
  النباتات صحة تدابير هيئة عن نيابة المعايير لجنة قبل من هذا التشخيص بروتوكول اعتمد

 4102 أغسطس/آب في

 4004112 ةالنباتي الصحة لتدابير الدولي المعيار من الاتباع واجب جزء هو المحلق هذا

 

DP 6-1 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 72 النباتية الصحة لتدابير الدولي المعيار

 6 لحقالم

 النباتية الصحة لتدابير الدولية المعايير

 72 الدولي للمعيار التشخيص بروتوكولات

 :6 التشخيص بروتوكول

 citri subsp. citriXanthomonascitri Xanthomonas الحمضيات تقرح آفةجرثومة

(7102) 

 بيان بالمحتويات

 4 ..........................................................................................  الآفةالجرثومة عن معلومات -0

 3 ................................................................................................... التصنيفية المعلومات -4

 2 ....................................................................................  الآفةالجرثومة عن الكشف كيفية  -3

 2 .................................................... أعراضها تحمل التي النباتات في الآفةالجرثومة عن الكشف  3-0

 2 ..................................................................................................... الأعراض 3-0-0

 5 ..........................................................................................  الآفةالجرثومة عزل 3-0-4

 0 ................................................................. المباشرة غير المناعية الفلورة :المصلي الكشف 3-0-3

 8 ............................................................................................. الجزيئي الكشف 3-0-2

 8 ...................................................................... الجزيئي بالاختبار الخاصة الشواهد 3-0-2-0

 9 ................................................ للحمضيات المصابة الأنسجة من النووي الحمض استخراج 3-0-2-4

 01..................................................................... التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-0-2-3

 04................................................................. الآني لمتسلسالمتسلسلا البوليميراز تفاعل 3-0-2-2

CPM 2016/06 - Attachment 8 - Ar



  بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026

 

 DP 6-2 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 03........................................ والآني التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل كلّمنمن كلّ نتائج تفسير 3-0-5

 02....................................................................... البيولوجية المقايسات بواسطة الكشف 3-0-2

 02................................................... أقراص شكل على المقصوصة الأوراق في التطعيم اختبار 3-0-2-0

 05................................................................................ المنفصلة الأوراق تخصيب 3-0-2-4

 05.............................................................. الأعراض عديمة النباتات في الآفةالجرثومة كشف 3-4

 02........................................................................................... الآفة هويةالجرثومة تحديد -2

 00.................................................................. المتسلسل البوليميراز تفاعل على القائمة الطرق 2-0

 09................................................................................................. المصلي الكشف 2-4

2-4-0 DAS 0ELISA-DAS ....................................................................................09 

 41...................................................................................المباشر غير "إليزا" اختبار 2-4-4

 40........................................................................................ الإمراضية القدرة اختبار 2-3

 40........................................................................ الحيوية الكيميائية والخصائص الوصف 2-2

 44.............................................................................................. الجزيئي التحديد 2-5

 44............................................................................. المواقع متعددة السلاسل تحليل 2-5-0

 PCR-Rep ..........................................................................43 بطريقة البصمات أخذ 2-5-4

 42............................................................................................................ السجلات -5

 42......................................................................... إضافية معلومات على للحصول الاتصال نقاط -2

 45.......................................................................................................... وتقدير شكر -0

 45.............................................................................................................. المراجع -8

 49.............................................................................................................. الأشكال -9

 
 

 الآفةالجرثومة عن معلومات -0

 ةالبكتيري   ةقرحلل بالمسبّ الرئيسي العامل هي citri subsp. citriXanthomonas آفةcitri Xanthomonas جرثومة إن

 والبح ر  أوروب ا  في النبات ات  وقاي ة  )منظم ة  الس ذابية  للفص يلة  المزروع ة  الأنواع من بالكثير الضرر تلحق هيو الحمضيات. في

 - (Poncirus) الأوراق ثلاث ي  والبرتق ال  (Fortunella) الكمكوات برتقالو الحمضيات الأول المقام في - (0909 المتوسط،

 وأوس يانيا  الجنوبي ة  وأمريك ا  آس يا  بل دان  م ن  العدي د  في الس ائدة  ستوائيةالا وشبه الاستوائية المناخية الظروف في تنمو التي

 منظم ة  ؛4112 ة،البيولوجي   والعل وم  للزراع ة  ال دولي  لمركزا) الأمريكية المتحدة الولاياتب افلوريد ولاية في وكذلك ،وأفريقيا

 ف ة لآ citri Xanthomonas رثوم ة لج ينتش ا   تينس لال  تحدي د  تم وق د (.4112 المتوسط، والبحر أوروبا في النباتات وقاية

Citri subsp. citriXanthomonasلهماCitri س لالة لا باس م  تعرف ان و العوائل من محدودة مجموعة لهما A* الس لالة و  
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DP 6-3 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

wA(Sun ؛4112 آخ   رون،و Vernière ،0998 وآخ   رون.) الس   لالة ض   رّتو A*    المكس   يكي الليمونب ( Citrus

aurantiifolia) السلالة تتسبب فيما آسيا. في السائدة الطبيعية الظروف ضمن wA المكس يكي  الليم ون  من كل في بتقرحات 

(aurantiifolia Citrus) الأوراق الك  بير "أليم  او" ليم  ونو (macrophylla Citrus) المتح  دة الولاي  اتب فلوري  دا في 

 الس لالتين  هاتين من كلا أنّ المعلوم ومن .(Graham، 4114، 1124و Cubero) الطبيعية الظروف ضمن و لك الأمريكية،

 (.4103 ،وآخرون Escalon) التجارب سياق في الأخرى الحمضيات أنواع في مألوفة غير كلوما يسبب

 اس تعداد  ل ديها  ال تي  العوائ ل  لأن واع  جةوالناض   اليافع ة  والأش جار  ولالش ت  على عادةً لحمضياتا في البكتيري حالتقرّ يطرأ

 و ل ك  الخري ف،  وحت ى  الصيف أواخر بين ما شطةن بصورة تنمو وراقأو براعمل فورة تحصل حيث بالآفةالجرثومةب للإصابة

 أو المادي  ة والأض  رار والحش  رات والأش  وا  اله  واء ع  ن ناجم  ةال التقرح  اتالكلوم أم  ا الحمض  يات. زراع  ة من  ا ق معظ  م في

 آف  ةcitrella Phyllocnistis جرثوم  ة لغ  زو ويمك  ن .بالآف  ةالجرثومةب الناض  جة الأنس  جة إص  ابة يسّ  رتف ،الميكانيكي  ة

Phyllocnistiscitrella البكتيري بالتقرح للإصابة النبتة أوراق ضتعرّ من زيدت أن ،الحمضيات أوراق بنافقةنقّابةب المعروفة 

 .(4104 وآخرون، Hall) للحمضيات

 النبات ات  م ن  ك ل  عل ى  ع الق  كنب ات  ،للنبت ة  المريض ة  الأنس جة  في حيةً البقاء .citri subsp. citri X فةلآلجرثومة يمكن

 البي ات  خ لال  لحاص لة ا التقرح ات كلومال أن غير التربة. في أو القش نشارة على عفينإككأعفين وأيضا العوائل، وغير العوائل

 الآلي ات  تعتم د و .ت الي ال الموس م  أج ل  م ن  للقاح درامص أهم تشكّل ،ضلّعةالم البراعم على تتكون التي كتل سيما لا الشتوي،

 ب ين  وفيم ا  نفس ها  النبت ة  ض من  الم اء  وترش ش  الري اح  حرك ة  عل ى  قص يرة ال اتسافالم ضمن الآفةالجرثومة لانتشار الرئيسية

 ال براعم  عل ى  شتترشّ   ث م  وم ن  التقرحالكلوم   س طح  على تنساب التي مطارالأ هميا بواسطة البكتيريا فتنتشر :تتااالنبتالنبتا

 الخش بية  ال براعم   ل ك  في بم ا  المص ابة،  النباتية المواد ركةلحو (.4112 البيولوجية، والعلوم للزراعة الدولي لمركزا) السليمة

 ه ذا  أن عل ى  دلي ل  أي هن ا   ليسو بعيدة. مسافات على الآفةالجرثومة نتشارا في دور المبرعمة، والأشجار ولتوالش والجذور

  .(4112 البيولوجية، والعلوم للزراعة الدولي )المركز البذور بواسطة ينتقل مرضالُم

 

  التصنيفية المعلومات -7

 (0989 وآخ رون،  Gabriel) citri subsp. citri Xanthomonas itriC subsp.citriXanthomonas      :الاسم

Schaad  ،4110 وآخرون 

 وآخ   رون، itriC subsp.smithiiXanthomonascitri subsp. smithii Xanthomonas (Gabriel المرادفاااات:

0989) Schaad  ،4110 وآخرون 

 citri pv. axonopodis Xanthomonas (Hasse) Vauterin ،0995 وآخرون 

citriXanthomonascitri Xanthomonas (Hasse ،0905 سابقا) Gabriel ،0989 وآخرون 

aurantifolii pv. campestris Xanthomonas، Gabriel ،0989 وآخرون 
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 DP 6-4 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 citri pv. campestris Xanthomonas،Dye (Hasse)، 0908 

aurantifoliae f.sp. citriXanthomonascitri Xanthomonas، Nameketa وOliveira، 0904 

citri Pseudomonas، Hasse، 0905 

 مستصفريات الحمضيات، ممرضات غاما، متقلبات متقلبات، بكتيريا، التصنيفي: الوضع

 الآسيوي التقرح للحمضيات، البكتيري التقرح الحمضيات، قرحة الشائعة: الأسماء

.subsp. citri X  إلى .itriCcitri pv. axonopodis X م ن  الآف ة رثومةالج تص نيف  تغ يير  جرى الأخيرة الفترة في ملاحظة:

itriCcitri أ لقه ا  ال تي  التسمية استعيدتو (ألف"" المجموعة )سلالات Gabriel  علي ه  تع ارف الم الاس م  أص بح و وآخ رون 

 (.4112 ،وآخرون Schaad ؛4101 ،وآخرون Bull) .itriCcitri subsp. citri X الآن الحمضيات في البكتيري لتقرحا لممرض

 تح    الآن لتص بح  تص نيفها  أعيد فقد .itriCcitri pv. campestris X فةلآ الأخرىرثومةلج الآخرى السلالات مجموعات أما

 ب اء  )المجموعات urantifoliiAaurantifolii subsp. fuscansXanthomonas فئة تح الآنfuscans Xanthomonasفئة

 هاء( )المجموعة itrumelonisCcitrumelonis .subsp alfalfaeXanthomonasalfalfae Xanthomonas فئةو ودال( وجيم

(Schaad ،4112 وآخرون.) 

 الآفةالجرثومة عن الكشف كيفية  -3

 أعراضها تحمل التي النباتات في الآفةالجرثومة عن الكشف  3-0

  ري ق  وع ن  المغذي ة  المس تنبتات  في للمس تعمرات  المورفولوجي ة  الخصائص مراقبة خلال من الحمضيات حتقرّ تشخيص يمكن

 بيولوجي ة ال والمقايس ة  المتسلس ل(  الب وليميراز  تفاع ل  )بواس طة  الجزيئي والاختبار (المناعية الفلورة )بواسطة المصلي الاختبار

 وس لبية  إيجابي ة  شواهد جرثومةك الاختبارات تضمين ينبغيو المنفصلة. أوراقها أو أقراص شكل على المقصوصة النبتة لأوراق

 المرجعية(. لشواهدا على للا لاع 2 القسم نظرأ)

 الأعراض 3-0-0

 وقد وبراعمها. وسيقانها أوراقها وعلى ثمرةال قشرة على لفجواتبا شبيهة  تقرحاتوبوبكلوم عبالتبقّ عادة المرض هذا بيتسبّ

 وحت ى  الص يف  أواخ ر  م ن  ب دءا  الفتي ة  الأش جار  وعلى المواسم من موسم أي في ولالشت على الحمضيات تقرّح أعراض تظهر

 (4112 البيولوجي ة،  وموالعل   للزراع ة  ال دولي  لمركزا) كبيرة بأعداد النامية ضلّعةالم براعمال من فورة تحصل عندما الخريف،

 إ  ،لثماره ا  الكام ل  النضج مرحلة الأشجار بلوغ مع الحدوث متقطعة المرضية الحالات صبحتو (.2 إلى 0الأشكال0 الأشكال)

 بتق رح  للإص ابة  قاوم ة م أكث ر  تك ون  الناض جة  لثم ار وا الأق دم  الأوراق أنس جة  أن كم ا  ،عةالمض لّ  ال براعم  من أقل عدد نتجيُ

 للإص ابة  النبات ات  م ن  العوائ ل  وأنواع أصناف استعداد مدى على أيضا المرض ةشدّ تعتمدو الطبيعية. الظروف في الحمضيات

  بالآف                                                                  ة الجرثوم                                                                  ةب

(Goto، 0994). 
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DP 6-5 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 أنح اء  في ح دة  عل ى  ك لا  ،مش تتة  تكون وقد الثمرة سطح على فجواتبال شبيهة تقرحاتكلوم تشكّلت الثمار. على الأعراض

 اليانع ة  الثم ار  عل ى  راتنجي ة  مواد تحلّب ملاحظة ويمكن منتظمة. غير وبوتيرة معا متعددة تقرحاتكلوم نشأت قد أو ،الثمرة

  .للثمرة الخارجية لقشرةا اختراق درجة إلى أبدا تتوسع لا التقرحاتالكلوم أن غير ة.المصاب

 مش ققة و منتفخ ة  وتك ون  القوام، يةسفنجا أو فلّينية القرحة ةعقب تكون ،افةالج المناخية الظروف في الأغصان. على الأعراض

