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                                                                                لاصةـــالخ

نواقل الحشرية المنتشرة للبعض الالنباتية المرافقة  للفيروسات شخيص الجزيئيهدفت هذه الدراسة الى ت    

لانواع اامكانية تشخيص والديوانية وبابل والنجف وبغداد وعلى عوائل نباتية مختلفة في محافظة كربلاء 

 .وذلك باستعمال بعض التقنيات الجزيئيةلها الناقلة  يةالحشر

 صتاستخلالمنتشرة في المنطقة، ( الذبابة البيضاء و قافزة الاوراق)عينات النواقل الحشرية  تجمع

من هذه الحشرات، طبقت تقانة تفاعل  cDNAالذي تم تحويله الى  RNAو DNA الـ الاحماض النووية

تستهدف تشخيص أنواع باستعمال بادئات Polymerase Chain Reaction (PCR )البلمرة المتسلسل 

( Begomovirus ،Carlavirus ، Potyvirus ،Torradovirus)الفايروسية مختلفة من ابرز الاجناس 

 Next Generationالجيل التالي لتحديد التسلسل استعملت أيضا التقانة . التي تنقل بواسطة هذه الحشرات

sequencing (NGS ) تحديداً طريقة النسخ(Transcriptome/ RNA-seq ) في تشخيص الفايروسات

 .ونواقلها الحشريةالنباتية 

في تشخيص العديد من الفايروسات النباتية في  PCRالـ انةتقعلى  NGSالـ انةتقأظهرت النتائج تفوق     

 Alfalfa mosaic virus  ،Broad bean wilt اتفايروسعينات حشرة الذبابة البيضاء والتي شملت ال

virus  ،Zantedeschia mild mosaic virus ،Pittosporum cryptic virus-1   ،Grapevine 

leafroll-associated viru ،Tomato spotted wilt orthotospovirus  وTomato spotted 

wilt virus  الفايروسين  ومن جانب اخر شخصPittosporum cryptic virus-1  و Grapevine 

leafroll-associated viru السلالات  الغالبية العظمى منكما وجد ان . شرة قافزة الأوراقح فقط في

سبب ال ربما يكون امع العديد من السلالات العالمية وهذكبير ذات تباين وراثي  كانتالفايروسية المشخصه 

 .في تشخيص هذه الفايروسات PCRالـ انةعدم نجاح تقوراء 

المدروسة باستعمال حشرة الذبابة البيضاء الحصول على مسودة الجينوم الأولية لمايتوكوندريا كما تم     

 Protein-codingجينات مشفرة للبروتينات  8تسلسل وجود تحديد وذلك عن طريق  NGSالتقانة الـ

genes (PCGs) جينين للحامض النووي الرايبوسومي  وRibosomal RNA genes  وجينين من

في  ةالمنتشر البيضاءة الذبابة ان نوع حشرواكدت هذه النتيجة . Transfer RNA الحامض النووي الناقل

التشخيص الجزيئي لحشرة قافزة او نطاط الأوراق  بالإضافة الى MEAM1 B. tabaciالبيئة العراقية هو 

حتوي يمن خلال تحديد الجينوم الكامل تقريباً لمايتوكوندريا هذه الحشرة الذي ايضاً  NGSالـ انةتقباستعمال 

جينين للحامض النووي الرايبوسومي وثلاثة عشر و  للبروتيناتعلى جميع الجينات الثلاثة عشر المشفرة 



 
 

b 

والتي اثبتت ان نوع حشرة قافزة او نطاط الأوراق الناقل للفايروسات هو  جين من الحامض النووي الناقل

Maiestas dorsalis هذا التشخيص هو الأول لهذه الحشرة في العراق دويع. 

في التشخيص الجزيئي   NGSلقد أوضحت هذه الدراسة أهمية تطبيق التقنيات الحديثة المتمثلة بالتقانة الـ    

للفيروسات النباتية ونواقلها الحشرية باعتبارها أسرع واكثر دقة من الطرق الجزيئية التقليدية ولكن تبقى 

ة في تحليل المعلوماتية الحيوية للبيانات التي يتم مسالة الكلفة العالية نسبياً وأيضا الحاجة الى اكتساب الخبر

 . الحصول عليها من هذه التقانة هي اهم المعوقات التي تحول دون تطبيقها على نطاق واسع جداً 
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                                                            دمةــالمق :1

Introduction                                                                            

ة لمحاصيل الزراعية تعتمد على نواقل حيويلمختلفة  ا  ان غالبية الفايروسات النباتية التي تسبب أمراض   

تشمل هذه النواقل  العديد من الانواع (. 2015واخرون، Whitfield)من اجل البقاء والانتقال بين عوائلها 

التابعة للفطريات والحلم والديدان الثعبانية والحشرات التي تعتبر أكبر واهم مجموعة في نقل الفايروسات 

 whitefly والذبابة البيضاء aphide ان افضل النواقل الحشرية لفايروسات النبات هي المن. النباتية

تنقل هذه الحشرات الفايروسات الى مدى واسع  اذ، (2013واخرون، Bragard) leafhopper فزاتاوالق

او الثابت  المستديمةو المستديمةوشبه  مستديمةمن العوائل النباتية وبثلاثة أنماط مختلفة تشمل النمط الغير 

 (.2008واخرون، Hogenhout)مسببة  خسائر اقتصادية كبير 

بشكل عام ان عملية اكتشاف وتشخيص الفايروسات ومن ضمنها الفايروسات المنقولة بواسطة     

الحشرات تتم بواسطة العديد من الاساليب والتقنيات مثل المجهر الالكتروني والاساليب المعتمدة على 

 Direct Enzyme-linked immunosorbentللفايروسات مثل ( السيرولوجية)الخصائص المصلية 

assay وSandwich Enzyme-linked immunosorbent assay    بالاضافة الى الاساليب المعتمدة

 blot Southernعلى تسلسل القواعد النايتروجينية للاحماض النووية الخاصة بالفايروسات والتي تشمل  

-Realو  Reverse transcription polymerase chain reactionو  PCRو  blot  Northernو 

time PCR  وMicroarrays  (Mokili ،2012واخرون .) ولكن معظم هذه التقنيات لها قيودها او

محدداتها الخاصة فمثلا الطرق التي تعتمد الامصال والاحماض النووية تتطلب معرفة مسبقة بطبيعة 

عد مرور أكثر من قرن ولكن الآن وب(.  Lipkin،2001و   Kapoor)الفايروسات المراد تشخيصها 

  Willem Beijerinckمن قبل العالم  1898لأول مرة في العام " فيروس"وعقدين على صياغة كلمة 

(Wilkinson ،2001) التقانة، الكثير من الفايروسات قد اكتشفت بوتيرة غير متوقعة من خلال استعمال  

(NGS)  Next-generation sequencing . لى بعض المحددات او المعوقات تغلبت ع التقانةأن هذه

التي واجهت الطرق السابقة وفتحت الفرص لاجراء المسح والكشف عن الفايروسات الجديدة او 

الفايروسات المشخصة مسبقا  بشكل غير متحيز ورخيص نسبيا  من العديد من العوائل في بيئات مختلفة 

الـ  التقانةوتعرف (. Firth،2013و  Lipkin)وكذلك من العوائل التي لا تظهر عليها اعراض الاصابة 

NGS لقطعتقنيات تحديد تسلسل القواعد النايتروجينية التي تستعمل تحديد التسلسل المتوازي  ىحدإها ن  أب 

ها تختلف عن سابقاتها بكونها اسرع علما  ان  (. Buck ،2012و  Rizzo) DNAصغيرة متعددة من الـ 

 Voelkerding)عالية الإنتاجية  تقانةلحمض النووي لذلك تعتبر لبيانات تسلسل ا ا  وارخص واكثر انتاج

النووي مزدوج  DNAهو الـ التقانةالمادة الأولية التي توفر قالب يستعمل في هذه  ن  إ(. 2009واخرون،
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ذو الشريط  mRNAالشرائط الذي يتم استخلاصه من مختلف الخلايا الحية كذلك بالامكان استعمال الـ

جينات وتحويله الى مزدوج الشرائط باستعمال طريقة الحمض النووي المتمم المفرد الخاص بال

Complementary DNA (cDNA)  وبذلك يتم الحصول على الحمض النووي الخاص بالمناطق

;  2001واخرون، Venter)وتجنب المناطق غير مشفرة في جينوم الكائنات الحية ( الجينات)المشفرة 

Mardis،2008 .)ريقة لقد استعملت طNGS   وبنجاح في تشخيص فايروسات النبات المشخصة مسبقا

 Fox ،2016 ; Barbaو  Adams)وكذلك اكتشاف العديد من الفايروسات النباتية لاول مرة 

بالاضافة الى الفايروسات ( 2020واخرون، Wright; 2017واخرون، Pecman;  2013واخرون،

 (. 2020واخرون، Lu)المرافقة للحشرات 

الحشرات تعتبر من اكثرالمجاميع الحيوانية انتشارا  على سطح المعمورة وذات اهمية  لرغم من أن  وبا    

في العالم بشكل عام وفي العراق  معرفتنا بالفايروسات المرافقة لها محدودة ن  أطبية وبيئية وزراعية الا 

التوزيع الجغرافي لها يمكن لذلك فان التعرف على الفايروسات التي تنقلها والمدى العائلي و. بشكل خاص

ان يزودنا برؤى جديدة حول تنوع هذه الفايروسات والعلاقة الوراثية بينها وبين فايروسات نباتية اخرى 

الفايروسات لهذه الاسباب هدفت هذه الدراسة الى تحديد . من اجل اختيار الاسلوب الافضل في مكافحتها

والديوانية وبابل في محافظة كربلاء مختلفة على عوائل نباتية  لنواقل الحشرية المنتشرةلالمرافقة النباتية 

ات تقنيبعض الوذلك باستعمال التشخيص الجزيئي لانواع الحشرات الناقلة امكانية والنجف وبغداد مع 

 .الجزيئية
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 محاور الدراسة

 .منها( DNAو  RNA)جمع عينات النواقل الحشرية واستخلاص الاحماض النووية  (1

وتحديد تسلسل  PCRباستعمال التقانة الـ وأجراء عمليتي التضخيم cDNAمكتبات الـ   تحضير (2

 التقانةوكذلك استعمال  المستخلصة من الحشرات الناقلة DNA sequencingالقواعد النايتروجينية 

 . Next Generation sequencingالجيل التالي لتحديد التسلسل 

لبيانات تسلسلات القواعد النايتروجينية ( Bioinformatics Analysis)تحليل المعلوماتية الحيوية  (3

 .أكتشاف وتشخيص الفايروسات المرافقة للحشراتمن اجل  التي يتم الحصول عليها

للفايروسات المكتشفة والمشخصة في ( Phylogenetic Analyses)أجراء تحليل التقارب الوراثي  (4

 . هذه الدراسة

للفايروسات المشخصة ( Full genome annotation)ينوم الكامل دراسة امكانية تحديد وتفسير الج (5

 .ومايتوكوندريا الحشرات الناقلة لها
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 Literature review         استعراض المراجع  : 2

 النواقل الحشرية لفايروسات النبات: 2-1

ل الزراعية على ناقلات حيوية مختلفة في المحاصي يروسات النبات التي تسبب امراضا  اتعتمد غالبية ف    

بشرة غير منفذة تغلف وذلك بسبب وجود  (.2015واخرون، Whitfield)لانتقالها والبقاء على قيد الحياة 

متجذرة وتفتقر إلى المصابة تكون النباتات  ن  أالممرضة كما  يروساالف جسيماتدخول  وتمنع اتالنبات

أو التكاثر  او الاحتكاك المباشر الاتصال عن طريق لا تنقل الإصابة الا الحركة المستقلة وبالتالي

الحلم والديدان الخيطية والفطريات النواقل الحيوية تشمل و (.Raccah ،2015و  Fereres) الخضري

ية فيروسات النباتالفئة من ناقلات وافضل أكبر بالإضافة الى الحشرات التي تعتبر والنباتات المتطفلة 

(Bragard ،2013واخرون .) 

للفايروسات الى سبع رتب حشرية وان غالبيتها وجد ضمن رتبتي   تعود انواع الحشرات الناقلة    

التي شملت رتبة ( Piercing-sucking mouthparts)ثاقبة ماصة ال أجزاء الفمذات الحشرات 

Hemiptera  النباتية كذلك رتبة يروسات االفمن % 70مسؤول عن نقل  نوع   300التي تضم

Thysanoptera  من رتب  تعود الى خمستم العثور على أنواع ناقلات أخرى أنواع كما  ستةالتي تشمل

 Orthoptera (10، ( نوع 30) Coleopteraالتي تشمل ( Chewing insects) الحشرات القارضة

 Whitfield) (نوع واحد)Dermaptera و( اننوع) Diptera، ( انواع 4)Lepidoptera، (انواع

جدير بالذكر انه يوجد بعض فايروسات النبات التي يمكنها ان تنتقل بواسطة أنواع  (.2015واخرون،

التي Cucumber mosaic virus(CMV ) و Potyvirusesمختلفة من الحشرات مثل فايروسات 

هنالك فايروسات أخرى تظهر  ن  أيمكنها ان تنتقل بواسطة عدة أنواع من حشرة المن، ولكن وجد 

كما  يةناقلات الحشرالعن طريق نوع واحد من الأ يمكن أن تنتقل لا حيث ب، اقلهاتخصصية عالية بنوع ن

 (.2015واخرون، Whitfield) Rhabdovirusفيروسات  فييتضح 

وما اعقبها من دراسات حول (  Takami،1901 ; Ando ،1910)الدراسات الاحيائية الأولية  ن  إ    

إلى ظهور مصطلحات تصف علاقات الانتقال على أساس  أدتانتقال فايروسات النبات بواسطة الحشرات 

الاحتفاظ مدة ، وكذلك (Acquisition and Inoculation thresholds)عتبات الاكتساب والتلقيح 

وكذلك اشارت وبوضوح الى ضرورة وجود بعض  (Retention Period) هيروس بواسطة ناقلابالف

في تحديد  ا  مهم ا  تلعب دوروالتي ( الفايروس)والمنقول ( ةالحشر)الجزئيات او البروتينات الخاصة بالناقل 

، Pirone،1964 ; Rochow)و تؤدي بطبيعة الحال الى إنجاح عملية النقل  ماالعلاقة التخصصية بين
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1970; Hogenhout ،بعض من هذه البروتينات والعلاقة بينهما ( 1)ويوضح الشكل (. 2008واخرون

لى استراتيجية اوطريقة عملها وهما استراتيجية الغلاف او الغطاء نوعين اعتمادا  ع علىحيث قسمت 

(Capsid strategy )  وفيها يقوم جزء من الغلاف البروتيني(Coat protein ) للفايروس يسمىmotif 

بالارتباط بشكل مباشر بالمستقبلات البروتينية الخاصة بالناقل بحيث ترتبط بالغلاف البروتيني لنوع 

قول دون غيره من الفايروسات ولتاكيد هذا الحقيقة أجريت تجارب حول سلالتين من الفايروس المن

ة المن ولكن احدها تنتقل بكفاءة عالية بينما الأخرى ذات كفاءة نقل رتنتقلان بواسطة حش CMVفايروس 

ربة اثبتت منخفضة حيث تم تبديل الغلاف البروتيني بينهما مما أدى الى تحول كفاءة النقل بينهما وهذه التج

بنوع الغلاف البروتيني وليس  ا  مباشر ا  وبشكل واضح ان كفاءة النقل هاتين السلالتين مرتبطة ارتباط

 (.Pirone،1991)بجينوم الفايروس المنقول 

حيث يتكون بروتين خاص ( Helper strategy)اما الطريقة الاخرى فتسمى بالاستراتيجية المساعدة     

يعمل كجسر  Helper component proteins (HC-Pro)تينات المساعدة يسمى بالعوامل او البروي

رابط بين سطح جسيمة الفايروس والسطح الداخلي المبطن لفم الحشرة الناقلة اثناء تغذيتها على النباتات 

المصابة، حيث يعتبر هو المكان المحدد لبقاء هذه الفايروسات الى حين تغذية الحشرة على نبات اخر 

عد ان يفك الارتباط او يقطع الجسر الرابط ويطلق سراح الفايروسات لتدخل الى النباتات وتبدا فتنقلها ب

 Caulimoviruseبالإضافة الى فايروس  Potyvirusesتستعمل هذه الطريقة فايروسات  . الإصابة

(CaMV )ىولكن ببروتين مختلف يسم P2 (Hull،2013 .) وبعد دراسات مستفيضة تبين ان هذه

عالية تصنع بناءا  على اوامر من الفايروس نفسه وتحصل عليها  ينات المساعدة ذات اوزان جزيئيةبروتال

الحشرة الناقلة اثناء تغذيتها على النباتات المصابة وتعتبر هذه البروتينات احد العوامل المحددة للتخصص 

 غيرها من فايروساتبحيث يسبب نوع البروتين تخصص بعض أنواع حشرة المن بنقل أنواع محددة دون 

 (.2001واخرون، Raccah) Potyviridaeعائلة 
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برويتنات يروس واالفبروتينات يصف الاستراتيجيات المختلفة للتفاعل بين تخطيطي نموذج (: 1)شكل 

 (.Raccah ،2015و  Fereres)الحشرية النواقل بعض 

 يةالحشر هااقلونوفيروسات النبات  العلاقات بينأنواع : 2-1-1

و الباقية أية دائمالغير  في نقل الفايروسات بواسطة الحشرات وهيأساسية  طرقتم وصف أربعة لقد     

(Non-persistent) ، و شبه الباقية أالدائمية شبه(Semipersistent)،  والباقية أة مستمرو الأوالدائمية

(Persistent ) ة دائريو باقية أو مستمرة أالتي تقسم الى نوعين وهي دائمية(Persistent:circulative) 

 ولكن(. Falk،2006 و Persistent:propagative( )Ng)ية تكاثر و باقيةأة مستمرو أدائمية و

 هايروسات النبات مع ناقلاتاعلى كيفية تفاعل فذات العلاقة تسلط الضوء أيضا المصطلحات الحديثة 

لى الخلايا تسمى بغير الدائرية ان بعضها يرتبط بطبقة الكيوتكل بدون الدخول ا جهةية من الحشر

(Noncirculative)  ية الحشر هاأمعاء الحشرات وتنتشر أو تتكاثر داخل جسم ناقلاتوأخرى تدخل

 Blanc) (Circulative and/or Propagative)وتسمى بالدائرية او الدورانية التكاثرية 

 : ثر عنها وهي كالتاليكأونظرا  لأهمية هذه العلاقات فقد وددت سرد تفصيل  .(2014واخرون،
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 Non-persistentو غير الباقية أية دائمالغير النقل بالطريقة : اولا 

تنتقل بواسطة هذه الطريقة غالبية الفايروسات النباتية المنقولة بواسطة الحشرات وتمتاز بعدد من     

يرنسبيا  حيث تحتاج الخصائص المنفردة التي تميزها عن طرق النقل الأخرى تتمثل بفترة التغذية القص

من بضعة ثواني الى دقائق قليلة من اجل اكتساب الفايروس من النباتات المصابة وايصاله الى  ا  مدى زمني

( Epidermis)الفايروسات النباتية تتواجد في الانسجة السطحية  ن  أيعود سبب ذلك الى . النباتات السليمة

التغذية القصيرة  جلساتيسهل من اكتسابها اثناء  للأوراق المصابة والذي( Mesophyll)و الوسطية أ

هذه العملية تمكن بعض حشرات المن من  ن  إ. التي تقوم بها الحشرة عادة  قبل الشروع بالتغذية المتعمقة

و  Hull،2013 ; Wang) نقل الفايروسات حتى الى غير عوائلها التي تفضلها في التكاثر والبقاء 

Zhou،2016.) 

تبدأ الحشرة بنقل  إذبعدم وجود فترة حضانة للفايروسات داخل الحشرات الناقلة أيضا  طريقة تمتازهذه ال    

لا بفترة للنقل  فترة بقاء الفايروس في داخل الحشرة قابل   ن  أالفايروس مباشرة بعد اكتسابها الفايروس كما 

عيدة قد يبقى الفايروس لفترة تتجاوز بضعة ثواني اثناء التغذية المستمرة ولكن في حالة الهجرة لمسافات ب

الفايروس لا يدخل الى تجويف  ن  أوبما . (2013واخرون، Bragard ) ساعات ةأطول تتجاوز بضع

الجسم عن طريق الهضمية الامامية فانه لا يتكاثر ولا يتواجد في أي عضو اوجهاز داخلي للحشرة 

الفايروس لا ينتقل الى الأجيال  ن  ألحال معناه باستثناء أجزاء الفم والقناة الهضمية الامامية وهذا بطبيعة ا

 Blanc ) لية الذكرية والانثوية للحشرة الناقلةساللاحقة للحشرة بسبب عدم تواجده في الأجهزة التنا

وقد لوحظ أيضا ان الحشرة تفقد الفايروس بعد عملية الانسلاخ مما دفع العلماء الى . (2014واخرون،

اجد على السطح الخارجي للكيوتكل الذي يغطي جسم الحشرة ويبطن أجزاء الاعتقاد بان الفايروسات تتو

 ن  أها أي الفايروسات تنتقل ميكانيكيا  ولكن البحوث الحديثة اشارت وبوضوح الى ن  أالفم والقناة الهضمية و

ها أي الفايروسات تكون ن  أعملية انتقال الفايروسات بهذه الطريقة هي عملية معقدة وتخصصية من حيث 

محمولة على النسيج الكايتيني الداخلي المبطن للقناة الغذائية التي توجد داخل الفكوك الرمحية السفلى 

 ) و استراتيجية المساعدأها توظف احد اليتي الانتقال والمتمثلة  باستراتيجية الغطاء فقط ن  أللحشرة كما 

Jeffrey،2018). 

