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 الآفة حولمعلومات  -1
 

 بحسب Xanthomonas fragariae )كزانتوموناس فراغاريي(تعتبر بكتيريا مستصفرة الفراولة  
(Kennedy وKing  ،1962) الخشن الذي يصيب أوراق  بكتيريالعامل المسبب لمرض التبقع ال

 مرةلل أبلغ عن ظهوره دقو ،في أمريكا الشمالية بصورة رئيسيةوينتشر هذا المرض   .الفراولة
 Maas؛ 1967وآخرون،  Hildebrand؛ King ،1962و Kennedy) 1962في الولايات المتحدة عام  الأولى

ً في العديد من مناطق العالم التي و(، 1995وآخرون،  ، بما في الفراولةزرع فيها تأبلغ عنه لاحقا
الأولي لهذه أما العائل  .ذلك أمريكا الجنوبية وأوروبا )المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية(

. أي صنف الفراولة المزروع الأكثر انتشاراً  Fragaria × ananassa ةالأناناسي الفراولة وفه البكتيريا

ً ، كما أن أنواعقابليتها للإصابة بهذا المرضدرجة  حيثتختلف الأصناف التجارية من و أخرى  ا
 الفراولةو F. virginiana ةالفرجيني الفراولةو F. chiloensis ةالشيلي الفراولةبما في ذلك  ،الفراولةمن 

 ،P. glandulosaنبتة المسكيت و Potentilla fruticosaعشبة القوى وكذلك  ،F. vescaة المزروع
تتمتع  F. moschata ةالمسكي الفراولةوحدها ، الفراولةومن بين أنواع أيضاً.  هي للإصابةمعرضة 

  (.Maas ،1998؛ Kennedy ،1965؛ King ،1962و Kennedy) بالمناعة ضد هذه البكتيريا
 

ي أولا يحمل  الغراس المصاب إصابة كامنةبسهولة عن طريق  X. fragariaeتنتقل بكتيريا  
ظاهرة  الحاملة للأعراضغير  البنويةالنباتات هي فمصادر لقاح الإصابة الأولية أما  .أعراض
للغرس في حقول إنتاج الفاكهة.  ةستخدمالمو ،نباتات المشاتل المصابةنمو على سيقان التي ت للعيان

عبر الشتاء  خلال هافي تبيتإلا أنها حرة في التربة،  تعيش بكتيريا لاهذه العلى الرغم من أن و
ً بمواد نباتية مصابة سابق ارتباطها مخلفات (. كما أن Maas ،1998فترات طويلة )ل هناك بقىوت ا

ً  تشكل هي ،المستخدمة للغرسسيقان التاجية على الات الأوراق المصابة والإصاب مصادر  أيضا
 لقاح للإصابة الأولية. 

 
المعزولة في أوقات مختلفة وفي مواقع مختلفة في جميع  X. fragariaeتشير سلالات بكتيريا  

 Opgenorthبين هذه السلالات )ة فيما الظاهريفي الأنماط أنحاء العالم إلى بعض التنوع الجيني و
ضافة إلى ذلك، لوحظت لإ(. وبا1996وآخرون،  Roberts؛ 1996وآخرون،  Pooler؛ 1996وآخرون، 

(. ومع ذلك، هناك درجة 2000وآخرون،  Maasبعض الاختلافات في القدرة الإمراضية )بينها 
أي ارتباط بين الأنماط الجينية أو  نيتبيّ ، ولم سلالات هذا الممرض النباتيعالية من التشابه بين 

سلالات المعروفة حالياً الل حتمل أن تمثّ ي ،ذاول. للسلالات المنشأ الجغرافيبين ية والظاهرالأنماط 
 المصابة غير الفراولةفي غراس  X. fragariaeالكشف المبكر لبكتيريا أما نسيلية.  جمهرةفي العالم 

 وتطور المرض. المًمرِضر اشانتب انتجحاسم لا فعامل ،الحاملة للأعراض
 

 التصنيفية المعلومات  -2
 

 (King ،1962و Kennedy) Xanthomonas fragariae  :الاسم
 

 لا مرادفات  :المرادفات
 

، Bacteria ،Proteobacteria ،Gammaproteobacteria ،Xanthomonadales :الوضع التصنيفي
Xanthomonadaceae 

 

 الخشن للأوراق بكتيريمرض التبقع ال  :الاسم الشائع
 

هي عضو  (King ،1962و Kennedy)Xanthomonas fragariae  مستصفرة الفراولة بكتيرياإن : ملاحظة
 Van denفي  3فينون و(، 1988، وآخرون Stackebrandt) Proteobacteriaغاما من من القسم الفرعي 
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 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  4-14بروتوكول التشخيص 

Mooter وSwings (1990 ) في الحمض النووي  –من تماثل الحمض النووي 1والمجموعةRademaker 
 (.2005)وآخرون  Rademakerفي  1ومجموعة الحمض النووي  ،(2000)وآخرون 

 

 الكشف -3
 

 .X الناجم عن بكتيريا الفراولةفي  الخشن للأوراق بكتيريمرض التبقع اليستند تشخيص  

fragariae لى التفتيش عن أعراض تشخيصية، وعلى العزل المباشر أو غير المباشر للممرضإ ،

يم المناعي المرتبط بالأنز والفحصوعلى اختبارات مصلية )مثل التألق المناعي غير المباشر 
التفاعل التسلسلي بواسطة كشف للعدة اختبارات  وضعتلقد ووالطرق الجزيئية.  ()إليزا(

 ؛1996وآخرون،  Robertsبكتيريا، )هذه الكل منها مواضع مختلفة في جينوم يستهدف ، للبوليميراز
Zimmerman  ،؛2004وآخرون Weller  ،؛ 2007وآخرونVandroemme  ،؛ 2008وآخرونTurechek  
وجود  لتأكيديمكن استخدام هذه الاختبارات و(. van Beuningen ،2008و Vermunt؛ 2008 وآخرون
ات صابالإللكشف عن  كذلك بكتيريا في مواد نباتية حاملة لأعراض، كما استخدم عدد منهاهذه ال

، Zimmermanو Moltman؛ 2004وآخرون،  Zimmerman؛ Goodwin ،1997و Mahuku) بها كامنةال
( مفيد للتشخيص أ1997وآخرون،  Civeroloلة )واختبار الأوراق المفصكذلك فإن . (2005

ً في الحالات ا للبكتيريا الافتراضي ً للغاية أو مكبوح لتي يكون فيها العزل المباشر بطيئا . وقد تم ا
التفاعل التسلسلي التحقق من صحة الطرق الواردة في هذا البروتوكول التشخيصي، باستثناء 

-SMT-4-CT98من الاتحاد الأوروبي ) ةممولال اتختبارلأداء الا، في دراسة المتداخل للبوليميراز

2252( )López  ،2005وآخرون .) 
 

صعب حتى في وجود أعراض نموذجية وإفرازات  X. fragariaeالعزل المباشر لبكتيريا إنّ  
نمو البكتيريا  بسهولة يطغى عليهاو المغذية الأوساطتنمو ببطء شديد في  هابكتيرية، وذلك لأن

 Saddler؛ 2001وآخرون،  Schaad; 1985وآخرون،  López؛ Civerolo، 1980و Hazelالرمّامة )
ويمكن (. 2005وآخرون ) Lópezوترد إجراءات محددة للعزل المباشر في (. Bradbury ،2005و

عن طريق تلقيح أوراق نفسه نتقائي للمُمرض في النبات الاتخصيب تيسير العزل في المختبر بال
 به بمستخلصات مائية من الأنسجة المصابة بالمرض أو المشتبه بإصابتها مفصولةال الفراولة

(Civerolo ،أ1997 وآخرون.) 
 

حاملة النباتات غير الوالحاملة للأعراض نباتات الفي  X. fragariae ترد أدناه إجراءات كشف 
 لأعراض.ل
 

جييرى وصييف الطييرق )بمييا فيهييا الإشييارة إلييى الأسييماء ي بروتوكييول التشخيصييال هييذافييي  
التجارييية( بحسييب مييا هييي منشييورة، إذ أنهييا تحييدد المسييتوى الأصييلي للحساسييية أو التخصييص و/أو 

إن اسيتخدام أسيماء الكواشيف أو الميواد الكيميائيية أو التجهييزات فيي وقابلية النسخ الذي تيم بلوغيه. 
تأييدها من أجل استثناء أخرى قد تكون مناسيبة هيي البروتوكولات التشخيصية هذه لا ينطوي على 

يجييوز تعييديل الإجييراءات المخبرييية الييواردة فييي البروتوكييولات لكييي تتييواءم مييع معييايير و أيضيياً.
 .المختبرات الفردية، شريطة المصادقة عليها بالشكل المناسب

 

 الأعراض 1–3
 

( ممل 4-1( )قطرها تمزقات) ةبقع صغيرلورقة ا الجزء السفلي لسطحعلى تظهر في البداية  
بالكاد محدودة بأصغر عروق الورقة. وفي المراحل الأولى من الإصابة، اء مشبعة بالم خشنة

يكبر حجم وفي الحقل وتبدو صفراء شفافة عندما تشاهد تحت ضوء نافذ.  تظهر هذه البقع للعيان
بقع كلورقة سطح اي لالعلو الجزءتظهر في نهاية المطاف على لبعض، بعضها بوتلتحم  تمزقاتال
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في  تمزقاتمن هذه النشأ تو(. 1مشبعة بالمياه لونها بني مائل إلى الاحمرار )الشكل خشنة 
 أو إفرازات بكتيرية لزجة لونها أبيض ،الظروف الرطبة أو عندما تكون الرطوبة النسبية عالية

 الداكنبلونها  تتسمأشبه بالقشور  جافة تصبح الإفرازات كتلاً و(. 2 حليبي قشدي أو أصفر )الشكل
 قدم(. ومع تJanse ،2005) اللون البنيفضي في البداية ثم تتحول إلى الأو  لأبيضإلى ا المائلو

أنسجة  بوسعو. نخريةً  ،مائل إلى الاحمرارذات اللون البني الالمتلاحمة  تمزقاتتصبح ال ،المرض
قد تبدو الأوراق المصابة ملفوحة أو مهترئة. كما  فصلهات ن تمزق الورقة أوالنخرية أ تمزقاتال

الرئيسية. وفي  هاعروق امتدادعلى  طويلة تمزقاتتشكل فتتطور إصابات الأوراق وكثيراً ما 
البنية المائلة إلى  تمزقاتالب المحيطة ، تكون الأنسجة الورقيةمن تطور المرض المتقدمة المراحل

ً شاحبة  ،الاحمرار المتلاحمة القديمة   عموما
(Kennedy وKing ،1962 ؛EPPO ،1997 ؛Rat ،1993 ؛Maas ،1998.) 
 

مرض اللفحة يتميز  ،لأوراق الفراولةالخشن  بكتيريمرض التبقع الوعلى النقيض من  
على صغيرة  تمزقاتب X. arboricola pv. fragariaeالذي تسببه بكتيريا  ة لأوراق الفراولةبكتيريال

بقع بو ،غير مشبعّة بالماء وغير شفافة ،إلى الاحمرار بني مائللونها  الجزء السفلي لسطح الورقة
ً بقع متلاحمة بطريقة تشكل تمزقاتو ،لورقةسطح االعلوي ل جزءمائلة إلى الاحمرار على ال بنية  ا

على طول حافة الورقة  اللون بنية Vعلى شكل  كبيرة تمزقاتوب ؛كبيرة وجافة محاطة بهالة شاحبة
 لا ترتبطوبالإضافة إلى ذلك، (. 2001وآخرون،  Janseوالضلع الأوسط والعروق الرئيسية )

مراحل ال(. وفي 2001وآخرون،  Janse) ة للأوراقبكتيرياللفحة ال تمزقاتبكتيرية بالفرازات الإ
مثل  للأوراق، الفطري التبقععن أمراض  الخشن للأوراق بكتيريالتبقع الز متقدمة، يصعب تمييال
 Diplocarpon earliana( )Janse) لأوراقاق ا( وحرّ Mycosphaerella fragariaeق الشائع )اورلأع ابقّ ت

 (. 2001وآخرون، 
 

 مناطق حيث تنمومن الأوراق إلى التاج،  X. fragariaeبكتيريا بحادة قد تنتشر الإصابات ال 
 إلى الحادةالتاج ات إصاب تفضيوقد (. 1967 وآخرون، Hildebrandمشبعة بالماء ) غير مترابطة

. أما الأوراق التي تنمو من في نهاية المطاف تنهار وتموتيمكن أن نباتات منخفضة الحيوية 
قد و. تهاعلى طول عروق قاعد تمزقات تظهرف بوتيرة منتظمةتصاب ما التيجان المصابة فعادة 
 .بالعرضقطع التاج عندما يُ وعائية الحزم التنز إفرازات بكتيرية من 

 
وتسبب لفحة الزهر،  الأزهار X. fragariae، قد تهاجم بكتيريا المرض الحادةّفي حالات و 

المشبعة بالماء على  تمزقاتتكون الو(. 1999وآخرون،  Gublerلكنها لا تصيب الثمر مباشرة )و
(. وقد تصبح أنسجة 3)الشكل  في الأوراق تمزقاتلل هاأنسجة كأس الزهرة مشابهة في مظهر

ً  مشبعة بالماء ،إصابة حادةالثمرة قرب كأس الزهرة المصاب   . أيضا
 

دون أن بإلى الجذور والتيجان والسيقان  بوتيرة منتظمة X. fragariaeيمكن أن تنتقل بكتيريا  
 Mahuku؛ 1996 وآخرون، Milholland؛ 1989وآخرون،  Stefaniأعراض واضحة ) عليها تظهر

قد تؤدي هذه الإصابة إلى ظهور مناطق مشبعة بالماء عند قاعدة أوراق ناشئة و(. Goodwin ،1997و
لا يشاهد في هذا النوع من الإصابة لكن فترة وجيزة انهيار مفاجئ للنبات وموته. عد حديثاً يتبعها ب

 عادة.ال
 

  أخذ العينات 3-2
 

أخذ الأوراق التي عليها بقع أولية مشبعة يفضّل ، الحاملة للأعراض بالنسبة إلى النباتات 
بكتيريا ل الناجح عزلال سهّل، إذ أن ذلك يالتبقع البكتيري الخشن للأوراق تشخيصلبالماء كعينات 
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X. fragariaeوينبغي دونهابأو  . وبدلاً من ذلك، يمكن استخدام أوراق عليها بقع جافة مع إفرازات .
 ً  فحص الأنسجة التاجية. أيضا
 

لذا ليس من المناسب بسط العينات والقيام باختبارات شديد و ءببط X. fragariaeكتيريا تنمو ب 
ة لويوصى في حا. لأعراضلمصلية للكشف عن أعداد صغيرة من البكتيريا في نباتات غير حاملة 

واجتثاث كميات صغيرة من الأنسجة من أوراقها وسويقاتها  ةدة نبتات كامللنباتات باختيار عهذه ا
التفاعل (. ويمكن استخدام هذه الأنسجة مباشرة للتحليلات المستندة إلى EPPO ،2006وتيجانها )

 . 9-3هو موضح في القسم ، كما المتسلسل للبوليميراز
 

 لفّ تالعينات جزئياً وجفف يفضل أن تورطبة بعد جمعها.  ي حالةلا ينبغي أن تترك العينات ف 
نقل العينات في حاوية معزولة ينبغي أن تُ وباردة.  مع إبقائهابورق وتوضع في أكياس من البوليثين 

في  أن تخضع للتجهيزدرجات مئوية عند وصولها إلى وجهتها و 4خزن على حرارة تُ أن جيدا، و
 أسرع وقت ممكن. 