 الأص ناف  وفي .زيتية حدوده وتصبح مشقق غير السطح ويبقى بسرعة الإصابة تتسعف الر بة، المناخية الظروف في أما .السطح

 حك عبر التقرح دبةن على التعرّف ويمكن والسليمة. المريضة الأنسجة بين الجسأة من  بقة تتشكل قد للإصابة، تعرضا الأقل

 الفاتح البني بين لونها يتراوح تقرحاتكلوم تنكشفل الخارجية الفلينية الطبقة إزالة أجل من سكين بواسطة الخشن هاسطح

  حجمه  ا ي  تراوح ق  دو الل  ون، فاس  دةال المنطق  ة ش  كل تل  فيخ وق  د الأخض  ر. للح  اء الس  ليمة الأنس  جة في وال  داكن

 .بالآفةالجرثومةب للإصابة العائل استعداد مدى بحسب ،ملم01و 5 بين

 تقرح ات للكلوم مفاجئ بروز  لك ويلي الأوراق، من السفلي الجانب على ةزاهي صفراء بقع أولا رهتظ الأوراق. على الأعراض

 اءص فر  بكف اف  محا  ة  القرح ة  ك ون ت وقد الفلين.ب وشبيهة ومشققة خشنة تصبح أن تلبث لا التي رقةوال جهتي على سمراء

  شاحبة. بهالة أو للغاية ر بة

 ب البقع  الش بيهة  الأع راض  أو عالتبقّ   وبين والثمار، والأوراق الأغصان ىعل الحمضيات قرحة أعراض بين تمييزال يصعب قدو

 الفس يولوجية.  الاضطرابات جرّاء أو ،الحمضيات ضرّبتالحمضياتب ضرّت أخرى فطريات أو بكتيريا جرّاء الأوراق تصيب التي

 .itrumelonisC subsp. alfalfae X هيف الحمضيات حبتقرّ شبيهة أعراض إلى تؤدي قد التي الأخرى البكتيريا أنواع أمّا

 هم ا و الآف ة الجرثومة عوائ ل  م ن  ودمح د  نط اق  الآفتينرثومتين  الج اتينه   من ولكل ..aurantifolii subsp. fuscans Xو

 ويع رف  (.4112 ،4115 وآخ رون،  Schaad) الثم رة  عل ى  تقرحاتكلوما تنتجان ما ونادرا وانيةعد أقل بأعراض تتسببان

 حتق  رّ ب  أعراض ش  بيهة أعراض  ه أنّ Elsinoëfawcettiifawcettii Elsinoë فط  ر يس  ببه ال  ذي الحمض  يات عتبقّ   ع  ن

 ولك نّ  ،(4114 وآخ رون،  Taylor) الحمض يات  تبق ع ل ته ا بمقاوم تتس م  ال تي  العوائ ل  أن واع  عل ى  سيما ولا ،الحمضيات

 اوتنقص ه  ،الحمض يات  حتق رّ  تقرح ات كلوم من انتظاما وأقل اجفاف أكثر عام بشكل تكون الحالة هذه في التبقع تقرحاتكلوم

 الارتش اح  انع دام  عل ى  ن اء ب الحمض يات  تق رح  وب ين  الحمض يات  تبقع بين فريقالت ويمكن .الاعتيادية الصفراء الهالة أحيانا

  البكتيري.

 

 الآفةالجرثومة عزل 3-0-7

 الم واد  م ن  .itriCcitri subsp. citri X آف ة جرثومة ع زل  م ن  لتمكنل حديثا مستخرجة ناتعيّ على الحصول الضروري من

 عل ى  تخزينه ا  ويمكن جمعها؛ بعد ممكن وق  بأسرع النباتية المادة تحليل وينبغي بها. الإصابة أعراض تحمل التي النباتية

 تك ون  لا ح ين  وأ ج دا  متقدم ة  الأعراض تكون وعندما استخدامها. يتم أن إلى مئوية درجات 8و 2 بين تتراوح حرارة درجة

 وق د  ،ج دا  مت دنيا  يك ون  أن لل زرع  القابل ة  .Citricitri subsp. citri X خلاي ا  لعدد يمكن ،اتيةوممؤاتية البيئية الظروف

 المض ادة.  البكتيري ا  م ن  أو ب العفن  تقت ات  التي تنافسةالم بكتيرياال من مفر ة بأعداد المخبرية الأ باق اكتظاظ إلى العزل يؤدي
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 DP 6-6 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

Pantoea  جرثوم  ة وب  ين .citri subsp. citri X مس  تعمرات ب  ين لالتب  ا ا تجن  بل خ  اص بش  كل التنب  ه ويج  ب

agglomeransآفة Pantoeaagglomerans وال تي  ،التقرح ات  ع ن  الناتجة الاضرارالكلوم من عادة أيضا هي عزلتُ التي 

  .الاعتيادي          ة يري          ةالبكت المس          تنبتات في مورفولوجي          ا مش          ابهة مس          تعمرات تن          تج

 الل ون  نم   ص فرة  أش د  مس تعمراتها  ل ون و نم وا  أس رع  ع ادة  Pantoeaagglomeransagglomerans Pantoea وتك ون 

  الباه                                                                ليمونيالأص                                                              فر/ال

 ..citri subsp. citri X لمستعمرات

citri subsp. citri X..  

 مس تعمرات  تتس م  وال تي  الملائم ة  المس تنبتات  أ ب اق  عل ى  التقرح ات الكلوم نم   عينات مسح عبر السببي العامل عزل يمكن

itriCcitri subsp. citri X. ل    ئي ة انتقا مس تنبتات  الآن حت ى  توج د  ولا نمو جي. ظهربم اعليه الموجودةX   ل  citri .X

citri subsp. حصرا.  

 رةمقطّ   م ة معقّ مي اه  عن عبارة )وهو لمل1مل1.0و 5.1 بين كميته تتراوح لحيم محلول في نقعها عبر التقرحاتالكلوم لحّنت

 في 0 بواس طة  مس بقا  تطهيره ا  يمك ن  المقتض ى  وعند ،(1.0 ةحموض درجة على المائة، في 85.1 حتى الصوديوم كلوريد مع

 عين ة  مس ح تُ وس حقها.  ،المقطّ ر  المعق م  الم اء  بواس طة  مرات ثلاث وشطفها واحدة دقيقة لمدة الصوديوم هيبوكلوري  من المائة

 الأج ار  م ن  نفيتك وّ  ةعام   امناس ب  يعت بر  ال ذي  الع زل  مستنب  أما التغذية. مستنب  على المستخلص من تامّة قاسمة بكمية

 ؛مغ  5غ5 ،م يرة الخ م ن  مستخلص) والأجار والغلوكوز والببتون الخميرة ومزيج ،المائة في 0.1 بنسبة الغلوكوزب المزود يالمغذّ

 ومستنب  (1.0 حموضة درجة على واحد، لتر ر،مقطّ ءامو ،مغ41غ41 أجارو ،مغ01غ01 غلوكوز،و ؛مغ5غ5 ببتون،كتوبو

 ؛غO2·12H4HPO2Na، 8.1 ؛مغ  5غ5 ببت  ون، ؛مغ  05غ05 س  كروز، ؛مل  ل451م  ل451 البطا   ا )م  رق واكيموت  و:

O2H 7·2)3Ca(NO، 5.14.0 حموضة درجة على واحد؛ لتر ،رمقطّ ءما غ؛41 أجار، ™بكتو ؛غ.)  م ادة  افةإض   يمك ن 

 .الغلي بواسطة ستنب الم تعقيم بعد للفطريات كمبيد الضرورة عند لتر(/لغم011) الفلتر بواسطة ةالمعقم السيكلوهيكسيميد

 اتح.ف فرصأَ ولونها مخا ية المستعمرة تكون كما ،الأ راف وأملس باومحد امستدير ثةالثلا للمستنبتات الخارجي المظهر يكون

 ن ات عيّ في أي ام.  خمس ة  إلى ثلاث ة  لم دة  مئوي ة  درج ة  48و 45 بين ما تتراوح حرارة درجة على الحضن بعد النمو تقييم يتم

  أ  ول  ف ترات  إلى الحاج ة  عوت د  ق د  وبالتالي استزراعها؛ السهل من يكون لا وقد مجهدة البكتيريا تكون قد التجارية ثمارال

  في ال وارد  الوص ف  بحس ب  ن ات، العيّ م ن  البكتيري ا  اس تخراج  أج ل  م ن  بيولوجي ة ال المقايس ات  استخدام يمكن وأ حضنلل

 إلى (الانتقائي شبه KCB أو KC مستنب ) ستنب الم في وسيفالكسين كاسوغاميسين مادتي راجإد ويؤدي .4-2-0-3 القسم

 وآخ رون،  Pruvost ،0989 وآخ رون،  Graham) المم رض  ع زل  يسّري كما العفنب تقتات التي يريابكتال من دعد كبحإثبا 

4115.) 

 أنه ا  حي ث  منش ورة  هي ما بحسب التجارية( لأسماءا إلى الإشارة  لك في )بما طرقال وصف تم هذا، التشخيص وكولبروت في

 اس تخدام  نط وي يولانطويي ولا .الاستنس ا   إمكاني ة  /أوو صوص ية والخ للحساسية بالنسبة تحقق الذي الأصلي المستوى تحدد
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 بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026 بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح

 

DP 6-7 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 يمك ن و .أيض ا  امناس ب  ك ون ي ق د  الذي الآخر بعضها واستبعاد عليها صادقةالم التجارية( الأسماء )مثل الكيميائية المواد أسماء

 .تماما مجازة تكون أن طةشري فردية، ختبراتبم الخاصة معاييرلل البروتوكولات في الواردة المخبرية الإجراءات مواءمة

 المباشرة غير المناعية الفلورة المصلي: الكشف 3-0-3

 بتس مية  يل ي  م ا  فيفيم ا  إلي ه  المشار) نزيملإبا المرتبط المناعي والفحص اعيةالمن الفلورة )بواسطة المصلي الكشف إجراء يتطلب

 وس لبية.  إيجابي ة  ش واهد  اختب ار  ك ل  تض مين  يج ب  الاختب ار.  نتائجب الوثوق لضمان الضرورية الشواهد من اعدد (،"إليزا"

 عين ة  في اس تعلاقها  يع اد  .itriCcitri subsp. citri X لآفةرثومةلج مرجعية سلالة من الإيجابية الشواهد تتألف أن ويمكن

 م دروء  ملح ي  محل ول  في أو النباتي ة(  الم ادة  في الآف ة الجرثومة ع ن  فكش  ال أج ل  )م ن  ةسليمال عائلال النبتة من مستخرجة

 عائ ل  نبت ة  م ن  مس تخرجة  عين ات  من السلبية الشواهد تتكون أن بيجو (.الجرثومي الزرع في هافكش أجل )من بالفوسفات

 تحدي د  أج ل  )م ن  مس تهدفة  غ ير  بكتيري ة  فأص نا  م ن  مستعلق أو النباتية( المادة في الآفةالجرثومة كشف أجل )من ةسليم

 (.بكتيريالرثوميالج الزرع في الآفةالجرثومة

 في اس تعلاقه  ويع اد  الطب ق،  نم   ح ديث  زرع م ن  مخت بر  ع روة  مقدار جمع يتمّ البكتيرية، ياللخلا المصلي الكشف أجل من

 ؛غ4.1 البوتاس   يوم، كلوري   د ؛غ8 ،الص   وديوم كلوري   د) بالفوس   فات الم   دروء الملح   ي ولالمحل    م   ن لمل   0م   ل0

O2H12·4HPO2Na، 9.4حموض ة  درجة على واحد؛ لتر حتى مقطر ماء ؛غ4.1 البوتاسيوم، هيدروجين فوسفات ؛مغ9غ 

 البح ر  ومنطق ة  أوروب ا  في النباتات حماية )منظمة لململ/لمستعمرات شكّلةم اتوحد 810 حوالي تكوين أجل من و لك (4.0

 (.4119 المتوسط، الأبيض

 وكلها وثمار، وأوراق وأغصان براعم - الآفة أعراض تحمل عينات ياراخت ينبغي ،النباتي نسيجال في المصلي الكشف أجل من

 العم ل  ينبغيو .هاعنق أو هاجذع أو هافروع أو النبتة أغصان على قرحات عن ناتجة أنسجة أو نخرية تقرحاتببكلوم مصابة

 النس يج   ح ن  ي تم  عموما،و .التطبيق الواجب دالمحدّ المصلي ارللاختب بها الموصى العامة الإجراءات على بناء العينات على

 حم  ض ،غ01 م  انيتول، ؛غ41 ،01-البيرولي  دون فيني  ل )ب  ولي ح  ديثا مع  دّ للتأكس  د مض  اد دارئ محل  ول  في النب  اتي

 درج ة  عل ى  واح د؛  ل تر  ،م ولار يليم01 بالفوس فات،  مدروء ملحي محلول ،غ3 مخفف، غلوتياتون ،غ02.0 الأسكوربيك،

 ؛غ4.1 البوتاس   يوم، كلوري   د ،غ8 ،الص   وديوم كلوري   د) بالفوس   فات م   دروء ملح   ي محل   ول في أو (4.0 حموض   ة

O2H12·4HPO2Na، 9.4حموض ة  درج ة  عل ى  واح د؛  ل تر  حت ى  مقطر ماء ؛غ4.1 البوتاسيوم، هيدروجين فوسفات ؛غ 

 سماكت ه  ممعقّ   غش اء  بواس طة  ب الفلتر  معقمين يكونا أن المحلولين لكلا وينبغي المصلية. الاختبارات في الاستخدام قبل (4.0

