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إنتاج نباتات ، بهدف  2021–2020الفترة    خلالالهيئة العامة للتقانة الحيوية في كلية الزراعة بجامعة دمشق    بر زراعة الأنسجة النباتية في تفذ البحث في مخن   

وذلك باستخدام تقانة زراعة الميرستيم المترافقة مع المعاملة  ،  من صنف الكرمة الحلواني المصاب بهذا الفيروس  GLRaV-3خالية من فيروس التفاف أوراق الكرمة  
  ل/ غ 30و  BAP   ل/ مغ  0.5  له   أ ضيف   MS 1/2 وزرعت في وسطٍ مغذٍ    ، من النباتات المصابة كرومتر  يم  500  بطولت القمم الميرستيمية  خذ  لكيميائية. أ  الحرارية وا

لنباتات الخالية من الفيروس  ل. أظهرت النتائج أن  المعاملة المشتركة أعطت أعلى نسبة (DAS-ELISA) المباشر  اختبار إليزاواسطة اختبرت النباتات الناتجة ب سكروز. 
في نسبة    ،%(. أوضحت النتائج تفوق معاملة زراعة القمة الميرستيمية معنوياً على بقية المعاملات56.25نسبة منها )   المعاملة الحرارية أقل  بينما أعطت  %(،  (87.67

المعاملة الحرارية التي    خاصةٍ وب  ، تأثيرات سلبية لجميع المعاملات في استطالة النبيتات ثم ة  %. كما بي نت هذه النتائج أن هناك   98.13ت إلىالنباتات النامية التي وصل
 سم(. (0.33استطالة للنموات  أعطت أقل  

   الإليزا. اختبار  ، المعاملة الكيميائية فيروس التفاف أوراق الكرمة، الكرمة، الميرستيم، المعاملة الحرارية،   كلمات مفتاحية:

 

 1المقدمة 
 

، سورية الاقتصاد الوطني في تدعم التي الفاكهة  أشجار أهم من الكرمة ت عد  
العديد بدأت زراعتها أن إلا   بسبب  المتمثلة  المعوقات من بالتراجع 

باهتمام   ؛واللاحيوية الحيوية  بالإجهادات الشجيرة  فقد حظيت هذه  لذلك 
فات والأمراض التي تسبب للآ  المقاومةالباحثين من حيث نشر الأصناف  

 Wu et؛ Malenica et al., 2020) في النوعية اً في الإنتاج وتدني   اً نقص

al., 2020 ) و الفيروسيةب ،  الأمراض  ت عد  و   ؛منها  خاصة  أهم    التي  من 
الزراعي الإنتاج  تواجه  التي  الخطيرة  ؛ Barba et al., 2015)  المشاكل 

Daurov et al., 2018 )  . فيروساً    70اب الكرمة بـأكثر من  ص  ث(Jo et 

al., 2017; Debat et al., 2019).    التفاف   المسبب لمرض  فيروسال  ي عد
 Grapevine leafroll-associated virus-3  والمعروف بـ  ةالكرم  أوراق

(GLRaV-3)    انتشاراً وضرراً   الكرمةأمراض   أكثرمن  (Gilardi et al., 

تم  ،  ( Wu et al., 2020؛  Kazybayeva et al., 2020  ؛ 2020  حيث 
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 ,.Vončina et al)عالمياً    زراعة الكرمة  مناطق  جميعالكشف عنه في  

 . ( Xiao et al., 2018؛ 2017
 تصيب التي الفيروسات لتحديدمسح    فقد أ جري   ،ا في سوريةأم    

 مديرية عيناتها من المجمعات الوراثية في أ خذت،  صنفاً  214 الكرمة في

 والسويداء وجلين حمص بحوث ومراكز دمشق في العلمية الزراعية البحوث

 أن  فيروسوتبي ن  المذكورة،   المحافظات  المزارعين في حقول ويحمول ومن

المختبرة  الكرمة على عيناتكان أكثرها إنتشاراً    GLRaV-3الورقة   التفاف
وآخرون، أك    (، 2000  )الشعبي  ما  دراسة  وهذا  نتائج  الدين دته    غرز 

الكرمة في بساتين/كروم انتشار فيروسات التفاف أوراق  حول    (2009)
 وخاصةً فيروس التفاف أوراق الكرمة  ،الكرمة المزروعة في جنوب سورية

