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Isolation and diagnosis of a new isolate of Potato mop-top virus 

and using it to evaluate the gene silencing method in 

transgenic tobacco plants in resistance of the same virus  
 

 وتشخيض عزنت جذيذة ين فبيزوس انًًضحت انمًي نهبطبطب واصتخذايهب فيعزل 

 نببتبث انتبغ انًعذنت وراثيبفي  يصكبث انجينلاطزيمت ايمبويته بكفبءة ى يتمي 
 

 ػذٗبٕ ػجذ اُغ٤َِ ُٜٞف

 هغْ ٝهب٣خ اُ٘جبد/٤ًِخ اُضساػخ/عبٓؼخ ًشثلاء
 

 

 انخلاطت
ٖٓ اُزشثخ ٝرؾخ٤قٜب  كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهبكؼبُخ ُؼضٍ ػضُخ عذ٣ذح ٖٓ ٛذكذ ٛزٙ اُذساعخ ا٠ُ إ٣غبد هش٣وخ 

ٗلغٚ ك٢ ٗجبربد رجؾ لب٣شٝط ك٢ ٓوبٝٓخ اُخ هش٣وخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ ٤كؼبُاؽ٤بئ٤ب ٝٓ٘بػ٤ب ٝعضئ٤ب ثؼذ رُي اعزخذآٜب ك٢ رو٤ْ 

ك٢ ثبُلب٣شٝط ٝٗبهِٚ ؾقٍٞ الإفبثخ ُ اُؼضٍ ٝرُي الأًضش كؼب٤ُخ ك٢طش٣وخ أُبئ٤خ ًبٗذ اُإ ٓؼذُخ ٝساص٤ب. أظٜشد اُ٘زبئظ 

اٌُبؽلخ ٓوبسٗزب ثبُطشم الأخشٟ ًزُي اًذد اُذساعبد اُزؾخ٤ق٤خ إ اُؼضُخ رؼٞد ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ غ اُ٘جبربد ٤عٔ

ؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب أُؼذُخ ٝاُزجؾ كشٝهبد ٓؼ٣ٞ٘خ ث٤ٖ ٗجبربد  ػذّ ٝعٞد ا٣نب اُ٘زبئظ ُِجطبهب ٝأٜٗب راد إٓشام٤ٚ ػب٤ُخ. ث٤٘ذ

رؾ٤ش ا٠ُ مؼق هش٣وخ الاعٌبد  . إ ٛزٙ اُ٘زبئظٝالأٝسام ُِ٘جبربد أُذسٝعخاُغزٝس  ز٢ٓ٘طوك٢  اػلاٙلب٣شٝط آُوبٝٓخ  ك٢

اُز١ سثٔب ٣ؼَٔ ػ٠ِ رو٤َِ اٝ ًبثؼ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب  اُغ٢٘٤ ك٢ ٓوبٝٓخ اُلب٣شٝط ٝهذ ٣ؼٞد عجت رُي ا٠ُ رأص٤ش

 . ك٢ ٓوبٝٓخ اُلب٣شٝط٤خ هش٣وخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ إ٣وبف كؼبُ
 

Abstract 
This study was conducted to determine an active isolation method for obtaining a new 

isolate of Potato mop-top virus (PMTV) from soil and applying biological (Bioassay), 

immunological (TAS-ELSIA) and molecular methods (RT-PCR   + qRT-PCR   + Nucleotide 

Sequencing  ( for diagnosing it. This is in order to utilize the new isolate in evaluation of the gene 

silencing method in resistance of the PMTV in transgenic N. benthamiana plants. The results 

showed that the liquid method was the most effective approach in obtaining PMTV viral 

infection in all tested plants. Additionally, the diagnosing methods confirmed that the isolate 

belong to PMTV and it had a high pathogenicity. The results also displayed no significant 

differences between the transgenic and non-transgenic N. benthamiana plants in resistance of 

PMTV in roots or leaves of tested plants. These results referred to a weakness of gene silencing 

method in resistance of the PMTV. This is possibly due to impact of the PMTV suppressor that 

might cause a reduction or prevention to the gene silencing efficacy in resistance of PMTV.   
 

  انًمذيت
ثغجت كٞائذٙ اُـزائ٤خ ٝرُي أُشرجخ اُشاثؼخ ث٤ٖ أُؾبف٤َ الاعزشار٤غ٤خ الأًضش أ٤ٔٛخ ك٢ اُؼبُْ  ٓؾقٍٞ اُجطبهب ٣ؾزَ

ك٢ ًج٤ش خلل  اُؼذ٣ذ ٜٓ٘ب تغج٣ ٜ٘ب اُلب٣شٝعبد اُز٢ٓ ٖٓ ا٥كبدؼذد ًج٤ش ٣قبة ٛزا أُؾقٍٞ ث .[1]ٝاُق٘بػ٤خ أُزؼذدح 

اُز١ ٛٞ  (Potato mop-top virus (PMTV)كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب )ؽذ ٛزٙ اُلب٣شٝعبد ٛٞ أالإٗزبط.  ٤ًٔٝخ ٗٞػ٤خ

ك٢ ٗٞػ٤خ ٜٓٔخ خغبئش اهزقبد٣خ ٛزا اُلب٣شٝط ٣غجت . Virgaviridae اُز١ ٣ؼٞد ُِؼبئِخ  Pomovirusاُ٘ٞع أُٔضَ ُِغ٘ظ 

خطٞه ٓ٘ؾ٤٘خ ػ٠ِ دسٗبد اُجطبهب ٝأُزٔضِخ ثبُؾِوبد اُج٤٘خ ػ٠ِ اُغطؼ اُخبسع٢ ٣وبثِٜب  رظٜشُلأػشاك اُز٢ ٗز٤غخ الإٗزبط 

ٝك٢ ؽبُخ صساػخ اُذسٗبد أُقبثخ رظٜش اػشاك ػ٠ِ  ك٢ ُت اُذسٗبد أُقبثخ ُلأف٘بف اُؾغبعخ رظٜشرؾجٚ اُٜلاٍ ث٘لظ إُِٞ 

أُغٔٞع اُخنش١ ٓزٔضِخ ثبُزجشهؼ اٝ اُزِطخ الأفلش ػ٠ِ الأٝسام اُغل٠ِ ػبدرب ٝٓ٘بهن كبهذح ٌُِِٞسٝك٤َ ثؾٌَ اُؾشف 

اُ٘جبربد ثبلإمبكخ ا٠ُ إ ( Mopأُقبثخ ث٤ٜئخ ٓٔغؾخ )اُ٘جبربد  ٣غجت ظٜٞسرظٜش ػ٠ِ اُٞس٣وبد ٓغ روضّ ؽذ٣ذ V الا٤ٌِٗض١ 

ثبلإمبكخ ا٠ُ ٗجبد أخشٟ رقبة ثٜزا اُلب٣شٝط  اٗٞاعٛ٘بُي عذ٣شا ثبُزًش إ . ] [2;3 ٓؾٞٛبٝدسٗبد ٓزؾووٚ  ر٘زظ أُقبثخ

٣٘زوَ ٛزا اُلب٣شٝط هج٤ؼ٤ب ثٞاعطخ   .اُزجؾ ٝاُطٔبهخ بدٓضَ ٗجبر Solanaceaeٓؼظٜٔب رؼٞد ا٠ُ اُؼبئِخ اُجبرٗغب٤ٗخ  اُجطبهب 

ػبئِخ  Plasmodiophoralesسرجخ  ,Protistaاُطلائؼ٤بد ٌِٓٔخ  ٣ؼٞد ا٠ُاُز١  Spongospora subterranea ٘بهَاُ

Plasmodiophoraceae ٝ[2;4;5]. اُجطبهب٣غجت ٓشك اُغشة أُغؾٞه٢ ػ٠ِ  اُز١  

ثٞاعطخ اُزشثخ  أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٖٓ ُـشك ػضٍ كب٣شٝط رغزخذّ (Soil bait method) هش٣وخ ٓق٤ذح اُزشثخ إٔ

ك٢   benthamiana Nicotiana  , N. debneyiٝ  N. clevelandii ٓضَ ثبُلب٣شٝط صساػخ ٗجبربد ًبؽلخ ؽغبعخ ُلإفبثخ
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٣ق٤ت اُ٘جبد  اُز١لب٣شٝط اُِغزٝس ٣٘وَ ا٤ُٜب ػ٘ذ افبثزٚ ُاُز١ ٝ PMTVُلب٣شٝطاُؾبَٓ  S. subterranea هَرشثخ ِٓٞصخ ثبُ٘ب

 .]7;6[ثبه٤خ أعضاء اُ٘جبد ٜبص٣ب ك٢ الاٝػ٤خ اُ٘بهِخ ا٠ُ ٣زؾشى عك٢ ٓ٘طوخ اُغزٝس أٝلا صْ 

ٓضَ اُطشم أُ٘بػ٤خ اُز٢ رؼزٔذ رغزخذّ هشم ٓخزِلخ ُـشك رؾخ٤ـ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ك٢ اُ٘جبربد أُقبثخ  

 . أُضبٍ الأثشص ُٜزٙ اُطشم ٛٞأُزخققخاُجشٝر٢٘٤ ٝالاعغبّ أُنبدح  ٚٓضَ ؿلاكأُ٘بػ٢ ث٤ٖ ثشٝر٤٘بد اُلب٣شٝط ػ٠ِ اُزلبػَ 

طجن ثطش٣وز٤ٖ الأ٠ُٝ ثبعزخذاّ هجوز٤ٖ ٖٓ ٣ ز١اُ Enzyme-linked immunosorbent assay   (ELISA)ا٤ُضا  اخزجبس

ٝاُضب٤ٗخ ثبعزخذاّ صلاصخ هجوبد ٖٓ الاعغبّ أُنبدح    Double antibody sandwich (DAS-ELISA)الاعغبّ أُنبدح 

Triple Antibody Sandwich (TAS-ELISA) ] ;8 9[. ئ٤خ اُز٢ رؼزٔذ ػ٠ِ ٓنبػلخ عضء ٓؾذد ٣أ٣نب ٛ٘بى اُطشم اُغض

 Reverse Transcription Polymeraseٖٓ ع٤ّ٘ٞ اُلب٣شٝط ٝٛزٙ اُطشم رؾَٔ رلبػَ اُجِٔشح أُزغِغَ ثبُ٘غخ اُؼٌغ٢ 

Chain Reaction (RT-PCR)   َٝا٢ٌُٔ  ثبُ٘غخ اُؼٌغ٢ رلبػَ اُجِٔشح أُزغِغ(qRT-PCR)  quantitative RT-PCR 

 Immune رغ٠ٔ ئ٤خ٣ٝٛ٘بى هش٣وخ رغٔغ ث٤ٖ هش٣وز٢ اُزؾخ٤ـ أُ٘بػ٤خ ٝاُغض اُز١ ٣ٌؾق ٣ٝوذس ٤ًٔخ اُلب٣شٝط ٝثؾٌَ ده٤ن.

capture RT-PCR ]10; 11[.                                                                       

ٝٗبهِٚ الا اٗٚ ُْ رٞعذ هش٣وخ ٣ٌٖٔ الاػزٔبد  كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهباُؼذ٣ذ ٖٓ اُطشم ُـشك ٓوبٝٓخ  ذٓاعزخذ

ك٢ ٓوبٝٓخ ٓؼظْ  ؼب٤ُخكاُطشم  أًضش ٖٓالأف٘بف أُوبٝٓخ  اعزخذاّ ؼزجش٣ ٌُٖ .]8[اُز٢ ٣غججبٜٗب  ك٢ ٓوبٝٓخ الآشاك بػ٤ِٜ

اُزو٤ِذ٣خ الا اٗٚ ٣ؼبة ػ٠ِ  اُزشث٤خ اُ٘جبر٤خهش٣وخ اُؾقٍٞ ػ٠ِ ٌٛزا أف٘بف ثبعزخذاّ  ٣ٌٖٔٝ ٜٝٓ٘ب اُلب٣شٝع٤خ الآشاك اُ٘جبر٤خ

ؿ٤ش أخشٟ  ع٤٘بدُٞؽذٙ دٕٝ اٗزوبٍ  غ٤ٖ أُشؿٞةٛزٙ اُطش٣وخ اٜٗب رؾزبط ٝهذ ه٣َٞ ٝآٞاٍ ٝعٜذ أًضش ٓغ ػذّ مٔبٕ اٗزوبٍ اُ

بعزخذاّ اُٜ٘ذعخ اُٞساص٤خ اُز٢ ًؾذ٣ضخ اُطشم اُُزا ًبٕ لا ثذ ٖٓ اعزخذاّ  خش ػ٠ِ ه٤ٔخ اُؾبفَأسثٔب رٞصش ثؾٌَ اٝ ثٓشؿٞثخ 

