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DP 6-3 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 الآفة عن معلومات -1

 تلحيق  هيي و الحمضييات   في ةالبكتيريي  ةقرحي لل بالمسيب   الرئيسيي  العامل هي citri subsp. citriXanthomonas آفة إن

 المقيا   في - (1979 المتوسي،   والبحير  أوروبيا  في النباتيات  وقايية  )منظمة السذابية للفصيلة المزروعة الأنواع من بالكثير الضرر

 المناخية الظروف في تنمو التي - (Poncirus) الأوراق ثلاثي والبرتقال (Fortunella) الكمكوات برتقالو الحمضيات الأول

 افلورييد  ولايية  في وكيذل    وأفريقييا  وأوسيانيا الجنوبية وأمريكا آسيا بلدان من العديد في السائدة ستوائيةالا وشبه الاستوائية

 والبحير  أوروبيا  في النباتيات  وقايية  منظمية  ؛2006 ة البيولوجيي   والعليو  للزراعة الدولي لمركزا) الأمريكية المتحدة الولاياتب

 مين  محيدوةة  مجموعية  لهميا  Citri subsp. citriXanthomonas فية لآ تينشيا   تينسلال تحديد تم وقد( 2006 المتوس، 

 *A السلالة ضر تو ( 1998 وآخرون  Vernière ؛2004 آخرون و Sun) wA السلالةو *A سلالةلا باسم تعرفانو العوائل

 بتقرحيات  wA السيلالة  تتسبب فيما آسيا  في السائدة الطبيعية الظروف ضمن (aurantiifolia Citrus) المكسيكي الليمونب

 فلوريدا في (macrophylla Citrus) الأوراق الكبير "أليماو" ليمونو (aurantiifolia Citrus) المكسيكي الليمون من كل في

 كيلا  أن  المعليو   ومين   (Graham  2002  0042و Cubero) الطبيعيية  الظروف ضمن و ل  كية الأمري المتحدة الولاياتب

 ( 2013 وآخرون Escalon) التجارب سياق في الأخرى الحمضيات أنواع في مألوفة غير كلوما يسبب السلالتين هاتين من

 اسيتعداة  ليدياا  اليتي  العوائيل  لأنيواع  جةوالناضي  اليافعية  والأشيجار  ولالشيت  على عاةةً لحمضياتا في البكتيري حالتقر  يطرأ

 معظيم  في و لي   الخريي    وحتيى  الصيي   أواخر بين ما شطةن بصورة تنمو وراقأو براعمل فورة تحصل حيث بالآفة للإصابة

 يس ير تف  الميكانيكيية  أو الماةيية  والأضيرار  والحشيرات  والأشيوا   الهيواء  عن ناجمةال التقرحات أما الحمضيات  زراعة مناطق

 مين  زييد ت أن  الحمضييات  أوراق بنافقة المعروفة Phyllocnistiscitrella آفة لغزو ويمكن  بالآفة الناضجة الأنسجة إصابة

  (2012 وآخرون  Hall) للحمضيات البكتيري بالتقرح للإصابة النبتة أوراق ضتعر 

 وغيير  العوائيل  النباتات من كل على عالق كنبات  للنبتة المريضة الأنسجة في حيةً البقاء .citri subsp. citri X فةلآ يمكن

 اليتي   تل سيما لا الشتوي  البيات خلال لحاصلةا التقرحات أن غير التربة  في أو القش نشارة على عفينإك وأيضا العوائل 

 ضيمن  الآفية  لانتشيار  الرئيسيية  الآلييات  تعتمدو  تاليال الموسم أجل من للقاح ةرامص أهم تشكعل  ضلععةالم البراعم على تتكون

 همييا  بواسيطة  البكتيرييا  فتنتشير  ت:تيا االنب بيين  وفيميا  نفساا النبتة ضمن الماء وترشش الرياح حركة على قصيرةال اتسافالم

 البيولوجيية   والعليو   للزراعية  اليدولي  لمركيز ا) السيليمة  اليبراعم  عليى  شتترش  ثم ومن التقرح سطح على تنساب التي مطارالأ

 نتشيار ا في ةور المبرعمية   والأشيجار  ولتوالشي  والجيذور  الخشبية البراعم  ل  في بما المصابة  النباتية المواة ركةلحو ( 2006

 والعليو   للزراعية  اليدولي  )المركيز  البيذور  بواسطة ينتقل مرضالُم هذا أن على ةليل أي هنا  ليسو بعيدة  مسافات على الآفة

   (2006 البيولوجية 

 التصنيفية المعلومات-2

 2007 وآخرون  Schaad (1989 وآخرون  Gabriel) itriC subsp.citriXanthomonas :الاسم

 2007 وآخرون  Schaad (1989 وآخرون  Gabriel) itriC subsp.smithiiXanthomonas المرادفات:
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 DP 6-4 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

citri pv. axonopodis Xanthomonas (Hasse) Vauterin  1995 وآخرون 

citriXanthomonas (Hasse  1915 سابقا) Gabriel  1989 وآخرون 

aurantifolii pv. campestris Xanthomonas  Gabriel  1989 وآخرون 

citri pv. campestris Xanthomonas Dye (Hasse) 1978 

aurantifoliae f.sp. citriXanthomonas  Nameketa وOliveira  1972 

citri Pseudomonas  Hasse  1915 

 مستصفريات الحمضيات  ممرضات غاما  متقلبات متقلبات  بكتيريا  التصنيفي: الوضع

 الآسيوي التقرح للحمضيات  البكتيري التقرح الحمضيات  قرحة الشائعة: الأسماء

 )سيلالات  .itriC subsp. citri X إلى .itriC pv. axonopodis X مين  الآفية  تصني  تغيير جرى الأخيرة الفترة في ملاحظة:

 في البكيتيري  لتقيرح ا لممرض عليه تعارفالم الاسم أصبحو وآخرون Gabriel أطلقاا التي التسمية استعيدتو (أل "" المجموعة

 الأخرى السلالات مجموعات أما ( 2006  وآخرون Schaad ؛2010 وآخرون Bull) .itriC subsp. citri X الآن الحمضيات

 urantifoliiA subsp. fuscansXanthomonas فئية  تحي  الآن لتصيبح  تصينيفاا  أعييد  فقيد  .itriC pv. campestris X فية لآ

 وآخيرون   Schaad) هياء(  )المجموعية  itrumelonisC .subsp alfalfaeXanthomonas فئية و وةال( وجييم  بياء  )المجموعيات 

2006 ) 

 الآفة عن الكشف كيفية -3

 أعراضها تحمل التي النباتات في الآفة عن الكشف 3-1

 طرييق  وعين  المغذيية  المسيتنبتات  في للمسيتعمرات  المورفولوجيية  الخصائص مراقبة خلال من الحمضيات حتقر  تشخيص يمكن

 بيولوجيية ال والمقايسية  المتسلسيل(  البيوليميراز  تفاعيل  )بواسيطة  الجزيئي والاختبار (المناعية الفلورة )بواسطة المصلي الاختبار

 وسيلبية  إيجابيية  شواهد جرثومةك الاختبارات تضمين ينبغيو المنفصلة  أوراقاا أو صأقرا شكل على المقصوصة النبتة لأوراق

 المرجعية(  لشواهدا على للاطلاع 4 القسم نظرأ)

 الأعراض 3-1-1

 تظاير  وقد وبراعماا  وسيقاناا أوراقاا وعلى ثمرةال قشرة على لفجواتبا شبياة  تقرحاتوب عبالتبقع عاةة المرض هذا بيتسب 

 الخريي    وحتيى  الصي  أواخر من بدءا الفتية الأشجار وعلى المواسم من موسم أي في ولالشت على الحمضيات تقر ح أعراض

 1)الأشيكال  (2006 البيولوجيية   و والعلي  للزراعة الدولي لمركزا) كبيرة بأعداة النامية ضلععةالم براعمال من فورة تحصل عندما

 مين  أقيل  عيدة  نيتج يُ إ   لثمارهيا  الكاميل  النضج مرحلة الأشجار بلوغ مع الحدوث متقطعة المرضية الحالات صبحتو ( 4 إلى
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DP 6-5 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 الظيروف  في الحمضييات  بتقيرح  للإصيابة  قاومية م أكثير  تكيون  الناضجة لثماروا الأقد  الأوراق أنسجة أن كما  عةالمضلع البراعم

  (Goto  1992) بالآفة للإصابة النباتات من العوائل وأنواع أصناف استعداة مدى على أيضا المرض ةشد  تعتمدو الطبيعية 

  الثميرة  أنحاء في حدة على كلا  مشتتة تكون وقد الثمرة سطح على فجواتبال شبياة تقرحات تشكعلت الثمار  على الأعراض

 غيير  ة المصياب  اليانعية  الثمار على راتنجية مواة تحلعب ملاحظة ويمكن منتظمة  غير وبوتيرة معا متعدةة تقرحات نشأت قد أو

    للثمرة الخارجية لقشرةا اختراق ةرجة إلى أبدا تتوسع لا التقرحات أن

 مشيققة و منتفخية  وتكيون  القوا   يةسفنجا أو فلعينية القرحة ةعقب تكون  افةالج المناخية الظروف في الأغصان  على الأعراض

 الأصيناف  وفي  زيتية حدوةه وتصبح مشقق غير السطح ويبقى بسرعة الإصابة تتسعف الرطبة  المناخية الظروف في أما  السطح

 ح  عبر التقرح دبةن على التعر ف ويمكن والسليمة  المريضة الأنسجة بين الجسأة من طبقة تتشكل قد للإصابة  تعرضا الأقل

 الفياتح  اليب   بيين  لونايا  ييتراوح  تقرحيات  تنكش ل الخارجية الفلينية الطبقة إزالة أجل من سكين بواسطة الخشن ااسطح

  حجماييا يييتراوح قييدو اللييون  فاسييدةال المنطقيية شييكل تليي يخ وقييد الأخضيير  للحيياء السييليمة الأنسييجة في والييداكن

  بالآفة للإصابة العائل استعداة مدى  بحسبملم10و 5 بين

 تقرحيات ل مفياج   بيروز   لي   ويليي  الأوراق  مين  السيفلي  الجانب على ةزاهي صفراء بقع أولا راتظ الأوراق  على الأعراض

 اءصيفر  بكفياف  محاطية  القرحية  كيون ت وقد الفلين ب وشبياة ومشققة خشنة تصبح أن تلبث لا التي رقةوال جاتي على سمراء

  شاحبة  باالة أو للغاية رطبة

 بيالبقع  الشيبياة  الأعيراض  أو عالتبقعي  وبين والثمار  والأوراق الأغصان ىعل الحمضيات قرحة أعراض بين تمييزال يصعب قدو

 أنيواع  أم يا  الفسييولوجية   الاضيطرابات  جير اء  أو  الحمضييات  ضير ب ت أخيرى  فطريات أو بكتيريا جر اء الأوراق تصيب التي

.X و .itrumelonisC subsp. alfalfae X ايي ف الحمضييات  حبتقير   شيبياة  أعيراض  إلى تؤةي قد التي الأخرى البكتيريا

aurantifolii subsp. fuscans  وانيةعد أقل بأعراض تتسببان هماو الآفة عوائل من وةمحد نطاق الآفتين اتينه من ولكل 

 فطير  يسببه الذي الحمضيات عتبقع عن ويعرف ( 2006  2005 وآخرون  Schaad) الثمرة على تقرحات تنتجان ما وناةرا

Elsinoëfawcettii  تبقيع ل تايا بمقاوم تتسم التي العوائل أنواع على سيما ولا  الحمضيات حتقر  بأعراض شبياة أعراضه أن 

 مين  انتظاما وأقل اجفاف أكثر عا  بشكل تكون الحالة هذه في التبقع تقرحات ولكن   (2002 وآخرون  Taylor) الحمضيات

 تقيرح  وبيين  الحمضييات  تبقيع  بيين  فرييق الت ويمكين   الاعتياةيية  الصفراء الهالة أحيانا اوتنقصا  الحمضيات حتقر  تقرحات