3-.GLRaV   بها  أكدت الدراسة التي قام   al. et Vila-Duran  (1988)  
 فضلًا عن تأثيرها   التأثير السلبي للفيروسات في نمو وإنتاجية الكرمةعلى  

الناتج  العنب  نوعية   ,.Malenica et al؛  Gilardi et al., 2020)  في 

غراس كرمة خالية من الأمراض الفيروسية   اجنت من إ  لذا كان لابد    (؛2020
  أكدت العديد من الدراسات وجود (.  Mahmoudzadeh, 2018وموثوقة )
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طرائق للحصول على نباتات خالية من الفيروسات أو للتخلص منها،   ةعد  
ق المعتمدة ائ من أهم الطر   ت عد  التي  و   ،زراعة القمة الميرستيميةبما في ذلك  

من الناحية الاقتصادية لإنتاج نباتات كرمة خالية من الفيروسات خلال 
المعاملة الحرارية، إضافةً إلى    ،(Turcsan et al., 2020)  وقت قصير

، ( Bouamama-Gzara et al., 2017؛  Bi et al., 2018)  الكيميائية  وأ
الميرستيمية  أو   القمة  زةً  زراعة  الكيميائي   ةالحراري   لمعاملةبام عز   ةأو 

(., 2010et alSmerea   ،., 2018et alYancheva  )،    العديد   بي نتحيث
إمكانية   الأبحاث  الفيروس  من  من  تماماً  خالية  نباتات  على  الحصول 

GLRaV-3    الحرارية جنباً إلى جنب مع زراعة القمة   المعاملةباستخدام
  .(  2009et alSalami ,.؛ 2008et alBarrita -Dĩaz ,.) الميرستيمية

 

 وطرائقه  البحث مواد
 

   المادة النباتية

صنف محلي من   وهو  ،(الحلواني)  الكرمةاستخدم في هذا البحث صنف  
النباتية  أ العينات  ج معت  والفاخرة.  المشهورة  المائدة  حقول   منصناف 

على   يون يو /وحزيران  مايو/في شهري أيارالمزارعين في محافظة السويداء  
حديثة نموات  )  ،هيئة  قطع  عدة  إلى   ل  بطو explants) قسمت 

برعماً رئيساً وبرعمين   يحمل كل  ،  سـم  0.5-1 تحوي  نباتية  منها عقدة 
كثار ها باستخدام تقانة الإإكثار    تم  التي    بالإضافة إلى العقل القمية  ،جانبيين 

الدقيق كل  و   ،الخضري  في  واحدة  عقلة  ل  اختبار  بمعد  يحتوي   ،أنبوب 
من  18 على   المغذيمل   ,MS   (Murashige & Skoogالمحلول 

،  5.8وبدرجة حموضة  آغار    ل/غ  7سكروز و   ل/غ  30المزود بـ    ،( 1962
الرطب  الم عق م  و  التعقيم  جهاز  ة حرار درجة  عند    (Autoclave)في 

ة    2سم/كغ 1.04وضغط    ،س121° نت الأنابيب في ثم  ح ض    ،دقيقة 20مد 
  8ساعة إضاءة:16وفترة ضوئية  °س،  2±24حرارة  درجة  غرفة النمو عند  

ة ضوئية   أسابيع. أربعةلوكس لمدة  3000 -2000ساعات ظلام، وشد 

 

   استئصال القمة الميرستيمية
 كرومتر تحت المكبرةي م  500ع زلت القمة الميرستيمية من النموات بطول  

(Skiada et al., 2009  ؛Wan et al., 2008 )  .  ضمن تم الزراعة  ت 
بمعدل قمة ميرستيمية/أنبوب ضمن   مم100×10   أنابيب صغيرة قياس

بالميرستيم الخاص  إليه  1/2MS)  الوسط  ، BAPمغ/ل    0.5  مضافاً 
ت حموضة الوسط  دل  . عً (آغار  ل/غ  7سكروز و  ل/غ   30إضافةً إلى  

نت الأنابيب بعد زراعتها في ح ض    .الأوتوكلاففي  قبل التعقيم    5.8إلى  
 .نفسها تحت الظروف السابقةغرفة النمو 

