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 (RT-PCR) المتسلسل البلمرة لتفبعل العكسي النسخ بطريقت للعنب المروحيت الورقت لفبيروس الجزيئي التشخيص
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 الخلاصت

  فتتتتتاٌروس الورقتتتتتة المروحٌتتتتتة علتتتتتى العنتتتتت الجزٌئتتتتتً ل اجرٌتتتتتت لتتتتت ب الدراستتتتتة بهتتتتتد  ال  تتتتت ٌ 
Grapevine fanleaf virus (GFLV)    ًالورقٌتة  عٌنتات العنت المسب  لمتر  الورقتة المروحٌتة للعنت  فت

الطرٌقة المبا رة السرٌعة فً انبوبتة واع مدت  العراق, - العن  فً محافظة صلاح الدٌن بسا ٌنمن  جمعتال ً 
باست عمال زو  البتواد   Rapid direct one tube RT-PCRواحدة للنست  العكستً ل فاعتل البلمترة الم سلستل 

GFLV2231F  وGFLV2533R  ًوانزٌم النست  العكستSuperScript
TM

 III RT  ل ضت ٌم جتزم متن جتٌن
  زو  متتتن القواعتتتد النٌ روجٌنٌتتتة 322وبحجتتتم  RNA2 فتتتً رنتتتا الفتتتاٌروس الثتتتانً 2Ccpالغتتتلا  البرو ٌنتتتً 

Base pair ًوثبت اصابة العٌنات الم  برة بالفاٌروس متن  تلال الك ت  عتن نتوا س النست  العكست .RT-PCT 
, ا   بٌن من  لال القٌاس بستلم التدنا التدلٌل ان احجتام القطت  %1باس عمال ال رحٌل الكهربائً فً للام الاجروز 

زوجتتا متتن القواعتتد الن روجٌنٌتتة ولتت ا مطتتابق دحجتتام قطتت  التتدنا النا جتتة عتتن معاملتتة  377النا جتتة كانتتت بحتتدود 

 المقارنة الموجبة للفاٌروس مما اكد اصاب ها بالفاٌروس.

 RT-PCR ,GFLVفاٌروس الورقة المروحٌة,  لمات الدالة:الك

 .72/4/7103: وقبوله،  02/7/7103 : ارٌ   سلم البحث

 المقذمت

 ستائر  Grapevine fanleaf virus(GFLV)ٌسب  مر  الورقة المروحٌتة الم ستب  عتن الفتاٌروس 
,  لتتا اع متتادا علتتى ضتتراوة ستتلالة الفتتاٌروس  ٪01والعالٌتتة  ٪04 -01فتتً الحاصتتل   تتراوح بتتٌن الم وستتطة 

وحساسٌة الصن  المصا , وٌوثر المر  على جودة الثمار المن جة حٌث ٌتن ف  مح والتا متن الستكر و ر فت  
٪ 41حموض ها, و عانً اد جار المصابة و صوصا ادصتنا  الحساستة متن نقت  كبٌتر فتً النمتو قتد ٌ جتاوز 

(. ٌعتتود الفتتاٌروس Boudon-Podieu ,7112و  Martelliابة )كمتتا ٌتتن ف  م وستتط اعمتتار اد تتجار المصتت
GFLV   الى العائلةSecoviridae  والتى الجتنسNepovirus .ب تكل   صصتً متن ا تجار  الفتاٌروس وٌنقتل

 ارجٌتة ال طفتل , ولتً نٌمتا ودا   Xiphinema index النٌمتا ودا ال نجرٌتة العن  المصابة الى السلٌمة بوساطة
 ك س  الفاٌروس اثنام  غ ٌ ها على جت ور ا  الناقل الرئٌسً الطبٌعً له  و عد Longidoridae  عائلةالال ً   ب  

 .(Gerard ,7114 و 0021وا رون,  Cohnا جار العن  المصابة  ) 

 متتتتتتتن النتتتتتتتو  الراٌبتتتتتتتً مفتتتتتتترد ال تتتتتتتٌط موجتتتتتتت  ال وجتتتتتتته ثنتتتتتتتائً القطعتتتتتتتة   جٌنتتتتتتتوم الفتتتتتتتاٌروس
Bipartite + sense ssRNA genome 31 ن الفتتاٌروس متتن ثتتلاث جستتٌمات بلورٌتتة بقطتترٌ كتتون فرٌتتوو 

