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DP 6-3 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 الآفة عن معلومات -1

 الحمض يات  ف ي ةالبكتيري  ةقرح لل بالمسبّ  الرئيسي العامل هي citri subsp. citriXanthomonas آفة إن
 أوروب ا يف  النبات ات ي ةوقا )منظمة السذابية للفصيلة المزروعة الأنواع من بالكثير الضرر تلحق هيو

 والبرتق  ال (Fortunella) الكمك  وات برتق  الو الحمض  يات الأول المق  ا  ف  ي - (1979 المتوس     والبح  ر
 ف ي الس ائدة س توائيةالا وش ب  الاس توائية المناخي ة الظروف في تنمو التي - (Poncirus) الأوراق ثلاثي
 المتح دة الولاي اتب افلوري د ولاي ة في وكذلك  ريقياوأف وأوسيانيا الجنوبية وأمريكا آسيا بلدان من العديد

 والبحر أوروبا يف النباتات وقاية منظمة ؛2006 ة البيولوجي والعلو  للزراعة الدولي لمركزا) الأمريكية
 مجموع ة لهم ا Citri subsp. citriXanthomonas ف ةلآ تينش ا  تينس لال تحدي د ت م وق د( 2006 المتوس   

w السلالةو *A سلالةلا باسم رفانتعو العوائل من محدودة
A (Sun ؛2004 آخرون و Vernière  وآخرون 

 السائدة الطبيعية الظروف ضمن (aurantiifolia Citrus) المكسيكي الليمونب *A السلالة ضرّ تو ( 1998
w الس  لالة تتس  بب فيم  ا آس  يا  ف  ي

A المكس  يكي الليم  ون م  ن ك  ل ف  ي بتقرح  ات (aurantiifolia Citrus) 
 و لك الأمريكية  المتحدة الولاياتب فلوريدا في (macrophylla Citrus) الأوراق الكبير "أليماو" ليمونو

 الس لالتين هاتين من كلا أنّ  المعلو  ومن  (Graham  2002  0042و Cubero) الطبيعية الظروف ضمن
 ( 2013 ونوآخر Escalon) التجارب سياق في الأخرى الحمضيات أنواع في مألوفة غير كلوما يسبب

 العوائ ل لأن واع جةوالناض  اليافع ة والأش جار ولالش ت على عادة   لحمضياتا في البكتيري حالتقرّ  يطرأ
 أواخر بين ما شطةن بصورة تنمو وراقأو براعمل فورة تحصل حيث بالآفة للإصابة استعداد لديها التي

 اله واء ع ن ناجمةال حاتالتقر أما الحمضيات  زراعة مناطق معظم في و لك الخريف  وحتى الصيف
 ويمك ن  بالآفة الناضجة الأنسجة إصابة يسّرتف  الميكانيكية أو المادية والأضرار والحشرات والأشواك

 النبت ة أوراق ضتع رّ  م ن زي دت أن  الحمض يات أوراق بنافقة المعروفة Phyllocnistiscitrella آفة لغزو
  (2012 وآخرون  Hall) للحمضيات البكتيري بالتقرح للإصابة

 م ن ك ل عل ى ع الق كنب ات  للنبت ة المريض ة الأنس جة ف ي حي ة   البق اء .citri subsp. citri X ف ةلآ يمك ن
 التقرح  ات أن غي  ر الترب  ة  ف  ي أو الق   نش  ارة عل  ى عفينإك   وأيض ا العوائ  ل  وغي  ر العوائ  ل النبات ات

 درامص  أه م تش كّل  لعّةمض ال الب راعم عل ى تتك ون الت ي كتل  س يما لا الش توي  البيات خلال لحاصلةا
 عل ى قص يرةال اتمس افال ض من الآف ة لانتش ار الرئيس ية الآلي ات تعتم دو  ت اليال الموس م أجل من للقاح

 همي  ا بواس  طة البكتيري  ا فتنتش  ر ت:ت  ااالنب ب  ين وفيم  ا نفس  ها النبت  ة ض  من الم  اء وترش    الري  اح حرك  ة
 للزراعة الدولي لمركزا) السليمة لبراعما على  تترشّ  ثم ومن التقرح سطح على تنساب التي مطارالأ

 والج ذور الخش بية الب راعم  ل ك ف ي بم ا المص ابة  النباتي ة الم واد حركةلو ( 2006 البيولوجية  والعلو 
 أن عل ى دلي ل أي هن اك ليسو بعيدة  مسافات على الآفة نتشارا في دور المبرعمة  والأشجار ولتوالش

   (2006 البيولوجية  والعلو  للزراعة الدولي لمركز)ا البذور بواسطة ينتقل مرضالم   هذا

 التصنيفية المعلومات-2

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

 2007 وآخرون  Schaad (1989 وآخرون  Gabriel) itriC subsp.smithiiXanthomonas المرادفات:

citri pv. saxonopodi 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  taNameke وOliveira  1972 
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 DP 6-4 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

citri Pseudomonas  Hasse  1915 

 مستصفريات الحمضيات  ممرضات غاما  متقلبات متقلبات  بكتيريا  التصنيفي: الوضع

 الآسيوي التقرح للحمضيات  البكتيري التقرح الحمضيات  قرحة الشائعة: الأسماء

.subsp. citri X  إل ى .itriC pv. opodisaxon X م ن الآف ة تص نيف تغيي ر جرى الأخيرة الفترة في ملاحظة:

itriC أطلقه  ا الت  ي التس  مية اس  تعيدتو (أل  ف"" المجموع  ة )س  لالات Gabriel الاس  م أص  بحو وآخ  رون 
 ؛2010 وآخرون itriC subsp. citri X. (Bull الآن الحمضيات في البكتيري لتقرحا لممرض علي  تعارفالم

Schaad فةلآ الأخرى لاتالسلا مجموعات أما ( 2006  وآخرون itriC pv. campestris X. تص نيفها أعيد فقد 
 فئ  ةو ودال( وج  يم ب  اء )المجموع  ات urantifoliiA subsp. fuscansXanthomonas فئ  ة تح   الآن لتص  بح

itrumelonisC .subsp alfalfaeXanthomonas هاء( )المجموعة (Schaad  2006 وآخرون ) 

 الآفة عن الكشف كيفية -3

 أعراضها تحمل التي النباتات في الآفة عن الكشف 3-1

 ف  ي للمس  تعمرات المورفولوجي  ة الخص  ائص مراقب  ة خ  لال م  ن الحمض  يات حتق  رّ  تش  خيص يمك  ن
 الجزيئ  ي والاختب  ار (المناعي  ة الفل  ورة )بواس  طة المص  لي الاختب  ار طري  ق وع  ن المغذي  ة المس  تنبتات

 ش  كل عل  ى المقصوص  ة النبت  ة لأوراق وجي  ةبيولال والمقايس  ة المتسلس  ل( الب  وليميراز تفاع  ل )بواس  طة
 القسم نظرأ) وسلبية إيجابية شواهد جرثومةك الاختبارات تضمين ينبغيو المنفصلة  أوراقها أو أقراص

 المرجعية(  لشواهدا على للاطلاع 4

 الأعراض 3-1-1

 وسيقانها قهاأورا وعلى ثمرةال قشرة على لفجواتبا شبيهة  تقرحاتوب عبالتبقّ  عادة المرض هذا بيتسبّ 
 الأشجار وعلى المواسم من موسم أي في ولالشت على الحمضيات تقرّح أعراض تظهر وقد وبراعمها 

 بأع داد النامي ة مضلعّةال براعمال من فورة تحصل عندما الخريف  وحتى الصيف أواخر من بدءا الفتية
 الح  الات ص  بحتو ( 4 ل  ىإ 1)الأش  كال (2006 البيولوجي  ة  و والعل   للزراع  ة ال  دولي لمرك  زا) كبي  رة

 م  ن أق  ل ع  دد ن  تجي   إ   لثماره  ا الكام  ل النض ج مرحل  ة الأش  جار بل  و  م  ع الح  دو  متقطع  ة المرض ية
 بتق رح للإص ابة قاوم ةم أكث ر تك ون الناضجة لثماروا الأقد  الأوراق أنسجة أن كما  عةالمضلّ  البراعم

 وأن  واع أص  ناف اس  تعداد م  دى عل  ى أيض  ا الم  رض ةش  دّ  تعتم  دو الطبيعي  ة  الظ  روف ف  ي الحمض  يات
  (Goto  1992) بالآفة للإصابة النباتات من العوائل

 عل ى ك لا  مشتتة تكون وقد الثمرة سطح على فجواتبال شبيهة تقرحات تشكّلت الثمار  على الأعراض
 تحلّ ب ملاحظ ة ويمك ن منتظم ة  غي ر وب وتيرة مع ا متع ددة تقرح ات نش أت قد أو  الثمرة أنحاء في حدة

 لقش رةا اخت راق درج ة إل ى أب دا تتوسع لا التقرحات أن غير ة المصاب اليانعة الثمار على راتنجية مواد
   للثمرة الخارجية

 الق وا   يةس فنجا أو فليّني ة القرح ة ةع قب تكون  افةالج المناخية الظروف في الأغصان  على الأعراض
 السطح ويبقى بسرعة الإصابة تتسعف الرطبة  المناخية الظروف في أما  السطح مشققةو منتفخة وتكون

 الجس أة م ن طبق ة تتش كل ق د للإص ابة  تعرض ا الأقل الأصناف وفي  زيتية حدوده وتصبح مشقق غير
 بواس طة الخش ن هاس طح ح ك عب ر التق رح دب ةن على التعرّف ويمكن والسليمة  المريضة الأنسجة بين

 وال داكن الف اتح البن ي ب ين لونها يتراوح رحاتتق تنكشفل الخارجية الفلينية الطبقة إزالة أجل من سكين
  حجمه  ا يت  راوح ق  دو الل  ون  فاس  دةال المنطق  ة ش  كل ختل  في وق  د الأخض  ر  للح  اء الس  ليمة الأنس  جة ف  ي
  بالآفة للإصابة العائل استعداد مدى  بحسبملم10و 5 بين
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DP 6-5 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

  ل ك ويل ي راق الأو م ن الس فلي الجان ب عل ى ةزاهي صفراء بقع أولا رهتظ الأوراق  على الأعراض
 الفلين ب وشبيهة ومشققة خشنة تصبح أن تلبث لا التي رقةوال جهتي على سمراء تقرحاتل مفاجئ بروز

  شاحبة  بهالة أو للغاية رطبة اءصفر بكفاف محاطة القرحة كونت وقد

 أو عالتبقّ  وب ين والثم ار  والأوراق الأغص ان ىعل  الحمض يات قرحة أعراض بين تمييزال يصعب قدو
 أو  الحمضيات ضرّبت أخرى فطريات أو بكتيريا جرّاء الأوراق تصيب التي بالبقع الشبيهة عراضالأ

 حبتق رّ  ش بيهة أعراض إلى تؤدي قد التي الأخرى البكتيريا أنواع أمّا الفسيولوجية  الاضطرابات جرّاء
 اتينه  م ن ولك ل  .iaurantifoli subsp. fuscans Xو .itrumelonisC subsp. alfalfae X ه يف الحمض يات

 تقرح ات تنتج ان م ا ون ادرا واني ةعد أق ل بأعراض تتسببان هماو الآفة عوائل من ودمحد نطاق الآفتين
 فط   ر يس   بب  ال   ذي الحمض   يات عتبقّ    ع   ن ويع   رف ( 2006  2005 وآخ   رون  Schaad) الثم   رة عل   ى

Elsinoëfawcettii  ّالت ي العوائ ل أن واع عل ى س يما ولا  الحمض يات حتق رّ  ب أعراض شبيهة أعراض  أن 
 تك ون الحال ة ه ذه في التبقع تقرحات ولكنّ   (2002 وآخرون  Taylor) الحمضيات تبقعل تهابمقاوم تتسم