 هنفس  إلى وسط زراعة الميرستيملنمو  باقلت العينات السليمة والتي بدأت  ن  
المتكونة ليصار   وزيادة عدد النموات  هايوماً بهدف إكثار   20ة كل  مر  بواقع  

 ليزا. إلى تأمين المادة الأولية اللازمة لاختبار الإ

 

   المعاملة الحرارية
وضعت النباتات المصابة بالفيروس والمزروعة في أنابيب اختبار تحوي 

الحاضنة  MSوسط  ال الإضاءة  و   س° 25  حرارةدرجة  عند    ،في  فترة 
أعلاه   تم  16:8)  هانفسالمذكورة  تدريجياً   (.  الحاضنة  حرارة  درجة  رفع 

بقيت النباتات في  س. º37يومين( حتى وصلت إلى  )بمعدل درجتين كل  
مد   أسابيعالحاضنة  ستة  تحت    ،ة  الضوئية ل  عالٍ   مستوىً وذلك  لكثافة 

 .( Skiada et al., 2009؛  Panattoni & Triolo, 2010)  لوكس  5000
للنباتاتو  الحرارية  المعاملة  الاكثار إكثارها    تم    ،بعد  تقانة  باستخدام 

ل عقلة واحدة في كل    ،الخضري الدقيق  18اختبار يحتوي    أنبوب  وبمعد 
  تحت نت الأنابيب في غرفة النمو  ح ض    .MSي  مل من المحلول المغذ
 إلىالمتكونة لنموات السليمة مع مراعاة نقل انفسها الشروط سابقة الذكر 

  .يوماً  20ة كل مر  بواقع  MS وسطال

 

 المعاملة الحرارية مع استئصال القمم الميرستيمية  
الميرستيمية  ع   القمم  الحرارية  مكرومتر    500بطول  زلت  المعاملة  بعد 

وزرعت على الوسط الخاص بالميرستيم أسابيع(،    6،  سº37)  للنباتات
نت الأنابيب في غرفة النمو (، ثم ح ض  et al., 2003  Kim)  المذكور آنفاً 

 المتكونةلنموات السليمة  مع مراعاة نقل انفسها  الشروط سابقة الذكر    تحت
 يوماً. 20 مرة كل   ه بواقعنفس إلى وسط الميرستيم

 

 ة المعاملة الكيميائي

رِعت النباتات المصابة بالفيروس  ة والجانبية المستأصلة من  ي  العقل القم    ز 
أنبوب اختبار يحتوي   ل عقلة واحدة في كل  مل من المحلول   18بمعد 

إليه     MSالمغذي الريبافيرين مضافاً  ح ضنت /مغ  20بتركيز  مادة  ل. 
نقلت العينات .  نفسها  الشروط سابقة الذكر  تحتالأنابيب في غرفة النمو  

المغذي الوسط  إلى  الريبافيرين و   هنفس   MSالسليمة  مادة  له    ، المضاف 
 .يوماً  20مرة كل بواقع 

 

 المعاملة الكيميائية مع استئصال القمم الميرستيمية:

بطول   الميرستيمية  القمم  المصابة ي م  500ع زلت  النباتات  من  كرومتر 
في    ،بالفيروس بالميرسوزرعت  الخاص  المغذي  إليه   تيم الوسط  مضافاً 

الريبافيرين ثم   (Hu et al., 2012)  ل/مغ20 بتركيز    مادة  ح ضنت ، 
النمو   غرفة  في  الذكر  تحتالأنابيب  سابقة  نقلت   ثم  ،نفسها  الشروط 

المضاف و   الخاص بالميرستيم  ه،نفسالعينات السليمة إلى الوسط المغذي 
 يوماً.  20مرة كل بواقع  ،له مادة الريبافيرين
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المعاملة المعاملة الحرارية والكيميائية مع استئصال القمم الميرستيمية )
  المشتركة(

الميرستيمية  ع   القمم  المعاملة   للنباتات  ميكرومتر    500بطولزلت  بعد 
وزرعت على الوسط الخاص بالميرستيم   ،أسابيع(  6،  سº37)الحرارية  
نت الأنابيب في غرفة النمو ح ض  ل.  / مغ  20له مادة الريبافيرين  مضافاً  