  البكتيري  الارتشاح انعدا  على ناءب الحمضيات

 الآفة عزل 3-1-2

 اليتي  النباتيية  الميواة  مين  .itriC subsp. citri X آفة عزل من لتمكنل حديثا مستخرجة ناتعي  على الحصول الضروري من

 حيرارة  ةرجة على تخزيناا ويمكن جمعاا؛ بعد ممكن وق  بأسرع النباتية الماةة تحليل وينبغي باا  الإصابة أعراض تحمل

 البيئيية  الظروف تكون لا حين وأ جدا متقدمة الأعراض تكون وعندما استخداماا  يتم أن إلى مئوية ةرجات 8و 4 بين تتراوح

 الأطبياق  اكتظيا   إلى العزل يؤةي وقد  جدا متدنيا يكون نأ للزرع القابلة .Citri subsp. citri X خلايا لعدة يمكن  اتيةوم
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 DP 6-6 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 تجنبل خاص بشكل التنبه ويجب المضاةة  البكتيريا من أو بالعفن تقتات التي تنافسةالم بكتيرياال من مفرطة بأعداة المخبرية

 الاضرار من عاةة أيضا هي عزلتُ التي Pantoeaagglomerans آفة وبين .citri subsp. citri X مستعمرات بين لالتباسا

   الاعتياةية يريةالبكت المستنبتات في مورفولوجيا مشاباة مستعمرات تنتج والتي  التقرحات عن الناتجة

 لمسيتعمرات  الباه  ليمونيالأصفر/ال اللون نم صفرة أشد مستعمراتاا لونو نموا أسرع عاةة Pantoeaagglomerans وتكون

citri subsp. citri X.  واليتي  الملائمية  المسيتنبتات  أطبياق  عليى  التقرحات نم عينات مسح عبر السببي العامل عزل يمكن 

 مسييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييتعمرات تتسييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييم

itriC subsp. citri X. لي ئيةانتقا مستنبتات الآن حتى توجد ولا نمو جي  ظاربم اعليا الموجوةة citri subsp. citri X. 

   حصرا

 كلورييد  ميع  رةمقطع مةمعقع مياه عن عبارة )وهو لمل1 0و 0 5 بين كميته تتراوح لحيم محلول في نقعاا عبر التقرحات لح نت

 مين  المائية  في 1 بواسيطة  مسيبقا  تطايرهيا  يمكين  المقتضيى  وعند  (7 0 ةحموض ةرجة على المائة  في 0 85 حتى الصوةيو 

 قاسمية  بكميية  عينية  مسحتُوسحقاا   المقطعر المعقم الماء بواسطة مرات ثلاث وشطفاا واحدة ةقيقة لمدة الصوةيو  هيبوكلوري 

 الميزوة  يالمغيذ   الأجيار  مين  نفيتكيو   ةعامي  امناسيب  يعتيبر  اليذي  العزل مستنب  أماالتغذية  مستنب  على المستخلص من تام ة

 ؛مغ5 ببتون كتوبو ؛مغ5 ميرةالخ من مستخلص) والأجار والغلوكوز والببتون الخميرة ومزيج  المائة في 0 1 بنسبة الغلوكوزب

 البطاطيا  )ميرق  واكيموتيو:  ومسيتنب   (7 0 حموضية  ةرجية  عليى  واحيد   ليتر  ر مقطع ءامو  مغ20 أجارو  مغ10 غلوكوز و

 أجيار   ™بكتيو  ؛غO2H 7·2)3Ca(NO  5 0 ؛غO2·12H4HPO2Na  8 0 ؛مغ5 ببتون  ؛مغ15 سكروز  ؛ملل250

 الفليتر  بواسيطة  ةالمعقمي  السيكلوهيكسييميد  مياةة  افةإضي  يمكين  ( 7 2 حموضية  ةرجية  عليى  واحيد؛  ليتر   رمقطعي  ءما غ؛20

  الغلي بواسطة ستنب الم تعقيم بعد للفطريات كمبيد الضرورة عند لتر(/لغم100)

 اتح ف فرصأَ ولوناا مخاطية المستعمرة تكون كما  الأطراف وأملس باومحد امستدير ثةالثلا للمستنبتات الخارجي المظار يكون

 ثميار ال ناتعي  أيا  في خمسة إلى ثلاثة لمدة مئوية ةرجة 28و 25 بين ما تتراوح حرارة رجةة على الحضن بعد النمو تقييم يتم

  أطيول  فيترات  إلى الحاجية  عوتيد  قيد  وبالتيالي  اسيتزراعاا؛  السيال  مين  يكيون  لا وقيد  مجايدة  البكتيرييا  تكون قد التجارية

 القسيم  في اليوارة  الوصي   بحسيب  نات العي  من البكتيريا استخراج أجل من بيولوجيةال المقايسات استخدا  يمكن وأ حضنلل

 كيبح  إلى (الانتقيائي  شبه KCB أو KC مستنب ) ستنب الم في وسيفالكسين كاسوغاميسين ماةتي راجإة ويؤةي  3-1-6-2

 ( 2005 وآخرون  Pruvost  1989 وآخرون  Graham) الممرض عزل يس ري كما العفنب تقتات التي يريابكتال من ةعد

 أنايا  حييث  منشيورة  هي ما بحسب التجارية( لأسماءا إلى الإشارة  ل  في )بما طرقال وص  تم هذا  التشخيص وكولبروت في

 الميواة  أسماء استخدا  نطوييولا  الاستنساخ إمكانية /أوو صوصيةوالخ للحساسية بالنسبة تحقق الذي الأصلي المستوى تحدة

 مواءمية  يمكين و  أيضيا  امناسيب  كيون ي قيد  اليذي  الآخير  بعضياا  واسيتبعاة  عليايا  صاةقةالم التجارية( ءالأسما )مثل الكيميائية

  تماما مجازة تكون أن طةشري فرةية  ختبراتبم الخاصة معاييرلل البروتوكولات في الوارةة المخبرية الإجراءات



خيص للآفات الخاضعة للوائحبروتوكولات التش 6بروتوكول تشخيصي   

 

DP 6-7 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 المباشرة غير المناعية الفلورة المصلي: الكشف 3-1-3

 بتسيمية  يليي  ميا  في إلييه  المشيار ) نزيملإبيا  الميرتب،  المنياعي  والفحيص  اعيية المن الفلورة )بواسطة المصلي الكش  إجراء يتطلب

 وسيلبية   إيجابيية  شيواهد  اختبيار  كيل  تضيمين  يجيب  الاختبيار   نتائجب الوثوق لضمان الضرورية الشواهد من اعدة ( "إليزا"

 مين  مستخرجة عينة في استعلاقاا يعاة .itriC subsp. citri X لآفة مرجعية سلالة من الإيجابية الشواهد تتأل  أن ويمكن

 في اافكش أجل )من بالفوسفات مدروء ملحي محلول في أو النباتية( الماةة في الآفة عن  كشال أجل )من ةسليمال عائلال النبتة

 في الآفية  كشي   أجيل  )مين  ةسيليم  عائل نبتة من مستخرجة عينات من السلبية الشواهد تتكون أن بيجو( الجرثومي الزرع

 ( بكتيريال الزرع في الآفة تحديد أجل )من مستادفة غير بكتيرية فأصنا من مستعلق أو النباتية( الماةة

 لمل1 في استعلاقه ويعاة الطبق  نم حديث زرع من مختبر عروة مقدار جمع يتم  البكتيرية  ياللخلا المصلي الكش  أجل من

 ؛مغي O2H12·4HPO2Na  9 2 ؛غ0 2البوتاسيو   كلوريد ؛غ8  الصوةيو  كلوريد) بالفوسفات المدروء الملحي ولالمحل من

 حيوالي  تكيوين  أجل من و ل  (7 2 حموضة ةرجة على واحد؛ لتر حتى مقطر ماء ؛غ0 2 البوتاسيو   هيدروجين فوسفات
 ( 2009 المتوس،  الأبيض البحر ومنطقة أوروبا في النباتات حماية )منظمة لمل/لمستعمرات شكعلةم اتوحد 810

 وكلاا وثمار  وأوراق وأغصان براعم - الآفة أعراض تحمل عينات ياراخت ينبغي  النباتي نسيجال في المصلي الكش  أجل من

 عليى  العمل ينبغيو  ااعنق أو ااجذع أو اافروع أو النبتة أغصان على قرحات عن ناتجة أنسجة أو نخرية تقرحاتب مصابة

 النباتي النسيج طحن يتم عموما و  التطبيق الواجب ةالمحد  المصلي ارللاختب باا الموصى العامة الإجراءات على بناء العينات

 الأسيكوربي    حميض   غ10 ميانيتول   ؛غ20  10-البيرولييدون  فينييل  )بيولي  حيديثا  معد  للتأكسد مضاة ةارئ محلول في

 أو (7 2 حموضية  ةرجية  على واحد؛ لتر  مولاريليم10 بالفوسفات  مدروء ملحي محلول  غ3 مخف   غلوتياتون  غ1 76

 ؛غO2H12·4HPO2Na 9 2 ؛غ0 2 البوتاسييو    كلورييد   غ8  الصيوةيو   كلورييد ) بالفوسيفات  ميدروء  ملحي محلول في

 الاختبيارات  في الاستخدا  قبل (7 2 حموضة ةرجة على واحد؛ لتر حتى مقطر ماء ؛غ0 2 البوتاسيو   هيدروجين فوسفات

   ميكرومتر 0 22 سماكته ممعقع غشاء بواسطة بالفلتر معقمين يكونا أن المحلولين لكلا وينبغي المصلية 

  اختبارهيا  يجيب  نباتيية  عينية  أو بكيتيري  زرع كيل  مين  الترميكيرو  25 منايا  الواحيدة  حجم يبلغ تامة قاسمة أجزاء وضعت

 بواسيطة  بلطي   لتعيد   ثيم  ومن بالكامل لتج  تتر ف بالبلاستي   غطاةمو لنوافذا ةمتعدة مجار شريحة على ةالماص  بواسطة

 الإيجابيية  للشيواهد  وأيضيا  للاختبيار  خاضيعة  عينية  أو آفة لكل منفصلة شرائح تحضير ميتو  النار فوق تمريرها عبر ةالحرار

 ملحيي  محلول بواسطة التنسيل أحاةية مضاةة أجسا  أو تجاريا متاح مضاة مصل ويبتذ ويتم لي"إليزا"  المستخدمة والسلبية

 شيريحة   كيل  نوافيذ  إلى مناسيبة  مخففية  محليولات  مين  الترميكرو 25 ويضاف (7 2 حموضة ةرجة على) بالفوسفات مدروء

 ميدروء  ملحيي  محليول و مخفي   محليول  في المناعية(  فعيل  ليرة  )سيابق  عياةي  مصيل  مين  السيلبية  الشيواهد  تتكون أن يمكنو

 لنيزع  الشيرائح  نفضتي  ةقيقية   30 لميدة  الغرفية  حيرارة  ةرجية  عليى  رطبية  حجيرة  في الشرائح حضن يتم ثم ومن بالفوسفات 

 المحليول  في ةقيائق  خمسية  لميدة  ميرات  ثلاث مناا كل ويغسل  بالفوسفات المدروء الملحي المحلولب تشط و عناا طَيراتالقُ

 المقترن الفُلورِسي  ن إيزوتيوسيانات من الترميكرو 25 وضع بلق النشاف بالورق برفق الشرائح  تجف بالفوسفات  المدروء الملحي

 حيرارة  ةرجية  عليى  الظيلا   في الشيرائح  نحضي  يتم النوافذ  من كل في الماصة ةبواسط المناسب بالشكل المذوب غلوبولين لغاما



6بروتوكول تشخيصي   بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح 

 

 DP 6-8 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 لترميليمول/ 0 1 من لترميكرو 10 ضافت وأخيرا  النشاف بالورق برفق وتجف  وتغسل تشط  أن قبل ةقيقة 30 لمدة الغرفة