 الص فراء الهال ة أحيان ا اوتنقص ه  الحمض يات حتق رّ  تقرح ات م ن انتظام ا وأق ل اجفاف  أكث ر عا  بشكل
 الارتش  اح انع  دا  عل  ى ن  اءب حمض  ياتال تق  رح وب  ين الحمض  يات تبق  ع ب  ين فري  قالت ويمك  ن  الاعتيادي  ة
  البكتيري 

 الآفة عزل 3-1-2

 م ن .itriC subsp. citri X آف ة ع زل م ن ل تمكنل ح ديثا مس تخرجة ناتعيّ  على الحصول الضروري من
 بع د ممك ن وق   بأس رع النباتي ة الم ادة تحلي ل وينبغ ي به ا  الإصابة أعراض تحمل التي النباتية المواد

 اس تخدامها  ي تم أن إل ى مئوي ة درج ات 8و 4 ب ين تت راوح ح رارة درج ة عل ى ه اتخزين ويمكن جمعها؛
.citri X  خلايا لعدد يمكن  اتيةوم البيئية الظروف تكون لا حين وأ جدا متقدمة الأعراض تكون وعندما

Citri subsp. ادبأع د المخبرية الأطباق اكتظاظ إلى العزل يؤدي وقد  جدا متدنيا يكون أن للزرع القابلة 
 خ اص بش كل التنب   ويج ب المض ادة  البكتيري ا من أو بالعفن تقتات التي متنافسةال بكتيرياال من مفرطة

 ه ي ع زلت   الت ي Pantoeaagglomerans آف ة وب ين .citri subsp. citri X مس تعمرات بين لالتباسا تجنبل
 ف  ي مورفولوجي  ا مش  ابهة مس  تعمرات تن  تج والت  ي  التقرح  ات ع  ن الناتج  ة الاض  رار م  ن ع  ادة أيض  ا

   الاعتيادية يريةالبكت المستنبتات

 الل    ون نم     ص    فرة أش    د مس    تعمراتها ل    ونو نم    وا أس    رع ع    ادة Pantoeaagglomerans وتك    ون
 عينات مسح عبر السببي العامل عزل يمكن  .citri subsp. citri X لمستعمرات الباه  ليمونيالأصفر/ال

 مس         تعمرات تتس         م والت         ي ةالملائم          المس         تنبتات أطب         اق عل         ى التقرح         ات نم         
itriC subsp. citri X. لـ ئيةانتقا مستنبتات الآن حتى توجد ولا نمو جي  مظهرب اعليه الموجودة  citri X.

citri subsp. حصرا   

 مي اه ع ن عب ارة )وه و لمل 1 0و 0 5 ب ين كميت   تت راوح لح يم محل ول ف ي نقعها عبر التقرحات لحّ نت
 المقتض ى وعن د  (7 0 ةحموض  درجة على المائة  في 0 85 حتى ديو الصو كلوريد مع رةمقطّ  مةمعقّ 

 ث لا  وشطفها واحدة دقيقة لمدة الصوديو  هيبوكلوري  من المائة في 1 بواسطة مسبقا تطهيرها يمكن
 عل  ى المس  تخلص م  ن تامّ  ة قاس  مة بكمي  ة عين  ة مس  حت  وسحقها   المقطّ  ر المعق  م الم  اء بواس  طة م  رات

 الم  زود يالمغ  ذّ  الأج  ار م  ن نفيتك  وّ  ةعام   امناس  ب يعتب  ر ال  ذي الع  زل تنب مس   أماالتغذي  ة  مس  تنب 
 م   ن مس   تخلص) والأج   ار والغلوك   وز والببت   ون الخمي   رة وم   زيج  المائ   ة ف   ي 0 1 بنس   بة الغلوكوزب   
 درج ة على واحد  لتر ر مقطّ  ءامو  مغ20 أجارو  مغ10 غلوكوز و ؛مغ5 ببتون كتوبو ؛مغ5 خميرةال

 ؛مغ    5 ببت    ون  ؛مغ    15 س   كروز  ؛مل    ل250 البطاط    ا )م   رق واكيموت    و: ومس    تنب  (7 0 حموض   ة
O2·12H4HPO2Na  8 0 ؛ O2H 7·2)3Ca(NO  5 0 على واحد؛ لتر  رمقطّ  ءما  ؛20 أجار  ™بكتو ؛ 
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 DP 6-6 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 عن د لت ر(/ل  م100) الفلت ر بواس طة ةالمعقم  السيكلوهيكس يميد م ادة افةإض  يمكن ( 7 2 حموضة درجة
  الغلي بواسطة مستنب ال تعقيم بعد للفطريات كمبيد الضرورة

 المس تعمرة تك ون كم ا  الأط راف وأمل س باومح د امس تدير ث ةالثلا للمستنبتات الخارجي المظهر يكون
 28و 25 ب ين م ا تت راوح ح رارة درج ة عل ى الحض ن بع د النم و تقي يم ي تم اتح ف  فرص أ   ولونها مخاطية

 يكون لا وقد مجهدة البكتيريا تكون قد التجارية ارثمال ناتعيّ  أيا  في خمسة إلى ثلاثة لمدة مئوية درجة
  أط         ول فت         رات إل         ى الحاج         ة عوت         د ق         د وبالت         الي اس         تزراعها؛ الس         هل م         ن

 بحس  ب ن  ات العيّ  م  ن البكتيري  ا اس  تخراج أج  ل م  ن بيولوجي  ةال المقايس  ات اس  تخدا  يمك  ن وأ حض  نلل
 مس  تنب ال ف  ي سيفالكس  ينو كاسوغاميس  ين م  ادتي راجإد وي  ؤدي  2-6-1-3 القس  م ف  ي ال  وارد الوص  ف

 ع زل يسّ ري كم ا العفنب  تقت ات الت ي يري ابكتال م ن دع د ك بح إل ى (الانتقائي شب  KCB أو KC مستنب )
 ( 2005 وآخرون  Pruvost  1989 وآخرون  Graham) الممرض

 ما بحسب التجارية( لأسماءا إلى الإشارة  لك في )بما طرقال وصف تم هذا  التشخيص وكولبروت في
 إمكانية /أوو خصوصيةوال للحساسية بالنسبة تحقق الذي الأصلي المستوى تحدد أنها حيث نشورةم هي

 عليه  ا مص  ادقةال التجاري  ة( الأس  ماء )مث  ل الكيميائي  ة الم  واد أس  ماء اس  تخدا  نط  وييولا  الاستنس  ا 
 ف ي واردةال  المخبري ة الإج راءات مواءم ة يمك نو  أيض ا امناسب كوني قد الذي الآخر بعضها واستبعاد

  تماما مجازة تكون أن طةشري فردية  مختبراتب الخاصة معاييرلل البروتوكولات

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

 المش ار) نزيملإب ا الم رتب  المن اعي والفحص اعيةالمن الفلورة )بواسطة المصلي الكشف إجراء يتطلب
 يج ب الاختب ار  نت ائجب الوث وق لض مان الض رورية الش واهد م ن اعدد ( "إليزا" بتسمية يلي ما في إلي 

 لآف ة مرجعي ة س لالة م ن الإيجابية الشواهد تتألف أن ويمكن وسلبية  إيجابية شواهد اختبار كل تضمين
itriC subsp. citri X. ع ن فكش ال أجل )من ةسليمال عائلال النبتة من مستخرجة عينة في استعلاقها يعاد 

 ال   زرع ف   ي هافكش    أج   ل )م   ن بالفوس   فات م   دروء ملح   ي محل   ول ف   ي أو النباتي   ة( دةالم   ا ف   ي الآف   ة
 أج ل )م ن ةس ليم عائ ل نبت ة م ن مس تخرجة عين ات م ن الس لبية الش واهد تتك ون أن بيجو( الجرثومي

 ف ي الآف ة تحدي د أجل )من مستهدفة غير بكتيرية فأصنا من مستعلق أو النباتية( المادة في الآفة كشف
 ( يريبكتال الزرع

 الطب ق  نم  ح ديث زرع م ن مختب ر ع روة مقدار جمع يتمّ  البكتيرية  ياللخلا المصلي الكشف أجل من
 كلوري د ؛ 8  الص وديو  كلوري د) بالفوس فات الم دروء الملح ي ولالمحل  م ن لمل 1 في استعلاق  ويعاد

 حت ى مقط ر ءم ا ؛ 0 2 البوتاسيو   هيدروجين فوسفات ؛مغO2H12·4HPO2Na  9 2 ؛ 0 2البوتاسيو  
8 حوالي تكوين أجل من و لك (7 2 حموضة درجة على واحد؛ لتر

 لمل /لمستعمرات شكّلةم اتوحد 10
 ( 2009 المتوس   الأبيض البحر ومنطقة أوروبا في النباتات حماية )منظمة

 ب  راعم - الآف  ة أع  راض تحم  ل عين  ات ي  اراخت ينبغ  ي  النب  اتي نس  يجال ف  ي المص  لي الكش  ف أج  ل م  ن
 أغص ان عل ى قرح ات ع ن ناتج ة أنس جة أو نخري ة تقرح اتب مص ابة وكله ا وثمار  وراقوأ وأغصان

 الموصى العامة الإجراءات على بناء العينات على العمل ينبغيو  هاعنق أو هاجذع أو هافروع أو النبتة
 دارئ محل ول ف ي النب اتي النس يج طح ن ي تم عموم ا و  التطبي ق الواج ب دالمح دّ  المص لي ارللاختب بها

 الأس  كوربيك  حم  ض   10 م  انيتول  ؛ 20  10-البيرولي  دون فيني  ل )ب  ولي ح  ديثا مع  دّ  للتأكس  د ض  ادم
 درجة على واحد؛ لتر  مولاريليم10 بالفوسفات  مدروء ملحي محلول   3 مخفف  غلوتياتون   1 76

  البوتاس يو  كلوري د   8  الص وديو  كلوري د) بالفوس فات م دروء ملح ي محل ول ف ي أو (7 2 حموضة
 واح  د؛ لت  ر حت ى مقط  ر م  اء ؛ 0 2 البوتاس يو   هي  دروجين فوس فات ؛ O2H12·4HPO2Na 9 2 ؛ 0 2

 يكون ا أن المحل ولين لك لا وينبغ ي المص لية  الاختب ارات ف ي الاس تخدا  قب ل (7 2 حموض ة درجة على
   ميكرومتر 0 22 سماكت  ممعقّ  غشاء بواسطة بالفلتر معقمين
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DP 6-7 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 نباتي ة عين ة أو بكتي ري زرع ك ل م ن الت رميكرو 25 منه ا الواح دة حج م يبل  تامة قاسمة أجزاء وضعت
 لتج ف تت ركف بالبلاس تيك  غط اةمو لنوافذا ةمتعدد مجهر شريحة على ةالماصّ  بواسطة  اختبارها يجب

 منفص لة ش رائح تحض ير مي تو  الن ار ف وق تمريرها عبر ةالحرار بواسطة بلطف لتعدّ  ثم ومن بالكامل
 ت ذويب وي تم ل ـ"إليزا"  المستخدمة والسلبية الإيجابية للشواهد وأيضا للاختبار اضعةخ عينة أو آفة لكل

 بالفوس فات م دروء ملح ي محل ول بواس طة التنس يل أحادي ة مضادة أجسا  أو تجاريا متاح مضاد مصل
 ش ريحة  ك ل نواف ذ إلى مناسبة مخففة محلولات من الترميكرو 25 ويضاف (7 2 حموضة درجة على)
 محلولو مخفف محلول في المناعة( فعل لرد )سابق عادي مصل من السلبية الشواهد تتكون أن يمكنو

 لم دة الغرف ة ح رارة درج ة على رطبة حجرة في الشرائح حضن يتم ثم ومن بالفوسفات  مدروء ملحي
 ويغسل  بالفوسفات المدروء الملحي المحلولب تشطفو عنها ط يراتالق   لنزع الشرائح نفضت دقيقة  30