 

 إعداد العينات  3-3
 

عبر  أوراقها ونسيج ساقها يمكن تطهير أسطح ،الحاملة للأعراضالنباتات  بالنسبة إلى 
النباتات أعراض وعائية، على  ظهركانت توإذا  .في المائة 70 نسبة تركيزبيثانول الإبمسحها 

 الجاري بالماءشطف العينة تُ ويوصى بإزالة الجذور والأوراق والحفاظ على التاج والسويقات. 
ثم تشطف في المائة  70 نسبة تركيزبيثانول الإمدة دقيقة واحدة في للإزالة التربة ثم تطُهّر بغمسها 
غرام من أنسجة الورقة أو التاج أو السويقة لكل  0.1يضاف حوالي وثلاث مرات بماء مقطر معقمّ. 

رام غ 0.2كلوريد الصوديوم؛  اتغرام 8بالفوسفات )منظّم من محلول ملحي  اتلترملي 9عينة إلى 
غرام فوسفات هيدروجين البوتاسيوم؛ ماء  2.0؛ 12H2O4HPO2Na·غرام  9.2كلوريد البوتاسيوم؛ 

 على حرارةها حضنيجري جانس الأنسجة النباتية وتُ و(. 7.2درجة حموضة بمقطر حتى لتر واحد؛ 
 .دقيقة 15مدة ل بيئة المحيطةال
 

ً جمع تُ ف ،الحاملة للأعراضغير  بالنسبة إلى النباتاتأما   ً غرام 30ها نوزعينة عشوائيا ، ا
ستخدم سائل دقيقة. ويُ  30 مدةل بالفوسفات وترجّ  منظممحلول ملحي من  اً لترملي 150وتوضع في 

دقائق ثم يعاد  10 مدةل دورة 10 000طرد المركزي بسرعة لخضع لي وإمامباشرة للكشف  إما الغسيل
 مدةل ستقرّ يترك لي. ثم اتلترملي 5نهائي يبلغ  مقدارر معقم للحصول على قطّ تعليق الحبيبة في ماء مُ 

معقمّ  مُقطّر( في ماء 100:1و 10:1يجمع الجزء العلوي المُصفىّ وتعدّ محلولات مخففة )فدقيقة  15
(EPPO، 2006 وبعد ذلك تستخدم .)واختبار التألق  فحص إليزاهذه في  أنسجة العينات المنقوعة

 .التفاعل المتسلسل للبوليميرازالمناعي و
 

 السريعالمسح اختبارات   3-4
 

أن من الصعب جداً وبما  .X. fragariaeالسريع الكشف عن بكتيريا المسح  اختباراتتيسّر  
 (للبوليميراز التفاعل المتسلسلوالتألق المناعي و إليزاثلاثة اختبارات )لالبكتريا، ينبغي هذه عزل 

ً إضافي اً اختبار مفصولةفحص الأوراق اليشكل و. هاإيجابية لتأكيد الكشف عن أن تكون لتأكيد وجود  ا
ً  يكون الترابط ،عادةفي الو. قابلة للنموبكتيريا    قويا
 Civerolo) مفصولةوفحص الأوراق ال للبوليميرازالتفاعل المتسلسل واختبار  إليزابين اختبار 

 (.ب1997 ،وآخرون
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 العزل 3-5
 

والإفرازات، وجود الأعراض حالة صعب، حتى في  X. fragariaeالعزل المباشر لبكتيريا إنّ  
يطغى عليها نمو البكتيريا سرعان ما وصطناعية الا الأوساط المغذيةتنمو ببطء شديد في  هالأن

مع  Wilbrinkويلبرينك أكثر نجاحاً في وسط  يكون العزلثنين للعزل. اطين يوصي بوس  و. الرمّامة
؛ L85)، )هضمون(برتيوز ببتون  اتغرام 5سكروز،  اتغرام Wilbrink-N( )10نترات )ال
1Oxoid،) 5.0  4فوسفات ثنائية البوتاسيوم غرامHPO2K ،25.0 يوم زغرام كبريتات المغني

O2H7.4MgSO ،25.0 3 غرامNaNO، 15 غرام ً درجة ب، ماء مقطر حتى لتر واحد؛ ىأجار مُنق ا
. أما العزل في وسط مزيج الخميرة والببتون والغلوكوز والأجار (Koike ،1965( )7.2–7.0حموضة 

YPGA (5 باكتوبيبتون هضمون  اتغرام 5من مستخلص الخميرة؛  اتغرامopeptone actB
 10؛ 1

ً غرام 15غلوكوز؛  اتغرام تعدل درجة الحموضة إلى  ؛ى؛ ماء مقطّر حتى لتر واحدأجار منقّ  ا
من مادة السيكلوهيكسيميد المعقمة بواسطة الترشيح )المحلول الأم:  اتلترملي 5مع إضافة  ؛7.2–7.0
بالتسخين بالبخار من الإيثانول المطلق( بعد التعقيم  لترملي 100سيكلوهيكسيميد لكل  اتغرام 5

 SPAهو وسط . وهناك وسط ثالث محبذاً  يبقى ولكنه، أقل نجاحاف( autoclavingوتحت الضغط )
ً غرام 20) غرام فوسفات ثنائية  bactopeptone ،0.5باكتوبيبتون هضمون  اتغرام 5من السكروز،  ا

، ماء ىنقأجار مُ  غرام O2H7.4MgSO ،15يوم زالمغني غرام كبريتات 4HPO2K ،25.0البوتاسيوم 
(. Hayward ،1960)الن يقّة للبكتيريا  اً قد يكون مفيدف( 7.4–7.2درجة الحموضة  ؛مقطر حتى لتر واحد

أن وجود شوائب في أنواع ، إذ الأوساط( لجميع Difco1أو  Oxoid1) ىقنيوصي باستخدام الأجار المو
 .X. fragariaeكبح نمو بكتيريا يأجار أخرى تجارية يمكن أن 

 

 1طريقة العزل  3-5-1
 

أولية وتطهير  تمزقاتتحمل يمكن انتقاء أوراق  ،الحاملة للأعراضلنباتات بالنسبة إلى ا 
ً  يجري العزلينبغي أن و في المائة 70تركيز  بالإيثانول بدرجة ابمسحه هاسطحأ من  انطلاقا

باجتثاث قطعة صغيرة من الأنسجة  ،قديمة تمزقاتأولية مشبعة بالماء أو من حواف  تمزقات
 ( بمشرط معقم حاد.2سم 0.1–5.0)
 

 نظمتجُانس الأنسجة في بضعة مليلترات من الماء المُقطّر المُعقمّ أو في محلول ملحي م 
دقيقة.  15–10 مدةل درجة مئوية( 25–20) المحيطةبيئة ال على حرارة هاحضنيجري بالفوسفات و

ميكرولتر( وكذلك  100 – 50على صفائح ) اتتبُسط قسُامات من منقوعات أنسجة التمزقو
أو وسط و/، Wilbrink-Nوسط (، على سطح 10:1 000، 1000:1، 10:1،100:1)منها محلولات مخففة 

YPGA  وسط و/أوSPA بسط ً مشابهة من مستعلقات خلايا بكتيريا  قسامأ. كما ينبغي أيضا
fragariae X. ( 410بحجم

مليلتر بغية التحقق من نوعية الأوساط /اتمستعمرلوحدة مكوّنة  610و 510و 
يتم تحضين الشرائح على حرارة و. تنمومستعمرات بكتيرية  لاستزراع لأيةامقارنة خصائص لو
على المستعمرات التي تظهر بعد  اتسبعة أيام، ولكن ينبغي وضع علام مدةل درجة مئوية 27–25

. وتجري القراءات النهائية بعد X. fragariaeلن تكون بكتيريا  تلك ذلك أن ،يومين إلى ثلاثة أيام
 درجة مئوية.  27–25 على حرارة حضنالسبعة إلى عشرة أيام من 

 
ً في البداية أبيض ضارب Wilbrink-N الوسطعلى  X. fragariaeيكون لون مستعمرات بكتيريا    ا

ً أصفر شاحببعد أربعة إلى ستة أيام ثم يصبح  إلى الصفرة ً دائري ا ً ومحدب ا . اأملس ومخاطيوقليلاً  ا

                                                      
)بما في ذلك الإشارة إلى الأسماء التجارية( بالصيغة التي  طرق المتبعةفي هذا البروتوكول التشخيصي، تعُرض ال  1

أحُرز في البداية. ولا يعني استخدام قابلية التكرار الذي  نشُرت بها، لأنها هي التي تحدد مستوى الحساسية والتخصص و/أو
الأجهزة في هذه البروتوكولات التشخيصية المصادقة عليها واستبعاد غيرها مما قد  المواد الكيمائية أو أسماء الكواشف أو

ً أيضاً. ويمكن تعديل الإجراءات المخبرية الواردة في هذه البروتوكولات لتتوافق مع معايير كل مختبر على  يكون مناسبا
 كاف. حدة، شريطة التحقق من صحتها على نحو



14بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  8-14بروتوكول التشخيص 

التي لتلك المورفولوجي تكون المستعمرات متشابهة في التشكل  ،SPAو YPGA وعلى الوسطين
 . اراصفردّ اشيكون ألونها  غير أنّ  ،Wilbrink-Nفي وسط تنمو 

 

 2طريقة العزل  3-5-2
 

 50مشبعة بالمياه وتغُسل في  خشنة متميزة تمزقات ق التي تحملتجُتث قطع من أنسجة الأورا 
 قطع الأوراق على درجة حضن. ويجري Tween 20وبضع قطرات من  الجاري ماءمن ال اً مليلتر

يمكن والماء المُقطر وتجفف بورق تجفيف. بدقائق، ثم تشطف  10 مدةل بيئة المحيطةحرارة ال
ثوان ثم تجفف  5 دةفي المائة لم 70 نسبة تركيزبيثانول الإبأنسجة الأوراق تطهير أسطح قطع 

 1.0 من اتترلملي 5( وتوضع في 2ملم 4 –1أصغر ) أجزاءالأوراق إلى  قطع تقسّمبورق تجفيف. 
درجة حرارة البيئة على  هاحضنيجري تخُلط و ، ثمبالفوسفات نظممولار من محلول ملحي م

مخفف  محلولالمادة الطافية. يجُهّز  إلى X. fragariaeدقيقة لإطلاق أي بكتيريا  30 مدةلالمحيطة 
 انوتضاف قسامتمنظم بالفوسفات مولار من محلول ملحي  0.1من المادة الطافية في  100: 1 بنسبة

، إلى اً ميكرولتر 20كل منهما  مقدار ،100 :1 بنسبة من العينة غير المخففة ومن المحلول المخفف
تثبت الخلايا البكتيرية على الشريحة و. كبيباتشريحة مجهر متعددة ال كبيبات منفصلة على
ميكرولتر من  200 توضع(. 8-3قت لاحق بالتألق المناعي )القسم ولتحليلها في بالتسخين اللاهب 

 للبوليميرازالتفاعل المتسلسل في وقت لاحق ب التحليلهالمادة الطافية غير المخففة في أنبوب دقيق 
مع إضافة  ،واحد آخر من المادة الطافية غير المخففة في أنبوب دقيق ثان لتر( وملي9-3 )القسم

 على حرارةفي المائة على الأقل، وتحُفظ  20بلغ ت ةنهائي نسبة تركيزللحصول على  االغليسرين إليه
. الرجوع إليها للمقارنةلأغراض  تحت الصفر درجة مئوية 80 أو تحت الصفر درجة مئوية 20

 يمكن 
صفائح كما هو المخفف على المحلول طافية المتبقية للعزل عن طريق بسط الأن تستخدم المادة 

 (. 6-3)القسم  مفصولةال الفراولةموضح أعلاه وتلقيح أوراق 
 

نسجة الأمن  X. fragariaeعزل المذكورتين أعلاه، يمكن  2و 1 بالإضافة إلى طريقتي العزل 
 SPAأو  YPGAأو  Wilbrink-N أوساط مباشرة على ،تمزقاتالإفرازات طازجة من  قسامأمن انطلاقاً 

 ساط المستخدمة عادة.وأو غيرها من الأ
 

 تفسير نتائج العزل 3-5-3
 

 ةمورفولوجي خصائصعندما لا تلاحظ مستعمرات بكتيرية ذات  ةالعزل سلبي نتيجة كونت 
سبعة أيام على أي من الأوساط الثلاثة )شرط عدم حدوث مضي بعد  X fragariaeلبكتيريا  ةنموذجي
بكتيريا في من هذه الوجود مستعمرات عندما يلاحظ ناهضة( ومُ المنافسة أو الللنمو بسبب  كبح

 . الإيجابية الشواهد
 

في وسط  افتراضية X. fragariaeإذا عزلت مستعمرات بكتيريا  ةالعزل إيجابي نتيجة كونت 
 . واحد على الأقل من الأوساط المستخدمة

 

والتألق  إليزاإذا كانت اختبارات فأن عزل هذه البكتيريا يفشل في أحيان كثيرة،  نظراً إلى 
، ينبغي الاعتبار ظنياً أن العينة إيجابية، ريثما تحدد إيجابيةللبوليميراز المتسلسل التفاعل المناعي و

لعزل عند استخدام عينة طازجة اأفضل نتائج التوصل إلى يتوقع و(. 4)القسم ة البكتيريا نهائيا هوي
ً ومن تمزقات فتية. مستخلصة  النبات  فيتخصيب العبر  الأوساط أن يتحقق العزل على يمكن أيضا

 .6-3، كما هو موضح في القسم نفسه
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 9-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 بيولوجي التخصيب الو مفصولةالوراق الأاختبار  3-6
 