  .ميكرومتر 44.1

 يج ب  نباتي ة  عين ة  أو بك تيري  زرع ك ل  م ن  الترميك رو  45الترميك رو 45 منها الواحدة حجم يبلغ تامة قاسمة أجزاء وضعت

 بلطف لتعدّ ثم ومن بالكامل لتجف تتر ف بالبلاستيك، غطاةمو لنوافذا ةمتعدد مجهر شريحة على ةالماصّ بواسطة ،اختبارها

 للشواهد وأيضا للاختبار خاضعة عينة أو آفةجرثومة لكل منفصلة شرائح تحضير ميتو .النار فوق تمريرها عبر ةالحرار بواسطة

 بواس طة  التنس يل  أحادي ة  مض ادة  أجس ام  أو تجاري ا  متاح مضاد مصل تذويب ويتم ل "إليزا". المستخدمة والسلبية الإيجابية

 مناس بة  مخفف ة  محل ولات  من الترميكرو 45الترميكرو45 ويضاف (4.0 حموضة درجة على) بالفوسفات مدروء ملحي محلول
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 DP 6-8 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 محل ول و مخف ف  محلول في المناعة( فعل لرد )سابق عادي مصل من السلبية الشواهد تتكون أن يمكنو شريحة. كل نوافذ إلى

 الش رائح  نفضت دقيقة. 31 لمدة الغرفة حرارة درجة على ر بة حجرة في الشرائح حضن يتم ثم ومن بالفوسفات. مدروء ملحي

 في دق ائق  خمس ة  لم دة  م رات  ث لاث  منه ا  ك ل  ويغس ل  ،بالفوس فات  المدروء الملحي المحلولب تشطفو عنها طَيراتالقُ لنزع

 م  ن الترميك  رو 45الترميك  رو45 وض  ع ب  لق النش  اف ب  الورق برف  ق الش  رائح تجف  ف بالفوس  فات. الم  دروء الملح  ي المحل  ول

 نحض   ي تم  النواف ذ.  م ن  ك ل  في الماص ة  ةبواس ط  المناس ب  بالش كل  الم ذوب  غلوبولين لغاما المقترن الفُلورِسيّ ن إيزوتيوسيانات

 وأخ يرا  .النش اف  ب الورق  برف ق  وتجف ف  وتغس ل  تشطف أن قبل دقيقة 31 لمدة الغرفة حرارة درجة على الظلام في الشرائح

 عام ل  مع (2.0 ضةوحم درجة على) بالفوسفات المدروء الغليسيرين من لترميليمول/ 0.1 من لترميكرو 01لترميكرو01 ضافت

  بساترة. ثمّ من الأخيرة تغطىو نافذة كل إلى ،للذبول مضاد

 إيزوتيوس يانات  يتفل ور  م رة.  0 111 أو 211 تبل غ  رةمكبّ   بق وة  فلورس نتي  مجه ر  بواس طة  بالزي    المغمورة الشرائح تعاين

 الآف ة الجرثومة  و الإيج ابي  الش اهد  ب يّن  حال وفي للمجهر. البنفسجي فوق الضوء تح  فاقع رأخض بلون المقترن الفُلورِسيّ ن

 الملح ي  والمحل ول  الع ادي  لمص ل ا  ات الس لبية  الشواهد تظهر لا فيما ،وفلورية الشكل عصوية بكتيرية خلايا عن ،المعروفة

 آف  ةجرثومة حج  م نفسب   فلوري  ة تيري  ةكب خلاي  ا ع  ن بحث ا  العين  ات نواف  ذ تفق  د ينبغ  ي فل  ورة، أي  ة لفوس  فاتبا الم دروء 

citri subsp. citri X. تقريباً. لململلمستعمرات/ مشكلة اتوحد 301كشفب301 كشفب الطريقة هذه تسمح .وشكلها  

  الجزيئي الكشف 3-0-2

   الجزيئي الاختبارب الخاصة شواهدال 3-0-2-0

 المس تخدم  الاختب ار  ن وع  عل ى  عتم د ت ال تي  –- المناس بة  الشواهد ودوج الضروري فمن ،الاختبار نتيجة إلى الركون أجل من

 ال داخلي  والش اهد  الن ووي،  لحمضل الإيجابي الشاهد فإن المتسلسل، البوليميراز تفاعل إلى بالنسبة .المطلوب الجزم ومستوى

 الش واهد  ه ذه  تن اول  ويجب استخدامها. يجب التي الأدنى دالح شواهد هي (نمو ج شاهد بدون) للتضخيم السلبي دوالشاه

  أدناه. موصوف هو كما الاختبار عينات من خرجةالمست النووي الحمض من مجموعة لكل وغيرها

 شاهد أو الجينوم كامل نووي حمض أو ن(،)مخزّ مسبقا معد نووي حمض استخدام يمكن النووي. للحمض الإيجابي الشاهد

 .المتسلسل البوليميراز تفاعل خيمتض كفاءة لرصد شاهد بمثابة المتسلسل( البوليميراز لتفاعل مستنسخ نتجكم) مصطنع

 التركي ب  ونؤش   لت دبير  ةجين   إدم اج  يتوج ب  ،لآن ي وا التقلي دي  المتسلس ل  ميرازالبولي تفاعل أجل من الداخلية. شواهدال

 وآخ رون02S (Weisberg  ) الريبي نوويال مضالح أو (4111 وآخرون، Weller) COX مثلCOX مثل للنبات الوراثي

 المتسلس ل  الب وليميراز  تفاع ل  ك ول وبروت في (4104 وآخرون، Mafra) الفوسفات - 3 نازعة ألدهيد غليسيرغليسيرألدهيد أو

 مثبط ات  وجود أو تدهوره أو النووي الحمض استخراج فشل بسبب المضللة السلبية الشواهد احتمال استبعاد أجل من كشاهد

  المتسلسل. البوليميراز لتفاعل
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DP 6-9 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 تفاعل ماء يضاف الآني،و التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل إنجاز أجل من (نموذج شاهد )بدون السلبي التضخيم شاهد

 النت ائج  داستبعا أجل من و لك التضخيم مرحلة في التفاعل، خليط إعداد أجل من لاستعم قد كان الذي لسلالمتس البوليميراز

  التفاعل. خليط إعداد خلال التلوث عن الناجمة المضللة الإيجابية

 كافية بكمية فراومتوفرمت الهدف من المستخرج النووي مضالح أن لضمان الشاهد هذا تخدميس للاستخراج. الإيجابي الشاهد

 الس ليمة  باتي ة الن الأنس جة  من أو للعائل المصابة الأنسجة من النووي الحمض يستخرج المتسلسل. البوليميراز تفاعل لتضخيم

  البروتوكول. عليه ينص الذي الكشف حدّ شكلت التي افةالكث بمستوى ،الهدف مع الممزوجة

 اس تخراج  أج ل  من نبتة كلل مةالمستخد الأوراق نسيج كمية من عشرة على واحد نسبة تقريبا يبلغ أن الإيجابي الشاهد على

 ع ن  الن اتج  التب ادلي  التل وث  لتجنب الواجبة العناية إيلاء يجب المتسلسل، البوليميراز تفاعل إلى بالنسبةو النووي. الحمض

 أن المختبر في المستخدم الإيجابي الشاهد على المقتضى، وعند الإيجابية. العينات عن أو الإيجابي الشاهد عن الناجمة الر و 

 الب وليميراز  تفاع ل  أمبليكون ات  م ن  عليه ا  الحص ول  تم ال تي  لس  السلا م ع  بس هولة  السلس لة  مقارنة يمكن بحيث يسلسل

 يمك ن  ال تي و معروف ة  سلسلة بواسطة مصطنعة يجابيةإ شواهد شكيلت يمكن ك، ل من وبدلا الصحيح. الحجم  ات المتسلسل

  الصحيح. الحجم  ات المتسلسل البوليميراز تفاعل بأمبليكونات تقارَن أن بدورها

 نس يج  عم   المتب ادل  الفعل ورد النووي الحمض استخراج خلال التلوث لرصد الشاهد هذا يستخدم .السلبي الاستخراج شاهد

 متعددة شواهد باستخدام ينصحو .لاحقا تكبيره وتم المصابة غير العائل أنسجة من استخرج نوويا حمضا الشاهد ويضم العائل.

  الإيجابية. العينات من كبيرة أعداد اختبار يتم حين

  للحمضيات المصابة الأنسجة من النووي الحمض استخراج 3-0-2-7

 بروتوك ول  م ع  (0993) وآخ رين  Hartung يد على الأولى للمرة بةالمصا الحمضيات أنسجة من نووي حمض استخراج جرى

 لتقي يم  خضع  قد الفينول( يستوجب )لا وبانوللإيزوبرا على قائم وبروتوكول تجارية  رق هنا  ولكن الستريمونيوم، بروميد

 تجاري ة  أدوات باس تخدام  الحمض يات  أنسجة من حابنج النووي الحمض استخراج تم كما (.0999 وآخرون، Llop) واسع

 وآخ رون،  Filho-Coletta) (Kit Purification DNA Genomic Wizard Promega )مث ل  الن ووي  الحم ض  لاس تخراج 

4112.) 

 فتغم ر  ص غيرة،  أجزاء الى مصابة تكون بأن يشتبه التي النباتية المواد أو التقرحالكلوم تقطيع يتم الإيزوبروبانول، بروتوكول في

 الطافي ة  الم ادة  تص فية  ي تم  الغرف ة.  ح رارة  درجة على دقيقة 41 لمدة دوار طخلا في وتخلط بالفوسفات مدروء يملح بمحلول

 دقيق ة.  41 لم دة  ج ق وة  0111101 111 س رعة ب المرك زي  للط رد  ضعتخ ثم منو النباتية( المادة نزع أجل )من فلتر بواسطة

 511لترميك رو 511 قدرها كمية حفظ فيتم بالفوسفات: المدروء الملحي المحلول من لمل0مل0 في المترسبة المادة استعلاق يعادو

  لمزي                                                                    د لترميك                                                                    رو

 المرك زي  الط رد  جه از  في لترميك رو  511لترميك رو 511 كمي ة  توض ع  فيما الأجار، أ باق على مباشرة لعزلها أو التحاليل من

 دارئ محلول من ميكرولتر 511ميكرولتر511 في المترسبة المادة استعلاق فيعاد دقائق. 01 لمدة ج قوة 0111101 111 بسرعة
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 DP 6-10 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 451يكروم ولار م451 ؛5.0 حموض ة  درجة على الهيدروكلوريك، حمض ثلاثي من مولارلييم 411مولارلييم411) للاستخراج

 المائ ة  في 5.1 الرب اعي؛  الخلي ك  ح م ض  أم ين  ثُنَ ائي  إيثي ل مولارميلي 45إيثي ل  م ولار ميلي45 الصوديوم؛ كلوريد يكرومولارم

 درج ة  عل ى  س اعة  لم دة  تر وت   دوام ة ال في توض ع و بيروليدون(، فينيل متعدد من ائةالم في 4 الصوديوم؛ كبريتات دوديسيل

 بس    رعة المرك    زي الط   رد  جه    از في ث   م  م    ن الم   زيج  يوض    ع متواص    ل. بش   كل  ه    اهزّ م   ع  الغرف    ة ح   رارة 

 جدي د  أنب وب  إلى الطافية المادة من ميكرولترا 251ميكرولترا251 من كمية تنقل  لك وبعد دقائق 5 لمدة ج قوة 51115 111

  وتخل                                                                                                                                                ط

 درج ة  عل ى  الوق  من واحدة لساعة يتر  ثم ومن برفق المزيج خلط يتم الإيزوبروبانول. من ميكرولترا 251ميكرولترا251 مع

 وآخ رون،  Precipitant-Co Paint Pellet (Cubero باس تخدام Pellet باس تخدام  الترس ب  تحس ين  يمك ن  الغرف ة.  ح رارة 

 الم ادة  م ن  ال تخلص  في تم  دق ائق  01 لم دة  ج قوة 0311103 111 سرعة على المركزي الطرد جهاز في المزيج يوضع .(4110

 م ن  عين ة  استخدام ويتم الماء. من ميكرولتر 011ميكرولتر011 في المترسبة المادة استعلاق يعاد المترسبة. المادة تجففو الطافية

 المتسلسل. البوليميراز تفاعل من ميكرولتر 51 في ميكرولتر 5ميكرولتر5

 التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-0-2-3

 Hartung ل    3و 4 البادئت ان  تستهدف ..citri subsp. citri X فةآجرثومة لتشخيص متاحة البادئات من أزواج عدة هنا 

  HIBam ي ا لبكتيرلبكتير والط ول  التك وين   ات لحص ر ا قطع ة ل الالأش ك  متع دد  الن ووي  الحمض من جزءا (0993) وآخرين

 جرثوم                                                                   ة يخ                                                                   ص

 خصوص يتهما  ج ودة  بس بب  النباتي ة  الم واد  عل ى  المطبق ة  المقايس ات  في ك ثيرا  نس تعملا ت م ا وه ،.citri subsp. citri X فةآ

 زوج ا  090 م ن  جزءا فتستهدفان pth2-Jو pth1-J البادئتان أما /مل(.لمستعمرات مشكّلة اتوحد 401 )حوالي وحساسيتهما

 تتس بب  ال تي  Xanthomonas س لالات  في pthA المرض ية  القدرة عن المسؤولة الجينة في النووية التموضع لإشارة القواعد من

.subsp. fuscans X و .itriCcitri subsp. citri X الس   لالات تل   ك تش   ملو الحمض   يات. في التق   رح ب   أعراض

urantifoliiAaurantifolii الشا تين والسلالتين*A  وwA لآفةرثومةلج itriCcitri subsp. citri X. فلوري دا  في اكتشفتا اللتين 