 برف ق الشرائح تجفف بالفوسفات  المدروء الملحي المحلول في دقائق خمسة لمدة مرات ثلا  منها لك
 غلوب  ولين لغام  ا المقت  رن الف لورِس  ينِّ إيزوتيوس  يانات م  ن الت  رميكرو 25 وض  ع ب  لق النش  اف ب  الورق
 درجة على الظلا  في الشرائح نحض يتم النوافذ  من كل في الماصة ةبواسط المناسب بالشكل المذوب

 10 ض افت وأخي را  النش اف بالورق برفق وتجفف وتغسل تشطف أن قبل دقيقة 30 لمدة الغرفة حرارة

 م  ع (7 6 ض  ةوحم درج  ة عل  ى) بالفوس  فات الم  دروء الغليس  يرين م  ن لترميليم  ول/ 0 1 م  ن لت  رميكرو
  بساترة  ثمّ  من الأخيرة تغطىو نافذة كل إلى  للذبول مضاد عامل

 يتفل ورمرة  1 000 أو 600 تبل   رةمكبّ  بق وة فلورسنتي مجهر بواسطة بالزي  لمغمورةا الشرائح تعاين
 ح ال وف ي للمجه ر  البنفس جي ف وق الض وء تح  فاقع رأخض بلون المقترن الف لورِسينِّ إيزوتيوسيانات

 رتظه  لا فيم ا  وفلوري ة الش كل عص وية بكتيري ة خلاي ا ع ن  المعروف ة الآف ة  و الإيج ابي الش اهد بينّ
 نواف ذ تفق د ينبغي فلورة  أية لفوسفاتبا المدروء الملحي والمحلول العادي لمصلا  ات السلبية الشواهد

 آف              ة حج              م نفسب              فلوري              ة تيري             ةكب خلاي              ا ع             ن بحث              ا العين             ات
citri subsp. citri X. 3كشفب الطريقة هذه تسمح  وشكلها

  تقريبا   للمستعمرات/مل مشكلة اتوحد 10

 يالجزيئ الكشف 3-1-4

 الجزيئي الاختبارب الخاصة شواهدال 3-1-4-1

 ن وع عل ى عتم دت الت ي – المناسبة الشواهد ودوج الضروري فمن  الاختبار نتيجة إلى الركون أجل من
 الش  اهد ف  إن المتسلس  ل  الب  وليميراز تفاع  ل إل ى بالنس  بة المطل  وب الج  ز  ومس  توى المس  تخد  الاختب ار
 ش واهد ه ي (نم و ج شاهد بدون) للتضخيم السلبي دوالشاه اخليالد والشاهد النووي  لحمضل الإيجابي

 الحم  ض م  ن مجموع  ة لك  ل وغيره  ا الش  واهد ه  ذه تن  اول ويج  ب اس  تخدامها  يج  ب الت  ي الأدن  ى ح  دال
  أدناه  موصوف هو كما الاختبار عينات من المستخرجة النووي

 ن ووي حم ض أو ن( مخزّ ) مسبقا معد نووي حمض استخدا  يمكن النووي. للحمض الإيجابي الشاهد
 لرص  د ش اهد بمثاب ة المتسلس ل( الب وليميراز لتفاع ل مستنس   ن تجكم) مص طنع ش اهد أو الجين و  كام ل
  المتسلسل البوليميراز تفاعل خيمتض كفاءة

 لت دبير ةجين  إدم اج يتوج ب  لآن يوا التقلي دي المتسلس ل ميرازالب ولي تفاعل أجل من الداخلية. الشواهد
 16S الريب ي ن وويال حم ضال أو (2000 وآخ رون  Weller) COX مث ل للنبات راثيالو التركيب ونؤش
(Weisberg )الفوسفات - 3 نازعة ألدهيد غليسير أو وآخرون (Mafra  2012 وآخ رون) ك ولوبروت ف ي 

 فش  ل بس  بب المض  للة الس  لبية الش  واهد احتم  ال اس  تبعاد أج  ل م  ن كش  اهد المتسلس  ل الب  وليميراز تفاع  ل
  المتسلسل  البوليميراز لتفاعل مثبطات وجود أو تدهوره أو النووي ضالحم استخراج

 التقلي دي المتسلس ل الب وليميراز تفاع ل إنج از أج ل م ن (نملوج  شلاهد )بلدون السللبي التضخيم شاهد
 في التفاعل  خلي  إعداد أجل من لاستعم قد كان الذي لسلالمتس البوليميراز تفاعل ماء يضاف الآني و
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 DP 6-8 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 خل ي  إعداد خلال التلو  عن الناجمة المضللة الإيجابية النتائج داستبعا أجل من و لك مالتضخي مرحلة
  التفاعل 

 اله دف م ن المس تخرج الن ووي م ضالح أن لض مان الش اهد ه ذا يستخد  للاستخرا . الإيجابي الشاهد
 نس  جةالأ م  ن الن  ووي الحم  ض يس  تخرج المتسلس  ل  الب  وليميراز تفاع  ل لتض  خيم كافي  ة بكمي  ة فراومت  

 ح دّ  ش كلت الت ي اف ةالكث بمس توى  اله دف م ع الممزوجة السليمة باتيةالن الأنسجة من أو للعائل المصابة
  البروتوكول  علي  ينص الذي الكشف

 نبتة كلل مةالمستخد الأوراق نسيج كمية من عشرة على واحد نسبة تقريبا يبل  أن الإيجابي الشاهد على
 العناي  ة إي  لاء يج ب المتسلس  ل  الب  وليميراز تفاع ل إل  ى بالنس بةو الن  ووي  الحم  ض اس تخراج أج  ل م ن

 الإيجابية  العينات عن أو الإيجابي الشاهد عن الناجمة الر و  عن الناتج التبادلي التلو  لتجنب الواجبة
 السلس لة مقارن ة يمك ن بحي ث يسلس ل أن المختب ر ف ي المس تخد  الإيج ابي الشاهد على المقتضى  وعند

 الحج م  ات المتسلس ل الب وليميراز تفاع ل أمبليكون ات م ن عليه ا الحصول تم التي لسالسلا مع بسهولة
 يمك ن الت يو معروف ة سلس لة بواس طة مص طنعة يجابي ةإ شواهد شكيلت يمكن  لك  من وبدلا الصحيح 

ن أن بدورها   الصحيح  الحجم  ات المتسلسل البوليميراز تفاعل بأمبليكونات تقار 

 ورد الن ووي الحم ض اس تخراج خ لال التل و  لرص د الش اهد ه ذا يس تخد  .لسللبيا الاسلتخرا  شاهد
 المص ابة غي ر العائ ل أنس جة م ن اس تخرج نووي ا حمض ا الشاهد ويضم العائل  نسيج عم المتبادل الفعل

  الإيجابية  العينات من كبيرة أعداد اختبار يتم حين متعددة شواهد باستخدا  ينصحو  لاحقا تكبيره وتم

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

 وآخ رين Hartung ي د عل ى الأول ى للم رة المص ابة الحمضيات أنسجة من نووي حمض استخراج جرى
 عل   ى ق  ائم وبروتوك  ول تجاري   ة ط  رق هن  اك ولك  ن الس   تريمونيو   برومي  د بروتوك  ول م  ع (1993)
 ت   م كم   ا ( 1999 وآخ   رون  Llop) واس   ع لتقي   يم  خض   ع ق   د الفين   ول( يس   توجب )لا وب   انوللإيزوبرا

 الحم ض لاس تخراج تجاري ة أدوات باس تخدا  الحمض يات أنس جة م ن حابنج النووي الحمض استخراج
 ( 2006 وآخرون  Filho-Coletta) (Kit Purification DNA Genomic Wizard Promega )مثل النووي

 ال ى مص ابة تك ون ب أن يش تب  الت ي النباتي ة الم واد أو التقرح تقطيع يتم الإيزوبروبانول  بروتوكول في
 عل ى دقيق ة 20 لم دة دوار طخ لا ف ي وتخل   بالفوس فات م دروء يملح  بمحل ول فتغمر صغيرة  أجزاء
 ث م م نو النباتي ة( الم ادة ن زع أج ل )م ن فلت ر بواس طة الطافي ة الم ادة تص فية الغرف ة يتم ح رارة درجة

 لمل 1 ف ي المترسبة المادة استعلاق يعادو دقيقة  20 لمدة ج وةق 10000 سرعةب المركزي للطرد خضعت
  لمزي     د لت    رميكرو 500 ق    درها كمي    ة حف      في    تم بالفوس    فات: الم    دروء الملح    ي المحل    ول م    ن

 الط رد جه از ف ي لت رميكرو 500 كمي ة توض ع فيم ا الأجار  أطباق على مباشرة لعزلها أو التحاليل من
 م ن ميكرولت ر 500 ف ي المترس بة الم ادة استعلاق فيعاد دقائق  01 لمدة ج قوة 10000 بسرعة المركزي

 ؛7 5 حموضة درجة على الهيدروكلوريك  حمض ثلاثي من مولارلييم 200) للاستخراج دارئ محلول
 ف ي 0 5 الرب اعي؛ الخلي ك حِم ض أم ين ث ن  ائي إيثي لمولارميلي 25 الصوديو ؛ كلوريد يكرومولارم 250

 دوام ةال ف ي توض عو بيرولي دون(  فيني ل متع دد م ن ائ ةالم ف ي 2 الص وديو ؛ كبريت ات دوديسيل المائة
 جه از في ثم من المزيج يوضع متواصل  بشكل هاهزّ  مع الغرفة حرارة درجة على ساعة لمدة تركوت

 الم ادة م ن ميكرولت را 450 م ن كمي ة تنقل  لك وبعد دقائق 5 لمدة ج قوة 5000 بسرعة المركزي الطرد
 ث م وم ن برفق المزيج خل  يتم الإيزوبروبانول  من ميكرولترا 450 مع وتخل  جديد بوبأن ىإل الطافية

Paint Pellet باس تخدا  الترس ب تحس ين يمك ن الغرف ة  حرارة درجة على الوق  من واحدة لساعة يترك

 Precipitant-Co (Cubero  2001 وآخ  رون)  س  رعة عل  ى المرك  زي الط  رد جه  از ف  ي الم  زيج يوض  ع 
 اس تعلاق يع اد المترس بة  الم ادة تجف فو الطافي ة الم ادة م ن ال تخلص في تم دقائق 10 لمدة ج ةقو 13000
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DP 6-9 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 م ن ميكرولت ر 50 ف ي ميكرولت ر 5 من عينة استخدا  ويتم الماء  من رميكرولت 100 في المترسبة المادة
 المتسلسل  البوليميراز تفاعل

 التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-1-4-3

 ل ـ 3و 2 البادئت ان تس تهدف  .citri subsp. citri X ف ةآ لتش خيص متاح ة البادئ ات م ن أزواج ع دة هن اك
Hartung التك  وين  ات لحص  را قطع  ةل الالأش  ك متع  دد الن  ووي الحم  ض م  ن ج  زءا (1993) وآخ  رين 
 بق ةالمط المقايس ات ف ي كثي را نس تعملات م اوه  .citri subsp. citri X فةآ يخص  HIBam ريالبكتي والطول

2 )ح    والي وحساس    يتهما خصوص    يتهما ج    ودة بس    بب النباتي    ة الم    واد عل    ى
10

 مش    كّلة اتوح    د 
 لإش  ارة القواع  د م  ن زوج  ا 197 م  ن ج  زءا فتس  تهدفان pth2-Jو pth1-J البادئت  ان أم  ا /مل( لمس  تعمرات

 ببتتس التي Xanthomonas سلالات في pthA المرضية القدرة عن المسؤولة الجينة في النووية التموضع
.subsp. fuscans X و .itriC subsp. citri X الس  لالات تل  ك تش  ملو الحمض  يات  ف  ي التق  رح ب  أعراض

urantifoliiA الش ا تين والس لالتين*
A وw

A لآف ة itriC subsp. citri X. فلوري دا ف ي اكتش فتا اللت ين (Cubero 
 (1993) وآخ رين Hartung ئتيب اد من أقل حساسيتهما ولكن شاملتان البادئتان هاتانو ( Graham  2002و

