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10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 3-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 معلومات عن الآفة -1
 

هي العامل المسبب ، Bursaphelenchus xylophilus )Steiner and Buhrer, 1934 (Nickle 1970، الصنوبرخشب  نيماتودا
ندا أمريكا الشمالية حيث تتوزَّع على نطاق واسع في ك. ويعتقد أن هذه الآفة متوطنة في الصنوبرلمرض ذبول خشب 
أمريكا  صنوبر). وأنواع Dwinell, 1993دو أن توزيعها محدود في المكسيك (ب) ويRyss et al., 2005والولايات المتحدة (

 الشمالية، خاصة ، ولكن الأنواع الغريبة التي تزرع في أمريكا B. xylophilusمتحملة لآفة مقاومة أو على الأقل  الشمالية
 . النيماتوداتموت عندما تهاجمها هذه  ،في المناطق الجنوبية الأدفأ من الولايات المتحدة

 
ن أمريكا مإلى اليابان في مطلع القرن العشـــــــرين، ويفترض أ�ا نقُلت عبر الأخشـــــــاب المصـــــــدَّرة  B. xylophilusآفة  ونقُلت

 أشـــــجار فيخســـــائر كبيرة حالياً الشـــــمالية وباتت واحدة من أكثر آفات الغابات ضـــــرراً في البلد، حيث ما زالت تســـــبب 
)، وصــــــــــــــنوبر أوكينـــاوا P. thunbergii)، والصــــــــــــــنوبر الأســــــــــــــود اليـــابـــاني (Pinus densifloraالأزهـــار ( ةالكثيفـــالصــــــــــــــنوبر 

)P. luchuensis( .آفة  ودخلتB. xylophilus  أيضــاً إلى الصــين (بما في ذلك تايون) وكوريا؛ وعثر عليها هناك في منتصــف
، وجدت الآفة للمرة الأولى في أوروبا (البرتغال) في الصـــــــنوبر البحري 1990نات القرن الماضـــــــي. وفي عام أواخر ثمانيفي أو 
)P. pinaster ( بعد إصابته بالآفة)، الذي تقتله الدودة في غضون أشهر قليلةMota et al., 1999; Fonseca et al., 2012 .(

 ) في البرتغال وإســــبانيا P. radiate) والصــــنوبر الشــــعاعي (P. nigraأيضــــاً في الصــــنوبر الأســــود ( B. xylophilusواكتشــــفت 
 للمرة الأولى  B. xylophilus آفــــة ، وجــــدت2008). وفي عــــام Inácio et al., 2014; Zamora et al., 2015على التوالي (

 ).Abelleira et al., 2011إسبانيا (في 
 

(الخنافس  Monochamusنس الجمن شجرة إلى شجرة عن طريق خنفساء ساكنة في الخشب من  B. xylophilusوتنتقل آفة 
). وتدخل Cerambycidae) (Linit, 1990; Evans et al., 1996: الخنافس الطويلة القرون Coleopteraدية الأجنحة غم

الشجرة  ار ومباشرة قبل أن تثقبالإخد طورة وجيزة من خروج تلك الحشرات من في أجسام الحشرات بعد فتر  النيماتودا
ذية النضج). وأوراقها (تغ الغصينات). وتطير الخنافس إلى تيجان الأشجار السليمة وتتغذى على Wingfield, 1987العائلة (

 ماتت مؤخراً أو تبحث عن الجذوع أو الأغصان الأكبر  وتتزاوج بعد ذلك وتبحث الإناث عن شجرة ضعيفة أو شجرة
، حيث تقوم بوضع بيضها من خلال اللحاء. وتتغذى Monochamus(بما في ذلك الحطام المتساقط)، تبعاً لنوع الخنفساء 

 شهر. وعندما أيرقات الخنفساء التي تفقس من البيض في الأنسجة القُلبية التي تقع مباشرة تحت اللحاء لعدة 
 B. xylophilusأعمق في الخشب كي تتشرنق وبهذا تكتمل دورة حياتها. وتستفيد آفة  اً ثقوب تحُدثج، صل إلى مرحلة النُضت

يمكن أن تدخل إلى الشجرة الجديدة أثناء البيض )، و Wingfield, 1987( عائل شجري جديدمن هذه الدورة للانتقال إلى 
التي تستعمر  Bursaphelenchusالوحيدة التي تنقل بها عدة أنواع من  عن طريق الخنفساء (ويبدو أن تلك هي الوسيلة

 بين هذه الأنواع، إذ يمكنها  فريدةتبدو  B. xylophilus). غير أن آفة Edwards and Linit, 1992الأشجار الميتة) (
نتيجة  صنوبرالأيضاً أن تنتقل إلى شجرة جديدة أثناء تغذية النُضج عن طريق الخنافس، ويمكن أن يظهر مرض ذبول 

 ).Wingfield, 1987( الغصيناتلانتقالها من خلال 
 

دث يح قريبة نسبياً من موقع دخولها الشجرة. ولكن عندما النيماتوداأثناء وضع البيض، تبقى  B. xylophilusوعندما تنتقل 
جرة وتُدمِّر الأنسجة في كل الش النيماتودا، تتوزَّع الصنوبرالشجرة بمرض ذبول  بوعندما تصا الغصيناتالانتقال من خلال 
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ضاً ية، والخلايا اللبابية لقنوات الراتنج المحوري والشعاعي، والقُلب (الكمبيوم) واللحاء. ويمكن أير الخشبية، مثل الخلايا الظها
أن توجد في الجذور حتى عندما تكون أجزاء الشجرة الواقعة فوق الأرض ميتة بالفعل، أو عندما تجف  B. xylophilusلآفة 
 Pinus spp. شجارأعلى نوع الشجرة (لا يتأثر عموماً سوى جنس  الصنوبر. وتتوقف إصابة الشجرة بمرض ذبول تقُطعأو 

لتها الصحية وظروف المناخ (لا سيما درجة الحرارة وإمدادات التي ليست من أصل أمريكي)، كما تتوقف إصابتها على حا
و غير منتظم، الشجرة. ويمكن أن يكون توزيعها موضعياً أ أجزاءفي كل  النيماتوداالمياه). وتؤثر هذه العوامل أيضاً في توزيع 

 ).Schröder et al., 2009أخذ العينات (وينبغي مراعاة ذلك عند تحديد استراتيجيات 
 

، Larix، وCedrus ، وChamaecyparis ، وAbiesأيضاً في الأشجار الميتة من الأنواع  B. xylophilusفة آويمكن أن توجد 
ولكن ليس معروفاً أن أياً من هذه الأجناس  )،Thuja spp، وغيرها من المخروطيات (باستثناء التويا Pseudotsuga، وPicea و

 من أن الاختبارات المرضية على الشتلات تكشف عن تفاعلات ملحوظة، ذبول الصنوبر على الرغم يتأثر بمرض 
 ).Evans et al., 1996بما في ذلك موتها (

 
، وتتفاوت أنواع Monochamus الخنفساء ذات القرون الطويلة بصورة شبه حصرية عن طريق أنواع B. xylophilusوتنقل آفة 

 M. carolinensis في اليابان، وM. saltuarius في الصين واليابان، و M. alternatusالنواقل تبعاً لتفاوت الأقاليم الجغرافية، مثل 
فس أنواعاً أخرى من فصيلة الخناأن في البرتغال. وتبينَّ في بعض الأحيان  M. galloprovincialis في أمريكا الشمالية، و

 لا توجد  ، وإن كانتالتي في طور السكون""اليرقات الصغيرة  على أجسامها الأجنحة تنقلالطويلة القرون أو الغمدية 
 ).Evans et al., 1996( النيماتوداأي أدلة تثبت أن لها دوراً كنواقل في نشر 

 
على مسافات أكبر، وجرى اعتراض الآفة  B. xylophilusومن المعروف أن النشاط البشري يمثل مساراً رئيسياً لانتشار 

 الصلبة لتعبئة الخشبيةامواد لمناسبات في التجارة الدولية للخشب، وفي المنتجات الخشبية، ومن أبرزها ونواقلها في عدد من ا
 المخروطيات. ولذلك فإن مخاطر تفشيها دولياً كبيرة.أخشاب المصنوعة من 

 
ن الخشــب انتقال الآفة مالمرتبطة بالخنافس الناقلة تشــكِّل أكبر مخاطر الانتشــار فإن  B. xylophilusآفة أن وعلى الرغم من 

 المصــــــاب إلى الخشــــــب غير المصــــــاب أو إلى الأشــــــجار غير الموبوءة يمكن أن يحدث في ظروف محددة تتمثل في الاتصــــــال 
 المبـــــاشــــــــــــــر بين المـــــانح والخشــــــــــــــــــب المتلقي، وزيـــــادة محتوى الرطوبـــــة في الخشــــــــــــــــــب المتلقي أو الجروح في الأشــــــــــــــجـــــار 

 ). Sousa et al., 2011; Hopf and Schroeder, 2013المتلقية (
 

 ومرض ذبول  ،ونواقلهــــا B. xylophilusويمكن الرجوع إلى مزيــــد من التفــــاصــــــــــــــيــــل عن الخصــــــــــــــــــائص البيولوجيــــة لآفــــة 
ـــارهـــا على الاقتصــــــــــــــــاد والتجـــارة، واســــــــــــــتراتيجيـــات إدارتهـــا،  وتوزيعهـــا الجغرافي، ،الصــــــــــــــنوبر  لـــة في الكتـــب الشــــــــــــــــاموآث

 ). Zhao et al. (2008)؛ وMota and Vieira (2008)؛ Mota and Vieira (2004)؛ Kishi (1995)التالية: 
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 5-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 المعلومات التصنيفية –2
 

 Bursaphelenchus xylophilus (Steiner and Buhrer, 1934) Nickle, 1970 الاسم:

 Aphelenchoides xylophilus Steiner and Buhrer, 1934 المترادفات:
Paraphelenchoides xylophilus (Steiner and Buhrer, 1934) Haque, 1967 
Bursaphelenchus lignicolus Mamiya and Kiyohara, 1972 

 ,Nematoda, Rhabditida, Tylenchina, Aphelenchoidea, Aphelenchoididae يالوضع التصنيف
Parasitaphelenchinae, Bursaphelenchus 

 الصنوبرخشب  نيماتودا الاسم الشائع:
 
 الكشف -3
 

) J1( لأولالطور الصغير ا وينسلخالصغيرة الأربعة السابقة على البلوغ.  والأطوار: البيض أطوارست  B. xylophilus لآفة
 الثالث( ويوجد طوران آخران لليرقات الصغيرة، البيضةمن  J2 الطور ويفقسفي البيضة. ) J2( الطور الصغير الثاني لينتقل إلى

تكون فيها درجة  في ظروف مختلفة. وفي الظروف المواتية التي الصغيرة الأطوار. وتظهر مختلف أنواع البلوغطور ) قبل والرابع
) الطور الرابعإلى  الأول الطورصغيرة إكثارية ( أطوار ةمن البيضة من خلال أربع B. xylophilusمئوية، تتطور  25الحرارة 

 ).1) (الشكل Hasegawa and Miwa, 2008البلوغ في غضون أربعة أيام ( طورللوصول إلى 
 

، IIIJ في الطور ا لا تتغذى. ومن المحتمل أ�J3 الطوربدلاً من  IIIJالتشـــــــتت  تتطور اليرقة في طوروفي الظروف غير المواتية، 
) ويمكن أن تتحمل الظروف غير المواتية، مثل الجفاف أو Kondo and Ishibashi, 1978وتتراكم الدهون في الخلايا المعوية (

 ) الســــــــــاكنة الصــــــــــغار( IVJالتشــــــــــتت  طورإلى  في هذا الطورفي العادة  وتنســــــــــلخانخفاض درجة الحرارة، أو نقص التغذية. 
 ، ماتوداالنيوهذه تنقلها الخنفســـــــــــــاء الناقلة إلى الأشـــــــــــــجار الجديدة. ومع ذلك، إذا لم تصـــــــــــــبح الظروف مناســـــــــــــبة لتطور 

ــــال عن طريق وضــــــــــــــع  ــــل المث ــــك على ســــــــــــــبي ــــات،  IIIJ يرقــــات الطوروذل ــــت فطري  فــــإ�ــــا تتطور إلى الطور في مســــــــــــــتنب
 ).J4 )Wingfield et al., 1982 الإكثاري

 
 الحيّة في أنواع مختلفة من أخشاب الأنواع العائلة، بما في ذلك الأشجار القائمة  B. xylophilusويمكن أن توجد آفة 

ذلك النشارة، ورقائق ، وكطياتو المخر المصنوعة من الخشبية تعبئة المن قبيل مواد أو الأشجار الساقطة، والمنتجات الخشبية، 
ومات محدَّدة لئاته، والنفايات الخشبية، والأثاث غير المعالج والمشغولات اليدوية. وتتضمن الأقسام التالية معيالخشب وجز 

في الأشجار والأخشاب والمنتجات الخشبية، وكذلك في الخنافس الناقلة. وبالرغم  B. xylophilusآفة  الكشف عنبشأن 
، لا تشكل B. xylophilusمن أن أخذ العينات بطريقة صحيحة أساسي للحصول على مادة مصابة على الأرجح بآفة 

ومنظمة وقاية النباتات في أوروبا  Schröder et al. (2009)جزءاً من البرتوكول الحالي. ونشر الإرشادات المتعلقة بأخذ العينات 
 Monochamus الخنافس الطويلة القرون ) إرشادات عامة بشأن أخذ العينات، مع الإشارة إلى أنواع2012والبحر المتوسط (
 الأوروبية كنواقل.
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 الكشف عن الآفة في الأشجار 3-1
 