(Cubero وGraham، 4114.) ب  ادئتي م  ن أق  ل حساس  يتهما ولك  ن ش  املتان البادئت  ان هات  انوهاتان Hartung وآخ  رين 

 الكش ف  تس تطيعان  لا Hartung ب ادئتي  أن إلا النباتي ة(.  المواد في /مللمستعمرات مشكّلة اتوحد 201 تبلغان )إ  (0993)

 في ..aurantifolii subsp. fuscans X أو  *A س لالات  وجمي ع  itriCcitri subsp. citri .X لآف ة Xرثوم ة لج wA لةسلا عن

 ف       ةلآرثومةلج الش       ا تين wAو *A س       لالتي بوج       ود فيه       ا يش       تبهيتشبه ال       تي الح       الات

citri subsp. citri X. - ليم ون و المكس يكي  الليم ون  هم ا  ع ائلين  على للحمضيات البكتيري التقرح أعراض تظهر حين مثلا 

  كلاهما. البادئات مجموعتي استخدام يجب - الأوراق الكبير "أليماو"

  (0993) المتسلسل البوليميراز لتفاعل نيوآخر Hartung بروتوكول

   :هما تانالبادئ

 TCT AAA AAA TGC GGG CAC-5′-′3 (:عكسية) 4
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DP 6-11 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 TAT TTG CGC CGT TGT TGG-5′-′3 (:تقدمية) 3

 المتسلس ل  الب وليميراز  لتفاع ل  دارئ ة  م ادة  م ن  مك ون  وه و  معق م  أنب وب  في المتسلس ل  الب وليميراز  تفاع ل  خل يط  إع داد  يتم

 يليم                                                                                                                                        ولارم51)

 الصوديوم؛ كلوريد من ميكرومولار 41ميكرومولار41 ؛9 حموضة درجة على ،الهيدروكلوريك حمض ثلاثي من يليمولارم 51)

 4 البادئ ة  م ن  ك ل  م ن  ميك رومتر  0 المغنيس يوم(،  كلوريد ميكرومولار3 جيلاتين؛ المائة في 0.1 ؛X-100 تريتون المائة في 0

 .ت ا   النووي الحمض بوليميراز من ةوحد 45.0و كسجينلأا منقوص نيوكليتيدال فوسفات ثلاثي ميكرومولار 4.1 ،3 والبادئة

 تفاع ل  خل يط  م ن  الترميك رو  25لترميك رو 25 إلى اتلترميك رو  5لترميكرو5 جمبح المستخرج النووي الحمض من عينة تضاف

 خطوة في التفاعل ظروف تتمثلو تفاعل. لكل ميكرولترا 51ميكرولترا51 مجموعه ما إلى التوصل أجل من المتسلسل البوليميراز

 درجة 58ف  ثانية، 21 لمدة مئوية درجة 95 حرارة على دورة 35 تليها دقيقتين لمدة مئوية درجة 95 حرارة على أولية مسخ

  مئوي                  ة درج                  ة 04ف                    ثاني                  ة 01 لم                  دة مئوي                  ة

 م ن  زوج اً  444 يبلغف مبليكونالأ حجم دقائق.أما 01 لمدة مئوية درجة 04 حرارة على أخيرة طالةاست وخطوة ثانية 05 لمدة

 القواعد.

  المتسلسل البوليميراز لتفاعل Graham (7117) و Cubero بروتوكول

   :هما تانالبادئ

1pth-J 3 (:ة)تقدمي′-C GGA CGCC AAA CTC CAA CTT-5′ 

2pth-J :)3 )عكسية′-GAG CGG GTT GCT CGC CAT-5′ 

 م ن  ميكروم ولار 3و ،واح دة  م رة  مركّ زة  تا  دارئة مادة من نيتكوّ وهو معقم أنبوب في المتسلسل البوليميراز تفاعل مزيج يعدّ

 ك  ل م  ن ميكروم  ولار 4.1و ،2pth-Jو 1pth-Jتيب  ادئJ تيب  ادئ م  ن لك  ل ميك  رومتر 0ميك  رومتر0 المغنيس  يوم، كلوري  د

 الن ووي  الحم ض  م ن  عين ة  افةإض   ت تم  ت ا .  الن ووي  الحم ض  ب وليميراز  م ن  وح دة  0وديوآسينيوآليتيد0و ديوآسينيوآليتيد

 م ا  إلى التوص ل  أج ل  م ن  المتسلسل البوليميراز تفاعل خليط من ميكرولتر 5.44 إلى ميكرولتر 5ميكرولتر5.4 بحجم المستخرج

 92 ح رارة  عل ى  المس خ  م ن  أولي ة  خطوة عن فعبارة التفاعل ظروف أما فعل. ردة كل عن اميكرولتر 45ميكرولتر45 همجموع

  مئوي        ة درج        ة 93 ح        رارة عل        ى دورة 21 تليه        ا ،دق        ائق 5 لم        دة مئوي        ة درج        ة

  ح رارة  عل ى  نهائي ة  اس تطالة  وخط وة  ثاني ة،  25 لم دة  مئوي ة  درج ة  04و ثانية 31 لمدة مئوية درجة 58ف  ثانية، 31 لمدة

 القواعد. من زوجاً 098زوجا098ً فيبلغ الأمبليكون حجم أما دقائق. 01 لمدة مئوية درجة 04

 تفاع ل  لمنتج ات  الأل وان  قي ا   بواس طة  والكش ف  ،المن اعي  والالتق اط  ج،مالم د  المتسلس ل  الب وليميراز  تفاع ل  تطوير تم كما

 ت ات االنبالنبتات في .itriCcitri subsp. citri X لآف ة رثومةلج س ا  الحو باش ر الم رصدال أجل من ،المدرج المتسلسل البوليميراز

(Hartung ،0993 وآخرون). س تنبتات الم في والبادئ ات  توك ولات البرو لمختل ف  النس بية  للحساسية استعراض عن أفيد وقد 

 (.4110 وآخرون، Golmohammadi) الثمار لصاتومستخ الخالصة
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 DP 6-12 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-0-2-2

 وآخ رين  Llop قب ل  م ن  وص فه  س بق  ال ذي  البروتوك ول  باس تخدام  النباتي ة  الم واد  م ن  الن ووي  الحم ض  على الحصول بعد

 ي ة مئو درج ة  41 ح رارة  عل ى  وتخزينها النقاء البالغ المعقم الماء من ميكرولتر011 في المترسبة المادة استعلاق عادي (،0999)

 تستخدم. أن إلى ،الصفر تح 

  4pth-Jو 3pth-J (3'-A TCA AAC TTC TAC CCC GTC ACC-5') ،البادئ ات  م ن  مجموع ة  تص ميم  تم وق د 

(3'-TGC GAT AAC TCG ACC CGC-5'،) له ا  المواف ق  تاكم ان  ومسبار (2Taqpth-J) ( CCA CGC ATG-5'

3'-CGC CAA GCC) 3 الط رف  وعن د  كربوكسيفلوريس ثين -2ب   فلوريسثين كربوكس ي  -2 ب    ′5 الط رف  عن د  وس وم الم′ 

 الدراس ات  في س تخدم ت المرض ية  لق درة ل ةرئيس ي  ةجين   يوه   ،pth ةجين   سلاس ل  على بناء الأمين، ثنائي ميثيلين يبرباع

  س                             لالات كش                             فل تحدي                             دا الأخ                             رى

citri subsp. citri X. (Cubero وCuberoGrahamوGraham، 4115.) م ن  ك لا  السلالات تلك تشملو  subsp. citri X.

citri، 

 wAو  *A أي .itriCcitri subsp. citri X لجرثوم ة  المع روفتين  ينوالسلالت .urantifoliiAaurantifolii subsp. fuscans Xو

  فلوريدا. في المكتشفتين

  يحت وي  تفاع ل  خل يط  إلى النم و ج  الن ووي  الحم ض  م ن  لترميك رو 4 إض افة  ع بر  الآن ي  المتسلس ل  البوليميراز تفاعل يجري

 المغنيس يوم  وكلوري د  Mix Master Easy QuantiMix يض م  ال ذي  Kit Easy QuantiMix م ن  ميك رولترا  5ميكرولترا5.04

 لترميك                                                            رو0 م                                                            ولار(،ميلي51)

 م ن  لترميك رو  0ولترميكرو0و (3RTpth-J) ةالتقدمي ةالبادئ من اتمولارميكرومولارميكرو 01 من لترميكرو 0 مولار(،ميلي 51)

 العكس               ية البادئ               ة م               ن اتميكروم               ولار 01م               ولار ميك               رو01

 (4RTpth-J) تاكمان مسبار من اتمولارميكرومولارميكرو 01 من لترميكرو 5لترميكرو5.1و (2Taqpth-J) حجم إلى والتوصل 

 الآن ي  المتسلس ل  الب وليميراز  تفاع ل ب الخ اص  بروتوك ول ال ض ع وُ وق د  .ممعقّ   رمقط ءما مع ميكرولتر 45 يبلغ للتفاعل نهائي

 ل وبيز،  )ماري ا  مماثل ة  نت ائج  إلى أخرى معدات تأدّ وقد التسلسل. صدلر PRISM ABI111PRISM111 0  نظام بواسطة

 95 حرارة على دقيقة 05 مدتها أولية تفعيل خطوة في والمسبارات للبادئات التضخيم فظرو تتمثل (.4103 شخصي، إبلاغ

 يمك ن و مئوي ة.  درج ة  21 ح رارة  على واحدة ودقيقة مئوية درجة 95 حرارة على ثانية 05 من دورة 21 تليها مئوية درجة

  اوأنزيم   ارئيس ي  اخليط   تتض من  البروتوك ول  ه ذا  عل ى  ق ائم ال الآن ي  المتسلس ل  الب وليميراز  لتفاعل ةكامل عدة على الحصول

 Diagnostics Print Plant(http://www.plantprint.net.) من

 لتفاع ل  التقليدي ة  الطريق ة  في المس تخدمة  pth ةجين   لبادئ ات  مش ابهة  خصوص ية  الآن ي  المتسلس ل  الب وليميراز  تفاعل يوفر

 س تعمرات لم مش كّلة  وحدات 01 حوالي موثوق بشكل كشفوي (Graham، 4114، 4115 و Cubero) المتسلسل البوليميراز

 المزروع  ة للخلاي  ا مخف  ف محل  ول خ  لال وم  ن المريض  ة الأوراق كل  وم خ  لال م  ن .citri subsp. citri X ف  ةآجرثومة

(Mavrodieva ،4112 وآخ  رون.) جموالم  د الع  ادي الب  وليميراز تفاع  ل م  ع م  ؤخرا الطريق  ة ه  ذه مقارن  ة تم    وق  د 
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DP 6-13 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

(Golmohammadi ،4110 وآخ  رون) ع  ن الكش  ف حساس  ية أن ع  ن وأفي  د citri subsp. citri X. الثم  ار كل  وم في  

 .لململ/لمستعمرات مشكّلة وحدات 01 تبلغ

 والآني التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل من كلّ نتائج تفسير 3-0-5

  التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل

  التالية: المعايير استيفاء تم إ ا فقط صالحا المحدّد بالممرض اصالخ المتسلسل البوليميراز تفاعل يعتبر

 الصحيح. الحجم من فةللآللجرثومة امبليكونأ الإيجابي الشاهد ينتج أن -

 للتضخيم. السلبي والشاهد للاستخراج السلبي الشاهد في فةللآللجرثومة الصحيح الحجم من أمبليكونات إنتاج عدم -

 النب اتي  النس يج  )أي الس لبي  الشاهد فإن أيضاً هي 02S النووي الريبي للحمض الداخلي لشاهدا بادئات استخدم  حال في

 يعتم د ) كيلوباز 2.0 حوالي تبلغ شريطةً تنتج سوف الاختبار عينات من وكل الإيجابي شاهدوال استخدم(، حال )في السليم(

 وتجدر (.((.0990 وآخرون، Weisberg) المستخدمة هي 02S النووي الريبي الحمض بادئات من أيّة على الأمبليكون حجم

 نع   العين ات  جزع يفيدو ز.اكيلوب 2.0 بحجم شريطة تنتج لن بالبلازميد والخاصة المصطنعة الإيجابية الشواهد أنب الملاحظة

 خل يط  في ي درج  لم الن واة  حم ض  أن أو ي نجح  لم الن ووي  الحمض استخراج أن مثلا ،الداخلية الشواهد بادئات مع التضخم

 ق د  الن ووي  الحمض أن أو المستخرج النووي الحمض في موجودة المتسلسل البوليميراز لتفاعل المثبطة باتالمركّ أن أو التفاعل،

  فسد.

  الصحيح. الحجم من أمبليكوناً أنتج  ما إ ا إيجابيةً ما عيّنة وتعتبر

  الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل

  التالية: المعايير استيفاء تم حال في فقط صحيحا الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل يعتبر

 د.دالمح بالممرض الخاصة البادئات بواسطة للتضخم منحنى الإيجابي الشاهد ينتج أن -

 الس لبي  والش اهد  للاس تخراج  الس لبي  الش اهد  م ع  (21 بل غ ت ال دورة  ح د  قيمة أن )أي للتضخم منحنى أي شاهدةم عدم -

 للتضخم.

