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  التقانات الحيوية في الكشف عن الممرضات استخدام

  ياسين ابراھيم النعسان

  ايطاليا/معھد باري -ماجستير في الزراعة المتكاملة 

  :التشخيص الجزيئي

من التطبيقات الھامة في مجال أمراض النبات على المحاصيل أو ا�شجار المثمرة يعد التشخيص الجزيئي 
من المعروف في مجال ا�مراض البشرية . ئق سريعة في عملية التشخيصطرا استخدامأو الغابات تطوير و

أن التشخيص الصحيح للمرض ومعرفة العامل الممرض يجعل من السھل مكافحته بالطرق الم-ئمة 
  .واستبعاد الطرق غير الم-ئمة في ع-جه وكذلك ا�مر في أمراض النبات

ھا والذي يترافق إنتاجمع إزدياد التجارة العالمية بالنباتات ويزداد ا5ھتمام بعملية تشخيص ا�مراض النباتية 
عادة مع خطر حركة ھذه الممرضات ونواقلھا من بلد �خر، لذا من الضروري التوصل 5ختبارات موثوقة 
وسريعة ورخيصة للكشف عن الممرضات النباتية وكذلك لمنع الخسائر الناجمة عن ا=صابة بھذه 

  .الممرضات

شخيص ليست مھمة في عملية الكشف عن العامل المسبب فقط بل وأيضا في تعريف العز5ت إن عملية الت
والس-5ت وا�نماط المرضية للكائن الممرض، وھكذا فإن المكافحة المعتمدة على التربية أو الحصول على 

لمسح الحقلي استخدم ا.ل المستقبلية التي يمكن أن تحدثأصناف مقاومة تعتمد أساساً على التنبؤ بالمشاك
ھا استخدامالسنوي لمجتمعات الصدأ في الو5يات المتحدة واستراليا لتحديد أي من مورثات المقاومة يمكن 

كما استخدمت مسوحات المقاومة للصادات الحيوية في . نتاجللحد من تأثير الفطر على النبات أو ا=
الفطرية لتحسين المقاومة الكيميائية لھذه  الس-5ت البكتيرية أو مقاومة المبيدات الفطرية في المجتمعات

  .الخ-ئط أو الرش بمواد فعالة بديلة استخدامالممرضات ب

  :التطورات في الطرق التقليدية

تكون واضحة  عراضفي معظم الحا5ت التي تصيب فيھا الممرضات المحاصيل وا�شجار المثمرة فإن ا�
، كما يمكن الحصول على وصف دقيق لھذه ضعراويمكن تشخيص ھذه ا�مراض با5عتماد على ا�

من الكتب والوريقات ا=رشادية وا=نترنيت وبالتالي القدرة على تشخيص المرض دون الحاجة  عراضا�
  .مواد تشخيص عالية الكلفة استخداملتدريب كوادر متخصصة بالكشف أو 

الكائن الممرض ھو المسؤول فعلياً كما يؤخذ بعين ا=عتبار في كل أنواع التشخيص التي تم إرساؤھا من أن 
عن إحداث ھذا المرض وليست ا=صابة الثانوية الناتجة عن تكاثر فطريات أو بكتيريا رمّية أدت إلى حدوث 

، ولذلك فإن إختصاصي أمراض النبات يجب أن يتمتع بالخبرة الكافية لتمييز مثل ھذه عراضھذه ا�
للفطريات دراسة الخواص المجھرية للفطر كا�جسام  الحا5ت، فمن المفيد في بعض حا5ت التشخيص

مستنبتات غذائية إنتخابية يمكن أن تكون م-ئمة للتحريض على تشكل  استخدامالثمرية والميسيليوم، كما أن 
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المستنبتات  استخداميمكن تشخيص الممرضات البكتيرية تحت المجھر كما أن . ا�بواغ وتسھل عملية التبوغ
بية وا5ختبارات الحيوية على البكتيريا المعزولة مثل صبغة غرام وا�حماض الدسمة والتحلل الغذائية ا5نتخا

  .الغذائي يعتبر أساسياً في عملية التشخيص

الظاھرية لكن في أغلب  عراضيمكن تشخيص بعض ا�مراض الفيروسية والفيتوب-زما با5عتماد على ا�
كما يمكن . وني حتى نتمكن من رؤية العامل الممرضالمجھر ا5لكتر استخدامالحا5ت من الضروري 

اختبارات نقل الممرض كمؤشر لمعرفة النبات العائل لبعض ا�مراض الفيروسية، أو الحساسية  استخدام
  .للمضاد الحيوي تتراسكلين في الفيتوب-زما

ق التشخيص استخدمت ھذه الطرائق لسنوات عديدة وستبقى مستخدمة، لكن ھناك حاجة دائمة لتحسين طر
أو غربلة أعداد ضخمة من العينات بشكل دقيق وسريع وموثوق  عراضمث-ً كشف الممرض قبل تطور ا�

وبحساسية عالية ممايزودنا بمعلومات ھامة عن العامل المسبب كالتركيب الوراثي للمسبب المرضي ونوع 
ك يشكل معلومات إضافية مھمة حول كل ذل. الشراسة التي يملكھا وھل ھو مقاوم لمادة كيميائية معينة أم 5

وقد أمكن الوصول إلى ذلك كله بإرسال العينات إلى مخابر التشخيص 5ختبارھا، قد تتضمن ھذه . الممرض
ا5ختبارات تنمية العز5ت على نباتات ا=ختبار أو ا�صناف التفريقية لتحديد أي من مورثات المقاومة يمكن 