و ملتتا , RNA2و  RNA1   تتوز  فٌهتتا قطع تتً الجٌنتتوم (Hewitt ,0023و  Martelliنتتانوم ر لكتتل منهتتا )
(. 0011وا ترون,  Pinck) Satellite RNA قطعتة راٌبٌتة  ابعتة F13بع  عزلات الفاٌروس ومنهتا العزلتة 

 و عتتتتتتتتد طرائتتتتتتتتق الك تتتتتتتت  عتتتتتتتتن الفاٌروستتتتتتتتات ال تتتتتتتتً  ع متتتتتتتتد  قانتتتتتتتتات  فاعتتتتتتتتل البلمتتتتتتتترة الم سلستتتتتتتتل 
Polymerase Chain Reaction (PCR) ولا   تثثر كثٌترا ب غٌتر  ركٌتز الفتاٌروس فتً النبتات  الحساستٌة فائقة
  ال عتتتتر  هتتتتد ب(. و تتتتم اجتتتترام لتتتت ا البحتتتتث Liebenberg ,7111 تتتتلال الستتتتنة مقارنتتتتة ب قانتتتتة الالٌتتتتزا )

   قانتتتتتتة الورقتتتتتتة المروحٌتتتتتتة للعنتتتتتت  باستتتتتت عمال لفتتتتتتاٌروسالعراقٌتتتتتتة  عزلتتتتتتةال   تتتتتت ٌ  امكانٌتتتتتتة علتتتتتتى
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) عتن للك ت  المصتممة البتواد و 

من  ترة فتً العتراق ا  لا   توافر اي دراستات او معلومتات جٌنٌتة حتول الفاٌروستات ال العالمٌتة الفتاٌروس عزلات
 ا تت لا  بستب  ال غتاٌر عتن نتا س جٌنومهتافتً  النكلٌو ٌتدي ال عاقتت  فتً الا  لافتات بعت  علتى  حتوي ال تً قتدو

والظرو  المنا ٌة  صوصا عندما ٌكون ل ا ال غاٌر الجٌنً فً منطقة الجٌنوم ال تً  ست هدفها  الجغرافٌة المنطقة
 ل ب البواد .
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 وطرائقه البحث مواد

محافظتة صتلاح  –جمعت عٌنات العن  الورقٌة من بسا ٌن العن  فً ثلاث مناطق م  لفتة متن قضتام بلتد 
الدٌن, ال ً  حمل اعرا  الاصابة بفتاٌروس الورقتة المروحٌتة للعنت . وبستب  الحجتر الزراعتً  تم  حمٌتل لت ب 

 التدار  عمال المحلتولباست  .Agdia, Incمتن ان تا   تركة  Agdia Sticksالعٌنات على ا ترطة حفتظ العٌنتات 
LYL1 Buffer للحصتول المقطتر المتام متن متل 052 فً المسحوق من غرام 1543 بإ ابة الا رطة م  المرفق 

 LYL1 التتدار  المحلتتول بإضتتافة الطازجتتة العنتت  اوراق عٌنتتات التتدار  ثتتم ستتحقت المحلتتول متتن متتل 01 علتتى
 فتً مبا تر ب تكل الا رطة وغطست الورقٌة للعٌنات ال والً على 0:01  وبنسبة المعقم ال زفً الهاون باس  دام
 71 ٌمكتن لكتل  ترٌط حمتل ا  ال رٌط من الامامً الواقعة فً الجزم الماصة المنطقة بغمر و لا ال زفً الهاون

 الا ترطة  زنت ثم الغرفة حرارة فً درجة الهوام فً ل ج  الا رطة اقصى و ركت كحد العٌنة من ماٌكرول را
 تم اجترام ال  ت ٌ  فتً  .الغرفتة حترارة درجتة فً وحفظت جافة  بقٌها ال ً ال اصة علبها فً بالعٌنات المحملة