العينات على الأشجار  أخذفي منطقة ما، ينبغي أن تركز عملية موجودة  B. xylophilusإذ لم يكن معروفاً ما إذا كانت آفة 
الآفة، والمطارات، إصابتها بب ةالقريبة من المواقع الشديدة التعرض للمخاطر، مثل موانئ مناولة الواردات من البلدان المعروف

لخنافس الطويلة اغابات. تنجذب الرائق ح ومناطقوالمناشر، ومرافق تجهيز الأخشاب، والأماكن التي تخزَّن فيها الأخشاب، 
 إلى حرائق الغابات). القرون

 
 لمحتضرةا، ينصح بتركيز أخذ العينات على أشجار الصنوبر ما في منطقة B. xylophilusآفة ولتوفير أفضل فرصة لاكتشاف 
)، والتي تكون قائمة أو ساقطة. ويمكن أيضاً استخدام الأشجار والنفايات المقطوعة 3و 2أو التي ماتت مؤخراً (الشكلان 

الطويلة نافس لخاأي مواقع قطع الأخشاب التي يتراوح عمرها بين سنة وسنتين) التي استعمرتها (من موسم التساقط الأخير 
وأدلة الذبول، و لون الإبر (مثل اصفرارها)،  بعد سقوطها. وينبغي البحث عن الأعراض التالية: تغيرُّ  Monochamus القرون
ق الشقو و  ،اللحاء شقوقالخشب على الأرض أو حدوث بروزات من  نحُاتةحدوث هجوم من الحشرات (مثل تثبت 

)، لحشرات البالغةلالسطحية تحت اللحاء المحتوية على ثقوب بيضوية موجَّهة في الاتجاه الطولي للجذع، وثقوب خروج دائرية 
لزيتي عندما تدفق الراتنج الزيتي من الجروح. وينبغي التحقق من معدل تدفق الراتنج الفطرية الزرقاء في الخشب، وقلة والبقع ا

من الطبقة القلبية. وتغطي الأشجار السليمة سطح الخشب بالراتنج  ءتكون الأشجار خضراء عن طريق إزالة جزء من اللحا
ت دفق الراتنج في الأشجار المصابة. ومع ذلك، تتفاوت هذه الأعراض بتفاو في غضون ساعة واحدة، بينما يقل أو ينعدم ت

 . أخرىأو عوامل مسببات أمراض  ها، إذ قد تحدثB. xylophilusر، وهي أعراض غير محددة بالنسبة لآفة بأنواع الصنو 
تي تموت لأسباب أخرى. أو ال الصنوبرولا يوجد حالياً أي طريقة للتمييز بصرياً بين الأشجار التي تموت بسبب مرض ذبول 

، سواءً تغذية Monochamusالخنافس الطويلة القرون ويفضل أن تكون الأشجار التي تجُمع عينات منها مرتبطة بهجوم 
 عينات.في المنطقة التي تؤخذ منها ال تلك الخنافس. وينبغي أن يكون معروفاً على الأقل وجود الاستيلادالنُضج أو 

 
 موضعياً داخل الأشجار، خاصة بعد فترة وجيزة من دخولها عن طريق وضع البيض  النيماتوداويمكن أن يكون توزيع 

بسرعة لتنتج  يماتوداالن، يمكن أن تنتشر الصنوبرأو عن طريق تغذية النضج لدى الخنفساء الناقلة. وفي حالات مرض ذبول 
أيضاً  الصنوبرشجر  B. xylophilus النيماتوداو ز والبذور. وتغ والأقماعبر داً كبيراً في كل أجزاء الشجرة، باستثناء الإعد

المجموع الجذري ويمكن أن تعيش هناك لمدة معيَّنة عندما تكون الشجرة ميتة بالفعل أو جافة أو تم قطعها. ومع ذلك، يمكن 
أن يظل محدوداً في توزيعه داخل الأشجار غير الحساسة عندما تكون الظروف المناخية غير مواتية  الصنوبر نيماتودالهجوم 

أو في حالات فسيولوجية معيَّنة للشجرة. ومن ذلك على سبيل المثال أن الإصابة بالآفة قد تكون تأكدت بالفعل في التاج 
 أو في أجزاء منه دون أن تنتشر إلى سائر أجزاء الشجرة. 
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وذة ، وفي العينات المأخوالمصائد الخشبيةالكشف عن الآفة عن طريق استخدام مصائد الحشرات،   3-2
 من المناشر ومخازن الأخشاب

 
كن استخدام ، ويمالخنافس الطويلة القرونفي السنوات الأخيرة مصائد حشرات مزوَّدة بطعم لاجتذاب أنواع  تاستحدث

لجمع  الخنافس الطويلة القرون). وعند استخدام مصائد Sanchez-Husillos et al., 2015تلك المصائد في الرصد أيضاً (
حيّة وليس  ، ينبغي صيد الخنافسخشب الصنوبر نيماتوداب حدوث إصاباتالخنافس المراد فحصها للتأكد من احتمالات 

 في مادة سائلة قاتلة. 
 

 كمصائدالأخشاب المقطوعة   أن تستخدم، Monochamusخنافس ويمكن في المناطق التي توجد فيها تجمعات معروفة من 
يحدث في تلك  لنيماتودااالخنافس. وتنجذب الخنافس إلى تلك المصائد لوضع بيضها، وقد ثبت أن انتقال  طيرانأثناء فترة 
 ماتوداني). ويمكن أخذ عينات من الخشب أو الخنافس التي تظهر لرصد وجود Dwinell, 1997; Luzzi et al., 1984الحالات (

وتيرة تطور  . ويمكن أيضاً تسريعالموادفي مساحة محدودة. ويمكن أن تتم الخنافس دورة حياتها في تلك  خشب الصنوبر
 بل عدة أسابيع س قالخنفساء عن طريق أخذ قطع أخشاب المصائد إلى المختبر في فصل الخريف. وسوف تظهر الخناف

 من ظهورها في الظروف الطبيعية.
 

من المناشر ومخازن الأخشاب أكثر نجاحاً من أخذ  الخشب رقائقحاتة أو ن يكون جمع عينات من الخشب أو النُ ويمكن أ
 عينات من الأشجار القائمة. وقد يكون مصدر تلك العينات مساحة شاسعة لأن المناشر الكبيرة يمكن أن تحصل 

 أخشابها من مناطق بعيدة ويمكن أن تجهِّز الأخشاب المحلية والمستوردة على السواء. ولكن ذلك ينطوي أيضاً على 
 على عيوب تتمثل في صعوبة إيجاد ارتباط بين عينة إيجابية ومنطقة المنشأ.

 
 الخشبية الصلبة التعبئةالكشف المباشر في الخشب والمنتجات الخشبية ومواد   3-3
 

 يمكن أخذ عينات من جميع أنواع أخشـــــــاب المخروطيات، لا ســـــــيما مواد التعبئة الخشـــــــبية الصـــــــلبة، وبخاصـــــــة من البلدان 
 ، وذلك باســـــتخدام مثقاب منخفض الســـــرعة، أو حفار، أو منشـــــار، أو فأس، خشـــــب الصـــــنوبر نيماتوداالتي تظهر فيها 

 تخرجلتي اذلـك. وينبغي تركيز أخـذ العينـات على الأجزاء التي توجـد فيهـا ثقوب دائريـة (أي الثقوب  أو خطـاف، ومـا إلى
ات خشـــبية. ويمكن ئيوية وأنفاق اليرقات التي تكون مســـدودة في بعض الأحيان بجز امنها الخنافس) وثقوب الدخول البيضـــ

 ب. وفي حالة الخشــب المنشــور، لا تلاحظ في العادة لإزالة اللحاء عندما يكون موجوداً أن يســاعد على اكتشــاف الســرادي
 زيئاتبجأي ثقوب للخروج، ولكن يمكن رؤية أنفاق اليرقات التي يصــــــعب في بعض الأحيان اكتشــــــافها نظراً لانســــــدادها 

 ، الزرقــاء. ومع ذلــك الفطريــات، خــاصـــــــــــــــة بقع تنمو فيهــا الفطريــاتالخشـــــــــــــــب. وينبغي أخــذ عينــات من الأجزاء التي 
الفة الذكر يمكن اكتشــافها في العينات بدون المؤشــرات الســ ةخشــب الصــنوبر الحيّ  نيماتوداالات أن الحالعديد من  تبينَّ في

 ).2012(منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط، 
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 تلوث السطح . وقد يؤدي ذلك إلىاستخدامهاويمكن لمواد التعبئة الخشبية الصلبة (مثل المنصات) أن تلامس التربة أثناء 
في عينات الخشب  لنيماتودااالساكنة في التربة، ويمكن أن تظل حيّة بعد التجفيف. وتلافياً لحدوث تلوث ب النيماتودابالتربة و 

 ).Schröder et al., 2009المستخلصة، ينبغي فحص العينة بعد إزالة الجزء الخارجي من الخشب (
 
 من عينات الخشب  النيماتودااستخراج   3-4
 

 الحيّة من الخشب المصاب باستخدام تقنية قمع بيرمان أو تقنية بيرمان المعدَّلة  النيماتودايمكن استخراج 
)Penas et al., 2002; EPPO, 2013cمسدود يكون عنقهبلاستيكي أو  زجاجي ). وفي تقنية قمع بيرمان، يملأ بالماء قمع 
. عالقم قطع صغيرة من الخشب أو من براية الخشب على منخل فيأنبوب مطاطي ومشبك. وتثبت العينة التي تتألف من ب

على المنخل لتجنب تلوث الماء بحطام الخشب. ويملأ القمع بعد ذلك بالماء  النيماتوداويوضع منديل ورقي يسمح بمرور 
درجة  25ا تهة حرار الغرفة أو في حاضنة (درج حرارةساعة في درجة  48و 24لتغطية العينة. وتترك العينة لمدة تتراوح بين 

اج  أثناء ذلك من الخشب إلى الماء وتسقط في قاعدة القمع حيث يمكن جمعها عن طريق إخر  النيماتودامئوية تقريباً) وتنتقل 
 تقريباً) إلى طبق صغير.  اتيلتر ملّ  10كمية صغيرة من الماء (

 
 ومبدأ تقنية قمع بيرمان هو على النحو المبينِّ أعلاه، ولكن العديد من التعديلات تستخدم في الواقع العملي 

)EPPO, 2013c .( من ذلك على سبيل المثال، أن رقاقات الخشب يمكن غمسها مباشرة في الماء أو يمكن وضعها و 
 كل طريقة . وبالإضافة إلى ذلك، يمكن الجمع بيناتوداالنيمعلى مرشح من الصوف القطني في سلة بلاستيكية لاستخلاص 

 ) وبين جهاز لرش الرزاز.2013cالبحر المتوسط (أوروبا و من الطرق التي بينتها منظمة وقاية النباتات في 
 

 النيماتودالفحص ة باستخدام ماصة أو إبر ت مجهر مجسَّم تح من طبق بيتري الصغير إلى شريحة زجاجية النيماتودانقل  ويمكن
 . تحت مجهر عالي القدرة

 
تتكاثر  النيماتوداى بترك صو بأعداد قليلة جداً في العينة، وبالتالي فإن كشفها قد يكون متعذراً. وي النيماتوداويمكن أن تظهر 

كي وتوضع في حاضنة في كيس بلاستي ينة الخشب المرطَّبة بدون أي لحاءقبل استخلاصها. وتحقيقاً لهذه الغاية، تغُلَّف ع
عد ذلك باستخدام ب النيماتودادرجة مئوية تقريباً لمدة تتراوح بين أسبوعين وثلاثة أسابيع، وتستخلص  25درجة حرارتها 

 تقنية قمع بيرمان.
 

الساعات  نالحيّة عندما تخرج من عينة الخشب، ولكن في غضو  النيماتوداويستند مبدأ تقنية قمع بيرمان إلى اكتشاف 
. غير أن من المؤكد أن تلك )Baermann, 1917( النيماتوداالأربع والعشرين أو الثماني والأربعين الموصى بها، تموت بعض 

كانت حيّة عندما بدأت عملية الاستخلاص. وينبغي وضع ذلك في الحسبان عند تحليل المواد الخشبية المستوردة.   النيماتودا
الطرد  بعض طرق الاستخلاص الأخرى، مثل التي تكون قد ماتت بالفعل باستخدام ماتوداويمكن أيضاً استخلاص الني

). ويمكن استخدام طريقة الطرد Moens, 2000المركزي (وهي طرق غير مبيَّنة هنا؛ وهي أسرع كثيراً من تقنية قمع بيرمان) (
في ذلك  إجراء معالجة ناجحة للصحة النباتية، ولكن ليس لإثبات خشب الصنوبر نيماتوداالمركزي لرصد مساحة موبوءة ب

 ).Moens, 2000الخشب (
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 استخراج النيماتودا من الحشرات الناقلة  3-5
 

 Pajares et al., 2004; Ibeasالتي يتم الحصول عليها عن طريق المصائد (  Monochamusيمكن تقييم الخنافس من جنس 

et al., 2007 وينبغي صيد الخنافس حيّة وليس في سائل 2-3) أو أخشاب المصائد للتأكد من وجود النيماتودا (القسم .(
 ئي المباشر. يقاتل، ما لم تكن ستستخدم في الكشف الجز 

 
 القصــــــبة الهوائية للخنافس في ) الســــــكون(الصــــــغار في مرحلة  IVJالتشــــــتت  طور التي فيوتوجد في العادة صــــــغار النيماتودا 

وتطحن  . ولعزل النيماتودا، تجفَّف الخنافسلدى النيماتودا التي ما زالت في طور الســـكون حربةوعلى جســـمها. ولا يوجد 
 درجـــــــة مئويـــــــة تقريبـــــــاً  25في درجـــــــة حرارة  48و 24لمـــــــدة تتراوح بين  ءفي طبق منـــــــاســــــــــــــــــــب ويحتفظ بهـــــــا في المـــــــا