  . أن يتغلب عليه

ومة للمبيدات أيضاً باختبار عدة جرعات من المبيد إما على النبات أو بزراعة العامل يمكن تحديد المقا
لقد تم خ-ل الث-ثين سنة الماضية تحقيق . الممرض على مستنبت مغذي يحتوي تراكيز مختلفة من المبيد

طرائق المعتمدة اثنين من التطورات الھامة التي تساعد عملية التشخيص التقليدية وھما ا�جسام المضادة وال
ومع الثورة الحاصلة ھذه ا�يام في مجال التقانات الحيوية أصبح متاحاً الحصول على عملية  DNAعلى الـ 

  .تشخيص شاملة وسريعة وأكثر دقة

  :ا,جسام المضادة استخدام - 1

في تتشكل ا�جسام المضادة . تعتبر ا�مصال من أكثر ا�نظمة المستخدمة في مجال تشخيص أمراض النبات
الجسم المضاد .أجسام الحيوانات ضد ممرض معين حيث تنقى ھذه ا�جسام ثم تستخدم في التشخيص

وھو أكثرالغلوبلينات المناعية ) Immunoglobulin G; IgG(الرئيسي في الفقاريات ھو الغلوبلين المناعي 
مولد للضد بينما وله ذراعين متخصصين بربط الجسم ال Yاً، ھوعبارة عن جزيئة لھا شكل حرف استخدام

ات تستخدم في عملية انزيمالمناطق ا�خرى من ھذا المضاد يمكن وسمھا، على سبيل المثال الربط ب
  .التشخيص

  :)متعددة النسيلة( ا,جسام المضادة عديدة الكلون  -1.1

يعتمد نجاح ھذه التقنية المصلية على قدرة ا�مصال على التعرف على مواقع معينة على مولد الضد والتي 
تكون خاصة بالممرض المراد الكشف عنه، تستخدم ا�مصال المضادة عديدة النسيلة على عدد من 

من الضروري تنقية . ھذه ا5جسام المضادة نسبياً  إنتاجالممرضات خاصة الفيروسات بسبب سھولة 
 ام �ن نقاوة مولد الضد ھامة وحيوية حيث أن ا�جس) الغ-ف البروتيني(الممرض نفسه أو جزء منه 
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المضادة ستتشكل في دم الحيوان �ي بروتين يتم حقنه، وھذا يؤدي إلى مشاكل في عملية التشخيص عند 
  .الكشف عن الممرض

 

يتم حقن الممرض بعد تنقيته في جسم حيوان ا=ختبار مثل ا�رنب، ثم يؤخذ دم الحيوان المحقون الذي 
ي تتفاعل مع عدة مناطق من مولد الضد المناعي يحتوي المصل فيه على مجتمعات من ا�جسام المضادة الت

  .ھا في تقنيات الكشفاستخداموالتي يمكن 

تقنية الكشف بھذه ا�جسام، فقد تقل مصادر الحصول على ا�جسام  استخدامھنالك الكثير من السلبيات عند 
وحقنه سيشكل أجسام المضادة عند موت حيوان التجربة مث-ً، كما أن البكتيريا أو الفطر الذي يتم تنقيته 

مضادة لمجال واسع من الس-سل الببتيدية وبذلك يصبح غير متخصص أو قد تشترك ھذه الس-سل مع 
 .ا�جسام المضادة وحيدة النسيلة استخداميمكن التغلب على ھذه المشاكل ب. بكتيريا أو فطر أخر

  

  :)وحيدة النسيلة( ا,جسام المضادة وحيدة الكلون  -2.1

مضادة وحيدة النسيلة على ا�جسام المضادة عديدة النسيلة كونھا مصدر دائم لdجسام تتفوق ا�جسام ال
ھذه النوعية من ا�جسام المضادة عالي الكلفة، وتحتاج  إنتاجلكن . المضادة ذات النوعية شديدة التخصص

  .إلى مستنبتات خاصة لزراعة الخ-يا والتخزين على درجات حرارة منخفضة

ادة وحيدة النسيلة على نطاق تجاري واسع وللعديد من الفيروسات كفيروسات البطاطا أجسام مض إنتاجتم 
والفيروسات المحمولة بالبذور، كما أنتجت أجسام مضادة وحيدة النسيلة ضد متعدد السكاريد في الس-سل 

ذلك ا�مر وضد البروتينات أيضاً في انواع بكتيرية أخرى وفيتوب-زما، وك Erwiniaالجانبية لبكتير الـ 
 لبروتينات متخصصة من الممرضات الفطرية النباتية يمكن من خ-لھا الكشف عن الفطر

في عصير ا�ناناس والتمييز بين البقعة العينية على ساق القمح وا�مراض  Botrytiscinereaالممرض
  .مشابھة على القمح أعراضا�خرى التي تعطي 
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  : Single Domain Antibodies ا,جسام المضادة النانونية -3.1

أجسام مضادة تختلف عن ا�جسام المضادة التقليدية وذلك عند حقن الجسم المولد للضد في مؤخراً ف إكتش
الجمل، حيث أن ھذا الحقن يحفز جھاز المناعة عند الجمل وينتج أجسام مضادة تتألف من السلسلتين الثقيلتين 

  . يفة المتواجدة في ا�جسام المضادة التقليديةالثابتة والمتغيّرة أي أنھا 5تحوي السلسلة الخف