 ، بواقع المتكونةلنموات  مع مراعاة نقل ا  نفسها،  الشروط سابقة الذكر  تحت
  الريبافيرين المضاف إليه  و   هنفس  إلى وسط الميرستيم  ،يوماً   20مرة كل  

(Hu et al., 2020).    للنموج  س المئوية  النسب  استطالة    ،لت  ومتوسط 
 .المعاملات السابقة في جميعيوماً من الزراعة  60النموات بعد 

 
 ( ELISAاختبار الإدمصاص المناعي المرتبط بالأنزيم )إليزا 

والعينات النباتية الناتجة عن مرحلة الإكثار   ،العينات النباتية الأم  اختبرت
المناعي المرتبط   باستخدام اختبار الإدمصاص  ،لمعاملات المختلفةفي ا

 التقنية الموصوفة من قبل( حسب  DAS-ELISA  المباشر  بالأنزيم )إليزا
Clark & Adams  (1977.)    ت العينة مصابة إذا تجاوز امتصاص ع د

متوسط امتصاص   ،اً نانومتر   405على طول موجة    ،محلول العينة للضوء
المعياري  الانحراف  أمثال  ثلاثة  إليه  مضافاً  السليم،  الشاهد   عينات 

Standard Deviation (SD) .(Savigny & Voller, 1980) 
 

 حصائي التحليل الإ
التجربة   مِمت  العشوائي وفقص  بواقع  التصميم  وذلك   الكامل، 

في المكرر  عينة نباتية )أنبوب( 20مكرر لكل معاملة،   2معاملات،  7
 تبويبها بعد التجربة بيانات تحليل تم    .(نبات280   2×20=×7الواحد )

 تحليل وتطبيق ، GenStat 12برنامجال باستخدام المناسب بالشكل
ONE WAY ANOVA  ،  طريق عن المتوسطات بين المقارنة وأجريت 

أقل عندمستوى   (CV) التباين ومعامل (LSD) معنوي  فرق  اختبار 
 . 1%الإحتمال 

 

 النتائج والمناقشة 
 

في بين المعاملات  ( إلى وجود فروق معنوية  1أشارت النتائج )جدول  
، حيث تفوقت المعاملة المشتركة  GLRaV-3نسبة التخلص من الفيروس  

لنباتات الخالية من لمعنوياً على بقية المعاملات في تحقيق أعلى نسبة  
إلى   وصلت  والتي  سابقة87.67الفيروس  أبحاث  أكدته  ما  وهذا   ،%  

(Hu et al., 2020)المعاملة و   ؛ مع  الميرستيمية  القمة  معاملة  تلاها 
ت 81.25لةً  الحرارية مسج   بزراعة   كل    عادلت%، في حين  المعاملة  من 

القمة الميرستيمية بزراعة  المترافقة  القمة الميرستيمية والمعاملة الكيميائية  
وبدون فروق   ،%75.00والتي بلغت    ،في نسبة التخلص من الفيروس

بينهما أعطت    ؛معنوية  أقل  بينما  الحرارية  النباتات   المعاملة  من  نسبة 

الفيروس   من  بنباتات وذلك    ،%GLRaV-3  (56.25)الخالية  مقارنةً 
 Maliogka etهذا مع ما أشار إليه  يتوافق  و   الشاهد المصابة بالفيروس،

al.  (2009.) 
زراعة القمة    ملة ق معاتفو    (1، شكل  1  كما أظهرت النتائج )جدول 

في نسبة النباتات النامية التي   ملاتالميرستيمية معنوياً على بقية المعا
 Maliogkaالتي حصل  نتائج  الدته  وهذا ما أك    ،% 98.13وصلت إلى

et al.  ((2009  ،ت المعاملة أد  ، بينما  ملةنباتات الشاهد غير المعاها  تلا
إلى   )  أقل  الحرارية  النامية  النباتات  من  معنوية  55نسبة  وبفروق   )%

جميع   وبين  بينها  إليه يتوافق  و ،  المعاملاتواضحة  أشار  ما  مع   هذا 
Hu et al.  (2020) ما يزيد عن موت  ب ب  تسب  ت   المعاملة الحرارية  ، بأن  

تأثير تثبيطي في   ملاتميع المعاوجِد  أيضاً أن لجكما  % من البراعم.  75
معنوياً   ملةالشاهد غير المعااستطالة النموات، حيث لوحظ تفوق نباتات  