، ولكن ليس الحمض النووي CMV الكاملة لفايروسالجسيمات فقط ، تبين أن  لغطاءكمثال لآلية ا    

 Myzus persicae من نوع المنحشرة لانتقال بواسطة على اة ي، قابل فقط الريبي الفيروسي المعزول

(Pirone ،1966واخرون )الفيروسي  البروتيني بروتين الغلافدور على وجه التحديد  مما يؤكد(CP) 

(Chen ،1990واخرون ) فظة االمح فالغلاومجالات سطح(Conserved capsid surface 
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domains )عالف  النتقال لامطلوبة لتحقيق اال (Liu ،2002واخرون). و ألية المكون أوكمثال حول تاثير

ه يحتاج العديد من البروتينات الفايروسية الشبيه بالبروتين ن  أ CaMVالبروتين المساعد، أظهر فايروس 

حيث يتفاعل ( 2013واخرون، Bak)ه له من اجل إتمام عملية النقل المساعد بالإضافة الجسيمات الكامل

من جهه ومن جهه أخرى يرتبط  الغلاف البروتيني الفيروسيالمرتبط ب P3مع البروتين   P2البروتين 

وهذا ما أكده المجهر (  ,2010واخرون Hoh ; 2005واخرون، Plisson)بالرمح المرن لحشرة المن 

يتمركز عند  ورتبط ي P2الذي اظهر ان البروتين  High-resolution microscopyعالي الوضوح 

كموطئ قدم مشترك محتمل للفيروسات غير تكون هذه المنطقة  ن  أالرمح المرن بذبك اقترح طرف 

 Potyvirusفايروسات  ن  أكما ( 2010واخرون،  Uzest) Non-circulative viruses)الدورانية 

ضروري لانتقال ال( Kassanis،1974 و Govier) (HC-Pro) بتشفير بروتين مكون مساعدتقوم 

المن  من خلال العمل كجسر بين الرمح المرن لحشرة الفيروس، لأنه يسهل الاحتفاظ بالفيروسات في 

المتواجد على المن  و بروتينات حشرةأ وبروتين potyvirusلفايروسات ( CP)الغلاف البروتيني بروتين 

 ( .Jeffrey،2018 ;2010واخرون، Seo)الرمح المرن 

 Semi-persistentالباقية  شبهو أالدائمية  شبهالنقل بالطريقة  :ثانياا 

تتميز طريقة النقل هذه بأن فترة اكتساب الفايروس من العوائل المصابة وكذلك فترة التلقيح وايصال     

من ( الطريقة غير الباقية)في الطريقة السابقة  ريتهاالفايروس الى النباتات السليمة تكون أطول من نظ

الفايروسات  ن  أحيث احتياجها لفترة زمنية تمتد من عدة دقائق الى ساعات قليلة، ويعود سبب ذلك الى 

المنقولة بهذه الطريقة تتواجد في انسجة النبات العميقة تحديدا في اللحاء مما يتطلب من الحشرة الناقلة وقت 

كما . (Nault،1991و Ammar )ليها عن طريق التغذيةالانسجة والحصول ع أطول للوصول الى تلك

الحشرة تبدا بنقل الفايروس بعد  ن  أتمتاز هذه الطريقة أيضا بعدم وجود فترة حضانة للفايروسات مما يعني 

ان فترة بقاء الفايروس في داخل الحشرة وقابليته على . انتهاء عملية التغذية واكتساب الفايروس مباشرة

اذا ما كانت  عديدةول مما في الطريقة السابقة حيث تتراوح بين عدة دقائق الى ساعات الانتقال تكون أط

الحشرة تتغذى بشكل مستمر ولكن في حالة غياب العائل وعدم قدرتها على التغذية وكذلك اثناء الهجرة 

ات يضاف الى مميزات هذه الطريقة عدم تكاثر الفايروس. (Hull)،2013 تطول الفترة الى بضعة أيام

وتفقد . داخل الحشرة الناقلة وكذلك عدم  مرورها من القناة الهضمية الى أعضاء جسم الحشرة الداخلية

الفايروسات المنقولة بهذه الطريقة من الحشرة الناقلة اثناء انسلاخها وقد لوحظ بواسطة المجهر الالكتروني 

غذائية التي تتواجد في الفكوك الرمحية تواجد هذه الفايروسات على السطح الكايتيني الذي يبطن القناة ال

السفلى وأيضا تتواجد في القناة الهضمية الامامية على الاسطح المبطنة للبلعوم ومضخة الامتصاص كما 

يروس من النبات اإن اكتساب الف .( Zhou،2016و  (Wangهو الحال في حشرات قفازات الأوراق 
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 CPيلعب فيها بروتين الغلاف البروتيني على آليات  منضالناقلة يتوالاحتفاظ به في الحشرة  عائلال

في حالة فيروس الخس الأصفر المعدي حيث لوحظ ( Zhou،2015 و Ng)دور كبير  يروسياالف

Lettuce infectious yellows virus (LIYV) ،الفحص المجهري الفلوري المتحد البؤر  بواسطة

على  Bemisia tabaciالذبابة البيضاء  لحشرةالأمامي  ييروسات في المعاه يتم الاحتفاظ بالفالمناعي أن  

 (.2011واخرون، Chen ;2010واخرون، Stewart) CPبروتين ما يبدو بوساطة 

 Persistentو الباقية أالنقل بالطريقة الدائمية : ثالثاا 

لة نسبيا  تمتد ها ذات فترة اكتساب للفايروسات طوين  أتتميز الحشرات الناقلة التي تستعمل هذه الطريقة ب    

وتختلف هذه . من دقائق الى ساعات وذلك بسبب تواجد غالبية هذه الفايروسات في نسيج لحاء النبات العائل

الطريقة عن الطريقتين السابقتين في ان الفايروسات المكتسبة تحتاج الى فترة حضانة في الحشرة الناقلة 

فايروسات دوراة غير متكاثرة ومن بضعت أيام الى تتراوح مابين ساعات الى بضع أيام في حالة اذا كانت 

أما بخصوص بقاء الفايروس داخل الحشرة قابلا  للانتقال منها . أسابيع فيما اذا كانت من النوع المتكاثرة

الى العوائل السليمة فان الفترة قد تطول نسبيا  فتمتد من بضعت أيام الى أسابيع في حالة اذا كانت 

الدوار الغير متكاثر وقد تمتد هذه الفترة لتكون على طول فترة حياة الحشرة الفايروسات من النوع 

كما تتميز هذه الطريقة بان الحشرة عند انسلاخها لا تفقد . خصوصا  في حالة الفايروسات المتكاثرة

 :  وتنقسم الفايروسات التي تنقل بهذه الطريقة الى مجموعتين. الفايروسات

 Circulative non-propegative virusesتكاثرة  الطريقة الدوارة الغير الم - أ

  Geminiviruses و  Luteovirusهنالك العديد من الفايروسات التي تعود الى الاجناس  ن  ألقد وجد     

تنقل بالطريقة الباقية وبدون تكاثر بواسطة أنواع من حشرات المن وقفازات الأوراق   Nanoviruses و

 Cereal yellowفايروس اصفرار وتقزم الحبوب  ذلكمثال (. 2014رون،واخ Gray)والذبابة البيضاء 

dwarf virus-RPV   الذي ينقل بواسطة حشرة المن نوعRhopalosiphon padi  حيث لوحظ ان

جسيمات هذا الفايروس تمرعبر الاغشية المبطنة لخلايا القناة الهضمية الخلفية وتدخل الخلايا عن طريقة 

كذلك تمر بواسطة حويصلات انبوبية عبر السايتوبلازم  Endocytosisالداخلة عملية تسمى بالحوصلة 

تتكاثر فيه وبعدها تنتقل هذه الجسيمات الى التجويف الدموي بعد حصول عملية عكسية تسمى  ن  أدون 

حيث تصل مع الدم الى الغدد اللعابية الإضافية لحشرة المن بعدها تفرز  Exocytosisبالحوصلة الخارجة 

 .اللعاب اثناء تغذيتهامع 
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دورا حيويا   يلعبان CP-read-through proteinوبروتين  CPالغلاف البروتيني  ن  أتجدر الإشارة الى 

مع مستقبلات متخصصة تتواجد على هذه البروتينات عملية النقل حيث تتفاعل في مراحل مختلفة من 

اللعابية لحشرة المن الناقلة ويعتبر هذا التفاعل الاغشية المبطنة للقناة الهضمية والمنطقة المحيطة بالغدد 

 R. padi ) Reinboldهو المحدد للتخصص في نقل هذا الفايروس بواسطة نوع حشرة المن 

كما اكتشفت بعض بروتينات (. Mukhopadhyay،2011 ; 2008واخرون،  Peter ; 2003واخرون،

 Cilia)  المن حشرةوانتقاله بواسطة يروس االفكتساب لا ضرورية هابدو أنتالنبات العائل التي 

 (.2012واخرون،

 Circulative propegative virusesالطريقة الدوارة المتكاثرة   - ب

قبل انتقالها ها تتكاثر وتنتشر داخل انسجة الحشرة الناقلة ن  أب التي تنتقل بهذه الطريقة يروساتاتتميز الف    

مع العلم ان فترة حضانتها وبقائها في داخل الحشرة الناقلة الى النبات العائل السليم  اللعابية هاددغعبر 

ما في الفايروسات الدوارة الغير متكاثرة والتي بمقارنة  ا  يوم خمسة عشرتكون أطول  تقريبا اكثر من 

كثير من التفسيرات التي حاولت تحديد السبب المباشر لهذا التفاوت . ساعة أي اقل من يوم واحد 23تكون 

ه الفايروسات تحتاج الى فترة زمنية طويلة نسبيا  من اجل التكاثرداخل الحشرة والانتقال الى هذ ن  أمنها 

الفايروسات المتكاثرة بعد انتهاء فترة  ن  أالغدد اللعابية لغرض ايصالها الى النبات العائل، يضاف الى ذلك ف

تنتقل عن طريق البيض  ن  أ الحضانة تبقى في داخل الحشرة طول فترة حياتها وفي حالات خاصة يمكن لها

انه من النوع المتكاثر والذي  ا  ومؤكد ا  معروف ا  فايروس 49حاليا  يوجد على الأقل . الى الأجيال اللاحقة

يعتبر البعض منها ذو أهمية اقتصادية من حيث تسببها بامراض مختلفة على محاصيل مهمة مثل الرز 

ينتقل بواسطة  Bunyavirida فايروس واحد من عائلة مثلا  يوجد . والقمح والذرة والبطاطا والطماطة

من حشرة قفازات  التي تنقلها أنواع   Marafivirusحشرة الثربس كذلك يتبع ثلاثة فايروسات جنس 

التي تنقلها أنواع من حشرة قفازات  Tenuivirusفايروسات تعود الى جنس  خمسةالأوراق بالإضافة الى 

التي تننقل بواسطة قفازات الأوراق  Reoviridaeتعود الى عائلة  ا  وسفاير ثلاثة عشرالنباتات وهنالك 

تنقل بواسطة أنواع مختلفة   Rhabdoviridae مختلف من عائلة  ا  فايروس 27والنباتات واخيرا  هنالك 

يوجد هنالك العديد من طرق العدوى (. Nault،1997)من حشرات المن وقفازات الأوراق والنباتات 

الذي ينتقل   Rice dwarf virusقزم الأرزتيروس افلنوع من الفايروسات المتكاثرة فمثلا  للحشرات بهذا ا

تفاعل  يتضمن  (2011واخرون، Chen)  Nephotettix cincticeps الأوراق حشرة قفازاتي ف

الخارجي من اجل الدخول الى خلايا الأمعاء عن طريق عملية  P2مع بروتين  CPغلافه البروتيني 

الخارجي للدخول إلى خلايا  P2عبر حويصلات مغلفة بمادة كلاذرين  Endocytosisالخلوي الالتهام 

 ; 1998واخرون، Omura) الأمعاء عن طريق الالتقام الخلوي عبر حويصلات مغلفة بالكلاذرين



 
 

11 

Wei،2007). بروتين ويتبع ذلك إطلاق P2 وخروجها من الاجسام الداخلية  يروساتافأي فك ارتباطه بال

Endosomes   تسبب الفايروسات تكوينها داخل لبدء التكاثر،التجميع والارتباط مع الهياكل الأنبوبية التي

ويسهل البروتين الفايروسي الغير تركيبي (. 2009واخرون، Wei ; 2007واخرون، Zhou)الخلايا

Pns10  هذه عتبر وتعبر الهياكل الانبوبة  في النباتاتأخرى من خلية إلى خلية من حركة الفايروس

قفازات الأوراق الناقلة وتتحرك الجسيمات  داخل الخلايالانتشار الفايروس في ضرورية  الخطوة

ومن خلال أنسجة عضلات الأمعاء في القناة على طول الاكتين عبر هذه الهياكل الأنبوبية الفايروسية 

 Chen) عابيةجسم الحشرة بما في ذلك الغدد الل الهضمية لتسهيل الانتشار في جميع أنحاء

تخصصية في التفاعل مع اكتين سايتوبلازم  Pns10وقد اظهر البروتين الفايروسي . (2012واخرون،

اكتين  تتفاعل مع لمولكن التي تعتبر الناقل الرئيسي لها  N. cincticepsحشرة القفازات الأوراق 

مما يشير إلى أن  غير كفوء   التي تعتبر ناقلا    Recilia dorsalis سايتوبلازم حشرة القفازات من نوع

ا ل  (.2015واخرون، Chen)  يروساالفوناقل لتخصصية العلاقة بين الو نقللعملية االأكتين كان مهم 

 

 

( B)الطريقة الغير باقية، ( A. )مخطط أساليب نقل فايروسات النبات بواسطة الحشرات (:2)شكل 

الطريقة الباقية الدوارة التكاثرية ( D)غير تكاثرية، الطريقة الباقية الدوارة ال( C)الطريقة الشبه باقية، 

(Dietzgen ،2016واخرون ) 
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 Bemisia tabaciحشرة الذبابة البيضاء : 2-1-2

 دورة الحياة و التصنيف والوصف المظهري: أولا  

واسمها  Sweetpotato whiteflyو Silverleaf whiteflyتسمى هذه الحشرة بعدة تسميات وهي      

التي تقع  Aleyrodidaeوالتي تعود الى العائلة التصنيفية  Bemisia tabaci Gennadius هو العلمي 

 Hemiptera (Navas-Castilloالتي تعود الى رتبة  Sternorrhynchaضمن تحت رتبة 

ا على الظروف البيئية تمتاز بدورة حياتها القصيرة نسبيا   (.2021الخزاعي ، ; 2011واخرون، اعتماد 

 تها التي تشملدورة حياتستغرق و (.2000، وآخرون  Martin) أجيال سنوي اعدة لديهم كما ان السائدة 

العذراء والحشرة الكاملة  ذ والحورية الثالث  طور و الثاني الحورية طورو  الزاحفة الحوريةو البيضة

تقريبا  بينما يكون في  ا  يوم 20أسابيع وتعيش فيها الاناث فترة زمنية أطول بمعدل يبلغ  ثلاثة عادة  فترة

القاسم  1983; ، واخرون  Butler)% 60م̊ والرطوبة  25أيام عندما تكون درجة الحرارة  تسعةالذكور 

ه دائري متطاول من الجهة الخلفية وذو زائد شوكية تساعده ن  أتضع الاناث البيض الذي يمتاز ب(.1998، 

وتختلف فترة حضانة البيض . ملم 0,03الى  هاوليصل ط البقاء على السطح السفلي لأوراق النباتات على

بحسب درجة الحرارة والرطوبة المحيطة ولقد وجد ان الظروف المثلى لفقس البيض هي درجة الحرارة 

 تفقس. م̊ 36الا ان البيض لا يفقس اذا ما بلغت درجة الحرارة اكثر من % 75ورطوبة نسبية  م̊ 25

 0,26×  0,15صفر الى اصفر مخضر وبحجم يتراوح بين ذو لون ا زاحفطورحوري اول  الى يوضالب

وتكون الارجل الصلبة الجانبية  الاهدابمن  ا  زوج ستة عشر ذو شعيرات شمعية بالإضافة الىملم 

 عن طريق للتغذية عائل المناسبال جدي أن الى ، يتحرك لفترة قصيرةمتطورة ذات أربعة مفاصل

 Thompson،2011 ،;1992 جرجيس  (سطح الورقة ىعل وثابتة ملتصقةوتبقى  العصارة، إمتصاص

لون اخضر ب ذو شكل بيضويونه اكثر تطورا  أبعدها ينسلخ الى الطور الحوري الثاني الذي يمتاز ب (.

بينما يكون الطور الحوري الثالث ذو جسم بيضوي  مصفر مع أجزاء فم متطورة وقرون استشعار متميزة

غير متميزة وقرون استشعار تميل الى الجزء الأوسط من الجسم متطاول بلون اصفر فاتح بعيون صغيرة 

وبالرغم من عدم وجود . الشمعية الشعيرات الى جانب الظهر على الأهداب من أزواج ثلاثة رؤية يمكن و

ه توجد اختلافات مظهرية مميزة بينهما حيث ن  أفترة انسلاخ بين الطور الحوري الثالث وطور العذراء الا 

مع ت ميز أجزاء ملم  x 0.56 0.48ذات لون اصفر فاتح وشكل بيضوي محدب بحجم  تكون العذراء

 نسبيا   طويلةمن الاهداب ال أزواج سبعةمع بروزوتكون قرون استشعار قصيرة ومركبة الصدر والبطن 

 ; Naranjo،2010 و Stansly) الذيل طرفعلى  ثامنال وجالز بينما يتواجد العذراء ظهر على

 وذها غضة وذات لون ابيض مصفر ون  أأخيرا  تمتاز الحشرة الكاملة حديثة الخروج ب .(2021الخزرجي، 

كنتيجة لتراكم المادة صفراء ولكن بعد فترة قصيرة يتحول لونها الى الأبيض الاجنحة ال مـن زوجيـن
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 ملم 1,15وتمتاز الاناث بمعدل طول  (.2020واخرون، Fiallo-Olive) الشمعية على الجسم والاجنحة 

منها  كل من بالقرب بسيطة عين ن مع وجودوضيقتا منفصلتان مركبتان عينانملم وذات  0,35وعرض 

،  Borrer) قطع سبعيتكون كل منهما من ملم  0.2 – 0.3 بطول استشعار قرني بالإضافة الى وجود

 شمعيلا مسحوقالب مغطاةها تمتلك زوجين من الاجنحة الشفافة الن  أكما (. 1998القاسم ،   ; 1954

 ثم الأوسط وبعده الخلفي الزوج أطولها شعيراتزودة بثلاثة ازواج من المتكون  الأرجل إن كما بيضلاأ

 ملم واحد حوالي طوله يبلغاذ  الأنثى منحجما   أصغر الذكرومن جانب اخر يكون   الأمامي الزوج

اصغر مما  يضا  أتكون التي  والأرجل الاستشعار قرونينطبق على طول  نفسهوالامر  ،ملم 0.2 هوعرض

بنحافته من المنتصف الى المؤخرة حيث ينتهي بشكله المدبب مع وجود زوج  الذكر بطن ويتميز الأنثى في

 الطيران على القدرةيمتلك الذكر والانثى ( 1980 ،العزاوي )من الماسكات في نهاية البطن 

(Thompson،2011 .) 

 

 

 

 

 ،كما الحرارة ودرجات الحشرة تطور مدة بين عكسية   علاقة   هناك أن  ب لقد أظهرت العديد من الدراسات    

 المتزاوجة والذكور للاناث البقاء فترة الحرارة وأن ةدرج بتغيرللذكور والاناث  الكاملة الحشرة عمر يتأثر

 حلقة في الغالب فيتضع الانثى بيضها . (1992 ، المحسن العبد ) المتزاوجة يرالغ من تلك أطولتكون 

بيضة  100كما يوضع بشكل مبعثر أيضا  ويكون معدل عدد البيض خلال فترة حياتها الكاملة هو  رةصغي

 حوريات نتجيملقحا  اما البيض هذا وقد يكون  للأوراق السـفلي السـطحتضعها داخل سويق في انسجة 

 ويفقس ور فقطذك الى تتحول حوريات عنها نتجت ملقح غيراو من كلا  الجنسين  كاملة حشرات الى تتحول

  )  اعتمادا  على درجة الحرارة المحيطة أربعة أيام إلى سبعة عشر يوما    حوالي عادة بعد مضى  البيض

Brown  ،2007 .)  

 (2016واخرون، Chen) الذكر♂ الانثى  ♀ . الحشرة البالغة للذبابة البيضاء (:3)شكل 
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1البيض،  B. tabaci .Eggs حشرة الذبابة البيضاء دورة حياةمراحل  :(4) شكل
st
 instar  الطور

2الحوري الأول، 
nd

 instar 3ي، الطور الحوري الثان
rd

 instar  ،الطور الحوري الثالثPupa  العذراء و

Adult  (.2021الخزرجي،)البالغة 

 

 حشرة الذبابة البيضاءالضرار القتصادية ل: نياا ثا

التي تؤثر بشكل كبير عالميا  على الآفات الرئيسية قائمة في  B. tabaciتوضع حشرة الذبابة البيضاء    

القطن والطماطة والتبغ في جميع مناطق ة وبالخصوص محاصيل انتاج العديد من المحاصيل المهم

ويعود سبب ذلك الى تعدد الاضرار التي تسببها (. 2011، اخرونو De Barro)زراعته في العالم 

 :يمكن تقسيمها الى الاتيو

  ةمباشرالر اضرالا ( أ

من خلال غرز أجزاء وذلك العصارة النباتية ينتج هذا النوع من الاضرار عن طريقة تغذية الحشرة على 

تتغذى على محتوياته من ل من اجل الوصول الى اوعية اللحاء ورقةفمها الثاقبة الماصة في أنسجة ال

وتستمر الحشرة  (.2016واخرون، Unger ،1994; Chenو  Baufeld)السكريات والأحماض الأمينية 

تزاوج ما تتغذية حتى عندلا تتوقف عن ال طول فترة حياتها حيثفي امتصاص عصارة النبات بشراهة 

مع  هضعف النبات وذبولوهذا التغذية المستمرة بطبيعة الحال تسبب . (Gerling ،1990 )ضع البيض وت
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أنزيمات تؤثر في العمليات الفسلجية ويرافق عملية التغذية هذه افراز  الاصفرار والتقزم وقلة الحاصل

 Brown ،1991; Fiallo-Olivé)وتساقط أزهار عدم انتظام النمو وتشوه وجفاف  ينتج عنهللنبات مما 

 .(2020واخرون،

  ةر غير المباشراضرالا ( ب

سطح  تتساقط على والتي  Honeydewلندوة العسلية يرافق تغذية الحشرة على العصارة النباتية افرازها ل

سوداء نمو فطريات الاعفان الوالقطن مما يؤدي الى تراكم الاتربة لياف أالأوراق والأزهار والجوز و

في عمليات التنفس  يؤثركما بشكل كبير الضوئي  البناءعملية وهذا الامر بطبيعة الحال يؤدي الى إعاقة 

مما ينتج عنها ضعف النبات وانخفاض انتاجه كما  ونوعا  وموته في حالة الإصابة الشديدة والنتح 

(Thompson  ،2011 .) 