تلك  أھم. حيوية جعلتھا تمتلك أھمية خاصة في عملية التشخيص-ميزات فيزيائيةھذه ا�جسام المضادة  تحمل
  :الميزات

 عالية حيث يبقى قادر علىكيميائة وحرارية صغر الحجم، مستويات تعبير عالية في الفطر والبكتيريا، ثباتية 
  .م° 90ولد للضد على حرارة كشف الم

  : Recombinant DNA techniques المؤشبDNAتقنيات الـ  -4.1

ا�جسام المضادة في ا=ختبارات المناعية  ستخداممصدراً أخر Phage Libraries 5تعتبر مكتبات العاثيات 
أو   M13ثل م)  Filamentous bacterio-phagesعاثيات(يستخدم في ھذه التقنية ملتھمات بكتيريا مذنّبة 

fdتم . ، للتعبير عن س-سل ببتيدية غريبة عنھا وذلك من خ-ل لصقھا مع واحد من بروتينات غ-ف العاثية
مفردة من الجينوم البشري ةالسلسلللجزءالمتغير من العمل ھذه المكتبات بشكل خاص با5ستنساخ أو التنسيل 

)ScFv ( ن كامل البروتين، أصبحت ھذه المكتبات متوفرة ھا في مكتبات تتألف من عاثيات تعبر عإنتاجليتم
ھا للكشف عن الممرضات النباتية أو عن س-سل ببتيدية من الممرض النباتي وذلك استخدامتجارياً ويمكن 
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لتعريف المستعمرات التي تحتوي على أجسام مضادة قادرة على التحقق من وجود مضاد متخصص 
مثل ھذه المستعمرات  استخدامة في حيوان التجربة، يمكن للمرض النباتي دون الحاجة لتحريض المناع
  . كمصدر لdجسام المضادة من أجل التشخيص

  

ھا على مجال واسع من الممرضات استخدامتم تطوير ھذه التقنية لعدد من فيروسات البطاطا ومن الممكن 
ادة المتخصصة من خ-ل ا�خرى نظراً للسرعة النسبية التي يمكن من خ-لھا الحصول على ا�جسام المض

  .المؤشب DNAھذه الطريقة أو تقنية الـ  استخدام

 اKختبارات المصلية -2
1.2- Kدمصاص المناعي المرتبط باLإليزا(نزيمإختبار ا(Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay ELISA :  

كشف يعتمد على تجمع ھذه التقنية بين التفاعل النوعي بين ا�جسام المضادة ومولداته من جھة وبين نظام 
المطياف الضوئي  استخدامب نزيميتم قياس نشاط ھذا ا5. ا�لكا5ين فوسفات مع الجسم المضاد انزيماقتران 

. وتتغير كثافة لون ھذه المادة تبعاً لكمية مولد الضد الموجودة Substrateبعد إضافة مادة تسمى ركيزة 
أطباق قراءة متعددة الحفر  استخدامالقراءة ا|لية عند  العديد من الميزات وذلك من خ-ل ليزايملك نظام ا=

وقارئة أطباق تسجل التغيرات في اللون بنفس الوقت في كل الحفر، أيضاً ھذا النظام أمن من حيث 
ھنالك عدة أنواع من . ويمكن نقل ھذه التقنية إلى مخابر تفتقر لھذه التجھيزات أو إلى مناطق بعيدة ستخداما5

يعمل على حجز الجسم  DAS-ELISAا5جسام المضادة المزدوج  استخدامب إليزابماأن النظام  ،إليزااختبار 
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المولد للضد با�جسام المضادة المتخصصة فإنه يستخدم في الكشف عن الممرضات في العينات الخام 
   .ينزيمكعينات التربة و المستخلصات النباتية حيث أنه يتم غسل المواد الملوثة قبل الكشف ا5

 نزيميتمثل في أن ا�جسام المضادة المرتبطة باTAS-ELISA 5أما ميزات النظام الث-ثي لdجسام المضادة 
والمنتجة في جسم الماعز ضد ا�جسام المضادة للممرض المأخوذة من الجرذان متوفرة في السوق بشكل 

وھنالك تعديل 5حق . لممرضإلى الجسم المضاد المتخصص على ا نزيمتجاري، وبالتالي 5 حاجة لربط ا5
تعمل على حجز ) plated-trapped antigen( إليزاأطباق خاصة باختبار استخداملھذه التقنية حيث يمكن 

  .دون الحاجة لتغطية مسبقة با�جسام المضادة ليزاالممرض مباشرة على السطح الب-ستيكي لطبق ا=

  :Lateral Flow Techniquesتقنيات اLنسياب الجانبي  -2.2

الحقلي دون الحاجة لوجود  ستخدامكطريقة تشخيصية مناسبة ل-) Dipstick(تم تطوير طريقة عصا الغمس 
و  PVYتجھيزات خاصة للقيام بھا، حيث يمكن مث-ً من خ-ل ھذه التقنية الكشف عن فيروسات البطاطا 

PVX خ-ل بضعة دقائق وھو شبيه بالطريقة المتبعة للكشف عن الحمل عند النساء.  