 مفتتتردة  انبوبتتتة فتتتً الم سلستتتل البلمتتترة ل فاعتتتل العكستتتً للنستتت  الستتترٌعة المبا تتترة الطرٌقتتتة م  بتتتر واستتت عملت
Rapid Direct One Tube RT-PCR  وحست  طرٌقتةRowhani ( واست عملت عٌنتات 7111وا ترون ,)

العن  المصابة المحملة على ا رطة حفظ العٌنات لغر  الك ت  عتن وجتود الفتاٌروس فٌهتا, و تم قطت  الطتر  
متاٌكرولٌ رمن  011الحاوٌتة علتى   PCRالنهائً لل ترٌط الت ي ٌحمتل العٌنتة الجافتة ووضتعت فتً انبوبتة جهتاز 

متتول  150المكتتون متن ) Guanidine thiocyanate-EDTA-Sarkosyl buffer (GES)المحلتول التدار  
%  راٌ تون  154و EDTA ملتً متول  0 و NaClمول كلورٌد الصودٌم  1514و  0جلاٌسٌن وباس لٌدروجٌنً 

Triton X-100 ووضعت الانبوبتة فتً جهتاز ,)PCR   نتوEppendorf Mastercycler Pro.  وضتبط علتى
كابسٌد الفاٌروس و حرٌر حامضه النووي ثم رجت العٌنة ب تدة  دقائق لغر  دن رة 01سْ لمدة 04درجة حرارة 

ل حرٌر اكبر كمٌتة متن الحتام  النتووي لزٌتادة فتر  الك ت  عنته متن  تلال  Vortexباس  دام جهاز الرجا  

 زٌتتتادة عتتتدد قطتتت  الحتتتام  النتتتووي التتت ي  ستتت هدفها البتتتواد  ثتتتم وضتتتعت مبا تتترة فتتتً حمتتتام ثلجتتتً لمتتتدة 
 متتتتتتتتتتاٌكرولٌ ر متتتتتتتتتتن العٌنتتتتتتتتتتة المتتتتتتتتتتدن رة الحاوٌتتتتتتتتتتة علتتتتتتتتتتى  7 مستتتتتتتتتتة دقتتتتتتتتتتائق و تتتتتتتتتتم استتتتتتتتتت عمال 

  PCRلعملٌتتتتتتتتتة ال ضتتتتتتتتت ٌم بوستتتتتتتتتاطة جهتتتتتتتتتاز  Templateالحتتتتتتتتتام  النتتتتتتتتتووي الفاٌروستتتتتتتتتً كقالتتتتتتتتت  
  Invitrogenان تا   تركة  SuperScript® III Reverse Transcriptaseوباست عمال انتزٌم النست  العكستً 

  والعكستتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتً GFLV2231F (ACCGGATTGACGTGGGTGAT)والبتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتادئٌن الامتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتامً 
 GFLV2533R (CCAAAGTTGGTTTCCCAAGA ) اللتتتت ٌن ٌستتتت هدفان الجتتتتٌن الم تتتتفر ل كتتتتوٌن كابستتتتٌد

زو  متتن القواعتد الن روجٌنٌتتة. وباست عمال ظتترو  ال ضت ٌم فتتً  377ل ضت ٌم قطعتتة بحجتم  GFLVالفتاٌروس 
 سْ 44ثانٌتة و  31 سْ لمتدة05دورة مكونتة متن  34و  دقٌقة 21دة درجة سٌلٌزٌة )سْ( لم 47ال الٌة  PCRجهاز 
لمتدة دقٌق تٌن  سْ 24ثانٌة ثم دورة واحدة لإنهام عملٌة ال ض ٌم على درجة حرارة  31لمدة  سْ 27وثانٌة  54لمدة 

(. و تم الك ت  عتن نتا س عملٌتة ال ضت ٌم باست عمال  قانتة ال رحٌتل 7111وا ترون ) Mekuria وحست  طرٌقتة 
 60فولتت ولمتدة 100 علتى  BioRed Power Pac 300)الهجترة( الكهربتائً باست عمال جهتاز ال رحٌتل نتو  

( علتى ال توالً 1:10,000بنستبة ) RedGel% الحاوي على صبغة الاحما  النووٌتة 1دقٌقة فً للام الاكروز 
جهتاز الاظهتار بالا تعة  وصورت الن تائس باست عمال Fermentas ركة  ان ا  1Kb+ ladderسلم الدنا الدلٌل و