4 تبلغان )إ 
 تس تطيعان لا Hartung ب ادئتي أن إلا النباتي ة(  المواد في /مللمستعمرات مشكّلة اتوحد 10

w لةسلا عن الكشف
A لآفة itriC subsp. citri X. س لالات وجميع A*  أو aurantifolii subsp. fuscans X. ف ي 

wو *A يس             لالت بوج             ود فيه             ا يش             تب  الت             ي الح             الات
A ف             ةلآ الش             ا تين 

citri subsp. citri X.- الليم ون هم ا ع ائلين عل ى للحمض يات البكتي ري التق رح أع راض تظه ر حين مثلا 
 كلاهما  البادئات مجموعتي استخدا  يجب - الأوراق الكبير "أليماو" ليمونو المكسيكي

  (1993) المتسلسل البوليميراز لتفاعل نيوآخر Hartung بروتوكول

  :هما تانادئالب

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

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

 لتفاع  ل دارئ  ة م  ادة م  ن مك  ون وه  و معق  م أنب  وب ف  ي المتسلس  ل الب  وليميراز تفاع  ل خل  ي  إع  داد ي  تم
 20 ؛9 موض ةح درج ة عل ى  الهي دروكلوريك حم ض ثلاث ي م ن يليم ولارم 50) المتسلس ل البوليميراز

 ميكرومولار3 جيلاتين؛ المائة في 0 1 ؛X-100 تريتون المائة في 1 الصوديو ؛ كلوريد من ميكرومولار
 فوس فات ثلاث ي ميكروم ولار 0 2  3 والبادئ ة 2 البادئ ة م ن ك ل م ن ميكرومت ر 1 المغنيس يو (  كلوريد

 م  ن عين  ة تض  اف  ت  اك الن  ووي الحم  ض ب  وليميراز م  ن ةوح  د 1 25و كس  جينلأا منق  وص نيوكليتي  دال
 الب  وليميراز تفاع  ل خل  ي  م  ن الت  رميكرو 45 إل  ى اتلت  رميكرو 5 حج  مب المس  تخرج الن  ووي الحم  ض

 ف ي التفاع ل ظ روف تتمث لو تفاع ل  لك ل ميكرولت را 50 مجموع   م ا إل ى التوص ل أجل من المتسلسل
 مئوية درجة 95 حرارة على دورة 35 تليها دقيقتين لمدة مئوية درجة 95 حرارة على أولية مس  خطوة

  مئوي          ة درج          ة 72ف          ـ ثاني          ة 70 لم          دة مئوي          ة درج          ة 58ف          ـ ثاني          ة  60 لم          دة
 الأمبليك ون حج م دقائق أم ا 10 لم دة مئوي ة درج ة 72 حرارة على أخيرة طالةاست وخطوة ثانية 75 لمدة

 القواعد  من زوجا   222 يبل ف

  سلسلالمت البوليميراز لتفاعل Graham (2002) و Cubero بروتوكول

  :هما تانالبادئ

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

2pth-J :)3 )عكسية′-GAG CGG GTT GCT CGC CAT-5′ 
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 DP 6-10 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 م رة مركّ زة ت اك دارئ ة م ادة م ن نيتك وّ  وه و معق م أنب وب ف ي المتسلسل البوليميراز تفاعل مزيج يعدّ 
 0 2و 2pth-Jو 1pth-Jتيب  ادئ م  ن لك  ل رومت  رميك 1 المغنيس  يو   كلوري  د م  ن ميكروم  ولار3و  واح  دة

 م ن عين ة افةإض  ت تم ت اك  النووي الحمض بوليميراز من وحدة 1وديوآسينيوآليتيد كل من ميكرومولار
 الب  وليميراز تفاع  ل خل  ي  م  ن ميكرولت  ر 22 5 إل  ى ميكرولت  ر 2 5 بحج  م المس  تخرج الن  ووي الحم  ض

 فعبارة التفاعل ظروف أما فعل  ردة كل عن اولترميكر 25  مجموع ما إلى التوصل أجل من المتسلسل
 93 ح رارة عل ى دورة 40 تليه ا  دق ائق 5 لمدة مئوية درجة 94 حرارة على المس  من أولية خطوة عن

 وخط وة ثاني ة  45 لم دة مئوي ة درج ة 72و ثاني ة 30 لم دة مئوي ة درج ة 58فـ ثانية  30 لمدة مئوية درجة
 م ن زوج ا   198 فيبل   الأمبليك ون حج م أم ا دق ائق  10 لم دة مئوية جةدر 72 حرارة على نهائية استطالة
 القواعد 

 الأل وان قياس بواسطة والكشف  المناعي والالتقاط ج مالمد المتسلسل البوليميراز تفاعل تطوير تم كما
.subsp citri X.  لآف ة حس اسالو مباش رال رصدال أجل من  المدرج المتسلسل البوليميراز تفاعل لمنتجات

itriC ت  اتاالنب ف  ي (Hartung  1993 وآخ  رون)  لمختل  ف النس  بية للحساس  ية اس  تعراض ع  ن أفي  د وق  د 
 وآخ  رون  Golmohammadi) الثم  ار لص  اتومستخ الخالص  ة مس  تنبتاتال ف  ي والبادئ  ات توك  ولاتالبرو
2007 ) 

 الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-1-4-4

 قب ل م ن وص ف  س بق الذي البروتوكول باستخدا  النباتية دالموا من النووي الحمض على الحصول بعد
Llop النق اء الب ال  المعق م الم اء م ن ميكرولت ر100 ف ي المترس بة الم ادة استعلاق عادي ( 1999) وآخرين 

 تستخد   أن إلى  الصفر تح  يةمئو درجة 20 حرارة على وتخزينها

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

4pth (3'-TGC GAT AAC TCG ACC CGC-5' ) له ا المواف ق تاكم ان ومس بار (2Taqpth-J) ( ATG-5'

3'-CGC CAA GCC CCA CGC) الط  رف وعن  د كربوكسيفلوريس  ثين-6ب  ـ ′5 الط  رف عن  د موس  و ال 
 المرض  ية لق  درةل ةرئيس  ي ةجين   يوه    pth ةجين   سلاس  ل عل  ى بن  اء الأم  ين  ثن  ائي ميثيل  ين يبرب  اع3′
 ( Graham  2005وCubero) .citri subsp. citri X س لالات كش فل تحدي دا الأخ رى الدراس ات ف ي س تخد ت

 نيوالس  لالت .urantifoliiA subsp. fuscans Xو  .citri subsp. citri X م  ن ك  لا الس  لالات تل  ك تش  ملو
wو  *A أي .itriC subsp. citri X لجرثومة المعروفتين

A فلوريدا  في المكتشفتين  

 إل ى النم و ج الن ووي الحم ض م ن لت رميكرو2 إض افة عب ر الآن ي المتسلس ل البوليميراز تفاعل يجري
 Mix Master Easy QuantiMix يض م ال ذي Kit Easy QuantiMix م ن ميكرولت را 12 5 يحت وي تفاع ل خل ي 

J-) ةالتقدمي   ةالبادئ   م  ن اتم  ولارروميك 10 م  ن لت  رميكرو 1 م  ولار( ميلي 50) المغنيس  يو  وكلوري  د

3RTpth) العكس ية البادئ ة م ن اتميكرومولار 10 من لترميكرو 1و (4RTpth-J) 10 م ن لت رميكرو 0 5و 

 مع ميكرولتر 25 يبل  للتفاعل نهائي حجم إلى والتوصل (2Taqpth-J) تاكمان مسبار من اتمولارميكرو
ABI  نظا  بواسطة الآني المتسلسل البوليميراز تفاعلب الخاص بروتوكولال ضعو   وقد  ممعقّ  رمقط ءما

PRISM000 7 شخص ي  إب لا  ل وبيز  )ماري ا مماثلة نتائج إلى أخرى معدات تأدّ  وقد التسلسل  صدلر 
 حرارة على دقيقة 15 مدتها أولية تفعيل خطوة في والمسبارات للبادئات التضخيم فظرو تتمثل ( 2013

 60 ح رارة عل ى واحدة ودقيقة مئوية درجة 95 حرارة على ثانية 15 من دورة 40 تليها مئوية درجة 95
 ه  ذا عل ى ق  ائمال الآن ي المتسلس  ل الب وليميراز لتفاع  ل ةكامل  ع  دة عل ى الحص  ول يمك نو مئوي  ة  درج ة

 Diagnostics Print Plant(http://www.plantprint.net ) من اوأنزيم ارئيسي اخليط تتضمن البروتوكول

 الطريق ة ف ي المس تخدمة pth ةجين  لبادئ ات مش ابهة خصوصية الآني المتسلسل لبوليميرازا تفاعل يوفر
 ح والي موث وق بش كل كش فوي (Graham 2002 2005 و Cubero) المتسلس ل البوليميراز لتفاعل التقليدية

 خ لال وم ن المريض ة الأوراق كل و  خ لال م ن .citri subsp. citri X ف ةآ مس تعمراتل مشكّلة وحدات 10
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DP 6-11 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 مؤخرا الطريقة هذه مقارنة تم  وقد ( 2004 وآخرون  Mavrodieva) المزروعة للخلايا مخفف محلول
 الكشف حساسية أن عن وأفيد (2007 وآخرون  Golmohammadi) جموالمد العادي البوليميراز تفاعل مع

  ل/مللمستعمرات مشكّلة وحدات 10 تبل  الثمار كلو  في .citri subsp. citri X عن

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

  التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل

  التالية: المعايير استيفاء تم إ ا فق  صالحا المحددّ بالممرض خاصال المتسلسل البوليميراز تفاعل يعتبر

 صحيح ال الحجم من فةللآ امبليكونأ الإيجابي الشاهد ينتج أن -

 الس  لبي والش  اهد للاس  تخراج الس  لبي الش  اهد ف  ي ف  ةللآ الص  حيح الحج  م م  ن أمبليكون  ات إنت  اج ع  د  -
 للتضخيم 

 الس لبي الش اهد ف إن أيض ا   ه ي 16S الن ووي الريب ي للحم ض الداخلي لشاهدا بادئات استخدم  حال في
 تن تج س وف الاختب ار عين ات نم وكل الإيجابي والشاهد استخد (  حال )في السليم( النباتي النسيج )أي

 الن ووي الريب ي الحم ض بادئ ات م ن أيّ ة عل ى الأمبليكون حجم يعتمد) كيلوباز 1 6 حوالي تبل  شريطة  
16S المستخدمة هي (Weisberg  1991 وآخرون ) المص طنعة الإيجابي ة الش واهد أنب  الملاحظة وتجدر 

 بادئ ات م ع التض خم نع  العين ات ج زع يفي دو ز اكيلوب 1 6 بحجم شريطة تنتج لن بالبلازميد والخاصة
 خل ي  ف ي ي درج ل م الن واة حم ض أن أو ي نجح ل م الن ووي الحمض استخراج أن مثلا  الداخلية الشواهد

 المستخرج النووي الحمض في موجودة المتسلسل البوليميراز لتفاعل المثبطة باتالمركّ  أن أو التفاعل 
  فسد  قد النووي الحمض أن أو

  الصحيح  الحجم من أمبليكونا   أنتج  ما إ ا إيجابية   ما نةعيّ  وتعتبر

 الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل

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

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

 للاس  تخراج الس  لبي الش  اهد م  ع (40 بل   ت ال  دورة ح  د قيم  ة أن )أي للتض  خم منحن  ى أي ش  اهدةم ع  د  -
 للتضخم  السلبي والشاهد

 اس تخدام ( ح ال )ف ي الس لبي الشاهد فإن  أيضا هي COX الداخلية الشواهد بادئات استخدم  حال وفي
 إنت اج نع  العينات جزع يفيدو ضخم ت منحنى تنتج أن يجب الاختبار عينات من وكل الإيجابي والشاهد