حيث يتم ربط ا�جسام المضادة المتخصصة بالكشف عن الممرض على غشاء خاص وعند مرور العينة  
على الخطوط الجانبية يتحرك المستخلص النباتي باتجاه ا�على بالخاصية الشعرية، ) المستخلص النباتي(

غشاء يمر فيھا سيشكل معقداً أثناء مروره على ال) ممرض(وبالتالي فإن أي جسم مولد للضد 
يتحرك معقد الجسم المضاد مع مولد الضد با5نسياب الجانبي حتى يصل إلى منطقة الكشف . النيتروسللوزي

المؤلفة من خطي كشف يحتوي خط الكشف ا�ول على ا�جسام المضادة المتخصصة بالكشف عن الممرض 
خط نتيجة لتراكم جزيئات أنه مصمم ليلتقط معقد ا�جسام المضادة مع مولدات ا�ضداد حيث يتغير لون ال

  .الذھب أو المطاط الملونة التي حملت عليھا ا�جسام المضادة
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أما خط الكشف الثاني يحتوي على أنواع خاصة من ا�جسام المضادة مخصصة =لتقاط ا�جسام المضادة 
  .غير المرتبطة أي تعمل كشاھد وبذلك يتم التأكد بأن ا5ختبار أجري بشكل صحيح

  :خرى لZجسام المضادةات أاستخدام -2.3

ھا في معرفة مكان الممرض في استخداما�جسام المضادة في عملية التشخيص، يمكن  ستخدامبا=ضافة 5
عموماً تعتمد ھذه الطريقة على ربط بدائل أخرى للكشف عن ا�جسام المضادة مث-ً الربط . العينات المصابة

 RhodamineIsothiocyanateو  Fluorescein Isothiocyanate(FITC)مع كاشف قابل للتوھج 

(RITC) مجھر فلوريسينتي  استخدامحيث تطبق ھذه ا�جسام المضادة إلى أجزاء من المادة النباتية وب
Fluorescence Microscopy  يمكن الكشف عن مكان وجود البكتيريا أو الفطر في النسيج النباتي

أو مكان وجود الممرض في التربة أو البذور أو ذات التقنية للكشف عن موقع  استخداميمكن . المصاب
إضافة . غيرھا أو حتى الكشف عن وجود بروتين معين متخصص على الممرضات خ-ل عملية العدوى

ه في الكشف بواسطة المجھر استخدامإلى ذلك فإن وسم ا�جسام المضادة مع جزيئات الذھب يمكن 
وتحضن مع ا�جسام المضادة الموسومة بجزيئات الذھب ا5لكتروني، حيث يتم تحضير أجزاء نباتية مصابة 

ھذه التقنية متوفرة للكشف عن الفيروسات في . والتي تبدي كثافة ل�لكترونات في الماسح ا5لكتروني
  .ا�نسجة النباتية المصابة وكذلك لمعرفة مكان توضع البكتيريا والفطريات في النباتات المصابة

  حمض النوويالتقنيات التي تعتمد على ال  - 3
  تحديد المؤشرات الجزيئية المتخصصة بالممرض -1.3

تھدف طرائق التشخيص المرتكزة على الحمض النووي إلى تعريف الس-سل أو التتابع النيكليوتيدي للمرض 
 )DNA  للبكتيريا والفطريات وRNA ھذه الس-سل في تصميم  استخدامحيث يمكن ) لمعظم الفيروسات

  .رضمتخصصة للمم Probesمسابر 

فعلى سبيل المثال من الشائع تصميم مسابر لمورثات الغ-ف البروتيني لفيروس معين أو لمورثات الممرض 
ھا على استخدامقد تكون ھذه المسابر متخصصة على مستوى ا�نواع وبذلك يمكن . عند البكتيريا أو الفطر

  .اديمستوى النوع أو قد تكون متخصصة لتشخيص أنماط مرضية معينة وبشكل إفر

الريبوزومي حيث يعتبر الحصول عليھا من  DNAتم إنجاز أبحاث عديدة على س-سل شائعة مثل الـ 
 - S 28تترتب ھذه المورثات عند الفطريات على شكل عناقيد يطلق عليھا المورثات . الكائنات سھل نسبياً 

5.8 S -18 S  يفصل بين المجموعات الث-ث فواصل داخلية منسوخةInternal Transcribed Spacers 

(ITS)  وفواصل وراثية بينيّةIntergenic Spacers (IGS)   تفصل ترادفيا النسخ المرتبة من تسلسل مورث
 .معين
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في البكتيريا فإن المجموعات الفرعية  IGS و  ITSعموماً تم الكشف عن معظم ا5خت-فات في مناطق
مفردة أو أن المورثات ا=فرادية في المجموعات يمكن أن توجد في وحدة  16S- 5S- 23Sللمورثات 

الفرعية يمكن أن تنتشر بشكل واسع في الجينوم وقد تم تطوير مؤشرات جزيئية با5عتماد على المورثات 
23S- 16S.  

إضافة إلى ذلك فقد تم خ-ل السنوات الماضية تطوير العديد من المؤشرات الجزيئية لتعريف مؤشرات 
بواسطتھا الكشف عن التعدد الشكلي بين عز5ت الممرضات وقد تم تطبيق العديد  جزيئية عشوائية يمكن

 RFLP [Restriction Fragment Lengthتتراوح ھذه التقنيات بين . منھا على الممرضات النباتية

Polymorphism]  وRAPD [Randomly Amplified Polymorphic DNA]  وAFLP [Amplified 

Fragment Length Polymorphism]  وSSR [Simple Sequence Repeat]  

وقد أثبتت التجارب أن جميع ھذه الطرائق ذات قيمة في البصمة الوراثية للعز5ت وقد طوّرت ھذه الس-سل 
  .في أنظمة التشخيص لdمراض النباتية