. رٞعذ ػذح ]12[رغٔؼ ثبٗزوبٍ ع٤ٖ ٝاؽذ اٝ ػذح ع٤٘بد ٓشؿٞثخ ثؾٌَ ٓجبؽش عٞاء ث٤ٖ اٌُبئ٘بد أُزوبسثخ اٝ ؽز٠ أُزجبػذح ٝساص٤ب 

 Geneٔوبٝٓخ ُِلب٣شٝعبد ٜٓ٘ب هش٣وخ اعٌبد اُغ٤ٖ )أُؼذُخ ٝساص٤ب اُ٘جبربد اُاٗزبط  رغزخذّ اُٜ٘ذعخ اُٞساص٤خ لأعَ اعزشار٤غ٤بد

silencing)  ػجبسح ػٖ ٤ٌٓب٤ٌ٤ٗخ ر٘ظ٤ٔ٤خ هج٤ؼ٤خ ٓٞعٞدح ك٢ اُؾ٤ٞاٗبد ٝاُلطش٣بد ٝاُ٘جبربد رغزخذّ ٖٓ اعَ إ ٛزٙ اُطش٣وخ

ثؼ٤ِٔخ اعٌبد ٛ٘ب ًٞع٤ِخ دكبػ٤خ هج٤ؼ٤خ مذ الإفبثخ اُلب٣شٝع٤خ ؽ٤ش رغ٠ٔ  ثبلإمبكخ ا٠ُ ػِٜٔب ػ٠ِ اُزؼج٤ش اُغ٢٘٤اُغ٤طشح 

٤ًِٞر٤ذاد أٌُِٔخ ٞرؼزٔذ ٛزٙ اُؼ٤ِٔخ ػ٠ِ عِغِخ ٖٓ ا٤ُ٘ Virus induced gene silencing.ط اُغ٤ٖ أُؾش ثبُلب٣شٝ

رؾَٔ ٛزٙ  .اٝ رضجو ػ٤ِٔخ رشعٔزٚ mRNAٝاُز٢ رؾش ػ٠ِ رؾط٤ْ اُـ  mRNAعِغِخ ٝأُزخققخ ُلاسرجبه ثزغِغَ ٓؼ٤ٖ ٖٓ 

 حا٠ُ هطغ فـ٤ش روط٤ؼٚػ٠ِ  Dicerاُز١ ٣ض٤ش اٝ ٣ؾلض ثشٝر٤ٖ  RNAرجذا ثؾش٣و ٓضدٝط ٖٓ اُطش٣وخ عِغِخ ٖٓ أٌُٞٗبد 

 (siRNAs) اٝ  micro interfering RNA (miRNAs)رٌٕٞ آب ٖٓ ٗٞع  RNAٖٓ اُـ  ٤ًِٞ٤ٗٞر٤ذح  24 ا٠ُ  21هُٜٞب 

small interfering RNA   ٙ٣شرجو ثجشٝر٤ٖ ٝاُز١ ثذٝسArgonaute ُ ٤ٌٕٞ ٓؼوذ ٣غ٠ٔ ثٔؼوذ الاعٌبد(RNA induced 

silencing complex)  ك٢ ٛزا أُؼوذ ٣ؼَٔ اُـRNA  ثبُـ أػلاٙ اُوق٤ش ػ٠ِ رٞع٤ٚ ٝاسرجبه أُؼوذmRNA  َٔٝثؼذٛب ٣ؼ

ٖٓ هجَ اُؼذ٣ذ ٛزٙ اُطش٣وخ اعزخذٓذ ٝثزب٢ُ إ٣وبف ػ٤ِٔخ اُزشعٔخ ٝاُزؼج٤ش اُغ٢٘٤.  mRNA اُـ ػ٠ِ روط٤غ Argonauteثشٝر٤ٖ 

٣زْ ؽ٤ش  ٔؼذُخ ٝساص٤باُ٘جبربد اُُـشك اٗزبط  اُٜ٘ذعخ اُٞساص٤خٖٓ خلاٍ اعزخذاّ  اُ٘جبر٤خ ٓوبٝٓخ اُلب٣شٝعبد ٖٓ اُجبؽض٤ٖ لأعَ

ٓضَ ع٤٘بد  خلب٣شٝعبد أُٔشمأُٜٔخ ٝاُنشٝس٣خ ُذٝسح ؽ٤بح اُغ٤٘بد اُ RNAأٌُِٔخ ُغضء ٖٓ  RNAهطغ هق٤شح ٖٓ ٍ بدخا

الاعٌبد ػ٤ِٔخ  ثذٝسٙ اُز١ ٣ؾلض RNAؽش٣و ٓضدٝط ٖٓ ثؼذٛب ٤زٌٕٞ ُ ثٞاعطخ ٗٞاهَ ٝساص٤خ ا٠ُ داخَ اُؼبئَ ٝاُؾشًخ اُزٌبصش

أُؼذُخ ٝساص٤ب رزٌٕٞ إٔ ػ٤ِٔخ اٗزبط اُ٘جبربد ٝثقٞسح ػبٓخ ك .]14;13[ ٓوبٝٓزٚٝثبُزب٢ُ  إ٣وبف رٌبصش اُلب٣شٝط ُز٢ رغجتا اُغ٢٘٤

ثؼذٛب ( Cloning)اُؾبٓل ا١ُٝٞ٘ ُِلب٣شٝط صْ اعشاء ػ٤ِٔخ ًِٞٗٚ ( Extraction)ٖٓ أسثؼخ ٓشاؽَ رجذأ ثؼ٤ِٔخ اعزخلاؿ 

 خ ٝساص٤باُ٘جبربد أُؼذُك٢  (Evaluation of resistance) ُٔوبٝٓخا و٤ْرٝر٘ز٢ٜ ثٔشؽِخ  (Transformation) ػ٤ِٔخ اُزؾٍٞ

إ٣غبد هش٣وخ كؼبُخ ُؼضٍ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٖٓ اُزشثخ ٝرؾخ٤قٜب ٓ٘بػ٤ب  رؾَٔإ اٛذاف ٛزٙ اُذساعخ  . ]16; 15[

 ٝاؽ٤بئ٤ب ٝعضئ٤ب ثؼذ رُي اعزخذآٜب ك٢ رو٤ْ كؼب٤ُخ هش٣وخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ ك٢ ٓوبٝٓخ اُلب٣شٝط ٗلغٚ.
 

 انًىاد وطزائك انعًم
اُٞاهغ ك٢ ٓذ٣٘خ دٗذ١/ اعٌزِ٘ذا/ أٌُِٔخ  (The James Hutton Institute) اُذساعخ ك٢ ٓؼٜذ ع٤ٔظ ٛبرٖاعش٣ذ ٛزٙ 

 .أُزؾذح
 

 عزل وتشخيض فبيزوس انًًضحت انمًي نهبطبطب ين انتزبت 
 Soil bait testاختببر يظيذة انتزبت 

ثؾٌَ اُزشثخ اُز٢ عٔؼذ ػ٤٘بد ٝٗبهِٚ ك٢  ُِجطبهبكب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ أعش٣ذ ٛزٙ اُزغشثخ ُـشك اُزأًذ ٖٓ ٝعٞد 

ٝأ٣نب رؾذ٣ذ اُطش٣وخ الأكنَ ك٢ ػ٤ِٔخ اُؼضٍ ٓغ  .روغ ك٢ ٓذ٣٘خ دٗذ١/اعٌزِ٘ذا/ أٌُِٔخ أُزؾذح ٖٓ ؽوٍٞ ٓٞثٞءح ثٜٔبػؾٞائ٢ 

 اُؾغبعخ  Nicotiana benthamianaٖٓ ٗجبربد اُزجؾ   ٓغب٤ٓغ 3 ؽنشدٖٓ ٛزا اُلب٣شٝط.  إٌٓب٤ٗخ ػضٍ ػضُخ عذ٣ذح

ٓئ١ٞ  25رزٔضَ ثـذسعخ ؽشاسح ٓغ٤طش ػ٤ِٜب  ث٤ئخٗب٤ٓخ ك٢ اُج٤ذ اُضعبع٢ رؾذ ظشٝف أعبث٤غ  4ثؼٔش ُلإفبثخ ثبُلب٣شٝط ٝٗبهِٚ

. ثؼذ ػ٤ِٔخ إصاُخ ُِغٔبد اُؼن١ٞ ٗجبربد ك٢ ًَ ٓغٔٞػخ10 ٝثٞاهغ   %75-80عبػبد ظلاّ ٝسهٞثخ  8ٝامبءح عبػخ  16ٝ

ػ٠ِ رشثخ ٜٓ٘ب  8رؾز١ٞ ًؾ  0.5عؼخ ا٠ُ افـ ثلاعز٤ٌ٤خ  ٖٓ اُ٘جبربد ٗوِذ أُغٔٞػخ الأ٠ُٝٝؿغَ اُغزٝس ثؾزس ثٔبء ٓوطش 

ثبلار٤ًِٞق  عٔبد ػن١ٞ ٓؼوْث٤٘ٔب اص٘زبٕ رؾز٣ٞبٕ ػ٠ِ عٔؼذ ثؾٌَ ػؾٞائ٢ ٖٓ اُؾوٍٞ أُٞثٞء ثبُلب٣شٝط ٝٗبهِٚ  كوو ِٓٞصخ

ث٘لظ ا٠ُ افـ ثلاعز٤ٌ٤خ  خٗوِذ أُغٔٞػخ اُضب٤ٗ ث٤٘ٔب ٝع٤ٔذ ٛزٙ اُطش٣وخ ثبُٔجبؽشح ٗجبد ٝاؽذ ٌَُ اف٤ـ صْ ٗوَ ُِٔوبسٗخ

ٝالاص٘زبٕ أُزجو٤زبٕ ِٓٔٞء ثبُغٔبد  1:1ٝاُغٔبد اُؼن١ٞ أُؼوْ ث٘غجخ أػلاٙ خ٤ِو ٖٓ اُزشثخ أُِٞصخ ٜٓ٘ب ػ٠ِ  8رؾز١ٞ اُغؼخ 

َٓ  800ٗوِذ ا٠ُ ؽب٣ٝبد عؼخ  كأٜٗبآب أُغٔٞػخ اُضبُضخ ٝع٤ٔذ ٛزٙ اُطش٣وخ ثبُخ٤ِو اُؼن١ٞ أُؼوْ ُـشك أُوبسٗخ أ٣نب 
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اُز١ ٣ؾز١ٞ ػ٠ِ اُؼ٘بفش اُـزائ٤خ اٌُجشٟ ٝٓؼظْ اُؼ٘بفش  Formulex:) ٖٓ أُؾٍِٞ أُـز١َٓ  300ػ٠ِ ٜٓ٘ب  8رؾز١ٞ 

ِٓٔٞء كوو ثبُٔؾٍِٞ أُـز١ ث٘لظ ا٤ٌُٔخ كٌبٗذ اُؾب٣ٝزبٕ أُزجو٤زبٕ  . آبؿْ ٖٓ اُزشثخ أُِٞصخ 30أُخِٞه ٓغ ٝ (اُـزائ٤خ اُقـشٟ

ظشٝف رؾذ ( Growth chamber)٘ٔٞ اُ خٗوِذ ثؼذٛب ع٤ٔغ اُ٘جبربد ا٠ُ ؿشك. ٝع٤ٔذ ٛزٙ اُطش٣وخ ثبُٔبئ٤خ ُـشك أُوبسٗخ

 15ٝ  أمبءٙعبػخ  16ٓئ١ٞ ُٔذح  18 اُؾشاسح ٝرزٔضَ ثذسعخ ثبُ٘بهَ ٝاُلب٣شٝط ٓغ٤طش ػ٤ِٜب رؾغغ ػ٠ِ اؽذاس الإفبثخث٤ئ٤خ 

 %.70عبػبد ظلاّ ٝاُشهٞثخ  8ٓئ١ٞ ُٔذح 
 

 qانكًي  انًتضهضم انبهًزة تفبعمببصتخذاو   S.subterranea  ونبلهه فبيزوس انًًضحت انمًي نهبطبطبنئي يانتشخيض انجز

RT-PCR  وq PCR 

 .Nأعش٣ذ ػ٤ِٔخ اُزؾون ٖٓ ٝعٞد اُلب٣شٝط ٝٗبهِخ ك٢ عزٝس ع٤ٔغ ٗجبربد اُزجؾ ٖٓ ربس٣خ ثذء اُزغش٣خ أعبث٤غ  4ثؼذ ٓشٝس 

benthamiana  أُغزخذٓخ ك٢ اخزجبس ٓق٤ذح اُزشثخ. عٔؼذ ػ٤٘بد ٖٓ اُغزٝس ثؾٌَ ػؾٞائ٢ ٖٓ ًَ ٗجبد ٝعشد ػ٤ِٔخ

  Qiagenأُغٜضح ٖٓ ؽشًخ  DNeasy Plant Mini Kitا٢ٌُِ ثؾغت هش٣وخ اُؼَٔ أُشكوخ ٓغ ػذح DNA  اُـ اعزخلاؿ

أُغزخِـ ثبعزخذاّ   DNAاُـٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ أُبء أُوطش أُؼوْ ٝعشٟ رو٤ْ ٗوبٝح ٝرش٤ًض  30ك٢   DNAالأُٔب٤ٗخ ثؼذٛب ؽلع اُـ

ا٢ٌُِ كوذ  RNAٓئ١ٞ ُؾ٤ٖ الاعزخذاّ. آب اُـ  -20ٝؽلع رؾذ دسعخ ؽشاسح   Nanodrop ND-1000عٜبص أُط٤بف اُنٞئ٢ 

ثؼذٛب أػلاٙ أُغٜضح ٖٓ ٗلظ اُؾشًخ  RNeasy Plant Mini kitثؾغت هش٣وخ اُؼَٔ أُشكوخ ٓغ اُؼذح  اعزخلافٚعشد ػ٤ِٔخ 

 عشد ػ٤ِٔخ رو٤ْ اُ٘وبٝح ٝاُزش٤ًض ٝاُؾلع ث٘لظ اُطش٣وخ أػلاٙ.