 ثيم   مين  الأخييرة  تغطيى و نافذة كل إلى  للذبول مضاة عامل مع (7 6 ضةوحم ةرجة على) بالفوسفات المدروء الغليسيرين من

  بساترة 

 إيزوتيوسييانات  يتفليور مرة  1 000 أو 600 تبليغ  رةمكب ي  بقيوة  فلورسينتي  مجاير  بواسيطة  بالزيي   المغميورة  الشيرائح  تعاين

  المعروفية  الآفية   و الإيجيابي  الشاهد بي ن حال وفي للمجار  البنفسجي فوق الضوء تح  فاقع رأخض بلون المقترن الفُلورِسي  ن

 الميدروء  الملحيي  والمحليول  العياةي  لمصيل ا  ات السيلبية  الشيواهد  تظاير  لا فيميا   وفلورية الشكل عصوية بكتيرية خلايا عن

 آفييية حجيييم نفسبييي فلوريييية تيرييييةكب خلاييييا عييين بحثيييا العينيييات نوافيييذ تفقيييد ينبغيييي فليييورة  أيييية فاتلفوسيييبا

citri subsp. citri X. تقريباً  للمستعمرات/مل مشكلة اتوحد 310كش ب الطريقة هذه تسمح  وشكلاا  

 الجزيئي الكشف 3-1-4

 الجزيئي الاختبارب الخاصة شواهدال 3-1-4-1

 المسيتخد   الاختبيار  نيوع  عليى  عتميد ت اليتي  – المناسيبة  الشيواهد  وةوجي  الضروري فمن  الاختبار نتيجة إلى الركون أجل من

 اليداخلي  والشياهد  النيووي   لحميض ل الإيجابي الشاهد فإن المتسلسل  البوليميراز تفاعل إلى بالنسبة المطلوب الجز  ومستوى

 الشيواهد  هيذه  تنياول  ويجب استخداماا  يجب التي الأةنى دالح شواهد هي (نمو ج شاهد بدون) للتضخيم السلبي دوالشاه

  أةناه  موصوف هو كما الاختبار عينات من المستخرجة النووي الحمض من مجموعة لكل وغيرها

 شاهد أو الجينو  كامل نووي حمض أو ن( )مخز  مسبقا معد نووي حمض استخدا  يمكن النووي. للحمض الإيجابي الشاهد

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

 التركييب  ونؤشي  لتيدبير  ةجيني  إةمياج  يتوجيب   لآنيي وا التقلييدي  المتسلسيل  ميرازالبولي تفاعل أجل من الداخلية. الشواهد

 غليسيير  أو وآخرون16S (Weisberg ) الريبي نوويال مضالح أو (2000 وآخرون  Weller) COX مثل للنبات الوراثي

 اسيتبعاة  أجيل  من كشاهد المتسلسل البوليميراز تفاعل كولوبروت في (2012 وآخرون  Mafra) الفوسفات - 3 نازعة ألدهيد

 البيوليميراز  لتفاعيل  مثبطيات  وجيوة  أو تيدهوره  أو النيووي  الحميض  اسيتخراج  فشيل  بسبب المضللة السلبية الشواهد احتمال

  المتسلسل 

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

 النتيائج  ةاستبعا أجل من و ل  التضخيم مرحلة في التفاعل  خلي، إعداة أجل من لاستعم قد كان الذي لسلالمتس البوليميراز

  التفاعل  خلي، إعداة خلال التلوث عن جمةالنا المضللة الإيجابية

 كافيية  بكميية  فراومتي  الهيدف  مين  المسيتخرج  النووي مضالح أن لضمان الشاهد هذا يستخد  للاستخراج. الإيجابي الشاهد

 السيليمة  باتيية الن الأنسيجة  من أو للعائل المصابة الأنسجة من النووي الحمض يستخرج المتسلسل  البوليميراز تفاعل لتضخيم

  البروتوكول  عليه ينص الذي الكش  حد  شكلت التي افةالكث بمستوى  الهدف مع الممزوجة
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DP 6-9 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 اسيتخراج  أجيل  من نبتة كلل مةالمستخد الأوراق نسيج كمية من عشرة على واحد نسبة تقريبا يبلغ أن الإيجابي الشاهد على

 عين  النياتج  التبياةلي  التليوث  لتجنب الواجبة لعنايةا إيلاء يجب المتسلسل  البوليميراز تفاعل إلى بالنسبةو النووي  الحمض

 أن المختبر في المستخد  الإيجابي الشاهد على المقتضى  وعند الإيجابية  العينات عن أو الإيجابي الشاهد عن الناجمة الر و 

 وليميرازالبي  تفاعيل  أمبليكونيات  مين  عليايا  الحصيول  تم اليتي  لسي السلا ميع  بسياولة  السلسيلة  مقارنة يمكن بحيث يسلسل

 يمكين  اليتي و معروفية  سلسلة بواسطة مصطنعة يجابيةإ شواهد شكيلت يمكن  ل   من وبدلا الصحيح  الحجم  ات المتسلسل

  الصحيح  الحجم  ات المتسلسل البوليميراز تفاعل بأمبليكونات تقارَن أن بدورها

 نسييج  عمي  المتبياةل  الفعل ورة النووي الحمض استخراج خلال التلوث لرصد الشاهد هذا يستخد  .السلبي الاستخراج شاهد

 متعدةة شواهد باستخدا  ينصحو  لاحقا تكبيره وتم المصابة غير العائل أنسجة من استخرج نوويا حمضا الشاهد ويضم العائل 

  الإيجابية  العينات من كبيرة أعداة اختبار يتم حين

 للحمضيات المصابة الأنسجة من النووي الحمض استخراج 3-1-4-2

 بروتوكيول  ميع  (1993) وآخيرين  Hartung يد على الأولى للمرة المصابة الحمضيات أنسجة من نووي حمض استخراج جرى

 لتقيييم  خضع  قد الفينول( يستوجب )لا وبانوللإيزوبرا على قائم وبروتوكول تجارية طرق هنا  ولكن الستريمونيو   بروميد

 تجاريية  أةوات باسيتخدا   الحمضييات  أنسجة من حابنج النووي الحمض تخراجاس تم كما ( 1999 وآخرون  Llop) واسع

 وآخيرون   Filho-Coletta) (Kit Purification DNA Genomic Wizard Promega )مثيل  النيووي  الحميض  لاسيتخراج 

2006 ) 

 فتغمير  صيغيرة   أجيزاء  الى مصيابة  تكيون  بيأن  يشيتبه  اليتي  النباتيية  المواة أو التقرح تقطيع يتم الإيزوبروبانول  بروتوكول في

 الطافيية  المياةة  تصيفية  الغرفية يتم  حيرارة  ةرجية  عليى  ةقيقة 20 لمدة ةوار طخلا في وتخل، بالفوسفات مدروء يملح بمحلول

 يعياة و ةقيقية   20 لميدة  ج قيوة  10000 سيرعة ب المركيزي  للطيرة  ضيع تخ ثيم  مين و النباتية( الماةة نزع أجل )من فلتر بواسطة

  لمزييد  لترميكيرو  500 قيدرها  كميية  حفي   فييتم  بالفوسيفات:  الميدروء  الملحيي  المحليول  مين  لملي 1 في ترسبةالم الماةة استعلاق

 10000 بسيرعة  المركيزي  الطيرة  جااز في لترميكرو 500 كمية توضع فيما الأجار  أطباق على مباشرة لعزلها أو التحاليل من

 ثلاثي من مولارلييم 200) للاستخراج ةارئ محلول من ميكرولتر 500 في المترسبة الماةة استعلاق فيعاة ةقائق  10 لمدة ج قوة

 ح مض أمين ثُنَائي إيثيلمولارميلي 25 الصوةيو ؛ كلوريد يكرومولارم 250 ؛7 5 حموضة ةرجة على الهيدروكلوري   حمض

 دوامية ال في توضيع و بيرولييدون(   فينييل  متعدة من ائةالم في 2 الصوةيو ؛ كبريتات ةوةيسيل المائة في 0 5 الرباعي؛ الخلي 

 بسيرعة  المركيزي  الطيرة  جاياز  في ثيم  مين  الميزيج  يوضع متواصل  بشكل هاهز  مع الغرفة حرارة ةرجة على ساعة لمدة تر وت

 450 ميع  وتخلي،  جدييد  أنبيوب  إلى الطافيية  المياةة  مين  ميكيرولترا  450 من كمية تنقل  ل  وبعد ةقائق 5 لمدة ج قوة 5000

 يمكين  الغرفية   حيرارة  ةرجية  عليى  الوق  من واحدة لساعة يتر  ثم ومن برفق المزيج خل، يتم الإيزوبروبانول  من ميكرولترا

 الطيرة  جاياز  في الميزيج  يوضيع   (2001 وآخيرون   Cubero) Precipitant-Co Paint Pellet باسيتخدا   الترسيب  تحسيين 

 الماةة استعلاق يعاة المترسبة  الماةة تجف و الطافية الماةة من التخلص فيتم ةقائق 10 لمدة ج قوة 13000 سرعة على المركزي

 المتسلسل  البوليميراز تفاعل من ميكرولتر 50 في ميكرولتر 5 من عينة استخدا  ويتم الماء  من ميكرولتر 100 في المترسبة
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 DP 6-10 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-1-4-3

 وآخيرين  Hartung لي 3و 2 الباةئتان تستادف  .citri subsp. citri X فةآ لتشخيص متاحة الباةئات من أزواج عدة هنا 

.citri X  فةآ يخص  HIBam يالبكتير والطول التكوين  ات لحصرا قطعةل الالأشك متعدة النووي الحمض من جزءا (1993)

citri subsp.  حوالي وحساسيتاما خصوصيتاما جوةة بسبب النباتية المواة على المطبقة المقايسات في كثيرا نستعملات ماوه( 
 لإشيارة  القواعيد  مين  زوجيا  197 مين  جيزءا  فتستادفان pth2-Jو pth1-J الباةئتان أما /مل( لمستعمرات مشكعلة اتوحد 210

 في التقيرح  بيأعراض  تتسيبب  اليتي  Xanthomonas سلالات في pthA المرضية القدرة عن المسؤولة الجينة في النووية التموضع

 wAو A*الشيا تين  والسلالتين .urantifoliiA subsp. fuscans Xو .itriC subsp. citri X السلالات تل  تشملو الحمضيات 

 ولكين  شياملتان  الباةئتيان  هاتيان و ( Graham  2002و Cubero) فلورييدا  في اكتشيفتا  الليتين  .itriC subsp. citri X لآفية 

 النباتيية(   الميواة  في /مللمسيتعمرات  مشكعلة اتوحد 410 تبلغان )إ  (1993) وآخرين Hartung باةئتي من أقل حساسيتاما

.X  أو  *A سيلالات  وجمييع  .itriC subsp. citri X لآفية  wA لةسيلا  عين  الكشي   تسيتطيعان  لا Hartung بياةئتي  أن إلا

aurantifolii subsp. fuscans سييييلالتي بوجييييوة فياييييا يشييييتبه الييييتي الحييييالات في A* وwA فييييةلآ الشييييا تين 

citri subsp. citri X.- ليميون و المكسييكي  الليميون  هميا  عيائلين  عليى  للحمضييات  البكتيري التقرح أعراض تظار حين مثلا 

 كلاهما  الباةئات مجموعتي استخدا  يجب - الأوراق الكبير "أليماو"

  (1993) المتسلسل البوليميراز لتفاعل نيوآخر Hartung بروتوكول

   :هما تانالباةئ

 TCT AAA AAA TGC GGG CAC-5′-′3 (:عكسية) 2

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

 50) المتسلسيل  البيوليميراز  لتفاعيل  ةارئية  مياةة  مين  مكيون  وهيو  معقم أنبوب في المتسلسل البوليميراز تفاعل خلي، إعداة يتم

 تريتون المائة في 1 الصوةيو ؛ كلوريد من ميكرومولار 20 ؛9 حموضة ةرجة على  الهيدروكلوري  حمض ثلاثي من يليمولارم