 مفصولةالوراق الأفحص  3-6-1
 

حالما  مفصولةال الفراولة( لتلقيح أوراق 3-3الأنسجة )القسم  اتيمكن استخدام إعدادات عين 
تستخدم أوراق و. (1997a، وآخرون Civeroloر )قطّ استخلاص أو ماء مُ  دارئيجري إعدادها في 

ً  14-7فتية )عمرها   X. fragariaeبكتيريا للإصابة بمعرضة المستنبتة ال الفراولةأصناف من ( يوما
( من Korona ، كوروناSelva ، سلفاSeascape ، سيسكابPajaro ، باجاروCamarosa كاماروسا ،)مثلاً 

ومن الضروري الالتفات إلى  ،دفيئةالجرت تربيتها في  X. fragariaeنباتات خالية من بكتيريا 
 تجربة. نجاح المن الاعتبارات الأساسية ل ، فهمانوعية الأوراق وعمرها

 
التي جرت قات( من النباتات يثلاث أوراق )لدى كل منها ثلاث وربطريقة مطهّرة تزال  

في أنابيب زجاجية تحتوي  قطع الجزء القاعدي من السويقات وتوضع فوراً يُ و. دفيئةالتربيتها في 
 . امعقم اً ماء
 

 106–105 ( تحتوي3مرجعية )الجدول  X. fragariaeمن سلالة بكتيريا يا خلامن اليعدّ مستعلق  

إيجابي.  شاهدأو ماء مقطر ك بالفوسفاتمنظم مليلتر في محلول ملحي /اتمستعمرل ت مكوّنةاوحد
تخترق أربعة مواقع على ثم سلبي.  شاهدأو ماء مقطر ك بالفوسفاتمنظم يستخدم محلول ملحي و

دون ب ة( باستخدام حقنهقة )موقعان على كل جانب منيكل ورالعرق الرئيسي على د عن يعبسطح 
 م(. لم 2هة بفوّ  1BDتطرح بعد الاستعمال بلاستيكية مكعب  اتسنتيلتر 3حقنة سعة إبرة )

 
توضع الأوراق مع وبعد ساعة واحدة بعد التلقيح.  جار الزائد بماء معقماللقاح شطف يُ  

 حرارة على فتحُضن(، في المائة 100–95غرفة رطبة )رطوبة نسبية  داخلسويقاتها في الأنابيب 

تعتبر الدرجة ويوما.  21وساعة  12 بين تهامد تتراوح تعرض للضوءدرجة مئوية مع فترة  20 –18
. كاذبةنتائج سلبية جتناب التوصل إلى لا ةضروري حضنللحرارة والإضاءة أثناء فترة االمحددة ل

أن يختفي التشبع بالماء فترض ، ويإصابات ظاهرة للعيانالأوراق الملقحة في كون تولا ينبغي أن 
 ساعة.  24ح في غضون ال اللقالناجم عن تخلّ 

 
في ( مشابهة لتلك التي لوحظت خشنةتبدأ أعراض محددة )أي تمزقات مشبعة بالماء داكنة  

 ً  21–14 مدةل تسجّل الأعراض كل يومينوالتلقيح.  منأيام  بعد بضعةالظهور ب أوراق مصابة طبيعيا
 يوما.

 

  مفصولةالأوراق ال اختبارتفسير نتائج  3-6-2 
 

كتلك نموذجية  خشنةبقع عليها عندما لا تظهر  لبيةً س مفصولةالأوراق الاختبار  نتيجة كونت 
)أي تكون داكنة ومشبعة بالماء عندما ينظر إليها  X. fragariaeبكتيريا التي تظهر في حالة الإصابة ب

ضوء نافذ( و/أو تظهر هالات شاحبة في في ضوء منعكس؛ وصفراء شفافة عندما ينظر إليها في 
يوما. ولا ينبغي أن تظهر بقع مشبعة بالماء تبدو صفراء شفافة  21أي من المواقع الملقحة بعد 

 (.1997aوآخرون،  Civeroloسلبية ) شواهدحُقنت بضوء نافذ في مواقع تلقيح في عندما ينظر إليها 
 

كتلك التي تظهر نموذجية  خشنةإيجابياً إذا نمت بقع أوراق  مفصولةالأوراق الاختبار يكون  
أي تكون داكنة ومشبعة بالماء عندما ينظر إليها في ضوء ) X. fragariaeفي حالة الإصابة ببكتيريا 

 10ح في غضون افي مواقع اخترقها اللق وصفراء شفافة عندما ينظر إليها في ضوء نافذ(منعكس؛ 
 حُقنتمشابهة في مظهرها لتلك التي نمت في مواقع تلقيح هذه يوما. وينبغي أن تكون  21إلى 
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 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  10-14بروتوكول التشخيص 

إيجابية. ولا ينبغي أن تظهر بقع مشبعة بالماء تبدو صفراء شفافة عندما ينظر  شواهدبمستعلقات 
 (.أ1997وآخرون،  Civeroloسلبية ) شواهدب حُقنتمن خلال ضوء نافذ في مواقع تلقيح إليها 

 

 النبات  فيعزل ال -تخصيب ال 3-6-3
 

بعد التلقيح  مفصولةالأوراق ال اختبارفي  تقحلُ التي تنُتقى ورقة واحدة لكل عينة من الأوراق  
ّ  48 لمدة كل  ، قطرقرصاً صغيرا 12أقراص صغيرة إلى  10تجُتث و. ساعة لعزلها على وسط مغذ 
من محلول  لترملي 4.5مُلقحة وتسُحق في  مفصولةسنتمتر، من كل موقع مُلقح لكل ورقة  0.5منها 
( في محلول ملحي 5-3تجُهّز محلولات مخففة كما للعزل المباشر )القسم و. بالفوسفاتمنظم ملحي 
في  Wilbrink-Nمن كل محلول مخفف على سطح الوسط  اً لترميكرو 50ويطُلى بالفوسفات  منظم

درجة مئوية، ويجري التحقق من وجود  27–25حرارة على الصفائح  حضنثم يجري ثلاث نسخ. 
 بعد خمسة إلى سبعة أيام.  X. fragariaeبكتيريا مستعمرات مستعمرات شبيهة ب

 

 مفصولةالأوراق ال اختبارمن  للبوليميراز التفاعل المتسلسل -في المختبر تخصيب ال 3-6-4
 

النبات في تخصيب المطلية بمستخلصات معدةّ للعزل بعد ال Wilbrink-Nتستخدم صفائح وسط  
أربعة أيام.  مدةل درجة مئوية 27 – 25على حرارة  هاحضنبعد  3-6-3كما هو موضح في القسم 

من محلول ملحي  اتلترملي 5–3ـ مقداربـ بالغسل سطح الوسط عنبكتيرية المستعمرات ال زالتُ 
لتفاعل ل(. وهذا تعديل 9-3 )القسم المتسلسل للبوليميرازالتفاعل وتستخدم لتحليل  بالفوسفاتمنظم 

 (. 1995وآخرون ) Schaadالذي وصفه مع التخصيب البيولوجي  للبوليميراز المتسلسل
 

 إليزااختبار  3-7
 

متوفرين  X. fragariaeبمصلين مضادين لبكتيريا  إليزا ص اختبارتخصلقد تم التحقق من  
أجسام  استخدامب إليزااختبار ( أن 1994وآخرون ) Rowhani(. وبينّ 2005وآخرون،  Lópezتجارياً )
 X. fragariaeبكتيريا من سلالات سلالة  34كشف على وجه التحديد ييمكن أن  لكلونمتعددة امضادة 
أو  X. fragariaeببكتيريا وثيقة الصلة الذات أصناف البكتيريا لم تتفاعل مع الأجسام المضادة وأن 

لبكتيريا  إليزااختبار حساسية أن  أفيدوقد . الفراولةغيرها من البكتيريا المعزولة من نباتات 
fragariae X.  مليلتر )/اتمستعمرة لشكلم وحدة 105تبلغRowhani  ،؛ 1994وآخرونCiverolo 
 (. ب1997وآخرون، 

 
وسلالة من غير بكتيريا نقية  X. fragariaeتستخدم مستعلقات أعدتّ من مستزرعات بكتيريا و 

X. fragariae محلول مخفف  بتعيين. ويوصى عيار مجهريإيجابية وسلبية في كل طبق  شواهدك
 . الكلون مناسب لكل مضاد مصلي متعدد

 

 غير المباشر إليزااختبار  3-7-1
 

 X. fragariaeبكتيريا  ايخلاإيجابي من مستعلق و من كل عينة، اتلترميكرو 210 يخلط 
 X. fragariaeمن غير بكتيريا سلبي  يامستعلق خلاومليلتر(، /مكوّنة لمستعمرات وحدة 109)
نظر أسليمة،  فراولةمواد مستعلق من السلبي ) شاهدمليلتر( وال/اتمستعمرمشكلة ل وحدة 109)

لتر واحد  ،3NaHCO غرام 3CO2Na ،93.2غرام  59.1)طلائي دارئ من  اتلترميكرو 210أدناه( مع 
طبق  كبيباتمن  كبيبةكل إلى من العينة وخليط دارئ  لترميكرو 200 ر( ويضافمن الماء المقطّ 

 1.0سحق حوالي المواد النباتية السلبي، يُ  شاهدلوأو ما يعادله(.  () Nunc1PolySorp)) مجهري عيار
 منظممن محلول ملحي  لترملي 0.9في  الفراولةمن ورقة أو سويق أو تاج من غرام من نسيج سليم 

 .دارئ طلائيمن  لترملي 0.9ويضاف بالفوسفات 
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 11-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
بمحلول ثلاث مرات مئوية طوال الليل. ويغُسل الطبق  اتدرج 4الطبق على حرارة  حضني 
منظم )محلول ملحي في المائة  0.05تركيز  بنسبة  Tween 20على يحتويبالفوسفات  منظمملحي 

غرام كلوريد البوتاسيوم،  0.2كلوريد الصوديوم،  اتغرام Tween 20 PBS-T)، (8-بالفوسفات
فوسفات هيدروجين البوتاسيوم،  O2H12، 4HPO2Na، 9.2غرام فوسفات هيدروجين الصوديوم  2.0

 من لترميكرو 200يضاف  ،بعد الغسيلو(. المُقطّر، لتر واحد من الماء Tween 20 ،لترميكرو 500
من ألبومين المصل البقري أو في المائة  1يحتوي بالفوسفات  منظمدارئ مانع )محلول ملحي 

درجة  37 على حرارة حضنجري الختبار ويالا كبيبات من مسحوق الحليب الخالي من الدسم( لكلّ  
 . PBS-Tبمحلول يغسل الطبق ثلاث مرات وواحدة.  ساعة مدةل مئوية

 
  ً يتكون من مصل مضاد تحضير محلول مخفف  لإرشادات الشركة المُصنعّة يجري وفقا

اختبار.  كبيبةلكل  لترميكرو 200ويضاف بالفوسفات منظم في محلول ملحي  X. fragariaeلبكتيريا 
 من ثم غسل الطبق ثلاث مراتساعتين، ويُ  مدةل درجة مئوية 37 على حرارة حضنويجري ال

 للأنزيم قترنالمناسب من المضاد الممن المحلول المخفف  لترميكرو 200ويضاف  .PBS-Tمحلول ب
 في المائة 0.2ي بنسبة تركيز يحتوي على ألبومين المصل البقر بالفوسفاتمنظم محلول ملحي  إلى
غسل الطبق أربع ساعة واحدة، ويُ  مدةل درجة مئوية 37 على حرارة حضنيجري الو. كبيبةكل في 

ً  لترميكرو 200. ويضاف PBS-T بمحلول مرات مليلتر من ركيزة /ملغ 1) من ركيزة معدةّ حديثا
 كبيبةكل إلى من حمض الهيدروكلوريك(  9.8 ( الدارئة،p-nitrophenylphosphateالفوسفاتاز القلوي )

دقيقة،  60و 30و 15 مدةلدرجة حرارة البيئة المحيطة الطبق في الظلام على  حضنويجري  .اختبار
 .اتنانومتر 405ويقرأ الامتصاص على 

 

 DAS-ELISAالمناعي المرتبط بالأنزيم المقترن باستخدام الأجسام المضادة  الفحص 3-7-2
 

من محلول مخفف مناسب من مصل  لترميكرو 200 يضاف، ELISA-(DAS) فحصلإجراء  
)Nunc1( )ن للعيار المجهري طبقيفي  كبيبةلكل طلائي  ئفي دار fragariae Xمضاد لبكتيريا 

PolySorp  .)ساعات وتغسل  4 مدةل درجة مئوية 37 على حرارة حضنيجري الوأو ما يعادله
 شاهدمن عينة منقوع الأنسجة، و لترميكرو 200. ويضاف PBS-Tبمحلول ثلاث مرات  الكبيبتان

من كل طبق  كبيبتينكل إلى ( 1-7-3)القسم  غير المباشر ر إليزاإيجابي وسلبي، كما وصف لاختبا
-PBSبمحلول بعد غسل الطبقين ثلاث مرات ومئوية طوال الليل.  اتدرج 4 على حرارة حضنوي

T،  محلول ملحي  المضاد المترافق للأنزيم فيمن محلول مخفف مناسب من  لترميكرو 200يضاف
 حضنيجري الو. كبيبةمن ألبومين المصل البقري لكل  في المائة 0.2يحتوي على  منظم بالفوسفات

بالمحلول الملحي ساعات. وبعد غسل الطبقين أربع مرات  3 مدةل درجة مئوية 37 على حرارة
ً  لترميكرو 200يضاف  ،توين-بالفوسفاتمنظم ال مليلتر من ركيزة /ملغ 1) من ركيزة معدةّ حديثا

 كبيبةكل إلى من حمض الهيدروكلوريك(  9.8 ( الدارئة،p-nitrophenylphosphateالفوسفاتاز القلوي )
دقيقة،  60و 30و 15 مدةلدرجة حرارة البيئة المحيطة في الظلام على  حضنالاختبار. ويجري 

 نانومتر. 405قرأ الامتصاص على يُ و
 

 إليزاتفسير نتائج اختبار  3-7-3
 

ً سلبي إليزا يكون اختبار منقوع الأنسجة  انتحتوياللتين  كبيبتينإذا كان متوسط قراءة الامتصاص لل ا
 فراولة منقوع أنسجة انتحتوي نتيلالسلبي ال شاهدالتي كبيبمتوسط قراءة الامتصاص ل×  2أقل 

 سليمة. 
 