 حم ض أن أو ي نجح ل م النووي الحمض استخراج أن مثلا  الداخلية الشواهد بادئات مع لتضخمل منحنى
 ف ي موج ودة المتسلس ل الب وليميراز لتفاع ل المثبط ة ب اتالمركّ  أن أو التفاع ل  خلي  في يدرج لم النواة

 فسد  دق النووي الحمض أن أو المستخرج النووي الحمض

 ال دورة ح دّ  قيم ة م ن التحق ق ويج ب للتضخم  نمو جيا منحنى أنتج  إ ا إيجابية ما عينة تعتبر وسوف
  الأولى  للمرة الاختبار تنفيذ لدى مختبر كل في

 بيولوجيةال المقايسات بواسطة الكشف 3-1-6

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

 بعين ات citri subsp. citri .Xبآف ة للإص ابة المعرضة الحمضيات أوراق أنسجة عيمتط تم تبارخالا هذا في
 بدائي ة بث رات م وّ ون البكتيري ا تك اثر أج ل م ن المناسبة الظروف ضمن حضنها وتم مريضة مستخرجة

  للمرض 
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 DP 6-12 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 200بـ جيوبها وملء ميكرويف فرن في دقيقة 15 لمدة "إليزا" أطباق بتعقيم البيولوجية المقايسة هذه تبدأ

 درج ة عل ى الص فائحي للت دفق حج رة داخ ل  معق م م اء ف ي المائ ة في 1 5 بنسبة الأجار نم ميكرولتر
 ونالليم  )أي Duncan var. paradisi Citrus فص يلة م ن اليانع ة الحمضيات أوراق تخضع الغرفة  حرارة

 أو المكس    يكي( ونليم    )ال aurantifolia Citrus مث    ل للآف    ة معرض    ة أخ    رى عوائ    ل أو الهن    دي(
Poncirustrifoliata 1 بواسطة واحدة دقيقة لمدة فاتالآ من سطحها تطهير إلى الأوراق( ثلاثي )البرتقال 

 تكون أن يجب لا ولكن بالكامل متفتحة وراقالأ تكون أن ويجب الصوديو   هيبوكلوري  من المائة في
 حج رة ف ي س طحها يجف ف ث م ومن عقمالم المقطر بالماء مرات ثلا  الأوراق تشطف وقاسية  ناضجة

 بواسطة عليها الحصول يتم التي الأوراق  أقراص توضع الغرفة  حرارة درجة على الصفائحي التدفق
 الأج ار عل ى للمح ور المج اور س طحها م ع الإيثانول(  من المائة في 95بـ تعقيمها )بعد الأوراق تثقيب

 الحمض  يات قرح  ة كل  و  م  ن ميكرولت  را 05 مق  دار ويض  اف الطب  ق  جي  وب م  ن جي  ب ك  ل ف  ي الم  ائي
  ( النبتة من عينة لكل مكررة جيوب 4) المنقوعة

5 كميةب citri subsp. citri .X فةآ يحتوي مستعلق ويستخد 
 ش اهد بمثاب ة ل/مللمس تعمرات مشكّلة وحدة 10

 ف يلم راالب ا )بواس طة الأطب اق تغل ق  منهم ا( لك ل م رات 4) س لبي شاهد بمثابة ملحي ومحلول إيجابي 
 مئوي ة درج ة 28 ح رارة عل ى حض نها وي تم المائ ة ف ي 100 تقريبا النسبية الرطوبة مستوى فيبل  مثلا(

 البث ور نتك وّ  تقي يم ويب دأ بانتظ ا   حالته ا تقد  من والتأكد دائم بشكل لضوءال تعريض  مع يوما 12 لمدة
 وتقنيات مجسّم مجهر استخدا ب الثالث اليو  من ابتداء   الأوراق أقراص من كل في اللون بيضاء البدائية

 الأق راص إخض اع يمك نو  2-1-3 القس م ف ي ال وارد الوص ف بحس ب .citri subsp. citri X ف ةالآ لع زل
 ش ب  وس  على عزلها عبر ية ح بكتيريا وجود كشف أجل من التحليل من لمزيد الأعراض من الخالية
 موج ودة  citri subsp. citri .X ف ةآ كان  حال في ما وي 12 مرور بعد ( 2008 وآخرون  Verdier) انتقائي

 أكب ر  بأع داد الوس   عل ى عزلها بالوسع ويكون النباتي النسيج على تكاثرت قد البكتيرية الخلايا تكون
2) اس ةوحسّ  ج دا   مح ددة تش خيص طريق ة هي البيولوجية المقايسة هذه أن إلى الإشارة وتجدر

 وح دة 10
 ( 2008 وآخرون  Verdier) (ل/مللمستعمرات مشكّلة

 المنفصلة الأوراق تخصيب 3-1-6-2

 لفص يلة جروح ةالم المنفص لة الأوراق ف ي ق ائيانت بش كل .citri subsp. citri X ف ةآ تخص يب أيض ا يمك ن
Duncan var. paradisi C. مث  ل ف  ةللآ الحساس  ية الش  ديدة العوائ  ل م  ن غيره  ا وأ الهن  دي( )الليم  ون  C.

aurantifolia أو المكس  يكي( نليم  و)ال trifoliate P. الطرفي  ة الأوراق تغس  ل الأوراق(  ثلاث  ي )البرتق  ال 
 ويطهّ ر  ص نبورلل الج اري الم اء تح   دقائق 10 لمدة  الدفيئة في مزروعة نبتات من المأخو ة اليانعة

 تطهيره ا به دف فطش وت  واح دة لدقيق ة المائ ة ف ي 1 بنس بة الص وديو  هيبوكلوري   بواسطة سطحها
 بإبرة ثقبها عبر معقمة بطريقة ورقة لكل السفلى الجهة تجرح المعقم  المقطر الماء بواسطة كامل بشكل

 في 1 بنسبة أجار على كاملة الأوراق وتوضع مبضع  ةبواسط خفيفة بحركات مرات عدة تجريحها أو
 ل  ى أع إل ى جه امو الأس  فل س طحها يك ون أن ش  رط "إلي زا" أطب اق جي  وب داخ ل معق م م  اء ف ي المائ ة

 ة المنقوع الحمضيات قرحة كلو  من مستخرجة ميكرولترا 20و 10 بين قدرها يتراوح قطيرات تضاف
 بع دو الأوراق  لأق راص بيولوجي ةال لمقايسةبا الخاصة والسلبية الإيجابية هدالشوا تستخد  الجراح  إلى

 ويمك ن البثور تكوّن ييمتق يتم  ضاءةم حاضنة في مئوية درجة 25 حرارة على يوما 12 إلى أيا  4 فترة
 م ن الخالي ة المجروح ة الأوراق أنس جة م ن أو البثور من أية من باستخراجها .citri subsp. citri X عزل

 الأب يض البح ر ومنطق ة أوروب ا ف ي النبات ات حماية )منظمة أعلاه موصوف هو ما بحسب الأعراض 
 ( 1998 المتوس  
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DP 6-13 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 الأعراض عديمة النباتات في الآفة كشف 3-2

 عل ى والتخص يب الع زل خ لال م ن الأع راض عديم ة النبات ات في .itriC subsp. citri X فةآ كشف يمكن
 والاختب  ار ((3-1-3 )القس  م المناعي  ة )الفل  ورة المص  لية والتقني  ات أدن  اه(  )أنظ  ر انتقائي  ة ش  ب  أوس  اط

  (4-1-3 )القسم الجزيئي

 غسل عبر يتمّ  أن انتقائية شب  أوساط في الأعراض عديم نباتال من .itriC subsp. citri X فةآ لعزل يمكن
 عل ى طليه ا ث م وم ن  الطافي ة م ادةال وتركي ز لببتون ب ا م دروء محل ول ف ي الثمرة أو الورقة عن عينة
 عينّة   واحد ثمرة أو أوراق عشر وتشكل ( 2008 وآخرون Verdier)  الوس

 ب الببتون مدروء محلول من لمل50 لخدا الغرفة ارةحر درجة على دقيقة 20 لمدة ناتالعيّ  خضّ  يجري
 درج ة عل ى لت ر  1 مقطّ ر  م اء  اميكرولت ر 250  20 ت وين ؛مغ 1 ببت ون  ؛مغ5 8 الصوديو   )كلوريد

  ب الببتون م دروء محلول من لمل200 في ورقة 100 استخدا  فيمكن  بالجملة للعينات ( أما2 7 حموضة
 50 تحت وي معقم ة أكياس داخل لغرفةا حرارة رجةد على دقيقة 20 لمدة الثمرات فرادى خض ويجري

 بالببتون  المدروء محلولال من لمل

 الطافي ة الم ادة تح وّلف دقيق ة 20 ةلم د ج ق وة 6000 ةس رعب المرك زي لط ردل المس تعلق خض عي ث م ومن
 المائ  ة  ف ي 85 0 بنس بة ملح  ي محل ول م ن لمل 10 ف  ي المترس بة الم ادة اس  تعلاق دويع ا الوع اء لخ ارج

 3مس تعلق  لك ل 1000:1و 100:1 بنس بة محلول من ميكرولتر( 100) تامة قاسمة بكميات عينات حوتمس
 أح ادي غلوتام ات  مغ 2 ببت ون   مغ 20 الس كروز  م ن نمك وّ ) الانتق ائي ش ب  XOS وس   على مرات

 يل ينايث حم ض حدي د ؛مغ 2 البوتاسيو   فوسفات هيدروجين ؛مغ3 0 الكلسيو   نترات  مغ5 الصوديو  
   م 20 كازوغاميس ين  م   20 لكس ين سيفا  ؛م100 سيكلوهكسيمايد  م ؛1 الخليك  رباعي أمين ائيثن

  Monier) (0 7 حموض ة درج ة على لتر  1  مقطر ماء ؛مغ17 أجار  بكتو م  2B  0 3 المثيل بنفسجي
 ع ن فض لا النم و تقي يم ميت أيا   6و 5 بين تتراوح لمدة مئوية درجة 28 حرارة على الحضن ( بعد1992

 ( 2-1-3 )القسم الخارجي شكلها وخصائص المستعمرة نوع

 فةالآ تحديد -4

 أنواعا لأنّ  عدة تقنيات خلال من يؤكد أن citri subsp. citri .X فةلآ المفترضة المستعمرات تحديدل ينبغي
 أن يمكن .umelonisitrC subsp. alfalfae Xو .urantifoliiA subsp. fuscans X مثل Xanthomonas آفة من أخرى
 عل ى المورفولوجي ة الخص ائص مراقب ة إل ى بالإض افة  التقني ات تل ك وتتض من الحمضيات  من تعزل

 النبت  ة لأوراق البيولوجي  ة والمقايس  ة الجزيئ  ي  والاختب  ار المص  لية  الاختب  ارات المغذي  ة  المس  تنبتات
 الإمراضية  درةالق واختبار المنفصلة  الأوراق أو صغيرة أقراص شكل على المقصوصة

 التقني ات م ن كل بواسطة يجابيةالإ نتيجةال في تتمثل الخالص المستنب  لتحديد الأدنى لحدا متطلبات إن
  الثلا :

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

 يل ي فيم ا إليه ا المش ار) المض ادة ا للأجس  المزدوج ة الش طيرة المناعي ة  )الفل ورة المصلية يةالتقن (2)
  2-4 )الأقس                     ا  المباش                     رة غي                     ر "إلي                     زا" أو (ELISA-DAS بتس                     مية

 نسيل؛الت أحادية محددة مضادة أجسا  باستخدا  (2-2-4و 1-2-4و

 ك  و  فرض  يات متطلب  ات س  تيفاءلا العوائ  ل مض  ياتحال تطع  يم عب  ر لإمراض  يةا الق  درة اختب  ار (3)
 م ن أكث ر التثب   أج ل من (5-4و 4-4 )القسمان إضافية اختبارات إجراء كنيم ( 6-1-3و 3-4 )القسمان