بقية   حيث  المعاملاتعلى  الفروق النبيتاتاستطالة    من  كانت  بينما   ،
جميع  ما    معنوية أقل    المعاملات،بين  تحققت  للنموات  حيث   استطالة 

 . الحرارية ملةبعد المعا سم( 0.33)

 

 
نمو القمة    A)نمو القمة الميرستيمية بعد المعاملات المختلفة: ).  1شكل  

المعاملة الحرارية؛ )Bالميرستيمية ؛ ) الميرستيمية بعد  القمة  ( C( نمو 

نمو القمة الميرستيمية   D)نمو القمة الميرستيمية بعد المعاملة الكيميائية؛ )

 بعد المعاملة المشتركة. 
Figure 1. Growth of the meristem tip after different 

treatments: (A) growth of the meristem tip; (B) growth of the 

meristem tip after thermal treatment; (C) growth of the 

meristem tip after chemical treatment; (D) growth of the 

meristem tip after combined treatment.  
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 في صنف الكرمة الحلواني.  GLRaV-3تأثير المعاملات المختلفة في نسبة التخلص من فيروس التفاف الأوراق  .1 جدول
Table 1. Effect of different treatments on the elimination of Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) in grape Halwani 

cultivar. 
 

 Studied Feature   الصفة المدروسة

 Treatment المعاملة

التخلص من  % 

 الفيروس 
% Virus elimination 

rate 

  متوسط استطالة النموات 

 )سم(  يوما   60بعد 
Average elongation 

(cm) 

النباتات  % 

 النامية  
% of growing 

plants  
00.00 f 2.8000 a 95.87 b دالشاه  Control   
75.00 c 0.5050 b 98.13 a القمة الميرستيمية   Meristem-tip 
56.25 e 0.3300 b 55.00 g  الحرارية  Thermal 
81.25 b 0.6050 b 72.72 e + القمة الميرستيمية  الحرارية Thermal + Meristem-tip   
62.50 d 0.8300 b 63.67 f الكيميائية  Chemical 
75.00 c 0.6800 b 83.67 d + القمة الميرستيمية الكيميائية  Chemical + Meristem-tip 
87.67 a 0.5750 b 90.20 c  المشتركةالمعاملة   Combined treatment 

0.30 38.40 0.40 C.V. (%) 
1.05 0.55 1.00 LSD0.01 

 1%. احتمال مستوى عند فروق معنوية وجود عدم إلى تشير الواحد العمود ضمن متشابهة أحرف يتبعها التي القيم
Means in each column followed by the same letters are not significantly different at P= 0.01. 

 

Abstract 
El-Samin, M., K. El-Maari and F. El-Biski. 2022. Effect of Different Treatments on Producing in vitro Healthy Vitis 

vinifera L. cv. Halwani Free From Grapevine Leafroll-Associated Virus-3. Arab Journal of Plant Protection, 40(4): 334-

339. https://doi.org/10.22268/AJPP-40.4.334339 
 This study was carried out during the period 2020-2021, to produce virus-free propagation material from Halwani cultivar of grape 

infected with Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), by using the meristem tip culture technique together with thermal and chemical 

treatments. The meristem tip of 500 micrometers was excised from infected plants and placed on 1/2 MS medium which contains 0.5 mg/l 

BAP and 30 g/l sucrose. Virus presence or absence was confirmed by the ELISA test (DAS-ELISA). Results showed that the highest Percentage 

of virus free plantlets (87.67%) was obtained from the combined treatment, whereas the thermal treatment resulted in the lowest percentage of 

virus-free plants (56.25%). The results obtained also showed the significant superiority of using meristem-tip culture compared with all other 

treatments in terms of percent growing plants, which reached 98.13%. This study indicated that there were negative effects of all treatments 

on plant elongation, especially the thermal treatment, which gave the least plant growth elongation (0.33 cm). 

Keywords: Grapevine leafroll-associated virus, grape, meristem, thermal treatment, chemical treatment, DAS-ELISA. 
Affiliation of authors: M. El-Samin1*, K. El-Maari1 and F. El-Biski2. (1) Horticulture Department, Faculty of Agriculture, University of 

Damascus, Syria; (2) National Commission of Biotechnology, Ministry of Higher Education, Damascus, Syria. *Email 
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