), 2001; EPPO, 2013cal. etSousa  الطور في الساكنةمن الخنافس. ويتعينَّ نقل الصغار  اكنةالس). وسوف تخرج الصغار 
IVJ  حصـــيرة من فطرياتإلى Botryotinia fuckeliana  :الشـــكل)Botrytis cinerea (القســـم  على أغار) 1-1-4الشـــعير (

يمكن بـدلاً من و  آخر إلاّ في النيمـاتودا البـالغـة. مورفولوجيلتـدخـل في دورة الحيـاة التكـاثريـة، إذ لا يمكن إجراء أي تحـديـد 
 ئي. ويمكن أيضاً استخدام تقنية قمع بيرمان لاستخدام النيماتودا من الخنافس.يذلك استخدامها مباشرة في التحديد الجز 

 
، أو يمكن علاهأللنيماتودا المستخرجة من الخشب أو من النواقل الحشرية على النحو المبينَّ  مورفولوجيفحص إجراء ويمكن 

البحر وروبا و أي لنيماتودا خشب الصنوبر مباشرة في العينات المستخرجة. وتشير منظمة وقاية النباتات في ئيإجراء اختبار جز 
بلمرة المتسلسل تفاعل إنزيم ال لفرز على أساس طريقة بيرمان المعدلة للاستخراج، ويليها اختبار) إلى إجراء ا2013bالمتوسط (

 ).François et al., 2007(بتصرف عن  في الوقت الحقيقي
 

مباشرة  B. xylophilusمن آفة  الحمض النوويئي التي يتم فيها استخراج يوهناك أيضاً عدة تقارير بشأن طرق الكشف الجز 
 ;Takeuchi et al., 2005; François et al., 2007; Kikuchi et al., 2009; Hu et al., 2011( من الخشب قبل تضخيمه

Kanetani et al., 2011; Cardoso et al., 2012 رير في هذا التقا الحمض النووي). غير أن مقدار الخشب المستخدم لاستخراج
، وهو مقدار ضئيل للغاية مقارنة بحجم عينات الخشب التي تحلل بصورة روتينية. وبالإضافة اً يغرامملّ  120و 5يتراوح بين 

يِّتة. ة أم مي نيماتودا مستهدفة سواءً أكانت حيّ ئي أن يكتشف أيإلى ذلك، يمكن للكشف المباشر باستخدام الاختبار الجز 
نة إذا كان ذلك مناسباً تودا الحيّة في العيالإجراءات المتبعة لتأكيد وجود النيما أن يحددبهذا النهج  وبالتالي ينبغي لمن يأخذ

 للهدف الذي يرمي إليه التحليل.
 
 تحديد الهوية –4
 

الاستعراضات  إلى آخر). ويمكن الرجوع Bursaphelenchus )Futai, 2013أنواع من جنس  110تم حتى الآن وصف حوالي 
 B. xylophilusويمكن تحديد آفة  .Futai (2013)و Braasch et al. (2009) و، Hunt (2008) ، وRyss et al. (2005)العامة في 

لخصائص البيولوجية المستندة إلى تقنيات ا، والطريقة المورفولوجيةسمات الإيجابياً بإحدى طريقتين: الطريقة المستندة إلى 
 االأخيرة قد ازداد، ويتشابه بعضه في السنوات التي جرى وصفها Bursaphelenchusئية. وبالرغم من أن عدداً من أنواع يالجز 
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ومع ذلك فإن التعرف  .الخصائص المورفولوجية التمييز بينها من خلال في معظم الحالات ، يمكنالمورفولوجيةفي خصائصه 
 قد يكون أمراً متعذراً. المورفولوجيةصائص الخعلى أساس  B. xylophilusلآفة  المستدق الطرفعلى الشكل 

 
 إعداد شـــــرائح مجهرية ذات نوعية جيدة، والحصـــــول على مجهر ذي المورفولوجيةســـــمات الويتطلب التحديد بالاســـــتناد إلى 

 قدرة عالية، والتمتع بخبرة كبيرة في تصــــــــــــــنيف النيماتودا، خاصــــــــــــــة في المجموعة الصــــــــــــــغيرة من الأنواع المرتبطة ارتباطاً وثيقاً 
 ، وغـــــــيرهـــــــا). B. fraudulentusو B. mucronatus kolymensisو B. xylophilus )B. mucronatus mucronatusبـــــــالآفـــــــة 

ون ئية معدات ومواد كاشــــفة باهظة التكلفة، ولكن يمكن اســــتخدامها ديوتتطلب طرق التحديد باســــتخدام البيولوجيا الجز 
ضمان عدم من التدريب المتخصص في النيماتودا). بيد أن الخبرة الوافية مطلوبة لالحاجة إلى خبرة تقنية كبيرة (وبقليل جداً 

 جيــــــة يســــــــــــــتنــــــد و رفولو المحــــــدودة أثنــــــاء تطبيق الإجراءات. وفي حين أن تحــــــديــــــد الهويــــــة المضــــــــــــــيــــــاع مواد النيمــــــاتودا 
أو جنس  لصغيرةالأطوار اسوى  اً جراؤه حتى إذا لم يكن متاحإيمكن  ئييالبالغة فإن التحديد الجز  النيماتوداإلى عينات من 

تســـــــلســـــــل القائمة البلمرة المإنزيم البالغة، وهذه ميزة تتســـــــم بها هذه الطريقة. وفي حين أن طرق تفاعل  النيماتوداواحد من 
 المرســــــــال  النووي الريبي الحمضلا تميَّز بين النيماتودا الميتة والحيّة، يمكن للطرق الجديدة المســــــــتندة إلى  الحمض النوويعلى 

 ).Leal et al., 2013جود نيماتودا حيّة (أن توضح ما إذا كان الكشف الإيجابي ناشئ عن و 
 

لديه في النيماتودا أو خبير متخصص في أمراض النبات و  أخصائيويمكن تحديد هوية نيماتودا خشب الصنوبر على يد 
البالغة وفي حالة  داالنيماتو من  اً وإناث اً إذا كانت العينات المتاحة ذكور  المورفولوجيةسمات الخلفية عن النيماتودا باستخدام 

ئية للحصول على يوالمعلومات الجز  المورفولوجيةسمات الجيدة. ومع ذلك، يمكن أن توجد حالات يوصى فيها بالجمع بين 
في منطقة جديدة،  B. xylophilus آفة درجة أعلى من التيقن بشأن تحديد الهوية، وذلك على سبيل المثال عندما تكتشف

الأولى، وكضمان لجودة الامتثال لمخططات إصدار الشهادات، وعندما توجد الآفة في شحنات  وعندما يكتشفها مختبر للمرة
صدّرخاصة عندما يعُلن عن خلو البلد أثناء التفتيش على الواردات، 

ُ
 . وبالإضافة B. xylophilusمن آفة  الم

ئية أمراً ضرورياً، مثل ياستخدام التقنية البيولوجية الجز  تجعل مورفولوجيةإلى ذلك، يمكن أن تكشف الآفة عن اختلافات 
. وعندما لا يعُزل سوى عدد قليل الفتحة الإخراجية) أو مكان 4المستدير أو المدبب لدى الإناث (الشكل  الذنبطرف 

ديد إجراء تح قبل تحديد هويتها للحصول على مادة كافية تساعد على B. fuckelianaمن النيماتودا، يوصى بإكثارها على 
 ).1-1-4يمكن التعويل عليه (القسم 

 
 جيو التحديد المورفول  4-1
 

يمكن أن يوجد العديد من أنواع النيماتودا في خلاصة مائية من الخشب المخروطي، لا سيما إذا كان تحلل الأنسجة قد 
من  لعادة النيماتوداالذي يميِّز في ا الرمحبدأ. وسوف يكون بعضها أنواعاً رمية المعيشة حيث تفتقر النيماتودا البالغة إلى 

غدتها التي تفتح  Aphelenchidaإلى  Bursaphelenchus. وينتمي النوع Dorylaimidaو Tylenchida ،Aphelenchida رتبة
البصلة  بين البلعومفي تجويف  التي تفتح غدتها Tylenchidaنيماتودا  على النقيض من الجسم الخلفيالظهرية في  البلعومية

لن يكون  B. xylophilusجي لآفة و ). وإذا كانت الخلاصة لا تحتوي إلاّ على الصغار فإن التحديد المورفول4والرمح (الشكل 
 B. xylophilusالتي تقع ضمن نطاق حجم الصغار من آفة  aphelenchoideممكناً. وفي تلك الحالات، ينبغي فصل أنواع 

 ئي.ي) وينبغي إكثارها في مستنبت أو استخدامها مباشرة للتحديد الجز Penas et al., 2008(انظر، على سبيل المثال، 
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 11-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
عدسة الغمر بالزيت). ويمكن لتباين ( 1 000إلى  400ولأغراض التحديد باستخدام مجهر ضوئي، يوصى بإجراء تكبير من 

 فروق التداخل أن تسهِّل الملاحظة.
 
 إعداد العينات  4-1-1
 

مضاعفة النيماتودا المستخرجة للحصول على مادة كافية لتحديد الهوية. ومعظم أنواع  الضرورييكون من قد 
Bursaphelenchus  يات من النوعالشكل الحامل للجراثيم في الفطر  باستخداميمكن استنباتها B. fuckeliana.  وتحتاج بعض

، إلى استنبات على شكل غير حامل للجراثيم. ويستبت كلا sexdentatiالأنواع، خاصة الأنواع التي تنتمي إلى مجموعة 
غراماً من خلاصة الشعير،  15ار، وأغ – أغارغراماً من  15خلاصة الشعير ( أغارفي المائة من  2الشكلين الفطريين على 

 ةمل من أغار خلاص 25مم) بما قدره  90أطباق بيتري (التي يبلغ قطرها  لأ). وتم7.0من الماء؛ برقم أُسي قدره  ملغ 750و
الشعير المعقم. وتنقل أبواغ الفطر أو أجزاء من الأغار المحتوية على وائد فطري إلى أطباق بيتري في وحدة منصات نظيفة. 

 درجة مئوية تقريباً). وتنقل النيماتودا المراد تربيتها  25ويوصى بوضع ألواح الفطريات في حاضنة في درجة حرارة الغرفة (
مئوية  25ة توضع على الأفطور باستخدام ماصة أو وسيلة أخرى. ويوصى بحضن النيماتودا في درجة حرارة في قطارة صغير 

 لنيماتودااتقريباً (بالاستناد إلى خصائصها البيولوجية)، ويؤدي ذلك إلى معدل تكاثر كافٍ للحصول على أعداد كافية من 
 والصغيرة.  البالغة

 
 المؤقتة التحضيرات  4-1-1-1
 

 العينات غير ا على أفضل نحو فيتهشاهدالمؤقتة للتحديد السريع أو لدراسة السمات التي يمكن م إعداد التحضيرات يتم
على النحو الذي سيرد بيانه أدناه. وتنقل العينات الحيّة إلى قطرة صغيرة من الماء على شريحة زجاجية. وتسخَّن  المثبتة

تتوقف قت راً من حركة النيماتودا. وينبغي أن يتوقف التسخين في أقرب و اق مر الشريحة لفترة وجيزة على لهب كحولي والتحق
ذ يمكن أن يحتاج جسم الساترة، إبتثبيت . وتوضع ساترة وتكون الشريحة جاهزة للدراسة. ولا يوصى الحركةفيه العينات عن 

 . السفادغشاء ذكور النيماتودا إلى التحريك بعد ذلك في الوضع الظهري البطني لرؤية 
 
 التحضيرات الدائمة  4-1-1-2
 

تجهَّز التحضــــــيرات الدائمة لتحديد الهوية باســــــتخدام المجهر الضــــــوئي على النحو الذي ســــــيرد بيانه أدناه. وتقتل النيماتودا 
ثبيتها تيتم الحصــــــــول عليها عن طريق تربية النيماتودا باســــــــتخدام حرارة هادئة، ويتم التي المســــــــتخرجة من المادة النباتية أو 

 ،في المائة 40بتركيز من الفورمالين  في المائة 10ماء مقطر، و في المائة 35 وحمض الخليك والكحول (ينلاباســــــــتخدام الفورم
) أو باســــــتخدام ثلاثي Andrássy, 1984) (في المائة 95من الكحول بتركيز  في المائة 50حمض الخل الثلجي، و في المائة 5و

مل ماء مقطر)،  91مل ثلاثي إيثانول أمين، و 2فورمالدهايد)، و في المائة 40فورمالين (المل  7(إيثانول أمين والفورمالين 
 وتجُهز باســـــــــتخدام غليســـــــــرين لا مائي (لأغراض التخزين الطويل الأجل) وتوضـــــــــع على الشـــــــــرائح في غليســـــــــرين لا مائي 

 ســــــــــــاعة) لإعداد الشــــــــــــرائح الدائمة  1.5-1. والطريقة الأســــــــــــرع (Goodey (1963)و Seinhorst (1959)كما هو مبينَّ في 
من محلول فورمالدهايد الســـاخن. ويحدث  في المائة 4على أســـاس قتل النيماتودا في  Ryss (2003)هي الطريقة التي وصـــفها 



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 12-10بروتوكول التشخيص 

 يســــــــــــــرين. مبرمج للتحكم في درجات الحرارة ثم يعالج بعد ذلك بالغلبعد ذلك في درجات حرارة مختلفة في جهاز التثبيت 
 ثبتات، لماالرجوع إلى مزيد من التفاصــــــيل بشــــــأن إعداد عينات النيماتودا والشــــــرائح الدائمة، بما في ذلك وصــــــفات ويمكن 