ماد في عمليات التشخيص لممرضات معينة با5عت ستخدامكما طوّر في الوقت الراھن محضرات جاھزة ل-
 .على المؤشرات الجزيئية لمورثات الشراسة لممرض معين

  ):Double-Stranded RNA )dsRNAالحمض النووي الريبي المضاعف السلسلة  -2.3

يعتبر وجود السلسلة المضاعفة للحمض النووي الريبي في النبات مؤشر قوي جداً على وجود فيروس في 
نووي أثناء دورة حياته في النبات وتدعى الشكل النبات �ن الفيروس يستخدم ھذا الشكل من الحمض ال

، يمكن عزل ھذا الشكل من الحمض النووي في المخبر ومن )Replication Form )RFالتضاعفي أو 
 dsRNAكميات قليلة من النسيج المصاب وبعد العزل يمكن الكشف عن عدد، حجم، كثافة و تعقيد الـ 

ولي أكر5ميد وتكون ھذه الصفات متمّيزة وثابتة في كل الرح-ن الكھربائي على ھ-مة الب استخدامب
مجموعة من الفيروسات ويمكن أن تساعد في معرفة  المجموعة التي ينتمي لھا الفيروس المدروس ويمكن 
 أن تعرّف ھذه الطريقة الفيروسات على مستوى الفصائل وحتى الس-5ت، استخدمت ھذه التقنية في الكشف 
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صيب النباتات كان يعتقد سابقاً انھا عز5ت تنتمي لفيروسات معرّفة، على سبيل المثال عن فيروسات جديدة ت
  .صفر في التينوفيروس التبقع ا� Closteroviridaeالكشف عن فيروس موزاييك التين المنتمي لعائلة الـ 

  : Hybridization techniquesتقنيات التھجين -3.3

ت طويلة في اختبارات البيولوجية الجزيئية والتي تعتمد استخدمت تقنيات تھجين الحمض النووي ولسنوا
 على مبدأ توريث أو إنتقال سلسلة مزدوجة من النكليوتيدات،  وقد بذلت جھود حثيثة لتطوير ھذه التقنية
بحيث تستخدم في التشخيص المرضي، حيث إستخدمت ھذه التقنية في الكشف عن فيروئيدات البطاطا  في 

 استخداميمكن في الوقت الحاضر . ثمانينيات القرن الماضي ثم نقلت ھذه التقنية للكشف عن الفيروسات
سبر الموسوم في تستخدم في تشخيص ا�مراض وذلك بالكشف عن الم DNAطرائق 5 إشعاعية في وسم الـ 

  . ية أو تلك المعتمدة على التوھج الفلوريسانتينزيمتجارب التھجين من خ-ل الطرق ا5

من النبات وعينات من التربة وغيرھا وذلك لتقليل   DNAمن جھة أخرى تم تطوير طرائق 5ستخ-ص الـ 
  .DNAسبر مع الـ خطر الحصول على نتائج تھجين إيجابية خاطئة ناتجة عن إرتباط غير متخصص للم

الجمع بين ا�جسام المضادة المتخصصة على ممرض معين من  استخدامتعتمد إحدى طرق التھجين على 
ممرض لحجزالحيث تستخدم ا�جسام المضادة المتخصصة . من جھة ثانية  DNAجھة وعملية التھجين للـ 

الموسوم  DNAف عن الـ  ومن ثم يُكش ،لھذا الممرضالموسوم DNAفي أطباق خاصة ثم يھجن مع الـ 
. حيث يستدل على وجود الممرض في العينة من خ-ل التوھّج الذي يكشف عنه في ا�طباق) فلوريسينتي(

للقيام   ELISAليزايمكن قراءة النتائج بواسطة قارئ ا�طباق الذي تم تطويره أساساً من أجل إختبارات ا=
  .بالعمل بشكل آلي

 : PCRاعل السلسلي البوليميرازي التقنيات التي تعتمد على التف -4.3

ه با5ضافة لعدم استخداميعد ھذا ا5ختبار من الطرق المتطورة للتشخيص ويتميز بسرعته ودقته وسھولة 
وجود تجھيزات معقدة للقيام بھا مما يجعل منه وسيلة جيدة للكشف في المخابر البعيدة غير المجھّزة بشكل 

جھاز الرح-ن الكھربائي وتجھيزات لتلوين الھ-مة وإظھار  PCRلـ من التجھيزات الملحقة باختبار ا. جيد
كما نحتاج �دوات ب-ستيكية تستخدم لمرة واحدة  UVالكاميرا وا�شعة فوق البنفسجية  استخدامالصورة ب
وقد أمكن إجراء ھذا ا5ختبار . ات والمواد الكيميائيةنزيمإضافة إلى ا5) أنابيب تفاعل، رؤوس ماصات(فقط 
  . ي مناطق مختلفة من العالم دون صعوبات تذكرف

يستخدم في ھذه التقنية بادئات قليلة النكليوتيد تم تصميمھا على أساس التتابع النكليوتيدي لممرض، حيث يتم 
الحصول على ھذه التتابعات النكليوتيدية من خ-ل تقنيات دراسة  التتابع النكليوتيدي أو بواسطة تقنيات 