100-X0 2  3 والباةئية  2 الباةئية  مين  كيل  مين  ميكيرومتر  1 المغنيسييو (   كلوريد ميكرومولار3 جيلاتين؛ المائة في 0 1 ؛ 

 مين  عينية  تضاف  تا  النووي الحمض بوليميراز من ةوحد 1 25و كسجينلأا منقوص نيوكليتيدال فوسفات ثلاثي ميكرومولار

 إلى التوصيل  أجيل  من المتسلسل البوليميراز تفاعل خلي، من الترميكرو 45 إلى اتلترميكرو 5 جمبح المستخرج النووي الحمض

 ةقيقيتين  لمدة مئوية ةرجة 95 حرارة على أولية مسخ خطوة في التفاعل  روف تتمثلو تفاعل  لكل ميكرولترا 50 مجموعه ما

  مئوييية ةرجيية 72فييي ثانييية 70 لمييدة مئوييية ةرجيية 58فييي ثانييية  60 لمييدة مئوييية ةرجيية 95 حييرارة علييى ةورة 35 تلياييا

 مين  زوجياً  222 يبلغف مبليكونالأ حجم ةقائق أما 10 لمدة مئوية ةرجة 72 حرارة على أخيرة طالةاست وخطوة ثانية 75 لمدة

 القواعد 

  المتسلسل البوليميراز لتفاعل Graham (2002) و Cubero بروتوكول

   :هما تانالباةئ
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DP 6-11 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

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

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

 مين  ميكروميولار 3و  واحيدة  ميرة  مركعيزة  تا  ةارئة ماةة من نيتكو  وهو معقم أنبوب في المتسلسل البوليميراز تفاعل مزيج يعد 

 مين  وحيدة  1وةيوآسيينيوآليتيد  كيل  مين  ميكروميولار  0 2و 2pth-Jو 1pth-Jتيبياةئ  من لكل ميكرومتر 1 المغنيسيو   كلوريد

 مين  ميكيرولتر  22 5 إلى ميكيرولتر  2 5 بحجيم  المستخرج النووي الحمض من عينة افةإض تتم تا   النووي الحمض بوليميراز

 فعبيارة  التفاعل  روف أما فعل  رةة كل عن اميكرولتر 25 همجموع ما إلى التوصل أجل من المتسلسل البوليميراز تفاعل خلي،

 30 لميدة  مئويية  ةرجية  93 رةحيرا  على ةورة 40 تلياا  ةقائق 5 لمدة مئوية ةرجة 94 حرارة على المسخ من أولية خطوة عن

 ةرجية  72 حيرارة  عليى  ناائيية  اسيتطالة  وخطيوة  ثانية  45 لمدة مئوية ةرجة 72و ثانية 30 لمدة مئوية ةرجة 58في ثانية 

 القواعد  من زوجاً 198 فيبلغ الأمبليكون حجم أما ةقائق  10 لمدة مئوية

 تفاعيل  لمنتجيات  الأليوان  قيياس  بواسيطة  والكشي    المنياعي  والالتقياط  ج مالميد  المتسلسيل  البيوليميراز  تفاعيل  تطوير تم كما

 وآخيرون   Hartung) تاتاالنب في .itriC subsp. citri X لآفة ساسالحو باشرالم رصدال أجل من  المدرج المتسلسل البوليميراز

 لصيات ومستخ الخالصية  سيتنبتات الم في والباةئات توكولاتالبرو لمختل  النسبية للحساسية استعراض عن أفيد وقد  (1993

 ( 2007 وآخرون  Golmohammadi) الثمار

 الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-1-4-4

 وآخيرين  Llop قبيل  مين  وصيفه  سيبق  اليذي  البروتوكيول  باسيتخدا   النباتيية  الميواة  مين  النيووي  الحميض  على الحصول بعد

 يية مئو ةرجية  20 حيرارة  عليى  وتخزيناا النقاء البالغ المعقم الماء من ميكرولتر100 في المترسبة الماةة استعلاق عاةي ( 1999)

 تستخد   أن إلى  الصفر تح 

'4pth-J  (-5و 3pth-J (3'-A TCA AAC TTC TAC CCC GTC ACC-5')  الباةئيات  مين  مجموعة تصميم تم وقد

3'-TGC GAT AAC TCG ACC CGC ) لها الموافق تاكمان ومسبار (2Taqpth-J) ( GCC CCA CGC ATG-5'

3'-CGC CAA) عليى  بنياء  الأمين  ثنائي ميثيلين يبرباع′3 الطرف وعند كربوكسيفلوريسثين-6بي ′5 الطرف عند وسو الم 

.citri X  سيلالات  كشي  ل تحدييدا  الأخيرى  الدراسيات  في سيتخد  ت المرضيية  لقدرةل ةرئيسي ةجين يوه  pth ةجين سلاسل

citri subsp. (CuberoوGraham  2005 ) مين  كلا السلالات تل  تشملو citri subsp. citri X.  و subsp. fuscans X.

urantifoliiA لجرثومة المعروفتين ينوالسلالت itriC subsp. citri X. أي A*  وwA فلوريدا  في المكتشفتين  

 12 5 يحتيوي  تفاعيل  خليي،  إلى النمو ج النووي الحمض من لترميكرو2 إضافة عبر الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل يجري

 1 ميولار(  ميلي 50) المغنيسييو   وكلورييد  Mix Master Easy QuantiMix يضم الذي Kit Easy QuantiMix من ميكرولترا

J-) العكسية الباةئة من اتميكرومولار 10 من لترميكرو 1و (3RTpth-J) ةالتقدمي ةالباةئ من اتمولارميكرو 10 من لترميكرو

4RTpth) تاكمان مسبار من اتمولارميكرو 10 من لترميكرو 0 5و (2Taqpth-J) 25 يبليغ  للتفاعل ناائي حجم إلى والتوصل 

ABI  نظيا   بواسيطة  الآنيي  المتسلسيل  البيوليميراز  تفاعيل ب الخياص  بروتوكيول ال ضيع وُ وقيد   ممعقعي  رمقطي  ءميا  ميع  ميكرولتر
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 DP 6-12 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

PRISM000 7 تتمثيل  ( 2013 شخصيي   إبيلاغ  ليوبيز   )مارييا  مماثلية  نتائج إلى أخرى معدات تأة  وقد التسلسل  صدلر 

 مين  ةورة 40 تلياا مئوية ةرجة 95 حرارة على ةقيقة 15 مدتاا أولية تفعيل خطوة في والمسبارات للباةئات التضخيم ف رو

 لتفاعيل  ةكاملي  عيدة  على الحصول يمكنو مئوية  ةرجة 60 حرارة على واحدة وةقيقة مئوية ةرجة 95 حرارة على ثانية 15

Diagnostics Print Plant مين  اوأنزيمي  ارئيسيي  اخليطي  تتضيمن  البروتوكيول  هيذا  عليى  قيائم ال الآنيي  المتسلسيل  البيوليميراز 

(http://www.plantprint.net ) 

 لتفاعيل  التقليديية  الطريقية  في المسيتخدمة  pth ةجيني  لباةئيات  مشياباة  خصوصيية  الآنيي  المتسلسيل  البيوليميراز  تفاعل يوفر

 فةآ ستعمراتلم مشكعلة وحدات 10 حوالي موثوق بشكل كش وي (Graham 2005 2002 و Cubero) المتسلسل البوليميراز

citri subsp. citri X. المزروعية  للخلايا مخف  محلول خلال ومن المريضة الأوراق كلو  خلال من (Mavrodieva   وآخيرون 

 (2007 وآخيرون   Golmohammadi) جموالميد  العياةي  البوليميراز تفاعل مع مؤخرا الطريقة هذه مقارنة تم  وقد ( 2004

  ل/مللمستعمرات مشكعلة وحدات 10 تبلغ الثمار كلو  في .citri subsp. citri X عن الكش  حساسية أن عن وأفيد

 والآني التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل من كلّ نتائج تفسير 3-1-5

  التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل

  التالية: المعايير استيفاء تم إ ا فق، صالحا المحد ة بالممرض اصالخ المتسلسل البوليميراز تفاعل يعتبر

 الصحيح  الحجم من فةللآ امبليكونأ الإيجابي الشاهد ينتج أن -

 للتضخيم  السلبي والشاهد للاستخراج السلبي الشاهد في فةللآ الصحيح الحجم من أمبليكونات إنتاج عد  -

 النبياتي  النسييج  )أي السيلبي  الشاهد فإن أيضاً هي 16S النووي الريبي للحمض الداخلي لشاهدا باةئات استخدم  حال في

 يعتميد ) كيلوباز 1 6 حوالي تبلغ شريطةً تنتج سوف الاختبار تعينا من وكل الإيجابي والشاهد استخد (  حال )في السليم(

 وتجيدر  ( 1991 وآخيرون   Weisberg) المسيتخدمة  هي 16S النووي الريبي الحمض باةئات من أي ة على الأمبليكون حجم

 نعي  العينيات  جزع يفيدو ز اكيلوب 1 6 بحجم شريطة تنتج لن بالبلازميد والخاصة المصطنعة الإيجابية الشواهد أنب الملاحظة

 خليي،  في ييدرج  لم النيواة  حميض  أن أو يينجح  لم النيووي  الحمض استخراج أن مثلا  الداخلية الشواهد باةئات مع التضخم

 قيد  النيووي  الحمض أن أو المستخرج النووي الحمض في موجوةة المتسلسل البوليميراز لتفاعل المثبطة باتالمركع أن أو التفاعل 

  فسد 

  الصحيح  الحجم من أمبليكوناً أنتج  ما إ ا إيجابيةً ام عي نة وتعتبر

 الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل

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

 ة دالمح بالممرض الخاصة الباةئات بواسطة للتضخم منحنى الإيجابي الشاهد ينتج أن -
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DP 6-13 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 السيلبي  والشياهد  للاسيتخراج  السيلبي  الشياهد  ميع  (40 بليغ ت اليدورة  حيد  قيمة أن )أي للتضخم منحنى أي شاهدةم عد  -

 للتضخم 

 الإيجيابي  والشياهد  استخدامه( حال )في السلبي الشاهد فإن  أيضا هي COX الداخلية الشواهد باةئات استخدم  حال وفي

 الشيواهد  باةئيات  مع لتضخمل منحنى إنتاج نع العينات جزع يفيدو تضخم  منحنى تنتج أن يجب الاختبار عينات من وكل

 المثبطية  بيات المركع أن أو التفاعل  خلي، 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 موجوةة المتسلسل البوليميراز لتفاعل

 ليدى  مختيبر  كل في الدورة حد  قيمة من التحقق ويجب للتضخم  نمو جيا منحنى أنتج  إ ا إيجابية ما عينة تعتبر وسوف

  الأولى  للمرة الاختبار تنفيذ

 بيولوجيةال المقايسات بواسطة الكشف 3-1-6

 أقراص شكل على المقصوصة الأوراق في التطعيم اختبار 3-1-6-1

 مريضية  مسيتخرجة  بعينيات  citri subsp. citri .Xبآفية  للإصابة المعرضة الحمضيات أوراق أنسجة عيمتط تم تبارخالا هذا في

  للمرض  بدائية بثرات و ونم البكتيريا تكاثر أجل من المناسبة الظروف ضمن حضناا وتم

 الأجيار  نم ميكرولتر 200بي جيوباا وملء ميكروي  فرن في ةقيقة 15 لمدة "إليزا" أطباق بتعقيم البيولوجية المقايسة هذه تبدأ

 اليانعة الحمضيات أوراق تخضع الغرفة  حرارة ةرجة على الصفائحي للتدفق حجرة ةاخل  معقم ماء في المائة في 1 5 بنسبة

 aurantifolia Citrus مثل للآفة معرضة أخرى عوائل أو الهندي( ونالليم )أي Duncan var. paradisi Citrus فصيلة من

 واحيدة  ةقيقية  لميدة  فيات الآ مين  سيطحاا  تطايير  إلى الأوراق( ثلاثيي  )البرتقيال  Poncirustrifoliata أو المكسيكي( ليمون)ال

