBS  محلول(
غ من  0.757و  (NaCl)غ من كلوريد الصوديوم  8منظم ملحي فوسفاتي( كما يلي: يذاب 

غ من كلوريد  0.2و  )4HPO2Na( أحادية الهيدروجين فوسفات الصوديوم اللامائية
من الماء المقطر، ثم في ليتر واحد  )3NaN(غ من أزيد الصوديم  0.2و  )KCl(البوتاسيوم 

 .7.4إلى  (pH)تعدل درجة حموضته 
ميكروليتر من العينة المراد فحصها والمحضرة بمحلول  200-100يضاف لكل حفرة  .4

، وبحيث يوضع كل عينة في حفرتين 6مولار ودرجة حموضته  0.2فوسفاتي عياريتة 
 تين.رمتجاو

 37 عند درجة حرارة ساعات 3و أ سº 4ساعة عند درجة حرارة  16تحضن أطباق اليزا  .5
ºس. 

 .3تغسل الأطباق كما ورد في الخطوة رقم  .6
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ميكروليتر من الأجسام المضادة  200-100يضاف لكل حفرة من حفر طبق اليزا  .7
 بإنزيم الفوسفاتاز القلوي ةالمرتبط)غلوبيولينات غاما المناعية( المتخصصة 

(Alkaline phpsphatase)  لربط المنظم لفي محلول  1000:1-500:1والمخففة من
(Conjugate buffer)   يذاب كما يليمحلول هذا اللفاعلية المصل المضاد(. يحضر  )تبعا :

غ من مادة بياض البيض  2و  Polyvenylpyrrolydone (PVP)غ من مادة  20
(Ovalbumin)  في ليتر واحد من محلول الغسيل(PBST). 

 س.º 37ت عند درجة حرارة ساعا 4تحضن أطباق اليزا لمدة  .8
 .3تغسل الأطباق كما ورد في الخطوة رقم  .9

 ميكروليتر من مادة 250-100يضاف لكل حفرة من حفر طبق اليزا  .10
p-Nitrophenyl phosphate  مادة شفافة تتفكك وتتحول إلى اللون الأصفر بفعل إنزيم(
ذابة المادة التي يعمل عليها منظم لإمغ/مل من محلول  0.5الفوسفاتاز القلوي( وبتركيز 

 97محلول كما يلي: يمزج هذا ال. يحضر 9.8درجة حموضته  (Substrate buffer)نزيم لأا
غ من أزيد  0.2مل من الماء المقطر، ويذاب فيها  800مع  Diethanolamineمل من 
باستعمال حمض كلور الماء  9.8على  (pH). ثم تضبط درجة الحموضة (NaN3)الصوديم 

(HCl) د ظم عن، يفضل تحضير هذا المحلول المنويكمل الحجم إلى ليتر واحد بالماء المقطر
 لإستعمال وأن لا يخزن لمدة تزيد عن أسبوع.ا

دقيقة إلى ساعتين )حسب  30تترك الأطباق عند درجة حرارة المختبر لمدة تتراوح مابين  .11
 لضوء عند الموجة(، ثم تقدر شدة التفاعل بقياس درجة امتصاص ااعلتفالقوة 
 نانومترات، وباستعمال قارئ اليزا. 405

 
 

-Direct antigen coatingاليزا بتغطية الطبق بمولد الضد مباشرة  إختبار -الطريقة الثانية 

ELISA (DAC-ELISA)، العينات المراد فحصها( مباشرة في طبق  الفيروس حيث يتم وضع(
في  (،Younes, 1995؛ Hourani & Abou-Jawdah, 2003؛ Fegla et al., 1997, 2004) الاليزا

حفر عامل ت . في الخطوة الثانية،DAS-ELISA فيها كما في الفيروسلربط  ةم مضاداجسأ يأغياب 
 بالفيروس ةالمتخصص ةم المضاداجسالأضاف تثم  Bovine serum albuminأطباق اليزا بمادة 

ثم يتم . ل مضاد خامصأو م IgGشكل  سواء على( ةالأولي ةم المضاداجس)يطلق عليه عادة الأ
م اجسالأاسم يطلق عليها ) متخصصة ةم مضاداجسبواسطة أة الأولي ةم المضاداجسالكشف عن الأ

المادة الكاشفة التي اضافة يتبعها ، ( مربوطة بالأنزيمةالكاشف ةم المضاداجسأو الأ ةالثاني ةالمضاد
 ةم المضاداسبالأج ط تحديدا  تبر ت (ةالثاني دةم المضااجس)الأ ةالكاشف ةم المضاداجسإن الأ .ا  تعطي لون

جسام المضادة الأالمتحصل عليها من الحيوان الذي انتج فيه  IgGsضد  تانتج ا، حيث أنهةوليالأ
عندها يجب  انتجت الأجسام المضادة الخاصة بالفيروس في الأرانب،اذا مثال على ذلك، ) للفيروس

هذه عيوب من الماعز(.  في حيوان آخر مثل لأرانب المناعيةلجلوبيولينات ا انتاج أجسام مضادة
 الأخرى الموجودة في العصارة النباتية النباتية موادوالبين الجسيمات الفيروسية  الطريقة، التنافس ما

يمكن التقليل من أثر هذه العيوب  موجودة في حفر طبق اليزا وارتفاع قراءة الشواهد السلبية.للمواقع ال
وتخفيفات أعلى نسبيا  للمستخلص الحاوي للفيروس مناسبة  (blocking agents) امساتباستخدام ط
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 عن التخفيف الذي يستخدم عادة مع اليزا بالاحتواء المزدوج للفيروس بالأجسام المضادة
(DAS-ELISA) ، وكذلك معاملة الأمصال المضادة بعصير النباتات السليمة قبل الاستعمال

(Fegla et al., 1997, 2001 ؛Younes, 1995.) 
 

 Triple antibodyاليزا بالاحتواء الثلاثي للفيروس بالأجسام المضادة  إختبار -ة الطريقة الثالث

sandwich-ELISA (TAS-ELISA)،  ختبارمماثلة لإوهي طريقة واسعة الانتشار و 
DAS-ELISA ،ة بالأنزيمة الأجسام المضادة الكاشفة المرتبطخطوة اضافية قبل اضافلها  نألا إ .
في حيوان آخر )عادة وحيدة الكلون المنتجة  ةيتم اضافة الأجسام المضاد، ضافيةالإ في هذه الخطوة

عندها يتم الكشف عن . الأولية المستخدمة ةمضادا  عن الأجسام التلف حصر التي تخالفئران( 
يقصد بالأنزيم )مرتبطة  يق اضافة أجسام مضادة خاصة بهاالأجسام المضادة وحيدة الكلون عن طر 

 ( رانبالأأو  الماعز بذلك الأجسام المضادة للفئران منتجة في حيوان آخر مثل
 ضافة المادة الكاشفة التي ستعطي اللون ام المضادة الأولية، يليها إوبحيث لايرتبط بالأجس

(Al-Moudallal et al., 1984). 
 