ُـشك رؾخ٤ـ  Quantitative-Polymerase chain reaction (qPCR)  ا٢ٌُٔأُزغِغَ اُجِٔشح اعزخذاّ اُزلبػَ 

 .]17[ ثؾغت ٓب اٝف٠ ثٚ S.subterraneaاُ٘بهَ 

 ػ٠ِ أُؾز١ٞ ٝ( `CAGACAATCGCACCCAGGTTCTCATG3`5ثزغِغَ )( Probeأُغجبس) ؽ٤ش ًبٕ 

ث٤٘ٔب ًبٕ    ُٚ أٌَُٔ ا١ُٝٞ٘ اُؾٔل ٝث٤ٖ ٚث٤٘ اُزضاٝط ػ٤ِٔخ ثؼذ اُشفذ رز٤ؼ ٓؾؼخكِٞس٣خ  ثغض٣ئبد ٓؼِٔخ ٤ًِٞ٤ٗٞر٤ذ٣خ ٝؽذاد

  اُجبدئ اُؼٌغ٢ ٝ (CCGGCAGACCCAAAACC 3` ) `5 ثزغِغَ SsTQF الآب٢ٓ اُجبدئ

 (`5CGGGCGTCACCCTTC3`) SsTQR.  ف ٓ٘بهن اعزٜذا لأعَفٔٔذ ٛزٙ اُجبدئبد ٝأُغجبسITS/1   ٝ  

ITS/2 ك٢ribosomal DNA َُِ٘به S.subterranea  ػِٔب إ ر٣ٌٖٞ ٝرغ٤ٜض ٛزٙ اُجبدئبد ٝأُغجبس رْ ػٖ هش٣ن اُؾشًخ

 ٤ُ12.5زش ٣زٌٕٞ ٖٓ الار٢: ٓب٣ٌشٝ 25. ًبٕ ٓوذاس ؽغْ اُزلبػَ ٌَُ ػ٤ِٔخ رنبػق ٛٞ .MWG-Biotech AG الأُٔب٤ٗخ 

 Applied Biosystems  ٝ1.5أُخِٞه اُشئ٤غ٢ أُغٜض ٖٓ ؽشًخ ٝٛٞ  TaqMan® Universal PCRٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ 

( ٓب٣ٌشٝٓٞلاس5١ ) رش٤ًض SsTQR  ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ اُجبدئ  1.5(,ٓب٣ٌشٝٓٞلاس5١ )رش٤ًض ٤ُSsTQFزش ٖٓ اُجبدئ ٓب٣ٌشٝ

 ٓب٣ٌشٝ 7اُوبُت ٝ  DNAٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ ػ٤٘بد اُـ  2(, ٓب٣ٌشٝٓٞلاس5١ ) رش٤ًض SsTQP1ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ أُغجبس  0.5,

 . ٤ُRNaseزش ٓبء ٓوطش خب٢ُ ٖٓ اٗض٣ْ 

 Reverse transcriptase qPCR (RT-qPCR)    ثبُ٘غخ اُؼٌغ٢ ا٢ٌُٔ َـــٔشح أُزغِغـــاُجِ ّ رلبػَااعزخذ ًبٕ ثبُٔوبثَ

 ث٤٘ٔب  (`ACCAGAACTACGGTGCCGCGTCG3`5) ( ثزغِغProbeًَٝبٕ أُغجبس) ]18[ أُزجؼخ طش٣وخاُثؾغت 

-٢PMTV اُؼٌغ ٝاُجبدئ(`5GTGATCAGATCCGCGTCCTT3`) ثزغِغَ  PMTV-1948 Fًبٕ اُجبدئ الآب٢ٓ 

2017R  (`5CCACTGCAAAAGAACCGATT TC3`) ك٢  فٔٔذ ٛزٙ اُجبدئبد ٝأُغجبس لأعَ إ رغزٜذف ٓ٘بهن

ػِٔب إ ر٣ٌٖٞ ٝرغ٤ٜض ٛزٙ اُجبدئبد ٝأُغجبس رْ ػٖ  أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ُِلب٣شٝط (Coat protein)ع٤ٖ اُـلاف اُجشٝر٢٘٤

اُخبؿ  qPCRث٘لظ ؽغّٞ رلبػَ ًبٕ ٓوذاس ؽغْ اُزلبػَ ٌَُ ػ٤ِٔخ رنبػق . أُزًٞسح عبثوب الأُٔب٤ٗخ ؾشًخاُٗلظ هش٣ن 

 reverseٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ الاٗض٣ْ    0.125ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٝامبكخ    6.875ثبُ٘بهَ ثبعزض٘بء رو٤َِ ٤ًٔخ أُبء أُوطش ا٠ُ 

transcriptase  ثزش٤ًض(25 U)   ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ اُـ  2إمبكخ  ٓغRNA َثذلا ٖٓ اُـ  ًوبُت ُِزلبػ.DNA  

 cycle)عشٟ الاػزٔبد ػ٠ِ ه٤ٔخ ػزجخ اُذٝسح  ك٢ اُؼ٤٘بد اص٘بء ػ٤ِٔخ اُزنبػقٝاُ٘بهَ ٝلأعَ رؾذ٣ذ ٝٓزبثؼخ رش٤ًض اُلب٣شٝط 

threshold (Ct) )ٝػٖ ػذد اُذٝساد اُلاصٓخ ُزغبٝص الإؽبساد اُلِٞس٣خ ك٢ ٓغزٟٞ اُخِل٤خ ٝثٌِٔبد أخشٟ ٢ٛ  حػجبس اُز٢ ٢ٛ

بُٔغجبس ث أُشرجطخاُغضئ٤بد اُلِٞس٣خ أُُٞذح ُِنٞء  لإؽبساد  بد أُزشأًخ٤ٌٔاُ ٖٓ هجَرغبٝصٙ ػ٘ذ ػٖ أُغزٟٞ اُز١  ػجبسح

 ( دٍ ػ٠ِ اCtًِٕٔب هِذ ه٤ٔخ ػزجخ اُذٝسح)ٝدٝسح 40 بػَ ٢ٛ رٌٕٞ اُ٘ز٤غخ اُزؾخ٤ـ إ٣غبث٤خ ػِٔب إ ػذد اُذٝساد ٛزا اُزل

٤ًض ارشإ دٍ ػ٠ِ  (Ctك٢ اُؼ٤٘خ ػب٤ُخ ك٢ ؽ٤ٖ ًِٔب اصدادد ه٤ٔخ اُؼزجخ ) اٝ ٗبهِٚ ِلب٣شٝطُ DNA اٝ  RNA ٤ًض اُـارش

ًٝٔضبٍ ػ٠ِ رُي  .ػلاهخ ػٌغ٤خ ( Ct٢ٛزش٤ًض ٝػذد اُذٝساد اٝ ه٤ٔخ اُؼزجخ )اُٝثٜزا رٌٕٞ اُؼلاهخ ث٤ٖ  ه٤ِِٚ اٝ ٗبهِٚ اُلب٣شٝط

 35. ك٢ اُذٝسح  ٙٛٞ اػ٠ِ ٖٓ رش٤ًض 25أٌُزؾق ك٢ اُذٝسح  اٝ اُ٘بهَ رش٤ًض اُلب٣شٝط

 Applied اُزنخ٤ْ اُؾشاس١ أُٞسدح ُغٜبص Applied Biosystemsاعزخذٓذ اُطش٣وخ أُٞفئ ثٜب ٖٓ هجَ اُؾشًخ 

Biosystems StepOne
Tm

ػ٠ِ دسعخ  ثذه٤وز٣ٖ٤جذا اُزلبػَ  ًبلار٢: ٢ٛٝ (RTqPCR)ٝ (qPCR) ٠ٌُِ اُزلبػ٤ِٖ  اُخبؿ 

صب٤ٗخ ثذسعخ ؽشاسح  15ٓئ١ٞ صْ دٝسح ٓزٌشسح لأسثؼ٤ٖ ٓشح رزٌٕٞ ٖٓ  95دهبئن ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح  10ٓئ١ٞ رزجؼٜب  50ؽشاسح 

لب٣شٝط اٝ اُ٘بهَ ٓئ١ٞ. ػِٔب اٗٚ ك٢ ًَ رلبػَ ٣ٞعذ ٛ٘بُي ػ٤٘بد ٓٞعجخ عٞاء ُِ 60ٓئ١ٞ ٝده٤وخ ٝاؽذح ثذسعخ ؽشاسح  95

 اُوبُت. RNA اٝ اُـ DNAاُز١ ٣نبف ُِزلبػَ ثذلا ػٖ اُـ ٝػ٤٘بد عبُجخ ٝاُز٢ ٢ٛ ػجبسح ػٖ أُبء أُوطش كوو 
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 فبيزوس انًًضحت انمًي نهبطبطب انًعزونت ين انتزبت  تعزنئيب نيوجز ، ينبعيبأحيبئيب  بث تشخيظيتدراص

  الاحيبئي الاختببر

 ُِوبػ اعزخلاؿ ػ٤ِٔخ أعش٣ذ اُزشثخ ٖٓ أُؼضُٝخ ُِجطبهب اُو٢ٔ أُٔغؾخ كب٣شٝط ُؼضُخ الآشام٤خ ؽذح رؾذ٣ذ ُـشك

 أُؾٍِٞ ٖٓ ٤ِِٓزش10  ك٢ ػؾٞائ٢ ثؾٌَ عٔؼذ اُز٢ عزٝسٛب ٖٓ ٓغٔٞػخ عؾن خلاٍ ٖٓ ٝرُي أُقبثخ اُ٘جبربد ٖٓ اُلب٣شٝط

 اُِوبػ ٖٓ ٤ِِٓزش 3 اخز. ثبلاٝر٤ٌِق أُؼوْ اُخضك٢ اُٜبٕٝ ثبعزخذاّ اُجبسد Phosphate-buffered saline) ) اُلٞعلبر٢ أُِؾ٢

 اءذاسر ثؼذ اُغجبثخ اٝ اُوطٖ ثبعزخذاّ أعبث٤غ 4 ثؼٔش اُغ٤ِٔخ N. benthamiana اُزجؾ ٗجبربد أٝسام ػ٠ِ ثٜذٝء ٝٗؾش اُؼبُن

 رـِـَ ُزغ٤َٜ اُخبدػ( carborundum) اٌُبسثٞسٗذّ ثٔغؾٞم اُزِو٤ؼ ػ٤ِٔخ هجَ سؽذ الأٝسام ٛزٙ إ ػِٔب. ٓؼؤخ ًلٞف

 ُـشك ثِطق أُوطش ثبُٔبء ؿغِذ صْ الأٝسام ػ٠ِ دهبئن 3 ُٔذح اُلب٣شٝع٢ اُِوبػ رشى. اُ٘جبر٤خ الاٗغغخ داخَ ا٠ُ اُلب٣شٝط

 ؽشاسح ثـذسعخ رزٔضَ ظشٝف رؾذ اُضعبع٢ اُج٤ذ ا٠ُ أُِوؾخ اُ٘جبربد ع٤ٔغ ٗوِذ ثؼذٛب.  اٌُبسثٞسٗذّ ٝٓغؾٞم اُِوبػ ثوب٣ب إصاُخ