ً إيجابي إليزا يكون اختبارو  اللتين تحتويان  كبيبتينللكان متوسط قراءة الامتصاص  (1) إذا ا
منقوع السلبي اللتين تحتويان  شاهدال كبيبتيلمتوسط قراءة الامتصاص ×  2أكثر منقوع الأنسجة 
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 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  12-14بروتوكول التشخيص 

×  2من الإيجابي أكثر  شاهدالتي كبيبلمتوسط قراءة الامتصاص كان ( 2سليمة، ) فراولةأنسجة 
 السلبي.  شاهدال كبيبتيلمتوسط قراءة الامتصاص 

 
الإيجابي إلى أن الاختبار لم يجرِ بشكل صحيح  شاهدال كبيبتيل السلبية إليزاتشير نتائج اختبار  

 أو انتهت مدة صلاحيتها.  فسدتو/أو أن الكواشف قد 
 

إلى حدوث تلوث أو ارتباط  فتشير السلبي شاهدال كبيبتيل الإيجابية إليزانتائج اختبار  أما 
إلى ينبغي تكرار الاختبار بأنسجة طازجة أو إجراء اختبار آخر يستند وغير محدد.  جسم مضادل

 مبدأ مختلف. 
 

 التألق المناعي 3-8
 

( وفي 1990) De Boerفي للنبات ترد إجراءات التألق المناعي لتحديد البكتيريا الممرضة  
ناك ثلاثة أمصال متعددة وه. (EPPO ،2009)أوروبا والبحر المتوسط  فيمنظمة وقاية النباتات نشرة 
ً )الجدول  X. fragariaeمضادة لبكتيريا  الكلون ( تم التحقق منها باستخدام 1متوفرة تجاريا

وآخرون  anti-rabbit (Lópezرانب المضادة للأغلوبينات المناعة ب مقترنةإيزوتيوسيانات الفلُورِسيِّن 
مكوّنة  وحدة 104 –103اكتشاف الأجسام المضادة يتيح التألق المناعي باستخدام هذه . و(2005

 (.Mazzucchi ،1989و Calzolari) الفراولةفي أنسجة  X. fragariaeمليلتر لبكتيريا /لمستعمرات
 

ومستعلقات  1 000: 1و 100:1و 10:1تتألف عينات الاختبار من محلولات منقوعات الأنسجة بنسب 
غير من إيجابية وسلالة  X. fragariaeمليلتر( لسلالة بكتيريا /لمستعمراتوحدة مكوّنة  106) خلايا

ينبغي أن تتألف ور. قطّ أو ماء مُ بالفوسفات منظم سلبية في محلول ملحي  X. fragariaeبكتيريا 
 السلبية من مستخلصات أنسجة نبات سليم. الشواهد

 
إيجابية وسلبية  شواهدختبار ومستعلقات الاعينات من ( اً لترميكرو 20تضاف قسامات ) 

بالهواء وتثبت مستحضرات تجفف الو. كبيباتالشريحة مجهر متعددة من  ةفصلمن كبيباتل
تجفيف بالهواء. ويمكن اليتبعها دقائق  ة عشرمدل في الأسيتونالشرائح نقع بأو بالتسخين اللاهب 
. استعمالهاتدعو الحاجة إلى إلى أن  تحت الصفر درجة مئوية 20 على حرارةتخزين الشرائح 

 10يحتوي بالفوسفات منظم في محلول ملحي  X. fragariaeبكتيريا الأولي ل الجسم المضاديخُفف و

كفيل بأن  المضادللجسم  ويتم اختيار أدنى تركيزالدسم. من خالي المن مسحوق الحليب  في المائة
ً  ينتج ً تلطيخا . يلكل حقل مجهر 100عندما تكون هناك خلايا إيجابية يصل عددها إلى  كافيا
مع بكتيريا  تفاعلاتاللكشف عن من أجل ا للجسم المضادثنين ا مخففين يوصى باستخدام محلولينو

الشرائح في غرفة  حضنتو  كبيبةلكل الأولي  الجسم المضادمن  اً لترميكرو 20يوضع وأخرى. 
تشُطف ودقيقة.  60–30 مدةل درجة مئوية 37 على حرارةأو درجة حرارة البيئة المحيطة رطبة على 

دقائق.  ة عشرمدلنفسه  ئوتغُسل بغمرها في الداربالفوسفات منظم الشرائح في محلول ملحي 
في محلول ملحي  قترنةإيزوتيوسيانات الفلُورِسيِّن المالمكون من الثانوي  الجسم المضاديخفف و

 كبيبات(. تغُطى 200: 1و 20:1المثلى عادة بين  المخففة )تتفاوت نسبة المحلولاتبالفوسفات منظم 
درجة حرارة البيئة المحيطة في غرفة رطبة على  هاحضنالثانوي ويجري  بالجسم المضادالشرائح 

جفف الشرائح بالهواء. الغسيل ثم تُ  مرحلةكرر تُ ودقيقة.  60–30 مدةل درجة مئوية 37 على حرارةأو 
من  اتلتريلم 10، رينمن الغليس اً مليلتر 90)تركيب للسائل بثبّت سواتر على الشريحة نفسها تُ 
وتشاهد الشرائح  ρ-phenylenediamine ملغ/مليلتر 1( يحتوي على بالفوسفاتمنظم لول ملحي حم

ً يجري عدّ الخلايا التي تتألق ويكون حجمها مشابهو. 1 000–500 بقوة تضخيممغمورة بالزيت   ا
 (.2005وآخرون  Lópezمرجعية )ال X. fragariaeلخلايا سلالة بكتيريا 
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 13-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 تفسير نتائج التألق المناعي  3-8-1
 

 خصائصإذا لوحظت خلايا متألقة خضراء ب ا سلبيةً الاختبار على عينة م تكون نتيجة 
عينة  كبيباتالإيجابية، وليس في  الشواهد كبيباتفي  X. fragariae لبكتيريا ةنموذجي ةمورفولوجي

 السلبية. الشواهد كبيباتالاختبار أو في 
 

 خصائصإذا لوحظت خلايا متألقة خضراء ب ةإيجابي االاختبار على عينة م نتيجة كونتو 
وليس في  ،العينة كبيباتالإيجابية وفي  الشواهدفي  X. fragariae لبكتيريا ةنموذجي ةمورفولوجي
 السلبية. الشواهد

 
مليلتر تعتبر الحدّ الفاصل للكشف الذي يمكن الركون إليه في /103من خلايا  عةوبما أن مجمو 

ً /103اختبار التألق المناعي، يعتبر اختبار التألق المناعي لعينات بخلايا أكثر من   De) مليلتر إيجابيا

Boer ،1999 ويمكن اعتبار نتيجة اختبار التألق المناعي غير مؤكدة للعينات بخلايا أقل من .)
هذه الحالة، ينبغي إجراء مزيد من الاختبارات أو إعادة أخذ العينات. أما العينات  مليلتر. وفي/103

الإيجابي فتحتاج  شاهدالتي لديها أعداد كبيرة من الخلايا غير الكاملة أو ضعيفة التألق مقارنة بال
أو مصدر آخر من مصادر  للأجسام المضادة مختلفة إلى مزيد من التجارب بمحلولات مخففة

 . الأجسام المضادة
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  التألق المناعي باستخدام الكشف

1Bioreba AG 
ساندويتش ثنائي الأجسام  اختبارأو  التألق المناعي باستخدام الكشف

 لامتصاص المناعي المرتبط بالأنزيمالمضادة ل
 López) ( 98CT-4-SMT-2252في دراسة لأداء الاختبارات في مشروع موّله الاتحاد الأوروبي ) صلاحيتهاتم التحقق من  †

 (.2005وآخرون، 
 

 للبوليميرازالتفاعل المتسلسل  3-9
 

التي ترد في هذا البروتوكول  للبوليميراز التفاعل المتسلسلطرق ة تم التحقق من صح 
 Zimmerman وضعهالذي  المتداخل للبوليميرازالمتسلسل التفاعل التشخيصي، باستثناء اختبار 

( SMT-4-CT98-2252(، في دراسة لأداء الاختبارات مولها الاتحاد الأوروبي )2004وآخرون )
(López 2005، وآخرون) التفاعل المتسلسل للبوليميراز المتداخل . وقد أفيد أن بروتوكولات اختبار

 للبوليميرازسل التفاعل المتسلمرة، بالمقارنة مع بروتوكولات  100 حتىتزيد درجة الحساسية 
 (.2004وآخرون  Zimmermanوآخرون،  Robertsالتقليدية )

 
بروتوكولات استخلاص الحمض  صلاحية( من 2005 وآخرون، López)وقد تم التحقق  

( 1996وآخرون ) Poolerفي ) ةالواردالمتسلسل للبوليميراز التفاعل النووي من عينات نباتات 
ً أن Pooler (1997و Hartungو Sigma(يستخدم عدة  بروتوكولاً معدلاً ( كما أفيد أيضا

لتفاعل ل (1
مناسب لاستخلاص الحمض النووي  REDExtract-N-Amp Plantمن شركة للبوليميراز المتسلسل 

 Stöger) الحاملة للأعراضوراق غير الأقبل تضخيمه لغرض اختبار عدد كبير من عينات 
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 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  14-14بروتوكول التشخيص 

التفاعل تتوفر مجموعات تجارية أخرى لاستخراج الحمض النووي واختبار و(. Ruppitsch ،2004و
م بادئات أخرى استخدباالمتسلسل للبوليميراز التفاعل واختبار للبوليميراز المتداخل المتسلسل 

(Roberts  (؛ ولكن لم يتم التحقق من صحتها بعد )1996وآخرونLópez 2005، وآخرون). 
 

للكشف عن بكتيريا  نيالآحسّاسان  للبوليميراز متسلسلتفاعل  اقد وصف اختبارو 
X. fragariae  الفراولةفي أنسجة (Weller  ؛ 2007وآخرونVandroemme  ،2008وآخرون .) ّويميز

ً  (2007)وآخرون  Weller وضعهالذي  نيالآالتفاعل المتسلسل للبوليميراز  بين بكتيريا  أيضا
X. fragariae وبكتيرياX. arboricola pv. Fragariae .الذي  نيالآالمتسلسل للبوليميراز التفاعل يستند و

 فرد بهانالتي ت gyrBضمن مناطق الجينة  مصممةلى بادئات إ (2007)وآخرون  Wellerوصفه 
التفاعل أما . X. arboricola pv. fragariaeكتيريا ب فرد بهانالتي ت pepوجينة  X. fragariaeبكتيريا 

زوج قواعد  41الذي ينتج و، (2008) وآخرون Vandroemmeالذي طوره  نيالآللبوليميراز المتسلسل 
(bp) ي تال اتمن الأمبليكون قواعدزوج  550لى بادئات مصممة من الـ إيستند ف ات،من الأمبليكون

هذه الطرق مفيدة للكشف عن مستويات ويحتمل أن تكون (. 1996وآخرون ) Poolerوصفها 
 .الحاملة للأعراضغير  كامنة أوالصابات الإفي  X. fragariaeمنخفضة من بكتيريا 

 

 استخلاص الحمض النووي 3-9-1
 

نووي الحمض الاستخلاص  المعدلّة لغاية ،DNeasy Plantمن شركة  )1Qiagen(ة وفرّت عدّ  
نتائج خلال  (، أفضل2005وآخرون  Lopez) (مايكوبلازماالمفطورات )ب ةشبيهال ةحيال اتلكائنل

 (. SMT-4-CT98-2252)لاتحاد الأوروبي ا ممول من يحلقاختبار 

 
من  اً ميكرولتر 250 مقدارهاستخدم عينة ت ،الحمض النووياستخلاص من أجل  
منظم ومحلول ملحي  ،سليمة أعدتّ بشكل مشابه فراولةمنقوعات الأنسجة؛ ومادة نبات منقوع/

من مستزرع بكتيريا  ياسلبي؛ ومستعلق خلا شاهدالنقاوة ك فائق معقم أو ماءبالفوسفات 
X. fragariae بروميد من  مكون صستخلائ ادار من لترميكرو 250يضاف وإيجابي.  شاهدنقي ك

، M Tris-HCI هيدْرُوكْلوُريد-مولار تريس 1من  اً مليلتر CTAB (50تريميثيلامونيوم سيتيل 
من كلوريد الصوديوم،  غرام EDTA ،40.9ثنُ ائي أمين حِمض الخليك الرباعي  من اً مليلتر 50
 بروميد تريميثيلامونيوم سيتيل من غرام PVP -40 ،12.5من بولي فينيل البيروليدون  اتغرام 5

CTAB من ريبونوكلياز اتميكرولتر 4مليلتر( و 500، ماء مقطر حتى- A (100 /ملغ ،)مليلتر
مدة لدرجة مئوية  65 على حرارة هحضنجري خمس مرات، وي رفققلبه بعبر يخلط المزيج و
ً عن طريق القلب. ثم تتبع إرشادات الشركة المّصنعّة حتى  10 مرحلة دقائق مع خلطه أحيانا

 .بالشطف الحمض النووي استخراج
 

 هيدْرُوكْلوُريد-تريس اتمولارملي 10من  لترميكرو 100لشطف الحمض النووي، يضاف  
Tris-HCI  درجة مئوية( إلى العمود ويخضع  65حرارة  حتىمسبقاً  ة)مّسخّن 9على درجة حموضة

 أخرى لترميكرو 100ضاف تومدة دقيقة واحدة. لدورة كحد أدنى  6 000مركزي بسرعة الطرد لل
ليبلغ الطرد المركزي. يعدلّ محلول الحمض النووي  مرحلةوتكُرر كْلوُريد هيدْرُو-تريسمن 

ً من خلات  اتمولار 5من  لترميكرو 200ويضاف  EDTAبدارئ  لترميكرو 300 مقداراً إجماليا
 درجة مئوية 20 على حرارة هحضنجري وي إيثانول مطلق. يخلط المزيج جيداً  لترملي 1الأمونيوم و
مركزي الطرد ليخضع ل ،حضنطوال الليل. وبعد الوساعة واحدة  تتراوح بين مدةل تحت الصفر

من المادة الطافية وتغسل حبيبة الحمض  يتم التخلصّثم دقائق.  10مدة لدورة  17 000بسرعة 
 دقائق. 5مدة لدورة  16 000مركزي بسرعة الطرد لإيثانول مطلق وتخضع ل لترملي 1النووي في 

من الإيثانول  لترميكرو 500من المادة الطافية وتغسل حبيبة الحمض النووي في  يتم التخلصو
ويتم . دقائق 5مدة لدورة  16 000طرد المركزي بسرعة لوتخضع لفي المائة  80تركيز  بنسبة
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 15-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

من  اً لترميكرو 50تعلقّ من جديد في ف ،من المادة الطافية بعد أن تكون الحبيبة قد جفتّ التخلص
 الماء المقطّر والمعقمّ. 