 ناضيجة  تكيون  أن يجيب  لا ولكين  بالكاميل  متفتحية  وراقالأ تكون أن ويجب الصوةيو   هيبوكلوري  من المائة في 1 بواسطة

 حرارة ةرجة على الصفائحي التدفق حجرة في سطحاا يجف  ثم ومن المعقم المقطر بالماء مرات لاثث الأوراق تشط  وقاسية 

 الإيثيانول(   مين  المائية  في 95بي تعقيماا )بعد الأوراق تثقيب بواسطة علياا الحصول يتم التي الأوراق  أقراص توضع الغرفة 

 قرحية  كليو   مين  ميكرولترا 50 مقدار ويضاف الطبق  جيوب من جيب كل في المائي الأجار على للمحور المجاور سطحاا مع

  ( النبتة من عينة لكل مكررة جيوب 4) المنقوعة الحمضيات

 إيجيابي   شياهد  بمثابية  ل/مللمسيتعمرات  مشيكعلة  وحيدة  510 كميية ب citri subsp. citri .X فية آ يحتيوي  مستعلق ويستخد 

 الرطوبية  مسيتوى  فيبليغ  ميثلا(  فييلم  البيارا  )بواسيطة  الأطباق تغلق  مناما( لكل مرات 4) سلبي شاهد بمثابة ملحي ومحلول

 والتأكيد  ةائيم  بشكل لضوءال تعريضه مع يوما 12 لمدة مئوية ةرجة 28 حرارة على حضناا ويتم المائة في 100 تقريبا النسبية

 الثاليث  الييو   مين  ابتيداء   الأوراق أقيراص  مين  كيل  في الليون  بيضاء البدائية البثور نتكو  تقييم ويبدأ بانتظا   حالتاا تقد  من

 إخضياع  يمكنو  2-1-3 القسم في الوارة الوص  بحسب .citri subsp. citri X فةالآ لعزل وتقنيات مجس م مجار استخدا ب

 انتقيائي  شيبه  وسي،  عليى  عزلهيا  عيبر  يية  ح بكتيريا وجوة كش  أجل من التحليل من لمزيد الأعراض من الخالية الأقراص

(Verdier   2008 وآخيرون )  فية آ كاني   حيال  في وميا  ي 12 ميرور  بعيد citri subsp. citri .X   الخلاييا  تكيون  موجيوةة 
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 DP 6-14 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 المقايسية  هيذه  أن إلى الإشارة وتجدر أكبر  بأعداة الوس، على عزلها بالوسع ويكون النباتي النسيج على تكاثرت قد البكتيرية

 ( 2008 وآخرون  Verdier) (ل/مللمستعمرات مشكعلة وحدة 210) اسةوحس  جداً محدةة تشخيص طريقة هي البيولوجية

 المنفصلة الأوراق تخصيب 3-1-6-2

 لفصييييلة روحيييةالمج المنفصيييلة الأوراق في قيييائيانت بشيييكل .citri subsp. citri X فيييةآ تخصييييب أيضيييا يمكييين

Duncan var. paradisi C.  مثيل  فية للآ الحساسيية  الشيديدة  العوائيل  مين  غيرهيا  وأ الهنيدي(  )الليميون aurantifolia C. 

 في مزروعية  نبتيات  من المأخو ة اليانعة الطرفية الأوراق تغسل الأوراق(  ثلاثي )البرتقال .trifoliate P أو المكسيكي( ليمون)ال

 لدقيقة المائة في 1 بنسبة الصوةيو  هيبوكلوري  بواسطة سطحاا ويطا ر  صنبورلل الجاري الماء تح  ةقائق 10 لمدة  الدفيئة

 عيبر  معقمية  بطريقة ورقة لكل السفلى الجاة تجرح المعقم  المقطر الماء بواسطة كامل بشكل تطايرها بادف  طشوت  واحدة

 في المائية  في 1 بنسيبة  أجيار  عليى  كاملة الأوراق وتوضع مبضع  ةبواسط خفيفة بحركات مرات عدة تجريحاا أو بإبرة ثقباا

 10 بيين  قدرها يتراوح قطيرات تضاف أعلى  إلى جاامو الأسفل سطحاا يكون أن شرط "إليزا" أطباق جيوب ةاخل معقم ماء

 الخاصية  والسيلبية  الإيجابيية  هدالشيوا  تسيتخد   الجيراح   إلى ة المنقوع الحمضيات قرحة كلو  من مستخرجة ميكرولترا 20و

 ييتم   ضياءة م حاضينة  في مئويية  ةرجية  25 حيرارة  عليى  يوما 12 إلى أيا  4 فترة بعدو الأوراق  لأقراص بيولوجيةال لمقايسةبا

 الخالية المجروحة الأوراق أنسجة من أو البثور من أية من باستخراجاا .citri subsp. citri X عزل ويمكن البثور تكو ن تقييم

 ( 1998 المتوس،  الأبيض البحر ومنطقة أوروبا في النباتات حماية )منظمة أعلاه موصوف هو ما بحسب الأعراض  من

 الأعراض عديمة النباتات في الآفة كشف 3-2

 انتقائيية  شيبه  أوسياط  على والتخصيب العزل خلال من الأعراض عديمة النباتات في .itriC subsp. citri X فةآ كش  يمكن

  (4-1-3 )القسم الجزيئي والاختبار ((3-1-3 )القسم المناعية )الفلورة المصلية والتقنيات أةناه(  )أنظر

 أو الورقة عن عينة غسل عبر يتم  أن انتقائية شبه أوساط في الأعراض عديم نباتال من .itriC subsp. citri X فةآ لعزل يمكن

 عشر وتشكل ( 2008 وآخرون Verdier) ،الوس على طلياا ثم ومن  الطافية اةةالم وتركيز لببتون با مدروء محلول في الثمرة

 عي نةً  واحد ثمرة أو أوراق

 الصيوةيو    )كلورييد  بيالببتون  مدروء محلول من لمل50 لخةا الغرفة ارةحر ةرجة على ةقيقة 20 لمدة ناتالعي  خض  يجري

  بالجملية  للعينيات  ( أميا 7.2 حموضية  ةرجية  عليى  ليتر   1 مقطعر  ماء  اميكرولتر 250  20 توين ؛مغ1 ببتون  ؛مغ8.5

 ةرجية  عليى  ةقيقة 20 لمدة الثمرات فراةى خض ويجري  بالببتون مدروء محلول من لمل200 في ورقة 100 استخدا  فيمكن

 بالببتون  المدروء لولالمح من لمل 50 تحتوي معقمة أكياس ةاخل لغرفةا حرارة

 اسيتعلاق  ةويعا الوعاء لخارج الطافية الماةة تحو لف ةقيقة 20 ةلمد ج قوة 6000 ةسرعب المركزي لطرةل المستعلق ضعيخ ثم ومن

 مين  ميكيرولتر(  100) تامية  قاسمية  بكميات عينات وتمسح المائة  في 0.85 بنسبة ملحي محلول من لمل10 في المترسبة الماةة

  مغي 20 السيكروز   مين  نمكيو  ) الانتقيائي  شيبه  XOS وسي،  عليى  مرات 3مستعلق  لكل 1000:1و 100:1 بنسبة محلول

 حدييد  ؛مغي 2 البوتاسيو   فوسفات هيدروجين ؛مغ0.3 الكلسيو   نترات  مغ5 الصوةيو   أحاةي غلوتامات  مغ2 ببتون 
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DP 6-15 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 غ مي 20 كازوغاميسين  مغ 20 لكسين سيفا غ؛م100 سيكلوهكسيمايد  مغ؛1 الخلي   رباعي أمين ثنائي يلينايث حمض

 ( بعيد Monier  1992) (7.0 حموضية  ةرجية  عليى  لتر  1  مقطر ماء ؛مغ17 أجار  بكتو مغ 2B  0.3 المثيل بنفسجي

 شيكلاا  وخصيائص  المسيتعمرة  نوع عن فضلا النمو تقييم ميت أيا   6و 5 بين تتراوح لمدة مئوية ةرجة 28 حرارة على الحضن

 ( 2-1-3 )القسم الخارجي

 فةالآ تحديد -4

 آفية  مين  أخيرى  أنواعيا  لأن  عيدة  تقنيات خلال من يؤكد أن citri subsp. citri .X فةلآ المفترضة المستعمرات تحديدل ينبغي

Xanthomonas مثييل urantifoliiA subsp. fuscans X. وitrumelonisC subsp. alfalfae X. ميين تعييزل أن يمكيين 

 الاختبيارات  المغذيية   المسيتنبتات  عليى  المورفولوجيية  الخصيائص  مراقبية  إلى بالإضيافة   التقنيات تل  وتتضمن الحمضيات 

 المنفصيلة   الأوراق أو صيغيرة  أقيراص  شيكل  عليى  المقصوصة النبتة لأوراق البيولوجية والمقايسة الجزيئي  والاختبار لمصلية ا

 الإمراضية  القدرة واختبار

  الثلاث: التقنيات من كل بواسطة يجابيةالإ نتيجةال في تتمثل الخالص المستنب  لتحديد الأةنى لحدا متطلبات إن

  (؛1-4 )القسم الباةئات من مجموعتين يستخد  الذي المتسلسل البوليميراز تفاعل (1)

 أو (ELISA-DAS بتسيمية  يليي  فيميا  إلياا المشار) المضاةة للأجسا  المزةوجة الشطيرة المناعية  )الفلورة المصلية يةالتقن (2)

  2-4 )الأقسييييييييييييييييييييييييييييا  المباشييييييييييييييييييييييييييييرة غييييييييييييييييييييييييييييير "إليييييييييييييييييييييييييييييزا"

 نسيل؛الت أحاةية محدةة مضاةة أجسا  باستخدا  (2-2-4و 1-2-4و

 ( 6-1-3و 3-4 )القسيمان  كيوخ  فرضييات  متطلبيات  سيتيفاء لا العوائيل  مضياتالح تطعيم عبر لإمراضيةا القدرة اختبار (3)

 تضيمين  يجيب و الموجيوةة   السلالة خصائص من أكثر التثب  أجل من (5-4و 4-4 )القسمان إضافية اختبارات إجراء يمكن

  كافة  الاختبارات في والسلبية الإيجابية الشواهد

  باا: الموصى التقنيات التالية الأقسا  تص 

.citri X  معيزولات  تيرة ) .citri subsp. citri X لآفة مرجعية سلالات تقد  أن - أخرى بين من التالية  للمجموعات يمكن

itriC subsp. إيجابية( كشواهد  لاستخداماا باا الموصى : 

- 3234 NCPPB المتحدة المملكة يور   المركزي  العلو  مختبر النبات  لأمراض المسببة للبكتيريا الوطنية المجموعة من 

- 2911 CFPB هيذه  فرنسيا  أنجييه    الزراعيية  للبحوث الوط  المعاد ات بنلل الممرضة للبكتيريا سيةالفرن المجموعة من( 

 (.citri subsp. citri Xلي *A سلالة

- 24 ICMP  لنبيات  ل الماجريية  للكائنيات  الدوليية  ةالمجموعي  مين  New Whenua) (Manaaki Research Landcare

Ltd Zealand  انيوزيلند ند أوكلا 

- 49118 ATTC الأمريكية المتحدة الولايات نيا فيرجي ماناساس  الأمريكية  المستنبتة الأنواع مجموعة من 
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 DP 6-16 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

- 1594 IBSBF للمعايد  المركيزي  الاختبياري  المركيز   تللنبيا  الممرضية  المسيتنبتة  ييا يرللبكت لبيوليوجي ا المعاد مجموعة من 

 البرازيل كامبيناس  النباتية  يايرلبكتل العلو  مختبر - البيولوجي

   المستنبتة المجموعات من مباشرة علياا ولالحص تم إ ا فق، السلالات ةأصال من التأكد يمكن

 المتسلسل البوليميراز تفاعل على القائمة الطرق 4-1

 سيتنب  الم تحديد من دتأكال المستحسن من  3-4-1-3 القسم في الموصوف المتسلسل البوليميراز تفاعل بروتوكول إلى بالإضافة