  Nested PCRأحياناً نحتاج لتحسين ھذه التقنية بأن نستخدم تقنية . وراثية للممرضأخرى كالبصمة ال
ا�ولي ثم يعاد تضخيمه أو مكاثرته بمجموعة بادئات أكثر   PCRوالتي يتم فيھا تخفيف ناتج تفاعل الـ 
  .تخصصاً في الكشف عن الممرض
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ضات الفطرية والبكتيرية وا�مراض كانت فعالة في تشخيص الممر  PCRأثبتت التجربة بأن تقنية الـ 
المترافقة مع الفيتوب-زما با5عتماد على بادئات متخصصة تم تصميمھا على أساس التتابع النكليوتيدي 

وذلك نظراً ل-خت-فات الوراثية بين ھذه   rRNAلمورثات المجموعات الفرعية للحمض النووي الريبوزمي 
  .المناطق عند العز5ت المختلفة

ات التحديد والتي تعطي نماذج قطع مختلفة عند ھضم انزيمبح من الممكن حالياً تعريف مواقع قطع كما أص
بإخت-ف العز5ت وبالتالي تعاظمت أھمية ھذه التقنية بشكل خاص في الكائنات الممرضة  PCRنواتج الـ 

ص البادئات المستخدمة على التي 5 يمكن إكثارھا بعيداً عن العائل النباتي مثل الفيتوب-زما، ونظراً لتخص
  .الخاصة بالممرض فقط والموجودة مع جينوم العينة النباتية  DNAالفيتوب-زما فإنھا ستضخم قطع الـ 

للبكتيريا  argk-toxالتتابع النكليوتيدي للمورثة  استخدامتم أيضاً تطوير بادئات متخصصة بشكل أكبر مثل 
Pseudomonassyringaepv.phaseolica  لة عن تركيب سمّ الـ المسؤوphaseolotoxin  وبذلك يمكن

للفطر  aflRھذه البادئات لتشخيص البكتيريا التي تملك ھذه الصفة، أو المورثة   استخدام
Aspergillusflavus  ا�ف-توكسين في ھذا الفطر إنتاجوالتي تنظم عملية.  

كانت مفيدة في تعريف ا�مراض  PCRإضافة إلى ذلك أثبتت التجارب أن التقنيات التي تعتمد على الـ 
فعلى سبيل المثال تمكن العلماء من الكشف عن أنواع نطاطات ا�وراق الناقلة . المنقولة بالحشرات

مع ا�خذ بعين . المعزول من عدة أنواع من ھذه النطاطات DNAللـ PCRللفيتوب-زما بواسطة تقنية الـ 
التربة أو من عينات الحشرات يمكن أن يحتوي على  المستخلص من النبات أو  DNAا5عتبار بأن الـ 

عينة شاھد في  استخداملذا يجب التخلص من ھذه المثبطات و Taq-polymeraseعوامل تثبط عمل الـ 
التفاعل للتأكد من أن النتائج السلبية ھي نتائج حقيقية أي أن العينة خالية من الممرضات وليس السبب ھو 

  .نزيما5 وجود العوامل المثبطة لذلك

لتشمل عملية النسخ  PCRمفردة بتعديل تقنية الـ  RNAيمكن الكشف عن الفيروسات الحاوية على سلسلة 
حيث يستخدم في ھذه التقنية بادئات متخصصة لتركيب  Reverse Transcriptase (RT-PCR)العكسي 
 Taqالـ  استخدامب cDNAفي الفيروس،  ثم تضخم سلسة الـ  RNAلسلسلة الـ  cDNAمكمّلة   DNAسلسلة 

polymerase   خ-ل عملية تفاعل الـPCR استخدمت تقنية  . العاديRT-PCR  في تشخيص ا�مراض
الفطرية والبكتيرية والفيروسية، وذلك من خ-ل تعريف مورثات معينة  تعبر عن نفسھا خ-ل مراحل نمو 

ية للفطر أو الممرض في المادة النباتية الفطر أو مراحل تطورية معينة وبذلك يمكن تعريف المرحلة التطور
  .المصابة

غير قادرة على التمييز فيما إذا كان الممرض حياً أم ميتاً حيث ستقوم البادئات بمكاثرة  PCRإن تقنية الـ 
التقليدي  PCRاختبار الـ  استخداممن الكائن سواءاً أكان ميتاً أم حياً وتعتبر ھذه أحد سلبيات   DNAقطعة الـ 
لمتعضيات غير حية  DNAن حساسية ا5ختبار تدفع البادئات المستخدمة 5لتقاط ومضاعفة قطع حيث أ

  .وكائنات أخرى 5ع-قة لھا بالممرض الذي نكشف عنه
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ت  تقنية الحجز استخداموتقليل كلفته، حيث   PCRتم تطوير تقنيات أخرى لتحسين كفاءة وموثوقية اختبار 
 عِصي الغمس استخدام، أو PCRالفيروسية قبل إجراء تفاعل الـ  للجزيئات Immunocaptureالمناعي 

Dipsticks  ً-المشربة بمواد جاذبة كيميائية تجذب ا�بواغ الحيوانية للفطور البيضية مثOomycetes 
  .قبل التحليل التشخيصي Phytophthoraو  Pythiaكفطور  

حيث  Kitمزيج تفاعل جاھز  استخدامب Multiplex PCRمن الممكن أيضاً القيام بتفاعل التضخيم المتزامن 
  .يمكن من خ-ل ھذا التفاعل الكشف عن أكثر من ممرض في العينة النباتية أو عينة التربة

يتوفر ا�ن في ا�سواق مزيج تفاعل جاھز للكشف عن معقدات ا5صابة الفطرية على ساق القمح والمكونة 
 .Fusarium culmorum  ،F، ) البقعة العينية( T.acuformisو Tapesiayallundae من الفطريات

avenaceum  ،F. graminearum وF. poae )وفطريات  ).  لفحة السنابلMicrodochiumnivale 
  .المسببة للعفن ا�بيض على النجيليات