 ، وهو متاح مجاناً على الإنترنت.van Bezooijen (2006)في 
 
 مفتاح مستوى الأنواع  4-1-2
 

لتحديد فصيلة عينات الإناث. وعُدل المفتاح المستخدم في فصيلة  Bongers (1989)يستخدم المفتاح التالي المشتق جزئياً من 
Parasitaphelenchinae  لتحديد جنسBursaphelenchus  منHunt (2008) والمفتاح داخل الجنس .Bursaphelenchus 

 التشخيصي الذيفي البروتوكول . وبدلاً من ذلك، يتاح Braasch et al. (2009)مأخوذ عن  xylophilusبالنسبة للمجموعة 
مفتاح بسيط تم توضعه بتوافق الآراء في منطقة منظمة وقاية  B. xylophilus (EPPO, 2013b) وضعته المنظمة المذكورة لآفة

 المتوسط ويستخدم على نطاق واسع. النباتات في أوروبا والبحر
 

 :Diagnostic protocols for regulated pestsويمكن الرجوع إلى تعاريف المصطلحات المستخدمة في الأقسام التالية في 

Pictorial glossary of morphological terms in nematology  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح: قائمة مصورة)
 ).EPPO, 2013aبالمصطلحات المورفولوجية في علم النيماتودا الصادرة عن منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط) (

 
 مفتاح العائلات أو الفصائل  4-1-2-1
 
 2 ............................................................................. قلمالنيماتودا ذات رمح أو  -1
 NBS ........................................................................... النيماتودا بدون رمح أو قلم -

 3 ............................................... متصل بتجويف الجسم الخلفيالفم مزوَّد بحربة مدببة والبلعوم  -2
 NBS ...................................... تجويف خلفيالفم به حربة أحادية، والبلعوم أسطواني أو كمثري بدون -

 4 ............................................................................مزوَّدة بصفائح الجسم الخلفي -3
 NBS .................................................................... بدون صفائح واضحة الجسم الخلفي -

 5 .................................................. الجزء الأمامي مفصول بوضوح عن الجزء الخلفي بجزء ضيق -4
 الجزء الأمامي والجزء الخلفي غير مفصولين بجزء ضيق، والبصلة القاعدية صغيرة بدرجة كبيرة، والبشرة  -

 NBS  ............................................................................................................ تبدو مقسَّمة إلى حلقات

 6 ................................................................ تناسلية واحدة (فتحة تناسلية خلفية) غدة -5
 NBS ..................................................................................... غدتان تناسليتان -

 7 ............................................................................. منطقة الشفة بدون شعيرات -6
 NBS .......................................................................... منطقة الشفة مزوَّدة بشعيرات -
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 الجسم الخلفي عضلي بدرجة كبيرة ومن السهل ملاحظة أنه متطور بدرجة جيدة، ويمكن رؤيته بوضوح بتكبير  -7
 8 ... وتفتح غدة البلعوم الظهرية في تجويف البلعوم الواقع داخل الجسم الخلفي منخفض، وهو بيضاوي إلى مثلث دائري،

 NBS ...................... الجسم الخلفي عادي، وغدة البلعوم الظهرية تفتح في تجويف البلعوم خلف الحربة مباشرة -

 9 ..........................................................غدد البلعوم متداخلة مع الأمعاء من ناحية الظهر -8
 NBS ..................................................................... الغدد البلعومية داخل انتفاخ مجاور -

 رى إلاّ عندما بجليدة جناحية الشكل (لا يُ ذنب الذكر مغطاة  �اية -9
 10  .................................................................. تكون النيماتودا في الوضع الظهري البطني)

 NBS ................................................................... الجليدة الجناحية الشكل غير موجودة -

 Parasitaphelenchinae ........................... بفتحة شرجيةمقبض الرمح موجود في العادة، والأنثى مزوَّدة  -10

 NBS ..................................... بفتحة شرجيةمقابض الرمح غير موجودة في العادة، والأنثى غير مزوَّدة  -
 
 Parasitaphelenchinaeمفتاح فصيلة   4-1-2-2
 

 شياً بالحشرات؛ والجزء الخلفي من الفتحة يالمرتبطة تعا السكونالصغار في مرحلة  IVJأو  IIIJفي معظم الأنواع،  -11
 مندمجتان جزئياً أو منفصلتان؛ وذنب الذكر  وشوكتا السفادمن طول الجسم)؛  في المائة 80-60التناسلية (عادة 

 Bursaphelenchus ........................................ في معظم الأنواع وغشاء السفاد موجودشديد؛  التواءبه 
 من طول الجسم)؛  في المائة 90-80، والفتحة التناسلية خلفية بدرجة كبيرة (IVJالصغار في مرحلة الركود  -

 NBS ................... وغشاء السفاد موجودإلى الخلف بقوة؛  تان جزئيا؛ً وذنب الذكر غير ملتومندمج وشوكتا السفاد

 
 Bursaphelenchus مفتاح جنس  4-1-2-3
 

 فيحة زاوية وتحتوي على ص والأشواك السفادية طويلة ونحيلة وشبه دائريةبارزة؛  سديلةالفتحة التناسلية بها  -12
 مع وجود بروز دائري خلفي وقاعدة مرتفعة، والبروز القرصي موجود  مفلطحفي الثلث الخلفي، والرأس 

 xylophilusفئة  ............................................... في العادة؛ والفتحة الجانبية مزوَّدة بأربعة خطوط
 xylophilusفئة غير  ....................................................................... خصائص مختلفة  -
 
  xylophilusمفتاح فئة   4-1-2-4
 

 ، يمكن استخدام المفتاح التالي (المعدل وفقاً لمنظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط xylophilusفي إطار فئة 
)2013b, 2014 لتمييز (B. xylophilus  المستخرجة من الخشب واللحاء عنBursaphelenchus  من نفس الفئة. ويمكن

. Braasch and Schönfeld (2015)في  xylophilusفئة  الرجوع إلى مزيد من التفاصيل المتعلقة بسائر الأنواع المنتمية إلى
)؛ ويمكن استبعاد هذه الأنواع B. populiعلى أنواع لا تنشأ عن الخشب المخروطي (مثل  xylophilusوتحتوي أيضاً فئة 

 تباينمن  كن أن يزيديم صفائح الأغار المحتوية على فطر ببساطة عن طريق تحديد أنواع الخشب. واستنبات النيماتودا على
 ذنب الأنثى.
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 14-10بروتوكول التشخيص 

 14 ............................. )5و 4الأنثى شبه أسطواني ومزوَّد أو غير مزوَّد بنهايات حادة (الشكلان  ذنب -13
 B. xylophilusر فئة غي ...........) أو مستدق بقوة، ومزوَّد وغير مزوَّد بنهايات حادة6ذيل الأنثى مخروطي (الشكل  -

 15 .................................... ميكرون (يقاس من اللقمة إلى الطرف البعيد) 30طول الأشواك أقل من  -14
 B. xylophilusر فئة غي .............................................. ميكرون  30أكثر من  أشواك السفادطول  -

 16 .................. ) 7(جيم) و5اء زاوي (الشكلان نانح ذات هاذات منقار طويل ومدبب وأطراف شوكة السفاد -15
 B. xylophilusر فئة غي ............................ ذات انحاء مستدير،  هاالشوكة لها منقار قصير ومدبب، وأطراف -

 17 .............. )8(زاي) و 5عميق (الشكلان  بتجويفسديلة الفتحة التناسلية لدى الأنثى مستقيمة ولا تنتهي  -16
 B. xylophilusر فئة غي .............. (ألف)) 9سديلة الفتحة التناسلية لدى الأنثى منتهية بتجويف عميق (الشكل  -

 18 ......................................... (د))10(ج) و4ميكرون (الشكلان  3من  أكثر�اية ذنب الأنثى  -17
  *ميكرون 2ومزوَّد أو غير مزوَّد ببروز صغير أقل من  )(أ)4(حاء) و 5ذنب الأنثى بدون �اية مدببة (الشكلان  -

 (الشكل المستدير الذيل) B. xylophilusر فئة غي ............................. (ياء)) -(طاء)5(ب) و4(الشكلان 

  B. mucronatus kolymensis and ........................  خلفهالجسم الخلفي أو تجويف في  الإخراجيةالفتحة  -18
B. xylophilus (mucronated form**)  

 B. xylophilusر فئة غي ....................................... الجسم الخلفيتجويف في مقدمة  الفتحة الإخراجية -
 

NBS   ليست من أنواعBursaphelenchus species  
 (باء)). 9، يمكن أن توجد الإناث التي لديها بروز صغير أو حتى بدون �اية مدببة (الشكل .fraudulentus Bفي بعض تجمعات   *

تظهر في الأخشاب النفضية ولكنها وجدت أيضاً في الأرز،  B. fraudulentusوإذا كان نوع الخشب الذي توجد فيه النيماتودا غير مؤكد (
 ئي.يز ولكن لم توجد في الصنوبر) يوصى باستخدام الاختبار الج

) لإجراء  2011al. etGu ,ئية (يأساساً في أمريكا الشمالية ويوصى باستخدام الاختبارات الجز  B. xylophilusتوجد النهايات المدببة في آفة  **
 .B. mucronatus kolymensis (Braasch et al., 2011ي (؛ أB. mucronatusن "النوع الأوروبي" لآفة فصل موثوق لهذا النوع ع

 
 جية و ، فإن تحديد الهوية على أساس الخصائص المورفولالفتحة الإخراجيةوإذا كان من الصعب التعرف على وضع 

 ئية. يقد لا يكون صحيحاً. وفي تلك الحالات، ينبغي إجراء اختبارات جز 
 

 ): Bursaphelenchus )Nickle, 1970; Hunt 2008جنس عموماً بالخصائص التي يتميَّز بها  B. xylophilusوتتسم آفة 
 تطور تماماً، ممم وهو نحيف؛ والمنطقة السفلية مرتفعة ويقابلها ضيق ومزوَّدة بست شفاه؛ والرمح  1يبلغ الطول حوالي 

(واو)؛ و�اية ذنب الذكر ملتوية بقوة 5و 11تماماً (الشكلان  متطور؛ والجسم الخلفي وله في العادة قاعدة صغيرة وسميكة
)؛ 12الشكل في الوضع الظهري البطني ( في �ايته غشاء جرابي تناسليناحية البطن، ويمكن رؤية شكل شبه مخروطي 

 )؛10و 7غير موجود (الشكلان  والجسم المرشدقوية، وهي وردية شوكية الشكل، ولها قمة ومنقار بارزان؛  وأشواك السفاد
 (ألف)).  5تماماً (الشكل  متطورمن طول الجسم؛ وكيس الرحم الأمامي  في المائة 80-70تناسلية والفتحة ال

 
عن طريق وجود  Bursaphelenchusمستديرة الذنب ويمكن تمييزها عن سائر أنواع  B. xylophilusومعظم تجمعات آفة 

كبيرة نسبياً   أشواك سفادية) 7(الشكل  B. xylophilus) يوجد لدى ذكور 1). (10الخصائص الثلاث التالية (الشكل 
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) ذنب 2في النهايات البعيدة من الأشواك. ( )ة الشكلينتوءات قرص(مقوسة بشكل متساوٍ، وقاعدتها مدببة بحدة وبها 
ة)، صغير  (أ))، وهي غير مزوَّدة في العادة بنهايات مدببة (بروزات4الإناث شبه مخروطي وبه �اية مستديرة عموماً (الشكل 

 ميكرون  2ولكن توجد في العادة لدى الإناث ذات الشكل المستدير الذيل �اية مدببة على ذنبها تقل في العادة عن 
 ).8) الفتحة التناسلية طويلة ومتداخلة مع الشفة الأمامية (الشكل 3(ب)). (4(الشكل 

 
 الذنبميكرون) في �اية  4.2 – 1.5المستدقة الطرف عموماً �ايات مدببة ( النيماتوداومع ذلك، يوجد لدى إناث 

 (ج)).4(الشكل 
 

) في الناحية 13والخصائص التي تشاهد على أفضل وجه عن طريق المسح المجهري الإلكتروني هي أربع ثلمات (الشكل 
مباشرة، وزوجان بعد  الفتحة الشرجيةوزوج شرجي قبل  :)14ة في الذكور (الشكل يالذيل الحليماتالجانبية، وعدد ومواضع 

يمكن بالكاد  . وهذه الخصائصالفتحة الشرجية، وحليمة متوسطة أمام الغشاء التناسليموجدان قبل أصل  الفتحة الشرجية
تروني ان باستخدام المجهر الإلكفهما صورت 14و 13في بعض الأحيان أن تشاهد من خلال المجهر الضوئي. وأما الشكلان 

  Bursaphelenchusما يتعلق بتجميع أنواع  في 3-1-4توضحان هذه الخصائص حيث وردت الإشارة إليها في القسم 
 .xylophilusفي فئة 

 
 .B. xylophilusرفولوجية لآفة و قياسات الخصائص الم 1وترد في الجدول 
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 16-10بروتوكول التشخيص 

 (المتوسط والنطاق بين قوسين)  Bursaphelenchus xylophilusقياسات خصائص  :1الجدول 
 

 الذكور

 المؤلف
 صيةاالخ

Nickle et al. 
(1981) (n = 5) 

(الولايات 
  †المتحدة)

Mamiya and 
Kiyohara (1972) 

40)  = n( 
 †(اليابان)

P 

Mota et al. (1999) 
(n = 12)  
  †(البرتغال)

Penas et al. (2008) 
(n = 20)  
 †(البرتغال)

P 

20)  = n(2008) ( al. etPenas 

 ‡(البرتغال)
P 

 )، ممLالطول (
0.56 

)0.52-0.60( 
0.73 

)0.59-0.82( 
1.03 

)0.80-1.30( 
0.57 

)0.45-0.69( 
1.04 

)0.87-1.17( 

 أ 
(طول الجسم/أقصى 

 قطر للجسم)

40.8 
)35-45( 

42.3 
)36-47( 

49.4 
)44-56( 

46.0 
)40.2-58.5( 

45.7 
)41.3-48.9( 

 ب
 (طول الجسم/

من المقدمة  المسافة
 ويلإلى الصمام الع

 البلعومي)

9.4 
)8.4-10.5( 

9.4 
)7.6-11.3( 

13.3 
)11.1-14.9( 

9.6 
)8.2-10.7( 

13.7 
)11.6-15.4( 

 جيم 
(طول الجسم/طول 

  الذيل)

24.4 
)21-29( 

26.4 
)21-31( 

28.0 
)24-32( 

21.6 
)19.1-24.6( 

26.8 
)23.6-31.4( 

  الحربة، بالميكرون
13.3 

)12.6-13.8( 
14.9 

)14-17( 
12.6 

)11-16( 
11.0 

)10-14( 
14.0 

)12-15( 

، أشواك السفاد
 ميكرون 

21.2 
)18.8-23.0( 

27.0 
)25-30( 

24 
)22-25( 

19.3 
)16.5-24.0( 

30.4 
)25.0-33.5( 

 

 الإناث

 المؤلف
 صيةاالخ

Nickle et al. 
(1981) (n = 5) 

(الولايات 
  †المتحدة)

Mamiya and 
Kiyohara (1972) 

(n = 40)   
 †(اليابان)

P 

Mota et al. (1999) 
12)  = n( 

 †(البرتغال)
Penas et al. 