 ُؾ٤ٖ ا٤ٓٞ٤ُخ أُزبثؼخ ػ٤ِٔٚ رٔذ اُزِو٤ؼ ػ٤ِٔخ ٖٓ أعجٞع  ٝثؼذ75-80  ٝسهٞثخ ظلاّ عبػبد 8ٝ امبءح عبػخ 16ٝ ٓئ١ٞ 25

 .[3] اُجطبهب ػ٠ِ اُو٢ٔ أُٔغؾخ ثلب٣شٝط ُلإفبثخ ا٤ُٔٔضح أُشم٤خ الاػشاك ظٜٞس
 

 TAS-ELISAالاختببر انًنبعي 
ُـشك رأ٤ًذ رؾخ٤ـ ػضُخ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ك٢  (TAS-ELISA)اعزخذّ اخزجبس ا٤ُضا صلاص٢ اُطجوبد 

رغزخذّ  اُو٤بع٤خ اُز٢ػ٤٘بد أٝسام ٗجبد اُزجؾ أُِوؾخ ًٝزُي دساعخ اُؼلاهخ أُ٘بػ٤خ ث٤ٖ ثشٝر٤٘بد اُلب٣شٝط ٝالاعغبّ أُنبدح 

خِـ اُ٘جبر٢ ٖٓ الأٝسام ٝاُغزٝس اُطبصعخ أُقبثخ ٝرُي ثبعزخذاّ ٓب٤ً٘خ اُؼقش . ؽنش أُغزٗلغٚ ك٢ اٌُؾق ػٖ اُلب٣شٝط

 ,Microtiter (96-wellٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ ًَ ػ٤٘خ ٓغزخِـ ا٠ُ اُؾلش أُٞعٞدح ك٢ هجن    100ٝٗوَ  MEKUٝالاعزخلاؿ  

Nunc-Immuno™ plates) (  َاُز٢ رؾ١ٞ الاعغبّ أُنبدح ٓزؼذدح اُ٘غبئpolyclonal antibody ًطجوخ ا٠ُٝ ٓنبدح )

عبػبد روش٣جب. ؿغَ اُطجن ػذح  10-12ٓئ١ٞ ُٔذح 4 ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ثؼذٛب ؽنٖ اُطجن رؾذ دسعخ ؽشاس 

ٝام٤ق ا٠ُ ًَ   Phosphate-buffered saline-Tween  (PBS-Tر٣ٖٞ )-اُلٞعلبر٢ ٓشاد ثبعزخذاّ ٓؾٍِٞ اُـغَ أُِؾ٢

 + SCR68( اُخ٤ِو اُز٢ رزٌٕٞ ٖٓ monoclonal antibodyٖٓ الاعغبّ أُنبدح أؽبد٣خ اُ٘غَ )٤ُزش  ٓب٣ٌشٝ 100ؽلشح 

SCR69 .ر٣ٖٞ-اُلٞعلبر٢ ٓئ١ٞ ُٔذح عبػز٤ٖ صْ ؿغَ ثٔؾٍِٞ أُِؾ٢ 37 ؽنٖ اُطجن ثؼذٛب رؾذ دسعخ ؽشاسح   ًطجوخ صب٤ٗخ 

(PBS-T)   ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ الاعغبّ أُنبدح  100ػذح ٓشاد صْ أم٤قanti-mouse immunoglobulin G (IgG) 

ٓئ١ٞ ُٔذح عبػز٤ٖ ثؼذٛب ؿغَ  37ًطجوخ صبُضخ صْ ؽنٖ اُطجن رؾذ دسعخ اُؾشاسح  alkaline phosphataseأُشرجطخ ثبٗض٣ْ 

ُـشك اٌُؾق ػٖ  p-Nitrophenyl  phosphate   ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ ٓؾٍِٞ   100ث٘لظ ٓؾٍِٞ اُـغَ أػلاٙ. اخ٤شا ام٤ق 

 Multi-skan. ؽنٖ اُطجن ثذسعخ ؽشاسح اُـشكخ ُٔذح عبػخ ًبِٓخ ثؼذٛب اعزخذّ عٜبص  alkaline phosphataseكؼب٤ُخ اٗض٣ْ 

Ascent  ٗب٤ٓٞٗزش. اُؼ٤٘بد رؼزجش ٓٞعجخ أ١ ٓقبثخ ثبُلب٣شٝط  405اُز١ ٣و٤ظ آزقبف٤خ اُؼ٤٘بد ك٢ اُؾلش ػ٠ِ اُطٍٞ أُٞع٢

 .]9; 3 [ وبسٗخ اُخبفخ ثبُ٘جبربد ؿ٤ش أُقبثخ ثبُلب٣شٝطػ٘ذٓب رٌٕٞ ه٤ٔخ الآزقبؿ اػ٠ِ ثٔشر٤ٖ ٖٓ ػ٤٘بد أُ
 

  ئيتيالاختببراث انجز
 اُؼذح ٓغ أُشكوخ اُؼَٔ هش٣وخ ٖٓ ٗجبربد اُزجؾ أُقبثخ ٝؿ٤ش أُقبثخ ثؾغت ا٢ٌُِ RNA اعزخلاؿ ػ٤ِٔخ عشد

RNeasy Plant Mini kit أػلاٙ اُطش٣وخ ث٘لظ ٝاُؾلع ٝاُزش٤ًض اُ٘وبٝح رو٤ْ ػ٤ِٔخ عشد ثؼذٛب. 

 0.5-1  رش٤ًض ) RNAٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ اُـ  5خِو ث ٝرُيComplementary DNA (cDNA )) زْٔأُ DNAؽنش اُـ 

ث٤ٌٞٓٞلاس١ /  10 ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ اُجبدئ اُؼٌغ٢ رش٤ًض ) 2ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ أُبء أُوطش ٓغ إمبكخ  8ٓغ  (ٓب٣شٝؿشاّ

ٓئ١ٞ ُٔذح خٔغخ دهبئن ثؼذٛب ٗوَ ٓجبؽشرب ا٠ُ ٝػبء ٣ؾز١ٞ ػ٠ِ اُضِظ ٝؽنٖ  70ٓب٣ٌش٤ُٝزش(. ؽنٖ اُخ٤ِو رؾذ دسعخ ؽشاسح 

ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ اٗض٣ْ اُ٘غخ  M-MLV   ,1ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ ٓؾٍِٞ اُ٘غخ اُؼٌغ٢  5أم٤ق ا٠ُ اُخ٤ِو ثؼذٛب  ُٔذح ده٤وز٤ٖ.

ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ اٗض٣ْ أُبٗغ  ٢ِٓ1 ٓٞلاس١(,  10)رش٤ًض  dNTPsٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ  5ٝؽذح(,  200)رش٤ًضM-MLV اُؼٌغ٢ 

RNasin  ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ أُبء أُؼوْ اُخب٢ُ  3ٝؽذح( ٝ  30 )رش٤ًض ٖٓ.RNA  ٓضط اُخ٤ِو ثٜذٝٙ صْ ؽنٖ رؾذ دسعخ ؽشاسح

 ( ٤ُغزخذّ ًوبُت ك٢ اُزلبػَ اُجِٔشحcDNA)أُزْٔ  DNA ٓب٣ٌشٝ ٤ُزش ٖٓ اُـ 3 أخزٓئ١ٞ ُٔذح عبػز٤ٖ. ثؼذ اٗزٜبء اُزلبػَ  42

ػٖ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٝؽغت اُخبفخ ثبٌُؾق  اُو٤بع٢ Polymerase chain reaction (PCR) أُزغِغَ

 . ٓغ ثؼل اُزؼذ٣لاد ]7[اُطش٣وخ أُزجؼخ 

ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ  5X  ,3رش٤ًض GoTaq ٓؾٍِٞ  ٖٓ ٤ُزش ٓب٣ٌشٝ 10ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٣ٝزٌٕٞ ٖٓ  50اُؾغْ اُٜ٘بئ٢ ُِزلبػَ ًبٗذ 

MgCl2 ( ٓٞلاس١ ٢ِٓ 25رش٤ًض) ,ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ  1dNTPs ( ٢ِٓ ٓٞلاس١ 10رش٤ًض) ,ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ ًَ ٖٓ اُجبدئبد  1

(For. 5`TCGGATCCTCTCGGATAC`3) ٝ  Rev. 5`AACAGCCATCTTACCTGC`3)  )(ث٤ٌٞ 10 رش٤ًض 

 ٣ٝزْٔ  cDNAٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ ٗبرظ  3ٝ ( ٝؽذح 5 رش٤ًض) Taq  polymerase الاٗض٣ْ ٖٓ ٤ُزش ٓب٣ٌشٝ ,1(ٓب٣ٌش٤ُٝزش/ٓٞلاس١

 .  أُوطش ثبُٔبء اُؾغْ

رزٌٕٞ ٖٓ صلاصخ  دٝسح 40ٓئ١ٞ صْ  95ُٔذح ده٤وز٤ٖ ثذسعخ ؽشاسح   ,Denaturation زنبػق ٣جذا ثخطٞح اُزلٌيثشٗبٓظ اُ

 54ُٔذح ده٤وخ ٝٗقق ثذسعخ ؽشاسح   Annealingالاُزقبم  ٓئ١ٞ صْ 94ُٔذح ده٤وخ ٝٗقق ثذسعخ ؽشاسح  بُزلٌيث رجذأ: ٓشاؽَ

اُزٔذد اُٜ٘بئ٢  اُخطٞح الأخ٤ش ُِزلبػَ رجذأٓئ١ٞ. ثؼذٛب  72ٔذح ده٤وز٤ٖ ٝٗقق ثذسعخ ؽشاسح ُ  Extensionٓئ١ٞ ثؼذٛب اُزٔذد 

Final extension  ٓئ١ٞ. ٗبرظ اُزلبػَ ٣لؾـ ػ٠ِ ٝعو  72دهبئن ثذسعخ ؽشاسح  5ُٔذحAgrose  ثؼذ إمبكخ 1رش٤ًض %

ا٤ًُِٞ٘ٞر٤ذ١ ا٠ُ ٝؽذح اُزغِغَ ٗبرظ اُزلبػَ اُلبئل  أسعَثش٤ٓٝذ الاص٤ذ٣ّٞ ٝثبعزخذاّ الاؽؼخ اُلٞم اُج٘لغغ٤خ. ثؼذٛب فجـخ 

ُـشك رؾ٤َِ اُج٤بٗبد  BioEditثؼذٛب اعزخذّ ثشٗبٓظ DNA Analyser 3730. اُز٢ رغزخذّ عٜبصاُزبثؼخ ُٔؼٜذ ع٤ٔظ ٛبرٖ 



 7201/ عهًي / انثبنث   انعذد -عشزانخبيش  انًجهذ –انعهًيت  كزبلاء جبيعت يجهت
 

290 

 اُٞه٢٘ ػب٤ُٔب ػ٠ِ ٓٞهغ أُشًض أُغزؾقَ ػ٤ِٚ ٓغ ٓب ٓ٘ؾٞس ُٔوبسٗخ اُزغِغَ ا٤ًُِٞ٘ٞر٤ذ١  Blastصْ اعزخذّ ثشٗبٓظ 

 .National Center for Biotechnology Information  (NCBI)) اُؾ٣ٞ٤خ اُزو٤٘خ ُِٔؼِٞٓبد
 

 فبيزوس انًًضحت انمًي نهبطبطبفي يمبويت  كفبءة طزيمت الاصكبث انجيني تميى
 Polymerase chain reaction انًتضهضم انبهًزة بىاصطت تفبعم انًعذنت وراثيب N.benthamiana  انتبغ نببتبث تأكيذ

(PCR) 

هش٣وخ اعٌبد  ٝرُي ثبلاعز٘بد ا٠ُ ك٢ ٓخزجشاد ٓؼٜذ ع٤ٔظ ٛبرٖ أُؼذُخ ٝساص٤بN.benthamiana  اٗزغذ ٗجبربد اُزجؾ   

 اُـ ك٢ اُز١ ٣وغ RNA dependent RNA polymerase (RdRp)ع٤ٖ اٗض٣ْ  إ٣وبف رشعٔخ اعٌبد اٝ ػ٠ِاُز٢ رؼَٔ اُغ٤ٖ 

RNA1 ٖٓ ّٞ٘1920 ; [ُِلب٣شٝطاُزؼج٤ش اُغ٢٘٤ ٝاُزٌبصش  ز٢ْٜٓ ُؼ٤ِٔ اُغ٤ٖ ٛزا ثبٕ ُِجطبهب ػِٔب اُو٢ٔ أُٔغؾخ كب٣شٝط ع٤[ 