 الإيج ابي  والش اهد  استخدامه( حال )في السلبي الشاهد فإن ،أيضا هي COX الداخلية الشواهد بادئات استخدم  الح وفي

 الش واهد  بادئ ات  مع لتضخمل منحنى إنتاج نع العينات جزع يفيدو تضخم. منحنى تنتج أن يجب الاختبار عينات من وكل

 المثبط ة  ب ات المركّ أن أو التفاعل، خليط في يدرج لم النواة حمض أن أو ينجح لم النووي الحمض استخراج أن مثلا ،الداخلية

 فسد. قد النووي الحمض أن أو المستخرج النووي الحمض في موجودة المتسلسل البوليميراز لتفاعل

 ل دى  مخت بر  كل في الدورة حدّ قيمة من التحقق ويجب للتضخم. نمو جيا منحنى أنتج  إ ا إيجابية ما عينة تعتبر وسوف

  الأولى. للمرة الاختبار تنفيذ
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 DP 6-14 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 بيولوجيةال المقايسات بواسطة الكشف 3-0-6

 أقراص شكل على المقصوصة الأوراق في التطعيم اختبار 3-0-6-0

 مستخرجة بعينات citri subsp. citri .XبآفةX رثومةبج للإصابة المعرضة الحمضيات أوراق أنسجة عيمتط تم تبارخالا هذا في

  للمرض. بدائية بثرات وّونم البكتيريا تكاثر أجل من المناسبة الظروف ضمن حضنها وتم مريضة

 411ب   ميكرولتر411ب    جيوبه ا  وم لء  ميكروي ف  ف رن  في دقيق ة  05 لم دة  "إليزا" أ باق بتعقيم البيولوجية المقايسة هذه تبدأ

 تخض ع  الغرف ة.  ح رارة  درج ة  عل ى  الص فائحي  للتدفق حجرة داخل ،معقم ماء في المائة في 5.0 بنسبة الأجار نم ميكرولتر

 معرض ة  أخ رى  عوائ ل  أو الهن دي(  ونالليم   )أي Duncan var. paradisi Citrus فص يلة  م ن  اليانع ة  الحمض يات  أوراق

  مث                                                                 ل للآف                                                                 ةجرثومةلل

aurantifolia Citrus  أو المكس  يكي( ليم  ون)ال Poncirustrifoliatatrifoliata Poncirus إلى الأوراق( ثلاث  ي )البرتق  ال 

 وراقالأ تك ون  أن ويج ب  الصوديوم. هيبوكلوري  من المائة في 0 بواسطة واحدة دقيقة لمدة فاتالآالجراثيم من سطحها تطهير

 يجف ف  ث م  وم ن  المعق م  المقط ر  بالم اء  م رات  ث لاث  الأوراق تشطف وقاسية. ناضجة تكون أن يجب لا ولكن بالكامل متفتحة

 بواس طة  عليه ا  الحص ول  ي تم  ال تي  الأوراق، أق راص  توض ع  الغرفة. حرارة درجة على الصفائحي التدفق جرةح في سطحها

 م ن  جي ب  ك ل  في المائي الأجار على للمحور المجاور سطحها مع الإيثانول(، من المائة في 95ب  تعقيمها )بعد الأوراق تثقيب

  ويض                                          اف الطب                                          ق. جي                                          وب

  (.النبتة من عينة لكل مكررة جيوب 2) المنقوعة الحمضيات قرحة كلوم من ميكرولترا 51ميكرولترا51 مقدار

 ش اهد  بمثاب ة  لمل  مل/لمس تعمرات  مش كّلة  وح دة  501 كمي ة ب citri subsp. citri .X ف ة آجرثومة يحت وي  مس تعلق  ويستخدم

 فيبل غ  م ثلا(  ف يلم  الب ارا البارافيلم )بواسطة الأ باق تغلق .منهما( لكل مرات 2) سلبي شاهد بمثابة ملحي ومحلول إيجابي،

 تعريض ها  م ع  يوم ا  04 لم دة  مئوي ة  درج ة  48 ح رارة  عل ى  حض نها  وي تم  المائ ة  في 011 تقريب ا  النس بية  الر وب ة  مستوى

 م ن  ك ل  في الل ون  بيض اء  البدائية البثور نتكوّ تقييم ويبدأ بانتظام. حالتها تقدم من والتأكد دائم بشكل لضوءال تعريضهلضوءل

 بحس ب  .citri subsp. citri X ف ة الآرثومةلجا لع زل  وتقنيات مجسّم مجهر استخدامب الثالث اليوم من ابتداءً الأوراق أقراص

 وج ود  كش ف  أج ل  م ن  التحلي ل  م ن  لمزي د  الأعراض من الخالية الأقراص إخضاع يمكنو .4-0-3 القسم في الوارد الوصف

  انتق            ائي ش            به وس            ط عل            ى عزله            ا ع            بر ي            ة،ح بكتيري            ا

(Verdier ،4118 وآخرون.) فةآجرثومة كان  حال في وما،ي 04 مرور بعد citri subsp. citri .X ،الخلاي ا  تكون موجودة 

 المقايس ة  ه ذه  أن إلى الإشارة وتجدر أكبر. بأعداد الوسط على عزلها بالوسع ويكون النباتي النسيج على تكاثرت قد البكتيرية

  م    ل(/لمس    تعمرات مش    كّلة وح    دة 401) اس    ةوحسّ ج    داً مح    ددة تش    خيص  ريق    ة ه    ي البيولوجي    ة

 (.4118 وآخرون، Verdier) (لمل
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DP 6-15 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 المنفصلة الأوراق تخصيب 3-0-6-7

  لفص  يلة روح  ةالمج المنفص  لة الأوراق في ق  ائيانت بش  كل .citri subsp. citri X ف  ةآجرثومة تخص  يب أيض  ا يمك  ن

Duncan var. paradisi C. مث  ل ف  ةللآجرثومةلل الحساس  ية الش  ديدة العوائ  ل م  ن غيره  ا وأ الهن  دي( )الليم  ون  C.

aurantifolia أو المكس  يكي( ليم ون )ال trifoliatetrifoliata P. اليانع  ة الطرفي  ة الأوراق تغس ل  الأوراق(. ثلاث  ي )البرتق  ال 

 هيبوكلوري    بواس طة  س طحها  ويطهّ ر  ،ص نبور لل الجاري الماء تح  دقائق 01 لمدة ،الدفيئة في مزروعة نبتات من المأخو ة

 الجه ة  تج رح  المعق م.  المقط ر  الم اء  بواسطة كامل بشكل تطهيرها بهدف فطشوت ،واحدة لدقيقة المائة في 0 بنسبة الصوديوم

 الأوراق وتوض ع  مبض ع،  ةبواس ط  خفيف ة  بحرك ات  مرات عدة تجريحها أو بإبرة ثقبها عبر معقمة بطريقة ورقة لكل السفلى

 أعل ى.  إلى جه ا مو الأسفل سطحها يكون أن شرط "إليزا" أ باق جيوب داخل معقم ماء في المائة في 0 بنسبة أجار على كاملة

  ق                             درها ي                             تراوح قط                             يرات تض                             اف

 والس لبية  الإيجابي ة  هدالش وا  تس تخدم  الج راح.  إلى ة،المنقوع الحمضيات قرحة كلوم من مستخرجة ميكرولترا 41و 01 بين

 ،ض اءة م حاضنة في مئوية درجة 45 حرارة على يوما 04 إلى أيام 2 فترة بعدو الأوراق. لأقراص بيولوجيةال لمقايسةبا الخاصة

 المجروح ة  الأوراق أنس جة  م ن  أو البث ور  م ن  أية من باستخراجها .citri subsp. citri X عزل ويمكن البثور تكوّن تقييم يتم

 المتوس ط،  الأب يض  البح ر  ومنطق ة  أوروب ا  في النبات ات  حماي ة  )منظم ة  أع لاه  موصوف هو ما بحسب الأعراض، من الخالية

0998.) 

 الأعراض عديمة النباتات في الآفةالجرثومة كشف 3-7

 أوس اط  عل ى  والتخص يب  العزل خلال من الأعراض عديمة النباتات في .itriCcitri subsp. citri X فةآ جرثومة كشف يمكن

  (2-0-3 )القسم الجزيئي والاختبار ((3-0-3 )القسم المناعية )الفلورة المصلية والتقنيات أدناه(، )أنظر انتقائية شبه

 عين ة  غسل عبر يتمّ أن انتقائية شبه أوساط في الأعراض عديم نباتال من .itriCcitri subsp. citri X فةآجرثومة لعزل يمكن

 ،وآخ رون  Verdier) طالوس   عل ى   ليه ا  ث م  وم ن  ،الطافي ة  ادةالم   وتركي ز  لببتون،ب ا  مدروء محلول في الثمرة أو الورقة عن

 عيّنةً. واحد ثمرة أو أوراق عشر وتشكل (.4118

 )كلوري د  ب الببتون  م دروء  محل ول  م ن  لمل  51م ل 51 لخ  دا الغرف ة  ارةحر درجة على دقيقة 41 لمدة ناتالعيّ خضّ يجري

 (.0.4 حموض ة  درجة على لتر، 0 مقطّر، ماء ،اميكرولترميكرولتر 451 ،41 توين ؛مغ0غ0 ببتون، ؛مغ5غ 5.8 الصوديوم،

 ف رادى  خ ض  ويج ري  .ب الببتون  م دروء  محل ول  م ن  لمل411مل 411 في ورقة 011 استخدام فيمكن ،بالجملة للعينات أما

 بالببتون. المدروء لولالمح من لمل 51مل51 تحتوي معقمة أكيا  داخل لغرفةا حرارة درجة على دقيقة 41 لمدة الثمرات

 دويع ا  الوع اء  لخ ارج  الطافية المادة تحوّلف دقيقة 41 ةلمد ج قوة 26000 111 ةسرعب المركزي لطردل المستعلق ضعيخ ثم ومن

 تام ة  قاسم ة  بكمي ات  عين ات  وتمس ح  المائ ة.  في 1.85 بنس بة  ملح ي  محل ول  م ن  لمل01مل 01 في المترسبة المادة استعلاق

 م ن  نمك وّ ) الانتق ائي  ش به  XOS وسط على مرات 3 مستعلق، لكل 0111:0و 011:0 بنسبة محلول من ميكرولتر( 011)

 هي دروجين  ؛مغ  3غ 3.1 الكلسيوم، نترات ،مغ5غ 5 الصوديوم، أحادي غلوتامات ،مغ4غ 4 ببتون، ،مغ41غ41 السكروز،
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 DP 6-16 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 غ؛م  011 سيكلوهكس يمايد،  ؛م غ 0م غ  0 الخليك، رباعي أمين ثنائي يلينايث حمض حديد ؛مغ4غ 4 البوتاسيوم، فوسفات

 ماء ؛مغ00غ 00 أجار، بكتو ،مغ3مغ 4B، 3.1 المثيل بنفسجي ،غم41غم 41 كازوغاميسين، ،مغ41مغ 41 لكسين،سيفا

 5 ب ين  ت تراوح  لم دة  مئوية درجة 48 حرارة على الحضن بعد (.Monier، 0994) (0.1 حموضة درجة على لتر، 0 ،مقطر

 (.4-0-3 )القسم الخارجي شكلها وخصائص المستعمرة نوع عن فضلا النمو تقييم ميت أيام، 2و

 فةالآلجرثومةا تحديد -2

 من أخرى أنواعا لأنّ عدة تقنيات خلال من يؤكد أن citri subsp. citri .X فةلآرثومةلج المفترضة المستعمرات تحديدل ينبغي

.subsp. alfalfae X و .urantifoliiAaurantifolii subsp. fuscans X مث     ل Xanthomonas آف     ة

itrumelonisCcitrumelonis الخص ائص  مراقب ة  إلى بالإض افة  ،التقني ات  تل ك  وتتض من  الحمض يات.  م ن  تع زل  أن يمكن 

 المقصوصة النبتة لأوراق البيولوجية والمقايسة الجزيئي، والاختبار المصلية، الاختبارات المغذية، المستنبتات على المورفولوجية

 الإمراضية. القدرة واختبار المنفصلة، الأوراق أو صغيرة أقراص شكل على

 ال ثلاث:  التقني ات  م ن  ك ل  بواس طة  يجابي ة الإ نتيج ة ال في تتمث ل  الخ الص  المس تنب   لتحدي د  الأدن ى  لحدا متطلبات إن

 المناعي ة،  )الفلورة المصلية يةالتقن (4) (؛0-2 )القسم البادئات من مجموعتين يستخدم الذي المتسلسل البوليميراز تفاعل (0)

  4-2 )الأقس ام  المباش رة  غ ير  "إلي زا"  أو (ELISA-DAS بتس مية  يل ي  فيما إليها المشار) المضادة للأجسام المزدوجة الشطيرة

 مضياتالح تطعيم عبر لإمراضيةا القدرة اختبار (3و) نسيل؛الت أحادية محددة مضادة أجسام باستخدام (4-4-2و 0-4-2و

 (5-2و 2-2 )القس مان  إض افية  اختب ارات  إجراء يمكن (.2-0-3و 3-2 )القسمان كو  فرضيات متطلبات ستيفاءلا العوائل

  كافة. الاختبارات في والسلبية الإيجابية الشواهد تضمين يجبو الموجودة. السلالة خصائص من أكثر التثب  أجل من

  بها: الموصى التقنيات التالية الأقسام تصف

 مع زولات Xمع زولات  ترد) .citri subsp. citri X لآفة مرجعية سلالات تقدم أن - أخرى بين من التالية، للمجموعات يمكن

itriCcitri subsp. citri .X إيجابية:( كشواهد ،لاستخدامها بها الموصى 

- 3234 NCPPB المتحدة المملكة يور ، المركزي، العلوم مختبر النبات، لأمراض المسببة للبكتيريا الو نية المجموعة من 

- 2911 CFPB فرنس ا  أنجي ه،  ،الزراعي ة  للبح وث  ال و ني  المعه د  ات،ب  نلل الممرض ة  للبكتيري ا  س ية الفرن المجموع ة  من 