 خطورة  شدر الأاضرالا( ج

مسببات أمراض لعديد من كفوء لالنقل عن قدرة حشرة الذبابة البيضاء على ال وهي الاضرار الناتجة   

نوع  اعتماد  على% 90-50في الحاصل تتراوح بين  خسائر اقتصادية التي ينتج عنهاالنبات الفايروسية 

نوع تعود الى  1500بالرغم من وجود  اذ . (2011،واخرون  Al-ani)ظروف البيئية المحصول وال

بة البيضاء، ولكن القليل منها فقط اظهر المقدرة على نقل الفايروسات النباتية منها ألانواع حشرة الذبا

 ا  نوع 40التي تشمل ( 2011واخرون، Navas-Castillo( )1)جدول  Bemisia tabaciالمعقدة للـ 

أبرز  (1)ويوضح جدول ( Cryptic species)مظهريا  لذلك تسمى بالانواع المبهمة او اللغز  ا  متشابه

تنتشر هذه الأنواع في المناطق ( 2013واخرون، Lee ;2020واخرون،  Kareem)هذه الأنواع  

الاستوائية وشبه الاستوائية وهي مسؤولة عن نقل العديد من الفايروسات النباتية التي تقدر اعدادها بأكثر 

% 4والـ  Crinivirusالى جنس % 6و  Begomovirusمنها الى جنس % 90فايروس يعود  111من 

 ; Carlavirus (Jones،2003و  Ipomovirusو  Torradovirusالباقية تعود الى الاجناس 

Mugerwa ،2018واخرون.) 
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  Kareem)   بعض أنواع حشرة الذبابة البيضاء المعروفة كناقل لفايروسات النبات  (:1)جدول 

 (Fiallo-Olivé  ،2020 ;2020واخرون،

 Biotypeالنمط الحيائي  الختصار ضاءأنواع حشرة الذبابة البي

B. tabaci Asia 1 * H 

B. tabaci Asia II 1 * ZHJ2 

B. tabaci Asia II 3 * ZHJ1 

B. tabaci Asia II 7 * Cv 

B. tabaci Mediterranean MED Q1 

B. tabaci Middle East-Asia Minor 1 MEAM1 B 

B. tabaci Middle East-Asia Minor 1 MEAM1 B2 

B. tabaci Middle East-Asia Minor 2 MEAM2 * 

B. tabaci New World NW A 

B. tabaci New World 2 NW2 * 

   على ان نوع الذبابة البيضاء لا يملك اختصار او لا يعرف له نمط احيائي حاليا* تعني علامة 

 

 Geminiviridae ى عائلة الأكبر من بين الاجناس التسعة التي تعود ال Begomovirusيعتبر جنس 

(Zerbini  ،2017واخرون .)الباقية او وأن طريقة النقل المثلى لفايروسات هذا الجنس هي الدائمية 

Persistent المتكاثر ولكن يوجد جدل مستمر حول فيما اذا كانت من النوع الدوارCirculative 

propegative   او الدوار الغير متكاثرCirculative non-propegative   وبرغم ذلك يوجد هنالك

 Tomatoعلى الأقل فايروس تجعد واصفرار أوراق الطماطة  ن  أادلة متراكمة تشير بوضوح الى 

yellow leaf curl virus  الذي يعتبر من فايروسات الجنسBegomovirus  الأكثر ضرارا  يتكاثر

هنالك العديد من الفايروسات  بالإضافة الى هذا الفايروس يوجد(. Wang ،2016)داخل جسم الحشرة 

 Tomato yellow leafمنها فايروسات ها وتنقل بواسطة الحشرة نفسنفسه المهمة التي تعود الى الجنس 

curl Sardinia virus  ،Tomato yellow leaf curl Malaga virus  ،Tomato yellow leaf 

curl Malaga virus ،Tomato leaf curl New Delhi virus  الاعراض بتشترك بتسببها التي

 Chino del tomato virusواصفرار أوراق الطماطة بالإضافة الى  المتمثلة بتجعدنفسها والمرضية 

 ; 2018واخرون، Pan)الخ  Tobacco curly shoot virusو  Papaya leaf curl China virusو

Venkatarvanappa ،2017واخرون  ; Weng ،لجنس اما فايروسات ا(. 2015واخرونCrinivirus 
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 وأ الدائمية شبه تنتقل بالطريقة Closteroviridaeمن أربعة اجناس تعود الى عائلة  ا  الذي يعتبر واحد

 Lettuce infectiousبرز هذه الفايروسات أومن ( Falk،2006و Ng) Semi-persistent الباقية شبه

yellows virus  و  Sweet potato  chlorotic stunt virus وTomato chlorsis virus (Chen 

ما فايروسات الجنس أ .(Fiallo-Olivé  ،2020 ; 2003واخرون، Valverde ;2011واخرون،

Torradovirus  الذي ينتمي مع أربعة اجناس أخرى الى عائلةSecoviridae تنتقل أيضا بالطريقة فهي 

 Tomato torrado virusسات برز هذه الفايروأومن  Semi-persistent الباقية شبه وأ الدائمية شبه

(Amari ،2008واخرون) وTomato marchitez virus  وTomato chocolate virus 

(Verbeek ،2014واخرون .) كذلك تنتقل فايروسات الجنسIpomovirus  الذي يعود الى عائلة

Potyviridae (King ،2018واخرون )شبه او يةدائم وهي طريقة الشبهنفسها  الطريقة المذكورة سابقا  ب 

 Cucumber veinومن ابرز فايروسات هذا الجنس هي ( 2011واخرون ، Navas-Castillo)باقية  

yellowing virus   وSquash vein yellowing virus  وSweet potato mild mottle virus  و

Tomato mild mottle virus (Fiallo-Olive ،2020واخرون .) واخيرا  فايروسات الجنس

Carlavirus   الذي يعود مع جنسين اخرين الى عائلةBetaflexiviridae (Adams ،2016واخرون )

الذي  Cowpea mild mottle virusها تنتقل بواسطة حشرة المن باستثناء فايروس ن  أوالمعروف عنها ب

 Non-persistent الباقية غير او الدائمية غير ينتقل بواسطة حشرة الذبابة البيضاء  بالطريقة

(Zanardo  وCarvalho،2017 .) سائد في مجتمع علماء  جدير بالإشارة الى وجود اعتقاد  ومن

بكثير مما هو معروف حاليا  كثر أحشرة الذبابة البيضاء قادرة على نقل أنواع  ن  أالفايروسات النباتية مفاده 

تشخيص العديد ف وسوف يؤدي الى اكتشاوان تقدم تقنيات ووسائل الكشف عن الفايروسات في المستقبل 

 (.2020الخزرجي، 1994; ،وآخرون Markham ; 1994وآخرون،  Mehta)منها 

 

 Maiestas dorsalis قافزة أو نطاط الوراقحشرة : 2-1-3

  التصنيف والوصف المظهري: أولا  

(  zigzag leafhopper)اسم قافزة أو نطاط الأوراق ذو الخط المتعرج هذه الحشرة  يطلق على    

رتبة  والتي تعود الىMaiestas dorsalis  Motschulsky)، (1859 و هها العلمي واسم

Hemiptera ، عائلةCicadellidae تحت عائلة ،Deltocephalinae  قبيلة ،Deltocephalini  وقد

 Maiestasنقلت الى الجنس  2009ولكن في العام  Reciliaكانت سابقا  توضع ضمن أنواع الجنس 

(Webb  وViraktamath،2009 .) ومن أبرز صفات العائلة التي تنتمي اليها هذه الحشرة إمتلاكها

هذا  تميززوج من العيون البسيطة على الحافة الامامية لرأس الحشرة وتكون الاجنحة أطول من البطن مع 
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كما تمتلك لصليبة القاعدية على الجهة ( 5شكل ) بعلامات متعرجة بنية على الأجنحة الأمامية النوع

لعلوية من الجناح مع تضخم قاعدة قرن الاستشعارا  تحديدا  العقلة الثانية التي تصبح شبيه بالبصلة ا

 ; 2010واخرون، Gnaneswaran)بالإضافة الى وجود مهماز ضخم يقع في نهاية ساق الرجل الخلفية 

 (. 2018، ملاحال ; 2016حميد،

 

 

. M. dorsalisلأوراق الصفات المظهرية المميزة لحشرة قافزة ا(: 5)شكل 

(https://www.inaturalist.org/taxa/552972-Maiestas-dorsalis/browse_photos) 
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 الضرار القتصادية : نياا ثا

مهمة على العديد من حشرية  ةفأتبر تع M. dorsalisمنها و الاوراقفزات ان العديد من أنواع قإ   

 :سبب العديد من الاضرار منهازراعية وخصوصا  الرز إذ تالمحاصيل ال

 الضرار المباشرة  ( أ

ازداد في العقود الماضية ثاثير هذه الحشرة واعتبارها كأفة حشرية رئيسية تؤثر وبشكل كبير على     

وينتج هذا التاثير عن . المحصولغلة ثقيلة في مما أدى إلى خسائر  محاصيل الرز العالية الإنتاجية

-Piercing)ترق انسجة اللحاء بواسطة أجزاء فمها الثاقبة الماصة الحوريات والبالغات التي تخ

sucking ) لكي تمتص النسغ او العصارة النباتية بما تحتويه من مغذيات ضرورية لنمو النباتات وينتج

 Chaturvedi،1980 ; Ramyaو  Mathur (عن الكثافة العالية لتواجدها ونشاطها حالة مرضية 

 (.2017واخرون،

 

 مباشرة الأشد خطورة الغير  الضرار ( ب

عديد من الفايروسات النباتية الممرضة التي لل على العمل كناقل رئيسيتمتاز هذه الحشرة أيضا بقدرتها     

على العديد من المحاصيل وبصورة رئيسية محصول الرز مثل الفايروسات تسبب خسائر اقتصادية كبيرة 

Tugro virus  و Orange leaf virus الى  بالإضافةRice grassy stunt virus (Hibino ،1989 

اثناء وضعها للبيض في القافزات يضاف الى ذلك فان اناث حشرة  2017) واخرون، Ramya ; 1996و 

انسجة النبات العائل تعمل منافذ تستعملها بعض المسببات المرضية للدخول الى انسجة النبات والتسبب 

تفرز اثناء تغذيتها الندوة العسلية التي تسبب في نمو العفن السخامي بالاصابة كما ان جميع اطوار الحشرة 

الذي يغطي سطح الانسجة التي ينمو عليها وبالتالي يحد او يمنع عملية البناء الضوئي التي تسبب التاثير 

 (.2018الملاح،)المباشر على نمو النبات 

 

 تشخيص الفايروسات النباتية: 2-2

 مشاهدةقدرة على مالتطور مع تشخيص الكائنات المجهرية بداءت بالتوازي بصورة عامة ان طرائق     

م 1665كان روبرت هوك أول من نشر وصف ا للكائنات الدقيقة في عام  اذ الكائنات الحية الدقيقة وتأثيراتها

بضع وفي غضون  وصف مفصل لفطريات الدقيقةطوره بنفسه من اجل لمجهر ضوئي عند استعماله 

بعد هذا و .البكتيريا والأوليات بعضوصف في أنتوني فان ليفينهوك طرق ا مماثلة  استعمللاحقه سنوات 

التيقن مسببات الأمراض ولكن تم من بأنها  ها، تم تحديد العديد من البكتيريا ووصف ةالأولي اتالاكتشاف

ئنات بعض الامراض على الكاغير معروف قادر على التسبب في اخر ممرض الاعتراف بوجود كيان و
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 وم Adolf Mayer 1879 العلماء  أظهر عملوهذا ما تحقق اذ . الحية المختلفة والتي شملت النباتات

Dmitriy Ivanovsky  بين التكاثر والانتقال عامل ممرض غير بكتيري قادر على م 1892في العام

م أجرى 1898عام لاحقا  في ال(. ;Hull ،2013 )التبغ فسيفساءوالتسبب بمرض تبرقش أو  نباتات التبغ

تجارب الفلترة والتي اثبت من خلالها بأن  مسبب مرض  William Beyrink و Martinosالعالم 

والتي تعني  يروسافاطلق عليه تسمية أصغر من البكتيريا، وهو كيان ممرض  تبرقش او فسيفساء التبغ

ا لصغر حجم و( Poisonous liquid)باللغة اللاتينية السائل السام  يروس، فقد ظلت االفمات جسينظر 

 غير مرئية حتى ثلاثينيات القرن الماضي عندما تم الكشف عنها بالمجهر الإلكتروني

(Thorburn،2016.) 

 يةمراض النباتلادارة أأ والخطوة الاولى في الأساسللمسبب المرضي هي التشخيص تعتبرعملية      

ا لأن  و(. Dijkstra،2006 و Van der Want)بها والتنبؤ بخسارة المحاصيل بسبب الإصابة  ه بعد نظر 

والتامه السيطرة الفعالة  فيالمعالجات الكيميائية الزراعية للنباتات اغلب يروس، لا تؤدي االإصابة بالف

تطبيق تدابير المكافحة قبل  عن طريقيروسية بشكل أكثر فاعلية اتم إدارة الأمراض الفي لذلك. عليه

من الأمراض الفيروسية النباتية، من ولغرض الوقاية (. 2011ن، واخرو Aboul-Ata) الإصابةحصول 

المهم معرفة الأسباب وتمييز النباتات المريضة والنباتات غير المصابة التي تظهر عليها أعراض شبيهة 

وهذا بالطبع يشمل تشخيص الفايروسات المرافقة لنواقلها سواء (. 2006واخرون، Pearson) يروسابالف

استعمال يروسات النبات، مثل اتم تطوير الكثير من الطرق للكشف عن ف لذلك. ام غيرهاأكانت الحشرية 

 ; 2004واخرون، Webster) والتقنيات المصلية والطرق الجزيئية المجهري، فحصالالنباتات الكاشفة، و

Lopez ،تشخيص الرئيسية في طرق التم مراجعة عدد من ومن بين هذه الطرق سوف ي(. 2008واخرون

 :روسات النباتفاي

 

 للفايروسات النباتية  الطرق التشخيصية التي تعتمد على الخصائص الحيوية والمظهرية: 2-2-1

كوسيلة لقد استعملت في بداية دراسة الفايروسات النباتية الاعراض التي تسببها على العوائل النباتية     

لمرض في بدايته ولكن صاحبة هذه في تشخيصها والتخلص من النباتات المريضة لغرض السيطرة على ا

الطريقة مشاكل تؤثر بشكل مباشر على طبيعة هذه الاعراض اذ تجعلها متباينة مثل اختلاف نوع سلالة 

الفايروس ونوع النبات العائل ووقت حصول الإصابة والظروف البيئية السائدة عند حصول الإصابة 

فة تسبب ظهور اعراض متشابه على العائل يضاف الى ذلك وجود سلالات أو فايروسات نباتية مختل

نفسه، وفي بعض الأحيان تظهر اعراض مرضية مشابهة للاعراض التي تسببها الفايروسات ولكنها تكون 

(. Awasthi،2020)ناتجة عن اختلاف الظروف البيئية او نقص بعض العناصر الغذائية وغيرها 
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جرى الاعتماد على بعض النباتات الكاشفة مثل  ولغرض زيادة الدقة والتغلب على بعض من هذه المشاكل

(Nicotiana tabacum) و( Chenopodium quinoa) و( Phaseolus vulgaris)  التي تظهر

عليها اعراض مرضية مميزة كنتيجة للإصابة ببعض الفايروسات وذلك عن طريق استعمال العصارة 

ح في تشخيص العديد من الفايروسات النباتية النباتية المصابة في تلقيحها اذ طبقت هذه الطريقة وبنجا

(Horvath ،1993 .) ستعمال هذه الطريقة بشكل روتيني في اغلب المختبرات العالمية من إوبالرغم من

نسبيا  مع  طويلا   ا  تستهلك وقتنفسه الوقت باجل تشخيص الفايروسات او حفظها او لغرض اكثارها ولكنها 

روسات بالاعتماد فقط على الاعراض المرضية التي تسببها يضاف الى واستحالة تميز بعض الفايأصعوبة 

حاجة هذه الطريقة الى الخبرة العالية للقائمين على تنفيذها وتميز الاعراض المرضية التي تظهر على 

 .(2008واخرون، مكوك) النباتات الملقحة

يروسات النباتية استعملت لغرض الحصول على معلومات وافية عن الصفات المظهرية لجسيمات الفا    

المجاهر الالكترونية التي يمكنها اثبات الاصابة بأكثر من فايروس في النبات نفسه، إذا كانت صفاتهم 

وعموما  أن  عملية الكشف باستعمال المجهر الالكتروني عن الفايروسات ذات الاشكال . الخارجية مختلفة

أو متعددة الوجه وبرغم من هذه الفوائد إلا أن  هنالك العصوية والخيطية يكون اسهل مما لوكانت كروية 

بعض المعوقات المرافقة لاستعماله منها صعوبة إيجاد الفايروسات في النسيج النباتي المصاب اذا ما كانت 

بتراكيز منخفضة وأيضا يحتاج استعمال هذا النوع من المجاهر الى مختصين ذوي خبرة في تحضير 

مختلفة تحتاج الى مواد وأدوات خاصة بالإضافة التكلفة العالية لهذا النوع من  العينات التي تمر بمراحل

 Milne ،1993 ; Knipe)المجاهر والتي قد لا تتوفر في اغلب الموسسات العلمية والمراكزالبحثية  

،2013 .) 

 

 الخصائص البروتينية للفايروسات النباتية الطرق التشخيصية التي تعتمد :2-2-2

مع ( Antibodies)مضادة الجسام لاأ الناتج عن تفاعل الكشف المصلي مل هذه الطرق هوأساس ع    

والتي تكون عبارة عن بروتينات والتي منها برويتنات ( Antigens)أو المستضدات  مولدات المضادات

في مستضدات بحالتها النقية كيروسات االفهذه  وتحقن(. Torrance،1998)الغلاف للفايروسات 

من اجل انتاج الاجسام المضادة المتخصصة التي تستعمل لاحقا  في الكشف عن  ات الثديةالحيوان

مكوك )للفايروسات  روتينية يةأداة تشخيصك التقنيةهذه عمال است الفايروسات في النباتات المصابة، اذ تم

نها ويوجد في الوقت الحاضرالعديد من الطرق المصلية م( 2001واخرون، Fegla ; 1996وقمري ، 

 Tissue blotطريقة لطخة الانسجة المناعية و  Agglutinationطريقة التخثر او التراص  

immunoassay الإدمصاص المناعي المرتبط بالإنزيم وطريقة (ELISA ) التي تمثل اكثر الطرق
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. صيلمن التف ءلذلك سوف يتم التطرق اليها بشيفي مجال تشخيص الفايروسات النباتية لا  االمصلية استعم

حيث استعملت  Adamsو  Clarkمن قبل العالمان  1977لقد تم تطوير هذه الطريقة لأول مرة في العام 

الطرق أكثر وبنجاح في الكشف عن جميع أنواع الفايروسات ومنها فايروسات النبات حيث  تعتبر من 

تختلف . الناقلة راتوالحش المختلفة والبذور النباتية نسجةالفيروسات في الا لكشف عنفي ا ا  شيوعالمصلية 

من عادة على أسطح صلبة مصنوعة او التراص بكونها تجرى الترسيب هذه الطريقة عن الطريقة 

في  هذه الطريقةتتمثل مزايا . بالصل (Polystyrene microtiter plates) البلاستيك البولي ستيرين

 Vemulapati)ه نفس الوقتحساسيتها العالية نسبيا  ، ويمكن فحص عدد كبير من العينات في 

، الفايروساتلكشف عن ة في ام المضاداجسكمية قليلة من الافضلا  عن حاجتها الى (. 2014واخرون،

لقد تم تطويرها الى طرق (. Hughes ،2001و  Naidu) شبه آلية تنفيذها بطريقةكون يويمكن أن 

ولكن مبدأ التفاعل والمحصلة مختلفة عن بعضها البعض في مبدأ وضع الأجسام المضادة والفيروس، 

 Doubleمثل  (Bar-Joseph ،1984 ; Luminex ،2010و  Clark)النهائية تكون متشابه تقريبا  

antibody sandwich-ELISA وDirect antigen coating-ELISA   وTriple antibody 

sandwich-ELISA (Awasthi،2020 .)ن العديد لقد تم توضيف هذه الطريقة في الكشف وبنجاح ع

 Potatoو  Potato leaf roll virusو  Citrus tristeza virusمن الفايروسات النباتية المهمة مثل 

virus X  وPotato virus Y (El-Araby ،2009واخرون ; Sun ،2001واخرون .) وباعتبارها

لاجسام التي طريقة تعتمد على التفاعل بين المستضدات والاجسام المضادة لذلك فأن  مدى توفر هذه ا

تستهدف فايروسات محددة أمر  ضروري جدا  في نجاحها وبالوقت نفسه هنالك نقطة مهمة يجب الإشارة 

ا خاطئ ا بسببهذه الطريقة قدم ت اليها وهي احيانا    ىبشكل رئيس التفاعل الموجب الكاذب الذي ينتج تشخيص 

 و Kfir)النباتية  في العيناتأو التفاعل المتبادل مع عوامل معينة  غير المحددالتفاعل من 

Genthe،1993  .) أيضا تحتاج هذه الطريقة الى كمية كبيرة من العينات للكشف عن الفايروسات

المستهدفة مع حاجتها الى يومين تقريبا  لاتمام طريقة العمل مقارنة بالطرق الجزيئية التي تحتاج الى كمية 