 اُزلبػَ اُجِٔشحاٜٗب ٓؼذُخ ٝساص٤ب أعش١ ٖٓ أُغزخذٓخ ك٢ ٛزٙ اُذساعخ  N.benthamiana ُـشك اُزأًذ ٖٓ إ ٗجبربد اُزجؾ ٝ

 ػذح ٖٓ ا٢ٌُِ DNA اعزخلاؿ ػ٤ِٔخ عشد(.  (RdRpٌُِؾق ػٖ ع٤ٖ  Polymerase chain reaction (PCR) أُزغِغَ

 DNeasy Plant اُؼذح ٓغ أُشكوخ اُؼَٔ هش٣وخ ٝرُي ثؾغت رجؾ ٓؼذُخ ٝساص٤ب ػذح ٗجبربد ٖٓ ػؾٞائ٤خ ثقٞسح ٓأخٞرح اٝسام

Mini kit خبفخ رغزٜذف اُغ٤ٖ  أُزغِغَ ثبعزخذاّ ثبدئبد اُجِٔشح اُزلبػَصْ أعش٣ذ ػ٤ِٔخ  أػلاٙ. اُؾشًخ ٗلظ ٖٓ أُغٜضح

  (R: 5`GTCCACGGCATGTTTTGACT`3) (F:5`GTTAGCGTTAAAGAAATATA`3) +أُؾذد ًٝبٗذ

 ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ  X  ,3)5)رش٤ًض  GoTaqٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ ٓؾٍِٞ  2.5ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٣ؾز١ٞ   25ًبٕ ؽغْ اُزلبػَ ا٢ٌُِ 

MgCl2 ٝٗقق ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ ًَ ٖٓ ٢ِٓ ٓٞلاس١(,  25)رش٤ًضdNTPs ( 10رش٤ًض)اُجبدئبد  ٢ِٓ ٓٞلاس١ ٝF+R  رش٤ًض(

 DNAٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ اُـ 2ٝؽذاد( صْ ام٤ق  5)رش٤ًض  Taq polymeraseث٤ٌٞٓٞلاس١/ ٓب٣ٌش٤ُٝزش( ٝ اٗض٣ْ اُزنبػق  10

 صْ ٓئ١ٞ 94 ؽشاسح ثذسعخ خٔغخ دهبئن ُٔذح,  Denaturation اُزلٌي ثخطٞح ٣جذا اُزنبػق ٝأًَ اُؾغْ ثبُٔبء أُؼوْ. ثشٗبٓظ

  Annealing الاُزقبم اُضب٤ٗخ أُشؽِخ صْ ٓئ١ٞ 94 ؽشاسح ثذسعخ ده٤وخ ُٔذح اُزلٌي الأ٠ُٝ: ٓشاؽَ صلاصخ ٖٓ رزٌٕٞ دٝسح 35

 رجذأ ثؼذٛب. ٓئ١ٞ 72 ؽشاسح ثذسعخ خده٤و ُٔذح  Extension اُزٔذد اُضبُضخ أُشؽِخ ثؼذٛب ٓئ١ٞ 59 ؽشاسح ثذسعخ ده٤وخ ُٔذح

٤ًِٞ٤ٗٞر٤ذح  300اُزلبػَ ٣ٌٕٞ ثؾغْ  ٗبرظ. ٓئ١ٞ 72 ؽشاسح ثذسعخ دهبئن 10 ُٔذح ُِزلبػَ Final extension الأخ٤ش اُخطٞح

 .اُج٘لغغ٤خ اُلٞم الاؽؼخ ٝثبعزخذاّ الاص٤ذ٣ّٞ ثش٤ٓٝذ فجـخ إمبكخ ثؼذ% 1 رش٤ًض Agrose ٝعو ػ٠ِ ٣لؾـ
 

 انًعذنت N.benthamiana  انتبغ نببتبث فينهبطبطب  انمًي انًًضحت فبيزوسفي يمبويت  انجيني الاصكبث طزيمت كفبءة اختببر

 وراثيب

ثبعزخذاّ ُوبػ اُزشثخ أُِٞصخ ثبُؼضُخ اُغذ٣ذح ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ُـشك رو٤ْ ًلبءح هش٣وخ اُطش٣وخ أُبئ٤خ  ٗلزد

أُؼذُخ ٝساص٤ب ثبلإمبكخ N.benthamiana  ٗجبربد اُزجؾ  ٖٓ أعبث٤غ  4ثؼٔش ٗجبد  20 ٗوَؽ٤ش الاعٌبد اُغ٢٘٤ مذ اُلب٣شٝط 

َٓ ٖٓ أُؾٍِٞ  300ٜٓ٘ب ػ٠ِ  36َٓ رؾز١ٞ  800ؽب٣ٝبد عؼخ ا٠ُ ٗلظ اُؼذد ٖٓ اُ٘جبربد ؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب ُِٔوبسٗخ ا٠ُ 

ِٓٔٞء كوو ثبُٔؾٍِٞ أُـز١ ث٘لظ ا٤ٌُٔخ  خ كأٜٗبأُزجو٤بد ؽب٣ٝآب الأسثغ ؿْ ٖٓ اُزشثخ أُِٞصخ  30 + (Formulex) أُـز١

ػِٔب إ عجت اخز٤بس  ُِٔوبسٗخ ٗجبربد 2 ٗجبد ُِٔؼبِٓخ + 18   ثٞاهغ اُ٘جبربد ثبُزغب١ٝ ٓغٔٞػز٢ غ٣ٝعشٟ رٞص أُوبسٗخُـشك 

ٗوِذ ثؼذٛب ع٤ٔغ اُ٘جبربد ا٠ُ ؿشف ٗٔٞ ثظشٝف . ٣ؼٞد ا٠ُ ٗزبئظ اخزجبس ٓق٤ذح اُزشثخ ٝاُز٢ عٞف ٗقلٜب لاؽوبأُبئ٤خ طش٣وخ اُ

 15ٝ أمبءٙعبػخ  16ٓئ١ٞ ُٔذح  18 اُؾشاسح ٝرزٔضَ ثذسعخثبُلب٣شٝط ٝٗبهِٚ  اؽذاس الإفبثخطش ػ٤ِٜب رؾغغ ػ٠ِ ث٤ئ٤خ ٓغ٤

  %.70عبػبد ظلاّ ٝاُشهٞثخ  8ٓئ١ٞ ُٔذح 

ٔؼذُخ ٝ اُ N.benthamiana  عٔؼذ ػ٤٘بد ٖٓ اُغزٝس ٝالأٝسام ٖٓ ع٤ٔغ ٗجبربدأعبث٤غ ٖٓ ثذا٣خ اُزغشثخ  6ثؼذ ٓشٝس 

ثبُ٘غخ اُؼٌغ٢ ا ُزؾخ٤ـ  ا٢ٌُٔ رلبػَ اُجِٔشح أُزغِغَ ٣ٚٝاعش RNA ٝ اُـ  DNAؽ٤ش رْ اعزخلاؿ اُـ ٔؼذُخ ٝساص٤ب اُؿ٤ش 

ك٢  S. subterraneaك٢ الأٝسام ٝاُغزٝس ٝ رلبػَ اُجِٔشح أُزغِغَ ا٢ٌُٔ ُزؾخ٤ـ اُ٘بهَ   كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب

 .عبثوباُغزٝس كوو ث٘لظ اُطش٣وخ أُزًٞسح 
 

 الاحظبئيانتحهيم 
ٓغ أُخزجش٣خ ػ٘ذ اعشاء اُزغبسة  Completely Randomized Design (CRD)اعزخذّ اُزق٤ْٔ ربّ اُؼؾٞائ٤خ 

اُلشٝهبد رؼزجش ٓؼ٣ٞ٘خ ػ٘ذٓب رٌٕٞ  ذًبُٗٝـشك رؾ٤َِ اُج٤٘بد اؽقبئ٤ب  Genstat package V. 16.1ّ ثشٗبٓظ ااعزخذ

ُـشك دساعخ اُؼلاهخ  اػلاٙ ثبلإمبكخ ا٠ُ رُي اعزخذّ رؾ٤َِ الاسرجبه ثبعزخذاّ ٗلظ اُجشٗبٓظ .كوو 0.05 ( اهَ Pٖٓالاؽزٔب٤ُخ )

 .ك٢ اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب ث٤ٖ ٗغجخ ٤ًٔٝخ الإفبثخ ثبُ٘بهَ ٝاُلب٣شٝط
 

 وانًنبلشتبئج ــــاننت
 ين انتزبت PMTVعزل وتشخيض فبيزوس انًًضحت انمًي نهبطبطب 

اُز٢ ٖٓ  اُٞؽ٤ذحاٜٗب  إرا٢ٛ الأكنَ ك٢ رو٤ْ اُزشثخ أُِٞصخ  أُبئ٤خ اُطش٣وخإ ( 1أُٞمؾخ ك٢ عذٍٝ سهْ )ث٤٘ذ اُ٘زبئظ 

 اُ٘جبربد أُذسٝعخ ك٢ ػ٤٘بد عزٝس S. subterranea   ٝٗبهِٚ  PMTV ِجطبهبأُٔغؾخ اُو٢ٔ ُ كب٣شٝطخلاُٜب رْ رؾخ٤ـ 

ك٢  لب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهبك٢ رو٤ْ اُزشة أُِٞصخ ث أُبئ٤خ طش٣وخآُٖ ٓلائٔخ  21]   [عبثوباُ٘ز٤غخ رزٞاكن ٓغ ٝعذٙ  ٙٝٛز

أُجبؽشح( ضسٝػخ ك٢ اُطش٣وخ الأ٠ُٝ )أُ ـ اُلب٣شٝط ٝٗبهِٚ ك٢ اُ٘جبربد٤ؾخهذ ٣ؼٞد عجت ػذّ رث٤٘ٔب ٓ٘بهن ٓخزِلخ ك٢ ا٤ُبثبٕ. 

ثؾٌَ ٓجبؽش  أصشٓٔب  ٝٓنـٞهخك٢ اُطشهز٤ٖ أػلاٙ ًبٗذ صو٤ِخ اُزشثخ ؽ٤ش ُٞؽع إ اُزشثخ  خك٢ رش٤ًج ا٠ُ اُزـ٤شٝاُضب٤ٗخ )خ٤ِو( 

ًٔب ٣لاؽع ك٢ اُقٞس سهْ مؼ٤ق ٓوبسٗزب ثبُ٘جبربد اُ٘ب٤ٓخ ثبُطش٣وخ أُبئ٤خ ثؾٌَ ػبّ ٘ٔٞ اُؾ٤ش ًبٕ ثك٤ٜٔب ػ٠ِ ٗٔٞ اُ٘جبربد 

ٜٓ٘ب إ اُزشثخ اُضو٤ِخ  ٞصش ػ٠ِ ٗٔٞ اُ٘جبد ثؼذح هشمراُزشثخ  خرش٤ًجٖٓ إ  ]22[رًش عبثوب ٣زٞاكن ٓغ ٓب اُزلغ٤ش ٛزا  .(1)
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ك٢ اُغزٝس  رجذأالآشاك اُز٢ اُغضء اُ٘جبر٢ الأًضش أ٤ٔٛخ ُذٝسح  اُز١ ٣ؼزجش ٗٔٞ اُغزٝس ػ٠ِ ٝثؾٌَ ًج٤ش عِجب ٝأُنـٞهخ رٞصش

ا٠ُ داخَ اُ٘جبد كنلا  أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٗوَ ُلب٣شٝطٝاُز١ ثٞاعطزٚ رؾقَ ػ٤ِٔخ  S. subterraneaثبُ٘بهَ  ٓضَ الإفبثخ

أ٣نب مؼق ٗٔٞ أُغٔٞع اُخنش١. ٝثبُزب٢ُ ػ٠ِ اٗٚ مؼق ٗٔٞ اُغزٝس ٣غجت مؼق ػ٤ِٔخ آزقبؿ أُبء ٝاُؼ٘بفش اُـزائ٤خ 

اُزشة ٢ٛ رِي اُز٢ رؾز١ٞ  أكنَؽ٤ش إ  S. subterraneaاُ٘بهَ  ٝؽشًخ اثٞاؽٗؾبه  رش٤ًجخ اُزشثخ رٞصش ػ٠ِ ٚاٗ اٝعذ

ث٤٘ٔب  S. subterraneaرؾزلع ثبُٔبء أُْٜ ُؾشًخ اثٞاؽ اُ٘بهَ ٓغبؽبد ٓغب٤ٓخ ٝاعؼخ ٗغج٤ب ًٔب ك٢ اُزشة اُش٤ِٓخ ٝأُض٣غ٤خ 