 الأولى المجموعية  تكيون  أن ينبغيي  الباةئيات   مين  مختلفيتين  مجموعتين استخدا  عبر و ل   باا المشتبه للسلالات الخالص

 البيياةئتين ميين الأخييرى والمجموعيية (Graham 2002و Cubero) 2Rxc-Rxg/-J أو 2pth-/J1pth-J ينتاةئبييال ميين مكونيية

02/Xac01Xac (Filho-Coletto  2005 وآخرون) أو XACF/XACR (Park  2006 وآخرون) بسيبب  وهذا ( 1 )الجدول 

 ويمكين  ( 2013 وآخيرون   Delcourt) الخصوصيية  إلى تفتقير  المنشيورة  الباةئيات  أزواج معظيم  أن تفييد  التي البحوث نتائج

 تيالي  تلي   ميع  االسلاسي  ومقارنية  المتسلسيل  البوليميراز تفاعل عن الناتجة الأمبليكونات لةلسَسَ عبر فةالآ تحديد من التثب 

 التكنولوجييا  لمعلوميات  الوط  لمركزل التابع الجينات بن  بيانات قاعدة لدى الموةعة .citri subsp. citri X سلالات تخص

  البيولوجية 

 اليداخلي  الفاصيل  لمنياطق  اتباةئي  إلى Graham (2002)و Cuberoللل  المتسلسلل  البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد

 صيل الفا سلاسيل  في الفيوارق  أتاح و  .citri subsp. citri X بآفة الخاصة 23Sو 16S النووين الريبيين للحمضين المستنسخ

 *A الشيا تين  السيلالتين  الباةئتيان  اتيان ه وتكشي   citri subsp. citri .X فةلآ تينمحدة تينباةئ تصميم المستنسخ الداخلي

wAو
 (Cubero وGraham  2002 ) هما: والباةئتان  

Rxg-J: 3′-GCGTTGAGGCTGAGACATG-5′ 

2RXc-J: 3′-CAAGTTGCCTCGGAGCTATC-5′ 

 1.5و  واحيد  ضيع   مقدار المركزة تا  ةارئة تحتوي ميكرولتر 25 بكمية للتفاعل خلائ، في المتسلسل البوليميراز تفاعل ذنفعيُ

 ميكروميولار  2RXc-J  0.2 باةئة من ميكرومولار RXg-J  0.04 باةئة منميكرومولار 0.04 المغنيسيو   كلوريد من ميليمولار

 نفسياا  هيي  المتسلسيل  البيوليميراز  تفاعيل  تضيخيم  وف ير  إن تيا    النيووي  الحميض  بيوليميراز  مين  وحدة 1و dNTP لكل

  3-4-1-3 القسم في يرة ما بحسب pthA تيباةئ عم المستخدمة

 مجموعية  على بناء باةئتين وضع إلى (2006) وآخرين Fiho-Colettaلل المتسلسل البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد

 هما: والباةئتان  rpf ةجين

01Xac: 3′-CGCCATCCCCACCACCACCACGAC-5′ 

02Xac: 3′.-AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA-5′ 
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DP 6-17 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 2.0و  واحيدة  ميرة  المركيزة  تيا   ةارئية  عليى  تحتيوي  ميكرولتر25 بكمية للتفاعل خلائ، في المتسلسل البوليميراز تفاعل ينفذ

 الحميض  بيوليميراز ل وحيدة  1و dNTP لكل ميكرومولار 0 25 باةئة  لكل ميكرومولار 0.36 المغنيسيو   كلوريد من ميليمولار

 ةقيائق  3 لميدة  ويية مئ ةرجة 94 حرارة على أولية مسخ بخطوة المتسلسل البوليميراز تفاعل تضخم  روف تتمثل تا   النووي

 45 لميدة  مئويية  ةرجية  72و ثانيية  45 لميدة  مئويية  ةرجية  60و ثانيية   45 لمدة مئوية ةرجة 94 حرارة على ةورة 63 تلياا

  القواعد من زوجا 582 فاو الأمبليكون حجم أما ةقائق  5 لمدة مئوية ةرجة 72 حرارة على ناائية استطالة وخطوة ثانية 

 الباةئتيان  أميا   hrpW جينية  تتابع على بناء باةئتين (2006) المتسلسل البوليميراز لتفاعل وآخرين Park بروتوكول طوّر

 فاما:

XACF: 3′-CGTCGCAATACGATTGGAAC -5′ 

XACR: 3′-CGGAGGCATTGTCGAAGGAA. 

 1 5و واحيدة  ميرة  مركيزة  تيا   ةارئية  مياةة  تحتوي التي التفاعل خلائ، من ميكرولتراً 25 في المتسلسل البوليميراز تفاعل يتم 

 النيوكليتييد  فوسيفات  لكي  مين  ميليميولار  0 25و البياةئتين   مين  كيل  من ميكرومولار 0 10و المغنيسيو  كلوريد من ميليمولار

 تضيخيم   يروف  وتتمثيل  تيا    النيووي  الحميض  بوليميراز من ووحدتين المائة في 0 01 بنسبة وجيلاتين الأكسجين المنقوص

 ةرجية  94 حيرارة  عليى  ةورة 30 تليايا  ةقيائق   5 لمدة مئوية ةرجة 94 حرارة على أولي بمسخ المتسلسل البوليميراز تفاعل

 حرارة على ناائية استطالة وخطوة ثانية  30 لمدة مئوية ةرجة 72و ثانية 30 لمدة مئوية ةرجة 60 ثم ثانية  15 لمدة مئوية

  القواعد من زوجاً 561 فيبلغ يكونالأمبل حجم أما ةقائق  سبع لمدة مئوية ةرجة 72

 هذا التشخيص بروتوكول في الموصوفة المتسلسل البوليميراز تفاعل على القائمة الأساليب ملخص -1 الجدول

 آفيات  مين  المئويية  النسيبة  إلى دةةالمح غير الكش  عملية تشير*(2013) وآخرين Delcourt من مأخو ة الخصوصية بيانات

Xanthomonads امة الرم  الفطور سلالاتب إصابتاا تثب  لم **الاختبار  في إصابتاا ثبت  التي الرم امة والفطور 

 حجم الأمبليكون المرجع زوج البادئات

 )زوج قواعد(

 كشف سلالة
X. citri subsp. citri  

كشف غير محدد 

)%(
* 

حدود الكشف في المواد 

 النباتية

2/3 Hartung 

 (1993) وآخرون
ش  سلالات  وكافة كلا ي 224

wAسلالات 
 

A* 

مشكلة  اتوحد 210 17

 للمستعمرات/مل

J-pth1/J-pth2 Cubero 
 Grahamو

(2002) 

وحدات مشكلة  410 51 السلالات كافة 198

 للمستعمرات/مل

J-Rxg/J-Rxc2 Cubero 
 Grahamو

(2002) 

وحدات مشكلة  410 30 السلالات كافة 179

 للمستعمرات/مل

Xac01/Xac02 Coletto-Filho 
 وآخرون
(2005) 

وحدات مشكلة  410 16 السلالات كافة 582

 للمستعمرات/مل

XACF/XACR Park ن وآخرو
(2006)  

 غيرمعروف **6 السلالات كافة 561
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 DP 6-18 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 المصلي الكشف 4-2

 أجيل  مين  مختلفية  أجسيا   مضياةات  اسيتخدا   يستحسين  3-1-3 القسيم  في الموصوف المناعية الفلورة بروتوكول إلى بالإضافة

 بيديلين  مصيليين  كاختبارين أيضا المباشرة غير "إليزا" أو ELISA-DAS طريقة استخدا  ويمكن الخالصة  المستنبتات تحديد

 الخالصة  المستنبتات لتحديد

4-2-1 ELISA-DAS 

 )كربونيات  الكربونيات ب ميدروء  محليول  من جيب/ميكرولتر 100بي ميكروتيتر اقأطب تطلى ELISA-DAS اختبار إلى بالنسبة

 (9 6 حموضة ةرجة على لتر؛ 1 مقطعر  ماء ؛مغ0 2الصوةيو   آزيد ؛مغ2 93 الصوةيو   بيكربونات ؛مغ1 59 الصوةيو  

 4 حيرارة  عليى  اللييل  طيلية  وتحضين  المناسيب  بالشكل مذوبة .citri subsp. citri X لآفة مضاةة مناعية غلوبولينات يحتوي

 الصيوةيو    )كلورييد  توينال-بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من خلي، بواسطة مرات 3 الأطباق غسل بعد مئوية  ةرجات

 الصيوةيو    آزييد  ؛مغي 0 2البوتاسييو    كلوريد ؛مغO2H12·4HPO2Na  9 2 ؛مغ0 2 البوتاسيو  أحاةي فوسفات ؛مغ8

 )مياةة  سيلبي  شياهد  أو اختبيار   عينة تضاف( 7 4 حموضة ةرجة على لتر؛ 1 مقطر  ماء ؛لمل0 25  20 توينال ؛مغ0 2

 تحضيين  ييتم  جييب(  ميكرولتر/ 200 )بقيدر  (.citri subsp. citri X لآفية  مرجعيية  )سيلالة  إيجابي شاهد أو سليمة( نباتية

 .itriC subsp.citri X فية لآل اةالمض المناعي الغلوبولين ضافي الغسل وبعد مئوية  ةرجة 73 حرارة على ساعتين لمدة الأطباق

 200 )بقييدر تييوينال-بالفوسييفات المييدروء الملحييي المحلييول خلييي، في المناسييب بالشييكل المييذوب القلييوي الفوسييفاتازب قييترنالم

 ميدروء  مين  أساسيي  محليول  يضياف  الغسيل  بعد مئوية  ةرجة 37 حرارة على ساعتين لمدة الأطباق وتحضن جيب(ميكرولتر/

 ةرجية  على ةقيقة 60و 30 بين تتراوح لمدة الأطباق وتحضن ميكرولتر/جيب( 200) (لمغ/مل 1) نيتروفينيل-باراال فوسفاتب

 إصيابة  تحدييد  معيار يتمثلو نانومتر  405 بفلتر مجاز الضوئي للطي  مقياس باستخدا  الامتصاصات تقاسو الغرفة  حرارة

DAS- طريقة في الكش  حد  يبلغو السليمة  النباتية الماةة شاهد قيمة مرتين تفوق البصرية لكثافةا قيمة كون في بالآفة العينة

ELISA410-510 للمسيتعمرات/مل  مشيكلة  وحدات (Civerolo وFan  1982 ) المباشير  للكشي   الطريقية  بايذه  ينصيح  لا 

  النباتية  الأنسجة في للجرثومة

 الخالصية  تنبتاتالمسي  لتحدييد  فقي،  اسيتخداماا  يستحسين  ولكين  "إليزا" لطريقة متاحة التنسيل أحاةية مضاةة أجسا  هنا 

 بواسيطة  .citri subsp. citri X لكشي   تجاريية  أةوات مجموعيات  وهنيا   النبياتي   النسييج  في كشيفاا  قابلية تدني بسبب

 مين  المقدمية  الفنيية  المعلوميات  راجع بالخصائص المتعلقة ياناتالب إلى بالنسبة ( ,Inc Agdia من )مثلا تجاريا متاحة "إليزا"

.X  آفيات  ميع  متبياةل  بشيكل  تتفاعيل  أنايا  التنسييل  أحاةيية  الأجسيا   مضياةات  بعيض  عين  يعيرف  المصنعة  الشركة قبل

phaseoli pv. axonopodis وZinnia pv. campestris X. وitrumelonisC subsp. alfalfae X. 