 (.Luminex،2010 ; 2005رون،واخ Lievens)اقل من العينات وفترة زمنية اقصر 

 

 خصائص الحماض النووية للفايروسات النباتية الطرق التشخيصية التي تعتمد :2-2-3

الجينوم  في منطقة أي استهداف اذ يمكنها ،ة النووي التشخيص الجزيئي على الاحماض ائقتعتمد طر     

ان هنالك حالات لا يمكن معها ذلك فمن الجسيمة الكاملة للفايروس علاوة على % 95-90الذي يمثل 

 RNAالمصلية المناعية مثل الفايرودات التي هي عبارة عن حامض نووي التشخيصية استعمال الطرق 

فقط كما ان هنالك فايروسات تمتاز بضعف مناعي وأخرى يصعب الحصول عليها بصورة نقية يضاف 
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م مضادة تتفاعل معها جميعا مثالها اليها فايروسات لها طرزمصلية متنوعة لا يمكن معها انتاج اجسا

 لذلك يعتبر تطبيق الطرق التشخيصية الجزيئية هو الحل الأمثل Tobacco rattle virusفايروس  

 تشخيصبديلا عن الطرق المصلية في  الجزيئية الطرق تطبيق يمكنوحاليا  (. 2008واخرون، مكوك)

لا بل حتى وان لم  يروساتاللف الوراثية لمعلوماتا تتوفر عندما يروسيةاالف النباتية الأمراض من العديد

 بسبب اتالمختبر في شائع بشكلعمال الطرق الجزيئية است يتمو (.Hadidi،2019)تتوفر هذه المعلومات 

 Jeong)وتتوفر في الوقت الحاضر العديد من الطرق التشخيصية الجزيئية  والحساسية العالية الدقة

 :من أهمها(  2014واخرون،

 Polymerase Chain Reaction (PCR)تفاعل البلمرة المتسلسل  :اولا 

بشكل كبيرجدا  بعد تطوير  مض النووياعلى الحالتي تعتمد التشخيصية  الطرقحساسية لقد تطورت     

 Polymeraseلطريقة اطلقوا عليها اسم تفاعل البلمرة المتسلسل  (1983)وجماعته  Mullisالعالم 

Chain Reaction تعمل في تضخيم او عمل ملايين النسخ المتشابه لمنطقة معينة في تسلسل والتي تس

التنفيذ سرعة  إن  . (1995واخرون، Hadidi)الحامض النووي حتى وإن كان تركيزه منخفضا  جدا  

للكثير من مجالات  ة  ملائم ا من اكثر الطرقجعلته العالية لهذه الطريقة التشخيصيةوالحساسية  والتخصص

 )بصورة خاصة الاحياء بصورة عامة وعلم الاحياء المجهرية ومنها الفايروسات معل البحوث في

Candresse 1998واخرون; ،Rubio ،ولتنفيذ هذه الطريقة يتوجب استخلاص  .(2020واخرون

كما نحتاج زوج من البادئات والتي هي عبارة عن سلسلة بطول ( DNA + RNA)الاحماض النووية 

 Taqانزيم النسخ  بشكل متعاكس لقطعة من الحمض النووي المراد تضخيمه ونيوكليوتيدة مكملة  18-30

polymerase بالإضافة الى دورات تفاعل تتكون من ثلاثة خطوات تبدأ بفك   ومكونات التفاعل الاخرى

بمدد  م̊ 95-94عن طريق رفع درجة الحرارة بين  DNAبين شريطي الـ( Denaturation)الارتباط 

خفضة درجة الحرارة اعتمادا  على طول البادئات ونوع القواعد المكونة لها  الى ما بين زمينة مختلفة ثم 

( Extension)البادئات بالمناطق المستهدفة وبعدها تمدد ( Annealing)من اجل التصاق  م75̊و  45

منية محددة ولمدة ز م̊ 72بناء الشريط المتمم الذي يكون امتدادا  للبادئات وذلك برفع درجة الحرارة الى 

مرة  علما  أن   40الى  30إن هذه الخطوات الثلاث تتكرر ما بين . تعتمد على طول المنطقة المستهدفة

تمدد أولية تسبق هذه الدورات وأيضا خطوة ( Denaturation)هنالك خطوة  بفك الارتباط 

(Extension)  بعد ذلك يتم التحقق من . نفسها، بعد انتهاء هذه الدوراتبدرجة الحرارة دقائق  10-5لمدة

نتائج التفاعل بعملية تسمى بالترحيل الكهربائي عن طريق تحميله على وسط هلام الاكروز وترحيله 

كهربائيا  من القطب السالب الى القطب الموجب ويتم إضافة صبغة بروميد الاثيديوم الى الوسط من اجل 

 Saiki)ط الاشعة فوق البنفسجية عليها ان ترتبط بالحامض النووي المضاعف وتجعله مرئي بعد تسلي
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كأحد التقنيات ( PCR)المتسلسل لمرة يعد تفاعل البو(. 2003واخرون، McCartney ; 1988واخرون،

تحليل التعبير  والتلاعب الجيني  والاستنساخ  العديد من التطبيقات مثلة ولها جزيئيللأبحاث الالأساسية 

كأداة يعتبر بالإضافة إلى ذلك . (2016واخرون، Boonham) الطفراتوالتنميط الجيني  والجيني 

عن فيروسات النبات في المختبر  ومنها الأمراض مسببات العديد من لكشف عنفعالة في اتشخيصية 

اذ استعمل وبنجاح في تشخيص  (.2004وآخرون ،  Webster) يةتجارب الجزيئالويشيع استخدامه في 

و  Badnavirusو  Cauliomvirusثل أنواع الاجناس م( DNA)الفايروسات ذات الحمض النووي 

Geminivirus  وNanovirus (،2008مكوك واخرون ;  Uyeda و Masuta،2015) . 

والتي تعتبر الأغلبية فقد  RNAولغرض تشخيص الفايروسات النباتية ذات الحمض النووية نوع     

 RNAة مكملة للشريط الـتعمل سلسلComplementary DNA (cDNA ) طورت تقنية خاصة تسمى 

Reverse Transcripase (RT )ذو شريطين بواسطة انزيم خاص يسمى   DNAالمفرد وتحويله الى 

كما هو موصوف ضخيم الجين أو المنطقة غير المشفرة في جينوم الفايرس لت PCR الـ تقانةقبل البدء ب

وبسبب  (.RT-PCR( )King،2010) ويطلق على هذه العملية بتفاعل البلمرة المتسلسل العكسي  أعلاه

حساسية وتخصص هذه الطريقة وموثوقيتها ورخصها مقارنة مع الطرق المصلية فقد استعملت بنجاح في 

 و Potato virus Xمثل الفايروسات  RNAتشخيص العديد من الفايروسات النباتية ذات جينوم الـ

Potato virus S  وPotato leaf roll virus (Ham،2003 ; Peter ،2009واخرون ; Drygin 

 Peter  ; 2004واخرون، Singh)الفايروسات المنقولة بحشرة المن كذلك اكتشاف ( 2012واخرون،

طرق التشخيص  لمعظم ا  المتسلسل أساس البلمرةتفاعل  طريقة عتبروبشكل عام ت (2009واخرون،

والتي منها  (2020ن،واخرو Rubio)خصائص الاحماض النووية على تعتمد حاليا  التي  المستعملة

طريقة تفاعل البلمرة المتسلسل المتداخل و  Multiplex PCRالمتعدد  طريقة تفاعل البلمرة المتسلسل

Nested PCR لحظي طريقة تفاعل البلمرة المتسلسل ال وReal-time PCR  (Rajapaksha 

 (. Sambrook،2019و  Green ; 2019واخرون،

 RNAو DNAووية تحديد تسلسل الحماض الن :ثانياا 

التي اكتشاف الحمض النووي وبنيته الإجمالية الجهود الحثيثة من قبل عدد كبير من العلماء حول بعد     

تحديد التفاصيل الدقيقة زاما  لاصبح ، من قبل العالمين واتسون وكريك 1953تكللت بالنجاح في العام 

 ةمعرف ن  بعد هذا الاكتشاف العظيم أمباشرة  ن علماء الحياةقكل لهذا المركب العجيب اذ ايوأنماط الهي

مسببات الأمراض للعديد من المشاكل الحيوية ومنها يمكن أن توفر نظرة ثاقبة  ص هذا المركبئخصا

تم تحقيق ذلك بنجاح لقد و. على العديد من الكائنات الحية التي تشمل العوائل النباتية المسؤولة عن العدوى

 :مرت بثلاثة اجيالطرق مختلفة عمال باستض النووية عن طريق تحديد تسلسل الاحما
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  First generation sequencingطريقة الجيل الأول  ( أ

من أوائل العلماء الذين عملوا في مجال تحديد تسلسل الحامض  Coulsonو  Sangerيعتبر العالمين     

 E. Coli)القالون تيريا بكعاثي تحديد تسلسل ولأول مرة في  1975اذ نجحوا في العام DNA النووي الـ

bacteriophage ) إنهاء السلسلةبعد تطويرهم لطريقة Chain-termination   والتي عرفت لاحقا

الحمض ( Denaturation)وتمسخ ( Purification) وتتضمن تقانة  Sanger Sequencingبطريقة 

ا بالتضخيم من خلال تفاعل البلمرة المتسلسل  م الحمض النووي الناتج إلى ثم يقس، (PCR)النووي متبوع 

جنب ا إلى ( DNA polymerase)انزيم التضخيم بوليميريز الحمض النووي  ةأربعة أنابيب في كل أنبوب

 نيوكليوتيدات خاصة تعرف بـيتم إضافة واحد من أربعة و dNTP جنب مع الأربعة النيوكليوتيدات العادية

dideoxynucleotides (ddNTP ) التي تشملddATP   وأ ddCTP أو ddGTP  وأ ddTTP  اذ

علما   هذه النقطة في DNAامتداد خيط اذا ارتبطت فانها تعمل على انهاء بناء  لذلكسلسلة ، للكمنهي تعمل 

 Smith)أن  إندماج هذا النوع من النيوكليوتيدات المنهية بنسبة اندماج النيوكليوتيدات الطبيعية نفسها

مختلفة وباعتبار أن  نوعا  واحدا  فقط من   DNAج قطع باطوال وهذا يؤدي الى انتا(. 1986واخرون،

ddNTP  تمت اضافته في كل انبوبة لذلك اصبح معروف  نهاية كل قطعة مضاعفة والتي يتم وضعها في

هلام الاكاروز ومن ثم اجراء الترحيل ddNTP حارة مخصصة لكل نوع من الأنواع الأربعة للـ

في كل حارة يتم تحديد تسلسل  النيوكليوتيدات المنهيةالقطع وأنواع الكهربائي واعتمادا على ترتيب 

 .DNA الحامض النووي الـ

واستعملت بشكل اوتوماتيكي او الي من اجل دراسة وتحليل عدد اكثر من طورت هذه العملية لاحقا      

ل نوع من بك( Fluorescent labels)وذلك بدمج او لصق واسمات مشعة ذات الوان مختلفة   العينات

 ddNTPs ويمكن قراءةبحيث تكون كل واحدة منها بلون خاص مميز  ddNTP النيوكليوتيدات المنهية

والتقاط هذه الإشارات الملونة بواسطة الليزر لملونة بعد تحفيزها على اطلاقة الاشعة الفلورية بواسطةا

( 1986واخرون، Smith) كامرات حساسة وسمح هذا التطور في اجراء هذه الطريقة في انبوبة واحدة

لقد تم اعتبار هذه الطريقة و(. 6شكل )نيوكليوتيدة 750 الى  300وينتج تسلسلات او قراءات بطول من 

باعتبارها أول هي الجيل الأول ضمن تقنيات تحديد تسلسل القواعد النايتروجينية للاحماض النووية 

 Schuster ،2008) تقريبا  سنة  30روفة لمدة كانت الوحيدة المعالاختراعات المستعملة في هذا المجال و

; Heather  وChain،2016 .) ها تحتاج فترة زمنية طويلة نسبيا  لتنفيذيها ن  أوبرغم هذه المميزات الا

وأيضا تكلفتها العالية خصوصا  عند تطبيقها على نطاق واسع لذلك أصبحت هذه المحددات حافزا  

 . للمتخصصين من اجل إيجاد طرق بديلة
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  Second generation sequencingالجيل الثاني ق طر ( ب

 تسلسل الجيل التالييوجد هنالك العديد من الطرق المستعملة ضمن الجيل الثاني والتي يطلق عليها 

Next Generation Sequencing   (NGS) ،ا بو  التوازي على نطاق واسع طرق يشار إليه أيض 

Massively parallel sequencing  ، او التسلسل ذو الإنتاجية العاليةsequencing High 

throughput أو التسلسل العميق sequencing  Deep  بشكل كبير من هذه الطرق و تزادحيث

الى  قاعدة  25القراءات التسلسلية باطوال بين  عادة ملايين إلى مليارات، الجينات تسلسلات إنتاجية

 Barba) مقارنة بالطرق السابقةلفة بشكل كبير نايتروجينية وخفض الوقت المطلوب والتك

 منصاتويوجد في الوقت الحاضر العديد من ال. ( Lehman،2019و  Mahon ; 2014واخرون،

   454و Ion PGM Sequencingمثل  مختلفة NGSطرق  التي تستعملالمتاحة 

Pyrosequencingو SOLiD Sequencing وIllumina  ر وتتطو  منصاتهذه ال ن  أ، علما 

هذه المنصات برز أفيما يلي نظرة عامة على خاصة وال هاعن طريق شركاتباستمرار  اداوها يتحسن

 :التي استعملت في دراستنا

 Illumina  

حديد التسلسل بالتوليف او التجميع طريقة ت Solexa المعروفة سابق ا باسم Illumina م شركة تستخد    

Sequencing-by-Synthesis  (SBS)  سواء كانت شظايا الحمض النووي  ثبيتيتم ت اذ( 7)شكل

عملية  تنفيذبعدها يتم بادئات وعلى خلية تدفق مع المقطعة بواسطة انزيمات   RNAاو الـ  DNAالـ

 هايتم غسلالتي و مجموعاتفي لإنتاج نسخ متعددة من الهدف  PCR تضخيم اومضاعفة بواسطة الـ

خاصة مشعة ذات الوان او صبغات فلورية واسمات ب المرتبطة النيوكليوتيدات المنهيةمن بأربعة أنواع 

 Sanger Sequencing (www. Illumina.com)مخطط توضيحي لطريقة (: 6)شكل 
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 شظايا الحمض النووي المقطعةان هذه النيوكليوتيدات ترتبط عكسيا  ب. Illumina) ،(2021 لكل نوع منها

على مواقع الربط  هذه النيوكليوتيدات المُعلمةتتنافس  بوجود انزيم البوليميريز الحمض النوويوالمثبته 

بواسطة  على خلية التدفقالذي تنطلق منه وتصوير الموقع  شعة الفلوريةالليزرلإثارة الأ شعةا ويستعمل

 قراءاتجميع ال وتكون .(Illumina ،2021 )وتكرار العملية فلوريةتتم إزالة الصبغة الوكامرات حساسة 

في عملية  هازتنفذ في الجبواسطة عدد الدورات التي  هيتم تحديد الذينفسه المتسلسلة الناتجة بالطول 

 الجزء المستهدف من الحمض النووييتم تحديد تسلسل ،  Pair endالنهاية المزدوجة التسلسل المسماة ب

لقطعة الجودة  ةيولد قراءتين عالي الاتجاه العكسي مما تسلسلها فيتحديد في الاتجاه الأمامي ثم يتم طيها و

الخدمات المتعلقة بمجال تحديد تسلسل  وتقدم هذه الشركة العديد من .ةواحدحامض نووي  شظية او

والتي من خلالها  Whole genome sequencingالاحماض النووية منها تحديد تسلسل الجينوم الكامل 

والمناطق غير ( الجينات)يتم التعرف على تسلسل جميع القواعد النايتروجينية التي تشمل المناطق المشفرة 

والذي من خلاله يتم التعرف على  Transcriptome نالك تحديد الـوأيضا ه. لجينوم الكائن الحيالمشفرة 

وغيرها من أنواع     mRNAو     tRNAو    rRNA التي تتضمن RNAالـجزيئات تسلسل جميع 

ويستفاد من هذه الطريقة في تحديد التعبير الجيني   . الكائن الحيالتي يتم إنتاجها في  ةغير المشفر RNAالـ

  mRNAوكثافة انتاج الـ اعتمادا على نشاط 

المسؤولة عن انتاج البروتينات والتي من خلالها يتم تحديد أي من الجينات النشطة واي منها غير النشط 

  ;Thorburn)  ،2016اعتمادا على الظروف أو البيئة التي تعيش بها تلك الكائنات

Rubio،2020واخرون ; Illumina ،2021.) 

 

 Sequencing-by-Synthesisالتوليف او التجميع بالتسلسل تحديد ة مخطط توضيحي لطريق (:7)شكل 

(www. Illumina.com) 
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 Third generation sequencing لثالجيل الثاق طر( ج

تعتبر هذه الطرق الاحدث في مجال تحديد تسلسل القواعد النايتروجينية للاحماض النووية وتعتمد في     

اللحظي والتسلسل ا Single molecule sequencing (SMS)ردة عملها على مبدأ تسلسل الجزيئة المف

Real-time sequencing  من الاحماض النووية تسلسل الجزيئات المفردة تحديد على  تهاقدربوتمتاز

 ةالمشترك  PCRبواسطة طريقة الـ ، مما يلغي الحاجة إلى تضخيم الحمض النوويRNAو الـ DNAالـ

ضا سرعتها تكون عالية اذ تحتاج اقل من يوم مع إنتاج لتسلسلات او قراءات وأي بين جميع التقنيات السابق

قاعدة نايتروجينية كما ان لها  100000وبعضها يتجاوز  15000الى  5000مفردة بمعدل طول بين 

ولكن يعاب عليها تكلفتها العالية ودقتها الأقل مقارنة  على تجاوز بعض معوقات الطرق السابقة القدرة

يوجد في الوقت الحاض العديد من المنصات تسمى بأسماء الشركات التجارية التي . يل الثانيبطرق الج

 Oxford Nanopore Technologiesو  Pacific Biosciences (PacBio)تطورها ابرزها 

(Mestan ،2011واخرون; Heather  وChain،2016 ; Xiao و Zhou،2020.) 

 

 

 

 

 المايتوكوندريا جينوم تعمال لحشرات باسالجزيئي ل التشخيص: 2-3

خارج النواة في الهو الناقل الوحيد للمعلومات الوراثية ( mtDNA)جينوم الميتوكوندريا للحشرات يعُد     

 زوج الف 20الى  15الحلقي يبلغ طوله تقريبا  من  DNAوهو عادة  شريط مزدوج من الـ .الحشرات

 Proteinجين مشفر للبروتينات  ثلاثة عشرختلفة تشمل وعادة  يحتوي على  جينات م. قاعدة نايتروجينية

coding genes (PCGs )جينات من  6وNADH dehydrogenase  جينات من  3وcytochrome 

c oxidase subunits (cox1-3)  4وجينينL (nad1-6  و  nad4L)  وجينينATPase subunit 

(atp6  و   atp8) و cytochrome b (cytb) ينين من نوع الحامض النووي بالإضافة الى ج

من نوع الحامض النووي  ا  جين 22مع (  12sو  16s)  Ribosomal RNAs genesالرايبوسومي 

 A + Tوالجينوم يكون غني بتوليفة القواعد النايتروجينية من الادنين والثايمين  .transfer RNAالناقل 

 (. 2018واخرون، Boore،1999 ; Wang)كما يحتوي على منطقة التحكم 

ا لخصائص البو     ة البسيطة ، والوزن الجزيئي الصغير ، والتكوين المستقر ، والترتيب المحافظ ، ينينظر 

إعادة التركيب ، ووراثة الأمهات ، ومعدل التطور المرتفع نسبي ا وسهولة الكشف ، عدم وجودة ظاهرة و

البحوث الجينية اجراء الأنواع و في تشخيصجينوم الميتوكوندريا على نطاق واسع  عمالفقد تم است
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  Wilson ; 1998واخرون، Kumazawa) ودراسة النشوء والتطورللانواع السكانية 

في جينات قواعد الادنين والثايمين ومع ذلك، هناك مناطق متكررة ومناطق غنية بـ(. 2010واخرون،

( الجين الكاذب)توكوندريا النووية الميتوكوندريا، ويتشابه تسلسل الميتوكوندريا الحقيقي وتسلسل نسخة المي

استعملت سابقا  وعلى  لقد. لذلك يحتاج هذا الامر الى تطبيق تقنيات جديد لتجاوز هذه العقبات بشكل كبير

أو دراسة تطور السكان،  الوراثية شجرة في بناء الجينات الميتوكوندريا ، سواء كانت  نطاق واسع بعض

 I cytochrome c oxidase (cox1)والذي يكون عادة   البروتينفي تشفيريتم استخدام جين واحد حيث 

الوضع  جينوم الميتوكوندريا الكاملولكن بالمقارنة مع استعمال  .الرايبوسومي RNAـ ال اتجيناحد و

استعمال مختلف تماما ، حيث أن ا فقط من المعلومات ال َ  الفعالة، وغالب ا ما  وراثيةجين واحد يعكس جزء 

الغموض في ، مما يؤدي إلى تباينةنتائج متقود الى  ختلفون على بيانات وراثية مختلفةيحصل باحثون م

في تقنيات تحديد مع التطور المستمر و العلاقة التطورية للعديد من أنواع الحشرات التي لا تزال دون حل

في ر الإمكان جينوم الميتوكوندريا بأكمله قد عمالمن الضروري است أصبح،القواعد النايتروجينية تسلسل

 (.2021واخرون،  Chen) من أجل الحصول على نتائج أكثر دقة وذلك تحليل النشوء والتطور،
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      and methods                Materialالمواد وطرائق العمل  :3