 

 المزدوج  للبوليميرازالتفاعل المتسلسل  3-9-2
 

 Pooler (1997 )و Hartung بروتوكول 3-9-2-1
 

 X. fragariaeمن بكتيريا  عزلة 30هذا البروتوكول في دراسة تضمنت  تخصصجرى تأكيد  
ً  19)تمثلّ  X. campestris من بكتيريا عزلة 36و ذات الصلة الوثيقة ببكتيريا من البكتيريا  صنفا

X. fragariaeلم يكشّف إلاّ عنو. الفراولة منعموماً  تعزلالتي ملازمة البكتيريا المن عزلة  62( و 
 متعدد الطبقات للبوليميراز التفاعل المتسلسلن كّ قد موا(. هجميع العزلات)في  X. fragariae بكتيريا

وآخرون،  Poolerمليلتر في الأنسجة النباتية )/لمستعمراتوحدة مكوّنة  103حدّ هذا الكشف إلى 
 (. Pooler 1997و Hartung؛ 1996
 

 :هي (1996ن )يوآخر Pooler وردت فيالثلاث التي مجموعات البادئات  
 

241A: 5′-GCCCGACGCGAGTTGAATC-3′ 

241B: 5′-GCCCGACGCGCTACAGAC TC-3′ 

245A: 5′-CGCGTGCCAGTGGAGATCC-3′ 

245B: 5′-CGCGTGCCAGAACTAGCAG-3′ 

295A: 5′-CGT TCC TGGCCGATT AATAG-3′ 

295B: 5′-CGCGTTCCT GCG TTTTTT CG-3 

 
على  من خلائط تفاعل تحتوي اً لترميكرو 25في  للبوليميراز التفاعل المتسلسل ينفذّ 

1( دارئ محلول من ميكرولتر 5.2
PerkinElmer(  يوم(، زمن كلوريد المغني اً مليمولار 15)يحتوي

 لترميكرو 2( مليمولار 1) (dNTP)ثلاثي فوسفات النيوكليتيد منقوص الأكسجين  اتلترميكرو 5
 من بوليميراز الحمض النووي اتلترميكرو 5 تر( من كل من البادئات الستة،ميكروم 0.4)

 مرحلةأما بارامترات التدوير فهي  .من عينة الحمض النووي لترميكرو 5و Taq للمستحرة المائية
درجة مئوية  95 على حرارةدورة  35دقيقة؛ تليها  15مدة لدرجة مئوية  95 على حرارةتفعيل أولية 

 مرحلة، ودقيقة واحدةمدة لدرجة مئوية  72مدة دقيقة واحدة ولدرجة مئوية  57مدة دقيقة وحدة، ول
 التفاعل المتسلسلدقائق. وتحلل منتجات  7مدة لدرجة مئوية  72 على حرارةنهائية  استطالة

ثلاثي  دارئ × 0.5في  الأجاروزمن هلام في المائة  1.5برحلان كهربائي هلامي من  للبوليميراز
 TAE (EPPO ،2006 .)الخليك  رباعي الإيثيلينديامين أسيتات حمض

 
 300هي ف X fragariaeالمحددة لبكتيريا  للبوليميراز متسلسلالتفاعل الم أمبليكونات احجأما أ 

ً ) قواعدزوج  615و 550و (. Pooler 1997و Hartung؛ 1996وآخرون،  Poolerكما وصفت سابقا
عادة عندما تكون المستخلصات من نباتات مصابة  زوج قواعد 300يكون هناك شريط بحجم و

 قد يظهران أحياناً. (زوج قواعد 615و 550بحجم )لكن الشريطين الآخرين  ،X fragariaeببكتيريا 
 

تقليدي، باستخدام ال التفاعل المتسلسل للبوليميراز في 245Bو 245Aيمكن استخدام البادئتين و 
 .زوج قواعد 300 هأمبليكون حجمفينتج الإجراء الموضح أعلاه، 
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 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  16-14بروتوكول التشخيص 

 للبوليميراز المتداخل التفاعل المتسلسل  3-9-3
 

( Zimmerman2005 (و Moltmannالذي وصفه  للبوليميراز المتداخلالتفاعل المتسلسل يوصى ب 
( لتشخيص بكتيريا 2004وآخرون ) Zimmerman( و1996وآخرون ) Pooler وضعهاباستخدام بادئات 

X. fragariae  غير حاملة  فراولةلأعراض وكذلك لاختبار نباتات لحاملة  فراولةفي نباتات
 للبوليميراز المتداخلالتفاعل المتسلسل ويوفرّ خضراء(. نباتات و frigoفريجو لأعراض )نباتات ل

 ( طريقة بديلة للتأكد. 1996وآخرون ) Robertsالذي وصفه 
 

 Zimmerman (2005 )و Moltmannبروتوكول  3-9-3-1
 

، X. fragariaeمن بكتيريا  عزلة 14هذا البروتوكول في دراسة تضمنت  تخصصجرى تأكيد  
ذات الصلة الوثيقة ببكتيريا أصناف البكتيريا من  14)تمثلّ  X. campestris من بكتيريا عزلة 30و

X. fragariaeوبالإضافة إلى الفراولةمن بكتيريا غير محددة الهوية مرتبطة بأوراق  عزلة 17( و .
 مجموعة البادئات الخارجية  تخصصالتحقق من ( ب1997) Poolerو Hartung قام ذلك،

 التفاعل المتسلسلقد طبقّ والتي اختبرت.  العزلات(. ولم تلاحظ تفاعلات مع 1-2-9-3 القسم)
 الفراولةونباتات  الفراولةبنجاح في اختبار عينات جمعت خلال مسح لنباتات  هذاللبوليميراز 
 فِيمتوغرام 200قد مكّن هذا البروتوكول الكشف عن و (.Zimmerman، 2005و Moltmannالمستوردة )

ً أكثر من   مقداربـالتقليدي  للبوليميراز التفاعل المتسلسلحمض نووي لكل تفاعل وكان حساسا
 (.2004 وآخرون، Zimmerman)مرة  100
 

ً غرام 70–30وراق وسويقات وتيجان )لأأنسجة  حضنيجري   من  اً مليلتر 20–10( في ا
درجة ( لكل غرام من الأنسجة على 7.2 درجة حموضةفوسفات الصوديوم ) دارئمولار  0.01

التفاعل يستخلص الحمض النووي ويحلل عن طريق وطوال الليل. حرارة البيئة المحيطة 
  (.2004وآخرون ) Zimmermanكما وصفه  والمتداخلالمفرد  للبوليميراز المتسلسل

 
 البادئات هي: 

 
245A: 5′-CGCGTGCCAGTGGAGATCC-3′  

245B: 5′-CGCGTGCCAGAACTAGCAG-3′  

245.5: 5′-GGTCCAGTGGAGATCCTGTG-3′  

245.267: 5′-GTTTTCGTTACGCTGAGTACTG-3′  

 
التفاعل من خلائط تفاعل تحتوي دارئ  اً لترميكرو 25في  للبوليميراز التفاعل المتسلسل نفذّي 

في  0.08من كلوريد البوتاسيوم،  امولارملي Tris-HCl ،50مولار من ملي 10)للبوليميراز المتسلسل 
مليمولار من كل  2.0، و(2MgCl)مولار من كلوريد المغنيزيوم ملي Nonidet P، 5.2-40من المائة 

 لترميكرو 0.5بادئة و كل ميكرومتر من 0.2و ،dNTPثلاثي فوسفات النيوكليتيد منقوص الأكسجين 
سُّخُ  مرحلة. أما بارامترات التدوير فهي Taq للمستحرة المائية من بوليميراز الحمض النووي ت م 

 على حرارةدورة  35دقائق؛ تليها  4مدة لدرجة مئوية  94 على حرارة denaturationالبروتين 
مدة دقيقة لدرجة مئوية  72و ،مدة دقيقة واحدةلدرجة مئوية  68مدة دقيقة وحدة، ولدرجة مئوية  94

لتفاعل إلى اما بالنسبة أدقائق.  7مدة لدرجة مئوية  72 على حرارةنهائية  استطالة مرحلةواحدة، و
 A245الجولة الأولى ) تيبعد تضخيم الحمض النووي ببادئف، للبوليميراز المتداخلالمتسلسل 

كقالب في تفاعل ثان مع للبوليميراز لتفاعل المتسلسل لمن أول منتج  لترميكرو 1(، يستخدم B245و
تستخدم بارامترات التدوير ذاتها باستثناء درجة حرارة و .245.267و 245.5 البادئتين الداخليتين

التفاعل المتسلسل منتجات  وتحلل 245.267و 245.5مئوية للبادئتين الداخليتين  درجة 62هي لدين فالت
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ثلاثي  دارئ × 0.5في  الأجاروزمن هلام في المائة  1.2برحلان كهربائي هلامي من  للبوليميراز
 .TAEالخليك  رباعي الإيثيلينديامين أسيتات حمض

 
زوج  X fragariae 300المحددة لبكتيريا  للبوليميراز التفاعل المتسلسلم أمبليكونات احجأتبلغ  
زوج  286، وB245و A245باستخدام البادئتين للبوليميراز  لتفاعل المتسلسلفي الجولة الأولى ل قواعد
. ومع وجود 245.267و 245.5البادئتين  باستخدامالمتداخل للبوليميراز التفاعل المتسلسل في  قواعد

ً  زوج قواعد 650كميات مرتفعة من النموذج، يمكن لجزء ثان يبلغ حجمه   . أن يتضخم أحياناتقريبا
  
 ( 1996وآخرون ) Robertsبروتوكول  3-9-3-2
 

 X. fragariaeمن بكتيريا  عزلة 30هذا البروتوكول في دراسة تضمنت  تخصصجرى تأكيد  
ذات الصلة الوثيقة ببكتيريا أصناف البكتيريا من  16)تمثلّ  X. campestrisمن بكتيريا  عزلة 17و

X. fragariaeبكتيريا مستصفرة من أصناف  عزلات 9( وxanthomonads  معزولة المُمرّضة الغير
 التفاعل المتسلسلقد مكّن والتي اختبرت.  العزلاتلم تلاحظ تفاعلات مع و. الفراولةمن 

ً في الأنسجة  X. fragariaeخلية من خلايا بكتيريا  18هذا الكشف عن  المدمج للبوليميراز تقريبا
 (.1996وآخرون  Robertsالنباتية )

 
 هي: 1996وآخرون  Roberts كما وصفها ه المتداخلةالبادئات شب

 
XF9: 5′-TGGGCCATGCCGGTGGAACTGTGTGG-3′  

XF11: 5′-TACCCAGCCGTCGCAGACGACCGG-3′  

XF12: 5′-TCCCAGCAACCCAGATCCG-3′  

 
التفاعل من خلائط تفاعل تحتوي دارئ  اً لترميكرو 25في  للبوليميرازالتفاعل المتسلسل  ينفذ 

من كلوريد البوتاسيوم،  اً مولارملي Tris-HCl ،50من  اتمولارملي 10)للبوليميراز المتسلسل 
من كل ثلاثي فوسفات النيوكليتيد  مليمولار 2.0و (2MgCl كلوريد المغنيزيوممولار من ملي 5.1

من بوليميراز الحمض  لترميكرو 0.5و ،ميكرومتر من كل بادئة 0.2، وdNTPمنقوص الأكسجين 
سُّخُ البروتين  مرحلة. أما بارامترات التدوير فهي Taq للمستحرة المائية النووي  denaturationت م 
 30مدة لدرجة مئوية  95 على حرارةدورة  30مدة دقيقتين؛ تليها لدرجة مئوية  95 حرارةعلى أولية 
نهائية  استطالة مرحلةو ؛ثانية 45مدة دقيقة لدرجة مئوية  72و ثانية، 30 مدةلمئوية درجة  65وثانية، 

 شبه للبوليميرازلتفاعل المتسلسل إلى ادقائق. أما بالنسبة  5مدة لدرجة مئوية  72 على حرارة
ستخدم ت(، XF1و XF9الجولة الأولى ) تيبعد تضخيم الحمض النووي ببادئف، المتداخل

مع البادئتين  ثان   تفاعلفي  نموذجك المتسلسل للبوليميرازلتفاعل لمن أول منتج  اتلترميكرو 3
XF9 وXF12. درجة  58 تبلغحيث لدين تستخدم بارامترات التدوير ذاتها باستثناء درجة حرارة التو
من في المائة  1.5برحلان كهربائي هلامي من المتسلسل للبوليميراز التفاعل تحلل منتجات و. مئوية

 .TAEالخليك  رباعي الإيثيلينديامين ثلاثي أسيتات حمض دارئ × 0.5في  الأجاروز
 

لتفاعل المتسلسل للبوليميراز في ا X. fragariaeلبكتيريا  يبلغ حجم الأمبليكونات المحددة 
زوج قواعد في  458و، XF11و XF9الجولة الأولى للتفاعل باستخدام البادئتين  زوج قواعد لدى 537
 .XF12و XF9متداخل باستخدام البادئتين الشبه  المتسلسل للبوليميراز تفاعلال
 



14بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  18-14بروتوكول التشخيص 

  نيالآالتفاعل المتسلسل للبوليميراز   3-9-4
 

 (2007) وآخرون Weller بروتوكول 3-9-4-1
 

من بكتيريا  عزلات ت عشرهذا البروتوكول في دراسة تضمن تخصصجرى تأكيد  
X. fragariae بكتيريا مستصفرة من أصناف عزلة 24و Xanthomonas  ّنوع 12)تمثل ً من  17و ا

 X. fragariaeبكتيريا غير كتشف يلم و .(X. fragariaeذات الصلة الوثيقة ببكتيريا أصناف البكتيريا 
 وحدة مكوّنة 103الكشف عن  منللبوليميراز سلسل التفاعل المتا هذقد مكّن و(. العزلات جميع)في 

(. وقد قام مختبر في هولندا 2007وآخرون  Weller) من الأوراقمليلتر لكل قرص /لمستعمرات
الخبرة وبيانات التحقق متاحة على قاعدة بيانات  ؛بمزيد من التحقق من صحة هذا البروتوكول

منظمة حماية النباتات في أوروبا ومنطقة البحر الأبيض المتوسط التشخيصية ل
(http://dc.eppo.int/validationlist.php.) 
 