  كافة  الاختبارات في والسلبية الإيجابية الشواهد تضمين يجبو الموجودة  السلالة خصائص

  بها: الموصى التقنيات التالية الأقسا  تصف
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 DP 6-14 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 ت رد) .citri subsp. citri X لآف ة مرجعي ة س لالات تق د  أن - أخ رى ب ين م ن التالي ة  للمجموع ات يمك ن
 : (إيجابية كشواهد  لاستخدامها بها الموصى .itriC subsp. citri X معزولات

- 3234 NCPPB المرك زي  العل و  مختب ر النب ات  لأم راض المس ببة للبكتيري ا الوطني ة المجموع ة م ن 
 المتحدة المملكة يورك 

- 2911 CFPB الزراعي ة للبح و  ال وطني المعه د ات ب نلل ةالممرض  للبكتيريا سيةالفرن المجموعة من  
 (.citri subsp. citri Xلـ *A سلالة )هذه فرنسا أنجي  

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

Ltd Zealand New  انيوزيلند ند أوكلا 

- 49118 ATTC المتح  دة الولاي  ات ني  ا فيرجي ماناس  اس  الأمريكي  ة  نبتةالمس  ت الأن  واع مجموع  ة م  ن 
 الأمريكية

- 1594 IBSBF الاختب اري المركز  تللنبا الممرضة المستنبتة ريايللبكت لبيولوجيا المعهد مجموعة من 
 البرازيل كامبيناس  النباتية  ريايلبكتل العلو  مختبر - البيولوجي للمعهد المركزي

   المستنبتة المجموعات من مباشرة عليها ولالحص تم إ ا فق  لسلالاتا ةأصال من التأكد يمكن

 المتسلسل البوليميراز تفاعل على القائمة الطرق 4-1

 المستحس ن م ن  3-4-1-3 القس م ف ي الموص وف المتسلس ل البوليميراز تفاعل بروتوكول إلى بالإضافة
 م ن مختلفتين مجموعتين استخدا  عبر لكو   بها المشتب  للسلالات الخالص مستنب ال تحديد من دتأكال

 2Rxc-Rxg/-J (Cubero أو 2pth-/J1pth-J ينتادئب ال م ن مكون ة الأول ى المجموع ة تكون أن ينبغي البادئات 
 (2005 وآخ   رون  Filho-Coletto) Xac01Xac/02 الب   ادئتين م   ن الأخ   رى والمجموع   ة (Graham 2002و

 معظ  م أن تفي د الت  ي البح و  نت  ائج بس بب وه  ذا ( 1 ل)الج دو (2006 وآخ  رون  Park) XACF/XACR أو
 تحدي د م ن التثب   ويمكن ( 2013 وآخرون  Delcourt) الخصوصية إلى تفتقر المنشورة البادئات أزواج

 ت يال تل ك م ع هالسلاس ومقارنة المتسلسل البوليميراز تفاعل عن الناتجة الأمبليكونات لةلس  س   عبر فةالآ
 ال وطني لمرك زل الت ابع الجين ات بن ك بيان ات قاع دة ل دى المودع ة .citri bsp.su citri X س لالات تخ ص

  البيولوجية  التكنولوجيا لمعلومات

 لمن اطق اتبادئ  إل ى Graham (2002)و Cuberoلل  المتسلسلل البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد
  .citri subsp. citri X آف ةب الخاص ة 23Sو 16S الن ووين ال ريبيين للحمض ين المستنس   ال داخلي الفاص ل

subsp. citri .X  ف ةلآ تينمح دد تينب ادئ تص ميم المستنس   ال داخلي ص لالفا سلاس ل في الفوارق أتاح و

citri الشا تين السلالتين البادئتان اتانه وتكشف A* وw
A

 
(Cubero وGraham  2002 ) هما: والبادئتان  

Rxg-J: 3′-GCGTTGAGGCTGAGACATG-5′ 

2RXc-J: 3′-CAAGTTGCCTCGGAGCTATC-′5 

 المرك زة ت اك دارئ ة تحت وي ميكرولت ر 25 بكمي ة للتفاع ل خلائ   ف ي المتسلسل البوليميراز تفاعل ذنفّ ي  
 RXg-J  0 04 بادئ ة منميكروم ولار 04 0 المغنيس يو   كلوري د من ميليمولار 5 1و  واحد ضعف مقدار

 الن ووي الحم ض ب وليميراز م ن وح دة 1و NTPd لكل ميكرومولار 2RXc-J  0 2 بادئة من ميكرومولار
 م ا بحس ب pthA يتب ادئ عم المستخدمة نفسها هي المتسلسل البوليميراز تفاعل تضخيم وفظر إن تاك 

  3-4-1-3 القسم في يرد

 ب ادئتين وضع إلى (2006) وآخرين Fiho-Colettaل  المتسلسل البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد
 هما: والبادئتان  rpf ةنجي مجموعة على بناء
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DP 6-15 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

01Xac: 3′-CGCCATCCCCACCACCACCACGAC-5′ 

02Xac: 3′.-AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA-5′ 

 المركزة تاك دارئة على تحتوي ميكرولتر25 بكمية للتفاعل خلائ  في المتسلسل البوليميراز تفاعل ينفذ
 ميكروم ولار 0 25 بادئ ة  لك ل لارميكروم و 36 0 المغنيس يو   كلوريد من ميليمولار 0 2و  واحدة مرة

 الب   وليميراز تفاع  ل تض  خم ظ   روف تتمث  ل ت  اك  الن  ووي الحم   ض ب  وليميرازل وح  دة 1و dNTP لك  ل
 94 ح رارة عل ى دورة 63 تليه ا دقائق 3 لمدة ويةمئ درجة 94 حرارة على أولية مس  بخطوة المتسلسل

 وخط وة ثاني ة  45 لم دة مئوي ة درج ة 72و ثاني ة 45 لم دة مئوي ة درج ة 60و ثانية  45 لمدة مئوية درجة
 م ن زوج ا 582 فه و الأمبليك ون حج م أم ا دق ائق  5 لم دة مئوي ة درج ة 72 ح رارة عل ى نهائي ة استطالة
  القواعد

ر  جين  ة تت  ابع عل  ى بن  اء ب  ادئتين (2006) المتسلسللل البللوليميراز لتفاعللل وآخللرين Park بروتوكللول طللو 
hrpW  فهما: البادئتان أما 

XACF: 3′-CGTCGCAATACGATTGGAAC -5′ 

XACR: 3′-CGGAGGCATTGTCGAAGGAA  

 ت  اك دارئ ة م ادة تحت وي الت ي التفاع ل خلائ   م  ن ميكرولت را   25 ف ي المتسلس ل الب وليميراز تفاع ل ي تمّ 
 الب ادئتين  م ن ك ل م ن ميكروم ولار 0 10و المغنيس يو  كلوري د م ن ميليمولار 1 5و واحدة مرة مركزة

 المائ  ة ف  ي 0 01 بنس  بة وجيلات  ين الأكس  جين المنق  وص النيوكليتي  د فوس  فات ك  ل م  ن ميليم  ولار 0 25و
 المتسلس ل الب وليميراز تفاع ل تض خيم ظ روف وتتمث ل ت اك  الن ووي الحم ض ب وليميراز من ووحدتين

 لمدة مئوية درجة 94 حرارة على دورة 30 تليها دقائق  5 لمدة مئوية درجة 94 حرارة على أولي بمس 
 على نهائية استطالة وخطوة ثانية  30 لمدة مئوية درجة 72و ثانية 30 لمدة مئوية درجة 60 مث ثانية  15

  القواعد من زوجا   561 فيبل  يكونالأمبل حجم أما دقائق  سبع لمدة مئوية درجة 72 حرارة

 بروتوكللول فلي الموصلوفة المتسلسلل البلوليميراز تفاعللل عللى القائملة الأسلاليب ملخلص -1 الجلدول
 هذا خيصالتش

 النس بة إل ى حددةالم غير الكشف عملية تشير*(2013) وآخرين Delcourt من مأخو ة الخصوصية بيانات
 إص ابتها تثب   لم **الاختبار  في إصابتها ثبت  التي الرمّامة والفطور Xanthomonads آفات من المئوية

 امة الرمّ  الفطور سلالاتب

حجم  المرجع زو  البادئات
 الأمبليكون

 قواعد( )زو 

 كشف سلالة
X. citri subsp. citri  

كشف غير محدد 
)%(
*

 
حدود الكشف في 
 المواد النباتية

2/3 Hartung 

 (1993) وآخرون
شف سلالات  كلا ي 224

 Awوكافة سلالات 

A* 

17 10
2

مشكلة  اتوحد 
 للمستعمرات/مل

J-pth1/J-pth2 Cubero 
 Grahamو

(2002) 

10 51 السلالات كافة 198
4

مشكلة وحدات  
 للمستعمرات/مل

J-Rxg/J-Rxc2 Cubero 
 Grahamو

(2002) 

10 30 السلالات كافة 179
4

وحدات مشكلة  
 للمستعمرات/مل

Xac01/Xac02 Coletto-Filho 
 وآخرون
(2005) 

10 16 السلالات كافة 582
4

وحدات مشكلة  
 للمستعمرات/مل

XACF/XACR Park ن وآخرو
(2006)  

 عروفغيرم **6 السلالات كافة 561
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 DP 6-16 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 المصلي الكشف 4-2

 مض  ادات اس  تخدا  يستحس  ن 3-1-3 القس  م ف  ي الموص  وف المناعي  ة الفل  ورة بروتوك  ول إل  ى بالإض  افة
 غير "إليزا" أو ELISA-DAS طريقة استخدا  ويمكن الخالصة  المستنبتات تحديد أجل من مختلفة أجسا 

 لخالصة ا المستنبتات لتحديد بديلين مصليين كاختبارين أيضا المباشرة

4-2-1 ELISA-DAS 

 م  دروء محل  ول م  ن جي  ب/ميكرولت  ر 100ب  ـ ميكروتيت  ر اقأطب   تطل  ى ELISA-DAS اختب  ار إل  ى بالنس بة
 ؛مغ 0 2الص وديو   آزي د ؛مغ 2 93 الص وديو   بيكربون ات ؛مغ1 59 الصوديو   )كربونات الكربوناتب

 .citri subsp. citri X لآفة مضادة مناعية غلوبولينات يحتوي (9 6 حموضة درجة على لتر؛ 1 مقطّر  ماء
 م رات 3 الأطب اق غس ل بع د مئوية  درجات 4 حرارة على الليل طيلة وتحضن المناسب بالشكل مذوبة

 فوس  فات ؛مغ 8 الص  وديو   )كلوري د ت  وينال-بالفوس فات الم  دروء الملح ي المحل  ول م ن خل  ي  بواس طة
 الص  وديو   آزي  د ؛مغ  0 2البوتاس  يو   دكلوري   ؛مغ  O2H12·4HPO2Na  9 2 ؛مغ  0 2 البوتاس  يو  أح  ادي

 أو اختب ار  عين ة تض اف( 7 4 حموض ة درج ة عل ى لت ر؛ 1 مقط ر  م اء ؛لمل0 25  20 توينال ؛مغ0 2
 200 )بق در (.citri subsp. citri X لآف ة مرجعي ة )س لالة إيج ابي ش اهد أو س ليمة( نباتية )مادة سلبي شاهد

 ض افي الغس ل وبع د مئوية  درجة 73 حرارة على اعتينس لمدة الأطباق تحضين يتم جيب( ميكرولتر/
 بالش  كل الم  ذوب القل  وي الفوس  فاتازب قت  رنالم .itriC subsp.citri X ف  ةلآل ادالمض   المن  اعي الغلوب  ولين

 وتحض ن جي ب(ميكرولتر/ 200 )بق در ت وينال-بالفوس فات الم دروء الملح ي المحلول خلي  في المناسب
 م  دروء م ن أساس  ي محل ول يض  اف الغس ل بع د مئوي  ة  درج ة 37 ح  رارة عل ى س  اعتين لم دة الأطب اق