 

 :TAS-ELISA إختبارالخطوات الرئيسية لاتمام  
 
 من محلول التغطية وليتر/حفرةرميك 200 -100أطباق اليزا بـ  تغطى حفر .1

(Coating buffer) طراز  يحتوي على( غلوبيولينات غاما المناعيةIgG المتخصصة )
)بناء لفاعلية المصل المضاد(. يحضر محلول  ميكروغرامات لكل ميليليتر 10-1بتركيز 

غ من  2.93و  )3CO2Na(غ من كربونات الصوديوم  1.59التغطية كما يلي: يذاب 
في ليتر واحد من  )3NaN(غ من أزيد الصوديوم  0.2و  )3NaHCO(بيكربونات الصوديوم 

 .9.6إلى  (pH)ته ضالماء المقطر، ثم تعدل درجة حمو
 س.º 37تحضن أطباق اليزا لمدة أربع ساعات عند درجة حرارة  .2
تغسل الأطباق خمس مرات بمحلول الغسيل  .3  ٍPBST (PBS من مادة %0.05وي على يحت 

Tween 20)  دقائق بين الغسلة والأخرى. يحضر محلول  5وذلك بفاصلPBS  محلول(
غ من  0.757و  (NaCl)غ من كلوريد الصوديوم  8منظم ملحي فوسفاتي( كما يلي: يذاب 

غ من كلوريد  0.2و  )4HPO2Na(أحادية الهيدروجين فوسفات الصوديوم اللامائية 
في ليتر واحد من الماء المقطر، ثم  )3NaN(غ من أزيد الصوديم  0.2و  )KCl(البوتاسيوم 

 .7.4إلى  (pH)تعدل درجة حموضته 
ميكروليتر من العينة المراد فحصها والمحضرة بمحلول  200-100 يضاف لكل حفرة .4

، وبحيث يوضع كل عينة في حفرتين 6مولار ودرجة حموضته  0.2 هعياريتفوسفاتي 
 تين.رمتجاو

 س.º 4ساعة عند درجة حرارة  16حضن أطباق اليزا لمدة ت .5
 .3تغسل الأطباق كما ورد في الخطوة رقم  .6
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 (Non-fat milk)ميكروليتر حليب خالي الدسم  200يضاف لكل حفرة من حفر طبق اليزا  .7

، وذلك لتغطية السطوح الداخلية للحفر والتي بقيت عارية PBST% مذاب بمحلول 1بنسبة 
 احل السابقة.بعد المر

 س.º 4تحضن أطباق اليزا لمدة ساعة واحدة عند درجة حرارة  .8
 .3تغسل الأطباق كما ورد في الخطوة رقم  .9

ميكروليتر من الأجسام المضادة وحيدة  200-100يضاف لكل حفرة من حفر طبق اليزا  .10
 محلولال في 1000:1-100:1الكلون المتخصصة )المنتجة في أجسام الفئران( والمخففة 

محلول كما هذا ال)بناء لفاعلية المصل المضاد(. يحضر  (Conjugate buffer)لربط ل المنظم
غ من مادة بياض البيض  2و  Polyvenylpyrrolydone (PVP)غ من مادة  20يلي: يذاب 

(Ovalbumin)  في ليتر واحد من محلول الغسيل(PBST). 
 س.º 4حرارة  تحضن أطباق اليزا لمدة ساعتين عند درجة .11
 .3تغسل الأطباق كما ورد في الخطوة رقم  .12
ميكروليتر من الأجسام المضادة متعددة  200-100يضاف لكل حفرة من حفر طبق اليزا  .13

والمرتبطة بإنزيم الفوسفاتاز  المنتجة في أجسام الماعز ضد الأجسام المضادة للفئرانالكلون 
أو  2000:1وذلك بعد تخفيفها حتى  (Goat antimouse Conjugate-ALP) القلوي

 .(Conjugate bufferلربط ) المنظم محلولالفي )حسب الشركة الصانعة(  5000:1
 س.º 37تحضن أطباق اليزا لمدة ساعتين عند درجة حرارة  .14
 .3تغسل الأطباق كما ورد في الخطوة رقم  .15
 مادة ميكروليتر من 250-125يضاف لكل حفرة من حفر طبق اليزا  .16

p-Nitrophenyl phosphate  مادة شفافة تتفكك وتتحول إلى اللون الأصفر بفعل إنزيم(
منظم لاذابة المادة التي يعمل عليها  مغ/مل من محلول 0.5الفوسفاتاز القلوي( وبتركيز 

 97محلول كما يلي: يمزج هذا ال. يحضر 9.8درجة حموضته  (Substrate buffer) الأنزيم
غ من أزيد  0.2مل من الماء المقطر، ويذاب فيها  800مع  Diethanolamineمل من 
باستعمال حمض كلور الماء  9.8على  (pH). ثم تضبط درجة الحموضة (NaN3)الصوديم 

(HCl) ويكمل الحجم إلى ليتر واحد بالماء المقطر. 
ن )حسب دقيقة إلى ساعتي 30تترك الأطباق عند درجة حرارة المختبر لمدة تتراوح مابين  .17

 (، ثم تقدر شدة التفاعل بقياس درجة امتصاص الضوء عند الموجةاعلفالتقوة 
 نانومترات، وباستعمال قارئ اليزا. 405

 
عن طريق الفيروس عن  فيه الكشفيتم  ، والذيTAS-ELISA إختبارمن مميزات و 

و أوس للفير  ةالمضادم اجستخصصة بالأ، بل مالأجسام المضادة غير المتخصصة بفيروس محدد
فإن جسم مضاد واحد مربوط بالأنزيم )الأجسام المضادة . وكنتيجه لذلك، ةالأولي ةم المضاداجسالأ

، أو الأجسام المضادة goat antirabbitالمنتجة في أجسام الماعز ضد الأجسام المضادة للأرانب 
للكشف  تخدامه( يمكن اسgoat antimouseالمنتجة في أجسام الماعز ضد الأجسام المضادة للفئران 

عن  للكشف ا  وبالتالي مناسب اقتصاديا   ختبارعن عدد كبير من الفيروسات، مما يجعل هذا الإ
 خلال المسوحات الحقلية.في عدد كبير من العينات  الفيروساتمجموعة من 

ستخدم يات اليزا إختبار ة، إلا أنه في معظم م المضاداجسالألربطها مع  متعددة نزيماتهناك أ
إن  .(Peroxidase) أوكسيدازو ر البي نزيمأو ا (Alkaline phosphatase)فوسفاتاز القلوي نزيم الا
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نه يمكن ربط نزيم متوفرة تجاريا  لدى العديد من الشركات، إلا ألمربوطة بالاالأجسام المضادة ا
 الأجسام 

استخدام كما تم . (Farr & Nakane, 1974؛ Avrameas, 1972نزيم بسهولة مخبريا  )المضادة بالا
؛ 1993عوضا  عن أنزيم الفوسفاتاز القلوي )قمري ومكوك،  (Penicillinase)انزيم البنسيليناز 

Sudarshana & Reddy, 1989 متشابهة عند استخدامه الكشف  حساسيةو  ومتوفرص يرخهو (، و
اق الطريقة لا تستخدم على نطإلا أن هذه ، (Singh & Barker, 1991) لأنزيم الفوسفاتاز القلوي 

فإن الأجسام المضادة لى ذلك، إفي قياس النتائج. بالاضافة  ةواسع بسبب الصعوبات المتصل
لى إتفتقر  ةالمختبرات في العديد من البلدان الناميمعظم و  تجاريا  المرتبطة بالبنسيليناز غير متوفرة 

البنسيليناز في  يمكن استخدام، . وللتغلب على هذه المشاكللقيام بمثل هذه التحضيراتا تسمحمرافق 
 .تفاعل بالعين المجردةالتي يمكن رصد تغير لون ال اتختبار الإ

 
 اليزا العوامل التي تؤثر على نتائج. 1.3.3

 
ة ودقة حساسي علىن تؤثر أعوامل كثيرة يمكن  ، إلا أنه يوجدبسيطة ات اليزاإختبار خطوات رغم أن  

درجة وقت التحضين و  ،كواشفالوتخزين تحضير ، ةجسام المضادالتي تشمل نوعية الأو  ختبارالإ
لاستخلاص لمناسب ال محلولالمناسب من العينات النباتية، واستعمال الالجزء ، اختيار ةالحرار 

(Hewings & D’Arcy, 1984 ؛McLaughlin et al., 1981)ادراج الشواهد مكان ة بهمي. ومن الأ
 العيناتوالسليم في  مصابالنبات البين  يقر دنى للتفلتحديد الحد الأ إختبارفي كل السالبة والموجبة 

عن متوسط قراءة الشاهد السليم زيد كان متوسط قرائتها ياذا  مصابة ةعينتعتبر ال . عموما  المفحوصة
 .يبشاهد السلال اتضعفي قيمة متوسط أو راف القياسيحمرات قيمة الان 3+ 

 
ن إفولهذا ة وحسن استخدام الكواشف. على نوعي اليزا إختبارتتوقف نوعية نتائج  - الكواشف تحضير

ودرجة تركيز كما أن مقطر. ال ماءالتحضر بماء ذات نوعية جيدة ويفضل ن أجميع الكواشف يجب 
الزجاجيات وة المواد الكيميائية، ونظافة نقا ،كواشفالالمحاليل المنظمة التي تحتوي على  ةحموض
بشكل  ةجسام المضادوالأ والمحاليل الكواشفين يجب تخز . ختبارللإفي النتائج النهائية  يضا  أتساهم 

أدوات أو معدات خلال استخدام  منبها غير المرغوب  ةمناسب لمنع التلوث من الكائنات المجهري
 ملوثة.