بشكل ترابطي عند  ةمووسم ،TaqManومسبار  ،gyrBجينة  سلاسللى إالمستندة  ،البادئاتإن  
مّدّ  '3وعند الطرف رقم  JOEبالصبغ المُخبر  5الطرف رقم '  هي:و ،TAMRAبالصبغ المُخ 

 
Xf gyrB-F: 5'-CCG CAG CGA CGC TGA TC -3' 

Xf gyrB-R: 5'-ACG CCC ATT GGC AAC ACT TGA-3' 

Xf gyrB-P: 5'-TCC GCA GGC ACA TGG GCG AAG AAT TC-3' 

 
إلى  نموذجالمن الحمض النووي  اتلترميكرو 4بإضافة  للبوليميراز التفاعل المتسلسل ينفذ 

مولار من كلوريد ملي 5.5، وA TaqMan (Applied Biosystems1)دارئ  x 1خليط تفاعل يحتوي على 
 dNTPميكرومتر من كل ثلاثي فوسفات النيوكليتيد منقوص الأكسجين  200، والمغنيزيوم

)Promega1(بوليميرازوحدة من إنزيم  63.0نانومتر و 100 مسبارو نانومتر لكل بادئة، 300، و 
 مرحلة(. أما بارامترات التدوير فهي Applied Biosystems)النظم  AmpliTaq Gold النووي حمضال

درجة  95 على حرارةدقيقة  15درجة مئوية وبعد ذلك  50 على حرارةتفعيل أولية من دقيقتين 
درجة  60 على حرارةدرجة مئوية ودقيقة واحدة  95 على حرارةثوان  10دورة من  40تليها  ،مئوية
 مئوية.

 

 التفاعل المتسلسل للبوليميرازتفسير نتائج   3-9-5
 

  التقليديللبوليميراز  التفاعل المتسلسل 3-9-5-1
 

كتشف أي من الأمبليكونات الخاصة إذا لم يُ  ةسلبيللبوليميراز  التفاعل المتسلسل نتيجة عتبرت 
في الأمبليكونات كشف عن ي فيما السلبية الشواهدمن الحجم المتوقع للعينات و X. fragariaeببكتيريا 
 الإيجابية جميعها.  الشواهد

 
إذا كشف عن أمبليكون واحد على الأقل  ةإيجابيللبوليميراز التفاعل المتسلسل  نتيجة عتبرت 

ً من الحجم المتوقع، شريطة ألا يكون قد ضُخّم  X. fragariaeخاص ببكتيريا  من أي من انطلاقا
 السلبية.  الشواهد

 
تم الحصول على  ما إذا إلى الكبح للبوليميرازالتفاعل المتسلسل  تعرضفي قد يشتبه  

فيما يتم في الماء  X. fragariae الإيجابي الذي يحتوي على بكتيريا شاهدالأمبليكون المتوقع من ال
يوصى وفي مستخلص نباتي.  X. fragariae إيجابية مع بكتيريا شواهدنتائج سلبية من الحصول على 

للمستخلص  1 000: 1و 100:1و 10:1 بمحلولات مخففة بنسبللبوليميراز التفاعل المتسلسل بتكرار 
 أو تكرار استخلاص الحمض النووي.
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 19-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 نيالآللبوليميراز  لتفاعل المتسلسلا  3-9-5-2
 

 إلا إذا:مثبت الصلاحية  نيالآالمتسلسل للبوليميراز التفاعل لا يعتبر  
 

 الإيجابي منحنى تضخيم بواسطة البادئات الخاصة بالمُمرض. شاهدأنتج ال -
الاستخلاص السلبي  شاهد( مع 40الدورة تبلغ  حد لم يشاهد أي منحنى تضخيم )أي أن قيمة -

 التضخيم السلبي. شاهدو
 

السلبي )في حال  شاهدينبغي أن ينتج ال ،COX لـ الداخلي الشاهدفي حال استخدمت بادئات  
عينات منحنى تضخيم. ويشير إخفاق العينات في إنتاج الالإيجابي وكل عينة من  شاهداستخدم( وال

أو  تفشل قد الحمض النووي عملية استخلاص أن ،الداخلي، مثلاً  الشاهدمنحنى تضخيم مع بادئات 
المتسلسل للبوليميراز لتفاعل مركبات كابحة للم يدرج في مزيج التفاعل أو أن  الحمض النوويأن 

 قد فسد.  اةموجودة في الحمض النووي المستخلص أو أن حمض النو
 

حد وتعتبر عينة ما إيجابية إذا أنتجت منحنى تضخيم نموذجيا. وينبغي التحقق من قيمة  
 تنفيذ الاختبار أول مرة.الدورة في كل مختبر لدى 

 

 للاختبارات الجزيئية الشواهد 3-9-6
 

نوع الاختبار المستخدم  بحسب-ملائمة  شواهد، ينبغي تناول الاختبار ؤخذ بنتيجةيلكي  
عزل حمض النواة وتضخيمه للآفة المستهدفة أو  سلاسللكل سلسلة من  -ودرجة اليقين المطلوبة 
، يتألف الحد الأدنى من لى التفاعل المتسلسل للبوليميرازبالنسبة إو حمض النواة المستهدف.

وشاهد سلبي للتضخيم )لا وشاهد داخلي  شاهد إيجابي لحمض النواة الشواهد واجبة الاستخدام من
 (.شاهد نموذج

 
  مكان اختبار العينات.عن  بعيد كانالإيجابية في م الشواهدينبغي أن تجهّز و 

 
التفاعل المتسلسل لرصد كفاءة التضخيم ب شاهديسُتخدم هذا ال. لحمض النواةالإيجابي  شاهدال 

ً  اةاستخدام حمض نو يجوز. للبوليميراز ن( أو حمض نووي كامل الجينوم أو )مخزّ  مُعدّ مسبقا
يوصى لهذا البروتوكول و(. للتفاعل المتسلسل للبوليميراز اصطناعي )مثلاً، منتج مستنسخ شاهد

 شاهدمليلتر( ك/مكوّنة لمستعمراتوحدة  104–106) X. fragariaeتعليق مستزرع نقي لخلايا بكتيريا 
 .اةإيجابي لحمض النو

 
، ينبغي أن نيالآ التفاعلالتقليدي وبالنسبة إلى التفاعل المتسلسل للبوليميراز الداخلي  شاهدال 

جينة ( أو 2000وآخرون،  Weller) COXكمثل  للشؤون الوراثية يتضمن البروتوكول جينة تدبير
( أو هيدروجنازغليسرالدهايد 1991وآخرون  Weisberg) 16S المرسال لحمض النووي الريبيا
بسبب إخفاق  كاذبة( لاستبعاد احتمال ظهور نتائج سلبية 2012وآخرون،  Mafra) GADPHسفات والف

  .لتفاعل المتسلسل للبوليميرازل عوامل كابحةاستخلاص الحمض النووي أو تدهوره أو وجود 
  

المتسلسل لتفاعل ضروري ل شاهدهذا ال( شاهد نموذج بدونالتضخيم السلبي ) شاهد 
الناجمة عن التلوث خلال  كاذبةبغية استبعاد النتائج الإيجابية ال نيالآالتفاعل التقليدي وللبوليميراز 

الذي المتسلسل للبوليميراز لتفاعل ل الصالحإعداد خليط التفاعل. ويضاف في مرحلة التضخيم الماء 
 للفوسفات معقمّ في مرحلة التضخيم.  دارئكان قد استعمل لإعداد خليط التفاعل أو يضاف محلول 
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 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  20-14بروتوكول التشخيص 

النواة المستهدف  إتاحة حمضلضمان  شاهديستخدم هذا ال الاستخلاص الإيجابي. شاهد 
. ويستخلص الحمض النووي من المتسلسل للبوليميرازالتفاعل للتضخيم ب تينكافيال بالكمية والجودة

بكميات تناهز  فيها الفيروس المستهدف انغرزأنسجة العائل المصابة أو من أنسجة نباتية سليمة 
 الذي يعتبر حدّ الكشف الذي ينص عليه البروتوكول.  المستوى

 
الأوراق المستخدمة لكل نبتة  أنسجةشر كمية الإيجابي تقريباً عُ  شاهدال تبلغ كمية وينبغي أن 

بمنقوعات  ،استخلاص إيجابية شواهدلاستخلاص الحمض النووي. ويوصى لهذا البروتوكول ك
 مرجعية. .fragariae Xمليلتر من سلالة بكتيريا /لمستعمرات وحدة مكوّنة 106 غزرت فيهاأنسجة 

 
، ينبغي الحرص على اجتناب التلوث الناجم عن المتسلسل للبوليميراز إلى التفاعل وبالنسبة 
للبوليميراز المتسلسل  إلى التفاعلالإيجابي أو من عينات إيجابية )خاصة بالنسبة  شاهدذ من الارذ

الإيجابي المستخدم في المختبر  شاهدالأمر ذلك، ينبغي أن يسُلسل ال ي(. وعندما يقتضالمتداخل
التفاعل بحيث تمكن مقارنة السلسلة بسهولة مع السلاسل التي يتم الحصول عليها من أمبليكونات 

إيجابية اصطناعية  شواهدمن ذلك، يمكن تشكيل  ذات الحجم الصحيح. وبدلاً المتسلسل للبوليميراز 
ن بدورها بأمبليكونات ذات سلسلة معروفة  ذات الحجم المتسلسل للبوليميراز التفاعل يمكن أن تقار 

 الصحيح.
 

لرصد التلوث خلال استخلاص الحمض  شاهديستخدم هذا ال الاستخلاص السلبي شاهد 
حمضاً نووياً استخلص من أنسجة  شاهدالنووي و/أو رد الفعل المتبادل مع نسيج العائل. ويضم ال

 X. fragariaeلبكتيريا  مستخلصمنقوع  عن نسيج عينة العائل غير المصابة وتم تضخيمه لاحقا، أو
متعددة حين يتوقع أن تكون هناك أعداد  شواهداختبرت سابقاً على أنها سلبية. وينصح باستخدام 

 كبيرة من العينات الإيجابية.
 

 تحديد الهوية -4
 

الأدنى لمتطلبات تحديد الهوية هو عزل البكتيريا وتحقيق نتيجة إيجابية من كل من  الحد 
( أو التألق المناعي 7-3)القسم  DAS-ELISAغير المباشر و إليزا( اختبار 1تقنيات الكشف الثلاث: )

(؛ 9-3 )القسم المتسلسل للبوليميرازالتفاعل ( 2؛ )الكلون أحاديةأجسام مضادة ( باستخدام 8-3 )القسم
 Kochلاستيفاء متطلبات فرضيات  الفراولة( اختبار القدرة الإمراضية عن طريق تلقيح عوائل 3)
خصائص السلالة ( لتثبيت 4يمكن إجراء اختبارات إضافية )القسم و(. 6-3و 4-4 القسمان)

 الإيجابية والسلبية في الاختبارات جميعها. الشواهدوينبغي تضمين  الموجودة.
 

 مسح، وبعد إجراء اختبار الحاملة للأعراضالكامنة أو النباتات غير  اتالإصابفي حالة  
ينبغي عزل الكائن الممرض وتأكيد هويته، بما في ذلك عن طريق اختبار القدرة الإمراضية  ،أولي
 .Kochاستيفاء فرضيات المستزرع النقي وعلى 
 
 يولوجية والبيوكيميائية زالاختبارات الفي 4-1
 

البكتيريا جميع أصناف  تشترك فيهاائص استزراع بخص X. fragariae ريايبكت تتسم 
على شكل قضبان هوائية بزائدة قطبية  ، وتكونالخلايا سلبية الغرامف .xanthomonadsالمستصفرة 

يستخدم  النترات غبر مخفضة واختبار الكاتالاز إيجابي والأ سباراجين لاو .واحدة شبيهة بالسوط
(. 2001 وآخرون Schaad؛ Bradbury ،1984؛ Bradbury ،1977كمصدر وحيد للكربون والنيتروجين )

المستعمرات مخاطية ومحدبة ولامعة على وسطي وإنتاج ضعيف للأحماض من الكربوهيدرات. و
YPGA وWilbrink-N (Dye ،1962 ؛van den Mooter وSwings 1990 ؛Swings ؛ 1993آخرون وSchaad 
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 21-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

بسهولة عن غيرها من الأجناس الهوائية  xanthomonads تمييز أنواعيمكن و(. 2001وآخرون،
سلبية الغرام على شكل قضيب وغيرها من البكتيريا المصطبغة باللون الأصفر حسب الخصائص ال

 .(2001) وآخرون، Schaadكما وصفها  ،2المبينة في الجدول 
 

ة بكتيرياالالخصائص النمطية الظاهرية لتمييز  -2 الجدول بكتيريا العن  Xanthomonas المُسْت صْفِر 
ائِف ة  Pantoeaبكتيريا و Flavobacterium والبكتيريا المصطبغة الصفراء Pseudomonas الزَّ

Schaad)2001 ،وآخرون) 

 الخصائص
البكتيريا 

سْتصَْفِرَة   الم 
ائفَِة  البكتيريا الزَّ

البكتيريا 
  المصطبغة

Pantoea   بكتيريا

 ، قطبي Flagellation 1 الأسواط
 ،1 من أكثر

  قطبية
 لا شيء 

 مُحيطِيَّةُ 

  الأ هْداب

 الصباغ الأصفر
Xanthomonadin 

  لا لا  لا  نعم 

 لا  لا  متغير  لا  Fluorescence التألق

 لا  لا  متغير  نعم   ليفان من السكروز

من  S2H حمض الكبريتيك
 السيستين

 لا  لا  لا  نعم 

 Oxidase أوكسيديز
سلبي أو 
 ضعيف 

 سلبي  إيجابي  متغير 

 نعم  لا  لا  لا   تخمير

 المائة كلوريدفي  0.1 نمو على
 ( TTC) تترازوليوم ثلاثي فينيل

 نعم  نعم  نعم  لا 

 

المتاحة من مجموعات مختلفة التي   X. fragariaeبكتيريا ويوصى باستخدام السلالات المرجعية 
 .لاستخدامها كشواهد إيجابية في الاختبارات البيوكيميائية والفسيولوجية 3يتم عرضها في الجدول 
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 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  22-14بروتوكول التشخيص 

  Xanthomonas fragariae مرجعية لبكتيرياالسلالات ال -3الجدول 

 المصدر  السلالة

ATCC 33239  
الأمريكية، ماناساس، فيرجينيا، الولايات المتحدة  تزرعةمجموعة الأنواع المس

 الأمريكية

CFBP 2510 
المجموعة الفرنسية للبكتيريا الممرضة للنبات، المعهد الوطني للبحوث الزراعية، 

  أنجيه، فرنسا

ICMP 5715  المجموعة الدولية للكائنات المجهرية من النبات، أوكلاند، نيوزيلندا  

BCCM/LMG 
708 

مجموعة مختبر علم الأحياء  /المجموعة البلجيكية للكائنات المجهرية المنسقة
 الدقيقة وعلم الوراثة الميكروبية، غينت، بلجيكا 

NCPPB 1469 

المجموعة الوطنية للبكتيريا المسببة لأمراض النبات، مختبر العلوم المركزي، 
ة النباتات من دائرة حماي المستزرعاتيورك، المملكة المتحدة؛ مجموعة 

 فاغينينغن، هولندا.