 30 ب ين تت راوح لم دة الأطب اق وتحض ن ميكرولتر/جي ب( 200) (لم /مل 1) نيتروفينيل-باراال فوسفاتب
 مجه ز الض وئي للطي ف مقي اس باس تخدا  الامتصاص ات تق اسو الغرفة  حرارة درجة على دقيقة 60و

 مرتين تفوق البصرية لكثافةا قيمة كون في بالآفة العينة إصابة تحديد معيار يتمثلو نانومتر  405 بفلتر
ELISA-DAS طريق ة ف ي الكش ف ح دّ  يبل   و الس ليمة  النباتي ة الم ادة ش اهد قيم ة

4
10-5

 مش  كلة وح دات 10
 ف   ي للجرثوم   ة المباش   ر للكش   ف الطريق   ة به   ذه ينص   ح لا ( Fan  1982و Civerolo) للمس   تعمرات/مل

  النباتية  الأنسجة

 لتحدي  د فق    اس  تخدامها يستحس  ن ولك  ن "إلي  زا" لطريق  ة متاح  ة التنس  يل أحادي  ة مض  ادة أجس  ا  هن  اك
 تجاري  ة أدوات مجموع  ات وهن اك النب  اتي  النس  يج ف ي كش  فها قابلي  ة ت دني بس  بب الخالص  ة المس تنبتات

 يان اتالب إل ى س بةبالن ( ,Inc Agdia م ن )م ثلا تجاري ا متاح ة "إلي زا" بواس طة .citri subsp. citri X لكش ف
 بع  ض ع  ن يع  رف المص  نعة  الش  ركة قب  ل م ن المقدم  ة الفني  ة المعلوم  ات راج  ع بالخص  ائص المتعلق ة

.X و .phaseoli pv. axonopodis X آف ات م ع متب ادل بش كل تتفاع ل أنه ا التنس يل أحادي ة الأجسا  مضادات

Zinnia pv. campestris وitrumelonisC subsp. alfalfae X. وpelargonii pv. hortorummonasXanthoأن   غي ر ؛ 
 الحمضيات  على موجودة تكون أن الباثوفارات لتلك المحتمل غير من

 المباشر غير "إليزا" اختبار 4-2-2

 Alvarez وص فها الت ي التنس يل أحادي ة المض ادة الأجس ا  م ع المباشر غير "إليزا" اختبار استخدا  يمكن
.subsp. citri X  لكش ف تجاري ة أدوات مجموع ات وهن اك تنبتات المس  تحدي د أجل من (1991) وآخرون

citri مثلا تجاريا متاحة "إليزا" بواسطة( من Inc Agdia,)  س لالات لك ل يمك ن  ةنظري ال الناحية من  X.

citri subsp. citri تم والتي الظاهري الشكل ناحية من المميزة السلالات بعض أن عن أفيد ولكن تحدد أن 
 Vernière) المتاح  ة التنس  يل أحادي  ة المض  ادة الأجس  ا  م  ع تتفاع  ل لا  آس  يا غ  رب-جن  وب ف  ي عزله  ا

  (1998 وآخرون 
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DP 6-17 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 لم  دة ج ق  وة 10000 تقريب  ا تض  اهي بس  رعة المرك  زي للط  رد الخالص  ة المس  تنبتات مس  تعلقات تخض  ع
 لفوس فاتبا الم دروء الملح ي المحل ول م ن واح د م ل يضافو الطافية  المادة من التخلص ويتم دقيقتين
  أخريين مرتين العملية تكرر ة مالدوا الآلة في وضعها عبر الخلايا استعلاق ويعاد واحدة مرة المركّز

 البكتيري تركيزال ليعدّ و للطلاء   تستخد دارئة مادة في الخلايا لاقاستع يعاد الثالثة الغسل عملية عدوب
7 × 2 5 قريب   ا)ت بص   رية كثاف   ة درج   ة 0 60001 حت   ى الض   وئي القي   اس ناحي   ة م   ن

 مش   كّلة وح   دة 10
 لك  ل جيب ين مع دل)ب ميكروتيت  ر أطب اق عل ى العين  ات م ن تام ة قاس  مة أج زاء لمستعمرات/مل( توض ع

 يزوده  ا عين  ة أو مرجع  ي )زرع إيج  ابي ش  اهد تض  مين ينبغ  ي ميكرولتر/جي  ب(  100 ومق  دار عين  ة 
 مئوي ة درج ة 37 ح رارة على الليل خلال الأطباق تحضن آخر  بكتير مع سلبي دارئ وشاهد المصنعّ(

 الدسم من الخالي المجفف الحليب مسحوق من المائة في 5) قمعوّ  محلول يضافو جافة  تصبح أن إلى
 عل ى دقيق ة 30 لم دة الأطب اق تحضن ميكرولتر/جيب(  200) بالفوسفات( المدروء الملحي المحلول في

 الع ادي بالفوس فات الم دروء ملح يال المحل ول م ن بم زيج م رتين تغس ل ث م وم ن الغرف ة حرارة درجة
 ف ي 2 5 بنس بة مجف فال حليبال مسحوق إلى الذوبان مناسب أولي مضاد جسم يضاف والتوين  التركيز

 الأطب اق تحض نو ميكرولتر/جي ب(  100) التوين-بالفوسفات المدروء يالملح المحلول خلي  في ةالمائ
 الملح ي المحل ول م ن بم زيج م رات خم س تغس ل ث م ومن الغرفة حرارة درجة على واحدة ساعة لمدة

 حليبال مسحوق إلى الذوبان مناسب مقترن نزيمأ يضافو  والتوين التركيز العادي بالفوسفات المدروء
  والت وين التركي ز الع ادي بالفوس فات الم دروء الملح ي المحلول من بمزيج المائة في 2 5 بنسبة مجففال
 تغس ل ث م وم ن لغرف ةا ح رارة درج ة عل ى واح دة اعةس  لم دة الأطباق تحضن ميكرولتر/جيب(  100)

 محل  ول يض  اف  واح  دة م  رة المركّ  ز بالفوس  فات الم  دروء الملح  ي ولالمحل   م  ن بم  زيج م  رات خم  س
 انولثالإي أمين ثانيب مدروء محلول إلى تروفنيلين-بارا فوسفات من لمل/م 1 ييحتو حديثا معد أساسي
 ح رارة درج ة عل ى دقيق ة 60و 30 بين الأطباق تحضن ميكرولتر/جيب(  100) (9 8 الحموضة )درجة

 تحدي د ي تمو ن انومتر  405 فلت رب الم زود الض وء طي ف مقي اس بواس طة يةالبص ر الكثافة تقاس الغرفة 
   ELISA-DAS طريقة في يجري كما الإيجابية العينات

 لإمراضيةا القدرة اختبار 4-3

  المرجعي ة العوائل من مجموعة ضمن الإمراض على تهاقدر حيث من .citri subsp. citri X تحديد ينبغي
.C  أو الحل  و( فالنس  يا )برتق  ال sinensis Citrusو الهن  دي( الليم  ون) .Duncan var. paradisi C مث  ل

aurantiifolia التشخيص  لتأكيد  المكسيكي( )الليمون 

 لعوائ    أن  واع عل  ى ب  دونها أو ب  إبرة م  زودة بحقن  ة الخ  رق خ  لال م  ن الأوراق عل  ى المقايس  ات إن
 الأوراق لتفضّ  البكتيرية  للمستعمرات الإمراضية القدرة على لالةالد تتيح للإصابة  القابلة اتالحمضي

 بع د تقرح اتال تنش أ  للإص ابة قابليته ا ارتفاع بسبب المائة في 70 إلى 50 بنسبة المتفتحة الناضجة غير
 المنفص           لة لأوراقا أو الس           ليمة الأوراق تطع           يم عل           ى يوم           ا 14 إل           ى 7 م           رور

(Francis  ؛2010 وآخرون Koizumi  1971) عالي ة بيئ ة ف ي مئوي ة درج ة 25 ح رارة عل ى حض نال بع د 
 الش   بي  الت   آكلي .itriC subsp. citri X تفاعلبس   هولة يميّ   ز أن يمك   ن المقايس   ات  تل   ك الرطوب   ة مع

 ح  ديث أج  ار طب  ق م  ن تمراعمس  تال أو س  ائل وس    ف  ي تنم  و الت  ي ي  االبكتير قاس  تعلا يعادبالجس  أة 
6 ب  ين م  ا التركي  ز تع  ديل وي  تم معق  م مقط  ر م  اء ف  ي  الاس تخدا 

8و 10
  به  ا العوائ  ل تطع  يم أج  ل م  ن 10

 تبق ى أن ييج ابالإ الش اهد س لالةب المطعم ة النبات ات وعل ى وإيجابي ة  سلبية شواهد إدراج دائما وينبغي
 الاختبار  نباتات عن منفصلة

 الحيوية يةالكيميائ والخصائص الوصف 4-4

 0 75-0 5 × 2 0-1 5 مقاس ها يبل  و الش كل وعص وية مس تقيمةو را غ ال سلبية فةآ .citri subsp. citri X إن

 العديد في تشترك وهي ط بالسو شبيهة واحدة قطبية زائدة ةبواسط الحركة على قادرة وهي تر مميكرو
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 DP 6-18 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 كيميائي ة إنه ا Xanthomonas فئ ة نم آخرين أعضاء مع الحيوية يةوالكيميائ الفسيولوجية الخصائص من
 ه    و الأص    فر الص   با  بالأكس    دة  الغلوك   وز تس    تقلبو مل   ز  بش    كل وهوائي   ة  التغذي    ة وعض   وية

 ف ي .citri subsp. citri X ع ن تع رّف الت ي الحيوي ة الكيميائي ة الخص ائص بع ض وت رد  xanthomonadinالـ
   2 الجدول
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DP 6-19 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 citri subsp. citri Xanthomonas فةلآ سيةالرئي الحيوية الكيميائية الخصائص -2 الجدول

 النتيجة الاختبار

 + كاتالاز

 أو ضعيف  – أوكسيداز

 – خفض النيترات

  التحليل المائي لـ:

 + النشاء

 + الكازيين

 + 80توين 

 + إيسكولين

 + تسييل الجيلاتين

 + تسييل هلا  البكتات

 – استخدا  الأسباراجين

  يتطلب النمو:

 + نينميثيو

 + سيستيين

 – في المائة من كلوريد ثلاثي فينيل تترازوليو  )كتلة/حجم( 02 0 .