 
 فيللوقت  هي أكثر استهلاكا   يةعينات النباتال لاص/طحناستخ إن - استخلاص العيناتتحضير/

 يعدد كبير من العينات ف خلاصستة لامناسبطريقة خدام يجب استوبالتالي ، اليزا إختبار حلامر 
في درجات حفظ العصارات النباتية  يفضل، ا  قصر فترة ممكنة. إذا كان عدد العينات النباتية كبير أ
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ت النباتية عن طريق السرعات ن تصفية العصاراكما أ. لتفكك الفيروسات تفاديا   ةحرارة منخفض
 بعض. وفي تها إلى حفر طبق اليزا تعتبر عملية مفيدةل اضافالطرد المركزي قبفضة بجهاز المنخ

التي ترتبط وزن/حجمpolyvinylpyrrolidone (1-2 % )يمكن إضافة بعض المواد مثل الحالات، 
مولر( كمادة مانعة للاكسدة في  0.1 ، حوليDIECA) diethyldithiocarbamateبالبولي فينول أو 

، ومن ثم تقلل الآثار ة النباتية خلال عملية الاستخلاصالعصار أكسدة لمنع  محلول الاستخلاص
ن  ةالضار  في العينات النباتية كشف الفيروسات على البولي فينولات البنية اللون التي يسببها تكو 

(Clark & Adams 1977 ؛McLaughlin et al., 1981 ؛Scott et al. 1989 .) 
 

 أجزاء في  شكل غير متساوي بتوزع الفيروسات تن أالمعروف من  - فيروسالع توز 
؛ Latvala et al., 1997 ؛Kolber et al., 1982؛ Adams, 1978)والبذور النبات العائل 

Torrance & Dolby, 1984)  من الخطوات المهمة للكشف عن الفيروساتخذ العينات أمما يجعل .
ختلفة من النباتات جزاء مأمن  ة مركبةاستخدام عينفإن ع الفيروس غير معروف، توز أن  في حالو 
  .و البذور يساعد على تجنب هذه المشكلةأ

 
 ات اليزاإختبار امل و عجسام المضادة من أهم تعد نوعية الأ -ة جسام المضادنوعية الأ

(Clark, 1981) .حيوان من ذوات الدم في  ةمناسبطريقة بفيروس لعند حقن الغطاء البروتيني ل
الفئران والدجاج أنه يمكن استخدام غم من لغرض، على الر رانب عادة ما تستخدم لهذا ا)الأالحار 

 مضادةجسام اللى انتاج الأإ يؤديمما  متخصصةالة مناعيال يقوم بتحفيز الخلايا غنام والماعز(والأ
 جيةولو ة/السير المصلي اتختبار الإجميع ساس لالأإن في دم الحيوان. للفيروسات المتخصصة 

  (Polyclonal antibodies)لأجسام المضادة متعددة الكلون توفير ايعتمد على الموصوفه أعلاه 
ة متعددة المضادإن الأجسام . (Monoclonal antibodies)ة وحيدة الكلون جسام المضادالأ وأ

ضد أو الموجهة نحو مختلف مولدات ال ةجسام المضادخليط غير متجانس من الأ وه الكلون 
 . الموجودة على الغلاف البروتيني للفيروس (epitopes)ات لإنتاج الأجسام المضادة دالمحد

 Hybridomaخلايا المدمجة باستخدام تكنولوجيا الم انتاجها تأما الأجسام المضادة وحيدة الكلون في
(Köhler & Milstein, 1975)فإن كل جسم مضاد  متعددة الكلون، مضادةجسام ال، وعلى عكس الأ

. (single hybridoma cell)مدمجة من خلية واحدة  ةالخلايا المستمدوحيد الكلون ينتج من نسل 
بمولد ضد ترتبط و مع نفسها متجانسة تألف من جزيئات المضادة وحيدة الكلون ت ، فإن الأجساملذا

 .واحد
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 (DIBA)الإرتباط المناعي النقطي  إختبار. 4.3
  

  (Dot-blot Immunobinding assay)الارتباط المناعي النقطي  إختبار يمكن استخدام
(DIBA) سواء في النباتات أو في نواقل الفيروسات الحشرية الفيروسات  لكشف عنل 

 ؛Graddon & Randles, 1986؛ Banttari & Goodwin, 1985؛ 1993)قمري ومكوك، 
Lange & Heide, 1986؛ Makkouk et al., 1993 ؛Rybicki & Von Wechmar, 1982 ؛

Younes, 1995) .اليزا، إلا أن العصارة النباتية للعينات  ختبارتماما  لإمشابه  ختبارإن مبدأ هذا الإ
المادة الكاشفة التي  وبالتالي فإن. توضع على أغشية النيتروسيليلوز بدلا  من استخدام أطباق اليزا

يجب ات التي تجرى على أغشية النيتروسيليلوز( ختبار )وبشكل عام كل الإ DIBA إختبارتستخدم في 
)الكشف عن ليلوز بالتالي يرسب على غشاء النيتروسينهائيا  لا يذوب في الماء، و تعطي ناتجا  أن 

عنه عن طريق التصوير كشف ي طلاق ضوء عن طريق تفاعل كيميائييمكنه ا وأ طريق اللون(
 إختباريعتبر . (Makkouk et al., 1993 ؛Leong et al., 1986 ؛1993)قمري ومكوك،  الاشعاعي

DIBA وقد  ، سهل وغير مكلف، والنتائج يمكن أن يتم قرائتها بالعين المجردة.ذات حساسية جيدة
وتخفيف  مثل لمنظم الاستخلاص ومحلول الطمسة هذه الطريقة بالاختيار الأأمكن زيادة حساسي

 .(Fegla et al., 2000a) المصل المضاد المستخدم

 
 (TBIA) المناعي بصمة النسيح النباتي إختبار. 5.3

 

 إختبارنوع من هو ، (Tissue blot immunoassay) المناعي ة النسيح النباتيبصم إختبارإن 
DIBA  ِساق، عنق ورقة،  ورقة،يتم قطع الجزء النباتي الطازج مباشرة ) ختبار، ولكن في هذا الإ

 مباشرة  ليلوزدة، ثم تطبع على أغشية النيتروسيجذر، درنة، أو الحشرة( بواسطة آلة حا
 ؛1996لاحقا  )مكوك وقمري، مفصلة عن الفيروس كما في الخطوات ال، ثم يكشف أ(ـ  3 )شكل

Hsu & Lawson 1991؛ Navot et al., 1989 ؛Makkouk et al., 1993 ؛Polston et al., 

ع معلومات عن توز تحضير أو طحن للعينات، كما يقدم تطلب يلا بسيط جدا ، و  ختبارالإ. هذا (1991
 Fegla et ؛Abou-Jawdah et al., 1996 ؛1996مكوك وقمري، )نسجه النباتية الفيروسات في الأ

al., 2001؛ Hu et al., 1997 ؛Lin et al., 1990؛ Makkouk & Comeau, 1994 .) 
 