  .] ;24;2325[ ؽشًزٜب ك٢ اُزشة اُط٤٘٤خ اُضو٤ِخ٣٘خلل ٗؾبهٜب ٝ

 

 كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهبرو٤ْ ًلبءح هشم اُضساػخ أُغزخذٓخ ك٢ اخزجبس ٓق٤ذح اُزشثخ ك٢ ػضٍ ٝرؾخ٤ـ ( 1)سهْ عذٍٝ 

 S. subterraneaٝٗبهِٚ 

 اُطش٣وخ أُبئ٤خ اُطش٣وخ اُخ٤ِو اُطش٣وخ أُجبؽشح ئ٣٢اُزؾخ٤ـ اُغض

ف      كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ 

 ُِجطبهب

- - + 

 + - - S. subterraneaاُ٘بهَ  اُ٘بهَ 

أُذسٝعخ ث٤٘ٔب الإؽبسح  اُغزٝس رؼ٢٘ رؾخ٤ـ اُلب٣شٝط ٝاُ٘بهَ ك٢ ػ٤٘بد )+( أُٞعجخ ا  الاؽبسحالإؽب

 ذّ رؾخ٤قٜٔب.رؼ٢٘ ػ رؼ٢٘                                                                             ( -)اُغبُجخ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 انًًضحت انمًي نهبطبطب انًعزونت ين انتزبتئيب نعزنت فبيزوس يوجزينبعيب  ،دراصبث تشخيظيت  أحيبئيب

 الاختببر الاحيبئي
اُزشثخ  ؼضُٝخ ٖٓأُ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهبإ اُٜذف ٖٓ اعشاء ٛزا الاخزجبس ٛٞ ُزؾذ٣ذ ٓذٟ ؽذح إٓشام٤ٚ ػضُخ 

ٓضَ  أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهبلب٣شٝط ُربثؼخ  ػضلاد ٝعلالادػذح عغِذ عبثوب  . PMTV-Feb12ثبُطش٣وخ أُبئ٤خ ٝاُز٢ ع٤ٔذ 

PMTV-S  ٝPMTV-T  رغجت ك٢ اظٜبس اػشاك ٓشم٤خ ؽذ٣ذح الآشام٤خ كٜٔ٘ب ٖٓ رأص٤شٛب ػ٠ِ اُؼٞائَ اُؾغبعخ ك٢ رخزِق

فٞسح  أُٞمؾخ ك٢ ٝهذ أظٜشد اُ٘زبئظ 4] [ رذٍ ػ٠ِ ؽذرٜب ث٤٘ٔب ٛ٘بُي أخشٟ مؼ٤لخ لا رغجت ك٢ اظٜبس أ١ اػشاك ٓشم٤خ

عٜبص٣خ ك٢ ٓشم٤خ اػشاك  ظٜٞس ٞع ؽذ٣ذح الآشام٤خ ٝرُي ٖٓ خلآٍٖ ٢ٛٗ  PMTV-Feb12 اُلب٣شٝط ( إ ػضُخ2سهْ )

الاػشاك اُ٘ٔٞرع٤خ ٢ٛ ٝ بُخطٞه اُلبهذح ٌُِِٞسٝك٤َثرزٔضَ  ٣ّٞ ٖٓ ػ٤ِٔخ اُزِو٤ؼ 15ثؼذ الأٝسام اُز٢ روغ كٞم الأٝسام أُِوؾخ 

ؿ٤ش أُِوؾخ اُز٢ ُْ رظٜش  ثبلأٝسامٓوبسٗزب اُؾغبعخ  N. benthamianaك٢ ٗجبربد ُلإفبثخ ثلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب 

 .S ٣ٌٖٔ إ ر٘زوَ ٤ٌٓب٤ٌ٤ٗب ٝثٞاعو اُ٘بهَ PMTV-Feb12عذ٣ش ثبلإؽبسح ٛ٘ب ا٠ُ إ ٛزٙ ػضُخ  .26] [ ػ٤ِٚ أ١ اػشاك

subterranea  ٓضِٔب ٣ؾذس ٓغ اُغلاُخPMTV-S  لب٣شٝط ُٝٛزا ٣ؾ٤ش ا٠ُ ػذّ ٝعٞد هلشح ٝساص٤خ ك٢ ع٤ٖ اُـلاف اُجشٝر٢٘٤

ك٢ علاُخ  اًزؾقًٔب  S. subterranea اُ٘بهَأُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٝاُز٢ ؽذٝصٜب ٣غجت ك٢ ػذّ إٌٓب٤ٗخ ٗوَ اُلب٣شٝط ثٞاعطخ 

PMTV-T  [27]. ٝاُز٢ ر٘زوَ ٤ٌٓب٤ٌ٤ٗب كوو 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

   

C B A 

 اُزشثخ ٓق٤ذح اخزجبس ك٢ أُغزخذٓخ أُخزِلخ اُضلاس ثبُطشم اُ٘ب٤ٓخ اُ٘جبربد ٖٓ ػ٤٘خ( 1) ؽٌَ سهْ

(A ) (A )ٗجبد ٗب٢ٓ ثبُطش٣وخ أُبئ٤خ 

(B ) (B )ٗجبد ٗب٢ٓ ثطش٣وخ اُخ٤ِو 

(C)  (C )ٗجبد ٗب٢ٓ ثبُطش٣وخ أُجبؽشح 
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 N. benthamianaٗجبد اٝسام ػ٠ِ PMTV-Feb12 ػضُخ ُِجطبهب اُو٢ٔ أُٔغؾخ ثلب٣شٝط الإفبثخ اػشاك( 2) سهْ فٞسح

( A) أُِوؾخ اُ٘جبربد اٝسام ٌُِِٞسٝك٤َ اُلبهذح أُقلشح ثبُخطٞه أُزٔضِخ الإفبثخ ظٜٞساػشاك. ا٤ُذ١ٝ اُزِو٤ؼ ػ٤ِٔخ اعشاء ثؼذ

 (.B) أُوبسٗخ ٗجبربد اٝسام ػ٠ِ رظٜش ُْ الإفبثخ اػشاك ث٤٘ٔب
 

 TAS-ELISA انًنبعي الاختببر
ك٢ ع٤ٔغ ػ٤٘بد الاٝسام أُأخٞرح ٖٓ ٗجبربد اُزجؾ أُِوؾخ ثبُلب٣شٝط ثؼذ  TAS-ELISAاًزؾق اُلب٣شٝط ثٞاعطخ هش٣وخ 

ُِٝ٘جبربد  0.38ُِ٘جبربد أُِوؾخ  405أعجٞػ٤ٖ ٖٓ اعشاء ػ٤ِٔخ اُزِو٤ؼ ؽ٤ش ًبٕ ٓؼذٍ ه٤ْ الآزقبؿ ػ٠ِ اُطٍٞ أُٞع٢ 

أُِوؾخ  ؿ٤ش ثبُ٘جبربد اُخبفخ 0.13بسٗخ اُغبُجخ اُو٤ْ ك٢ ػ٤٘بد اُ٘جبربد أُو ٖٓ ٝٛزٙ اُو٤ْ أػ٠ِ ثٔشر٤ٖ 0.57أُوبسٗخ أُٞعجخ 

 ػضُخ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب أُؼضُٝخ ٖٓ اُزشثخ ٝاُز٢ ع٤ٔذ  ا٠ُ إ ثشٝر٤٘بد ا٣نب رؾ٤ش ٛزٙ اُ٘زبئظٝ(. 1)ؽٌَ سهْ 

PMTV-Feb12 َُٜب خقبئـ ٓغزنذح  صبثزخ ٓؾبثٜخ ُجشٝر٤٘بد علالاد كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٓض  PMTV-S ٝ  

PMTV-Tٝ PMTV-Sw ٝاُز٢ اعزخذٓذ ك٢ اٗزبط الاعغبّ أُنبدح اُو٤بع٤خ أُغزخذٓخ ك٢ اعشاء  ]28;27 [أٌُزؾلخ عبثوب

  TAS-ELISA [ 9;8]اخزجبس 

 

 

ٗب٤ٓٞٗزش اُخبفخ ك٢ اٌُؾق ػٖ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب  405ٓؼذلاد ه٤ْ الآزقبؿ ػ٠ِ اُطٍٞ أُٞع٢   :(1ؽٌَ )

 ك٢ أٝسام ٗجبربد اُزجؾ أُِوؾخ ٝٗجبربد أُوبسٗبد أُٞعجخ ٝاُغبُجخ.
 

 ئيتيالاختببراث انجز
ُـشك رأ٤ًذ رٞاعذ ػضُخ اُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ  (RT-PCR) أُزغِغَ ثبُ٘غخ اُؼٌغ٢ اُجِٔشح رلبػَ اعش٣ذ هش٣وخ

( 2)سهْ ُِؼ٤٘بد ًٔب ٓٞمؼ ثبُؾٌَ ٗبرظ ػ٤ِٔخ اُزنبػق ؽغْ ك٢ ٗجبربد اُزجؾ أُِوؾخ. ُوذ ًبٕ  PMTV-Feb12ُِجطبهب 

أُٞعجخ  ٝاُز١ ًبٕ ٓٔبصلا ُؾغْ ػ٤٘خ أُوبسٗخ (هبػذ١صٝط  2000روش٣جب )اُخو الأٍٝ ٝاُضب٢ٗ ٛٞ اُؾغْ أُزٞهغ رؾذ٣ذا ٝ

اُٞامؾخ ك٢ اُخو اُضبُش ٝاُشاثغ ث٤٘ٔب ُْ ٣٘زظ ُؼ٤٘خ أُوبسٗخ اُغبُجخ أُأخٞرح ٖٓ اُ٘جبربد اُغ٤ِٔخ اُـ٤ش ِٓوؾخ أ١ ٗبرظ رنبػق 

أػلاٙ ؽذد ٝرٔذ ٓوبسٗزٚ ٓغ رغِغَ ا٤ًِٞ٤ُ٘ٞر٤ذاد ُ٘برظ ػ٤ِٔخ اُزنبػق ك٢ اُؼ٤٘بد  ًٝٔب ٛٞ ٝامؼ ك٢ اُخو اُخبٓظ ٝاُغبدط.
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ؽ٤ش أٝمؾذ ٗزبئظ اُزؾ٤َِ اٗٚ ػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ إ هٍٞ  NCBI)) اُؾ٣ٞ٤خ اُزو٤٘خ ُِٔؼِٞٓبد اُٞه٢٘ ك٢ ٓٞهغ أُشًضٓب ٓٞعٞد 

ذسٝعخ هق٤ش ٗغج٤ب الا اٜٗب أظٜشد إ ٛ٘بُي ٗغجخ ٔاُ PMTV-Feb12اُزغِغَ ا٤ٌِ٤ُ٘ٞر٤ذ١ أُغزؾقَ ػ٤ِخ ُؼضُخ اُلب٣شٝط 

 (.3)سهْ  % ؽ70ٌَ رقَ ا٠ُ اُؼب٤ُٔخ ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب اُؼضلاد ٝث٤ٖ ٜبرؾبثٚ ًج٤شح ث٤٘

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ثبعزخذاّ لب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ُ اُؼٌغ٢ ثبُ٘غخ أُزغِغَ اُجِٔشح رلبػَ ثطش٣وخ اُزنبػقػ٤ِٔخ اٌُؾق ػٖ ٗبرظ  :(2)ؽٌَ 

 ( أُوبسٗخ اُغبُجخ.-.Co( أُوبسٗخ أُٞعجخ, )+.Co) اُؼ٤٘بد,DNA  ُزؾذ٣ذ ؽغْ  (kbp 1)ٓو٤بط ٝساص٢  (M). اُزشؽ٤َ اٌُٜشثبئ٢
 

 
ٓغ اُزغِغَ ا٤ًِٞ٤ُ٘ٞر٤ذ١  PMTV- Feb12(Query)اُؼبئذ ُؼضُخ اُلب٣شٝط  CPRTرغِغَ ا٤ًِٞ٤ُ٘ٞر٤ذ١ ُِغ٤ٖ أُوبسٗخ ث٤ٖ :(3)ؽٌَ 

 اُزو٤٘خ ُِٔؼِٞٓبد اُٞه٢٘ أُشًض أُٞعٞد ك٢ ٓٞهغُؼضلاد اُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٝ ( اُؼبئذح ُ٘لظ اُغSbjctٖ٤اُ٘ٔٞرع٢ )

 (.NCBI) اُؾ٣ٞ٤خ
                                                                        

 

 