NCPPB 1822 

المجموعة الوطنية للبكتيريا المسببة لأمراض النبات، مختبر العلوم المركزي، 
من دائرة حماية النباتات المستزرعات يورك، المملكة المتحدة؛ مجموعة 

 فاغينينغن، هولندا.
  

 بكتيريياالأنيواع عين  X. fragariae رد معظم الخصائص ذات الصلة أو المفييدة لتميييز بكتيرييات 
فيي  EPPO ،2006؛ 2001،وآخيرون Janse؛ 2001 ،وآخيرون Schaad) الأخيرى Xanthomonas المستصفرة

 . 4 الجدول
 

بكتيريييا العيين مجموعيية  Xanthomonas fragariae اختبييارات تشخيصييية لتمييييز بكتيريييا -4الجدول 
Xanthomonas campestris بكتيريا المجموعة وXanthomonas arboricola pv. Fragariae 

 X. fragariae X. campestris الاختبار 
X. arboricola pv. 

fragariae. 

 غير محدد + – درجة مئوية 35 على حرارةالنمو 

كلوريد في المائة  2 النمو على
 الصوديوم

– + + 

 + + – التحلل المائي للإسكولين

 + تفاعل متفاوت + تسييل الجيلاتين

 غير محدد + – هضم البروتين

 + تفاعل متفاوت + التحلل المائي للنشا

 – – – إنتاج اليورياز
       حمض من:

 غير محدد + – Arabinoseالأرابينوز 
 + + – Galactose الغالاكتوز
 غير محدد + – Trehaloseالتريهالوز 
 + + – Cellobioseالسيلوبيوز 

 (.2006) منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسطو 2001وآخرون، Janse المصدر:
 



14بروتوكول التشخيص    روتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائحب 

 23-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

يمكن أن يجري تحديد الخصائص البيوكيميائية للسلالات باستخدام نظم تجارية ويمكن تحدييد  
 CH 50 API (bioMérieux1)و  NE 20APIبالتنميط على الصيفائح الشيريطية  fragariae Xهوية بكتيريا 

(EPPO ،2006.) 
 

تعلقات مين مسينبغي اتباع تعليمات الشركة المصنعّة لإعداد  ، NE 20API 1للصفائح الشريطية 
وتلُقيييح الشيييرائح  Wilbrink-Nومسيييتزرعات سيييلالة مرجعيييية عليييى وسيييط  سييياعة 48عميييره اختبيييار 

 .سيياعة 96و 48درجيية مئوييية وتكييون القييراءة بعييد  26-25 علييى حييرارة حضيينويجييري ال .الشييريطية
سياعة للاسيتفادة مين الركييزة ميع  96سياعة للنشياط الأنزيميي والقيراءة بعيد  48تقارن القيراءة بعيد و
 (.5الجدول ) X. fragariaeبكتيريا المميزة لخصائص ال
 



14بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  24-14بروتوكول التشخيص 

  API 20 NE في شرائط Xanthomonas fragariae تفاعلات بكتيريا   -5الجدول 

 †( ساعة 96أو  48 بعد) التفاعل الاختبار

 – الجلوكوزتخمير 

 – Arginine الأرجينين

 – Urease اليورياز

 + Esculin الإسكولين

 (ضعيف)+  الجيلاتين

 + ج β - D -البارانِتروفِنِيل

 PNPG الاكتوبيرانوسيديز
Para-nitrophenyl-β-D-galactopyranosiDASe 

(PNPG) 

 :تمثل

 

 + الجلوكوز

 – Arabinose الأرابينوز

 + Mannose المانوز

 – Mannitol المانيتول

 N -الجلوكوزامين أسيتيل
N-acetyl glucosamine 

+ 

 – Maltoseالمالتوز 

 – Gluconate الغلوكونات

 – Caprate الكابرات

 – Adipate الأديبات

 + Malate المالات

 – Citrate السيترات

 – Phenyl acetate الفينيل اسيتات

 
 (.2005 وآخرون، López)تم اختبارها  X. fragariae سلالات بكتيريامن في المائة  90 بينتفاعلات مشتركة  †

 
فيي  0.1= نيانومتر600ضوئية  بكثافةتعلقات خلايا بكتيرية مسعدّ ت ،CH 50 APIللصفائح الشريطية  

 Cمليلتيير ميين وسييط  20. ويضيياف مليلتيير واحييد ميين المسييتعلق إلييى ميينظم بالفوسييفاتمحلييول ملحييي 
غيرام  2.0؛ 4HPO2Kمين فوسيفات ثنائيية البوتاسييوم  اتغرامي 5.0؛ 4PO2H4NHغرام من  5.0)معدلّ ال

غيرام واحيد مين مسيتخلص ؛ NaCl ن كلورييد الصيوديومم اتغرام 5 ؛4MgSOيوم زسلفات المغنيمين 
لتير واحيد مين  (؛فيي المائية 0.2) bromothymol blueمين البروموثيميول الأزرق  اً مليلتر 70خميرة؛ ال

ينبغيي اتبياع إرشيادات الشيركة المصينعة لتلقييح و(. Dye ،1962) (6.8الماء المقطير؛ درجية حموضية 
درجية مئويية فيي ظيروف يتيوفر فيهيا الهيواء  25 عليى حيرارة حضينالشريطية. ويجري ال ائحالشر



14بروتوكول التشخيص    روتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائحب 

 25-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

القراءة بعد يومين وثلاثة وستة أيام. وتلاحظ الاستفادة من الكربوهيدرات المختلفة بتكوّن لون تتم و
  (.6)الجدول  حضنبعد فترة ال كبيباتالأصفر في 

  

 API 50 CH لصفائح الشريطيةا في Xanthomonas fragariae تفاعلات بكتيريا - 6 الجدول

 ستة أيام( )بعدالتفاعل  † الاختبار

 متفاوت D-Arabinose أرابينوز – د

 + Galactose الغالاكتوز

 + D-Glucose الجلوكوز-د

 + D-Fructose الفركتوز -د

 + D-Mannose المانوز -د

 N -أسيتيل الجلوكوزامين
N-acetyl glucosamine 

+ 

 + Esculin الإسكولين

 + Sucrose السكروز

 + Trehalose التريهالوز

 + D-Lyxosa ليكسوزا–د 

 + L-Fucose فكوز–لـ 

وآخرون،  CHAPI 50  (Lópezالشريطية اختبار الصفائح  فيمن السكريات المتبقية  X. fragariaeلا تستفيد بكتيريا † 
2005) 

 
  FAMEعن طريق استرات ميثيل الأحماض الدهنيةتحديد الخصائص  4-1-1
 

السيتوبلازمية والخارجية للبكتيريا  استرات ميثيل الأحماض الدهنية المرتبطة بالأغشية 
( 2001وآخرين ) Dickstein(. وترد في Sasser ،1990السلبية الغرام مفيدة لتحديد الهوية البكتيرية )

أحماض دهنية محددة يمكن استخدامها للتنبؤ بجنس البكتيريا السلبية الغرام والبكتيريا الإيجابية 
مقارنة أنواع الأحماض الدهنية وكمياتها النسبية في نمط سلالة الغرام. ويستند تحديد الهوية إلى 

 مكتبة غير معروفة بأنماط من مجموعة متنوعة واسعة من السلالات في قاعدة بيانات )مثل
TSBA40 ومن حاسم الأهمية أن تجري تنمية البكتيريا في ظروف موحدة من ناحية الوقت .)

ل على نتائج قابلة للتكرار. وتحتوي سلالات بكتيريا ودرجة الحرارة والوسط المغذي بغية الحصو
X. fragariae 16:1 ثلاثة أحماض دهنية رئيسية: بنسب ω-7cis ،0:15و anteiso، 0:15و iso وفي حين .

تطابق بعض سلالات الاختبار جيداً مع النمط الموجود في قاعدة البيانات، لدى سلالات أخرى ت
تظهر  X. fragariaeأنماط أحماض دهنية مختلفة لا تتوافق جيدا. وقد أظهرت الدراسات أن سلالات 

ً كبيراً وتنقسم إلى ما لا يقل عن أربع مجموعات متميزة من الأحماض الدهنية )  Robertsتنوعا
( للتنميط عن طريق 1998وآخرون ) Roberts(. يوصى بالطريقة التي وصفها 1998وآخرون، 

تنمّى سلالات الاختبار في أجار الصُّويا ف. X. fragariaeاسترات ميثيل الأحماض الدهنية لبكتيريا 
ماض ساعة، ويطبق إجراء استخلاص الأح 48مدة لدرجة مئوية  24 على حرارةبِالترِيبتِيكاز 



14بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  26-14بروتوكول التشخيص 

 (MIDIلتحديد الهوية الميكروبية ) Sherlockباستخدام نظام شرلوك  عزلةالدهنية وتحلل ال
(Newark, DE, United States.) 
 

 عن طريق استرات ميثيل الأحماض الدهنية عملية تحديد الخصائصتفسير نتائج  4-1-1-1
 

كانت  الدهنية إيجابياً إذاعن طريق استرات ميثيل الأحماض  ر تحديد الخصائصيكون اختبا 
الإيجابي أو السلالة/السلالات  شاهدمع نمط ال ةسلالة الاختبار متطابق مجموعة خصائص
ويتوفر تحليل الأحماض الدهنية من نظام تحديد الهوية الميكروبية  .X. fragariaeالمرجعية لبكتيريا 

وكالة البحوث الغذائية )(، NCPPBومن المجموعة الوطنية للبكتيريا المسببة لأمراض النبات )
، يورك، المملكة المتحدة(. ويرد تكوين وكميات استرات ميثيل الأحماض الدهنية في Feraوالبيئية 
 (.2001وآخرين ) Janseفي  X. arboricola pv. fragariaeوبكتيريا  X. fragariaeبكتيريا 

 

 الاختبارات المصلية  4-2
 

  التألق المناعي  4-2-1
 

المشتبه بها. يعدّ  X. fragariaeيمكن استخدام التألق المناعي لتحديد هوية سلالات بكتيريا  
ويطبق إجراء التألق بالفوسفات منظم خلايا/مليلتر في محلول ملحي  106مستعلق من حوالي 

إذا كان سيتم إجراء اختبارين اثنين فقط لتحديد الهوية لغرض و. 8-3المناعي الموضح في القسم 
 التشخيص السريع، ينبغي عدم استخدام اختبار مصلي آخر بالإضافة إلى هذا الاختبار.

 

  إليزااختبار  4-2-2

 

-3)الموضحين في القسمين  DAS-ELISAغير المباشر أو اختبار  إليزايمكن استخدام اختبار  
المعزولة من مواد  المشتبه بها X. fragariaeعلى التوالي( لتحديد هوية سلالات بكتيريا  2-7-3و 7-1

نباتية مصابة ببقع خشنة بكتيرية. وإذا كان سيتم إجراء اختبارين اثنين فقط لتحديد الهوية لغرض 
 التشخيص السريع، ينبغي عدم استخدام اختبار مصلي آخر بالإضافة إلى هذا الاختبار.

 

 الاختبارات الجزيئية  4-3
 

  المتسلسل للبوليميرازالتفاعل  4-3-1

 

المشتبه بها باستخدام بروتوكولات  X. fragariaeيمكن تحديد هوية مستزرعات بكتيريا  
 . 9-3الموضحة في القسم  المتسلسل للبوليميرازالتفاعل 

 
 REP-PCR المتناوب اللاجيني المتكرر -التفاعل المتسلسل للبوليميراز  4-3-2

 
في  X. fragariaeمحددة لتحديد هوية سلالات بكتيريا  PCR-(REP)ترد بروتوكولات  

Opgenorth ( و1996وآخرين )Pooler ( ويمكن استخدام أي من هذه البروتوكولات 1996وآخرين .)
 .X. fragariaeموثوق لهوية سلالات بكتيريا التحديد لل

 
الذي يرد أدناه إلى خليط التفاعل وظروف  المتسلسل للبوليميرازالتفاعل يستند بروتوكول  

 (. 1996وآخرين ) Opgenorthالتضخيم الموضحة في 
 

أو مستعمرات فردية على وسط مسحات خذ السلالات البكتيرية التي سيجري تحليلها من ؤت 
 اتغرام BD BBL1 ،10(غرام فيتون  5.2غرام من السكروز،  5المعدّل ) Pierceمرض بيرس 
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 27-14 يتشخيصبروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

مولار من  2 مقداربـ 5.7(؛ لتر واحد من الماء المقطر؛ تعديل الحموضة إلى BBLBD 1فيتاجيل )
(. يمكن استخدام 1996وآخرون  Opgenorthحمض الهيدروكلوريك قبل التسخين تحت الضغط )

 أوساط مختلفة للنمو؛ ولكن تنبغي معايرتها قبل الاستخدام.
 

 مجموعتا البادئات هما: 
 

REP1R-I: 5′-IIIICGICGICATCIGGC-3′  

REP2-I: 5′-ICGICTTATCIGGCCTAC-3′  

ERIC1R: 5′-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′  

ERIC2: 5′-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC G-3′  

 
)على  HCl-Trisمن  اً مليمولار 4NH ،)67(4SO2)مليمولار من  6.16يحتوي دارئ التفاعل على  

 مركابتوإيثانول-2من  اً مليمولار EDTA ،30ميكرومولار من  6.7(، 8.8درجة حموضة 
2-mercaptoethanol، 0.17  حجم/حجم(  في المائة 10مليلتر، /منظم بالفوسفاتملغ من محلول ملحي(

مليمولار لكل ثلاثي فوسفات النيوكليتيد منقوص  dimethyl sulfoxide ،1.2ثنائي ميثيل سلفوكسيد 
للمستحرة  ن من بوليميراز الحمض النووييمن كل بادئة ووحدت اً بيكومولار 62، وdNTPالأكسجين 

باستخدام طرف ماصة  . وتنقل البكتيريا من مستعمرة مُمثِّلة لسلالة الاختبارTaq المائية
 المتسلسل للبوليميرازالتفاعل معقمة )أو أي أداة مناسبة أخرى(، إلى أنبوب  اتميكروليتر 10

درجة  95 على حرارةميكرولتر من خليط التفاعل. أما بارامترات التدوير فهي  25المحتوي على 
درجة مئوية  44حدة، وامدة دقيقة ولدرجة مئوية  94 على حرارةدورة  35دقائق؛ تليها  6مدة لمئوية 

درجة  65و ،مدة دقيقة واحدةل (ERIC)بادئات  درجة مئوية 52أو  ،مدة دقيقة واحدةل( REP)بادئات 
مدة لدرجة مئوية  68 على حرارةنهائية  استطالة مرحلةوتلي دورات التضخيم  .دقائق 8مدة لمئوية 

ً منتجات التضخيم ) 16 )وزن/حجم( في المائة  1.5( في اتميكرولتر 10-5دقيقة. وترحّل كهربائيا
بالأشعة فوق . وتشاهد شدف الحمض النووي بعد صبغها ببروميد الإثيديوم الأجاروزمن هلام 

 البنفسجية النافذة.
 