 (TBIA) المناعي بصمة النسيج النباتي إختبارخطوات 
 
الجزء  قطعبالمصابة بالفيروسات الطازجة  النباتيةجزاء : تؤخذ الأأ(ـ  3)شكل  طبع العينات .1

مقطوع مباشرة على طبع الجزء اليالنباتي بآلة حادة )شفرة أو مشرط( بشكل عرضي، ثم 
دون اللجوء إلى طحن العينات بأي ا ( ميكرومتر 0.45ذي ثقوب )ليلوز غشاء النيتروسي

 . محلول
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من مادة  %0.05يحتوي على  PBST (PBS يغسل الغشاء ثلاث مرات بمحلول الغسيل .2
Tween 20يحضر محلول  دقائق بين الغسلة والأخرى. 3-5ل ( بفاصPBS  محلول منظم(

غ من أحادية  0.757و  (NaCl)غ من كلوريد الصوديوم  8ملحي فوسفاتي( كما يلي: يذاب 
 )KCl(غ من كلوريد البوتاسيوم  0.2و  )4HPO2Na(الهيدروجين فوسفات الصوديوم اللامائية 

ر واحد من الماء المقطر، ثم تعدل درجة حموضته في ليت )3NaN(غ من أزيد الصوديم  0.2و 
(pH)  7.4إلى. 

ملغ/ مل ولمدة  1بتركيز  PBST ـالمذاب ب Polyvinyl alcoholيوضع الغشاء في محلول  .3
ولمدة  %3بتركيز  PBST( مذاب ب non-fat-milkدقيقة، أو استعمال حليب خال من الدسم )

 ساعة.

 .2رقم يغسل الغشاء كما ورد في الخطوة  .4

دة المتعددة الكلون )المنتجة في الأرانب( أو ايوضع الغشاء في محلول الأمصال المض .5
الأمصال المضادة وحيدة الكلون )المنتجة في الفئران( تبعا  للفيروس المختبر. وذلك بعد 

. ويترك لمدة ساعة على درجة حرارة PBSفي محلول  1000/1 -500/1 تخفيفها حتى
 الغرفة.

 .2الغشاء كما ورد في الخطوة رقم يغسل  .6

 يوضع الغشاء في محلول الأجسام المضادة المنتجة في أجسام الماعز ضد  .7
 أو للفئران (Goat antirabbit immunoglobulins)الأجسام المضادة للأرانب 

(Goat antimouse immunoglobulins) حسب الأجسام  المرتبطة بإنزيم الفوسفاتاز القلوي(
)حسب  5000/1أو  2000/1وذلك بعد تخفيفها حتى  (5المستعملة في الخطوة رقم  المضادة

ويترك لمدة ساعة على درجة  (،Conjugate bufferفي محلول الربط )الشركة الصانعة( 
 Polyvenylpyrrolydoneغ من مادة  20يحضر محلول الربط كما يلي: يذاب  حرارة الغرفة.

(PVP)  غ من مادة بياض البيض 2و (Ovalbumin)  في ليتر واحد من محلول الغسيل
(PBST). 

 .2يغسل الغشاء كما ورد في الخطوة رقم  .8

 مغ من مادة 3يوضع الغشاء في مادة التفاعل التي يفككها الإنزيم والمكونة من  .9
Nitroblue tetrazolium  5مادة مغ من 1و-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 

 9.5جزيء ودرجة حموضته  0.1عياريته  Tris-HClمن محلول مل  10المذابة في 
جزيء من كلوريد المغنيزيوم  0.05( و NaClجزيء من ملح الطعام ) 0.1والمحتوي على 

(2MgCl يترك الغشاء في هذه المادة لمدة .)دقيقة، يغسل بعدها بالماء المقطر، وتتم  20-15
تنتشر في جميع أنسجة النبات، وتستعمل المكبرة للفيروسات التي  قراءة التفاعل بالعين المجردة

(Binocular للفيروسات التي توجد في الأوعية الغربالية فقط. ويدل ظهور اللون الأزرق )
الأرجواني في العينات على وجود الفيروس، واللون الأخضر أو عدم ظهور اللون على خلو 

 العينة من الفيروس.

  
قة عند درجة حرارة الغرفة، كما يفضل أن تجرى جميع الساب ختبارتجري جميع مراحل الإ 

 .منخفضةعة على هزاز دائري وبسر( 8-مرحلة الكشف )باستثناء  خطواته

 
، فتنحصر بأنه في بعض الأحيان يكون لون التفاعل TBIAو  DIBAي إختبار أما عيوب 

، الحساسية العالية نها:فإن حسناتهما كثيرة م بسهولة. ومع ذلك تحديد قوة التفاعل لا يمكنو  ا  فيضع
عدد كبير من العينات، عدم الحاجة إلى امكانيات كبيرة لإتمام  ختباراللازمة لإقصيرة الفترة الزمنية ال

إجراء  انخفاض تكاليفو  ،لفترات طويلةالمطبوعة بالعينات  ةغشين الأيخز ت، والقدرة على ختبارالإ
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ليلوز يمكن المطبوعة على أغشية النيتروسيت ن العيناأهي و  ،خرى أ ةميز بالإضافة إلى . ختبارالإ
، في حال عدم ختبارلمختبر آخر سواء في داخل البلد أو خارجه لإجراء الإبواسطة البريد ارسالها 

 .ختبارلاتمام الإالمحلية توفر الامكانيات 
بالكشف عن المايكوبلازما وعدد من الفيروسات النباتية  TBIA إختباركفاءة  توقد درس

 Potyvirusو  Cucumovirus ،Luteovirus ،Potexvirusلى أربع مجموعات فيروسية: تنتمي إ
للكشف عن فيروس ذبول  ختبار؛ كما طبق هذا الإ(Lin et al., 1990)وعلى أنواع نباتية مختلفة 
الشعير  وتقزم ؛ وفيروس اصفرارImpatiens (Hsu & Lawson, 1991)وتبقع البندورة على نبات 

(BYDV ) على محاصيل الحبوب النجيلية د( ـ  3)شكل(Makkouk & Comeau, 1994)  10و 
فيروسات تصيب المحاصيل البقولية، تتبع ثمان مجموعات فيروسية، ثمانٌ منها توجد في جميع 

  AlMV ،CMV ،BBMV ،BBWV ،PSbMV ،BYMV ،BBSVأنسجة النبات وهي: 
(. هــ  3لأزرق الأرجواني )شكل تلون جميع أجزاء النبات المصاب باللون اتحيث  BBTMVو 

 ؛ وفي BLRV ،FBNYVوإثنان منها يوجدان فقط في الأوعية الغربالية للنبات وهما: 
 )شكل تلون الأوعية الغربالية للنبات المصاب باللون الأزرق الأرجواني فقطتهذه الفيروسات 

الفيروسات العشرة الكشف عن  ختباركما أمكن بواسطة هذا الإ (.1996جـ( )مكوك وقمري،  ـ 3
السابقة في جميع أجزاء النبات )الساق، نصل الورقة، عنق الورقة، الجذر( وذلك عند استخدام 

  BLRVالأمصال المضادة المتعددة الكلون. كما تم أيضا  الكشف عن فيروسي 
 .والمتعددة الكلون وبالحساسية نفسهاأالأمصال المضادة الوحيدة الكلون إما باستخدام  FBNYVو 

 واحد ضمن مجموعة حوتأن يكشف عن نبات مصاب  TBIA ختبارويمكن لإ
في استعمال شخيص خاطئ تالحصول على أن احتمال  كما(. وـ  3وبحساسية عالية )شكل نباتا   25

-DAS إختبارهو أقل من احتماله في من عدة نباتات  ةعند فحص عينة مركب TBIA إختبار

ELISA لا  إمن نباتات المجموعة يكون جليا ؛ س في نبات واحد فقط وجود الفيرو الكشف عن ذ أن إ 
-DASأن وجوده في العينة المستخرجة من طحن نباتات المجموعة الواحدة وفحصها بواسطة 

ELISA علاوة على  ،جدا   الفيروس في النبات المصاب قليل يكون مشكوكا  فيه عندما يكون تركيز
تنتج عنه مخاطر لأن حساب نسبة الإصابة يتم ليزا قد أن طحن النباتات فى مجاميع وفحصها بالا