      Materials         ادالمو: 1-3

 في هذه الدراسة عملةالأجهزة والمعدات المست: 1-3-1

 :عملة الأجهزة والمعدات المست :(2)ل جدو

 ت الجهاز  الشركة المصنعة الدولة

Italy Optika  تشريح مجهرDissecting 

microscope 

1 

South Korea LabTech  كابينة معقمة Laminar flow 

cabinet 

3 

Germany Memmert  جهاز التقطير Water Distiller 4 

USA Denver Instrument لحساسالميزان ا Precision 

Balance 

5 

Germany Boeco  6 أدوات زجاجية مختلفة 

Lebanon Concord  ثلاجة Refrigerator 7 

South Korea LabTech  م̊  35-ثلاجة   Deep-Freeze  

Taiwan ExtraGene انابيب بلاستيكية صغيرة  

Eppendorf tubes 

8 

South Korea LabTech جهاز المؤصدة Autoclave 9 

Germany Heidolph  هزاز كهربائي Vortex 10 

Germany Labortechnik  11 مبرد الجهاز الطرد مركزي 

France Gilson ماصات دقيقة مختلفة الاحجام 

Micropipettes 

13 

France Gilson يكية صغيرة مدقة بلاست 

Plastic micro pestles 

14 
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France Gilson قة ملاحق خاصة بالماصات الدقي 

Micropipette tips 

21 

China MeticLab ح ورق ترشيFilter paper    22 

China Zhangjiagang 23 ورق سيلوفين معدني 

German Silvercrest  كهربائية صغيرةمكنسه 

Small vacuum Cleaner 

24 

* * Thermal cycler (PCR) 25 

 26 جهاز ترحيل كهربائي * *

 حمام مائي * *

Water bath 

27 

  ان الاجهزة والمعدات المستملة لا تحمل اسم الشركة المصنعة او * تعني

   البلد 

                                                                                                                                                                                                          

 The chemical materials                       المواد الكيميائية: 3-1-2

 عملهالمواد الكيميائية المست :(3)جدول 

 

 ت المادة  الشركة المصنعة المنشأ

India CDH Bioscience  مادة Agarose 1 

USA Sigma-Aldrich  مادةEthidium Bromide 2 

USA Sigma-Aldrich  مادةIsopropanol 3 

USA Sigma-Aldrich  مادةPhosphate buffered saline 4 

Iraq 5 %96   كحول ايثانول شركة الجود 
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 العُدد المستعملة في الدراسة :(4)جدول 

 ت العدة  الشركة المصنعة

Bioneer/ South Korea 

AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit  1 

AccuPrep® Universal RNA Extraction Kit 2 

AccuPower® Taq PCR PreMix 3 

AccuPower® RT PreMix (-dye) 4 

   

  

                                                    طرائق العمل                           :3-2

Methods  

 جمع عينات الحشرات: 3-2-1

من   عينات حشرات الذبابة البيضاء وقفازات الاوراق 2020-2019  الزراعي موسمالت في جمع    

شمل المسح  .والعنب واليقطينوالطماطة والباذنجان  ياواللوبيا والبام الرز مثلمحاصيل ونباتات مختلفة 

ومحافظة ( طويريج وقضاء عين التمر وناحية الحر  مزرعة الامام الحسين ع وقضاء)محافظة كربلاء 

ومنطقة ام الهواء  (ع)شريفة بنت الحسن و سدة الهندية ) بابل ومحافظة ( المزارع الصحراوية)النجف 

 .(8شكل ) (غماسناحية )  ومحافظة الديوانية (جامعة بغداد –كلية الزراعة ) ومحافظة بغداد( والمعمورية

بشكل مباشر عن تم جمع حشرة الذبابة البيضاء ، اذ فة حسب نوع الحشرةوسائل جمع مختل استعملت

 م̊  -20ووضعها في الثلاجة تحت درجة حرارة بواسطة الاكياس ثم قطعها المصابة تغطيه الاوراق طريق 

. من الأوراق لجمع عينات الحشراتناعمة الفرشاة والالعدسة المكبرة  ثم استعملت لحين الاستعمال  لمدة

يضاف الى هذه الطرق استعمال  متخصصةازات الاوراق فقد تم جمعها بواسطة مصائد ضوئية اما قف

وبعد .الذبابة البيضاء والقفازاتحشرات جمع  في( 9شكل )( Dustbuster)يدوية صغيرة محورة مكنسة 

 RNA /DNA حلولو في ما% 96 تركيز كحول اما في حفظ العينات الحشرية  اجراء عملية الجمع تم

Sheild  م̊ -20درجة حرارة  تحت  (Gibb  وOseto ،2020.) 
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 ستعانة بالاستاذ المساعدلاولقد تم التشخيص المظهري المبدئي للحشرات التي تم الحصول عليها وذلك با

 .جامعة كربلاء اختصاص تصنيف الحشرات/قسم وقاية النبات / الدكتور علي عبد الحسين كريم 

 

 

 .سةاالمناطق المعُلمة بالنقاط السوداء تمثل مناطق جمع الحشرات في هذه الدر .خارطة جمهورية العراق(: 8)شكل 

مكنسة شفط صغيرة تعمل بالشحن و تم ربط أنبوب بلاستيكي لها واغلاق الفوهة . الة جمع الحشرات المحورة (:9)شكل 

 .عمال الشريط اللاصقباحكام باست
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 من عينات الحشرات  DNAمض النووية الـاخلاص الحاست: 3-2-2

من  DNAالـ في استخلاص AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kitالعدة  لتاستعم

 :باتباع تعليمات الشركة الموضحة بالخطوات التالية عينات الحشرات

   Eppendorf  انبوبة في( قفازات الاوراق)و خمس حشرات ( الذبابة البيضاء)حشرات عشر سحقت 1) 

tube  ميكرولتر من المحلول الدارئ 300 مع مليلتر  1.5عقمه سعة م PL  باستعمال مدقة بلاستيكية

 RNaseمن انزيم  مايكوليتر 10و  Proteinase Kمايكوليتر من انزيم  20معقمة واضيف الى الخليط 

A ومزج الخليط بصورة جيدة باستعمال الهزاز الكهربائي. 

دقائق مع الحرص  عشرةمئوي لمدة  60الحاوية على الخليط في حمام مائي بدرجة  حضنت الانبوبة 2)

  فترة التحضين ءثناأرات مرتان الى ثلاثة م على رج الانبوبة يدويا  

جيدا باستعمال الى الانبوبة ثم مزجت محتوياتها  PC ميكرولتر من المحلول الدارئ 100اضيف 3) 

،ان هذه الخطوة مهمة لترسيب البروتينات دقائق في الثلج خمسة وحضنت بعدها لمدة الهزاز الكهربائي

 . والسكريات المتعددة والمنظفات

دقائق ثم نقل   خمسةدقيقة لمدة /دوره  13000اجريت عملية الطرد المركزي للانبوبة بسرعة 4) 

حجمه بمقدار مرة ونصف من  WA1ة جديدة واضيف اليه المحلول الدارئ المحلول الطافي الى انبوب

وخلطت المحتويات بصورة جيدة باستعمال جهاز الهزاز الكهربائي وأجريت عملية طرد مركزي لمدة 

 عشرة ثواني بالسرعة أعلاه نفسها

دقيقة لمدة /دورة 8000نقل الخليط بحذر الى انبوبة ذات فلتر وأجريت عملية طرد مركزي بسرعة (  5

 .زل واعيد استعمال الانبوبة ذات الفلترمرة اخرىدقيقة واحدة، تم بعدها التخلص من المحلول النا

 8000عملية طرد مركزي بسرعة وأجريت  W2من المحلول الدارئ ميكرولتر  500اضيف ( 6

علما  ان هذه  استعمال الانبوبة ذات الفلتر اعيددقيقة لمدة دقيقة، تم التخلص من المحلول النازل و/دورة

 .الخطوة اعيدت مرة أخرى

دقيقة لمدة دقيقة واحدة لغرض إزالة بقايا /دورة 13000طرد مركزي اخر بسرعة  أجريت عملية(7

 .كحول الايثانول واي قطرة معلقة على الفلتر

جديدة واضيف على  مليلتر  1.5معقمه سعة  ( Eppendorf tube )نقلت انبوبة الفلتر الى انبوبة8)

عملية طرد مدة دقيقة واحدة ثم أجريت وتركت ل EAمن المحلول الدارئ  ميكرولتر  50منتصف الفلتر 

حفظ تحت درجة الذي  DNAواحدة للحصول على الـ دقيقة لمدة دقيقة/دورة 8000مركزي بسرعة 

 .لحين الاستعمال م̊ -20حرارة 



 
 

35 

 من عينات الحشرات  RNAالـ مض النوويةااستخلاص الح: 3-2-3

من  RNAالـاستخلاص في  AccuPrep® Universal RNA Extraction Kitالعدة  لتاستعم

 :باتباع تعليمات الشركة الموضحة بالخطوات التاليةعينات الحشرات 

 Eppendorf  انبوبة في( قفازات الاوراق)حشرات  خمساو ( الذبابة البيضاء)حشرات  عشرسحقت  (1

  tube  من المحلول الدارئ ميكرولتر 500 معبصورة جيدة  مليلتر  1.5عقمه سعة م RB  باستعمال

 .بلاستيكية معقمةمدقة 

دقائق ثم نقل المحلول  ثلاثةدقيقة لمدة / دوره 14000اجريت عملية الطرد المركزي للانبوبة بسرعة  (2

 %100-96كحول الايثانول بتركيزميكرولتر  200ضيف اليه أة جديدة والى انبوب بحذر الطافي

 .دقيقةال ةماصالبصورة جيدة باستعمال  فورا   المحتويات توخلط

موجودة ( (AccuPrep® Binding Column-IIIذات فلتر صغيرة يط بحذر الى انبوبة نقل الخل (3

، عشر ثوانيدقيقة لمدة /دورة 14000وأجريت عملية طرد مركزي بسرعة ملليتر  2بداخل انبوبة سعة

 .مرة أخرىيتم بعدها التخلص من المحلول النازل ويعاد استعمال الانبوبة ذات الفلتر

 14000عملية طرد مركزي بسرعة وأجريت  RWA1ن المحلول الدارئ م ميكرولتر 700اضيف  (4

 استعمال الانبوبة ذات الفلتر اعيدبعدها التخلص من المحلول النازل و تم، ثانية 20دقيقة لمدة /دورة 

 .مرة أخرى

 14000وأجريت عملية طرد مركزي بسرعة  RWA2ميكرولتر من المحلول الدارئ  500اضيف  (5

استعمال الانبوبة ذات  اعيد، يتم بعدها التخلص من المحلول النازل ودقيقتين دة دورة في الدقيقة لم

 .جديدة معقمة مليلتر  2معقمه سعة   Eppendorf   tube بنقلها الى انبوبة الفلتر مرة

دقيقة لمدة دقيقة واحدة لغرض إزالة بقايا /دورة 14000بسرعة  ىأجريت عملية طرد مركزي اخر (6

 .ي قطرة معلقة على الفلتركحول الايثانول وا

جديدة واضيف على  مليلتر  1.5معقمه سعة   Eppendorf tubeنقلت انبوبة الفلتر الى انبوبة  (7

 عملية طردوتركت لمدة دقيقة واحدة ثم أجريت  ERمن المحلول الدارئ  ميكرولتر 50منتصف الفلتر 

حفظ تحت درجة الذي  RNAالـواحدة للحصول على  الدقيقة لمدة دقيقة/دورة 10000مركزي بسرعة 

 .لحين الاستعمال  م̊ -20حرارة 
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 (RNA+DNA)ترسيب الحماض النووية : 3-2-4

زيادة تركيز الاحماض النووية الستخلصة من عينات الحشرات استعملت الطريقة ادناه تنقية وبهدف 

 Lahuf  (2014:)الواردة في 

مرتين ونصف من حجم المحلول النهائي  بمقدار% 100كحول الايثانول المبرد تركيز  فيإض (1

  Sodium acetateبالإضافة الى مركب خلات او اسيتات الصوديوم  للحامض النووي المستخلص

وخلطت المكونات بصورة جيدة % 0.1بمقدار العشر ( 1ملحق ( )pH 5.2)مولاري  3تركيز 

 .لمدة ليلة كاملة م̊ 20-تحت درجة حرار بعدها حضن الخليط باستعمال الهزاز الكهربائي و 

دقيقة لمدة نصف /دورة 14000وبسرعة  م̊ 4أجريت عملية الطرد المركزي المبرد بدرجة حرارة  (2

 .ساعة، وتم التخلص من كحول الايثانول بحذر باستعمال الماصة الدقيقة

كحول  من ميكرولتر 500باستعمال بصورة جيدة غسلت حبيبة الاحماض النووية المترسبة مرتين  (3

ولمدة نفسها ثم أجريت عملية الطرد المركزي المبرد مرة أخرى بالسرعة % 75انول المبرد تركيزالايث

 .ثواني عشرلمدة  الطرد المركزيدقائق بعدها تم التخلص من الايثانول ثم اعيدت عملية  عشر

 .لمعقمالمقطر ا ميكرولتر من الماء50خلطها مع د يبالهواء وأع الاحماض النووية المترسبة ةجفف حبيب (4

 cDNAمض النووي المتمم  اتحضير الح :2-3-5

باتباع تعليمات الشركة   AccuPower® RT PreMixاستعملت العدة cDNA لغرض تحضير الـ

 :المصنعة المبينة ادناه

 30-10مايكرغرام مع البادئ العكسي تركيز  1-0.5المستخلص تركيز القالب  RNAالـمزج  (1

 مليلتر 0.2قمه سعة مع PCRفي انبوبة بيكومولاري 

 لمدة خمس دقائق بعدها وضعت الانبوبة على الثلج  م ̊ 70حضن الخليط في درجة حرارة  (2

التي تحتوي على كافة المستلزمات  AccuPower® RT PreMix tubeنقل الخليط الى انبوبة  (3

 مايكرولتر بالماء المقطر المعقم 20لاتمام التفاعل واكمل الحجم الى 

جميعها باستعمال الهزاز الكهربائي لمدة عشر ثواني ثم أجريت عملية الطرد خلطت المحتويات  (4

 .دقيقة لمدة عشر ثواني لغرض انزال المحتويات الى قعر الانبوبة/دورة 8000المركزي 

لمدة ساعة واحدة، ثم بدرجة  م̊ 42في درجة حرارة  وحضنت PCRوضعت الانبوبة في جهاز الـ (5

واستعمل في تفاعلات ( cDNA الـ)من الناتج  ميكرولتر 5اخذ بعدها  .لمدة خمس دقائق  م̊ 94حرارة 

 .اللاحقة PCRالبلمرة المتسلسلة الـ
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 للحشرات الناقلة المرافقة النبات  الجزيئي لفايروساتتشخيص ال: 3-2-6

اعل تف تقانةبهدف التشخيص الجزيئي للفايروسات النباتية المنقولة بواسطة الحشرات الناقلة تم تطبيق     

 Next Generation sequencing الجيل التالي لتحديد التسلسل تقانةو( (PCRالـالبلمرة المتسلسل 

  .في تحقيق هذا الهدف للمقارنة بين ادائهما وتحديد ايهما الأفضل     NGSالـ

   PCRالـ تفاعل البلمرة المتسلسل باستعمال تقانةالتشخيص : اولا 

باستعمال الاحماض النووية التي تم استخلاصها من  PCRسلسل الـتفاعل البلمرة المتطبقت تقانة 

وذلك بالاعتماد على  cDNAالى الذي تم تحويله  RNAو الـ DNAالحشرات الناقلة والتي شملت الـ

المتخصصة في تشخيص أنواع بعض من اهم الاجناس الفايروسية المنقولة ( 7-3جدول )البادئات العامة 

 2013واخرون، ;Marwal 1993واخرون، Begomovirus  (Rojasملت بواسطة الحشرات والتي ش

; Kumar ،و  (2018واخرونCarlavirus (Nie ،2008واخرون )و Potyvirus(Zheng 

 (.2012واخرون، Verbeeka) Torradovirusو ( 2010واخرون،

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

38 

 Polymerase Chainالبلمرة المتسلسل  تفاعل اختبارات البوادئ المستخدمة في :(5)جدول 

Reaction الـ PCR  

 3- 5 -تواليات البوادئ اسماء البوادئ اسم الجنس

Begomovirus 

PBL1v2040-F GCCTCTGCAGCARTGRTCKATCTTCATACA 

PAL1V1978-R GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT 

PAR1c496-R AATACTGCAGGGCT TYCTRTACATRGG 

PCRc154-R GGTAATATTAT AHCGGATGG 

AC1048-F GGRTTDGARGCATGHGTACATG 

AV494-R GCCYATRTAYA GRAAGCCMAG 

CLP36-F CCTTAGCTAC GCCGGAGCT 

CLP36-R AAGGCTGCTG CGTAGCGTAG 

Carlavirus 
Car-F CNRTBTCNAAYAAYATGGC 

Car-R GGTWTCRSCTCRSYTACWCC 

Potyvirus 
NIb2-F GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA 

NIb2-R TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC 

Torradovirus 
Torrado2-F TGGGATGARTGYAATGTKCT 

Torrado2-R CCWGTCCACCAYTTGCAATT 

 

في اجراء تفاعل البلمرة المتسلسل وذلك  AccuPower® Taq PCR PreMixاستعملت العدة     

ينة حشرية لكل ع  cDNAاو الـ الجينومي   DNAمن الـ ( نانوغرام 100أكثر من )ميكرولتر 5  باضافة

م الى من الماء المقطر المعق ميكرولتر9بالإضافة الى  من كل بادئة (بيكومولاري 30-10) ميكرولتر 3مع 

التي تحتوي على مكونات التفاعل المجففة اذ خلطت جميع المحتويات بصورة جيدة ثم   PCRانبوبة الـ

 (.2018واخرون، Kumar) PCRوضعت في جهاز الـ 
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 Polymerase Chainالبلمرة المتسلسل  تفاعل اختبارات في ظروف الدورات :(6)جدول 

Reaction الـ PCR  

 التفكك اسم البادئ

 تدائيالب 

Initial 

Denaturatio

n 

عدد 

دورات 

التضاع

 ف

 التفكك

Denaturatio

n 

اللتصاق 

Annealin

g 

التمدد 

Extensio

n 

التمدد 

النهائي   

Final 

extensio

n 

PBL1v2040F 94 ̊3لمدة  م 

 دقائق

لمدة  م̊ 50 لمدة دقيقة م̊ 94 30

 دقيقة

 3لمدة  م̊ 72

 دقائق

 5لمدة  م̊ 72

PAL1V1978 دقائق

R 

PAR1c496-R 

PCRc154-R 

AC1048-F 94  3م̊ لمدة 

 دقائق

 45لمدة  م̊ 94 35

 ثانية

 45لمدة  م̊ 55

 ثانية

لمدة  م̊ 72

 ثانية 45

 5م̊ لمدة  72

 AV494-R دقائق

CLP36-F 94  3م̊ لمدة 

 دقائق

لمدة  م̊ 54 ثانية 50م̊ لمدة 94 35

 دقيقة

لمدة  م̊ 72

 دقيقة ونصف

لمدة  م72̊

 CLP36-R دقائق 10

Car-F 95  30لمدة  م̊ 92 30 دقيقتينم̊ لمدة 

 ثانية

لمدة  م̊ 54

 ثانية30

لمدة  م72̊

 دقيقة

م̊ لمدة  72

 Car-R دقائق 10

NIb2-F 94 45لمدة  م̊ 95 35 م̊ لمدة دقيقتين 

 ثانية

 45لمدة  م45̊

 ثانية

لمدة  م̊ 72

 ثانية 45

 5م̊ لمدة  72

 NIb2-R دقائق

Torrado2-F 94  3م̊ لمدة 

 دقائق

 30لمدة  م̊ 52 ثانية 30لمدة  م94̊ 40

 ثانية

لمدة  م̊ 72

 دقيقة

 5م̊ لمدة  72

 Torrado2-R دقائق

 

%  1.4بتركيز  Agrose هلام الـ على وسط عملية التضاعف تجوانأجريت عملية الترحيل الكهربائي ل

( 1ملحق ) TAE  X1مل من المحلول الدارى  50 في Agrose مادة الـ غم من0.7 باذابةوالذي حضر 

مايكروليتر من صبغة  5 اضيف م̊ 45-40 ة الخليط الىانخفاض حرار بواسطة التسخين الحراري وبعد

Ethidium bromide (10مل/ ملغم ) وبعد الخلط الجيد صب المحلول في القالب الخاص الذي جهز

لتجنب اتلاف الحفر رفع المشط بحذر  Agrose مادة الـ اكتمال عملية تصلب دى نهايته، بعدحبالمشط في أ

 الدارئ محلولالتي صنعها ووضع القالب وما يحتوي في جهاز الترحيل الكهربائي ثم اضيفت كمية من ال

TAE  X1  مايكرولتر من الـ 10الى القالب بحيث تغطيه بشكل كامل ثم اضيفDNA  المضاعف في كل
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بعد انتهاء عملية الترحيل . دقيقة 45فولت لمدة  100ها تشغيل الجهاز بجهد كهربائي حفرة وتم بعد

 ض النووياحمحزم الاأحجام لاشعة الفوق البنفسجية وملاحظة ستعمال ابا Agroseالـ هلام  تفحص

 (.Lahuf ،2014) المضاعفة

 Next Generation sequencingالجيل التالي لتحديد التسلسل  تقانةالتشخيص باستعمال : ثانياا 

(NGS) 

 التسلسل عالي الإنتاجيةتحديد و ات الجينوميةعداد المكتبأ ( أ

وتحديد تسلسل القواعد النايتروجينية ( Sequencing libraries)لقد تم إعداد مكتبات التسلسل     

الخاص بالحامض النووي ( Transcriptome/ RNA-seq)باستعمال طريقة  النسخ لعينات الحشرات 

 Beijing Genomics Institute  (BGI) ،BGI Hongkong Tech Solutionفي  RNAالـ

NGS Labتم تحديد تسلسل القواعد النايتروجينية على منصة . ، هونك كونك ، الصينIllumina  التي

لمعرفة تسلسل الجينوم الكامل للكائنات الحية حيث تنتج  NextSeq 1000 & 2000تستعمل جهاز 

قاعدة نايتروجينية وكذلك تحديد تسلسل التعبير الجيني مع طول  150ددة مقدارها قراءات باطوال مح