 .Bio-Rad Laboratories, Inc ان ا   ركة+ Bio-Rad Gel Doc XRفوق البنفسجٌة 

 والمنبقشت النتبئج

اكدت ن ائس ال   ٌ  الجزئً لفاٌروس الورقة المروحٌة للعن  باست عمال الطرٌقتة المبا ترة السترٌعة فتً 
 بعتا لطرٌقتة  Rapid Direct One Tube RT-PCRانبوبتة مفتردة للنست  العكستً ل فاعتل البلمترة الم سلستل 

Rowhani ( الك تت  عتتن اصتتابة عٌنتات العنتت  المحملتتة علتتى ا ترطة اجتتدٌا بفتتاٌروس الورقتتة 7111وا ترون )

المروحٌة للعن . واست عملت لت ب الطرٌقتة فتً ال  ت ٌ  كونهتا متن الطرائتق الستهلة والسترٌعة ا  ٌت م فٌهتا دمتس 
احتدة دا تل انبوبتة لرنا الفاٌروس وعملٌة  ضت ٌم التدنا المكمتل فتً  طتوة و cDNA طو ً  كوٌن الدنا المكمل 

واحدة, كما انها   لافى  تثثٌر الستكرٌات الم عتددة والفٌنتولات الموجتودة فتً انستجة اوراق العنت  والمثبطتة لعمتل 
الن ٌجة الموجبتة لهت ا الا  بتار فتً الك ت  عتن وجتود  (0)انزٌمات النس  ل فاعل البلمرة الم سلسل, وٌبٌن ال كل 

ال تً  مثتل ثتلاث مكتررات للعٌنتة المصتابة وجتود  3و  7و  0عمتدة فً العٌنة حٌث اظهرت الا GFLVفاٌروس 
 فتً الرنتا الفاٌروستً الثتانً 2Ccpالنا جة عتن  ضت ٌم جتزم متن جتٌن الغتلا  البرو ٌنتً  Bandsالحزم الثلاثة 

RNA-2  للعزلتتة العراقٌتتة لفتتاٌروسGFLV  زو  متتن القواعتتد الن روجٌنٌتتة باستت  دام زو  البتتواد   377بحجتتم
GFLV2231F و GFLV2533R  ًوانتزٌم النست  العكستSuperScript

TM
 III RT ً0 الاجتروز لتلام فت ٪
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ول ب الحزم مطابقة فً حجمهتا للحزمتة فتً العمتود الرابت  ال تً  GelRed النووٌة الاحما  صبغة على الحاوي

 مثل عٌنة المقارنة الموجبة للفاٌروس فً حٌن لا  وجد اي حزمة فً العمود ال امس الت ي ٌمثتل معاملتة المقارنتة 
 السالبة الم مثلة بعٌنة اوراق العن  السلٌمة.

 

 GFLVضتت مة للغتتلا  البرو ٌنتتً لفتتاٌروس الك تت  عتتن قطتت  نستت  الحتتام  النتتووي التتدنا الم :(0ال تتكل )
الحتتتاوي علتتتى صتتتبغة الاحمتتتا  النووٌتتتة  ٪0باستتت عمال الهجتتترة الكهربائٌتتتة فتتتً لتتتلام الاجتتتروز 

GelRed  1حٌث ٌمثل العمتود )ا( ستلم التدنا التدلٌلKb ladder  مثتل ثتلاث  3و  7و  0والاعمتدة 

فاٌروس و العمود ال امس لتو العٌنتة مكررات للعٌنة المصابة وٌمثل العمود الراب  العٌنة الموجبة لل
 = زو  من القواعد الن روجٌنٌةBase pair (bp.)السالبة. )
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ABSTRACT 

This study was conducted to molecular diagnostics of Grapevine fanleaf virus 

(GFLV) in leaf samples of grapevine were collected from the grapevine yards in 

Salahuddin governorate, where grapevines are commonly grown in Iraq. The virus was 

detected in the samples by using SuperScript
TM

 III RT kit and pair of specific primers 

GFLV2231F and GFLV2533R was used to amplify fragments of the coat protein gene 

(CP) in rapid direct one tube RT-PCR. 
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