 ب تطبيقها السليم التوزع العشوائي( يتطلMaury et al., 1985تلك الحالة تبعا  لمعادلة رياضية ) في
عليه لو تجمعت عدة عينات مصابة في مجموعة واحدة وظل عدد و  ،مجاميع المصابة في للعينات

 صابة المقدرة ت المصابة فإن نسبة الإمن العينا خر من المجاميع خاليا  آ
 ؛2007 ،وآخرون  تي )فجلةبالمعادلة الرياضية ستكون أقل من المقدرة ببصمة النسيج النبا

Fegla et al., 2000b وذلك لأن البصمة النسيجية، كما ذكرنا، تشير إلى العينات المصابة بغض )
 النظر عن توزعها فى المجاميع.
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 (TBIA) المناعي المصلي لبصمة النسيج النباتي ختبارع النباتات المراد فحصها بالإطريقة طب)أ( . 3شكل 
الكشف عن فيروس ، )جـ( TBIA ختبارشكل توضيحي يبين المبدأ العام لإ، )ب( ليلوزعلى غشاء النيتروسي

 ساريالنبات المصاب على ال)في ساق نبات الفول  TBIA إختباربواسطة  (FBNYV)الميت للفول صفرار الإ
في عنق ورقة  (BYMV)لفاصولياء الأصفر لموزاييك اللكشف عن فيروس مين(، )د( اوالنبات السليم على الي

وتقزم الكشف عن فيروس اصفرار من(، )هـ( والنبات السليم على الي سارالنبات المصاب على الي)نبات الفول 
والنبات السليم على  سارلى اليالنبات المصاب ع) شعيرفي ساق  TBIA إختباربواسطة  (BYD) الشعير

ضمن مجموعة مؤلفة من  (BBSV)الكشف عن بادرة عدس مصابة بفيروس تلون بذور الفول مين(، )و( الي
 .TBIA إختباربادرة عدس بوساطة  25

 

 
)الأجسام المناعية المرتبطة بإنزيم الفوسفاتاز  TBIA إختبارأما بالنسبة للمواد المستخدمة في 

المضادة؛ والأجسام المضادة المنتجة في أجسام الماعز ضد الأجسام المضادة  القلوي؛ الأمصال
واستخدامها أكثر من مرة دون أي تأثير في  ختبارللأرانب وللفئران( فيمكن جمعها بعد إنتهاء الإ
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فإنها عادة لاتجمع، وهذا ما  DAS-ELISA إختبار. أما المواد التي تستخدم في ختبارحساسية الإ
 .DAS-ELISA إختبارعن  TBIA إختبار يقلل كلفة

في أغلب المخابر عوضا  عن  TBIA إختبارونتيجة لما تقدم، يمكن استعمال 
الأخير، وبخاصة طحنها لاستخلاص  ختبار، إذ أن تحضير العينات في الإDAS-ELISAإختبار

الزمن أو الجهد أي وسيلة لاختصار إعتماد العصير النباتي يستهلك جهدا  ووقتا  كبيرين، ولهذا فإن 
. كما يمكن استعمال عدد كبير من العينات بشكل مستمرأمر مرغوب فيه، وبخاصة عند فحص 

الذي يجرى  DAS-ELISA إختبارفي المخابر التي لاتتوافر فيها الإمكانات لإجراء  TBIA إختبار
لايحتاج إلى كونه يتفوق على هذه الأخيرة بسهولة استخدامه وبإختصار الوقت، و  اليزاعلى أطباق 

 أجهزة مرتفعة الثمن لقراءة التفاعل الذي يمكن تقديره بالعين المجردة.

 
 للفيروس  حمض النووي ال على ترتكز صيةيات تشخإختبار . 4
 

 استخدام إلا أنالفيروسات، لكشف عن تستخدم على نطاق واسع لات السيرولوجية ختبار أن الإرغم 
 الموجودة  ضدمولدات ال علىتستند  أنها حيث ،محاذيربعض ال المضادة لها مصالالأ

 فيروسمجين المن اجمالي  %10 ي، الذي لا يمثل سوى حوالللفيروس يعلى الغلاف البروتين
(Gould & Symons, 1983) في  بينما الفيروس.مجين ، وبالتالي لا تأخذ في الاعتبار بقية

 لتكوين يالفيروسمجين نطقة من الي مأيمكن استهداف حمض النووي، ات التي تعتمد على الختبار الإ
لكشف ات مناعية لإختبار تطبيق رضية لايمكن لى ذلك، هناك حالات مإضافة تشخيصي. بالإ إختبار

 في الطرز السيرولوجيةتنوع لها والفيروسات التي  عنها مثل الفيرويدات والأحماض النووية المرافقة
والفيروسات التي  (Indian & African Peanut clump virus ،Tobacco rattle virus ،مثل)

بالتالي فإن . و وكذلك عندما يراد تحديد سلالات الفيروس تهاتنقي التي يصعبو أ ا  تكون ضعيفة مناعي
الطريقة الأمثل تكون في مثل هذه الحالات لحمض النووي ات التشخيصية بالاعتماد على اختبار الإ
 .ختبارللإ

 
 لحمض النووي تهجين ا إختبار. 1.4

 
من سلسلتين متكاملتين مرتبطتين ببعضهما بقوة بواسطة رابطات  DNA النووي يتكون الحمض 

من المكملة له سلسلة للل الحمض النووي لاسحد سانجذاب أ يعتبر .(G≡C ،A=Tهيدروجين )ال
لحمض ا تهجين إختبارتطوير  تم استغلال هذه الصفة فيفي الطبيعة.  ت دقةتفاعلاالأقوى وأكثر 

، DNA:DNAحمض النووي )المن  سلسلتينل بين ماكوم على أساس التلذي يقاالنووي، 
DNA:RNA  أوRNA:RNA لحمض افي تشكيل الهجين مع كواسم  ستخدمت ،اتختبار الإ(. في هذه
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تكون مكملة  (RNA أو cDNAأو DNA )إماسلسلة مفردة من الحمض النووي  المستهدف النووي 
 .(reporter molecule) جزئ مراسلتكون معلمة بف عنه( و جين الفيروس )المراد الكشملمنطقة من 

ئ جز ال"طرق، حسب  بعدةالمستهدفة ة المتشكلة )الهجينة( المزدوجبعد ذلك، يتم الكشف عن السلسلة 
 المستخدم. "المراسل

 هو  (dot- or spot-blot hybridization)ية بقعة التهجينأو ال ةالنقط إختبارإن 
 ؛Garger et al., 1983ية )ي تشخيص الأمراض النباتية الفيروسستخدام فالااسلوب شائع 

Maule et al., 1983 ؛Owens & Diener, 1984 ؛Palukaitis, 1984 ؛Rosner et al., 1986 .)
 تغيير طبيعة الحمض النووي بجعله سلسلة مفردة خالية من (1)على: العملية برمتها تنطوي 
 ناء يغلي فيه الماء ثم في إ ، ويتم ذلك عادة بتعريضه لحرارة مرتفعةالثانوية التراكيب

الفيروسي الحمض النووي ي أ)طبع وتثبيت الحمض النووي المستهدف  (2) تبريده بسرعة في الثلج
تغطية  (3)، ة الشحنةبالموج نايلون ال يةغشأ  أويلوز يلالنيتروس أغشية فحصها( علىالمراد عينة في ال

]في العادة تستخدم النووي  على الأغشية بواسطة مواد غير متخصصة بالحمض الأماكن الحرة
  الصعتريه ةغدأو الحمض النووي لل (Salmon sperm) السلمون نطاف 

 زلال مصل بقري يستخدم عادة ] نالبروتيبواسطة أو  [(calf-thymus DNA) للعجل
(Bovine serum albumin)  لحمض ا بينلتهجين ل السماح( 4، )[مجفف نيغير دهحليب أو