تم إيداع بيانات التسلسل الأولية في موقع أرشيف قراءة  .قاعدة نايتروجينية 100قراءات مقدارها 

التابع  Sequence Read Archive (SRA)(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)التسلسل 

 .اذ تم تحديد أرقام خاصة لبيانات مشروع الدراسة هذه( NCBI)علومات التقانة الحيوية للمركزالوطني لم

 ت القواعد النايتروجينيةتسلسلاقراءات تشذيب  ( ب

( Specific Primers)المتخصصة ، تم إدخال البادئات المكتبات الجينومية تحضيرعمليات أثناء     

هذه وبطبيعة الحال فان . بنجاح تسلسلهاتحديد يتم في شظايا الحمض النووي ل( Adapters)والمحولات 

 تحليلات المعلوماتية الحيوية نتائج فيالسلبي خل الديها القدرة على التد المضافة التسلسلات الاصطناعية

بالإضافة الى إزالة المقروءات ذات النوعية المنخفضة  إزالتها من مجموعة البياناتلذلك يتوجب اللاحقة، 

واخرون،  Trimmomatic (Bolgerاستعمال البرامج المتخصصة ومنها برنامج ب( Q30أقل من )

ولغرض التأكد من جودة المقروءات  BGIهذه الخطوات على البيانات من قبل شركة تنفيذ لقد تم (. 2014

الذي يعطينا تقريرا FastQC (Andrews،2010 )بعد اجراء عملية التشذيب استعمل برنامج اخر وهو 

 .في التحليلات النهائيةمن اجل استعمالها  دة البيانات وذلك من اجل تحديد مدى جودتهامفصلا عن جو
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 De novoتجميع قراءات تسلسلات القواعد النايتروجينية بطريقة ( ج

 اتؤالمقرالمتجاورات المتداخلة او في تسلسلات ( Raw reads)ءات المتسلسلة وقرمبهدف تجميع ال    

 SPAdesاستعمال برامج متخصصة لتحقيق هذا الهدف شملت برنامج  تم ( Contigs) المتجمعة

(Bankevich ،2012واخرون )من نوع الحامض النووي الـ المقروءاتالمتخصص بDNA  وبرنامج

Trinity (Grabherr ،2011واخرون )من نوع الحامض النووي الـ المقروءاتالمتخصص بRNA ،

تم حفظ نتائج عمل هذين البرنامجين بما و. ليها في هذه البرامجوقد استعملت المعايير الافتراضية المتفق ع

لغرض استعمالها في خطوات التحليل  FASTAالمتسلسلة الأطول في ملفات من نوع  المقروءاتيخص 

 .اللاحقة

مع ( Contigs) متداخلةالمتجاورات لمتجمعة او المقارنة تسلسلات القواعد النايتروجينية ا( دـ

 ية التسلسلات العالم

 والبروتينات يستعملبين تسلسلات القواعد النايتروجينية والاختلاف مناطق التشابه ض إيجاد رلغ    

الذي ( 2009واخرون، BLAST( )Camacho) Basic Local Alignment Search Tool برنامج

قواعد فوظة في ت المحلتسلسلاالمحلية مع جميع اأو البروتينات  القواعد النايتروجينية تتسلسلابين يقارن 

ولجعل عملية المقارنة اسرع وادق واكثر تخصصية استعمل هذا . لها البيانات وحساب الدلالة الإحصائية

تسلسلات  قاعدة بياناتمع  الحصول عليها في هذه الدراسةالبرنامج في مقارنة التسلسلات الأطول التي تم 

حيث تم الحصول عليها من  NCBI-Genbankوالمحفوظة في جميع الفايروسات النباتية المعروفة 

. 2020-9-25في تاريخ  s?ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/viru .https://wwwالموقع 

حفظت مخرجات هذه العملية في ملف اكسل وتمت مراجعتها وتنظيمها يدويا  وذلك من اجل التخلص من 

 (. قاعدة نايتروجينية 50اقل من ) المنخفضة نسب المقروءات ذات نسب التشابه 

 مع الجينوم المرجعي لفايروسات النبات المقروءاتمحاذاة ( ه

لها من قاعدة  الفايروسات النباتية المرافقة للحشرات تم الحصول على الجينوم المرجعياهم بعد تحديد     

والتي تحتوي على  RefSeq: NCBI Reference Sequence Databaseبيانات متخصصة تسمى 

 اتجينومد لجميع جي مكررة والمعُرفة بشكلغير المتكاملة والشاملة والمرجعية ال التسلسلاتمجموعة 

(  Salzberg،2012 و Langmead) Bowtie2استعمل برنامج  .ات الكائنات الحية المعروفةروتينوب

 الجينومات المرجعيةو( Raw reads)المتسلسلة  المقروءاتبين  (Alignment) المحاذاة في اجراء

وتجميعها بهدف انشاء او توليد أطول المتسلسلة  المقروءاتتعيين من اجل  ، لفايروسات النبات المشخصة

 . مشابه لتسلسل الجينوم الفايروسي المرجعي( Consensus sequence)تسلسلات متفق عليها 

https://www/
https://www/
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 تحليل النشوء والتطور( و

 تمشابه لتسلسلاال( Consensus sequences)عليها  متفقالتسلسلات استعملت مجموعة ال    

من اجل تحديد نسبة التشابه مع تسلسلات الفايروسات النباتية   BLASTفي برنامج  المرجعيةات الجينوم

تم تنزيل التسلسلات المماثلة  واجريت عملية المقارنة  العالمية وأيضا لتحديد العلاقة الوراثية بينهما حيث

تم  حيث (العاشرالإصدار ) MEGAالموجود ضمن برامج منصة  ClustalWبرنامج   بينهما باستعمال 

الانضمام إلى اوطريقة بناء أشجار النشوء والتطور التي تطبق نهج من اجل  استخدامه

 (.2016 واخرون،  Kumar) (neighbor-joining)الجوار

 السلالت العالمية دراسة التباين الوراثي بين سلالت فايروسات النبات المحلية و( ز

فايروسات النبات المحلية المشخصة في هذه الدراسة لغرض دراسة مدى التباين الوراثي بين سلالات     

القواعد  سلسلاتاستعملت طريقة البصمة الوراثية بواسطة تحليل نسبة التشابة بين توالسلالات العالمية 

مع تسلسل لكل فايروس مشخص  (Consensus sequences)المتفق عليه  لالنايتروجينية للتسلس

نسبة التشابه بين  فحصفي   ClustalXستعمل برنامج لغرض تحقيق ذلك ا. السلالات العالمية المشابه

لسلالات المجمعة ومن ثم استعمال نتائج التشابه و الاختلاف في برنامج  ل تسلسلات القواعد النايتروجينية

WebLogo  القواعد النايتروجينية لسلالات سلاسل تسلسلات ذاة لمحا مرسومتمثيل الذي يعطينا

 (.  2004واخرون، Crooks) الفايروسات المحلية والعالمية

 

 التي جمعت في هذه الدراسة حشرة الذبابة البيضاءلالتشخيص الجزيئي : 3-2-7

 RNA-seq من نوع الخام المقروءاتبهدف التشخيص الدقيق للحشرة الناقلة، تم تحليل بيانات     

(Transcriptome)  التي تم استلامها من شركةBGI  والخاصة بحشرة الذبابة البيضاء وذلك الصينية

تم اولا  اجراء عملية التجميع لتسلسلات . Geneious Prime® 2021.2.2باستعمال منصة البرامج 

درية الذبابة لمايتوكون مع الجينوم المرجعيالخام  المقروءاتمحاذاة المايتوكوندريا وذلك من خلال 

الذي تم الحصول عليه من قاعدة بيانات الجينومات المرجعية في موقع ( NC_006279.1)البيضاء 

NCBI (Bernt ،2013واخرون; Kunz ،2019واخرون ) المتجمع شرح الجينوم ثم(Genome 

annotation )البرامج  باستعمال منصةتحديد مواقع الجينات وجميع المناطق المشفرة في الجينوم ب وذلك

MITOS (Bernt ،2013واخرون .) النشوء والتطوربالإضافة الى هذه التحاليل تم اجراء تحليل 

(Phylogenetic analysis )لتسلسل المتفق عليه ل(Consensus sequence) وذلك باستعمال برنامج 

BLAST(Chen  ،2016واخرون.) 
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 ت في هذه الدراسةقفازات الوراق التي جمعحشرة لالتشخيص الجزيئي : 3-2-8

التي تم الخام  المقروءات على بيانات ها،نفس 7-2-3في الفقرة  القد تم اجراء خطوات العمل أعلاه    

وذلك من خلال تحديد الجينوم   للحشرة الناقلةالجزيئي التشخيص بهدف الحصول عليها لهذه الحشرة 

 .المرجعي للحشرة نفسهاا من خلال تجميعها بمحاذاتها للجينوم الكامل للمايتوكوندري
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                         Results and Discussion                                  النتائج والمناقشة: 4

باستعمال  المختارة التشخيص الجزيئي لفايروسات النبات المرافقة للحشرات الناقلة: 1-4

   PCRالـ تفاعل البلمرة المتسلسل انةتق

الى تم تحويله ) RNAو الـ DNAعلى عينات الـ PCRتفاعل البلمرة المتسلسل الـنفذت تقانة     

cDNA)  المستخلصة من الحشرات الناقلة باستعمال البادئات المتخصصة في تشخيص أنواع الاجناس

Begomovirus  وCarlavirus  و Potyvirus وTorradovirus ل نفسها وذلك بتنفيذ شروط التفاع

  ; 2018واخرون، Kumar ; 2013واخرون، ;Marwal 1993واخرون، Rojas)  المستعملة سابقا  

Nie ،2008واخرون;   Zheng ،2010واخرون  ; Verbeeka ،لم تظهر عملية (. 2012واخرون

جود إن  هذه النتيجة يمكن أن تفسر أما بعدم و. الترحيل الكهربائي أي نواتج تضخيم على هلام الاكاروز

أنواع الاجناس الفايروسية المهمة المختارة في هذه الدراسة في العينات الحشرات الناقلة أو أن  هذه الأنواع 

الفايروسية التابعة لهذه الاجناس ذات تباين كبير في تسلسل القواعد النايتروجينية لجينومها أي أن ها عزلات 

اعل معها وهذا التفسير يتوافق مع ما اشارت اليه غير معروفة مسبقا  سببت عدم تمكن البادئات من التف

تكرارها  لتنوع الجيني بسببا علىيروسات الفلكبيرة الات يمكانلاإالعديد من  الدراسات السابقة حول 

. افراد المجتمع الفايروسيأعداد كبيرة من  العائد الى دورات حياتها القصيرة نسبيا  والتي ينتج عنهاالسريع 

يروسات النباتات ا، والتي تشتمل على معظم فRNAالجينوم نوع الـ خصوصا  ذاتروسات ياتمتلك الفكما 

وحصول الطفرات الوراثية وإنتاج عزلات او سلالات جديدة تتطلب تحور للأعلى معدل  مع الفايرودات

 (.2020واخرون، Rubio ; 2009واخرون،  Gago)تصميم بادئات متخصصة لها من اجل اكتشافها 
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الجيل  تقانة باستعمالوالحشرات الناقلة لها التشخيص الجزيئي لفايروسات النبات  :2-4

 (NGS)التالي لتحديد التسلسل 

 حشرة الذبابة البيضاءل المرافقة النبات لفايروسات الجزيئي التشخيص: 4-2-1

ل باطوا( Paired ends reads)مزدوجة النهايات  سلسلة مقروءات  61,183,994تم الحصول على 

 لحصول على بيانات الـل mRNA الـ تسلسل مكتباتتحديد إنشاؤها عن طريق نيوكليوتيدة والتي تم  100

Transcriptome مجموع كل جزيئات الحمض النووي الريبي المرسال لتي تشمل اmRNA  المعبر

تعمال التي تم الحصول عليها باس مقروءاتال فحص جودةبعد  .حشرة الذبابة البيضاءعنها من جينات 

تبين أن  تسلسل جميع القواعد النايتروجينية  في القراءات ذو جودة  عالية ( 10شكل ) FastQCبرنامج 

 Phred qualityدرجة وبحسب مقياس جودة القراءات المعروف بـ  36ة بلغ مقروءوبمعدل جودة لكل 

score  غير  نايتروجينية قاعدةاحتمال وجود و %99,9اكثر من التسلسل نسبة دقة فان هذا يعني ان

ومعدل الجودة هذا يعتبر ضمن المعدلات الموصى  10000في  1هو  مقروءاتضمن تسلسل ال صحيحة

 Korpelainen ; 1998واخرون، Ewing)درجة فما فوق  30بها والتي يجب ان تكون من 

 (. 2015واخرون،
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 Phred quality scoreجودة المقروءات بحسب مقياس   (:10)شكل 

 Trinityبواسطة برنامج ( Contigs)لتأكد من جودة المقرواءت جمعت بشكل متجاورات متداخلة بعد ا

والتي أظهرت نتائج المقارنة مع بيانات فايروسات النبات العالمية  ةمتجاور 323,446اذ تم الحصول على 

للقواعد  مختلفة تأن  هنالك نسبة كبيرة منها ذات نسبة تشابه عالية مع تسلسلا BLASTباستعمال برنامج 

ولغرض زيادة . GenBankالمخزنة في بنك الجينات  النبات يروساتافالنايتروجينية التابعة للعديد من 

فما فوق  400 متداخلةال متجاوراتمصداقية وقيمة النتائج التي تم الحصول عليها يجب ان تتجاوز عدد ال

الأقل  المتداخلة المتجاوراتدراسة اما بقية المشابه لتسلسل الفايروس من اجل اعتباره مشخص في هذه ال

للفايروسات التي تم  وصف يلي فيماوان كانت مشابه لأحد تسلسلات الفايروسات فقد تم اهمالها و

 :تشخيصها في عينات حشرة الذبابة البيضاء
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 Alfalfa mosaic virus  (AMV)فايروس : اولا 

مشابهة لفايروس ( Contigs)متجاورة متداخلة  48630أظهرت نتائج التحليل المعلوماتية الحيوية وجود  

التي تقع في الطرف  Untranslated region (3`UTR)تحديد المنطقة الغير مشفرة  موزائيك الباقلاء 

متداخلة المتجمعة المتجاورة الوكانت نسبة ( 11شكل )الثالث من جينوم الفايروس في القطعة الأولى 

المجموع الكلي للمتجاورات المتداخلة من %  44.07 نسبتهااذ بلغت  ثركالأهي  الخاصة بهذا الفايروس

 خلال من هاتأكيد تمإن هذه النتيجة قد . الخاصة بفايروسات النبات المشخصة في حشرة الذبابة البيضاء

الموحد لجميع  المفترض التسلسل بين العلاقة الوراثية الواضحة أثبت الذي والتطور النشوء تحليل

 الفيروس سلالات من العديدنيوكليوتيدة مع  631لهذا الفايروس والتي بلغ طولها  المتداخلة اتالمتجاور

وأظهرت نتائج تحليل  .(12شكل )  MT596809.1 و MT669391.1ه خصوصا  ذات الرموز نفس

ا  واسعا  هنالك تباين ن  أك الباقلاء المحلية والسلالات العالمية يبين سلالة فايروس موزائالتباين الوراثي 

القواعد النايتروجينية خصوصا  في بداية  تسلسلاتبعدم التشابة في العديد من  فويتضح هذا الاختلا بينهم،

ونهاية التسلسلات وحتى المنطقة الوسطى التي تعتبر منطقة محافظة، اي لا تحدث فيها تغيرات عادة  

 (. 13)وجدت فيها اختلافات متعددة كما هو واضح في الشكل 

 

 .المرافق لحشرة الذبابة البيضاء AMVالمنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة لفايروس  (:11)شكل 

والمنطقة المشمولة بالتغطية ( 2005واخرون، Guogas)رسم تخطيطي للجينوم الكامل للفايروس ( أ)

في الطرف الغير مشفرة للمنطقة  المتداخلة المتجاورات تغطية( ب)،  حمر اللونالأ بالسهم إليها المشارو

 . الفايروس جينوم من RNA 1الثالث للـ

 ب أ 
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 المرافق لحشرة الذبابة البيضاء المجمّع AMVفايروس  تسلسل بين الوراثي الرتباط (:12)شكل 

 .التابعة للفايروس نفسه الأخرى العالمية سلالتالو( سوداء بنقطة إليه المشار)
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المرافق لحشرة الذبابة للسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بين (:13)شكل 

كل قاعدة من القواعد النايتروجينية الاربعة لها لونها . AMVوالسلالت العالمية لفايروس  البيضاء

سلالات بينما اذا تعددت الخاص والحرف الواحد تعني التشابه التام في القاعدة النايتروجينية لجميع ال

الحروف وكان باحجام مختلفة فمعناها وجود اختلاف وكلما كبرحجم الحرف فمعناها نسبة التشابه اكبر 

 .مما لوكانت الحروف صغيرة
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 Broad bean wilt virus   (BBWV)فايروس : ثانياا 

التي تقع  (UTR`5)شفرة  المنطقة الغير م تتشابه معمتجاورة متداخلة   25922ان هنالك نتائج بينت ال

 وحققت(. 14شكل )(BBWV) ء ذبول الباقلا في الطرف الخامس من القطعة الأولى لجينوم فايروس

من %  23,49المركز الثاني بنسبة بلغت  الخاصة بهذا الفايروسمتداخلة المتجمعة ال اتمتجاورال

 تأكيدوتم . ت في حشرة الذبابة البيضاءالمجموع الكلي للمتجاورات المتداخلة لفايروسات النبات التي اكتشف

الموحد لجميع  التسلسل بين ت القرابة الوراثيةأثبتبناء الشجرة الوراثية التي  خلال من هذا التشخيص

مع سلالات عالمية مختلفة تعود نيوكليوتيدة  569لهذا الفايروس والتي كانت بطول  المتداخلة اتالمتجاور

 .(15شكل )الأقرب لها  MN216349.1 و MN216351.1ات الرموز وكانت السلالا ذ للفايروس نفسه

الباقلاء المحلية  ذبولبين سلالة فايروس  نتائج تحليل التباين الوراثي اوضحتولكن من جانب اخر 

من خلال عدم التشابة في العديد من يتبين المختارة عشوائيا  وجود اختلاف واسع بينهم العالمية والسلالات 

اعد النايتروجينية حتى في المنطقة المحافظة، التي لا تحدث فيها تغيرات عادة  كما هو القو تسلسلات

 (. 16)واضح في الشكل 
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المرافق لحشرة الذبابة BBWV المنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة لفايروس(: 14)شكل 

والمنطقة المشمولة ( 2020،واخرون Carpino)رسم تخطيطي للجينوم الكامل للفايروس ( أ). البيضاء

تغطية المتجاورات المتداخلة للمنطقة الغير مشفرة ( ب)، اللون حمربالتغطية والمشار إليها بالسهم الأ

 .من جينوم الفايروس RNA 1للـ خامسالطرف ال

 

 أ

 ب
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ء المرافقة لحشرة الذبابة البيضا المحلية BBWVسلالة فايروس  بين ةالوراثي علاقةال (:15)شكل 

 .التابعة للفايروس نفسه الأخرى العالمية سلالتالو( سوداء بنقطة إليه المشار)
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 BBWVلفايروس للسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بين (:16)شكل 

 . والسلالت العالمية المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء
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 Zantedeschia mild mosaic virus  (ZaMMV)فايروس : ثالثاا 

ا في  فايروس الموزائيك المعتدل للكالاأن  نتائج أظهرت ال     ا من أكثر ثلاثة فيروسات شيوع  عينات واحد 

 يمثل ثالث أكبر عدد مكتشفالتابعة له  متداخلةال اتمتجاور، اذ كان عدد الالمدروسة B.tabaciحشرة 

 Coat Protein (CP)تجاورات تتشابه مع جينات وكانت هذه الم% 18,21أي بنسبة  20099حيث بلغ 

التي تتواجد بشكل متجاور في جينوم الفايروس Nodulin-26 like Intrinsic Protein (NIP ) و

الموحد لجميع  التسلسل بينان هذا التشخيص أ كد عن طريق اثبات العلاقة الوراثية (. 17شكل )

 نفسه مع سلالات عالمية للفايروسنيوكليوتيدة  268ت لهذا الفايروس والتي بلغ المتداخلة اتالمتجاور

بين سلالة نتائج تحليل التباين الوراثي  وتبين من .(18شكل )  KT729506.1ز مذات الر ابرزها

من خلال عدم  ابينهم يمكن ملاحظته ةان هنالك نسبة تباين كبير فايروس المحلية والسلالات العالميةال

القواعد النايتروجينية في المنطقة المحافظة التابعة للسلالات المدروسة  تتسلسلاالتشابة في العديد من 

 (. 19شكل )
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المرافق لحشرة الذبابة  ZaMMVالمنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة لفايروس (: 17)شكل 

 Mosquera-Yuqui) النموذجي لجنس الفايروسرسم تخطيطي للجينوم الكامل ( أ) .البيضاء

تغطية ( ب)، اللون حمرالأ قوس المعرجوالمنطقة المشمولة بالتغطية والمشار إليها بال( 2020،واخرون

 .من جينوم الفايروس NIbو CPلجينات المتداخلة المتجاورات 

 

 مؤشرة) المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء ZaMMVسلالة فايروس  بين ةالوراثي قرابةال (:18)شكل 

 .التابعة للفايروس نفسه الأخرى الميةالع سلالتالو( سوداء بنقطة
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 ZaMMVفايروس لللسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بين (:19)شكل 

 . السلالت العالميةمع  المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء
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 Pittosporum cryptic virus-1  (PiCV1)فايروس : رابعاا 

ن  هذا الفايروس احتل المرتبة الرابعة بين الفايروسات المكتشفة في عينات حشرة أنتائج أوضحت ال     

 8,38و بنسبة  9254التابعة له  متداخلةال اتمتجاور، اذ بلغت عدد الالمدروسة B.tabaciالذبابة البيضاء 

 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)وكانت هذه المتجاورات تتشابه جزئيا  مع جين % 

بالإضافة الى المنطقة الغير المشفرة التي تقع في  RNA replicaseؤول عن انتاج انزيم التكاثر المس