 (.citri subsp. citri Xل  *A سلالة )هذه

- 24 ICMP  لنب ات، ل المهجري ة  للكائن ات  الدولي ة  ةالمجموع   م ن  New Whenua) (Manaaki Research Landcare

Ltd Zealand، انيوزيلند ،ندأوكلاأوكلند 

- 49118 ATTC الأمريكية المتحدة الولايات نيا،فيرجي ماناسا ، الأمريكية، المستنبتة الأنواع مجموعة من 

- 1594 IBSBF للمعه د  المرك زي  الاختب اري  المرك ز  ،تللنب ا  الممرض ة  المس تنبتة  ي ا يرللبكت لبيول وجي ا المعهد مجموعة من 

 البرازيل كامبينا ، النباتية، يايرلبكتلالجرثومية العلوم مختبر - البيولوجي
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DP 6-17 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

  .المستنبتة المجموعات من مباشرة عليها ولالحص تم إ ا فقط السلالات ةأصال من التأكد يمكن

   المتسلسل البوليميراز تفاعل على القائمة الطرق 2-0

 س تنب  الم تحديد من دتأكال المستحسن من ،3-2-0-3 القسم في الموصوف المتسلسل البوليميراز تفاعل بروتوكول إلى بالإضافة

 الأولى المجموع ة  تك ون  أن ينبغ ي  البادئ ات.  م ن  مختلف تين  مجموعتين استخدام عبر و لك ،بها المشتبه للسلالات الخالص

 الب ادئتين  من الأخرى والمجموعة (Graham، 4114و Cubero)  2Rxc-Rxg/-J أوJأو 2pth-/J1pth-J ينتادئبال من مكونة

 02/Xac01Xac (Filho-Coletto ،4115 وآخرون) أو XACF/XACR (Park ،4112 وآخرون) بسبب وهذا (.0 )الجدول 

 ويمك ن  (.4103 وآخ رون،  Delcourt) الخصوص ية  إلى تفتق ر  المنش ورة  البادئ ات  أزواج معظ م  أن تفي د  التي البحوث نتائج

 تل ك  مع هالسلاس ومقارنة المتسلسل البوليميراز تفاعل عن الناتجة الأمبليكونات لةلسَسَ عبر فةالآرثومةالج تحديد من التثب 

 لمعلوم ات  ال و ني  لمرك ز ل الت ابع  الجين ات  بن ك  بيان ات  قاع دة  ل دى  المودع ة  .citri subsp. citri X س لالات  تخص تيال

  البيولوجية. التكنولوجيا

 ال داخلي  الفاص ل  لمن ا ق  اتبادئ   إلى Graham (7117)و Cuberoلاا  المتسلسال  البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد

  سلاس  ل في الف  وارق أتاح   و ..citri subsp. citri X بآف  ة الخاص  ة 43Sو 02S الن  ووين ال  ريبيين للحمض  ين المستنس  خ

 الس لالتين  البادئت ان  ات ان ه وتكشف citri subsp. citri .X فةلآلجرثومة تينمحدد تينبادئ تصميم المستنسخ الداخلي صلالفا

wAو *A الشا تين
 (Cubero وGraham، 4114.) هما: والبادئتان  

Rxg-J: 3′-GCGTTGAGGCTGAGACATG-5′ 

2RXc-J: 3′-CAAGTTGCCTCGGAGCTATC-5′ 

 ض عف  مق دار  المرك زة  ت ا   دارئ ة  تحتوي ميكرولتر 45ميكرولتر45 بكمية للتفاعل خلائط في المتسلسل البوليميراز تفاعل ذنفّيُ

  ،واح                                                                                                                                               د

J- بادئ ة  م ن  ميكروم ولار  RXg-J، 1.12 بادئ ة  منميكروم ولار من ميكروم ولار  1.12 المغنيس يوم،  كلوريد من ميليمولار 0.5و

 2RXc، ، 

 ه ي  المتسلسل البوليميراز تفاعل تضخيم وفظر إن تا . النووي الحمض بوليميراز من وحدة 0و dNTP لكل ميكرومولار 1.4

 .3-2-0-3 القسم في يرد ما بحسب pthA تيبادئ عم المستخدمة نفسها

 مجموع ة  على بناء بادئتين وضع إلى (7116) وآخرين Fiho-Colettaلا المتسلسل البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد

 هما: والبادئتان .rpf ةجين

01Xac: 3′-CGCCATCCCCACCACCACCACGAC-5′ 

02Xac: 3′.-AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA-5′ 
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 DP 6-18 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  ،واح دة  م رة  المرك زة  ت ا   دارئ ة  عل ى  تحت وي  ميك رولتر 45 بكمي ة  للتفاع ل  خلائ ط  في المتسلس ل  الب وليميراز  تفاع ل  ينفذ

 ب وليميراز ل وح دة  0و dNTP لك ل  ميكروم ولار  45.1 بادئ ة،  لك ل  ميكرومولار 1.32 المغنيسيوم، كلوريد من ميليمولار 4.1و

  لم دة  وي ة مئ درج ة  92 ح رارة  على أولية مسخ بخطوة المتسلسل البوليميراز تفاعل تضخم ظروف تتمثل تا . النووي الحمض

 لم دة  مئوي ة  درجة 04و ثانية 25 لمدة مئوية درجة 21و ثانية، 25 لمدة مئوية درجة 92 حرارة على دورة 23 تليها دقائق 3

 م ن  زوج ا  584 فه و  الأمبليك ون  حج م  أم ا  دق ائق.  5 لمدة مئوية درجة 04 حرارة على نهائية استطالة وخطوة ثانية، 25 

 .القواعد

 البادئت ان  أم ا  .hrpW جين ة  تتابع على بناء بادئتين (7116) المتسلسل البوليميراز لتفاعل وآخرين Park بروتوكول طوّر

 فهما:

XACF0 3′-CGTCGCAATACGATTGGAAC -5′ 

XACR0 3′-CGGAGGCATTGTCGAAGGAA. 

  واح دة  م رة  ك زة مر ت ا   دارئ ة  م ادة  تحت وي  ال تي  التفاع ل  خلائ ط  م ن  ميك رولتراً  45 في المتسلس ل  البوليميراز تفاعل يتمّ

 فوس  فات  ك  ل م  ن ميليم  ولار 45.1و الب  ادئتين، م  ن ك  ل م  ن ميكروم  ولار 01.1و المغنيس  يوم كلوري  د م  ن ميليم  ولار 5.0و

 ظ روف  وتتمث ل  تا . النووي الحمض بوليميراز من ووحدتين المائة في 10.1 بنسبة وجيلاتين الأكسجين المنقوص النيوكليتيد

 92 ح رارة  عل ى  دورة 31 تليه ا  دقائق، 5 لمدة مئوية درجة 92 حرارة على أولي بمسخ المتسلسل البوليميراز تفاعل تضخيم

 على نهائية استطالة وخطوة ثانية، 31 لمدة مئوية درجة 04و ثانية 31 لمدة مئوية درجة 21 ثم ثانية، 05 لمدة مئوية درجة

 .القواعد من زوجاً 520 فيبلغ يكونالأمبل حجم أما دقائق. سبع لمدة مئوية درجة 04 حرارة

 هذا التشخيص بروتوكول في الموصوفة المتسلسل البوليميراز تفاعل على القائمة الأساليب ملخص -0 الجدول

 م ن  المئوي ة  النس بة  إلى ددةالمح   غ ير  الكش ف  عملي ة  تش ير  *(4103) وآخ رين  Delcourt م ن  مأخو ة الخصوصية بيانات

 الفط ور  س لالات ب إص ابتها  تثب    لم **الاختب ار.  في إص ابتها  ثبت    ال تي  الرمّام ة  والفطور Xanthomonads آفاتجراثيم

 امة.الرمّ

 حجم الأمبليكون المرجع زوج البادئات

 )زوج قواعد(

 كشف سلالة

X. citri subsp. citri  

كشف غير محدد 

)%(
* 

حدود الكشف في المواد 

 النباتية

4/3 Hartung وآخرون. 

(.1993)( 

سلالات   شفكييشكفلا  442

wAوكافة سلالات 
 

A* 

مشكلة  اتوحد 401 00

 لململلمستعمرات/

J-pth1/J-pth2   Cubero 
 Grahamو

(2002) 

وحدات مشكلة  201 50 السلالات كافة 098

 لململلمستعمرات/

J-Rxg/J-Rxc2   Cubero 
 Grahamو

(2002) 

وحدات مشكلة  201 31 السلالات كافة 009

 لململلمستعمرات/
Xac01/Xac02  Filho-Coletto 

 وآخرون
(2005) 

وحدات مشكلة  201 02 السلالات كافة 584

 لململلمستعمرات/
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DP 6-19 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

XACF/XACR Park ن وآخرو
)2006(  

 غيرمعروف **2 السلالات كافة 520

 

 المصلي الكشف 2-7

 أج ل  م ن  مختلف ة  أجس ام  مض ادات  اس تخدام  يستحس ن  3-0-3 القس م  في الموصوف المناعية الفلورة بروتوكول إلى بالإضافة

 ب ديلين  مص ليين  كاختبارين أيضا المباشرة غير "إليزا" أو ELISA-DAS  ريقة استخدام ويمكن الخالصة. المستنبتات تحديد

 الخالصة. المستنبتات لتحديد

2-7-0 DAS0ELISA-DAS 

 )كربون ات  الكربون ات ب م دروء  محل ول  من جيب/ميكرولتر 011ب  ميكروتيتر اقأ ب تطلى ELISA-DAS اختبار إلى بالنسبة

 عل ى  ل تر؛  0 مقطّ ر،  م اء  ؛مغ  4غ 4.1 الص وديوم،  آزي د  ؛مغ93غ 93.4 الصوديوم، بيكربونات ؛مغ59غ 59.0 الصوديوم،

  يل ة  وتحض ن  المناس ب  بالش كل  مذوب ة  .citri subsp. citri X لآفة مضادة مناعية غلوبولينات يحتوي (2.9 حموضة درجة

  عل                                                                      ى اللي                                                                      ل

 )كلوري د  ت وين ال-بالفوس فات  الم دروء  الملحي المحلول من خليط بواسطة مرات 3 الأ باق غسل بعد مئوية. درجات 2 حرارة

 4.1 البوتاسيوم، كلوريد ؛مغ9غ O2H12·4HPO2Na ، 9.4 ؛مغ4غ 4.1 البوتاسيوم أحادي فوسفات ؛مغ8غ8 الصوديوم،

 تض اف  (،2.0 حموض ة  درج ة  عل ى  لتر؛ 0 مقطر، ماء ؛لمل45مل 45.1 ،41 توينال ؛مغ4غ 4.1 الصوديوم، آزيد ؛مغ4غ

 411 )بق در  (.citri subsp. citri X لآفة مرجعية )سلالة إيجابي شاهد أو سليمة( نباتية )مادة سلبي شاهد أو اختبار، عينة

 المن اعي  الغلوب ولين  ض اف ي الغس ل  وبع د  مئوي ة.  درج ة  03 حرارة على ساعتين لمدة الأ باق تحضين يتم جيب(.ميكرولتر/

 لجرثوم                                                                   ة ادالمض                                                                   

 citri subsp. citri X.فةلآل itriC subsp.citri X. المحل ول  خل يط  في المناس ب  بالش كل  الم ذوب  القل وي  الفوسفاتازب قترنالم 

 مئوي ة.  درج ة  30 ح رارة  عل ى  س اعتين  لمدة الأ باق وتحضن جيب(ميكرولتر/ 411 )بقدر توينال-بالفوسفات المدروء الملحي

 ميكرولتر/جي ب(  411) (لمغ/مل   0مغ/م ل 0) نيتروفيني ل -ب ارا ال فوس فات ب م دروء  م ن  أساس ي  محل ول  يضاف الغسل بعد

 للطي ف  مقي ا   باس تخدام  الامتصاص ات  تق ا  و الغرفة. حرارة درجة على دقيقة 21و 31 بين تتراوح لمدة الأ باق وتحضن

 قيم ة  م رتين  تف وق  البصرية لكثافةا قيمة كون في بالآفة العينة إصابة تحديد معيار يتمثلو نانومتر. 215 بفلتر مجهز الضوئي

 مش  كلة وح  دات ELISA-DAS 201ELISA201-501  ريق  ة في الكش  ف ح  دّ يبل  غو الس  ليمة. النباتي  ة الم  ادة ش  اهد

  النباتية. الأنسجة في للجرثومة المباشر للكشف الطريقة بهذه ينصح لا (.Fan، 0984و Civerolo) لململلمستعمرات/

 الخالص ة  المس تنبتات  لتحدي د  فق ط  اس تخدامها  يستحس ن  ولك ن  "إليزا" لطريقة متاحة التنسيل أحادية مضادة أجسام هنا 

 بواس طة  .citri subsp. citri X لكش ف  تجاري ة  أدوات مجموع ات  وهن ا   النب اتي.  النس يج  في كش فها  قابلية تدني بسبب

 م ن  المقدم ة  الفني ة  المعلوم ات  راجع بالخصائص المتعلقة ياناتالب إلى بالنسبة (.,Inc Agdia من )مثلا تجاريا متاحة "إليزا"

  م  ع متب  ادل بش  كل تتفاع  ل أنه  ا لالتنس  ي أحادي  ة الأجس  ام مض  ادات بع  ض ع  ن يع  رف المص  نعة. الش  ركة قب  ل
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 DP 6-20 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 آف                                                                                                                                                 ات

 phaseoli pv. axonopodis X. وZinniazinnea pv. campestris X. وcitrumelonis subsp. alfalfae X. 