ازالة الواسم ( 5التهجين(، )محلول في  ةحر  سلسلة مفردة الموجود بشكل)الواسم و  النووي الفيروسي
في الواسم  جزيءالكشف عن المراسل ال( 6، )الغسيلمن غير المهجن بالأغشية بواسطة عدة مرات 

 المهجن بالسلسلة المستهدفة.
ا تي يتم استعمالهرارة الوين محلول الغسيل ودرجة الحهذا ويعتبر تكوين محلول التهجين وتك 

التهجين، فكلما علت الحرارة وقل  تخصصية عتمد عليهاتين من أهم العناصر التي هاتين المرحلت في
يكون  سº 65 حرارة درجة ندفي محلول مائي علتهجين االكشف. ف تخصصيةتركيز الأملاح زادت 

. كذلك تخصصيةأقل  فهو سº 40-30 حرارة درجة ندد عفورمامايمحلول في ، أما التخصصيةعال 
 5X SSC في محلولعالية، أما  تخصصيةبيسمح  سº 65وحرارة  0.1X SSCفي محلول الغسيل 

 منخفضة.  تخصصيةس فتكون º 50حرارة درجة و 
 الريبي المنزوع الأوكسجين لحمض النووي الجينات المكملة ليمكن استخدام أي من 

[Complementary DNA (cDNA) clones]  الفيروسي  مجيني منطقة محددة من الأفي 
 في العادة يتم ، cDNAلإنتاج كلون . في العصارة النباتيةالفيروس عن كشف للكواسم 
 مناسبة نواقلومن ثم استنساخه في  DNAسلسلة مزدوجة من لى إالفيروسي  RNAتحويل 

(Sambrook et al., 1989)على أن ، هي النقاء لنووي المستنسخحمض ا. المميزات الرئيسية لل
ي أفي  هستخدامحيث يمكن ا، cDNA استخدام النواقل في الاستنساخ يؤمن تواجد مستمر ويحفظ
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، مما يوفر نتائج اتفي تشخيص الفيروس لاستخدامه هب المختلفة المختبراتوقت ويمكن تزويد 
 ات موحدة.إختبار 

 إن واسم الذي سيستخدم.  واسمال ةطبيعب تتعلقوسم تعليم/الاختيار طريقة الإن 
 random primedأو  nick translationأن ينتج عن طريق  يمكن DNAمن نوع الحمض النووي 

labelling  أوPCR واسم نأ، في حين RNA النسخ المخبري  يمكن تحضيره من خلال 
(Palukaitis, 1984)  لواسم  . خلافاDNA فإن واسم ،RNA لتهجين فقط للسلسلة المفردة يستطيع ا

هجين  من أكثر استقرارا   هو RNA:RNAأن هجين و  إعادة الإلتحام مع القطعة المستهدفة بدون 
DNA:RNA  أوDNA:DNA واسم . ومع ذلك، فان احتمال تدهورRNA  بأنزيم تلوثالبسبب 

RNAase استخدام  تجعلمثل هذه الواسمات  لتكوينالتهجين والتكاليف العالية  عملية خلال
 .صيةيات التشخختبار الإفي  كثر شيوعا  أ cDNAأو DNAلحمض النووي ت لالواسما

 والكشف عنها  الحمض النووي  لتعليم واسمات 32P مثل ةالنظائر المشعتستخدم 
 وتسمح بتحديد  لأكثر كفاءة أو حساسية في الكشفاتعتبر هي و  عن طريق التصوير الاشعاعي

 لذا  عمر قصير ةلنظائر المشعإلا  أن ل. في العيناتو مقارنة كمية الفيروس الموجودة أ
 خطر لاستخدامها كون ين أيمكن كما ، يلزم تحضير الواسم خلال فترة وجيزة من الإستعمال

 تتطلب اجراءات مكثفة لذلك و ، غير مناسبة بطريقةاستعمالها  ذا تمإالعامة على الصحة 
عن طريق هذه المشاكل  تغلب على مثلتم الخيرة، السنوات الأ يالسلامة. ف إجراءاتلتلبية  ةومكلف

 ؛Eweida et al., 1990 ؛Dietzgen et al., 1994التعليم بمواد غير مشعة )
Mas et al., 1993؛ Singh & Singh, 1995 ؛Wesley et al., 1996)  سواء باستخدام
biotin/streptavidin (Langer et al., 1981) استخدام نظام و أdigoxigenin (DIG)/antiDIG  

(Höltke et al., 1995) لاستخدام. هناك بعض المساوئ biotin/streptavidin مثل وجود ،biotin 
النايلون،  ةغشيبطريقة غير متخصصة على الأوجه الصلبة مثل أ  streptavidinربط في العينات و 

 على نطاق واسعيستخدم  DIG/antiDIGفإن نظام ، هذا. ليؤدي إلى صعوبة قراءة النتائجمما 
حيث يمكن تحضير الواسم وخزنه لمدة تزيد عن سنة دون أن يؤثر  لعديد من الفيروساتعن اكشف لل

 إضافة  الى التهجين بعد ةغشيالأتتعرض . في هذا النظام على دقة الكشف ذلك سلبا  
 horseradishأو  alkaline phosphataseسواء )المربوطة بالأنزيم  antiDIGجسام المضادة الأ

peroxidase) ، التي تؤدي إما لكشف عن التفاعل عن طريق استخدام المادة الكاشفة المناسبة اثم
عنه كشف ي انطلاق ضوء عن طريق تفاعل كيميائي وأ إلى ترسيب الناتج )الكشف عن طريق اللون(

  .(4)شكل  (Höltke et al., 1995)عن طريق التصوير الاشعاعي 
 باتباع غناء عن استخراج الحمض النووي يمكن الإست نه أحيانا  وتجدر الإشارة أ 

 digoxigenin (DIG)/antiDIGاستخدام نظام الكشف و  تي والتهجينطريقة بصمة النسيج النبا
(Abou-Jawdah et al., 1996). 
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لث في نباتات الجيل الثا (TYLCV)لبندورة/الطماطم ل الأصفر لأوراقاتجعد النسبي لفيروس  التركيز. 4شكل 

 عن طريق تهجين الحمض النووي باستخدام طريقة التفاعل الكيميائي الذي يكشف عنه بالتصوير الشعاعي.

 
 (PCR). التفاعل المتسلسل للبوليمراز 2.4

 
تطوير التفاعل لحمض النووي بعد اعتمادا  على ا ات التشخيصيةختبار ة الإحساسي تحسنت كثيرا  

انتاج الحمض بتسريع  يسمح PCR إختبارإن . (Mullis et al., 1986) (PCR)المتسلسل للبوليمراز 
 ختبارة الفائقة لإ، والحساسيالتخصصسرعة و إن ال. النووي المستهدف بشكل تسلسلي في المختبر

PCR منذ ختبارهذا الإ صبحأ ولقد حياء.في علم الأ وثكثير من مجالات البحلل ا  ملائم تهجعل 
  يسمح بتكثيف أنهإذ  يةمراض النباتية الفيروسلأة لات التشخيصيختبار من أهم الإ هاكتشاف

؛ Candresse et al., 1998a) جدا  بتركيز منخفض  كان انتاج الحمض النووي المستهدف ولو
Hadidi et al., 1995؛ Henson & French, 1993.) 
ها ءات تكون كل واحدة منبادى زوج من الستنساخ الحمض النووي نحتاج اللانتاج أو ا

في منطقتين مختلفتين مكملة للحمض النووي المراد انتاجه  يدةنيكليوت 22-15من حوالى مكونة 
في معظم الحالات يجب  بينهما. الواقعة أو استنساخ منطقة المجينومتعاكستين، وبذلك يمكن انتاج 

 : من ثلاث خطوات PCR إختباريتكون  .PCR إختبارض النووي قبل البدء باستخراج الحم
 درجة الحراره )عادة رفع عن طريق (denaturation)بيعة الحمض النووي ير طيتغ( 1)

94-95 ºسلسلتي الحمض النووي فصل ل( سDNA التصاق ( 2، )عن بعضها البعض
(annealing)  البادءات مع سلاسل الحمض النوويDNA  إن درجة حرارة )هم المقابلة لالمستهدفة و