20)  = n(2008) (

 †(البرتغال)
P 

20)  = n(2008) ( al. etPenas 

‡(البرتغال)
P 

 )، ممLالطول (
0.52 

)0.45-0.61( 
0.81 

)0.71-1.01( 
1.05 

)0.89-1.29( 
0.58 

)0.51-0.66( 
1.13 

)0.91-1.31( 

 أ 
الجسم/أقصى (طول 

 قطر للجسم)

42.6 
)37-48( 

40.0 
)33-46( 

50.0 
)41-58( 

41.9 
)32.8-50.6( 

45.6 
)39.4-50.3( 

 ب
 (طول الجسم/

المسافة من المقدمة 

9.6 
)8.3-10.5( 

10.3 
)9.4-12.8( 

13.8 
)12.7-16.4( 

10.1 
)9.1-11.2( 

14.7 
)11.6-16.8( 
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 الإناث

 المؤلف
 صيةاالخ

Nickle et al. 
(1981) (n = 5) 

(الولايات 
  †المتحدة)

Mamiya and 
Kiyohara (1972) 

(n = 40)   
 †(اليابان)

P 

Mota et al. (1999) 
12)  = n( 

 †(البرتغال)
Penas et al. 

20)  = n(2008) (

 †(البرتغال)
P 

20)  = n(2008) ( al. etPenas 

‡(البرتغال)
P 

 ويلإلى الصمام الع
 البلعومي)

 جيم 
الجسم/طول (طول 
  الذيل)

27.2 
)23-31( 

26.0 
)23-32( 

26.6 
)22-32( 

25.4 
)20.2-29.0( 

28.1 
)21.9-34.4( 

  الحربة، بالميكرون
12.8 

)12.6-13.0( 
15.9 

)14-18( 
12.3 

)11-15( 
11.2 

)10.0-12.5( 
14.4 

)12-16( 

وضع الفتحة 
)، Vالتناسلية (

النسبة المئوية من 
 الطول

74.7 
)73-78( 

72.7 
)67-78( 

73.3 
)70-76( 

71.5 
)70.1-72.9( 

72.6 
)70.4-74.5( 

 
 النيماتودا بعد الاستخراج من الطبقات التحتية في العائل الطبيعي. †
 النيماتودا التي تنمو في مستنبت فطري لمدة سنة. ‡
 
 مع الأنواع المشابهة Bursaphelenchus xylophilusمقارنة   4-1-3
 

 )، ولكن العيب الذي تنطوي عليه تلك المفاتيح Ryss et al., 2005(مثل  Bursaphelenchusتتوفر مفاتيح لتحديد أنواع 
غير مكتملة أو تستند إلى عينات قليلة. انظر . Bursaphelenchusأن التوصيفات المبكرة لأنواع  Ryss et al. (2005)في 

Vieira et al. (2003)  نوعاً من أنواع  74للرجوع إلى التوصيفات الأصلية التي تشملBursaphelenchus. 
 

وبالرغم من الجدل الدائر حالياً . Braasch (2001)بالمعنى الوارد في  xylophilusنوعاً واحداً من فئة  B. xylophilusوتمثل آفة 
 نوعاً أو نوعاً فرعياً  15 عنعدد من الأنواع الواردة ضمن هذه الفئة فإن ما لا يقل  حولبين خبراء التصنيف 

مات ي)، وعدد ووضع الحل9على أساس عدد الخطوط الجانبية (الشكل  xylophilus) ينتمي إلى فئة 2015(حتى أبريل/نيسان 
 ,Gu et al., 2005; Ryss et al., 2005; Braasch et al., 2009; Braasch and Schönfeldالذيلية وخصائص السديلة التناسلية (

 B. trypophloei Tomalak & Filipiak, 2011 and( Bursaphelenchus). واقترح مؤخراً ما لا يقل عن نوعين من أنواع 2015

B. masseyi Tomalak, Worrall & Filipiak, 2013ا إلى فئة م) لإضافتهxylophilus ؛ غير أن هذا البروتوكول يتبع التصنيف
ن ضم لأن يدُرجان لم يعتبرا أن هذين النوعين صالحا اللذان Braasch and Schönfeld (2015) المؤلفان الأخير الذي وضعه

 هي: xylophilus. وبالتالي فإن الأنواع المنتمية إلى فئة لشوكة السفادرفولوجية و هذه الفئة بسبب الخصائص الم
 
- B. xylophilus (Steiner & Buhrer, 1934) Nickle, 1970  
- B. fraudulentus Rühm, 1956 (Goodey, 1960)  
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- B. mucronatus mucronatus (Mamiya & Enda, 1979) Braasch, Gu & Burgermeister, 2011  
- B. mucronatus kolymensis, Braasch, Gu & Burgermeister, 2011  
- B. conicaudatus Kanzaki, Tsuda & Futai, 2000  
- B. baujardi Walia, Negi, Bajaj & Kalia, 2003  
- B. luxuriosae Kanzaki & Futai, 2003  
- B. doui Braasch, Gu, Burgermeister & Zhang, 2004  
- B. singaporensis Gu, Zhang, Braasch & Burgermeister, 2005  
- B. macromucronatus Gu, Zheng, Braasch & Burgermeister, 2008  
- B. populi Tomalak & Filipiak, 2010  
- B. paraluxuriosae Gu, Wang & Braasch, 2012  
- B. firmae Kanzaki, Maehara, Aikawa & Matsumato, 2012  
- B. koreanus Gu, Wang & Chen, 2013  
- B. gillanii Schönfeld, Braasch, Riedel & Gu, 2013 
 

 ) Gu et al., 2011( والمستدقة الطرفإلى شكلين أو إلى مجموعتين: المستديرة الذيل  B. xylophilusويمكن فصل آفة 
 . B. mucronatus kolymensisتوجد أساساً في أمريكا الشمالية وتشبه كثيراً  المستدقة الطرف). والمجموعات 4(الشكل 

 
الأخرى  Bursaphelenchusعن جميع أنواع  xylophilusويمكن التمييز بين الأنواع أو الأنواع الفرعية الخمسة عشر من فئة 

لدى الذكر وعن طريق وجود سديلة تناسلية ذات شكل مميّز لدى الأنثى. ولفصل آفة  السفادية ن حيث شكل الأشواكم
B. xylophilus  عن الأنواع الأخرى الأربعة عشر في الفئة، يمكن استخدام شكل الذيل (شبه اسطواني أو اسطواني ذو �ايات
، بما في ذلك xylophilusأنواع فئة  ل. ويمكن الرجوع إلى مفتاح مفصَّل لكادة، مع عدم وجود �ايات مدببة)عمستديرة في ال

. ويوجد لدى جميع الأنواع الأخرى من فئة Braasch and Schönfeld (2015)رسومات تبين الخصائص الرئيسية، في 
xylophilus  إما ذيل مخروطي أو ذيل مدبب لدى الإناث. ومع ذلك، لا يوجد سوى القليل من التجمعات المدببة الشكل

). وبالإضافة 4في أمريكا الشمالية، ومن الصعب التمييز مورفولوجياً بينها وبين الأنواع المدببة (الشكل  B. xylophilusمن آفة 
ة مستديرة بشكل ي يتم الحصول عليها من المستنبتات المختبرية �ايات ذيلالتي B. xylophilus إلى ذلك، تظهر عموماً إناث

 عام، في حين أن السلالات التي يتم الحصول عليها من الأشجار المصابة أو من الأشجار الملقحة اصطناعياً 
). ويمكن الرجوع 4كل يمكن أن تحتوي على إناث لديها �ايات مدببة مختلفة الأطوال إلى جانب إناث مستديرة الذيل (الش

 .Gu et al. (2011)إلى مزيد من التفاصيل حول هذا الموضوع في 
 

. ويتوزع هذان النوعان B. mucronatus kolymensisو B. mucronatus mucronatusانتشاراً هي  xylophilusوأكثر أنواع فئة 
 ). ولذلك، من المحتمل أن التمييز في الأغلب يكون Ryss et al., 2005أنحاء أوروبا وآسيا وكذلك في كندا (كل في  

 ).10و 6(الشكلان  B. mucronatus kolymensis أو B. mucronatus mucronatusو B. xylophilusبين 
 

، بما فيها Bursaphelenchuنوعاً من أنواع  50ات مرجعية تشمل تمستنب Bursaphelenchusوتتاح في مجموعة مستنبتات 
شئها في جميع أنحاء العالم، وذلك في معهد يوليوس كوهن، ومركز امن شتى من B. xylophilusسلالة من سلالات  41

 عة، ومعهد صحة النباتات الوطنية والدولية، براونشفايغ، ألمانيا.و البحوث الفيدرالي للنباتات المزر 
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 التحديد الجزيئي  4-2
 

ماتودا المعزولة. ويتم يمن الن B. xylophilusئية التي تتيح تحديد هوية يالجز يتضمن هذا القسم معلومات عن الاختبارات 
إجراء الاختبارات عموماً بعد إجراء فحص مورفولوجي من أجل تأكيد النتائج التي يتم استخلاصها. وفي الأقسام الفرعية 

 قسم. و المبينَّ في بداية كلالتالية، تعُرض أنواع مختلفة من الاختبارات التي تتناول قضايا محددة على النح
 

ا ما يلي هي الاختبارات الموصــــــــــــــى به ئية المبيَّنة فييالاختبارات الجز . و B. xylophilusويتاح كثير من الطرق لتحديد هوية 
البلمرة زيم إنئي من خلال تفـاعـل يوقـت صــــــــــــــيـاغـة البروتوكول. ويمكن إجراء اختبـارات أخرى. ويمكن إجراء التحـديـد الجز 

). 3-2-4في الوقت الحقيقي (القســـم  المتســـلســـلالبلمرة إنزيم ) أو عن طريق تفاعل 2-2-4(القســـم التقليدي  المتســـلســـل
) 1-2-4 (في القسم لمباعد النسخ الداخليواستخدمت كل هذه التقنيات، لا سيما تعدد أشكال طول الشظايا المحددة 

تحداث الآن لتقييم من خلال اختبار الحلقة. وتم اســــــــــــــ بنجاح في المختبرات في كل أنحاء العالم، ولكنها لم تخضــــــــــــــع حتى
 ) للكشــف المباشــر عن النيماتودا المســتهدفة في الخشــب 5-2-4اختبار التضــخيم المتســاوي الحرارة بواســطة العروة (القســم 

 وتحديد هويتها.
 

). ويتطلب هذا النهج 8-2-4ئي على تحليل التتابع والترميز الشريطي (القسم يويتوقف أحدث �ج متبع في التحديد الجز 
) bank-Q(إتاحة إمكانية الوصول إلى مرافق التتابع والوصول إلى تتابعات موثوقة (مثل التتابعات الموجودة في بنك الحَْجْر 

)bank.eu/Nematodes/-http://www.q ًة على نحو يمكنهم من تلافير ن المهاموظفين على درجة عالية م) ويتطلب أيضا 
 التوصل إلى نتائج كاذبة.

 
في المنتجات الخشبية لأغراض الحَْجْر، من الحاسم التمييز  B. xylophilusللكشف عن  الجزيئيةوعندما تستخدم التقنيات 

في الخشب، ولا يمكن لطرق  B. xylophilusبين النيماتودا الحيّة والميتة. وتقتل عدة معالجات خاصة بالصحة النباتية آفة 
أم إلى بقايا حمض  يّةراجعة إلى نيماتودا ح ما الكشف الحالية باستخدام الحمض النووي أن تحدِّد ما إذا كانت نتيجة إيجابية

ز النيماتودا القائمة على الحمض النووي الريبي التي يمكن أن تميِّ  الجزيئية. ويفضل استخدام الطرق ميتةيماتودا نووي في ن
 ). ويتعينَّ مراعاة هذه 2-2-4) (القسم Leal et al., 2013الحيّة والميتة في الخشب لدواعي التنظيم الخاص بالحَْجْر (

 المشكلة عند اختيار طريقة استخلاص النيماتودا (تعتمد تقنية قمع بيرمان، مثلاً، على النيماتودا الحيّة؛ انظر 
ئية تخدمة في التحديد. وينبغي، حيثما أمكن، التثبت من سلامة النتيجة الجزي) والتقنية الجزيئية المس5-3و 4-3القسمين 

 الإجابة عن طريق التحديد المورفولوجي.  
 