 علييى موجييوةة تكييون أن الباثوفييارات لتليي  المحتمييل غييير ميين أنييه غييير ؛pelargonii pv. hortorumXanthomonasو

 الحمضيات 
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 المباشر غير "إليزا" اختبار 4-2-2

 مين  (1991) وآخيرون  Alvarez وصفاا التي التنسيل أحاةية المضاةة الأجسا  مع المباشر غير "إليزا" اختبار استخدا  يمكن

 )مثلا تجاريا متاحة "إليزا" بواسطة .citri subsp. citri X لكش  تجارية أةوات مجموعات وهنا  المستنبتات  تحديد أجل

 بعيض  أن عين  أفييد  ولكين  تحيدة  أن .citri subsp. citri X سيلالات  لكيل  يمكين   ةنظريي ال الناحيية  من  (,Inc Agdia من

 أحاةيية  المضياةة  الأجسيا   مع تتفاعل لا  آسيا غرب-جنوب في عزلها تم والتي الظاهري الشكل ناحية من المميزة السلالات

  (1998 وآخرون  Vernière) المتاحة التنسيل

 مين  اليتخلص  وييتم  ةقيقيتين  لمدة ج قوة 10000 تقريبا تضاهي بسرعة المركزي للطرة الخالصة المستنبتات مستعلقات تخضع

 وضيعاا  عيبر  الخلايا استعلاق ويعاة واحدة مرة المركعز بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من واحد مل يضافو الطافية  الماةة

 للطلاء   تستخد ةارئة ماةة في الخلايا لاقاستع يعاة الثالثة الغسل عملية عدوب  أخريين مرتين العملية تكرر ة مالدوا الآلة في

 مشيكعلة  وحيدة  710 × 2 5 )تقريبيا  بصيرية  كثافية  ةرجية  0 60001 حتى الضوئي القياس ناحية من البكتيري تركيزال ليعد و

 100 ومقيدار  عينية   لكيل  جييبين  عيدل )بم ميكيروتيتر  أطبياق  عليى  العينيات  مين  تامية  قاسمة أجزاء لمستعمرات/مل( توضع

 آخير   بكيتير  ميع  سيلبي  ةارئ وشياهد  المصين ع(  يزوةها عينة أو مرجعي )زرع إيجابي شاهد تضمين ينبغي ميكرولتر/جيب( 

 مسيحوق  مين  المائة في 5) قمعو  محلول يضافو جافة  تصبح أن إلى مئوية ةرجة 37 حرارة على الليل خلال الأطباق تحضن

 30 لميدة  الأطبياق  تحضين  ميكرولتر/جيب(  200) بالفوسفات( المدروء الملحي المحلول في الدسم من الخالي المجف  الحليب

 والتيوين   التركييز  العياةي  بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من بمزيج مرتين تغسل ثم ومن الغرفة حرارة ةرجة على ةقيقة

 الميدروء  يالملحي  المحليول  خلي، في ةالمائ في 2 5 بنسبة ف المج ليبالح مسحوق إلى الذوبان مناسب ليأو مضاة جسم يضاف

 خميس  تغسل ثم ومن الغرفة حرارة ةرجة على واحدة ساعة لمدة الأطباق تحضنو ميكرولتر/جيب(  100) التوين-بالفوسفات

 مسحوق إلى الذوبان مناسب مقترن نزيمأ يضافو  والتوين التركيز العاةي بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من بمزيج مرات

  والتييوين التركيييز العيياةي بالفوسييفات المييدروء الملحييي المحلييول ميين بمييزيج المائيية في 2 5 بنسييبة فيي المج ليييبالح

 مين  بميزيج  ميرات  خميس  تغسيل  ثم ومن لغرفةا حرارة ةرجة على واحدة ساعة لمدة الأطباق تحضن ميكرولتر/جيب(  100)

-بيارا  فوسفات من لمل/مغ1 ييحتو حديثا معد أساسي محلول يضاف  واحدة مرة المركعز بالفوسفات المدروء الملحي ولالمحل

 30 بيين  الأطبياق  تحضين  ميكرولتر/جييب(   100) (9 8 الحموضة )ةرجة انولثالإي أمين ثانيب مدروء محلول إلى تروفنيلين

 ييتم و نيانومتر   405 فليتر ب الميزوة  الضيوء  طيي   مقياس بواسطة يةالبصر الكثافة تقاس الغرفة  حرارة ةرجة على ةقيقة 60و

    ELISA-DAS طريقة في يجري كما الإيجابية العينات تحديد

 لإمراضيةا القدرة اختبار 4-3

  المرجعييية العوائييل ميين مجموعيية ضييمن الإمييراض علييى قييدرتاا حيييث ميين .citri subsp. citri X تحديييد ينبغييي

 .aurantiifolia C أو الحليو(  فالنسييا  )برتقيال  sinensis Citrusو الهنيدي(  الليميون ) .Duncan var. paradisi C مثيل 

 التشخيص  لتأكيد  المكسيكي( )الليمون
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 تتيح للإصابة  القابلة اتالحمضي لعوائ أنواع على بدوناا أو بإبرة مزوةة بحقنة الخرق خلال من الأوراق على المقايسات إن

 بسيبب  المائية  في 70 إلى 50 بنسبة المتفتحة الناضجة غير الأوراق لتفض  البكتيرية  للمستعمرات الإمراضية القدرة على لالةالد

 المنفصييلة الأوراق أو السييليمة الأوراق تطعيييم علييى يومييا 14 إلى 7 مييرور بعييد تقرحيياتال تنشييأ  للإصييابة قابليتاييا ارتفيياع

(Francis  ؛2010 وآخرون Koizumi  1971) تلي   الرطوبية مع  عاليية  بيئة في مئوية ةرجة 25 حرارة على ضنالح بعد 

 في تنميو  التي ياالبكتير قاستعلا يعاةبالجسأة  الشبيه التآكلي .itriC subsp. citri X تفاعلبساولة يمي ز أن يمكن المقايسات 

 مين  810و 610 بيين  ميا  التركييز  تعيديل  ويتم معقم مقطر ماء في  الاستخدا  حديث أجار طبق من مراتعستالم أو سائل وس،

 أن ييجياب الإ الشياهد  سيلالة ب المطعمية  النباتيات  وعلى وإيجابية  سلبية شواهد إةراج ةائما وينبغي  باا العوائل تطعيم أجل

 الاختبار  نباتات عن منفصلة تبقى

 الحيوية الكيميائية والخصائص الوصف 4-4

 وهي تر مميكرو 0 75-0 5 × 2 0-1 5 مقاساا يبلغو الشكل وعصوية مستقيمةو را غال سلبية فةآ .citri subsp. citri X إن

 الفسييولوجية  الخصيائص  مين  العدييد  في تشيتر   وهيي  ط بالسيو  شيبياة  واحيدة  قطبيية  زائيدة  ةبواسيط  الحركية  عليى  قاةرة

 مليز   بشيكل  وهوائيية   التغذيية  وعضيوية  كيميائيية  إنايا  Xanthomonas فئية  مين  آخيرين  أعضياء  مع الحيوية يةوالكيميائ

 تعير ف  التي الحيوية الكيميائية الخصائص بعض وترة  xanthomonadinالي هو الأصفر الصباغ بالأكسدة  الغلوكوز تستقلبو

   2 الجدول في .citri subsp. citri X عن
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 citri subsp. citri Xanthomonas فةلآ الرئيسية الحيوية الكيميائية الخصائص -2 الجدول

 النتيجة الاختبار

 + كاتالاز

 أو ضعي   – أوكسيداز

 – خفض النيترات

  التحليل المائي لي:

 + النشاء

 + الكازيين

 + 80توين 

 + إيسكولين

 + تسييل الجيلاتين

 + تسييل هلا  البكتات

 – استخدا  الأسباراجين

  يتطلب النمو:

 + ميثيونين

 + سيستيين

 – في المائة من كلوريد ثلاثي فينيل تترازوليو  )كتلة/حجم( 0.02 .

 

 الجزيئي التحديد 4-5

 صيين  اعتييبرو .citri subsp. citri X فييةآ فياييا بمييا الجزيئييي  المسييتوى علييى الحمضيييات آفييات ملامييح تحديييد تم

Xanthomonas الأحمياض  بيين  اليتاجين  الإجراءات وتشمل  وتحديده تصنيفه لإعاةة وةقيقة سريعة طرقب يتسم أنهب عامة 

 ( 1987 وآخيرون   Lazo ؛1987 وآخيرون   Hartung) الجينيو   بصيمات  وأخيذ  ( 1995 وآخيرون   Vauterin) النووية

 ( Graham  2002  2004و Cubero) PCR-repو (2008 وآخرون  Young) واقعالم متعدةة السلاسل تحليلو

 واقعالم ةمتعدد السلاسل تحليل 4-5-1

 وآخيرون   itriC subsp. citri X. (Almeida فية لآ الخياص  حديدالت أجل من واقعالم متعدةة السلاسل تحليل ناج استخد 

 الوراثي  التركيب شؤون تدبير جينات تضخيم يتم ( 2008 وآخرون  Young ؛2010 وآخرون  Ngoc Thi Bui ؛2010
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 Bui و (2010) نوآخيري  Almeida مين  كيل  وصيفاا  التي المتسلسل البوليميراز تفاعل  روف على وبناء  باةئاتال بواسطة

Ngoc Thiو (2010) نوآخريYoung أربيع  تكون ما )عاةة متعدةة مواقع سلسلة على الطريقة هذه تقو  ( 2008) ن وآخري 

 Xanthomonas لصين   المرجعيية  السلاسيل  مع السلاسل تل  مقارنة وتتم الوراثي( التركيب شؤون لتدبير جينات ثماني إلى

 النبييييات لميكروبييييات المشييييتركة البيانييييات قاعييييدة مييييثلا  النيكليوتيييييدات؛ بيانييييات قاعييييدات لييييدى المييييوةع

(bin/MLST/home.pl-http://genome.ppws.vt.edu/cgi) (Almeida  2010 وآخرون) وMLVAbank ،الجي  للتنمي 

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

 PCR-Repأخذ البصمات بطريقة  4-5-2

 – متكيررة  لاجينيية  بالندروميية  عناصير  عليى  بنياء  المصممة الباةئات استخدا  عبر PCR-Rep بطريقة البصمات لأخذ يمكن

 للتحدييد  يسيتعمل  أن – (1994 وآخيرون   Louws) BOX وعنصير  المعيوي  البكيتيري  المتكيرر  الجيي   التوافيق  تسلسلات

  ( Graham  2002و Cubero) المتسلسل البوليميراز لتفاعل المحدةة الظروف ضمن الخصائص توصي لو

 في (0 5 إلى 0 2 مين  نيانومتر  600 مسيتوى  عليى  )الامتصياص  البكتيريية  المسيتعلقات  من النووي الحمض استخراج بالوسع

 يخيزن  النقياء   الفيائق  الماء في جديد من والمستعلقة الإيثانول في المترسبة فينول  كلوروفور  أميل إيزو كحول مع واحدة خطوة

 الموصيوفة  النووي الحمض استخراج إجراءات اتباع أيضا ويمكن استعماله  حتى الصفر تح  20 حرارة على النووي الحمض

    2-4-1-3 القسم في

 6و واحيدة   ميرة  مركيزة  تيا   ةارئية  تحتيوي  اميكيرولتر  25 بمقدار للتفاعل خلائ، في BOX المتسلسل البوليميراز تفاعل يتم

 BOX1R (5′3-GCAAGGCGACGCTGCAG-CTACG-′) باةئية  مين  ميكيرومتر  2 4  المغنيسيو  لوريدك من اتميليمولار

(Louws  1994 وآخرون ) كل من ميكرومتر 0 2 dNTP  2 مين  اتميكيرولتر  5و تيا   النيووي  الحميض  بوليميراز وحدة 

 ةرجية  94 حيرارة  عليى  أوليية  مسخ بخطوة التفاعل  روف وتتمثل  anthomonadX سلالات من المستخرج النووي الحمض

 ةرجية  72و ثانيية  30 لمدة مئوية ةرجة 48و ثانية  30 لمدة مئوية ةرجة 94 حرارة على ةورة 40 تلياا ةقائق 5 لمدة مئوية

 البيوليميراز  تفاعيل  منتجيات  تحليل  ةقيائق   10 لميدة  مئويية  ةرجية  72 حرارة على ناائية وخطوة واحدة  ةقيقة لمدة مئوية