 65-45بين ما تراوح ت، وعادة ما كونة للبادئ وطولهالم وتيداتينوع النيكلعتمد على الالتصاق ت
ºد ( تمد3( و )س(extension)  تكون عادة عند درجة حرارة عبر المنطقة المستهدفة بادئكل( 

 
   

 مقاوم

 
 حساس

 
 شاهد سلبي
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72 ºنزيم النسخ لسلسلة ا( باستخدام سDNA مثل(Taq polymerase) الحمض  سلسلة من. كل
الدورة القادمة.  يفجديد  DNA حمض نووي ين لتكو  قالبكون بمثابة تواحدة سالدورة الالنووي في 
 الخطوات تكرر .يعتمد على عدد الدورات المستخدمة PCRناتج في  ةلئلى زيادة هاإوهذا يؤدي 

كمية يستنسخ حتى  Thermocyclerفي جهاز ( مرة 40و  30مرات )بين السابقة عدد من ال الثلاثة
، أي حوالى دورة "ن"مرة بعد  ن2 تضخيمهسيتم جزيء واحد وبالتالي فإن . كافية من المنتج المراد

حدود بكفاءه في العادة تكون ال. %100 الكفاءةإذا ما افترض أن  ةدور  35في  ةمر  1010×  3.4
 ن1.85و  ن1.65 بينمان يكون اجمالي الناتج التجميعي أن يتوقع أن للمرء ويمك %،65-85

(Krawetz 1989).  ،تتكاثر المستهدفة  فإن السلسلةوهكذا في ساعات قليلة 
 عن طريق تمريره بواسطة الرحلان الكهربائي عبر جتالنا الكشف عنويمكن  هائلةكميات بأو تنتج 

لكشف للأشعة فوق البنفسجية وتعريضه  جار، ثم صبغه بواسطة بروميد الاثيديومالآمن  هلام
مها لتحليل عينات كثيرة والتي يمكن استخدا تجاريا   ةمتوفر  PCRهناك أجهزة  المنتج. الحمض النووي 

 تشخيص الروتيني.لل ةمناسب لأجهزةا، مما يجعل هذه في آن واحد
الفيروسات ذات الحمض النووي الريبي المنزوع  ينطبق مباشرة على ختبارهذا الإ

 ،Cauliomvirus ،Geminivirus ،Badnavirus الأنواع التابعة للأجناس مثل)الاوكسجين 
Nanovirus)ريبي نووي  حمض غالبيتها التي تملكلفيروسات النباتية ؛ ولكن لتشخيص ا (RNA) 

 يعكسالالنسخ بواسطة  DNA (cDNA)يجب تحويله إلى سلسلة مكملة من 
(Reverse Transcription = RT)  إختبارالبدء بقبل PCR  الحمض من مناسبة قطعة لتكوين

سلسلة الحمض تكون ، PCR ارختبلإ في الدورات الأولىلتضخيم. ل المستهدف لاحقا   DNAالنووي 
المزدوجه  يتشكل من السلسلةسلكن بعد ذلك فإن التفاعل ، و cDNAالنووي المكملة من قالب 

لتفاعل المتسلسل ا سمىهذه العملية من التضخيم تعلاه. أ موصوف كما هو  DNAلحمض النووي ل
المضخم يمكن تمريره النهائي للحمض النووي  إن الناتج. (RT-PCR) عكسيالنسخ المع  للبوليمراز

 .عبر هلام الآجار بواسطة الرحلان الكهربائي
 بالاشتراك  يضا  أستخدم ين أيمكن  PCRتشخيصي، فإن  إختباركإضافة الى فائدته 

دراسة تسلسل و أ restriction fragment length polymorphism (RFLP)أخرى مثل  مع تقنيات
الفيروسات الاختلافات مابين لدراسة  المضخمة DNA الحمض النووي  ةسلسلالنيوكليوتيدات في 

 ,.Tenllado et al؛ Candresse et al., 1995؛ Almond et al., 1992)على المستوى الجزيئي 

المختلفة، فإنه يمكن الفيروسات لعدد من  تسلسل النيوكليوتيداتلى معلومات إ . واستنادا  (1994
 للكشف والتفريق  PCRات إختبار في استخدامها تصميم بادئات يمكن 

 (5)شكل  السلالةأو الجنس أو حتى على مستوى  على مستوى الفصيلةالفيروسات  مابين
(Omunyin et al., 1996 ؛Robertson et al., 1991) ،فيروسات عنلكشف ا أو  
 البادئات عن طريق استخدام مزيج من  ة واحدةعينليس بينها علاقة في  ثنين أو أكثر()إ
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 ؛Hauser et al., 2000؛ Bariana et al., 1994) (6)شكل  (Multiplex PCR) الفيروسية
Minafra & Hadidi, 1994؛ Nassuth et al., 2000؛ Shalaby et al., 2002؛ 

Smith & Van de Velde, 1994) . ويمكن استخدام تقنيةPCR وبرامج  ئةوبدراسات الأ في ةبفعالي
تقنيات ال فيوخاصة في الحالات التي يصعب اكتشافها  ،لإنتاج نباتات مقاومة للفيروسلتربية ا

  .(Rush et al., 1994؛ Harrison et al., 1997؛ Candresse et al., 1998b)خرى الأ
القيام بتفاعلات تفوق سلبياته، فانه يجب توخي الحذر اثناء  RT-PCR مزاياع أن م

PCRكاذبة ال التفاعلاتجل تجنب أ منوذلك ، ةلئها ضخيمتقوة  وعالية  ةمن حساسي ا، لما له
تجنب لالكافية  عنايةر واليباالتداتباع التلوث. بعض هذه المشاكل يمكن التغلب عليها مع  الناتجة عن

 كما أن استخدام الشواهد السلبية والايجابية ، خارجي الناتج عن الجو المحيطلتلوث الا
 ختبارنجاح الإ تعطي فكرة عن مدى PCR إختبارمع العينات المفحوصة في كل 

(Kwok & Higuchi, 1989).  
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 القطعة المضخمة . حجمMultiplex PCRبواسطة  الكشف عن ثلاثة فيروسات تصيب أشجار الفاكهة .5شكل 
 تقزم الخوخ/البرقوق ، لفيروسآزوتية قاعدة 650=  (PNRSV) للخوخ/البرقوق ةالميت ةالبقع الحلقي لفيروس
(PDV)  =320 فيروس جدري الخوخ/البرقوق، وزوتيةآ قاعدة (PPV)  =220 آزوتية قاعدة . 

 
 ختبارالإمع مزايا  PCR ختبارلإيجمع بين المزايا التقنيه جديد اسلوب تم تطوير 

عن عدد من كشف لل ،Immunocapture-RT-PCR (IC-RT-PCR)السيرلوجي )اليزا(، يدعى 
يتم تركيز ، ختبار. في هذا الإ(Wetzel et al., 1992؛ Nolasco et al., 1993) الفيروسات النباتية

سواء في انابيب الطرد المركزي الصغيرة أو في أطباق على سطح صلب ) ولا  أجسيمات الفيروس 
وتحرير  يةفيروسال يتم الافراج عن الجسيماتبالفيروس.  متخصصةجسام مضادة أ( باستخدام اليزا

ة لى زيادة حساسيإ هذا يؤديو  .RT-PCR رإختباثم تضخيمه بالفيروسي  RNAحمض النووي ال
إن دنى. الحد الألى إ RNAاستخلاص يمكن أن تحدث خلال المشاكل التي تخفيف ، و الإختبار
المواد النباتية  فيالفيروسات عن كشف لل RT-PCR بديل عنمفيد خيار  هو IC-RT-PCRاسلوب 

 

 

M M PDV 

 

PNRSV  
+ PDV 

 

PDV  
+ PPV 

 

PNRSV  
+ PPV + PDV 

 

PNRSV  
 

PNRSV  
+  PPV 
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 ,.Jain et al؛ James et al., 1997؛ Candresse et al., 1998aفيروسات )لل ةوالحشرات الناقل