 

 الجزيئي التحديد 4-5

 اعتب رو .citri subsp. citri X ف ةآ فيه ا بم ا الجزيئ ي  المس توى عل ى الحمض يات آف ات ملام ح تحدي د ت م
 الإج راءات وتشمل  وتحديده  تصنيف لإعادة ودقيقة سريعة طرقب يتسم أن ب عامة Xanthomonas صنف

 وآخ رون  Hartung) الجينو  بصمات وأخذ ( 1995 وآخرون  Vauterin) النووية الأحماض بين التهجين
 rep-و (2008 وآخ   رون  Young) مواق   عال متع   ددة السلاس   ل تحلي   لو ( 1987 وآخ   رون  Lazo ؛1987

PCR(Cubero وGraham  2002  2004 ) 

 مواقعال ةدمتعد السلاسل تحليل 4-5-1

 itriC subsp. citri X. (Almeida ف ةلآ الخاص حديدالت أجل من مواقعال متعددة السلاسل تحليل نهج استخد 
 ت دبير جين ات تض خيم ي تم ( 2008 وآخ رون  Young ؛2010 وآخ رون  Ngoc Thi Bui ؛2010 وآخ رون 

 الت  ي المتسلس  ل ليميرازالب  و تفاع  ل ظ  روف عل  ى وبن  اء  بادئ  اتال بواس  طة ال  وراثي  التركي  ب ش  ؤون
 ( 2008) ن وآخ ري Youngو (2010) نوآخ ري Ngoc Thi Buiو (2010) نوآخ ري Almeida م ن ك ل وصفها

 ش  ؤون لت دبير جين  ات ثم اني إل ى أرب  ع تك ون م ا )ع  ادة متع ددة مواق  ع سلس لة عل ى الطريق  ة ه ذه تق و 
 ل دى الم ودع Xanthomonas لصنف المرجعية السلاسل مع السلاسل تلك مقارنة وتتم الوراثي( التركيب

 النب       ات لميكروب       ات المش       تركة البيان       ات قاع       دة م       ثلا  النيكليوتي       دات؛ بيان       ات قاع       دات
(bin/MLST/home.pl-http://genome.ppws.vt.edu/cgi) (Almeida  2010 وآخ     رون) وMLVAbank للتنم     ي  

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

http://genome.ppws.vt.edu/cgi-bin/MLST/home.pl
https://bioinfo-prod.mpl.ird.fr/MLVA_bank/Genotyping/
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 DP 6-20 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 PCR-Repأخذ البصمات بطريقة  4-5-2

 بالندرومي ة عناص ر عل ى بن اء المصممة البادئات استخدا  عبر PCR-Rep بطريقة البصمات لأخذ يمكن
 BOX (Louws وعنص   ر المع   وي البكتي   ري المتك   رر الجين   ي التواف   ق تسلس   لات – متك   ررة لاجيني   ة

 لتفاع   ل المح   ددة الظ   روف ض   من الخص   ائص توص   يفلو للتحدي   د يس   تعمل أن – (1994 وآخ   رون 
  ( Graham  2002و Cubero) المتسلسل البوليميراز

 من رنانومت 600 مستوى على )الامتصاص البكتيرية المستعلقات من النووي الحمض استخراج بالوسع
 الإيث  انول ف  ي المترس  بة فين  ول  كلوروف  ور  أمي  ل إي  زو كح  ول م  ع واح  دة خط  وة ف  ي (0 5 إل  ى 0 2

 حت ى الص فر تح   20 ح رارة على النووي الحمض يخزن النقاء  الفائق الماء في جديد من والمستعلقة
   2-4-1-3 القسم في الموصوفة النووي الحمض خراجاست إجراءات اتباع أيضا ويمكن استعمال  

 ت  اك دارئ  ة تحت  وي اميكرولت  ر 25 بمق  دار للتفاع  ل خلائ    ف  ي BOX المتسلس  ل الب  وليميراز تفاع  ل ي  تم
′-BOX1R (5 بادئ  ة م  ن ميكرومت  ر 2 4  المغنيس  يو  لوري  دك م  ن اتميليم  ولار 6و واح  دة  م  رة مرك  زة

′3-GCAAGGCGACGCTGCAG-CTACG) (Louws  1994 وآخ   رون ) ك   ل م   ن ميكرومت   ر 0 2 dNTP  2 
 س لالات م ن المس تخرج الن ووي الحم ض م ن اتميكرولت ر 5و ت اك الن ووي الحم ض بوليميراز وحدة

anthomonadX  دق ائق 5 لم دة مئوي ة درج ة 94 ح رارة عل ى أولي ة مس  بخطوة التفاعل ظروف وتتمثل 
 درج ة 72و ثاني ة 30 لم دة مئوي ة درج ة 48و اني ة ث 30 لمدة مئوية درجة 94 حرارة على دورة 40 تليها

 منتج ات تحل ل دق ائق  10 لم دة مئوي ة درج ة 72 ح رارة عل ى نهائي ة وخط وة واح دة  دقيق ة لمدة مئوية
 حم ض أس يتات ثلاث ي من دارئة في المائة في 3 بنسبة الأجاروز هلا  في المتسلسل البوليميراز تفاعل

 ميليم   ولار/لتر حم   ض1/لتر م   ن ثلاث   ي الأس   يتات؛ ايم   ولارميل 40)الخلي   ك  رب   اعي الإيثيلين   ديامين
ببرومي د  تص ب فولت ات و 110دة س اعتين بق وة ( لم 0 8الخليك؛ درجة الحموض ة  رباعي الإيثيلينديامين

 الإثيديو   

 ت  اك دارئ  ة تحت  وي اميكرولت  ر 25 بمق  دار للتفاع  ل خلائ    ف  ي ERICي  تم تفاع  ل الب  وليميراز المتسلس  ل 
′-R1ERIC (5 بادئ  ة م  ن ميكرومت ر 1 2 المغنيس  يو   كلوري د م  ن اتميليم  ولار 3و اح دة و م  رة مرك زة

′3-GGGGATTCAC-ATGTAAGCTCCT) 2وERIC (5′3-GGGGTGAGCG-AAGTAAGTGACT-′) 
(Louws  1994 وآخرون ) كل من ميكرومتر 0 2 dNTP  2 5و ت اك الن ووي الحم ض ب وليميراز ةوح د 

 فه  ي التفاع  ل ظ  روف أم  ا  anthomonadX س  لالات م  ن لمس  تخرجا الن  ووي الحم  ض م  ن اتميكرولت  ر
 منتجات كما الحالة هذه في التفاعل منتجات وتظهر  BOX المتسلسل البوليميراز لتفاعل المسجلة نفسها
   BOX تفاعل

 ولك ن المج ردة ب العين الش ب  أوج   لإيج اد وتحليله ا المع الم( المح ددة )الأنم اط البصمات مقارنة يمكن
 مث ل معلوماتي ة برمجي ة اس تخدا  عبر  مقارنة وسلالات ناتئة أنماط إلى أيضا تتحول أن لأنماطل يمكن

BioNumerics الشاهد سلالات أنماط مع الشب  على يرتكز أن فةالآ تحديد وعلى التطبيقية(  لرياضيات)ل 
  ( 4 )القسم )المرجعي(

 للأع راض الحامل ة النباتي ة الم واد عل ى دهاوتحدي  citri subsp. citri Xanthomonas فةآ كشفال خط  ترد
  تباعا  6و 5 الشكلين في الأعراض وعديمة

 السجلات -5

 ف ي 2006:27 رق م المعي ار م ن 5-2 القس م ف ي مب ين ه و م ا حسب والبراهين بالسجلات الاحتفاظ بغيين
 ة النباتي الصحة لتدابير الدولية المعايير
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DP 6-21 اتاتالاتفاقية الدولية لوقاية النب  

 بالعينة الاحتفاظ يستحسن التشخيص  بنتائج سلبا أخرى تعاقدةم أطراف بها تتأثر قد التي الحالات وفي
 م  واد أو المثب    أو المحفوظ  ة والعين  ات الآف  ة  )ات( ومس  تنب  تتبعه  ا( لتيس  ير )ووس  مها الأص  لية

 الب وليميراز تفاع ل أمبليكون اتو "إلي زا"  لنت ائج مطبوعة نسخةو الجل  أنواع صور )مثل الاختبارات
 2001 :13 رق م ال دولي المعي ار) الامتث ال ع د  ح الات ف ي س يما لا  الأق ل عل ى واحدة لسنة المتسلسل(

 وحي ث الطارئ ة( والإج راءات النباتي ة الص حة ش روط التقيّ د ع د  حالات عن للإبلا  توجيهية خطوط
 معينة  منطقة أو معين بلد في الأولى للمرة فاتالآ تكتشف

 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).  

 بوقاي ة الخاص ة القطري ة المنظم ات قب ل من التشخيص بروتوكول في النظر لإعادة طلب تقديم مكنوي
 خ لال م ن النباتي ة الص حة ت دابير لهيئة التابعة الأجهزة أو النباتات لوقاية الإقليمية والمنظمات النباتات

 الفن  ي الفري ق إل  ى بإحالته ا ب  دورها س تقو  الت ي (ippc@fao.org) النبات  ات لوقاي ة الدولي  ة الاتفاقي ة أمان ة
 التشخيص  بروتوكولات بوضع المعني

 وتقدير شكر -7

 دائرة الزراعية  للخدمات العامة المديرية من .Verdier E.F السيد البروتوكول لهذا الأولى المسودة حرر
 ر  ةالس   يد ونقحته   ا التفاص   يل( عل   ى لاعللاط    6 القس   م )أنظ   ر أوروغ   واي البيولوجي   ة  المختب   رات
 وجودته   ا  الزراعي   ة الأغذي   ة لص   حة الوطني   ة الش   عبة النب   ات  وأم   راض آف   ات مختب   ر لانفرانك  ي 

SENASA  ج                          ادة Huergo Ing.10011107 CP  ب                          وينس  
 رق  م اله   اتف:  ritalanfranchi@hotmail.com الإلكترون  ي: البري  د لانفرانك   ي  )ريت  ا الأرجنت  ين آي  رس 

541143621177+ int118البري  د المتح  دة الولاي  ات كي  ة يالأمر الزراع  ة وزارة س  يفيرولو  إد الس  يد (؛( 
 )أنظ ر إسبانيا راعية الز للبحو  فالنسيا معهد  .López M.Mوالسيدة  (emciv@comcast.netالإلكتروني:

 ال  وطني المعه  د م ن ك  وبيرو ج  الس يد ش  ارك  ل ك  إل  ى بالإض افة التفاص  يل(  عل ى للاط  لاع 6 القس م
 مش  اركة التفاص يل( عل  ى للاط لاع 6 القس  م )أنظ ر إس  بانيا الزراع ة  مج  ال ف ي والتكنولوجي  ا للبح و 
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 شكالالأ -9

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

 وثمرت   وسيقان 

 
 الهندي الليمون على مبكرة تقرحات الحمضيات: قرحة أعراض يحمل غصين -2شكلال

(Citrusparadise ) 
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 والليمون )اليسار( (Citrussinensis) الحلو لبرتقالا ثمرة على الحمضيات قرحة أعراض -3شكلال

 الهندي
(Citrusparadisi)  ويمين(  )وس 

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

  الحمضيات  أوراق نقابة عن الناجمة
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  للأعراض الحاملة النباتية المواد على citri.subspXanthomonascitri وتحديد كشف نظا  -5 الشكل

  

 القسم 1-1-3

-DAS/الفلورة المناعية

ELISA (3-1-3 القسم) 

 الأوراق/الأوراق أقراص تطعيم

 المنفصلة
 (6-1-3 القسم)

 العزل وس 

 (2-1-3 القسم)

 إيجابية الاختبارات كل/بعض

 النتيجة

 البوليميراز تفاعل

 المتسلسل
 (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 وجود تحديد اختبارات

 (4القسم)

 بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج
 يستعين مصلي واختبار البادئات أزواج من مجموعتين

 يتبعها (2-4 )القسم التنسيل يةأحاد محددة أجسا  بمضادات
 مثل أخرى باختبارات القيا  ويمكن الإمراضية  للقدرة اختبار

 5-4 القسم أنظر – المواضع متعددة السلسلات تحليل

 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 المواد النباتية  Xanthomonas citri subsp.citri نظا  لكشف وتحديد -6الشكل 

  

 الأعراض من الخالية النباتية المواد

 حيوية أقراص/تجارب شكل على مقصوصة نباتية أوراق للفحص: اختبارات
 تفاعل اختبارات مناعية  فلورة انتقائية  شب  أوساط منفصلة  أوراق على

 (3 )القسم المتسلسل البوليميراز

 على إيجابي واحد فحص

 الأقل

 (2-1-3 )القسم المباشر زلالع

 المورفولوجيا  ات المستعمرات

 النمو جية
 (2-1-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 الآفة وجود تحديد اختبارات

 (4 القسم)
 بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 يستعين مصلي واختبار البادئات أزواج من مجموعتين
 يتبعها (2-4 )القسم التنسيل أحادية محددة أجسا  بمضادات

 مثل أخرى باختبارات القيا  ويمكن الإمراضية  للقدرة اختبار

 5-4 القسم أنظر – المواضع متعددة السلسلات تحليل

 نعم

X. citri subsp. citri 

 وجود تأكيد عد 

 لا

 إيجابي
 ودوج تحديد تم

X. citri subsp. citri  
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