بادئات متخصصة  ونظام التضخيم المتزامن أن نحدد نمط التزاوج للـ   استخدامأيضاً يمكن ومن خ-ل 
Tapesia  الموجودة في الـDNA . يستخدم في نظام التضخيم المتزامن توليفات من البادئات تعطي قطع

وسم (بأحجام مختلفة لكل واحد من ھذه ا�نواع، كما يستخدم مع نظام التضخيم المتزامن بادئات موسومة 
  . تعكس أطوال موجات مختلفة للممرضات المختلفة) فلوريسينسي

بادئة بنجاح في تفاعل  92 استخدامھذا النظام عند الثدييات يمكن  استخدامأنه عند أخيراً تجدر ا5شارة ب
  .واحد

  : Gene-array-based techniquesورثاتعتمد على تصفيف المالتي تتقنيات ال  -5.3

بما أن التتابع النكليوتيدي أصبح متوفراً لعدد من الممرضات أصبح من الممكن تطوير تقنية التصفيف 
تستخدم ھذه التقنية بنجاح . للتشخيص أو الكشف عن وجود عدة ممرضات فطرية في إختبار واحد المصغّر

 ;Human Immunodeficiency Virus(في الوقت الحاضر للكشف عن فيروس نقص المناعة البشري 

HIV (دي على سبيل المثال وبا=عتماد على التتابع النكليوتي. وكذلك في الكشف عن الممرضات البكتيرية
تم تصميم عديدات نكليوتيد ثم تم صفّھا على غشاء نايلوني حيث يمكن  23Sالريبوزومي    RNAلمورثة 

تستخدم بادئات عامة لتضخيم حيث . نوع من البكتيريا في عينات الدم 90من خ-لھا الكشف عن أكثر من 
 DNAوسم ھذه الـ من أي بكتيريا موجودة في الدم ثم يتم الريبوزومي  23SDNAمناطق مختلفة من 

لتستخدم كمسابر في الكشف، يمكن تطوير ھذه التقنية لتستخدم في الكشف عن الممرضات النباتية حيث 
عندھا يمكن أخذ عينات من التربة أو سطح  النبات . ITSتستخدم البادئات العامة المتوفّرة لتضخيم مناطق 

ائنات المتواجدة في ھذه العينات وعندھا يمكن لتعريف الك) Micro-array(أو غيرھا وفحصھا بھذه التقنية 
أن تتطور ھذه التقنية للكشف عن فاعلية المكافحة في التخلص من واحد من ھذه الكائنات أو نوعاً معيناً 

  .منھا

والتي صممت أساساً لدراسة التعبير الجيني وتوليد مظاھر  DNA Microarrayأخرى، إن تقنية   بعبارة
تعتبر ا�ن تقنية جديدة ) Single Nucleotide Polymorphism )SNPلنكليوتيد التغير الشكلي وحيد ا
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النباتية وتوفر نظرياً قاعدة لقدرات متعددة ا�ھداف وغير محدودة، الممرضات وصاعدة في عملية تشخيص 
بعات تعتمد ھذه التقنية على التھجين بين تتاحيث . وينظر لھا كتقنية تغيّر التشخيص الجزيئي بشكل أساسي

التتابعات النيكليوتيدية المكمّلة لھا والمثبتة على سطح صلب، مثل الزجاج مع نيكليوتيدية معلمّة وميضياً 
في ترتيب   DNAيمكن تثبيت عشرات ا�5ف من مسابر الـ  ،)Probes(الصلب، والتي تعمل كمسابر 

رة غير المحدودة لھذه إن القد. Chipمحدد ومعروف على صفيحة زجاجية مشكلةّ شريحة خاصة تدعى 
ني  عن الممرضات تجعلھا منھج يستطيع الكشف عن جميع الممرضات المطلوبة التقنية في الكشف ا|
استخدمت ھذه التقنية لكشف وتصنيف العديد من الفطريات مثل الفطور البيضية .لمحصول معيّن
Oomycetes النيماتودا وأنواع بكتيرية أخرى.  

من ا�بواغ الفطرية أو   DNAتقنية كصعوبة تنقية الـ التي تحد من تطبيق ھذه ال لعوائقمازال ھنالك بعض ا
أخيراً . عراضوالتأكد من أن ھذا الكائن الحي ھو المسؤول فع-ً عن ھذه ا� PCRالتخلص من مثبطات الـ 

  .ھا في الكشفاستخداميمكن القول أنه تم تحقيق نجاح ملحوظ في تطوير ھذه الطرائق و

  :Quantitative Polymerase Chain Reactionاعل السلسلي البوليميرازي الكميالتف -6.3

وتقنية التھجين يؤخذ على ھذه  ليزابالعودة لمعوقات التفاعل السلسلي البوليميرازي بالمقارنة مع اختبار ا=
ي أي من الطريقة عدم القدرة على التقدير الكمي للمجتمعات المستھدفة، ونظراً ل-خت-فات الصغيرة ف

فقد تم إقتراح عدد من . متغيرات التفاعل التي تؤثر على  كفاءته يمكن أن تؤثر على ناتج التفاعل مباشرة
داخلي   DNAالمستھدف مع كميات معروفة من   DNAأحد ھذه الحلول ھي معايرة الـ. الحلول لھذه المشكلة