 
         M   1 6             5           4            3           2            

PMTV-Feb12 Co. + Co. - 

2000 bp 
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 وراثيب انًعذنت N.benthamiana  انتبغ نببتبث في نهبطبطب انمًي انًًضحت فبيزوس ضذكفبءة طزيمت الاصكبث انجيني  تميى

 انًذروصت N.benthamiana  انتبغ نببتبثئي نهتعذيم انىراثي نيانجز تأكيذان

ٓٞعٞد ٝٓزنٖٔ ك٢ اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝساص٤ب ٖٓ خلاٍ  RdRpأُزغِغَ ُـشك رأ٤ًذ إ ع٤ٖ  اُجِٔشح اعزخذٓذ هش٣وخ رلبػَ

اُؾقٍٞ ػ٠ِ اُؾغْ ( 4ؽٌَ سهْ )ئ٢ ٣ؽ٤ش ًبٗذ ٗز٤غخ ػ٤ِٔخ اُزنبػق اُغضاعزخذاّ ثبدئبد رغزٜذف رنبػق عضء ٤ٔٓض ٓ٘ٚ 

ك٢ أُوبسٗخ  DNAصٝط هبػذ١ ُغ٤ٔغ اُؼ٤٘بد أُؼذُخ ٝساص٤ب ٝاُز٢ ًبٗذ ٓٔبصِخ ُؾغْ اُـ 300ٝٓوذاسٛب   DNAأُزٞهغ ٖٓ اُـ

  ك٢ أُوبسٗخ اُغبُجخ ٝاُز٢ ًبٗذ ٗجبربد ؿ٤ش ٓؼذُخ ٝساص٤ب.DNA أُٞعجخ ث٤٘ٔب ُْ ٣زْ ٓلاؽظخ أ١ رنبػق ُِـ 
            

 

 

 

 

 

 

 

 

 
اُؼبئذ ُلب٣شٝط   RdRpُغضء ٤ٔٓض ٖٓ اُغ٤ٖ  أُزغِغَ اُجِٔشح رلبػَ اٌُؾق ػٖ ٗبرظ ػ٤ِٔخ اُزنبػق ثطش٣وخ :(4ؽٌَ )

( RdRp)اُؼ٤٘بد , DNA ُزؾذ٣ذ ؽغْ  (bp 100)ٓو٤بط ٝساص٢  (Mثبعزخذاّ اُزشؽ٤َ اٌُٜشثبئ٢. )أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب 

 ( أُوبسٗخ اُغبُجخ.-.Co( أُوبسٗخ أُٞعجخ, )+.Co)رنبػق عضء ٖٓ ع٤ٖ اٗض٣ْ اُزٌبصش ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب, 
 

  وراثيب انًعذنت N.benthamiana  انتبغ في جذور واوراق نببتبثهبطبطب انًًضحت انمًي نفبيزوس نًمبويت ان اختببر
ؽذٝس الإفبثخ ثلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ك٢ عزٝس ٝاٝسام ٗجبربد اُزجؾ أُؼذُخ  غجخٖٓ خلاٍ رؾذ٣ذ ٗ اُزو٤٤ْ اعشئ

بُشؿْ ٖٓ ث ُٞؽع اٗٚؽ٤ش  .RT-qPCR رلبػَ اُجِـــٔشح أُزغِغـــَ ا٢ٌُٔ ثبُ٘غخ اُؼٌغ٢ٝؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب ثبعزخذاّ هش٣وخ 

( ك٢ % 90.4هَ ؽ٤ش ثِؾ )الازٝس اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝساص٤ب ًبٕ ٓؼ٣ٞ٘خ ث٤ٖ أُؼبٓلاد الا اٗٚ ٗغجخ الإفبثخ ك٢ ع ػذّ ٝعٞد كشٝم

ٓغزٟٞ الإفبثخ ك٢ أٝسام اُ٘جبربد أُؼذُخ ٖٓ ٗبؽ٤خ أخشٟ ًبٕ ٝ( %95.4عزٝس اُ٘جبربد ؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب )ؽ٤ٖ ثِؾ ك٢ 

ٝثقٞسح ػبٓخ كبٗٚ ٓغزٟٞ الإفبثخ . (2ؽٌَ ) (% 47.6أُؼذُخ ٝساص٤ب )ؿ٤ش ( ٓٔب ًبٕ ك٢ أٝسام اُ٘جبربد % 55) ًضشٝساص٤ب ا

 ك٢ الأٝسام ًبٕ اهَ ٓٔب ك٢ اُغزٝس عٞاء ًبٗذ ُِ٘جبربد أُؼذُخ اٝ ؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب.

ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب RNA ( إٔ ٓغزٟٞ رش٤ًض اُـ 3اظٜشد اُ٘زبئظ أُٞمؾخ ك٢ ؽٌَ ) اخش ٖٓ عبٗت

ػ٠ِ اُزٞا٢ُ( ثبُٔوبسٗخ ٓغ ٓب  Ct = 19.2 ٝ30.9)ه٤ْ اُؼزجخ ًبٕ اػ٠ِ أٌُزؾق ك٢  عزٝس ٝاٝسام اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝساص٤ب 

ض ٝثقٞسح ػبٓخ كبٗٚ رش٤ً .( ػ٠ِ اُزٞا٢ُ Ct = 20 ٝ32.7ٓٞعٞد ك٢ عزٝس ٝ اٝسام اُ٘جبربد ؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب )ه٤ْ اُؼزجخ 

ٝساص٤ب. ػِٔب اٗٚ ُْ رٞعذ  ٝؿ٤ش أُؼذُخًبٕ ك٢ الأٝسام اهَ ٓٔب ك٢ عزٝس اُ٘جبربد أُؼذُخ  اُخبؿ ثبُلب٣شٝطاُؾبٓل ا١ُٝٞ٘ 

 .كشٝهبد ٓؼ٣ٞ٘خ ث٤ٖ أُؼبٓلاد
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ٓغ اُخطأ ٗبد ب. اُج٤ك٢ عزٝس ٝاٝسام اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب لب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهبٗغجخ الإفبثخ ث د: ٓؼذلا((5ؽٌَ 

 ؿ٤ش ٓؼذُخ ٝساص٤ب. ٝٔؼذُخ اُ بد٘جبراُ ك٢ عزٝس ٝاٝسام     RT qPCRد الإفبثخ ثبُلب٣شٝط أُؾخـ ثطـش٣وخٓؼذلاػٖ ٢ٛ ػجبسح اُو٤بع٢ 

 

 

اُو٢ٔ ُِجطبهب ك٢ عزٝس ٝاٝسام اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝؿ٤ش أُؼذُخ ( ُزؾخ٤ـ كب٣شٝط أُٔغؾخ Ct(: ٓؼذلاد ه٤ْ اُؼزجخ )6ؽٌَ )

عزٝس  ك٢    RT-qPCR ثطــــش٣وخ أُؾخـ ثبُلب٣شٝط الإفبثخ ٓؼذلاد ػٖ ػجبسح ٢ٛ اُو٤بع٢ اُخطأ ٓغ ٗبدبٝساص٤ب. اُج٤

 .ٝساص٤ب ٓؼذُخ ٝؿ٤ش ٔؼذُخاُ بد٘جبراُ ٝاٝسام
 

ٜٓ٘ب ر٣ٌٖٞ اُذكبػبد مذ الإفبثبد إ هش٣وخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ ر٘ظْ اُؼذ٣ذ ٖٓ اُؼ٤ِٔبد اُؾ٣ٞ٤خ أُٜٔخ ك٢ اٌُبئ٘بد اُؾ٤خ 

ٖٓ خلاٍ ػذح ٓلاؽظبد ٜٓ٘ب الاسرلبع اُؼب٢ُ ك٢ رش٤ًض اُزشا٤ًت اُـ رْ الاعزذلاٍ ػ٠ِ ٛزٙ اُطش٣وخ   [29;30].  اُلب٣شٝع٤خ 

RNA غزٜذف أُزذاخِخ اُوق٤شح اُز٢ رRNA ٓؼظْ إرا ُْ رٌٖ  . ثبلإمبكخ ا٠ُ رُياُلب٣شٝعبد لأعَ رؾط٤ٔٚ اص٘بء ػ٤ِٔخ الإفبثخ

 viral suppressor of rnaالاعٌبد ) RNAًَ اُلب٣شٝعبد اُ٘جبر٤خ هذ هٞسد ثشٝر٤٘بد رغ٠ٔ ثبٌُبثؼ اُلب٣شٝع٢ ُـ 

silencingُِزـِت ػ٠ِ ػ٤ِٔخ اعٌبد اُغ٤ٖ أُغؤُٝخ ػٖ ٓوبٝٓخ اُؼبئَ ُلإفبثخ اُلب٣شٝع٤خ ٝثبُزب٢ُ اعزٔشاس الإفبثخ ) 

ًبثؼ كب٣شٝع٢ رْ اُزؼشف ػ٤ِٜب روش٣جب ك٢ ًَ اع٘بط اُلب٣شٝعبد اُ٘جبر٤خ ؽ٤ش ٝعذا ػ٤ِٔب إ  50. ٣ٞعذ ٛ٘بُي أًضش ٖٓ ثبُلب٣شٝط

أؽذ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ؽ٤ش ؽذد  ٖٝٓ ٛزٙ اُلب٣شٝعبد  . 31;32]  [ٝاؽذًَ كب٣شٝط ٗجبر٢ ٣ٌٕٞ ػ٠ِ الأهَ ًبثؼ 

اُضب٢ٗ ُغ٤ّ٘ٞ اُلب٣شٝط  RNA( اُز١ ٣وغ ك٢ اُـ cysteine-rich protein (CRP)ع٤ٖ اُجشٝر٤ٖ اُـ٢٘ ثبُغ٤غز٤ٖ )ع٤٘برٚ ٝٛٞ 

ٛٞ اُغجت ٝساء ػذّ ٝعٞد كشٝم ٓؼ٣ٞ٘خ ث٤ٖ  (CRP)هذ ٣ٌٕٞ اٌُبثؼ ٝ. 33] [ ػ٠ِ اٗٚ ٛٞ ًبثؼ مؼ٤ق ُؼ٤ِٔخ الاعٌبد اُغ٢٘٤

اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب ث٘غجخ الإفبثخ ٝرش٤ًض اُؾبٓل ا١ُٝٞ٘ ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ٝٛ٘ب لاثذ ٖٓ 

ٖ ك٢ ٛزٙ اُذساعخ ٌُٝ (CRP) اُز٢ أٝمؾذ مؼق ًبثؼ  33]  [الإؽبسح ا٠ُ إ ٛزٙ اُ٘ز٤غخ رزؼبسك ٓغ ٗزبئظ اُذساعخ اُغبثوخ 

اظٜش كؼب٤ُخ ٝامؾخ ًبٗذ ًبك٤خ ك٢ رو٤َِ اٝ رضج٤و ػ٤ِٔخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ أُغزخذٓخ ك٢ اٗزبط ٗجبربد اُزجؾ أُؼذُخ ٝساص٤ب. 