 لتل ك  المحتمل غير من أنه غير ؛pelargonii pv. hortorumXanthomonasو Xanthomonas itrumelonisChortorumو

 الحمضيات. على موجودة تكون أن الباثوفارات

 المباشر غير "إليزا" اختبار 2-7-7

 م ن  (0990) وآخ رون  Alvarez وصفها التي التنسيل أحادية المضادة الأجسام مع المباشر غير "إليزا" اختبار استخدام يمكن

 تجاري ا  متاح ة  "إلي زا"  بواس طة  .citri subsp. citri X لكش ف  تجاري ة  أدوات مجموع ات  وهنا  المستنبتات. تحديد أجل

 بع ض  أن ع ن  أفي د  ولكن تحدد أن .citri subsp. citri X سلالات لكل يمكن ،ةنظريال الناحية من .(,Inc Agdia من )مثلا

 أحادي ة  المض ادة  الأجس ام  مع تتفاعل لا ،آسيا غرب-جنوب في عزلها تم والتي الظاهري الشكل ناحية من المميزة السلالات

 .(0998 ن،وآخرو Vernière) المتاحة التنسيل

 وي تم  دقيق تين  لم دة  ج ق وة  0111101 111 تقريب ا  تض اهي  بس رعة  المرك زي  للطرد الخالصة المستنبتات مستعلقات تخضع

 الخلاي ا  استعلاق ويعاد واحدة مرة المركّز بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من واحد مل يضافو الطافية. المادة من التخلص

 دارئ ة  م ادة  في الخلاي ا  لاقاس تع  يع اد  الثالث ة  الغسل عملية عدوب .أخريين مرتين العملية تكرر ة.مالدوا الآلة في وضعها عبر

 5.4 )تقريب ا  بص رية  كثافة درجة 21110211 10.1 حتى الضوئي القيا  ناحية من البكتيري تركيزال ليعدّو للطلاء. متستخد

 لك ل  جي بين  ع دل )بم ميك روتيتر  أ ب اق  عل ى  العين ات  م ن  تامة قاسمة أجزاء توضع لمستعمرات/مل(. مشكّلة وحدة 001 ×

 ميك                                        رولتر011 ومق                                        دار عين                                        ة،

 بك تير  م ع  س لبي  دارئ وش اهد  المص نّع(  يزوده ا  عينة أو مرجعي )زرع إيجابي شاهد تضمين ينبغي /جيب(.ميكرولتر 011

 م ن  المائ ة  في 5) قمع وّ  محل ول  يض اف و جاف ة.  تصبح أن إلى مئوية درجة 30 حرارة على الليل خلال الأ باق تحضن آخر.

 الأ ب اق  تحض ن  ميكرولتر/جي ب(.  411) بالفوسفات( المدروء الملحي المحلول في الدسم من الخالي المجفف الحليب مسحوق

 التركي ز  الع ادي  بالفوس فات  الم دروء  الملحي المحلول من بمزيج مرتين تغسل ثم ومن الغرفة حرارة درجة على دقيقة 31 لمدة

 يالملح المحلول خليط في ةالمائ في 5.4 بنسبة ففالمج ليبالح مسحوق إلى الذوبان مناسب أولي مضاد جسم افيض والتوين.

 الغرف ة  ح رارة  درجة على واحدة ساعة لمدة الأ باق تحضنو /جيب(.ميكرولتر 011ميكرولتر011) التوين-بالفوسفات المدروء

 مق ترن  ن زيم أ يض اف و .والت وين  التركي ز  الع ادي  بالفوس فات  الم دروء  الملح ي  المحلول من بمزيج مرات خمس تغسل ثم ومن

 الع ادي  بالفوس فات  الم دروء  الملح ي  المحل ول  م ن  بم زيج  المائ ة  في 5.4 بنسبة ففالمج ليبالح مسحوق إلى الذوبان مناسب

 ميك                                       رولتر011) والت                                       وين التركي                                       ز

 م ن  بم زيج  م رات  خم س  تغس ل  ثم ومن لغرفةا حرارة درجة على واحدة ساعة لمدة الأ باق تحضن /جيب(.ميكرولتر 011)

  فوس فات  م ن  لمل  مل/م غ 0 ييحت و  ح ديثا  معد أساسي محلول يضاف .واحدة مرة المركّز بالفوسفات المدروء الملحي ولالمحل

  الأ ب اق  تحض ن  ميكرولتر/جي ب(.  011) (8.9 الحموض ة  )درج ة  انولث  الإي أم ين  ث اني ب م دروء  محلول إلى تروفنيلين-بارا
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DP 6-21 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 ن انومتر.  215 فل تر ب المزود الضوء  يف مقيا  بواسطة يةالبصر الكثافة تقا  الغرفة. حرارة درجة على دقيقة 21و 31 بين

   .ELISA-DAS  ريقة في يجري كما الإيجابية العينات تحديد يتمو

 لإمراضيةا القدرة اختبار 2-3

  المرجعي  ة العوائ  ل م  ن مجموع  ة ض  من الإم  راض عل  ى ق  درتها حي  ث م  ن .citri subsp. citri X تحدي  د ينبغ  ي

 .aurantiifolia C أو الحل و(  فالنس يا  )برتق ال  sinensis Citrusو الهن دي(  الليم ون ) .Duncan var. paradisi C مث ل 

 التشخيص. لتأكيد ،المكسيكي( )الليمون

 تتيح للإصابة، القابلة اتالحمضي لعوائ أنواع على بدونها أو بإبرة مزودة بحقنة الخرق خلال من الأوراق على المقايسات إن

 بس بب  المائ ة  في 01 إلى 51 بنسبة المتفتحة الناضجة غير الأوراق لتفضّ البكتيرية. للمستعمرات الإمراضية القدرة على لالةالد

 المنفص لة  الأوراق أو الس ليمة  الأوراق تطع يم  عل ى  يوم ا  02 إلى 0 م رور  بع د  تقرح ات الالكلوم تنش أ  .للإصابة قابليتها ارتفاع

(Francis ،؛4101 وآخرون Koizumi، 0900) تل ك  م ع  الر وبة. عالية بيئة في مئوية درجة 45 حرارة على ضنالح بعد 

 قاس تعلا  يع اد  بالجس أة.  الش بيه  الت آكلي  .itriCcitri subsp. citri X تفاعلبسهولةتفاعل بسهولة يميّز أن يمكن المقايسات،

 م ا  التركي ز  تعديل ويتم معقم مقطر ماء في ،الاستخدام حديث أجار  بق من مراتعستالم أو سائل وسط في تنمو التي ياالبكتير

 س لالة ب المطعم ة  النبات ات  وعل ى  وإيجابي ة.  س لبية  شواهد إدراج دائما وينبغي .بها العوائل تطعيم أجل من 801و 201 بين

 الاختبار. نباتات عن منفصلة تبقى أن ييجابالإ الشاهد

  الحيوية الكيميائية والخصائص الوصف 2-2

 05.1-5.1 × 1.4-5.0 مقاس ها  يبل غ و الش كل  وعص وية  مس تقيمة و رامغ  ال س لبية  ف ة آجرثومة .citri subsp. citri X إن

 الخص ائص  م ن  العدي د  في تش تر   وه ي  ط.بالس و  ش بيهة  واح دة  قطبي ة  زائ دة  ةبواسط الحركة على قادرة وهي تر.مميكرو

 بشكل وهوائية ،التغذية وعضوية كيميائية إنها .Xanthomonas فئة من آخرين أعضاء مع الحيوية يةوالكيميائ الفسيولوجية

 ال تي  الحيوي ة  الكيميائي ة  الخصائص بعض وترد .xanthomonadinال  هو الأصفر الصباغ بالأكسدة. الغلوكوز تستقلبو ملزم

   .4 الجدول في .citri subsp. citri X عن تعرّف
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 DP 6-22 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 citri subsp. citri Xanthomonas فةلآلجرثومة الرئيسية الحيوية الكيميائية الخصائص -7 الجدول

 النتيجة الاختبار

 + كاتالاز

 أو ضعيف  – أوكسيداز

 – خفض النيترات

  التحليل المائي ل :

 + النشاء

 + الكازيين

 + 81توين 

 + إيسكولين

 + تسييل الجيلاتين

 + تسييل هلام البكتات

 – استخدام الأسباراجين

  يتطلب النمو:

 + ميثيونين

 + سيستيين

 – في المائة من كلوريد ثلاثي فينيل تترازوليوم )كتلة/حجم( 1.14 .

 

 الجزيئي التحديد 2-5

 ص نف  اعت بر و .citri subsp. citri X ف ة آجرثومة فيه ا  بم ا  الجزيئ ي،  المس توى  عل ى  الحمض يات  آف ات  ملام ح  تحديد تم

Xanthomonas الأحم اض  ب ين  ال تهجين  الإجراءات وتشمل .وتحديده تصنيفه لإعادة ودقيقة سريعة طرقب يتسم أنهب عامة 

 (،0980 وآخ رون،  Lazo ؛0980 وآخ رون،  Hartung) الجين وم  بص مات  وأخ ذ  (،0995 وآخ رون،  Vauterin) النووية

 (.Graham، 4114، 4112و Cubero) PCR-repو (4118 وآخرون، Young) واقعالم متعددة السلاسل تحليلو

 واقعالم ةمتعدد السلاسل تحليل 2-5-0

 itriCcitri subsp. citri X. (Almeida فةلآلجرثومة الخاص حديدالت أجل من واقعالم متعددة السلاسل تحليل نهج استخدم

 التركيب شؤون تدبير جينات تضخيم يتم (.4118 وآخرون، Young ؛4101 وآخرون، Ngoc Thi Bui ؛4101 وآخرون،
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DP 6-23 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

  (4101) نوآخ ري  Almeida  من كل وصفها التي المتسلسل البوليميراز تفاعل ظروف على وبناء ،بادئاتال بواسطة الوراثي،

 متعددة مواقع سلسلة على الطريقة هذه تقوم (.4118) ن،وآخري Youngو (4101) نوآخريNgocنوآخري  Ngoc Thi Buiو

  )ع                                                                                                                                                 ادة

 لص نف  المرجعي ة  السلاس ل  م ع  السلاس ل  تل ك  مقارنة وتتم الوراثي( التركيب شؤون لتدبير جينات ثماني إلى أربع تكون ما

Xanthomonas النب  ات لميكروب  ات المش  تركة البيان  ات قاع  دة م  ثلا، النيكليوتي  دات؛ بيان  ات قاع  دات ل  دى الم  ودع 

(bin/MLST/home.pl-http://genome.ppws.vt.edu/cgi) (Almeida ،4101 وآخرون) وMLVAbank الجيني للتنميط 

 (.prod.mpl.ird.fr/MLVA_bank/Genotyping/-https://bioinfo) للميكروبات

 PCR-Repأخذ البصمات بطريقة  2-5-7

 – متك ررة  لاجيني ة  بالندرومي ة  عناص ر  عل ى  بناء المصممة البادئات استخدام عبر PCR-Rep  بطريقة البصمات لأخذ يمكن

 للتحدي د  يس تعمل  أن – (0992 وآخ رون،  Louws) BOX وعنص ر  المع وي  البك تيري  المتك رر  الج يني  التواف ق  تسلسلات

  (.Graham، 4114و Cubero) المتسلسل البوليميراز لتفاعل المحددة الظروف ضمن الخصائص توصيفلو

 في (5.1 إلى 4.1 م ن  ن انومتر  211 مس توى  عل ى  )الامتص اص  البكتيري ة  المس تعلقات  من النووي الحمض استخراج بالوسع

 يخ زن  النق اء.  الف ائق  الماء في جديد من والمستعلقة الإيثانول في المترسبة فينول، كلوروفورم أميل إيزو كحول مع واحدة خطوة

 الموص وفة  النووي الحمض استخراج إجراءات اتباع أيضا ويمكن استعماله. حتى الصفر تح  41 حرارة على النووي الحمض

   .4-2-0-3 القسم في

 م رة  مرك زة  ت ا   دارئ ة  تحت وي  اميك رولتر  45ميك رولتر 45 بمق دار  للتفاعل خلائط في BOX المتسلسل البوليميراز تفاعل يتم

  واح                                                                                                                                              دة،

′-BOX1R (5-CTACG بادئ     ة م     ن ميك     رومتر 2.4 ،المغنيس     يوم لوري     دك م     ن اتميليم     ولارميليم     ولار 2و

′3-GCAAGGCGACGCTGCAG) (Louws ،0992 وآخ  رون،) ك  ل م  ن ميك  رومتر 4.1  dNTP، 4 ب  وليميراز وح  دة 

 ظ روف  وتتمث ل  .anthomonadX سلالات من المستخرج النووي الحمض من اتميكرولتر 5وميكرولتر5و تا  النووي الحمض

 31 لم دة  مئوي ة  درج ة  92 ح رارة  على دورة 21 تليها دقائق 5 لمدة مئوية درجة 92 حرارة على أولية مسخ بخطوة التفاعل

 لمدة مئوية درجة 04 حرارة على نهائية وخطوة واحدة، دقيقة لمدة مئوية درجة 04و ثانية 31 لمدة مئوية درجة 28و ثانية،

 حمض أسيتات ثلاثي من دارئة في المائة في 3 بنسبة الأجاروز هلام في المتسلسل البوليميراز تفاعل منتجات تحلل دقائق. 01

 يم                         ولارميل21)الخلي                         ك  رب                         اعي الإيثيلين                         ديامين

دة ( لم  1.8الخلي ك؛ درج ة الحموض ة     رباعي الإيثيلينديامين ميليمولار/لتر حمض0/لتر من ثلاثي الأسيتات؛ ايمولارميل 21)

 ببروميد الإثيديوم.  تصبغفولتات و 001ساعتين بقوة 

 م رة  مرك زة  ت ا   دارئ ة  تحت وي  اميك رولتر  45ميك رولتر 45 بمقدار للتفاعل خلائط في ERICيتم تفاعل البوليميراز المتسلسل 