ملك نفس مواقع إرتباط البادئات التي يملكھا الداخلي القياسي بأنه تنافسي حيث أنه ي  DNA يشار للـ. قياسي
الداخلي   DNA المستھدف والـ  DNA المستھدف ويتم تصميم ھذه البادئات بحيث أنھا تضخم الـ  DNAالـ

متباينة مع سلسلة من  DNA القياسي بنفس الكفاءة، وبالتالي عند معايرة كميات غير معروفة من عينة
  PCRل تحليل صورة ھ-مة ا�غاروز للكثافة النسبية لنواتج الـ المنافس يمكن من خ-  DNAتخفيفات

  .التي بدأ منھا التفاعل  DNA معرفة كمية الـ

من التطورات التي حصلت في ھذا المجال وأصبحت بديلة للطريقة السابقة ومتوفرة في ا�سواق لكل من  
يمكن قياس كمية  picogreenمثل  وأمراض ا�صداء على القمح بمشاركة كاشف فلوريسانتي Septoriaالـ 
في أطباق خاصة ثم يضاف الكاشف الذي يرتبط مع  PCRفي العينات، حيث يجرى تفاعل الـ   DNA الـ

، بالنتيجة يقارن التوھّج flourometerالمزدوجة ثم يقاس التوھج بواسطة مقياس خاص   DNA س-سل الـ
 ك الناتجة عن عينات غير معروفة يمكن تحديد كمية الـالناتج عن العينات القياسية معروفة التركيز مع تل

DNA التي بدأ منھا التفاعل ولكن ھذا التفاعل ليس دقيقاً أيضاً مثل التفاعل السابق.  

أو ما يسمى  PCRللوقت الحقيقي لتفاعل الـ Taqmanأكثر التطورات التي حدثت في ھذا المجال ھو نظام 
Real –Time PCR  على التشارك بين كاشف فلوريسينتي في مزيج تفاعل وترتكز ھذه التقنيةPCR   وقد

الميزة الرئيسية لھذه الطريقة ھي أنھا آلية بشكل كامل . تم تطوير ھذا النظام لعدد من الممرضات النباتية
  .ورخيصة نسبياً ويتوفر أجھزة محمولة تعطي نتائج يمكن ا5عتماد عليھا في تقدير الكميات
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في ھذا المجال أن ھناك تقنيات وآ5ت متطورة يمكن بواسطتھا الكشف عن عدة من التطورات ا�خرى 
  .ممرضات نباتية في ذات الوقت حتى لو كانت درجة حرارة إرتباط البادئات متفاوتة بشكل كبير فيما بينھا

وذلك للكشف عن ممرضات النباتية الفطرية  Real –Time PCRتم تطوير بادئات تستخدم في جھاز 
 .Pseudomonas syringaep vفي درنات البطاطا،  RalostoniaSolanacearumرية مثل والبكتي

phaseolicola ،في بذور الفاصولياءPhytophthora spp. ،في البطاطا والحمضيات Tilletiaindica  في
  .القمح

من للكشف عن طيف واسع  ستخدامأصبح في الوقت الراھن متوفر في ا�سواق محضرات تفاعل جاھزة ل-
الممرضات بسرعة وفعالية، وبقي في ھذا المجال توفر محضرات تفاعل جاھزة للكشف عن ا�نماط 
المرضية و أنماط التزاوج عند الفطريات أو إذا كانت ھذه الكائنات تملك المقاومة للمكافحة الكيميائية أو 

  .المقاومة لمبيد فطري معين

التتابع النكليوتيدي لمورثات القدرة ا=مراضية وتطور ھذا  وھنا يمكن القول أنه مع زيادة ا5ھتمام بتعريف
ھا كمؤشرات جزيئية فمث-ً يتوفر في الوقت الراھن أنظمة يمكن من خ-لھا استخدامالمجال فإنه يمكن 

بين  Single Nucleotide Polymorphism (SNP)الكشف عن التعدد الشكلي على مستوى نكليوتيد واحد 
ھا كقاعدة في أنظمة التشخيص لتعريف الطفرات التي حدثت في استخدامالي يمكن س-سل المورثات وبالت
  .مورثات ممرض معين

  :  Phylogenetic Analysisالتحليل التطوري  - 4

الريبوزومي والمؤشرات الجزيئية  RNAمن الحقول ا5خرى التي يستفاد منھا في من التعدد الشكلي لس-سل 
وتعتبر شجرة القرابة الوراثية . ف النشوئي أو التطوري لھذه العز5تالعشوائية بين العز5ت ھو التصني

ذات قيمة لتحديد الزمن النسبي للنشوء لمجموعة تصنيفية معينة وأيضاً لتحديد درجة التنوع ضمن 
تم التوصل من خ-ل التحليل التطوري إلى أن الفطريات البيضية قد إنفصلت . مجموعات الكائنات الحية

تم في الوقت الحاضر إضافة مقارنات التتابعات النكليوتيدية . Chromistaفطريات الحقيقية إلى حديثاً عن ال
يمكن الحصول . إلى التصنيفات المبنية على أساس الخواص المورفولوجية كطريقة لتركيب شجرة التطور
 استخدامكما يمكن على التتابعات النكليوتيدية للعديد من المورثات وذلك من خ-ل قواعد بيانات دولية، 
 .برامج كمبيوتر وتحاليل إحصائية مجانية بھدف رسم شجرة القرابة الوراثية أو التطور
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