، لأ�ا تحدِّد شرتكما ن(بما فيها الإشارة إلى أسماء العلامات التجارية)   الطرق المتبعةهذا البروتوكول التشخيصي  ويصف
والخصوصية و/أو إمكانية الاستنساخ المتحققة. ولا يعني استخدام كواشف أو مواد كيميائية المستوى الأصلي للحساسية 

أو معدات في هذه البروتوكولات التشخيصية الموافقة على استخدامها حصراً دون غيرها من الكواشف أو المواد الكيميائية 
اسب معايير ختبرية الواردة في هذه البروتوكولات بما ينأو المعدات التي قد تكون مناسبة أيضاً. ويمكن تعديل الإجراءات الم

 المختبرات الفردية، شريطة التثبت منها على النحو الوافي.
 

http://www.q-bank.eu/Nematodes/
http://www.q-bank.eu/Nematodes/


الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 20-10بروتوكول التشخيص 

 لداخليلمباعد النسخ االبلمرة المتسلسل  إنزيمتعدد أشكال طول الشظايا المحدِّدة باستخدام تفاعل   4-2-1
 

خدام باست لمباعد النسخ الداخليتقنية تعدد أشكال طول الشظايا المحدِّدة  Burgermeister et al. (2005, 2009)استخدم 
. وترد تقريباً في كل Bursaphelenchusنوعاً آخر من أنواع  43و B. xylophilusالبلمرة المتسلسل للتمييز بين  إنزيمتفاعل 

لمباعد أشكال طول الشظايا المحددة  أنماط تعدد 2009الجديدة التي نُشرت بعد عام  Bursaphelenchusتوصيفات أنواع 
. Burgermeister et al. (2009)البلمرة المتسلسل على أساس الطريقة التي استحدثها  إنزيمباستخدام تفاعل  النسخ الداخلي

 وعة موهذه التقنية، من بين كل التقنيات الجزيئية الواردة في هذا البروتوكول، هي التقنية التي أثبتت فعاليتها في أوسع مج
  .Bursaphelenchusمن أنواع 

 
موعة والصغار) باستخدام مج ،يستخلص الحمض النووي من أطوار حياة مختلطة من النيماتودا (الإناث والذكور الناضجةو 

ميكرون من الماء في  5عينة) في  30إلى  1وتوضــــــــــــــع عينات النيماتودا QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen1 .)(أدوات 
 مئوية إلى أن يتم الاســــــــــــتخلاص. وقبل الاســــــــــــتخلاص، تذاب العينة وتخلط  20-وتجمَّد في درجة حرارة  أنابيب إبيندوف

 1) وتتم بعــد ذلــك مجــانســــــــــــــتهــا في أنبوب إبينــدورفATL) (1Qiagenمن دارئ انحلال الأنســــــــــــــجــة ( اتميكرولتر  10مع 
 ). ويتم بعد ذلك اســــتخلاص الحمض النووي وفقاً لتوصــــيات الشــــركة المصــــنِّعة 1إيبندورف(باســــتخدام أنبوب طرد مركزي 

)QIAamp DNA Micro Kit Handbook, Qiagen "باســـــــــتثناء الخطوات 1"عزل الحمض النووي للجينوم من الأنســـــــــجة ،(
 20(الشـــطف)، يســـتخدم  12ما يتعلق بالخطوة  ســـاعات. وفي 3، يســـتمر التحضـــين لمدة 4ما يتعلق بالخطوة  التالية. وفي

 دة نيمــاتودا) دو  30ميكرولتر (لاســــــــــــــتخلاص مــا يصــــــــــــــــل إلى  100النيمــاتودا الواحــدة) أو دودة (لخلاصــــــــــــــــة  اً ميكرولتر 
 طـــافـــة المحتويـــة على الحمض النووي المســــــــــــــتخلص في درجـــة شــــــــــــــُ ) على الغشــــــــــــــــاء. وتخزَّن الAE )1Qiagenمن الـــدارئ 

 مئوية لحين الاستخدام. درجة  20-حرارة 
 

عن طريق إجراء  ومباعد النسخ الداخلي البلمرة المتسلسل إنزيمتفاعل لويتم إجراء تحليل تعدد أشكال طول الشظايا المحددة 
 جالبلمرة المتسلسل على الحمض النووي المستخلص ويلي ذلك تعدد أشكال طول الشظايا المحدِّدة على نتا  إنزيمتفاعل 
 باعد النسخ الداخليمالبلمرة المتسلسل. ويتم تضخيم جزء من الحمض النووي الريبوسومي المحتوي على مناطق  إنزيمتفاعل 

ITS1و ، ITS2  التالي:  دئالبلمرة المتسلسل باستخدام الزوج البا إنزيمعن طريق تفاعل 
 

ITS1-forward (F): 5′-CGT AAC AAG GTA GCT GTA G-3′ (Ferris et al., 1993)  

ITS2-reverse (R): 5′-TTT CAC TCG CCG TTA CTA AGG-3′ (Vrain, 1993)   
وحدة من إنزيم  2ومن كل بادئ،  ميكرومولار 0.6) على اً ميكرولتر  50لســــــــــــل (البلمرة المتســــــــــــ إنزيمويحتوي خليط تفاعل 

 ، KClملّيمولار  50و HCl (pH-Tris (8.8من ملّيمولار  10)، و1Fermentasأو  Taq )1Stratageneض النووي بلمرة الحم
دانو غرام كقالب نموذجي. ويتم إجراء  2، وحمض نووي بتركيز dNTPsملّيمولار  0.2، المغنيســــــــــــــيومكلوريد ملّيمولار   2و

 2.5مئوية لمدة درجة  94عند درجة حرارة  التدوير التالية: دلترة ببارامتراتالتضــــــــــــــخيم باســــــــــــــتخدام جهاز تدوير حراري 

                                                 
 في هذا البروتوكول التشخيصي الطرق (بما فيها الإشارة إلى أسماء العلامات التجارية) كما نشرت، وهذه تحدِّد المستوى الأصلي للحساسية توصى  1

لموافقة ة ايوالخصوصية و/أو إمكانية الاستنساخ المتحققة. ولا يعني استخدام أسماء كواشف أو مواد كيميائية أو معدات في هذه البروتوكولات التشخيص
في هذه البروتوكولات  ةعليها دون غيرها من الكواشف والمواد الكيميائية والمعدات التي يمكن أن تكون مناسبة أيضاً. ويمكن تعديل الإجراءات المختبرية الوارد

 بما يناسب معايير المختبرات الفردية، شريطة التثبت منها على النحو الوافي.



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 21-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 احــدة، درجــة مئويــة لمــدة دقيقــة و  55لمــدة دقيقــة واحــدة، ومئويــة درجــة  94درجــة حرارة عنــد دورة تفــاعــل ( 40دقــائق. و
 إنزيمدرجة مئوية. وبعد إتمام عملية تفاعل  72دقائق عند درجة حرارة  5لمدة  وتمديد �ائي) درجة مئوية لمدة دقيقتين 72و

البلمرة المتســــــــلســــــــل باســــــــتخدام الارتحال الكهربائي  إنزيممنتج تفاعل  أجزاءمن  اتميكرولتر  5البلمرة المتســــــــلســــــــل، يحلل 
 وحدات من النيوكليزات الداخلية  3الحمض النووي المضــــــــــــــخَّم باســــــــــــــتخدام من  أجزاء مناســــــــــــــبة. ويتم هضــــــــــــــم الهلامي
 ، وفقاً لتعليمات الشركة المصنعة.AluI, HaeIII, HinfI, MspI and RsaI المحددة

 
). ووصفت أعداد 15الحمض النووي الخاصة بالنوع (الشكل  تحديدشظايا على أساس أنماط  B. xylophilusوتحدد هوية 

 :Bursaphelenchus (Gu, 2014)الحمض النووي على الأقل بالنسبة للأنواع التالية من  تحديدوأحجام شظايا 
 

B. abietinus, B. abruptus, B. africanus, B. anamurius, B. andrassyi, B. antoniae, B. arthuri, B. arthuroides, 
B. braaschae, B. burgermeisteri, B. chengi, B. conicaudatus, B. corneolus, B. doui, B. eggersi, B. eremus, 
B. fraudulentus, B. fuchsi, B. fungivorus, B. gerberae, B. gillanii, B. hellenicus, B. hildegardae, B. hofmanni, 
B. hylobianum, B. koreanus, B. leoni, B. luxuriosae, B. macromucronatus, B. masseyi, B. mucronatus mucronatus 
(previously B. mucronatus East Asian type), B. mucronatus kolymensis (previously B. mucronatus European 
type), B. obeche, B. paraburgeri, B. paracorneols, B. paraluxoriosae, B. paraparvispicularis, B. parathailandae, 
B. parvispicularis, B. pinasteri, B. pinophilus, B. poligraphi, B. populi, B. posterovolvus, B. rainulfi, B. seani, 
B. sexdentati, B. silvestris, B. sinensis, B. singporensis, B. thailandae, B. tusciae, B. vallesianus, B. willibaldi, 
B. xylophilus, B. yongensis and B. yuyaoensis.   

. ويقدِّم Bursaphelenchusبالتالي لجنس ينتمي هذان النوعان ولن ، B. lini و B. hunanensisوهناك اقتراح بإعادة تصنيف 
Burgermeister et al. (2009)  ملخصاً شاملاً للأنماط وأحجام شظايا الحمض النووي من خلال تعدد أشكال طول الشظايا

مثال يبين التمييز بين الأنواع  2. ويرد في الجدول Bursaphelenchusنوعاً من أنواع  44في  لمباعد النسخ الداخليالمحددة  
النسبة لعازلات ب لمباعد النسخ الداخليعن طريق أنماط الشظايا المحدِّدة باستخدام طريقة تعدد أشكال طول الشظايا المحددة 

 .B. mucronatus kolymensis ، والنوعB. mucronatus mucronatus، والنوع  B. xylophilusالنوع 
 

 Bursaphelenchus: أنماط تعدد أشكال طول الشظايا المحدِّدة لأنواع 2الجدول 

 النوع

 زيمإنمنتج تفاعل 
البلمرة 

المتسلسل 
 (أزواج قاعدية)

 التحديد إنزيممنتج شظايا التحديد (الأزواج القاعدية) حسب 

RsaI  HaeIII  MspI  HinfI  AluI  

B. mucronatus 
 نوع شرق آسيا 

= 
 B. mucronatus 

mucronatus  

920  486  
412  
12  

621  
299  355  

302  
263  

408  
232  
121  
86  
49  
24  

674  
246  

B. mucronatus 
 النوع الأوروبي

 = 
B. mucronatus 

kolymensis  

925  413  
263  
227  
22  

625  
195  
105  

356  
303  
266  

412  
232  
121  
87  
49  
24  

678  
247  

B. xylophilus 
925  483  

420  
22  

728  
197  562  

363  263  
232  
142  
139  
125  
24  

433  
256  
142  
96  

 . .Burgermeister et al. (2009): المصدر
 



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 22-10بروتوكول التشخيص 

 البلمرة المتسلسل التقليدي إنزيمتفاعل   4-2-2
 

 ، ولكنها لن تحدِّد ما إذا كانت هناك B. xylophilusالبلمرة المتسلسل التالية تحديد أنواع  إنزيمتتيح اختبارات تفاعل 
 .Bursaphelenchusأي أنواع أخرى من 

 
 الداخلي مباعد النسخلالبلمرة المتسلسل التقليدي الذي يستهدف الحمض النووي الريبي  إنزيمتفاعل   4-2-2-1
 

 ITS1–ITS2التي تستهدف منطقة  B. xylophilusالطريقة الخاصة بالأنواع لتحديد  Matsunaga and Togashi (2004) تناولا
 B. mucronatusو B. xylophilusللحمض النووي الريبي. وقيِّمت هذه الطريقة على أساس خمس وأربع مجموعات يابانية من 

 ما يلي بروتوكول التجربة. على التوالي. وفي
 

ملّيمولار  10كلوريد البوتاسيوم، وملّيمولار   50من دارئ التحلل ( اتميكرولتر  5النيماتودا كل واحدة على حدة في  توضع
 بتركيز Nonidet P-40 ، وغنيسيوممن كلوريد المملّيمولار  2.5)، و8.2من ثلاثي حمض الهيدروكلوريك (الرقم الأسي 

(وزن/حجم،  في المائة 0.01، وجيلاتين بتركيز )(وزن/حجم في المائة 0.45بتركيز  20(وزن/حجم)، وتوين  في المائة 0.45
) وتوضع في درجة حرارة 1Applied Biosystems( MicroAmpمل أنابيب تفاعل  2.0) في Kمغ/مل من البروتيناز  06.0و
). وبعد إزالة التجمد Barstead et al., 1991دقائق (استخلاص الحمض النووي نقلاً عن  10درجة مئوية أو أقل لمدة  70-

في  دقيقة 15درجة مئوية لمدة ساعة واحدة ثم لمدة  60 في درجة حرارة الغرفة، يسخَّن محلول الحمض النووي في درجة حرارة
لبلمرة المتسلسل. ا نزيمفي تفاعل محدَّد لإ كنموذج  ةالناتج الخام النووي خلاصة الحمضستخدم درجة مئوية. وت 95درجة حرارة 

 البلمرة باستخدام الزوج البادئ التالي:  نزيمويتم إجراء التفاعل المتسلسل لإ
 

X-F: 5′-ACG ATG ATG CGA TTG GTG AC-3′  

X-R: 5′-TAT TGG TCG CGG AAC AAA CC-3′  
 

من مزيج التفاعل المحتوي على النموذج المعد سابقاً للحمض  اتميكرولتر  10البلمرة المتسلسل في  إنزيمويتم إجراء تفاعل 
  Trisملّيمولار  10البوتاسيوم، ومن كلوريد ملّيمولار  50ميكرولتر من خلاصة الحمض النووي الخام)، و 5النووي (