 اتلمتجاورالموحد ل التسلسل بينواثبت تحليل العلاقة الوراثية (. 20شكل ) UTR`3الطرف الثالث 

 ختلفة العائدةالمسلالات المع نيوكليوتيدة  1369المحددة لهذا الفايروس والتي كانت بطول  المتداخلة

تشخيص هذا الفايروس اذ كانت هنالك قرابة  وراثية  واضحة  خصوصا  مع السلالة ذات  نفسه للفايروس

فايروس المحلية البين سلالة نتائج تحليل التباين الوراثي  وتبين من .(21شكل ) LR679767.1الرمز 

العديد من القواعد  حيث كان هنالك( 22)د تباين بينهم يمكن ملاحظته في الشكل ووج والسلالات العالمية

  .متباينة في جميع المناطق من ضمنها المنطقة المحافظةالالنايتروجينية 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

المرافق لحشرة الذبابة  PiCV1المنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة لفايروس (: 20)شكل 

 Zhan) للعائلة التي ينتمي اليها الفايروس النموذجيتخطيطي للجينوم الكامل رسم ( أ) .البيضاء

تغطية ( ب)، اللون حمرالأ قوس المعرجالمشمولة بالتغطية والمشار إليها بالوالمنطقة ( 2019،واخرون

في الطرف الثالث من القطعة الأولى UTR 3`المنطقة الغير مشفرة و RdRpلجين المتداخلة المتجاورات 

 .من جينوم الفايروس dsRNAمن 

 أ

 ب
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 المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء المحلية PiCV1لفايروس سلالة  بين ةالوراثي قرابةال (:21)ل شك

 .التابعة للفايروس نفسه الأخرى العالمية سلالتالو( سوداء بنقطة مؤشرة)



 
 

59 

 

المرافقة  PiCV1للسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بين (:22)شكل 

 . السلالت العالميةمع  الذبابة البيضاءلحشرة 
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 Grapevine leafroll-associated virus  (GLRaV)فايروس : خامساا 

 4671في عينات حشرة الذبابة البيضاء عن طريق ايجاد  GLRaV تم ايضا  تشخيص فايروس   

 Coat protein geneذات تشابه كبير مع الطرف الثالث من جين الغلاف البروتيني  متجاورة متداخلة 

وقد تم تجميع هذه المتجاورات % 4,23علما  أن  نسبة المتجاورات المتداخلة الخاصة به كانت ( 23شكل )

من خلال  شخيصهذا التمع افق التحليل الوراثي قد توو. نيوكليوتيدة 937الى تسلسل متفق عليه بلغ طوله 

التي تعود  العديد من السلالات الأخرى معنفسها النسب  تهمشاركنفسه والفرع  الفايروس في وضع

و  HQ442264.1و HQ442263.1 الرموزبشكل رئيس تلك التي تحتوي على للفايروس نفسه 

HQ442265.1  ،HQ442266.1 و HQ442267.1( 24شكل).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

المرافق لحشرة الذبابة GLRaV فايروسلالمنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة (: 23)شكل 

 Jelkmann) النموذجي للعائلة التي ينتمي اليها الفايروستخطيطي للجينوم الكامل رسم ( أ) .يضاءالب

تغطية المتجاورات ( ب)، اللون حمراسهم المشمولة بالتغطية والمشار إليها بالوالمنطقة ( 2012،واخرون

 .من جينوم الفايروسالغلاف البروتيني لجين المتداخلة 

 أ

 ب
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 المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء المحلية GLRaVسلالة فايروس  بين ةوراثيال علاقةال (:24)شكل 

 .التابعة للفايروس نفسه الأخرى العالمية سلالتالو( سوداء بنقطة إليه المشار)

السلالات المحلية لهذا الفايروس مع العديد من سلالة البين  نتائج تحليل التباين الوراثي وبرغم ذلك اظهرت

القواعد  تسلسلاتمن خلال عدم التشابة في العديد من يتضح د اختلاف واسع بينهم وجوالعالمية 

 (.25شكل ) التابعة لهم النايتروجينية 
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 GLRaVلفايروس للسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بين (:25)شكل 

 . السلالت العالميةمع  يضاءالمرافق لحشرة الذبابة الب
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 Tomato spotted wilt orthotospovirus  (TSWOV)فايروس  : سادساا 

ينات في ع Tomato spotted wilt orthotospovirus تبين ايضا  من نتائج التحليل وجود فايروس   

التابعة له التي  خلةمتداال اتمتجاور، وذلك من خلال تحديد الالمدروسة B.tabaciحشرة الذبابة البيضاء 

وكانت هذه المتجاورات تتشابه مع المنطقة الداخلية الغير مشفرة التي تقع بين % 1,16و بنسبة  1283بلغت 

وجين الغلاف النووي البروتيني  Non- structural protein geneالجين البروتيني الغير تركيبي 

nucleocapsid protein gene 437فق عليه المجمع من هذه المتداخلات بلغ علما   ان طول التسلسل المت 

ان هذا التشخيص تم تأكيده من خلال اثبات العلاقة الوراثية بين السلالة المحلية من هذا (. 26)نيوكليوتيدة 

 (. 27شكل) MT682294.1الفايروس مع العديد من السلالات العالمية وبالذات السلسلة ذات الرمز 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( أ) .المرافق لحشرة الذبابة البيضاءTSWOV فايروسلقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة المنط(: 26)شكل 

سهم المشمولة بالتغطية والمشار إليها بالوالمنطقة ( Peralta ،2017) لفايروسلتخطيطي للجينوم الكامل رسم 

 .فايروسمن جينوم الالغلاف البروتيني لجين المتداخلة تغطية المتجاورات ( ب)، اللون حمرا

 أ

 ب
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لحشرة الذبابة البيضاء  ةالمرافقالمحلية  TSWOVسلالة فايروس  بين ةالوراثي علاقةال (:27)شكل 

 .التابعة للفايروس نفسه الأخرى العالمية سلالتالو( سوداء بنقطة إليه المشار)

 Tomato spotted wiltفايروس  بين سلالةدراسة التباين الوراثي لقد أظهرت نتائج 

orthotospovirus ن أذ يمكننا إنسبة التشابه هي اكثر من الاختلاف  ن  أ المحلية والسلالات العالمية

اغلب القواعد النايتروجينية متشابهة بين السلالات جميعها مما يشير الى اتساع  ان( 28)نلاحظ في الشكل 

 .لدول التي يتواجد فيهاانتشار هذا الفايروس وقدرته المحافظة على تركيبة الوراثي باختلاف المناطق وا
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لفايروس للسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بينالتشابه و (:28)شكل 

TSWOV السلالت العالميةمع  المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء . 
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 Tomato spotted wilt virus  (TSWV)فايروس : سابعاا 

وذلك من خلال  TSWVأخر فايروس مشخص في عينات حشرة الذبابة البيضاء كان فايروس     

بين مجتمع فايروسات % 0,42والتي كانت بنسبة  المتجاورات المتداخلة التابعة له من 464 اكتشاف

 الشعر بنية دبوسالمكررة لمنطقة التشبه في الغالب لقد كانت هذه المتجاورات المتداخلة . النبات المشخصة

Hairpin structure repeat region  التي تتواجد في القطعةS  لقد بلغ (. 29)من جينوم الفايروس

نيوكليوتيدة والذي اظهر تشابها  عاليا  مع العديد من سلالات فايروس  261طول التسلسل المتفق عليه 

TSWV العالمية ولكن كانت اقرب سلالة هي ذات الرمز JN664252.1 ( 30شكل.)  

 

المرافق لحشرة الذبابة  TSWV فايروسلالمنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة (: 29)شكل 

المشمولة بالتغطية والمنطقة ( Peralta ،2017) لفايروسلتخطيطي للجينوم الكامل رسم ( أ) .البيضاء

من جينوم البروتيني الغلاف لجين المتداخلة تغطية المتجاورات ( ب)، اللون حمراسهم والمشار إليها بال

 .الفايروس

 

 المحلية المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء TSWVسلالة فايروس  بين ةالوراثي علاقةال (:30)شكل 

 .التابعة للفايروس نفسه الأخرى العالمية سلالتالو( سوداء بنقطة إليه المشار)

 ب أ
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ان  السلالات العالميةمع فايروس هذا الالمحلية ل سلالةالبين دراسة التباين الوراثي أظهرت نتائج  كذلك

الذي يبين ان هنالك نسبة عالية ( 31)في الشكل  ملاحظة ذلكيمكننا حيث  كانت عالية نسبيا  نسبة التشابه 

 .من القواعد النايتروجينية كانت متشابهة بين السلالات جميعها

 

لفايروس للسلالة المحلية روجينية تسلسلات القواعد النايت التباين الوراثي بينالتشابه و (:31)شكل 

TSWV السلالت العالميةمع  المرافقة لحشرة الذبابة البيضاء . 
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 Bemisia tabaci    التشخيص الجزيئي لحشرة الذبابة البيضاء: 4-2-2

المتخصص بتحديد وتفسير او شرح جينومات  MITOSأظهرت نتائج التحليل باستعمال برنامج    

 من المملكة الحيوانية ان الحشرة المشمولة بالدراسة هي  ل Metazoan اء مجموعة الـمايتوكوندريا أعض

B.tabaci  ( 32شكل )الحصول على مسودة الجينوم الأولية لقد تم و(Draft genome ) لمايتوكوندريا

حيث كانت عدد المقروءات  Transcriptomeتسلسل النسخ هذه الحشرة من خلال استعمال بيانات 

وبمعدل % 10,98أي بنسبة  61,183,994من بين  6,719,751 ه لجينوم المايتوكوندريا المرجعيالمشاب

وقد كانت نسب القواعد النايتروجينية . 43,856بلغ   (Average coverage depth)عمق التغطية 

، %  14,89( G)، الكوانين % 13,96( C)، السايتوسين % 28,90 (A)متباينة حيث بلغت للادنين 

ويمكننا (. N)للقواعد النايتروجينية الغير محددة % 2,22ونسبة قليلة جدا  بلغت % 40,02( T)ايمين الث

لقد بلغ طول تسلسل %. 68,92التي بلغ مجموع نسبهما  A  +Tملاحظة التحيزالواضح للقاعدتين 

نايتروجينية  زوج قاعدة 15,711المجمعة في هذه الدراسة  B. tabaciالمايتوكوندريا للذبابة البيضاء 

والتي شملت  Protein-coding genes (PCGs)جينات مشفرة للبروتينات  8تحتوي على 

cytochrome c oxidase subunit I (Cox1)، cytochrome c oxidase subunit II (Cox2) ،

cytochrome c oxidase subunit III (Cox3) ،cytochrome b (Cob) ،NADH 

dehydrogenase subunit 2 (Nad2)، NADH dehydrogenase subunit 4 (Nad4) ،

NADH dehydrogenase subunit 4L (Nad4L ) وNADH dehydrogenase subunit 5 

(Nad5.) جدير بالإشارة الى ان معظم هذه الجينات كانت مكررة أي موجود باكثر من نسخة في البيانات

هما  Ribosomal RNA genesالرايبوسومي  كذلك كان هنالك جينين للحامض النووي. التي تم تحليلها

rRNA L  وS  rRNA  وجينين اخرين من الحامض النووي الناقلTransfer RNA  وهماtRNAY 

(tac)  وtRNA N (aac). 
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( أ). المدروسة B.tabaciحشرة الذبابة البيضاء الميتوكوندريا لـ المسودة الأولية لجينوم(: 32)شكل 

شرح ( ب)مسودة جينوم المايتوكوندريا لحشرة الذبابة البيضاء، في ي تم تحديدها جدول الجينات الت

للحامض ت المشفرة للبروتينات ذات لون احمر ، الجينات المشفرة الجيناتوضيحي لجينوم الميتوكوندريا 

ل أن هذا الشك .ذات لون ازرق، و المشفرة للحامض النووي الناقل ذات لون اخضر النووي الرايبوسومي

 (.2013واخرون، Bernt) MITOSتم انشاءه بواسطة برنامج 

 مسودة الجينوم الأوليةالكامل ل تسلسلال مقارنة الذي تضمن( 7جدول)لقد أظهر تحليل مقارنة التشابه      

لحشرة الذبابة البيضاء التي تم الحصول عليها في هذه الدراسة مع ما متوفر من جينومات للمايتوكوندريا 

وذلك  MEAM1 B. tabaciان الحشرة هي نوع  GenBankابة البيضاء في بنك الجينات حشرة الذب

مع السلالة العالمية % 99,85و ونسبة تشابه بلغت  29531من خلال تسجيل اعلى مجموع تشابه بلغ 

Bemisia tabaci clone MEAM1 الذي أوضح و النشوء والتطور  وهذه النتيجة تم تاكيدها في تحليل

قة الوراثية القوية مع السلالات التي تعود الى النوع أعلاه من خلال تجمعها في فرع واحد في مدى العلا

 .(33شكل )في فرع اخر  Bemisia tabaci strain MEDحين كانت السلالات التي تعود الى النوع 

 أ

 ب
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الدراسة هي  التي تم الحصول عليها في هذه مسودة جينوم المايتوكوندريا لحشرة الذبابة البيضاءتعد     

الأولى على مستوى العراق اذ كانت هنالك العديد من الدراسات السابقة حول التشخيص الجزيئي لحشرة 

 cytochrome Cالذبابة البيضاء في العراق تقتصرعلى استعمال الواسمات الجينية تحديدا  جينات 

oxidase subunit (Kareem  ،2018 ; ، 2021الخزاعي .) انتماء  ه الدراسةهذ نتائجكما اكدت

للمجموعة الجينية   تحديدا   B. tabaciلنوع المعقد من ذبابة القطن البيضاء المدروسة الى الحشرة ا

Middle East-Asia Minor1  وهذا يتوافق مع ما وجده كل منKareem   ( 2020)واخرون

  Li)على مستوى العالم هذا النوع يعتبره البعض انه الأكثر انتشارا   ن  أمع العلم ( 2021)والخزاعي 

وتعد هذه النتيجة ذات أهمية في تحديد الأنواع الجينية (. 2018واخرون ، Mugerwa; 2005واخرون، 

من اجل إيجاد الوسائل الكفوءة في مقاومتها  التابعة لحشرة الذبابة البيضاء المنتشرة في البيئة العراقية

  .مستقبلا  
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 نفسها لحشرةلينوم حشرة الذبابة البيضاء المدروسة مع السلالت العالمية مقارنة مسودة ج(:7)جدول 

مجموع درجات   اسم النوع

 التشابه

 التسلسل تغطية

(%) 

 التشابه نسبة

(%) 

 رمز

 السلالة 

Iraqi Bemisia 

tabaci 

* * * * 

Bemisia tabaci 

clone MEAM1 

29531      92 99.85 KR559508.1 

Bemisia tabaci 29051      92      99.85 KY951450.1 

Bemisia tabaci 29046      92       99.85 KY951452.1 

Bemisia tabaci 28247      92      99.85 KY951449.1 

Bemisia tabaci 

isolate 153_1 

26992       92 99.85 MH186145.1 

Bemisia tabaci 25616 92 98.84 KU877168.1 

Bemisia tabaci 

strain MED ASL 

21209 73 96.93 MH205754.1 

Bemisia tabaci 

strain MED Q1 

21132 71 97.08 MH205752.1 

Bemisia tabaci 

isolate154_1_MED 

21009 70 97.08 MH047295.1 

Bemisia tabaci 21004 70 97.22 KY951447.1 

Bemisia tabaci 

strain MED Q1 

20946 70 97.22 MH714535.1 

Bemisia tabaci 

strain MED Q2 

20210 68 96.78 MH205753.1 

Bemisia tabaci 20085 66 97.08 JQ906700.1 
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( زرقاءالمشار إليه بنقطة )المحلية  B.tabaciحشرة الذبابة البيضاء العلاقة الوراثية بين (: 33)شكل 

 ء هذه الشجرة الوراثية باستعمال برنامجلقد تم انشا .انفسه حشرةالتابعة للوالسلالت العالمية الأخرى 

BLAST  لمعلومات التقانة الحيوية دوليالمركز الالتابع الى National Center for 

Biotechnology Information. 

   قافزة او نطاط الأوراقحشرة ل المرافقة النبات لفايروسات الجزيئي التشخيص: 4-2-3

 يها من عينات حشرة قافزة الاوراقتم الحصول علالتي النهايات مزدوجة المقروءات بلغ عدد سلاسل ال   

 الـ تسلسل مكتباتتحديد عن طريق  بناءهاالتي تم لكل سلسلة ونيوكليوتيدة  100 وبطول 61,396,870

mRNA لحصول على بيانات الـمن اجل ا Transcriptome أذ تم  .الخاصة بهذه الحشرة المدروسة

وتبين أن ها ايضا  ذات جوده عالية اذ بلغ معدل  FastQCببرنامج  هافحصبعد التأكد من جودة المقروءات 

مقياس جودة وهذا المعدل يعتبر جيد حسب درجة  36ة مقروءالجودة لكل قاعدة نايتروجينية في كل سلسلة 

و يعد ضمن المعدلات الموصى بها التي تستعمل في هذا  Phred quality scoreالقراءات المعروف بـ 

 (. 2015واخرون، Korpelainen)ع من الدراسات النو

حيث بلغ عددها   SPAdeبواسطة برنامج ( Contigs)وتم انتاج العديد من المتجاورات المتداخلة 

والتي أظهرت نتائج المقارنة مع تسلسلات جينومات فايروسات النبات العالمية وجود  ةمتجاور 293,590

تشابه مع العديد من  زة الأوراق وذلك من خلال وجود نسبةعدد من الفايروسات المرافقة لحشرة قاف

في نفسها ط في السابق ووطبقت الشر. النبات القواعد النايتروجينية التابعة للعديد من فايروسات تسلسلات

 400 المتداخلة عدد الـ تحليل بيانات حشرة الذبابة البيضاء من حيث وجوب تجاوزعدد المتجاورات

 ايروس من اجل اعتبار تشخيصه موثوقا  في هذه الدراسة اما بالنسبة لبقية المتجاوراتالمشابه لتسلسل الف
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 ينللفايروسوصف  يلي الأقل وان كانت مشابه لأحد تسلسلات الفايروسات فقد تم اهمالها وفيما المتداخلة

 :ا في عينات حشرة قفاز او نطاط الاوراقمتم تشخيصه لذانال

 Pittosporum cryptic virus-1  (PiCV1)فايروس : ااولا 

، وذلك من خلال تحديد PiCV1تحليل بيانات حشرة قافزة الأوراق وجود فايروس نتائج تبين من     

بشكل كبير مع المنطقة الغير التي   16,011التابعة له والتي بلغت  متداخلةال اتمتجاورالعديد من ال

 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)المشفرة التي تقع في الطرف الثالث ونهاية جين 

الموحد  التسلسل واكد تحليل العلاقة الوراثية بين(. 34شكل )التابع للفايروس  RNA 1ضمن الـ

 نيوكليوتيدة مع السلالات المختلفة719المتداخلة المحددة لهذا الفايروس والتي بلغ طولها  للمتجاورات

 LR679767.1معها خصوصا  مع السلالة ذات الرمز من خلال اثبات القرابة الوراثية  نفسه لفايروسل

والذي  فايروس المحلية والسلالات العالميةالبين سلالة ولكن كان هنالك تباين وراثي واضح  .(35شكل )

التسلسل حيث كان هنالك العديد من القواعد النايتروجينية المتباينة ( 36)يمكن  ملاحظته في الشكل 

 .المدروسة
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 .المرافق لحشرة قافزة الأوراق PiCV1المنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة لفايروس (: 34)شكل 

( 2019،واخرون Zhan) النموذجي للعائلة التي ينتمي اليها الفايروسرسم تخطيطي للجينوم الكامل ( أ)

تغطية المتجاورات  (ب)، اللون حمرالأ قوس المعرجوالمنطقة المشمولة بالتغطية والمشار إليها بال

من  dsRNAمن القطعة الأولى من  RdRpلمنطقة الغير مشفرة في الطرف الثالث وجين المتداخلة 

 .جينوم الفايروس

 

 

 أ

 ب
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 المرافقة لحشرة قافزة الأوراق المحلية PiCV1لفايروس سلالة  بين الوراثية القرابة (:35)شكل 

 .لتابعة للفايروس نفسهاالأخرى  العالمية والسلالت( سوداء بنقطة مؤشرة)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

المرافقة  PiCV1للسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بين (:36)شكل 

 . السلالت العالميةمع  لحشرة قافزة الأوراق
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 Grapevine leafroll-associated virus  (GLRaV)فايروس : ثانياا 

متجاورة  19,609ي عينات حشرة قافزة الاوراق عن طريق تحديد ف GLRaVتم تشخيص فايروس     

حدت وو .(37شكل )  CPذات تشابه واضح مع الطرف الثالث من جين الغلاف البروتيني متداخلة 

ن لقد تم تأكيد هذا التشخيص ع. نيوكليوتيدة 458في تسلسل متفق عليه بلغ طوله المتجاورة المتجاورات 

الذي يشمل العديد من سلالات نفسه الوراثي الفرع  كتشف في هذه الدراسة فيطريق تواجد الفايروس الم

 ولكن اظهرت .(38شكل ) HQ442264.1الرمز تحتوي على بشكل رئيس تلك التي ونفسه، الفايروس 

يتضح لهذا الفايروس و السلالات العالميةالمحلية وسلالة البين نتائج تحليل التباين الوراثي وجود اختلاف 

 (.39شكل ) القواعد النايتروجينية التابعة لهم  تسلسلاتن خلال عدم التشابة في العديد من ذلك م

 

 

 

 

المرافقة لحشرة قافزة GLRaV فايروسلالمنطقة المغطاة بالمتجاورات المتداخلة (: 37)شكل 

 Jelkmann) النموذجي للعائلة التي ينتمي اليها الفايروسرسم تخطيطي للجينوم الكامل ( أ). الأوراق

تغطية المتجاورات ( ب)، اللون حمراسهم والمنطقة المشمولة بالتغطية والمشار إليها بال( 2012،واخرون

 .من جينوم الفايروسلجين الغلاف البروتيني المتداخلة 

 أ

 ب
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 المرافقة لحشرة قافزة الأوراق المحلية GLRaVسلالة فايروس  بين الوراثية العلاقة (:38)شكل 