ٝثقٞسح ػبٓخ ٣ؼزجش ر٣ٌٖٞ اٌُٞاثؼ اُلب٣شٝع٤خ ػ٤ِٔخ ؽذ٣ضخ اُزطٞس ك٢ فشاع ٢ُ الارسع اُذائش ث٤ٖ اُؼبئَ اُ٘جبر٢ ٝاُلب٣شٝط. 
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عذا ػ٤ِٔب إ ًَ خطٞاد ػ٤ِٔخ اعٌبد اُغ٤ٖ رغزٜذف ثٞاعطخ اٌُٞاثؼ اُلب٣شٝع٤خ ٝرٌٕٞ ػ٤ِٔخ الاعزٜذاف ثطش٣وز٤ٖ ُٝوذ ٝ

 سئ٤غ٤ز٤ٖ:

ؽ٤ش  الاعٌبد اُغ٢٘٤ اُوق٤شح أُٜٔخ ٝأُشرجطخ ثؼ٤ِٔخ RNAالأ٠ُٝ: ثٞاعطخ اُؼَٔ ػ٠ِ رضج٤و اٝ رؾط٤ْ عضئ٤بد اُـ 

اُؼذ٣ذ ٖٓ الاع٘بط اُلب٣شٝع٤خ ٓضَ ٛب ٖٓ هجَ دباػزٖٔٓ خلاٍ شار٤غ٤بد اعزخذآب رؼزجش ٛزٙ الاعزشار٤غ٤خ ٖٓ أًضش الاعز

Tospovirus, Cucumovirus, Potyvirus, Tombusvirus Vitivirus , Ipomovirus  .ٛزٙ اُطش٣وخ ثؼذح رغشٟ ٝاُخ

اُؾبس ُؼ٤ِٔخ الاعٌبد  RNAُـ اُوق٤شح أُضدٝعخ اُؾش٣و ٝاُز٢ رٞد١ ا٠ُ ٓ٘غ رغٔغ ٓؼوذ ا RNAٜٓ٘ب ؽغض هطغ اُـ  اعب٤ُت

ٓضبُٜب اُجشٝر٤ٖ اٌُبثؼ 34 ;35].  [أُْٜ ُجذأ ػ٤ِٔخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ (RNA-induced silencing complex (RISC))اُغ٢٘٤ 

(P19 أُغزخذّ ٖٓ هجَ كب٣شٝط روضّ اُطٔبهخ اُؾغش١ )Tomatoto stunt bushy virus  ٝاُز١ ٣ؼَٔ ٓضَ اُلشعبٍ ا

صٝط هبػذح ٗب٣زشٝع٤٘٤خ  19اُوق٤شح ٣ٝشرجو ثٜب ثؾذح ك٢ ٓ٘طوخ هُٜٞب  RNAاُز١ ٣و٤ظ هٍٞ هطغ اُـ (caliperاُلشعبس)

 . ]37;36 [ِلب٣شٝعبدُٔوبٝٓخ اُجذأ الاعٌبد اُغ٢٘٤ ُاُوق٤شح اُز٢ رؼزجش اُؼ٘قش الأْٛ ك٢ ػ٤ِٔخ  RNAٝثبُزب٢ُ رؼط٤َ هطغ اُـ

اُزذاخَ ث٤ٖ ثشٝر٤ٖ اٌُبثؼ اُلب٣شٝع٢ ٝثشٝر٤٘بد ٜٓٔخ ُؼ٤ِٔخ الاعٌبد اُغ٢٘٤  اعِٞة آب اُطش٣وخ اُضب٤ٗخ كزؼَٔ ٖٓ خلاٍ

ٖٓ ٝرُي   (RISC)اُؾبس ُؼ٤ِٔخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ RNAك٢ ٓؼوذ اُـ ْٜٝٓ اُز١ ٣ؼَٔ ًٌٕٔٞ سئ٤غ٢ Argonaute ٓضَ ثشٝر٤ٖ  

شٝر٤ٖ اٌُبثؼ اُلب٣شٝع٢ ٝ ثشٝر٤ٖ اُلب٣شٝع٢. رٌٕٞ ٗز٤غخ اُزذاخَ ٝالاسرجبه ث٤ٖ ث RNAػ٠ِ رؾط٤ْ اُـ  اُؼَٔخلاٍ 

Argonaute  اٌُبثؼ ٛٞ رضج٤و ػَٔ الأخ٤ش ٝثبُزب٢ُ إ٣وبف كؼب٤ُخ ػ٤ِٔخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ مذ اُلب٣شٝط ٗلغٚ. ٓضبٍ ُٜزٙ اُظبٛشح

P1  اُز١ ٣زٞاعذ ك٢ كب٣شٝط اُزجشهؼ اُخل٤ق ػ٠ِ اُجطبهب اُؾِٞحSweet potato mild mottle virus  [38 ], ًَٔزُي ٣ؼ

ػ٠ِ ٓ٘غ اٗزؾبس إؽبساد الاعٌبد اُغ٢٘٤ ثؼ٤ذح أُذٟ  Cucumber Mosaic Virusاُزبثغ ُلب٣شٝط ٓٞصائ٤ي اُخ٤بس  2bاٌُبثؼ  

اُزبثغ ( CRP. إ الا٤ُخ الأخ٤ش هذ رٌٕٞ ٓغزخذٓخ ٖٓ هجَ اٌُبثؼ )39] [ٝثبُزب٢ُ رغ٤َٜ ػ٤ِٔخ الإفبثخ اُلب٣شٝع٤خ اُغٜبص٣خ 

لب٣شٝط ك٢ أٝسام اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝساص٤ب ث٘غجخ إفبثخ ٝرش٤ًض ٓزوبسثخ ٓغ اُٝرُي ثغجت اًزؾبف و٢ٔ ُِجطبهب ُلب٣شٝط أُٔغؾخ اُ

  .ك٢ ٓ٘طوخ اُغزٝس رجذأؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب ػ٠ِ اُشؿْ ٖٓ إ الإفبثخ ثٜزا اُلب٣شٝط 

هذ  كبٗٚ ك٢ الأٝسام ٓوبسٗزب ثبُغزٝسأُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب كب٣شٝط  RNAاٗخلبك ٗغجخ الإفبثخ ٝرش٤ًض  عجت رلغ٤ش أٓب

 .] ;540[ثط٤ئخ ٝؿ٤ش ٓ٘زظٔخ ٓؼشٝف ػٜ٘ب اٜٗب ثذاخَ اٗغغخ اُ٘جبد أُقبة ثقٞسح ػبٓخ لب٣شٝط اُؽشًخ  ٣ؼٞد ا٠ُ ؽو٤وخ إ
 

 انعلالت بين انفبيزوس ونبلهه دراصت 
أُؼذُخ ( ك٢ عزٝس اُ٘جبربد %93.7ًبٗذ اهَ ) S. subterranea( إ ٗغجخ الإفبثخ ثبُ٘بهَ 4ؽٌَ )ك٢ أٝمؾذ اُ٘زبئظ 

ٓغزٟٞ الإفبثخ ثلب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب ؽ٤ش  ( ٝٛزا اٗؼٌظ ػ٠ِ%94.11ٝساص٤ب ٓٔب ك٢ عزٝس اُ٘جبربد ؿ٤ش أُؼذُخ )

ٖٓ عبٗت اخش ًبٕ ٓغزٟٞ رش٤ًض اُـ . (%95.4) ٓوبسٗزب ثـ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب أُؼذُخ ٝساص٤باُ٘جبربد ك٢ عزٝس ( %90.4)ًبٕ اهَ 

DNA  ُِ٘بهَ ٝاُـRNA ( ه٤ْ اُؼزجخ( ُِلب٣شٝط اػ٠ِCt =)26.3  ٝ 19.2 ك٢ عزٝس اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝساص٤ب ٓوبسٗزب )ػ٠ِ اُزٞا٢ُ

ُشؿْ ٖٓ إ ثب٣زنؼ اٗٚ  (.5ػ٠ِ اُزٞا٢ُ( ؽٌَ )27.6  ٝ 20(= Ctثزشا٤ًضٛٔب ك٢ عزٝس اُ٘جبربد ؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب ه٤ْ اُؼزجخ )

ػ٘ذ اسرلبع ٗغجخ اٗٚ ًبٗذ رؾ٤ش ا٠ُ ث٤ٖ اُلب٣شٝط ٝٗبهِٚ الا إ اُ٘زبئظ ه٣ٞخ ػذّ ٝعٞد ػلاهخ إ٣غبث٤خ  اظٜشااُزؾ٤َِ الاؽقبئ٢ 

ِلب٣شٝط ث٤٘ٔب ػ٘ذ اٗخلبمٜٔب ُِ٘بهَ ٣٘خلنب ُ RNA٘بهَ ٣شاكوٜب اسرلبع ك٢ ٗغجخ الإفبثخ ٝرش٤ًض ُِ DNAالإفبثخ ٝرش٤ًض 

اُؼذ٣ذ ٖٓ ٗزبئظ ا٣نب ُِلب٣شٝط ثـل اُ٘ظش ػٖ ٗٞع اُ٘جبربد عٞاء ًبٗذ ٓؼذُخ اّ ؿ٤ش ٓؼذُخ ٝساص٤ب ٝٛزٙ اُ٘ز٤غخ رزٞاكن ٓغ 

ط أُٔغؾخ ٝأُ٘وٍٞ كب٣شٝ  S. subterraneaٝعٞد ػلاهخ هشد٣خ ث٤ٖ ٓغز٣ٞبد اُ٘بهَ اُز٢ أظٜشد  ]  41;42;43 [اُذساعبد

 اُو٢ٔ ُِجطبهب.  
 

 
ك٢ عزٝس اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝؿ٤ش  S. subterraneaٝٗبهِٚ  لب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب(: ٓؼذلاد ٗغت الإفبثخ ث7ؽٌَ )

     RT-qPCRثطــــش٣وخ ٗبد ٓغ اُخطأ اُو٤بع٢ ٢ٛ ػجبسح ػٖ ٓؼذلاد الإفبثخ ثبُلب٣شٝط أُؾخـ باُج٤ أُؼذُخ ٝساص٤ب.

ٝPCR    qؿ٤ش ٓؼذُخ ٝساص٤ب.ٝٔؼذُخ اُ بد٘جبراُ ك٢ عزٝس 
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اُ٘جبربد أُؼذُخ  ك٢ عزٝس S. subterraneaٝٗبهِٚ  كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب( ُزؾخ٤ـ Ct(: ٓؼذلاد ه٤ْ اُؼزجخ )8ؽٌَ )

 ٝ    RT-qPCR ثطــــش٣وخ أُؾخـ ثبُلب٣شٝط الإفبثخ ٓؼذلاد ػٖ ػجبسح ٢ٛ اُو٤بع٢ اُخطأ ٓغ ٗبدبٝؿ٤ش أُؼذُخ ٝساص٤ب. اُج٤

 qPCR ٝساص٤ب ٓؼذُخ ؿ٤ش ٝ ٔؼذُخاُ ٘جبداُ عزٝس ك٢. 
 

أُبئ٤خ ك٢ رو٤ْ ٓوبٝٓخ اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝساص٤ب مذ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ  اُطش٣وخإ ٛزٙ اُذساعخ أٝمؾذ كؼب٤ُخ اخزجبس 

اُلب٣شٝط أػلاٙ اٝ مذ ٗلظ ُِجطبهب ٓغ إٌٓب٤ٗخ رطج٤وٜب ك٢ اخزجبس ٓوبٝٓخ ٗجبربد أخشٟ ٓؼذُخ اٝ ؿ٤ش ٓؼذُخ ٝساص٤ب مذ 

اُز٢ ر٘وَ ػذح كب٣شٝعبد ٜٓ٘ب  Polymyxa  أٗٞاع ٖٓ اُغ٘ظ ٓضًَبٓ٘خ ك٢ اُزشثخ ر٘وَ ثٞاعطخ ٗٞاهَ ؽ٤خ كب٣شٝعبد أخشٟ 

ثبلإمبكخ ا٠ُ إٌٓب٤ٗخ اعزخذآٜب ُذساعخ اُؼلاهخ ث٤ٖ  Barley Yellow Dwarf Virus كب٣شٝط أُٞصائ٤ي الأفلش ػ٠ِ اُؾؼ٤ش

 . .Pythium spp.  ٝPhytophthora sppاُ٘جبربد ٝ ثؼل اٌُبئ٘بد أُٔشمخ اٌُبٓ٘خ ك٢ اُزشثخ ٓضَ 

ٖٓ عبٗت اخش أٝمؾذ اُ٘زبئظ أػلاٙ ػذّ عذٟٝ اعزخذاّ ػ٤ِٔخ الاعٌبد اُغ٢٘٤ ك٢ ٓوبٝٓخ كب٣شٝط أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب 

اُز١ خلل ٝثؾٌَ كؼبٍ ٖٓ رأص٤ش ػ٤ِٔخ الاعٌبد ٝ اػلاٙ اُخبؿ ثبُلب٣شٝط( CRP)ٌُِبثؼ اُغ٢٘٤  و٣ٞخثغجت اُلؼب٤ُخ اُسثٔب 

ٓؼِٞٓبر٘ب هذ رؼشف لأٍٝ ٓشح. ٝثقٞسح ػبٓخ ؽغت ٟ اُخبفخ ث٘لظ اُؼ٤ِٔخ ٝٛزٙ اُؾوبئن اُغ٢٘٤ ٓغ ا٣وبف الإؽبساد ثؼ٤ذح أُذ

ة اُزل٤ٌش ٞٝع( ثؾٌَ رلق٢ِ٤ ثبعزخذاّ اُ٘جبربد أُؼذُخ ٝساص٤ب ٓٞمٞع ٓض٤شح ُلاٛزٔبّ ٓغ CRPإ دساعخ هج٤ؼخ رأص٤ش اٌُبثؼ )

 أُٔغؾخ اُو٢ٔ ُِجطبهب.ٓوبٝٓخ أًضش كؼب٤ُخ مذ كب٣شٝط  إ٣غبد هش٣وخ لأعَأخشٟ رغزخذّ اُزٌِ٘ٞع٤خ اُغ٤٘٤خ  دكبػ٤خ ثٞعبئَ
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 .Sٝساص٤ب أُقبثخ 
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