 ، dNTPلكل  ميكرومولار 200لاتين، ويج في المائة 0.001، وغنيسيوممن كلوريد المملّيمولار  1.5)، و8.3الأسي  الرقم(
) Taq  )1AmpliTaq Gold, Applied Biosystemsوحدة إنزيم بلمرة الحمض النووي 25.0بادئة، و بيكومول لكل 5و

). وبعد Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600 )1Applied Biosystemsباستخدام جهاز التدوير الحراري لنظام 
درجة  55.9ثانية، و 30درجة مئوية لمدة  94دورة ( 35درجة مئوية، يتم إجراء  94دقائق في درجة حرارة  5لمدة  الدلترة

  درجة مئوية. 72دقائق في درجة حرارة  6 مدته تمديد �ائيدرجة مئوية لمدة دقيقة واحدة) مع  72ثانية، و 30مئوية لمدة 
 

 التي يتم اختبارها. B. xylophilus) من كل عزلات bpزوجاً قاعدياً ( 557حمض نووي يبلغ  أمبليكون التفاعلوينتج هذا 
  



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 23-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 البلمرة المتسلسل التقليدي الذي يستهدف الحمض النووي التابع تفاعل إنزيم  4-2-2-2
 

 إنزيمباستخدام تكنولوجيا تفاعل  B. xylophilusبالوصف طريقة خاصة بالأنواع لتحديد  Castagnone et al. (2005)تناول 
 Bursaphelenchusعلى الحمض النووي التابع. وقيِّمت خصوصية هذه الطريقة على أساس نوع  لمتسلسل القائمالبلمرة ا

 كنديتين   م مجموعة يابانية ومجموعتين) وكذلك باستخداB. Tusciaeو B. Mucronatusو B. leoniغير المستهدف (
 .B. xylophilusمن 

 
 تسلسل بلمرة المال تحضيرها وفقاً لإجراء تفاعل إنزيمحاد من النيماتودا التي يتم ويتم إجراء التضخيم في الآ

سلسل وتغطى البلمرة المت إنزيم. وبإيجاز فإن النيماتودا الفردية تنقل إلى أنبوب تفاعل Williams et al. (1992)المعدل من 
ملّيمولار  2.5)، و8.2(رقمه الأسي  Trisملّيمولار  10كلوريد بوتاسيوم، وملّيمولار   50( اتلتر ميكرو  2.5بدارئ تحلل قدره 

 ، 20توين  في المائة 0.45، وNonidet P-40 في المائة 0.45، وKمغ/مل بروتيناز  60، وغنيسيوممن كلوريد الم
دقيقة، وتنقل فوراً إلى درجة حرارة  45درجة مئوية لمدة  80-لاتين). وتوضع الأنابيب في درجة حرارة يج في المائة 0.01و

وتستخدم خلاصة الحمض النووي دقيقة في جهاز تدوير حراري.  15درجة مئوية لمدة  95دقيقة ثم  60درجة مئوية لمدة  60
 المتسلسل.رة مالبل نزيممحدَّد لإ الخام الناتجة كنموذج في تفاعل

 
 تتابع قريبة من طرفي البحيث تكون البلمرة المتسلسل المستخدمة في التفاعل  إنزيمتفاعل  بادئات وصممت

 B. xylophilusلحمض النووي التابع التي حدِّدت خصائصها من قبل في ازوجاً قاعدياً لعائلة  160 من الذي يشمل مونومر
)Tarès et al., 1993(  رقم الانضمام إلى بنك الجيناتL09652 :( 
 

J10-1: 5′-GGT GTC TAG TAT AAT ATC AGA G-3′  

J10-2Rc: 5′-GTG AAT TAG TGA CGA CGG AGT G-3′   
 

من مزيج التفاعل المحتوي على القالب النموذجي المعد سابقاً  اً ميكرولتر  25البلمرة المتسلسل في  إنزيمويتم إجراء تفاعل 
ملّيمولار  10، ومالبوتاسيو يمولار من كلوريد ملّ  50من خلاصة الحمض النووي الخام)، و اتلتر ميكرو  5للحمض النووي (

Tris  لكل  ميكرومولار 200، والمغنيسيوممن كوريد ملّيمولار  2.5)، و8.2(الرقم الأسيdNTPلكل  اً غرامنانو  250، و
دقائق،  5درجة مئوية لمدة  94في درجة حرارة  الدلترة). وبعد Taq )1QBiogene نوويالمض الحوحدة إنزيم بلمرة  1بادئة، و

درجة مئوية لمدة دقيقة  72درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة، و 94ثانية، و 30درجة مئوية لمدة  94دورة ( 25يتم إجراء التدوير 
 درجة مئوية. 72دقائق في درجة حرارة  5ائي لمدة واحدة)، مع تمديد �

 
 وبالنظر إلى أنه تبينَّ أن عائلة الحمض النووي التابع تتألف من تكرارات منظمة في مصفوفات جنباً إلى جنب 

)Tarès et al., 1993زوجاً قاعدياً يتم الحصول عليه  160 المونومر المؤلف من )، فإن تضخيم سلم من أجزاء متعددة من
كنموذج. وفي المقابل، في حالة أنواع  B. xylophilusالبلمرة المتسلسل المحتوي على الحمض النووي لآفة  إنزيمبعد تفاعل 

Bursaphelenchus وضوح إيجابية ب تكون الأخرى، لا يكتشف أي تضخيم، ويؤدي ذلك إلى نتيجة بسيطة وموثوقة 
 ).B. xylophilus )Castagnone et al., 2005ما يتعلق بالنوع  أو سلبية بوضوح في

 



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 24-10بروتوكول التشخيص 

 البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي إنزيمتفاعل   4-2-3
 

 . وهــــذا النوع B. xylophilusالبلمرة المتســــــــــــــلســـــــــــــــــل في الوقــــت الحقيقي لتحــــديــــد  إنزيميمكن إجراء اختبــــارات تفــــاعــــل 
 المبيَّنة  البلمرة المتســـــــــلســـــــــل التقليدي إنزيممن الاختبارات حســـــــــاس بشـــــــــكل أعم ويســـــــــتغرق وقتاً أقل من تقنيات تفاعل 

 .2-2-4و 1-2-4في القسمين 
 
 لتابعالنووي ا البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي الذي يستهدف تتابعات الحمض إنزيمتفاعل   4-2-3-1
 

باستخدام تتابعات الحمض النووي التابع.  B. xylophilusطريقة خاصة بالأنواع لتحديد  François et al. (2007)تناول 
حاد من النيماتودا بيكوغرام، وآ 1ض نووي جيني يبلغ وتتميَّز هذه الطريقة بحساسيتها الشديدة، إذ يمكن أن تكشف عن حم

 في المائة 0.1الوثيقة الترابط، حتى حد يصل إلى  B. mucronatusمرتبطة بأنواع  B. xylophilusفي عينات مختلطة تكون فيها 
 يغرام ملّ  100 من خلالمباشرة  B. xylophilusالطريقة كشفت أيضاً عن هذه من المزيج على التوالي. و  في المائة 1و

 من الخشب.
 

لمضخَّم، على النحو باستخدام الإجراء ا خالصةويستخلص الحمض النووي من النيماتودا المعزولة التي تكوَّنت في مستنبتات 
  دّليعُ)، بعد إدخال تعديل طفيف: لا يكون حجم دارئ التحلل ثابتاً بل Castagnone et al., 2005الذي سبق بيانه (

 ،لما يتراوح بين دودة واحدة وأربع ديدان من النيماتودا اتلتر ميكرو  3مع عدد ديدان النيماتودا (أي  على النحو الذي يتفق
 لعدد أكبر من النيماتودا). اً لتر ميكرو  20و
 

باستخدام مجموعة أدوات استخراج الحمض النووي  B. xylophilusويتم استخراج الحمض النووي من الخشب المصاب بآفة 
غرام من الخشب المصاب إلى قطع  1.0. ويقطع حوالي 1ChargeSwitch genomic DNA Plant Kit (Invitrogen(الجيني 

من بولي فينيل  في المائة 1على  المحتوي CST التحللمل من دارئ  5صغيرة ويوضع في كيس بلاستيكي يحتوي على 
مل من سائل التحلل  1ينُزع وم. وتمزَّق العينة قليلاً باستخدام مطرقة ثم من كلوريد الكالسي ملّيمولار 20يروليدون، والب
دوديسيل الصوديوم إلى سائل التحلل بريتات ميكرولتر من ك 100يعالج وفقاً لتعليمات الشركة المصنعة. وبإيجاز، يضاف و 

لطرد مركزي  إخضاعهمن دارئ الترسيب ويتم  اً ميكرولتر  40دقائق في درجة حرارة الغرفة، ثم يضاف  5ثم يتم تحضينه لمدة 
ميكرولتر من مطهر  100مل من المادة الطافية، ويضاف  1 وينُزعدقائق.  5لمدة تقريباً  تقريباً)g 18 000بسرعة قصوى (

CST من خرزات  اً ميكرولتر  40، وهيCST  ُ1(قلم الستخدم إلى المادة الطافية. ويNobile-M (Bio-PickPen 8  لنقل خرزات
CST  مل من دارئ الغسيل  1والحمض النووي المربوط من خلال خطوتين من خطوات الغسيل (يستخدم في كل منها
CST مل. وتنزع بعد ذلك الجزيئات المغناطيسية.  2.2باستخدام طبق عميق سعته  من دارئ الشطف اً ميكرولتر  150) وفي

 درجة مئوية لتحليله في المستقبل. 20-ويختبر الحمض النووي فوراً أو يخزَّن في درجة حرارة 
 

  



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 25-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 :هافي المستخدم TaqManومسبار  بادئات هذه الطريقةما يلي  وفي
 

BsatF: 5′-TGA CGG AGT GAA TTG ACA AGA CA-3′  

BSatRV: 5′-AAG CTG AAA CTT GCC ATG CTA AA-3′  

Fluorogenic TaqMan probe BSatS: 5′-FAM-ACA CCA TTC GAA AGC TAA TCG CCT GAG A-
TAMRA-3′   

ميكرولتر من الحمض النووي الجيني.  1يحتوي على  اً ميكرولتر  25سلسل في حجم إجمالي تالبلمرة الم إنزيمويتم إجراء تفاعل 
 ملّيمولار  5)، و1qPCR Core Kit, Eurogentecتفاعل (الدارئ  ×10من  اً ميكرولتر  5.2ويحتوي كل تفاعل على 

لكل بادئة ملّيمولار  200) وTaq )1qPCR Core Kitالبلمرة  إنزيم dNTP ،U 0.5لكل ملّيمولار  200، غنيسيومن كلوريد المم
 DNA Engineالبلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي في جهاز التدوير الحراري  إنزيمومسبار. ويتم إجراء اختبارات تفاعل 

Opticon 2 )1MJ Researchدرجة  95(دورة  30درجة مئوية، ثم  95دقائق في درجة حرارة  10ترات التدوير هي ). وبارام
من برنامج رصد أوبتيكون  1 1.3 الإصدارثانية). وتحلل البيانات باستخدام  30لمدة درجة مئوية  59ثانية و 15مئوية لمدة 

 في ماء خالٍ من النيوكلياز. 10: 1بنسبة  ومخففةدون تخفيف من وفقاً لتعليمات الشركة المصنِّعة. وتفحص الخلاصات  21
 

 البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي لخلاصات الخشب على جهاز التدوير إنزيمويتم إجراء اختبار تفاعل 
)1SmartCycler II (Cepheid 025.0. ويتألف كل تفاعل من ) 1وحدة/ميكرولتر تاك ساخنBiogeneدارئ تفاعل  ×1)، و

(وزن/حجم)،  تريهالوز في المائة 5و، مغنيسيومكلوريد ملّيمولار   5.5، وdNTPلكل ملّيمولار  0.2البلمرة المتسلسل،  إنزيم
دورة  40دقائق، ثم  10درجة مئوية لمدة  95 هي نانو مولار. وظروف التدوير 100نانو مولار لكل بادئة، ومسبار  300و

لعتبة اتعدادات درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة). وتحلل البيانات باستخدام  60وثانية  15درجة مئوية لمدة  95من خطوتين (
في ماء خالٍ  10: 1وحدة فلورية). وتختبر الخلاصات دون تخفيف ومخففة بنسبة  1SmartCycler II )30الأصلية لبرنامج 
 من النيوكلياز. 

 
  hsp70البرملة المتسلسل في الوقت الحقيقي الذي يستهدف تتابع الجين  إنزيماختبار تفاعل   4-2-3-2
 

البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي على أساس جين بروتين الصدمة  إنزيمطريقة تفاعل  Leal et al. (2007)استحدث 
)، B. xylophilus(واختبرت على خمس عزلات من  B. xylophilus). وتبينَّ أن هذه الطريقة محدَّدة للآفة hsp70( الحرارية

البلمرة المتسلسل  نزيم. وهذا التفاعل لإBursaphelenchusدون ملاحظة أي تضخيم في الأنواع السبعة غير المستهدفة من 
غرام من الحمض النووي الجيني نانو  0.005) حساس بما يكفي لكشف ما لا يقل عن hsp70لجين بروتين الصدمة الحرارية (

 ي المستخلص من النيماتودا الواحدة.، وكذلك الحمض النوو B. xylophilusللآفة 
 

 ء التغييرات التالية: بعد إجرا Burgermeister et al. (2005)ما يتعلق باســــــــــتخلاص الحمض النووي، تســــــــــتخدم طريقة  وفي
 عدم اســــــــــــــتخدام ) 2ســــــــــــــاعات؛ ( 3درجة مئوية طوال الليل بدلاً من  56ناســــــــــــــة العينة في درجة حرارة ) تحضــــــــــــــين جُ 1(

ملّيمولار  10(دارئ وضــــــــع ال) 3؛ (واحدةعندما يســــــــتخلص الحمض النووي من نيماتودا  إلاالحمض النووي الريبي الناقل 
Tris-HCl دقائق قبل الطرد المركزي لشـــطف الحمض  5الأدنى ويتم تحضـــنه لمدة على غشـــاء العمود ) 8.0، برقم أُســـي قدره

دقائق لإزالة أي بقايا  5درجة مئوية لمدة  55خلاصــــــــــات الحمض النووي في درجة حرارة  تســــــــــخين) 4النووي في العينة؛ (



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 26-10بروتوكول التشخيص 

 رة المتســــــــــــــلســــــــــــــل؛ البلم إنزيمثانول يمكن أن تؤثر لاحقاً على قياس كمية الحمض النووي ونوعيته وتضــــــــــــــخيم تفاعل يللإ
ـــــات في ) 5(و ـــــة ا(ل اً ميكرولتر  30شــــــــــــــطف العين ـــــة على أكثر  اً ميكرولتر  50) والواحـــــدةلنيمـــــاتودا عين ـــــات المحتوي  (للعين

  من دودة نيماتودا).
 