 .التابعة للفايروس نفسهالأخرى  العالمية والسلالت( سوداء بنقطة هإلي المشار)
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 GLRaVلفايروس للسلالة المحلية تسلسلات القواعد النايتروجينية  التباين الوراثي بين (:39)شكل 

 . مع السلالت العالمية المرافقة لحشرة قافزة الأوراق
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 Maiestas dorsalis  حشرة قافزة او نطاط الأوراق: 4-2-4

شكل ) M. dorsalisالأوراق المدروسة هي   قافزة او نطاطحشرة  ن  أ MITOSأوضح نتائج برنامج     

تسلسل اذ تم الحصول على مسودة الجينوم الأولية لمايتوكوندريا هذه الحشرة عن طريق تحليل بيانات ( 40

به لجينوم المايتوكوندريا المشابلغ عدد المقروءات  اذلعينات هذه الحشرة  Transcriptomeالنسخ 

وبمعدل عمق التغطية   % 2,42أي بنسبة  61,396,870من بين 1,490,895المرجعي لهذه الحشرة 

، السايتوسين % 38,85كانت    (A)علما  ان نسبة القواعد النايتروجينية للادنين  . (41شكل ) 9,711

(C )13,13 % الكوانين ،(G )9,27  % الثايمين ،(T )30,73 %نسبة قليلة من القواعد النايتروجينية و

%. 69.58هي الأكثراذ بلغ  A  +Tوقد كانت مجموع نسب القاعدتين %. 8,01بلغت ( N)الغير محددة 

المجمع في هذه   M. dorsalisو بلغ طول تسلسل جينوم المايتوكوندريا الاولي لحشرة قافزة الأوراق 

جميع الجينات الثلاثة عشر المشفرة للبروتينات  قاعدة نايتروجينية تحتوي على 15,378الدراسة 

Protein-coding genes (PCGs)  والتي شملت جيناتcytochrome C oxidase subunit I 

(Cox1)، cytochrome C oxidase subunit II (Cox2) ،cytochrome C oxidase subunit 

III (Cox3) ،cytochrome b (Cob) ،NADH dehydrogenase subunit 1 (Nad1)، 

NADH dehydrogenase subunit 2 (Nad2) ،NADH dehydrogenase subunit 3 

(Nad3 )، NADH dehydrogenase subunit 4 (Nad4) ،NADH dehydrogenase 

subunit 5 (Nad5 )،  NADH dehydrogenase subunit 6  (Nad6) ،NADH 

dehydrogenase subunit 4L (Nad4L) ،ATPase subunit 6 (atp6  )و ATPase subunit 

8(atp8.)كذلك كان هنالك . ولوحظ ايضا  ان بعض من الجينات المشفرة للبروتينات كانت موجود باكثر

وثلاثة  S  rRNAو  rRNA Lهما  Ribosomal RNA genesجينين للحامض النووي الرايبوسومي 

 tRNA A(gca) ،tRNA  والتي شملت Transfer RNA عشر جين من الحامض النووي الناقل

C(tgc)، tRNA E(gaa)، tRNA G(gga) ، tRNA K(aag)  ،tRNA L1(cta) ، tRNA 

L2(tta) ، tRNA N(aac)  ،tRNA R(cga)  ،tRNA S1(agc) ، tRNA Y(tac) ،

tRNAV(gta) و tRNA W(tga).    
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( أ). المدروسة M. dorsalis قافزة الوراقحشرة الميتوكوندريا لـ المسودة الأولية لجينوم(: 40)شكل 

شرح ( ب)،  قافزة الاوراقمسودة جينوم المايتوكوندريا لحشرة في جدول بالجينات التي تم تحديدها 

للحامض ت المشفرة للبروتينات ذات لون احمر ، الجينات المشفرة الجيناتوضيحي لجينوم الميتوكوندريا 

أن هذا الشكل  .النووي الناقل ذات لون اخضرذات لون ازرق، و المشفرة للحامض  النووي الرايبوسومي

 (.2013واخرون، Bernt) MITOSتم انشاءه بواسطة برنامج 

 أ

 ب
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 بالمتجاورات المتداخلة  ىقافزة الأوراق المغطجينوم مايتوكوندريا حشرة  (:41)شكل 

وراق التي تم لحشرة قافزة او نطاط الا مسودة الجينوم الأوليةالكامل ل تسلسلال وبينت نتائج مقارنة    

ان الحشرة تتشابه  نفسها، لحشرةلاكتشافها في هذه الدراسة مع ما متوفر من جينومات المايتوكوندريا 

 9145و 9148وذلك من خلال تحقيق اعلى مجموعات تشابه بلغت  M. dorsalisبشكل كبير مع حشرة  

جدير .  NC_036296.1و  KX786285.1مع السلالتين ذوات الرموز % 88,46ونسبة تشابه بلغت 

جدول )بالإشارة الى نسبة التشابه انخفضت وبشكل كبيرمع الأنواع الأخرى من حشرات قافزات الأوراق 

الذي اظهر مدى العلاقة الوراثية القوية مع النشوء والتطور  ا ن هذا التشخيص تم تاكيده في تحليل(. 8

شكل )في فرع وراثي نفسها سلالات أعلاه من خلال تجمعها مع النفسه السلالات التي تعود الى النوع 

42). 

تبين انها  Maiestas dorsalis  نوعاو نطاط الأوراق  ةقافز ةوبعد مراجعتنا للمصادرالمتعلقة بحشر   

الصين والفلبين وتايلند تنتشر في العديد من دول قارة اسيا التي تشتهر بزراعة محصول الرز والتي تشمل 

 Perfect،1989 ; Kittayapongو  Cook  ; 2016واخرون، Chen) وفيتنام و الهند والنيبال

 Dahal  ; 1999واخرون، Reynolds ; 2002واخرون، Vromant ; 2003واخرون،

لذا يعتبر تشخيصنا هذا والمستند على  لنوع هذا الم نجد في العراق تسجيل لولكن (. 1997واخرون،

علما  ان هذا النوع ناقل . هو الاول في العراق لخاصة بهامسودة الجينوم الكاملة تقريبا  لمايتوكوندريا 

خسائر اقتصادية كبيرة على مدى العقود القليلة الماضية للعديد من الفايروسات الخطيرة التي سببت 

يروسات اللف ةالمتكرروالوبائية شرق وجنوب شرق آسيا، بما في ذلك التفشي  دول في لمحصول الرز

قفازات اوراق أهمية في تحديد انواع يعد هذا التشخيص ذو لذلك . (Yang،2017) المعروفة والناشئة

والاهتمام بها ودراستها بشكل اكثر شمولية من اجل إيجاد الوسائل الفعالة  المنتشرة في البيئة العراقيةالرز

  .في الحد من مخاطرها في المستقبل
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المدروسة مع السلالت العالمية  M. dorsalis قافزة الوراقحشرة لـمقارنة مسودة جينوم (:8)جدول 

 نفسها وحشرات اخرى لحشرةل

مجموع درجات   اسم النوع

 التشابه

 التسلسل تغطية

(%) 

 التشابه نسبة

(%) 

 رمز

 السلالة 

Iraqi M. dorsalis * * * * 

M. dorsalis 9148 74 88.46 KX786285.1 

M. dorsalis 9145 69 88.46 NC_036296.1 

Paramacrosteles 

nigromaculatus 

4834 59 80.90 NC_045270.1 

Japananus hyalinus 4683 59 82.30 KY129954.1 

Mukaria splendida 4511 59 82.02 NC_053559.1 

Drabescus ineffectus 3944 46 82.39 NC_050258.1 

Penthimia 

melanocephala 

3502 51 80.63 NC_051525.1 

Exitianus indicus 28 37 81.64 KY039128.1 

Abrus expansivus 2587 32 82.12 NC_045238.1 

 

 

( سوداءبنقطة حددة الم)المحلية  M. dorsalisقافزة الوراق حشرة العلاقة الوراثية بين (: 42)شكل 

  .للحشرة نفسهاوالسلالت العالمية الأخرى التابعة 

يروسات بما في ذلك تلك التي تصيب الفل والسريععملية الاكتشاف والتشخيص الدقيق  بشكل عام، تعد    

 حديديروس وتامتطلبات عزل الفالحاجة الى  سببوذلك ب لتقنيات التقليديةعمال امشكلة باست العوائل النباتية

، في العقدين الأخيرين ، تم الإعلان عن تقنيات تسلسل الجيل التالي ولكن .تسلسل الجينوم جزئي ا أو كلي ا
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(NGS ) وتشخيص الاحياء المجهرية المعلومات الحيوية وتطبيقها في جوانب مختلفة من اكتشاف وتحليل

( 2014 واخرون، ،Barba)النباتات  التي ترافق او تصيبيروسات ابما في ذلك الف المختلفة الدقيقة

والبشر ( 2020، واخرون Chiapello)والفطريات ( 2017، واخرون Kobayashi)والحشرات 

(Chiu ،2013.)  تقانةأن NGS من البيانات بما في ذلك بيانات تسلسل النسخ  مختلفة   ا  أنواع تنتج

Transcriptome  من وذلك والحشرات  اتيروسات النباتافالعديد من تحديد في بنجاح  عمالهاالتي تم است

 Small viral RNA (Zografidis خلال تحليل الحمض النووي الريبي الفيروسي الصغير

 .(2015واخرون،

بين العوائل النباتية،  بقائها وانتقالها وانتشارهاحشرية في يروسات النبات على ناقلات اتعتمد معظم ف    

التي اثبتت قدرتها  Trialeurodes و Bemisiaبعض أنواع الجنسين ومن بين هذه النواقل الحشرية 

فمثلا (. Raccah،2015و  Anon،2001 ; Fereres)كناقل مهم وحيوي للعديد من فايروسات النبات

أن ه قادر على اكتساب الفايروسات اثناء التغذية  B. tabaciنوع واحد يعود الى الجنس الاول وهو  وجد

وقد اكتسب هذا النوع أهميته بكونه أفة  حشرية وناقلا  للعديد من الفايروسات . على انسجة النباتات المصابة

 و Cucurbit yellow stunting disorder virusو   Tomato yellow leaf curl virusمثل 

Cucumber vein yellowing virus   وTomato torrado virus  التي تصيب المحاصيل والفواكه

والخضروات ونباتات الزينة مسببة لها خسائر اقتصادية سنوية كبيرة في العديد من المناطق التي تشمل 

 ; De Barro،2011 ; Jones ،2003) لمتوسطيةالبيئات الاستوائية وشبه الاستوائية والقاحلة وا

Navas-Castillo ،وراق لأحشرة قافزة اكذلك اثبتت  (.2011واخرونM. dorsalis  قدرتها على نقل

 Rice raggedو  Rice dwarf virus Rice gall dwarf virus مثل  من الفايروسات النباتية العديد

stunt virus  وRice stripe mosaic virus  وRice tungro virus (Yang ،2017واخرون  ; 

Azgar   وYonzone،2017  ; Zhao ، الدراسة الحالية العديد من  وجد فيو (.2019واخرون

من خلال  M. dorsalis و B. tabaci حشرات المشتقة من فيروسات النبات في RNAـال تسلسلات

بناء  على هذه و تغطية عالية الكمية ذا كثافةكان معظمهم إذ    Transcriptomeتسلسل النسخ تحليل 

يروسات التي تم تحديدها يتم ايمكن تقديم اقتراح مفاده أن هذه الف لذلك الكمية الكبيرة من قراءات التسلسل ،

ولكن لا يوجد تقريراو دراسة سابقة  المنتشرة في البيئة العراقية هاتين الحشرتينالتعبير عنها باستمرار في 

بالرغم من . وسات المكتشفة في هذه الدراسة ممكن انتقالها بواسطة هاتين الحشرتينتشير الى أن  الفاير

ثباته في متنوعة هو حدث شائع تم ا يةيروسات النبات عن طريق ناقلات حشراانتقال العديد من ف ذلك أن  

وس من التشخيص ولأول مرة لفاير( 2019)واخرون  Ghoshتمكن فمثلا   .العديد من الدراسات الحديثة

 Polerovirusوالذي يعود الى جنس  Pepper whitefly-borne vein yellows virusجديد اسمه 
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ولكنهم اثبتوا ان الفايروس  Myzus persicae ها تنتقل بواسطة حشرة المنن  أنواعه أالمعروف عن 

ن فايروسات الجديد ينتقل بواسطة حشرة الذبابة البيضاء المعروف عن قدرتها العالية على نقل العديد م

( 2020)واخرون  Ottati  وأيضا في دراسة أخرى قام بها. RNAو DNAالنبات ذات الجينوم نوع الـ

تعتبر ناقلا  اوحدا  ورئيسا  للفايتوبلازما   التي Scaphoideus titanusحول قافزة او نطاط الأوراق 

Grapevine flavescence dorée   نقل تسعة فايروسات جديدة وجدوأ أن  هذه الحشرة قادرة أيضا على

لم يكن معروف عنها انتقالها بواسطة هذه الحشرة من قبل مع العلم أن  هذه الحشرة تعود الى عائلة حشرة 

M. dorsalis   عائلةCicadellidae  ،ات حشر ن  أيعني بطبيعة الحال وهذا نفسهاB. tabaci و M. 

dorsalis ما تم تشخيصه من فايروسات في هذه الدراسةجديدة منها على نقل فايروسات  لها المقدرة .

جدير بالإشارة الى أن  الفايروسات التي تم اكتشافها في هذه الدراسة كانت ذات تباين واضح مع السلالات 

العالمية وهذه النتيجة يمكنها أن  تفسر سبب عدم نجاح التشخيص الجزيئي للفايروسات المرافقة للحشرات 

ذ إن  البادئات يمكنها الالتحام مع التسلسلات المحافظة فقط واي تغير في هذه إ PCRباستعمال تقانة الـ

التسلسلات يسبب فشل عملية التضخيم باستعمال هذه التقانة  لذا يمكننا التأكيد على أهمية استعمال تقانة 

قنيات والت PCRفي التغلب على هذه المعوقات المرافقة لتطبيق تقانة الـ (NGS)تسلسل الجيل التالي 

 . الجزيئية الأخرى

جينات  تجميعفي   Transcriptomeمثل الـ  (RNA) النهج القائم على الحمض النووي الريبي إن      

على بعض القيود الخاصة بالحشرات والحصول على الجينوم الكامل لها يتغلب  mtDNAالمايتوكوندريا 

وم تسلسل جينفي تحديد  (DNA) النووي المفروضة على الاستراتيجيات التقليدية القائمة على الحمض

الاستراتيجية القائمة على الحمض  عملعلى وجه التحديد، تستو .والكشف عن التغاير المايتوكوندريا

الحصول  من اجلاستخراج إجمالي الحمض النووي الريبي الخلوي في النووي الريبي طريقة مباشرة 

من علما  ان هذه الطريقة لا تعاني . ودةعالي الج mtDNAعلى كمية عالية من الحمض النووي 

طويل PCR (overlapping PCR )تداخل تحدث في طريق الصعوبات والتحيزات التي يمكن أن 

ا لأن عدد و. للميتوكوندريا DNAالـ ولا تتأثر بالنسخ النووية للحمض النووي السلسلة النسخ بيانات نظر 

Transcriptomes  ا المتاحة في المستودعات العامة بشكل ينمو بسرعة، يمكن أن يكون هذا النهج مفيد 

 Moreira)  المعروفة مسبقا  جديدة من الأنواع غير  (Mitogenomes) خاص لتجميع ميتوجينومات

تجميع جينوم في قائم على الحمض النووي الريبي المبتكر النهج ال عمالاستولقد تم  (.2015واخرون،

 ; 2014واخرون، Kocher ;2013واخرون،  Hahn (رات    للعديد من الحش الميتوكوندريا الكامل

Moreira ،2016واخرون  ;  Gomes-dos-Santos ،2020واخرون) . 
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 Recommendations and Conclusions    الستنتاجات والتوصيات : 5

Conclusions                                                             الستنتاجات : 5-1

    

في تشخيص العديد من الفايروسات النباتية في عينات حشرة  PCRتقانة الـعلى  NGSتقانة الـ أفضلية -1

، AMV  ،BBWV  ،ZaMMV ،PiCV1الذبابة البيضاء والتي شملت سبعة فايروسات وهي  

GLRaV ،TSWOV  وTSWV  بينما في حشرة قافزة الأوراق Maiestas dorsalis  شخص فقط

 .GLRaVو  PiCV1فايروسين هما  

في هذه الدراسة ذات تباين وراثي واضح مع العديد السلالات الفايروسية المشخصه معظم لقد كانت  -2

وذلك من خلال نسب الاختلاف العالية بين تسلسلات القواعد النايتروجينية في من السلالات العالمية 

وهذه الحقيقة قد تفسر سبب عدم نجاح او مناطق وراثية مختلفة  المناطق المحافظة التي تقع في جينات

 . في تشخيص هذه الفايروسات PCRالـ انةتق

 Draft)على مسودة الجينوم الأولية  NGSالـ انةولأول مرة في العراق بواسطة تقالحصول  -3

genome ) وجينية تحتوي على قاعدة نايتر 15,711 حشرة الذبابة البيضاء التي تتكون من لمايتوكوندريا

جينين للحامض النووي  و Protein-coding genes (PCGs)جينات مشفرة للبروتينات  8تسلسل 

والتي  Transfer RNA وجينين من الحامض النووي الناقل Ribosomal RNA genesالرايبوسومي 

 .MEAM1 B. tabaciاكدت على أن  النوع الحشري المنتشر في البيئة العراقية هو 

ايضا  من خلال تحديد  NGSتقنية الـالتشخيص الجزيئي لحشرة قافزة او نطاط الأوراق باستعمال  -4

قاعدة نايتروجينية تحتوي على  15,378 الجينوم الكامل تقريبا  لمايتوكوندريا هذه الحشرة الذي يتكون من

جينين للحامض  و Protein-coding genes (PCGs)جميع الجينات الثلاثة عشر المشفرة للبروتينات 

 وثلاثة عشر جين من الحامض النووي الناقل Ribosomal RNA genesالنووي الرايبوسومي 

Transfer RNA  والتي اثبتت أن  نوع حشرة قافزة أو نطاط الأوراق الناقل للفايروسات هوMaiestas 

dorsalis ويعتبر هذا التشخيص هو الأول لهذه الحشرة في العراق. 
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يات                                                               وصـــالت: 5-2

Recommendations  

في التشخيص الجزيئي نفسها في هذه الدراسة  تي اتبعتال بالطريقة NGSاستعمال تقانة  الـ1- 

للفايروسات المنقولة بواسطة حشرات ناقلة أخرى مثل المن والثربس وقافزات او نطاطات النبات 

 .منتشرة في البيئة العراقيةال

دراسة إمكانية تحديد الجينوم الكامل للفايروسات المشخصة في هذه الدراسة وذلك عن طريق المزج  2-

التباين الوراثي أسباب  من أجل تأكيد نتائج هذه الدراسة والتحقق من PCRوتقانة الـ   NGSبين تقنيات الـ 

  . ها وبين السلالات العالميةبين

أنواع حشرات قافزات أو نطاطات الأوراق في حقول الرز العراقية وكذلك تمرار بالتحري عن سالا3- 

ه نفسالأنواع الأخرى لحشرة الذبابة البيضاء التي يمكن ان تتواجد في البيئة العراقية باستعمال الأسلوب 

  .في هذه الدراسة المتبع

في تشخيص في هذه الدراسة نفسها عملة بالطريقة المستو NGSالـ تقانةتطبيق دراسة إمكانية  -4 

 . التي تصيب الانسان والحيوان وتنقل بواسطة حشرات البعوض والقمل والبرغوثالفايروسات 
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a 

Abstract: 

The aim of this study was to identify the plant viruses and their insect vectors that 

are common on various plant hosts in Karbala Province and other near provinces 

using different molecular techniques.  

    The insect (Whiteflies and leafhoppers) samples distributed on a number of 

plant hosts were collected, DNA and RNA extracted from these insect samples 

and cDNA was prepared using the RNA extracted. The Polymerase Chain 

Reaction (PCR) technique was applied utilizing specific primer sets that are 

diagnosis the species of the most common viral genus (Begomovirus ،Carlavirus  ،

Potyvirus ،Torradovirus) transmitted by these insects. As well as, the Next 

Generation sequencing (NGS) specifically the Transcriptome method was 

operated to identify the plant viruses and their insect vectors.  

    The results showed the superb capability of the NGS compering with PCR in 

diagnosing a number of plant viruses associated with the whitefly insect that 

included Alfalfa mosaic virus, Broad bean wilt virus, Zantedeschia mild mosaic 

virus, Pittosporum cryptic virus-1 ، Grapevine leafroll-associated virus, Tomato 

spotted wilt orthotospovirus and Tomato spotted wilt virus. On the other hand, the 

viruses Pittosporum cryptic virus-1 and Grapevine leafroll-associated virus were 

identified in the leafhopper insect. Additionally, the majority of plant viruses 

found were in significant genetic variation comparing with the global viral strains 

and this is possible the main reason for the unsuccessful PCR test in diagnosis of 

the plant viruses transmitted by the studied insects. 

    Furthermore, the draft genome of the whitefly mitochondria was determined for 

the first time in Iraq using the NGS technique. This genome comprised 8 Protein-

coding genes (PCGs), two ribosomal RNA genes and two genes of transfer RNA. 



 
 

b 

This finding confirmed that the species of whitefly insect common in the Iraq 

environment is Bemisia tabaci MEAM1. Moreover, the almost complete genome 

of leafhopper mitochondria was uncovered using the NGS method and was found 

to contain 13 Protein-coding genes (PCGs), two ribosomal RNA genes and 13 

transfer RNA genes. This discovery confirmed that the leafhopper species is 

Maiestas dorsalis and this finding is the first record in Iraq. 

    This study reveals the importance of NGS application in molecular diagnosis of 

plant viruses and their vectors due to its fast and precise performance comparing 

with other traditional molecular approaches. However, the relatively high cost and 

bioinformatic analysis experience needed for the NGS data are the main obstacles 

that prevent or slow down application of NGS commonly.       
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