 واح                                                                                                                                              دة،

′-R1ERIC (5-ATGTAAGCTCCT بادئ ة  م ن  ميكرومتر 4ميكرومتر4.0 المغنيسيوم، كلوريد من اتميليمولارميليمولار 3و
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′3-GGGGATTCAC) 2وERIC (5′3-GGGGTGAGCG-AAGTAAGTGACT-′) (Louws ،0992 وآخرون،) 4.1 

  م                                                                    ن ميك                                                                    رومتر

 س لالات  م ن  المس تخرج  الن ووي  الحم ض  م ن  اتميك رولتر ميكرولتر 5و تا  النووي الحمض بوليميراز ةوحد dNTP، 4 كل

anthomonadX. المتسلسل البوليميراز لتفاعل المسجلة نفسها فهي التفاعل ظروف أما BOX.  في التفاع ل  منتج ات  وتظه ر 

  .BOX تفاعل منتجات كما الحالة هذه

 تتح ول  أن للأنم اط  يمكن ولكن المجردة بالعين الشبه أوجه لإيجاد وتحليلها المعالم( المحددة )الأنماط البصمات مقارنة يمكن

 وعل ى  التطبيقي ة(.  لرياضيات)ل BioNumerics مثل معلوماتية برمجية استخدام عبر ،مقارنة وسلالات ناتئة طأنما إلى أيضا

  (.2 )القسم )المرجعي( الشاهد سلالات أنماط مع الشبه على يرتكز أن فةالآالجرثومة تحديد

 وعديم ة  للأع راض  الحامل ة  النباتي ة  المواد على وتحديدها citri subsp. citri Xanthomonas فةآجرثومة كشفال خطط ترد

  تباعا. 2و 5 الشكلين في الأعراض

 السجلات -5

 لتدابير الدولية المعايير في 4112 :40 رقم المعيار من 5-4 القسم في مبين هو ما حسب والبراهين بالسجلات الاحتفاظ بغيين

 ة.النباتي الصحة

 )ووسمه ا  الأص لية  بالعينة الاحتفاظ يستحسن التشخيص، بنتائج سلبا أخرى متعاقدة أ راف بها تتأثر قد التي الحالات وفي

 نس خة و الج ل،  أن واع  ص ور  )مثل الاختبارات مواد أو المثب  أو المحفوظة والعينات الآفة، )ات( ومستنب  تتبعها( لتيسير

 الامتث ال  ع دم  حالات في سيما لا ،الأقل على واحدة لسنة المتسلسل( البوليميراز تفاعل أمبليكوناتو "إليزا"، لنتائج مطبوعة

 والإج راءات  النباتي ة  الصحة شروطباشترا ات التقيّد عدم حالات عن للإبلاغ توجيهية خطوط 4110 :03 رقم الدولي المعيار)

 معينة. منطقة أو معين بلد في الأولى للمرة فاتالآ تكتشف وحيث الطارئة(

 إضافية معلومات على للحصول الاتصال نقاط -6

General Direction of Agricultural Services, Biological Laboratories Department, Av. Millán 4703, CP 
12900, Montevideo, Uruguay (Enrique F. Verdier; e-mail: emvermar@adinet.com.uy; tel.: +598 
2304399259823043992).  

Centro de Protección Vegetal y Biotecnología, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), 
Carretera Moncada-Náquera km 4.5, 46113 Moncada (Valencia), Spain (María M. López; e-mail: 
mlopez@ivia.es; tel.: +34 96342400034963424000; fax: +34 96342400134963424001).  

Instituto Nacional de Investigación Agraria y Tecnologia Alimentaria, INIA, Ctra de La Coruña km 6, 
Madrid, Spain (Jaime Cubero; e-mail: cubero@inia.es; tel.: +34 91347390034913473900; fax: +34 
91357229334913572293).  

 والمنظم ات  النبات ات  بوقاي ة  الخاص ة  القطري ة  المنظم ات  قب ل  م ن  التش خيص  بروتوك ول  في النظر لإعادة  لب تقديم ويمكن

 النبات ات  لوقاي ة  الدولي ة  الاتفاقي ة  أمانة خلال من النباتية الصحة تدابير لهيئة التابعة هزةالأج أو النباتات لوقاية الإقليمية

(ippc@fao.org) (ippc@fao.org) التشخيص. بروتوكولات بوضع المعني الفني الفريق إلى بإحالتها بدورها ستقوم التي 

CPM 2016/06 - Attachment 8 - Ar

mailto:emvermar@adinet.com.uy
mailto:mlopez@ivia.es
mailto:cubero@inia.es
mailto:ippc@fao.org


 بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026 بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح

 

DP 6-25 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 وتقدير شكر -2

 المخت  برات دائ  رة الزراعي  ة، للخ  دمات العام  ة المديري  ة م  ن .Verdier E.F الس  يد البروتوك  ول له  ذا الأولى المس  ودة ح  رر

 النبات، وأمراض آفات مختبر لانفرانكي، ر. ةالسيد ونقحتها التفاصيل( على للا لاع 2 القسم )أنظر أوروغواي البيولوجية،

 ،Huergo Ing. 0110HuergoCP01101107 CP ج ادة  ،SENASA وجودته ا،  الزراعية الأغذية لصحة الو نية الشعبة

  ب                                                                                                                                               وينس

+5411  رق  م اله  اتف:  ritalanfranchi@hotmail.com ::الإلكترون  ي البري  د لانفرانك  ي، )ريت  ا الأرجن  تين آي  ر ،

43621177 int 008 
541143621177+ int008الإلكترون ي  )البري د  المتحدة الولايات ،كيةيالأمرالأميركية الزراعة وزارة سيفيرولو، إد السيد (؛: 

:emciv@comcast.net)  والسيدةLópez M.M.، عل ى  للا  لاع  2 القسم )أنظر إسبانيا الزراعية، للبحوث فالنسيا معهد 

 إس بانيا  الزراع ة،  مج ال  في والتكنولوجي ا  للبحوث الو ني المعهد من كوبيرو ج. السيد شار   لك، إلى بالإضافة التفاصيل(.

  البروتوكول. هذا صياغة في كبيرة مشاركة التفاصيل( على للا لاع 2 القسم )أنظر

 المراجع -8
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 شكالالأ -9

 
 وثمرته. وسيقانه (paradisi Citrus) الهندي الليمون أغصان على الحمضيات لقرحة النمو جية الأعراض -0 الشكل
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  بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026

 

 DP 6-30 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

Citrus ) الهندي الليمون على مبكرة تقرحاتكلوم الحمضيات: قرحة أعراض يحمل غصين -7شكلال7 شكلال

Citrusparadiseparadise.) 

 
 والليمون )اليسار( (Citrussinensissinensis Citrus) الحلو البرتقال ثمرة على الحمضيات قرحة أعراض -3شكلال3 شكلال

 الهندي

(paradisi Citrus(Citrusparadisi) ويمين(. )وسط 
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 بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026 بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح

 

DP 6-31 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 
 الجراح جراء تفاقم  وقد (Citruslimonlimon Citrus) الليمون ورقة على الحمضيات قرحة أعراض -2شكلال2 شكلال

  الحمضيات. أوراق نقابة عن الناجمة
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  بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026

 

 DP 6-32 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  

 القسم 0-0-3

-DAS/الفلورة المناعية

ELISA (3-0-3 القسم) 

 المنفصلة الأوراق/الأوراق أقراص تطعيم

 (2-0-3 القسم)

 العزل وسط

 (4-0-3 القسم)

 النتيجة إيجابية الاختبارات كل/بعض

 المتسلسل البوليميراز تفاعل

 (2-0-3 القسم)

 المباشر العزل
 (4-0-3 القسم)

 النمو جية المورفولوجيا  ات المستعمرات

 (4-0-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 الجرثومة وجود تحديد اختبارات

 (2 القسم)

 أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحادية محددة أجسام بمضادات يستعين مصلي واختبار البادئات

 باختبارات القيام ويمكن الإمراضية. للقدرة اختبار يتبعها (4-2 )القسم

 5-2 القسم أنظر – المواضع متعددة السلسلات تحليل مثل أخرى

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 ير مكتشف

 إيجابي

 وجود تحديد تم

X. citri subsp. citri  
 

 للأعراض الحاملة النباتية المواد
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 بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026 بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح

 

DP 6-33 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

  

 الحاملة النباتية المواد على citri.subspXanthomonascitri .subsp citri Xanthomonas وتحديد كشف نظام -5 الشكل

 .للأعراض

  

 القسم 0-0-3

-DAS/الفلورة المناعية

ELISA (3-0-3 القسم) 

 المنفصلة الأوراق/الأوراق أقراص تطعيم

 (2-0-3 القسم)

 العزل وسط

 (4-0-3 القسم)

 النتيجة إيجابية الاختبارات كل/بعض

 المتسلسل البوليميراز تفاعل

 (2-0-3 القسم)

 المباشر العزل
 (4-0-3 القسم)

 النمو جية المورفولوجيا  ات المستعمرات

 (4-0-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 الجرثومة وجود تحديد اختبارات

 (2القسم)

 أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحادية محددة أجسام بمضادات يستعين مصلي واختبار البادئات

 باختبارات القيام ويمكن الإمراضية. للقدرة اختبار يتبعها (4-2 )القسم

 5-2 القسم أنظر – المواضع متعددة السلسلات تحليل مثل أخرى

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 ير مكتشف

 إيجابي

 وجود تحديد تم

X. citri subsp. citri  
 

 للأعراض الحاملة النباتية المواد
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  بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026

 

 DP 6-34 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
 

 الأعراض من الخالية النباتية المواد

 أوراق على حيوية أقراص/تجارب شكل على مقصوصة نباتية أوراق للفحص: اختبارات

 (3 )القسم المتسلسل البوليميراز تفاعل اختبارات مناعية، انتقائية،فلورة شبه أوساط منفصلة،

 

 على إيجابي واحد فحص

 الأقل

 (4-0-3 )القسم المباشر العزل

  النمو جية المورفولوجيا  ات المستعمرات

 (4-0-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 الجرثومة وجود تحديد اختبارات

 (2 القسم)

 أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحادية محددة أجسام بمضادات يستعين مصلي واختبار البادئات

 باختبارات القيام ويمكن الإمراضية. للقدرة اختبار يتبعها (4-2 )القسم

 5-2 القسم أنظر – المواضع متعددة السلسلات تحليل مثل أخرى

 نعم

X. citri subsp. citri 

 وجود تأكيد عدم

 لا

 إيجابي

 وجود تحديد تم

X. citri subsp. citri  
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 بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026 بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح

 

DP 6-35 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 

 

 الحاملة للأعراض.على المواد النباتية   citri subsp.Xanthomonas citri  نظام لكشف وتحديد -6الشكل 

  

 الأعراض من الخالية النباتية المواد

 أوراق على حيوية أقراص/تجارب شكل على مقصوصة نباتية أوراق للفحص: اختبارات

 (3 )القسم المتسلسل البوليميراز تفاعل اختبارات مناعية، فلورة انتقائية، شبه أوساط منفصلة،

 

 على إيجابي واحد فحص

 الأقل

 (4-0-3 )القسم المباشر العزل

 النمو جية المورفولوجيا  ات المستعمرات

 (4-0-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 الآفة وجود تحديد اختبارات

 (2 القسم)

 أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحادية محددة أجسام بمضادات يستعين مصلي واختبار البادئات

 باختبارات القيام ويمكن الإمراضية. للقدرة اختبار يتبعها (4-2 )القسم

 5-2 القسم أنظر – المواضع متعددة السلسلات تحليل مثل أخرى

 نعم

X. citri subsp. citri 

 وجود تأكيد عدم

 لا

 إيجابي

 وجود تحديد تم

X. citri subsp. citri  
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  بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح بروتوكول تشخيصي 4102تشخيصي:41026

 

 DP 6-36 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 المطبوع تاريخ

 العمل برنامج إلى Citri pv. axonopodis Xanthomonas (4112-4100) موضوع التوجيهية اللجنة أضاف  4112-00

 موضوع: تح  Citri pv. Xanthomonasaxonopodis (4112-4100)موضوعaxonopodis Xanthomonas موضوع (4112) للهيئة لأولىا الدورة أضاف 

 [الموضوع رقم أضف] البكتيريا

  المعدل البروتوكول مشروع التشخيص ببروتوكولات المعني الخبراء فريق راجع 4104-00

  (_12eSC_May_4103) الإلكترونية القرارات عبر الأعضاء مشاورة إلى لإحالته المشروع على التوجيهية اللجنة وافق  4103-12

 الأعضاء مشاورة 4103-10

  (_02eTPDP_Feb_4102) واعتماده عليه للموافقة التوجيهية اللجنة إلى ورفعه التشخيص ببروتوكولات المعني الخبراء فريق نقحه 4102-14

 (_16eSC_May_4102) الإلكترونية القرارات عبر اعتماده على لتوافق التوجيهية اللجنة إلى رفع 4102-12

 (Nov_eSC_03_4102) الإلكترونية القرارات عبر يوما 25 الإخطار فترة على توجيهيةال اللجنة وافق  4102-12

  رسمية( اعتراضات أي تتلق )لم الهيئة عن نيابة التشخيص بروتوكول التوجيهية اللجنة اعتمدت 4102-10

  الفاو. النباتات، لوقاية الدولية الاتفاقية روما، citri subsp. citri Xanthomonas (4102.) :2 الملحق :4004112 الدولي المعيار

 4102-18-49 :المنشور لتاريخ تحديث آخر
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