 .(Mumford & Seal, 1997؛ Latvala et al., 1997؛ 1998
 البروتيني لعدد من  بإستنساخ جينات الغطاء RT-PCR ـوقد سمحت تقنية ال

  إنتاج بروتيين غطاءمصال( و يصعب إستخراجها وتنقيتها لإنتاج أالفيروسات )التي 
 لإنتاج أمصال مضادة يمكن استعمالها  اومن ثم استعماله in vitroهذه الفيروسات في المختبر 

 ؛Abou-Jawdah et al., 2004للكشف عن هذه الفيروسات ) ELISAات إختبار في 
Hourani & Abou-Jawdah, 2003.) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

باستخدام زوجين من  (TYLCV)لبندورة/الطماطم الأصفر ل وراقلأاتجعد الكشف عن فيروس . 6شكل 
 316و  أزوتية قاعدة 634 بحجم التي تضخم قطعتين TYc138/TYm2664و  TYc138/TYv2337البادئات 

إلى  TYLCV-IL، Nعينات  Dإلى  A، على التوالي. TYLCV-Mldو  TYLCV-ILللعزلتين  أزوتية قاعدة
Q عينات :TYLCV-Mld ،F  إلىM،عينات مختلطة : E(آزوتية قاعدة 100سلم ) = شاهد. 

 
 دعىللكشف عن الفيروسات وقياسها، ي إختبار داعتتم اب، خيرا  أ

Real-time quantitative PCR (Dietzgen et al., 1999 ؛Eun et al., 2000؛ 
Mumford et al., 2000 ؛Roberts et al., 2000.)  فله، ختبارة هذا الإودق ةلى حساسيإبالاضافة 

النتائج بسرعة أكبر دون  لىيسمح بالحصول ع ؛ فهوPCRو  RT-PCRأخرى إذا ما قورن بـ مزايا 
تحديد مقدار  من ويمكنتمرير المنتج عبر هلام الآجار بواسطة الرحلان الكهربائي لى الحاجة إ

طاقة له ، و PCR بعدوفر المعالجة ، ييديومبمادة بروميد الأيث يقلل من التلوثة و فيروس في العينال
 إختباربمقارنة أغلى ات خاصة وكواشف ومعد أعلىيتطلب تكلفة  ختبارالإانتاجية أعلى. ولكن هذا 

PCR. 

 

A   B    C    D    E    F    G   H     I     J    K    L   M    N   O   P    Q 

634 bp 

 

316 bp 
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 . استنتاجات عامة5
 

للكشف عن  حاليا   ةعلاه، متاحأ ، كما ورد اتختبار أو الإ واسعة من التقنيات هناك مجموعة
الأمراض في للأمراض الفيروسية ورصد  الحقلي مسحلالفيروسات النباتية. هذه التقنيات مفيدة ل

نباتات لانتخاب تربية لبرامج ال، و الزراعي الحجر أنظمةتطبيق ، و ةيئالمحاصيل، والدراسات الوبا
، ةوالدق ةلى زيادة الحساسيإيؤدي  اتختبار ة من الإاستخدام مجموعة مختلفإن . ة للفيروساتمقاوم

الخسائر لتخفيف مكافحة مناسبة تطوير استراتيجيات لتشخيصها و ويوسع نطاق تطبيقات فعالة 
 .(Martin et al., 2000)ية المدمرة فيروسالمراض العديد من الأ الناجمة عن

للكشف عن  ةوحساسوسيلة جيدة حمض النووي ات التي تعتمد على الختبار الإ تعتبر
 المهارات الفنيةتوفر الامكانيات المخبرية و لى حد كبير على إنجاحها يعتمد إلا أن الفيروسات، 

ات ختبار التي توفرها مثل هذه الإ المزايالكن والتي يصعب توفرها في كثير من الأحيان. و  للعاملين،
التي تسمح باستخدامها. إلا أنه في حال عدم  تشجع على رصد الموارد الضرورية لإنشاء المختبرات

ها على ص، حيث يمكن طبع العينات المراد فحخيارات بديلةوجود مثل هذه المختبرات المجهزة هناك 
التي  ات مركزية داخل البلد أو خارجهلى مختبر إ م إرسالهاأو النيتروسيليلوز ومن ث أغشية النيلون 

  .اتختبار اللازمة لاستكمال الإمكانيات الا تتوفر فيها

حماض النووية الأعلى رتكزة ات المختبار الإن أن نضع في الاعتبار أومع ذلك، من المهم 
لهذا ، و ةوالدق ةحساسيال من حيثمماثلة  السيرولوجية تعطي في كثير من الأحيان نتائج اتختبار والإ

من البلدان،  للكشف عن الفيروسات في العديدسلوب المفضل الأات السيرولوجية هي ختبار فإن الإ
 ختبراتلى متحتاج إو عالية  تهاتكلفية التي تعتمد على الأحماض النووية ئيت الجز ختبار لأن الإ

 ة.متخصص
  دورا  يلعب ة النباتية في عصر "عولمة" الزراعة والصحإن تطبيق المعايير الدولية 

 بالتالي . و العالم بما فيها المنطقة العربيةصناف في الأوتبادل تبادل البذور تسهيل  يف هاما  
 عملية ضرورية جدا   فيروس"خالية من ال" نتاج مواد اكثار نباتيةجراءات لإإاتباع فإن 

(Frison et al., 1990 ؛Spiegel et al., 1993) يجابية إن اي نتيجة إلى أ يجب الإشارة هنا،. و
وجود  ةلا يعني بالضرور ية ئيات البيولوجية الجز ختبار و في الإات السيرولوجية أختبار الإسواء في 

 Johansen et)عن طريق البذور ينتقل ن الفيروس أ، و بحالة نشطة من الناحية البيولوجيةفيروس 

al., 1994 ؛Konaté & Barro, 1993 ؛Konaté & Neya, 1996.) ذلك في حالات خاصة، حيث ل
 عليها لتأكيد النتائجات اضافية إختبار المادة الوراثية المتبادلة ذات قيمة زراعية مرتفعة، يمكن إجراء 

والتي يجب توحيدها  يلحجر الصحذات أهمية ل إن هذه الاجراءاتقبل اتخاذ قرار برفض البذور. 
 ساس اقليمي.أعلى  عبر المنطقة العربية
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الكافية لتفعيل واجراء  اتالخبر وتوفير مهارات تطوير التتطلب  ةنشطذه الأن جميع هأبيد 
ي غموض. أوتفسير النتائج دون  المنطقة العربيةفي بيئات مختلفة من  ةات التشخيصيختبار الإ

وبالتالي ق التشخيص ائحول مختلف طر وبشكل منتظم دورات تدريبية قصيرة الأجل ينبغي تنظيم 
كشف وتحديد رشاد الزراعي على لبحوث والإللعاملين في مراكز اارف تطوير المهارات والمع

في مثل هذه الدورات من مختلف المختصون مشاركة العلماء  ويعتبر النباتية.الفيرويدات الفيروسات و 
 يةمختلف مجالات البحوث النباتية الفيروس يالخبرة ف ي ، وذو المنطقة العربيةالمؤسسات داخل وخارج 

المشاركة في برامج تحسين المحاصيل  ةلمؤسسات البحثيلتحقيق هذا الهدف. ومن المهم ل هاما   مرا  أ
في  بحوث الأمراض الفيروسية لتعزيز القدرات في مجال هاجهود تواصل نأ المنطقة العربيةفي 

وتركز على منسقة و الاجل  ةطويلالاستراتيجيات كون تن أ يضا  أ. ومن المهم وطنيةالبرامج ال
خاصة تلك التي لم تدرس و  المنطقة العربية،مختلف المحاصيل في صيب تيروسية التي الأمراض الف

ليستخدمها العلماء في  ةالتشخيصي معلوماتالنشر وتعميم  من المهم  كذلك . و بشكل كاف حتى الآن
 مختلف المؤسسات. 
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