 40الخليي  )  ربياعي  الإيثيلينيديامين  حميض  أسييتات  ثلاثيي  مين  ةارئية  في المائية  في 3 بنسيبة  الأجياروز  هيلا   في المتسلسل

دة ساعتين ( لم0 8الخلي ؛ ةرجة الحموضة  رباعي الإيثيلينديامين ميليمولار/لتر حمض1/لتر من ثلاثي الأسيتات؛ ايمولارميل

 ببروميد الإثيديو    تصبغفولتات و 110بقوة 

 3و واحيدة   ميرة  مركيزة  تيا   ةارئية  تحتيوي  اميكرولتر 25 بمقدار للتفاعل خلائ، في ERICيتم تفاعل البوليميراز المتسلسل 

 R1ERIC (5′3-GGGGATTCAC-ATGTAAGCTCCT-′) باةئة من ميكرومتر 1 2 المغنيسيو   كلوريد من اتميليمولار

 كيييل مييين ميكيييرومتر 0 2 ( 1994 وآخيييرون  Louws) 2ERIC (5′3-GGGGTGAGCG-AAGTAAGTGACT-′)و

dNTP  2 سييلالات ميين المسييتخرج النييووي الحمييض ميين اتميكييرولتر 5و تييا  النييووي الحمييض بييوليميراز ةوحييد 

anthomonadX  المتسلسل البوليميراز لتفاعل المسجلة نفساا فاي التفاعل  روف أما BOX   في التفاعيل  منتجيات  وتظاير 

   BOX تفاعل منتجات كما الحالة هذه

http://genome.ppws.vt.edu/cgi-bin/MLST/home.pl
https://bioinfo-prod.mpl.ird.fr/MLVA_bank/Genotyping/
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 تتحيول  أن للأنمياط  يمكن ولكن المجرةة بالعين الشبه أوجه لإيجاة وتحليلاا المعالم( المحدةة )الأنماط البصمات مقارنة يمكن

 وعليى  التطبيقيية(   لرياضيات)ل BioNumerics مثل معلوماتية برمجية استخدا  عبر  مقارنة وسلالات ناتئة أنماط إلى أيضا

  ( 4 )القسم )المرجعي( الشاهد سلالات أنماط مع الشبه على يرتكز أن فةالآ تحديد

 الأعيراض  وعديمة للأعراض الحاملة النباتية المواة على وتحديدها citri subsp. citri Xanthomonas فةآ كش ال خط، ترة

  تباعا  6و 5 الشكلين في

 السجلات -5

 ة النباتي الصحة لتدابير الدولية المعايير في 27 رقم الدولي المعيار في مبين هو ما حسب والبراهين بالسجلات الاحتفا  بغيين

 )ووسمايا  الأصيلية  بالعينة الاحتفا  يستحسن التشخيص  بنتائج سلبا أخرى متعاقدة أطراف باا تتأثر قد التي الحالات وفي

 نسيخة و الجيل   أنيواع  صيور  )مثل الاختبارات مواة أو المثب  أو المحفو ة والعينات الآفة  )ات( ومستنب  تتبعاا( لتيسير

 الامتثيال  عيد   حالات في سيما لا  الأقل على واحدة لسنة المتسلسل( البوليميراز اعلتف أمبليكوناتو "إليزا"  لنتائج مطبوعة

 وحييث  الطارئية(  والإجيراءات  النباتيية  الصيحة  شروط التقي د عد  حالات عن للإبلاغ توجياية خطوط13 رقم الدولي المعيار)

 معينة  منطقة أو معين بلد في الأولى للمرة فاتالآ تكتش 

 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.: 
+59823043992).  

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.: +34963424000; fax: +34963424001).  

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.: +34913473900; fax: +34913572293).  

 والمنظميات  النباتيات  بوقايية  الخاصية  القطريية  المنظميات  قبيل  مين  التشيخيص  بروتوكيول  في النظر لإعاةة طلب تقديم ويمكن

 تالنباتيا  لوقايية  الدوليية  الاتفاقيية  أمانة خلال من النباتية الصحة تدابير لهيئة التابعة الأجازة أو النباتات لوقاية الإقليمية

(ippc@fao.org) التشخيص  بروتوكولات بوضع المع  الف  الفريق إلى بإحالتاا بدورها ستقو  التي 

 وتقدير شكر -7

 المختييبرات ةائييرة الزراعييية  للخييدمات العاميية المديرييية ميين .Verdier E.F السيييد البروتوكييول لهييذا الأولى المسييوةة حييرر

 النبات  وأمراض آفات مختبر لانفرانكي  ر  ةالسيد ونقحتاا التفاصيل( على للاطلاع 6 القسم )أنظر أوروغواي البيولوجية 

  بييوينس  Huergo Ing.10011107 CP جيياةة  SENASA وجوةتاييا  الزراعييية الأغذييية لصييحة الوطنييية الشييعبة

 رقييييم الهييييات :  ritalanfranchi@hotmail.com الإلكترونييييي: البريييييد لانفرانكييييي  )ريتييييا الأرجنييييتين آيييييرس 

541143621177+ int118البرييييييد المتحيييييدة الولاييييييات كيييييية يالأمر الزراعييييية وزارة سييييييفيرولو  إة السييييييد (؛( 
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 مجيال  في والتكنولوجييا  للبحيوث  اليوط   المعايد  مين  كيوبيرو  ج  السييد  شار   ل   إلى بالإضافة التفاصيل(  على للاطلاع
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 شكالالأ -9

 
 وثمرته  وسيقانه (paradisi Citrus) الهندي الليمون أغصان على الحمضيات لقرحة النمو جية الأعراض -1 الشكل

 
 ( Citrusparadise) الهندي الليمون على مبكرة تقرحات الحمضيات: قرحة أعراض يحمل غصين -2شكلال
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 الهندي والليمون )اليسار( (Citrussinensis) الحلو البرتقال ثمرة على الحمضيات قرحة أعراض -3شكلال

(Citrusparadisi) ،ويمين(  )وس 

 
 أوراق نقابة عن الناجمة الجراح جراء تفاقم  وقد (Citruslimon) الليمون ورقة على الحمضيات قرحة أعراض -4شكلال

  الحمضيات 
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  للأعراض الحاملة النباتية المواة على citri.subspXanthomonascitri وتحديد كش  نظا  -5 الشكل

  

 القسم 1-1-3

-DAS/الفلورة المناعية

ELISA (3-1-3 القسم) 

 المنفصلة الأوراق/الأوراق أقراص تطعيم

 (6-1-3 القسم)

 العزل وس،

 (2-1-3 القسم)

 النتيجة إيجابية الاختبارات كل/بعض

 المتسلسل البوليميراز تفاعل

 (4-1-3 القسم)

 المباشر العزل
 (2-1-3 القسم)

 النمو جية المورفولوجيا  ات المستعمرات

 (2-1-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 الجرثومة وجوة تحديد اختبارات

 (4القسم)

  أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحاةية محدةة أجسا  بمضاةات يستعين مصلي واختبار الباةئات

  باختبارات القيا  ويمكن الإمراضية  للقدرة اختبار يتبعاا (2-4 )القسم

 5-4 القسم أنظر – المواضع متعدةة السلسلات تحليل مثل أخرى

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 

 إيجابي

 وجود تحديد تم

X. citri subsp. citri  
 

 للأعراض الحاملة النباتية المواد
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 الحاملة للأعراض على المواة النباتية  Xanthomonas citri subsp.citri نظا  لكش  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

 (2-1-3 )القسم المباشر العزل

 النمو جية المورفولوجيا  ات المستعمرات

 (2-1-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 الآفة وجوة تحديد اختبارات

 (4 القسم)

  أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحاةية محدةة أجسا  بمضاةات يستعين مصلي واختبار الباةئات

  باختبارات القيا  ويمكن الإمراضية  للقدرة اختبار يتبعاا (2-4 )القسم

 5-4 القسم أنظر – المواضع متعدةة 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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 المطبوع تاريخ

 المعيار من رسمياً جزءاً ليس هذا

 للمعيار  الإنكليزية باللغة الصاةرة النسخة على الإطلاع يرجى شاملة  تاريخية لمحة على وللحصول فق،  العربية باللغة الصاةرة بالنسخة متصل المطبوع هذا تاريخ

 العمل برنامج إلى Citri pv. axonopodis Xanthomonas (2004-2011) موضوع التوجياية اللجنة أضاف  2004-11

 [الموضوع رقم أض ] البكتيريا موضوع: تح  Citri pv. Xanthomonasaxonopodis (2004-2011)موضوع (2006) للايئة لأولىا الدورة أضاف 

  المعدل البروتوكول مشروع التشخيص ببروتوكولات المع  الخبراء فريق راجع 2012-11

 (_12eSC_May_2013) الإلكترونية القرارات عبر الأعضاء مشاورة إلى لإحالته المشروع على التوجياية اللجنة وافق  2013-04

 الأعضاء مشاورة 2013-07

 (_02eTPDP_Feb_2014) واعتماةه عليه للموافقة التوجياية اللجنة إلى ورفعه التشخيص ببروتوكولات المع  الخبراء فريق نقحه 2014-02

 (_16eSC_May_2014) الإلكترونية القرارات عبر اعتماةه على لتوافق التوجياية اللجنة إلى رفع 2014-04

 (Nov_eSC_03_2014) الإلكترونية القرارات عبر يوما 45 الإخطار فترة على توجيايةال اللجنة وافق  2014-04

  رسمية( اعتراضات أي تتلق )لم الهيئة عن نيابة التشخيص بروتوكول التوجياية اللجنة اعتمدت 2014-07

 المقترحة من قبل مجموعة مراجعة اللغة العربية(   علما بالتعديلات التحريرية 11اخدت هيئة تدابير الصحة النباتية   في ةورتاا ) 04-2016

  الفاو  النباتات  لوقاية الدولية الاتفاقية روما  citri .subsp citri Xanthomonas (2014 ) :6 الملحق :27:2006 الدولي المعيار

 تيدابير  هيئية  مين  المعتميدة  المعيايير  ابطيال  لإجيراءات  طبقاً الحبرية التعديلات اةراج و بترجمة النباتات لوقاية الدولية الاتفاقية أمانة قام  12 -2016

 (2015) 10 الدورة – النباتية الصحة

  04 -2017 المطبوع: لتاريخ تحديث آخر

 

 
 



 تركت هذه الصفحة فارغة عمدا  



 

 النباتات لوقایة الدولیة الاتفاقیة

 حمایة إلى تھدف دولیة نباتیة صحة اتفاقیة ھي النباتات لوقایة الدولیة الاتفاقیة
. الآفات انتشار و دخول منع طریق عن البریة النباتات و المزروعة النباتات

 یتنقل فعندما. قبل ذي عن كبیر بشكل الدولیة التجارة و السفریات حجم تزاید
 تنتقل النباتات علي خطراً  تمثل التي الكائنات فإن العالم حول والسلع بشرال

 .معھم

 : تنظیم

 .النباتات لوقایة الدولیة الاتفاقیة في متعاقد طرف 180 من أكثر ھناك �

 رسمیة اتصال نقطة و النباتات لوقایة قطریة منظمة متعاقد طرف لكل �
 .النباتات لوقایة الدولیة للاتفاقیة

 الدولیة الاتفاقیة تنفیذ لتیسیر النباتات لوقایة إقلیمیة منظمات تسع تعمل �
 .البلدان في النباتات لوقایة

 الصلة ذات الدولیة المنظمات مع النباتات لوقایة الدولیة الاتفاقیة تتواصل �
 .الوطنیة و الإقلیمیة القدرات بناء في للمساعدة

 ).الفاو( المتحدة للأمم الزراعة و الأغذیة منظمة تقدمھا الاتفاقیة أمانة �

 النباتات لوقایة الدولیة الاتفاقیة
Viale delle Terme di Caracalla, 00153 Rome, Italy 

 4812 5705 06 39+: الھاتف رقم
 4819 5705 06 39+ : الفاكس رقم

 ippc@fao.org: الالكتروني البرید
 www.ippc.int: الالكتروني الموقع
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