 REP-PCR المتناوب اللاجيني المتكرر -التفاعل المتسلسل للبوليميراز تفسير نتائج 4-3-2-1
 

إذا كانت لديها البصمات  X. fragariaeتحدد هوية سلالات الاختبار البكتيرية على أنها بكتيريا  
( 1996وآخرون  Poolerالسلالات المرجعية ) من ERICو REPالجينومية نفسها التي للأنماط الجينية 

نفسه باستخدام الهلام نفسه. ويمكن الحصول على عدد المتسلسل للبوليميراز التفاعل مضخّمة في 
نظراً لوجود  X. fragariaeصغير من شرائط متعددة الأشكال من السلالات المختلفة لبكتيريا 

 مستويات تنوع جينومي منخفضة.
 
 السلاسل المتعددة المواقعتحليل   4-3-3

 
استخدم نهج تحليل السلاسل المتعددة المواقع على نطاق واسع لتحديد هوية أصناف البكتيريا  

وآخرون  Hamza؛ 2010وآخرون،  Almeida ؛2007وآخرون،  xanthomonads (Parkinsonالمستصفرة 
أن هناك مسودة تسلسل جينومي ، خاصة X. fragariae( ويمكن أن يستخدم لتحديد هوية بكتيريا 2012

(. ومع ذلك، تجدر الإشارة إلى أن هذه المنهجية لم يتحقق 2013وآخرون،  Vandroemmeمتوفرة )
 (gyrB، rpoD. يجري تضخيم جينات تدبير )مثل X. fragariaeمنها بعد لغرض تحديد هوية بكتيريا 

(. 2012وآخرون ) Hamza( و2010وآخرون ) Almeidaباستخدام البادئات والظروف التي وصفها 
ويتكون تحليل السلاسل المتعددة المواقع من س لسلة مواقع متعددة )عادة أربع إلى ثماني جينات 

مودعة في قواعد  Xanthomonasتدبير( ومقارنة هذه السلاسل مع سلاسل مرجعية من أنواع بكتيريا 



14بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 لوقاية النباتاتالاتفاقية الدولية  28-14بروتوكول التشخيص 

وبات النبات بيانات النوكليوتيدات؛ مثلاً قاعدة البيانات المشتركة لميكر
bin/MLST/home.pl-http://genome.ppws.vt.edu/cgi) (Almeida ،2010 وآخرون ،)وMLVAbank 

Q-، وقاعدة بيانات البكتيريا genotyping/4psud.fr/mlvav-http://mlva.u/الجيني للميكروبات  للتنميط

/bank (bank.eu/Bacteria-http://www.q .) 
 

  الإمراضيةاختبارات القدرة  4-4
 

 X. fragariaeينبغي، عند الاقتضاء، تأكيد هوية السلالات البكتيرية التي يشتبه بأنها بكتيريا  
باختبار القدرة الإمراضية. فينبغي تلقيح سلالات منتقاة من صفائح جرى عزلها أو تخصيبها في 

(. 6-3لإصابة )أو أوراق مفصولة، كما هو موضح في القسم لأوراق على نباتات فراولة قابلة 
 Hildebrand( وأ1997وآخرون ) Civerolo (1980 ،)Civeroloو Hazelوهناك عدة إجراءات متوفرة: 

 (.2005وآخرون )
 

 إجراء التلقيح العام  4-4-1
 

من  X. fragariaeاستخدام نباتات فراولة خالية من بكتيريا  ا،التلقيح الموصى به من إجراءات 
أصناف قابلة للإصابة )مثل كاماروسا، سيسكاب، سلفا، كورونا، باجارو(. وإذا كان ذلك ممكناً، 

درجة مئوية وعلى رطوبة  25–20 على حرارةينبغي أن تحفظ النباتات طوال الليل في غرفة بيئية 
ساعات قبل التلقيح لإحداث  4مدة لللضوء  مع تعريضها( في المائة 90نسبية مرتفعة )أكثر من 

 فتحات ثغيرية في الأوراق. 
 

مليلتر( في ماء مقطّر ومعقمّ أو /لمستعمراتوحدة مكوّنة  106تجهّز مستعلقات خلايا بكتيرية ) 
. يطلى اللقاح لكل سلالة على الأسطح البعيدة بالفوسفاتمنظم من محلول ملحي  اتمليمولار 10في 

عن العرق لثلاث ورقات ثلاثية الوريقات على كلّ من نبتتين أو ثلاث نبتات ببندقية رش ذات 
( لكي لا يحدث إشباع بالماء. DeVilbiss1ضغط منخفض أو بخاخة أو أداة مماثلة )مثلاً من 
لسطح البعيد عن العرق بإبرة( قبل طلاء وبالإمكان تيسير الإصابة بجرح الأوراق )مثل ثقب ا

على النباتات في غرفة يحافظ فيها  حضنذلك غير ضروري. وبعد التلقيح، يجري ولو أن اللقاح، 
(، وتتعرض للضوء في المائة 90درجة مئوية وعلى رطوبة نسبية مرتفعة )أكثر من  25–20 حرارة

)أعدت بنفس  X. fragariaeساعة. وتقوم مستعلقات من خلايا سلالة مرجعية لبكتيريا 14–12مدة ل
 منظممن محلول ملحي  اتمليمولار 10طريقة إعداد سلالة الاختبار( وماء مقطر ومعقم أو 

السلبي، على التوالي، ويجري التلقيح في صوان مختلفة.  شاهدالإيجابي وال شاهدال بدوربالفوسفات 
ً  21ثم يقيمّ تطور التمزقات أسبوعياً مدة ثلاثة أسابيع ) ( بعد التلقيح. ويعزل المُمرض من جديد يوما
أو التألق المناعي  إليزا، وتحدد هويته بطريقة 5-3من مثل هذه التمزقات، كما هو موضح في القسم 

 .للبوليميراز المتسلسلالتفاعل أو 
 

 مراضية لإنتائج اختبار القدرة اتفسير  4-4-1-1
 

، تكون الأعراض الأولية X. fragariaeإذا كان مستعلق الخلايا البكتيرية يحتوي بكتيريا  
تمزقات داكنة مشبعة بالماء )عندما ينظر إليها في ضوء منعكس( على أسطح الأوراق السفلى. 
وتظهر هذه التمزقات صفراء شفافة عندما تشاهد في ضوء نافذ. وتتطور هذه التمزقات في وقت 

عراض نفسها على لاحق إلى بقع بهالة شاحبة أو نخر على الأطراف. وينبغي أن تظهر هذه الأ
 إيجابي(. شاهدمرجعية ) X. fragariaeأوراق لقحّت بسلالة بكتريا 

 
 بمقدارولا ينبغي أن تظهر أعراض مشابهة على أوراق لقحّت بماء مقطر ومعقم أو  

 سلبي(. شاهد)بالفوسفات  منظممن محلول ملحي  اتليمولارم 10
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 ردّ الفعل الشديد الحساسية  4-4-2
 

 hrpيمكن أن يكون رد الفعل الشديد الحساسية في أوراق التبغ إشارة إلى وجود جينات  
إيجابي،  شاهدويستحث العديد من البكتيريا المُمرضة للنبات ردود فعل إيجابية. ويمكن استخدام 

أو  Xanthi وتستخدم نبتات تبغ من أصناف كزانتي .Pseudomonas syringae pv. syringaeمثل سلالة 
لديها أكثر من خمس إلى ست أوراق. ويعدّ مزيج مستعلق من البكتيريا بتركيز  Samsunسامسون 

نانومتر( في ماء معقمّ أو في  600على  0.1مليلتر )كثافة ضوئية  /مكوّنة لمستعمراتوحدة  109
لحقن  25ويستخدم محقن مزود بإبرة قياس بالفوسفات  منظممن محلول ملحي  اتمليمولار 10

 المزيج في الفسحات ما بين الخلايا في أسطح بعيدة عن العرق في أوراق ناضجة. 
 
  تفسير نتائج رد الفعل الشديد الحساسية 4-4-2-1

 
ساعة بعد التلقيح  48–24انهيار الأنسجة التي حقنت انهياراً كاملاً ونخرها في غضون  يعتبر 

إيجابية بالعلاقة مع رد الفعل  X. fragariaeعلى أنه نتيجة اختبار إيجابية. ومعظم سلالات بكتيريا 
الشديد الحساسية. ولكن قد يكون بعضها سلبيا، خاصة بعد أن تخُزن بعض الوقت. ولا ينبغي أن 

من  اتمليمولار 10 دارمقت بماء مقطر ومعقم أو بـحر ردود فعل مشابهة على أوراق لقّ تظه
 سلبي. شاهدكبالفوسفات منظم محلول ملحي 

 

 السجلات  -5
 

 من المعيار الدولي 5-2في القسم  بالطريقة الموصوفةالاحتفاظ بالسجلات والأدلة  جبي 
 (.بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح) 27رقم  لتدابير الصحة النباتية

 
حالات عدم  لا سيماوفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطراف متعاقدة أخرى بنتائج التشخيص،  

توجيهية بشأن الإخطار عن عدم الامتثال وإجراءات المبادئ )ال: 13الامتثال )المعيار رقم 
، ينبغي الاحتفاظ بالسجلات والأدلة للمرة الأولى ا( وفي حالة ظهور الآفة في منطقة م(الطوارئ

التتبع: العينة الأصلية أو  بطريقة تضمنالمواد الإضافية التالية مدة سنة واحدة على الأقل و
مستزرع/مستزرعات الآفة والعينات المحفوظة أو المثبتة على شرائح أو مواد الاختبار )مثلاً، 

المتسلسل التفاعل وأمبليكونات  إليزامطبوعة لنتائج اختبار النسخ الفوتوغرافية للهلام، والصور ال
 (.للبوليميراز

  

  جهات الاتصال للحصول على معلومات إضافية -6
 

 :منهذا البروتوكول  بشأن معلومات إضافيةيمكن الحصول على  
  

United States Department of Agriculture (USDA) Agricultural Research Service (ARS) (formerly), 
(Edwin L. Civerolo; e-mail: emciv@comcast.net).  

 
Plant and Environmental Bacteriology, Fera, Sand Hutton, York YO41 1LZ, United Kingdom (John 

Elphinstone; e-mail: john.elphinstone@fera.gsi.gov.uk).  
 
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.: +34 963 424000; fax: +34 963 424001  

 
لوقاية النباتيات، أو  الوطنيةيمكن التقدم بطلب لتنقيح بروتوكول للتشخيص من قبل المنظمات  

المنظمات الإقليمية لوقاية النباتات أو الأجهزة الفرعية لهيئة تدابير الصحة النباتية مين خيلال أمانية 

mailto:emciv@comcast.net
mailto:john.elphinstone@fera.gsi.gov.uk
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 شكر وتقدير -7
 

من إدارة البحوث الزراعية في وزارة E.L. Civerolo المسودة الأولى لهذا البروتوكول  حرر 
من  M.M. Lópezونقحها )أنظر القسم السابق( سابقا  USDA-ARSالزراعة في الولايات المتحدة، 

 .(، إسبانيا )أنظر القسم السابق((IVIA الزراعية في فالنسياالبحوث معهد 
  

  المراجع -8
 

إن المعيايير الدوليية لتيدابير  يشير هذا الملحق إلى المعايير الدولية لتيدابير الصيحة النباتيية.قد  
 الصيييييييحة النباتيييييييية متاحييييييية عليييييييى البوابييييييية الدوليييييييية للصيييييييحة النباتيييييييية عليييييييى العنيييييييوان
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 علويال السطح( الشمالجهة على )ألف،  Xanthomonas fragariaeأعراض بكتيريا   -1الشكل 
 . السطح السفلي للورقة ( علىاليمينجهة و)باء،  للورقة

 A.M.C. Schilder, Michigan State University, East Lansing, MI, United Statesالصورة تقدمة من: 
 
 
 
 

 
 

 .السطح السفلي للورقةعلى  Xanthomonas fragariae ناجم عن آفةنزيز بكتيري  -2الشكل 
 W.W. Turechek, United States Department of Agriculture Agricultural Researchالصورة تقدمة مين: 

Service, Washington, DC, United States. 
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 A.M.C. Schilder, Michigan State University, East Lansing, MI, United Statesالصورة تقدمة من: 
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 مراحل النشر:

 .هذه الفقرة لا تشكل جزءاً رسمياً من المعيار
  برنامج العمل إلىأضافت لجنة المعايير الموضوع   11-2004
 أضافت الدورة الأولى لهيئة تدابير الصحة النباتية بكتيريا 04-2006

Xanthomonas fragariae (2004-012 )برنامج العمل إلى 
 مشاورة الخبراء 01-2014
 إلى لموافقة على تقديمهباقرار إلكتروني عن لجنة المعايير صدر  06-2015

 .(eSC_Nov_03_2015) مشاورة الأعضاء
الفريق الفني المعني ببروتوكولات عن  صدر قرار إلكتروني 03-2016

 (.eTPDP_Mar_05_2016) لموافقة على اعتمادهبا التشخيص
لموافقة على تقديمه لفترة باي عن لجنة المعايير صدر قرار إلكترون 06-2016

 يوماً  45 الإشعار الخاصة ببروتوكولات التشخيص ومدتها
(2016_eSC_Nov_01.) 

اعتمدت لجنة المعايير بروتوكول التشخيص نيابة عن هيئة تدابير  08-2016

 .(ةرسمي اتأي اعتراض بدون ورودالصحة النباتية )
 .14 الملحق. 27 الصحة النباتية رقمالمعيار الدولي لتدابير 

Xanthomonas fragariae، (2016) لوقاية النباتات،  روما، الاتفاقية الدولية
  منظمة الأغذية والزراعة

(، علما بالتعديلات 12) اخدت هيئة تدابير الصحة النباتية ، في دورتها 04-2017
 العربيةالتحريرية المقترحة من قبل مجموعة مراجعة اللغة 

راجعت خدمات الترجمة التابعة لمجموعة مراجعة اللغة  2018-01

الخاصة باللغة العربية برتوكول التشخيص هذا وقامت أمانة 

 الاتفاقية الدولية لوقاية النبات بدمج التعديلات وفقا  لذلك.

 2018( في CPM-13: الدورة الثالثة عشر لهيئة تدابير الصحة النباتية )2018-04

 علماً بأن مجموعة مراجعة اللغات راجعت هذا الملحق. أحيطت

21-2018: أخر تحديث لتاريخ المطبوع  