 في هذه الطريقة (الأحرف الصغيرة تشير إلى الأحماض النووية المغلقة):  TaqManما يلي البادئات ومسبار  وفي
 

BxLNAF: 5′-TAA GAT GTc TTT tAc AGA TGc CAA G-3′  

BxLNAR: 5′-GCc TGG ACG AcC TTG AAT-3′  

Dual-labelled TaqMan probe BxLNAP: 5′-FAM-AtT GgC CGC AAA TtC GaT GAa CC-IAblkFQ-3′  
 

القالب من  اتميكرولتر  5من حجم التفاعل المحتوي على  اً ميكرولتر  20البلمرة المتسلسل في  إنزيمويتم إجراء تفاعل 
) BSAيلتر من ألبومين مصل البقر غير المؤستل (اً (ملً يغرامملّ  25.0)، و3.8(الرقم الأسي  Tris ميكرومولار 50، والنموذجي

)1Sigmaبادئ خلفي، ملّيمولار  5.0بادئ أمامي، وملّيمولار  7.0من المسبار، و ميكرومولار 1.0) و 
بلمرة الحمض النووي السريع  إنزيموحدة  1، ومغنيسيوم كلوريدملّيمولار   5، و1dNTP (Roche(لكل ملّيمولار  4.0و

FastStart Taq )1Roche ويتم إجراء التضخيم في جهاز التدوير الحراري .(LightCycler 1.5 )1Roche Diagnostics ،(
) عند FastStart Taq )1Roche Diagnosticsبلمرة الحمض النووي  نزيمالتالية: دلترة أوَّلية وتنشيط لإ بارامتراتباستخدام ال
ثانية عند  20ثوانٍ، وتلدين لمدة  5ية لمدة درجة مئو  94دورة (دلترة عند  45دقائق، ثم  10درجة مئوية لمدة  95درجة حرارة 
درجة مئوية). وتحلل البيانات باستخدام الإصدار  72ثوانٍ عند درجة حرارة  10درجة مئوية، وتمديد لمدة  62درجة حرارة 

 .1LightCyclerمن برنامج  5.3
 

ضخيم باستخدام يتم إجراء ت المستخدم في هذا الاختبار، الخاص بالنيماتودا الجيني المنقىالنووي مض الحوتأكيداً لجودة 
البلمرة المتسلسل  إنزيم) باستخدام تفاعل 1-2-4(يرد وصف البادئات في القسم  ITS2-Rو ITS1-Fئتين الضابطتين الباد

من القالب النموذجي،  اتميكرولتر  5من  اً ميكرولتر  25البلمرة المتسلسل الذي يبلغ  إنزيمالتقليدي. ويتألف مزيج تفاعل 
 ر ملّيمولا 5من كلوريد البوتاسيوم، وملّيمولار  10، وTris-HClملّيمولار  50دارئ تفاعل ( ×10من  اً ميكرولتر  2.5و

 لكل بادئة،  ميكرومولار 1، والمغنيسيوممن كلوريد ملّيمولار  1.5)، و8.3م أسي قدره الأمونيوم؛ برقكبريتات من  
). FastStart Taq )1Rocheبلمرة الحمض النووي  إنزيموحدة من  1، وdNTPلكل ملّيمولار  2.0، وBSA اً ميكروغرام 6.1و

درجة مئوية لمدة  94دورة ( 40درجة مئوية، وتليها  94دقائق عند درجة حرارة  5التدوير دلترة أوَّلية لمدة  بارامتراتوتشمل 
دقائق عند درجة  5لمدة  ة�ائي إطالةدرجة مئوية لمدة دقيقتين) مع  72درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة، و 55دقيقة واحدة، و

 درجة مئوية.  72حرارة 
 
ــبــــــارات ا  4-2-4 ــبــي الاخــت ــنــووي الــري ــمــــــة عــلــى الــحــمــض ال ــقــــــائ ــيــــــة ال ــئ ــيــمــــــاتــودا لــجــزي ــن ــلــكشــــــــــــف عــن ال  ل

 Bursaphelenchus xylophilus الحية
 

 إنزيمعل الحيّة. وترد خيارات بشأن النسخ العكسي التقليدي والآني في تفاالاختبارات التالية تكشف فقط عن النيماتودا 
 البلمرة المتسلسل.



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 27-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
البلمرة المتسلسل باستخدام النسخ الآني والعكسي التقليدي الذي يستهدف تتابع الحمض  إنزيمتفاعل   4-2-4-1

 hsp70الصدمة الحرارية  بروتين النووي الخاص بجين
 

. Leal et al. (2013)ورد بيانه في  70الحيّة بالاستناد إلى تتابع جين بروتين الصدمة الحرارية  B. xylophilusالكشف عن آفة 
ويمكن  70على أيٍ من جانبي الإنترون لجين بروتين الصدمة الحرارية  والعكسيةوفي هذا الاختبار، توضع البادئتان الأمامية 

التمييز بسهولة بين الحمض النووي الجيني والحمض النووي المكمِّل عن طريق حجم الأمبليكون. وقيِّمت خصوصية الاختبار 
حد الكشف في هذا . و B. xylophilusعزلات من  6، وBursaphelenchusمن آفة  على أساس ستة أنواع غير مستهدفة

 ديدان من النيماتودا لكل تفاعل ويتم قياسها في ثلاث من ثلاث نسخ متكررة. 0.4الاختبار هو 
 

 المتزامن دودة نيماتودا على الأقل. ويتم إجراء الاستخلاص 20ويستخلص الحمض النووي الريبي والحمض النووي الجيني من 
 1DNA/RNA Mini Kit (Qiagen AllPrep(لكل من الحمض النووي الريبي والحمض النووي الجيني باستخدام مجموعة أدوات 

درجة  80-وفقاً لبروتوكول الشركة المصنِّعة بعد إجراء التعديلات التالية: تطرح كريات النيماتودا التي خزِّنت عند درجة حرارة 
) ويضاف Kontes Pellet Pestle )1Kimble Chase Life Science and Research Productsكريات مئوية باستخدام مدق ال

إلى كل كرية محتوية  Qiagen)1((من مجموعة أدوات الاستخلاص التي تنتجها شركة  RLTمن دارئ التحلل  اً ميكرولتر  350
) Mini Spin Columns QIAshredderعلى النيماتودا. ويتم الانتهاء من خطوة المجانسة باستخدام الأعمدة الدوارة (

)1Qiagen من الماء الخالي من الريبونيكليس، ويشطف  اً ميكرولتر  20عمود باستخدام ال). ويشطف الحمض النووي الريبي من
). 1Qiagenالمدفأ مسبقاً (من مجموعة الاستخلاص التي تنتجها شركة  EBمن الدارئ  اً ميكرولتر  05الحمض النووي باستخدام 

دقائق تقريباً لتيسير الشطف الأقصى باستخدام الطرد المركزي لمرة  3طافة بأن تستقر على غشاء العمود لمدة يسمح للشُ و 
 واحدة.  

 
وي من نموذج الحمض النو كون المنتج يالمستخدمة في هذا الاختبار، والأمبل B. xylophilusما يلي البادئات الخاصة بآفة  وفي

 زوجاً قاعدياً:  473المكمِّل هو 
 

Hsp23F1: 5′-ACC CAA GTT TGA GTT GTA TTG TTT-3′  

Hsp19R2: 5′-ACG GTA ACA ACG GCA TCC T-3′  
 

وتستهدف البادئات الضابطة التالية جين الأكتين ويمكن إدراجها لضمان إجراء الاختبار حسب المتوقع عند فحص الحمض 
 زوجاً قاعدياً:  228النووي الجيني المعزول. ويؤدي ذلك إلى إنتاج أمبليكون يتكون من 

 
BxActF3: 5′-TCG TCA CCA ACT GGG ATG ATA-3′  

BxActR3: 5′-CAC CAG TGG TAC GAC CG-3′  
 

البلمرة المتســــــلســــــل عن طريق النســــــخ العكســــــي. ويكتمل تفاعل النســــــخ  إنزيمويســــــتخدم بروتوكول من خطوتين لتفاعل 
إلى  1Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics(العكســـي باســـتخدام مجموعة أدوات النســـخ 

 اً ميكرولتر  12ما يتعلق بتخليق الحمض النووي المكمِّل، يســـــــتخدم  . وفيanchored-oligo(dT)18جانب البروتوكول البادئ 



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 28-10بروتوكول التشخيص 

 من الحمض النووي الريبي كمادة بادئة. ويشـــــــــمل ذلك الخطوة الاختيارية المقترحة من الشـــــــــركة المصـــــــــنعة لمجموعة الأدوات 
درجــة مئويــة، ويلي ذلــك تبريــد  65ئق في درجــة حرارة دقــا 10والتي تتمثــل في دلترة الحمض النووي الريبي والبــادئــات لمــدة 

ل، تخزَّن العينـــات في درجـــة حرارة  ـــة  20-فوري على الثلج. وبعـــد الانتهـــاء من تخليق الحمض النووي المكمـــِّ درجـــة مئوي
 لاستخدامها لاحقاً كقالب نموذجي.

 
ميكرولتر من الحمض النووي المكمِّل   2البلمرة المتسلسل من  إنزيممن تفاعل  اً ميكرولتر  25ويحتوي مزيج التفاعل المؤلف من 

، غنيسيومد الممن كلوريملّيمولار  5.1، و1GoTaq Flexi PCR (Promega(من الدارئ  اً ميكرولتر  19كقالب نموذجي، و
 GoTaq Flexiبلمرة الحمض النووي  إنزيموحدة من  25.1، و1dNTP (Roche Diagnostics(لكل ملّيمولار  20.0و

)1(Promegaبروتين الصدمة الحرارية  ميكرومولار 4.0، و) لكل بادئةHsp23F1  وبروتين الصدمة الحراريةHsp19R2 ويتم .(
دورة  35درجة مئوية، وتليها  95دقائق عند درجة حرارة  5: دلترة أوَّلية لمدة إجراء التضخيم وفقاً لبارامترات التدوير التالية

درجة مئوية،  60ثانية عند درجة حرارة  30درجة مئوية، وتلدين لمدة  95ثانية عند درجة حرارة  30من التضخيم (دلترة لمدة 
درجة مئوية.  72دقائق عند درجة حرارة  5درجة مئوية)، وإطالة �ائية لمدة  72وتمديد لمدة دقيقة واحدة عند درجة حرارة 

 اً ميكرولتر  25لف من البلمرة المتسلسل المؤ  إنزيمما يتعلق بالتضخيم باستخدام البادئات الضابطة، يكون مزيج تفاعل  وفي
 1نانو غرام/ميكرولتر) و 40يني (الج النوويمض الحميكرولتر من  1هو نفسه كما سبق بيانه أعلاه، ولكن باستخدام 

). ويتم إجراء التضخيم باستخدام بادئات التدوير التالية: دلترة أوَّلية لمدة BxActR3، وBxActF3لكل بادئة ( ميكرومولار
ثانية،  30دة لمدرجة مئوية  52ثانية، و 30درجة مئوية لمدة  95دورة ( 35درجة مئوية، وتليها  95دقائق عند درجة حرارة  5
 درجة مئوية. 72دقائق عند درجة حرارة  5درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة) مع إطالة �ائية لمدة  72و
 
البلمرة المتسلسل باستخدام النسخ العكسي في الوقت الحقيقي لاستهداف تتابع الحمض النووي  إنزيمتفاعل   4-2-4-2

ل لجين بروتين الصدمة الحرارية   .a hsp70المكمِّ
 

 البلمرة المتسلسل باستخدام النسخ العكسي  إنزيملتفاعل  SYBR Greenوصف لاختبار  Leal et al. (2013)يرد في 
للقدرة على المعيشة كمؤشر   hsp70 mRNAالحيّة حصرياً عن طريق كشف وجود  B. xylophilusفي الوقت الحقيقي لتحديد 

 B. xylophilusفي  hsp70التضخيم المحدَّد للحمض النووي المكمِّل لجين البروتين  ويكشف هذا الاختبارسليم.  والنمو بشكل
م خضإنترون، ويؤدي ذلك بالتالي إلى استبعاد ت –المنسوخة عكسياً، حيث تربط البادئة العكسية عبر وصلة إكسون 

 وست عزلات  Bursaphelenchusني. وقيِّمت خصوصيتها على أساس ستة أنواع غير مستهدفة من يالحمض النووي الج
  من ثلاث في ثلاث ويقاس ذلكنيماتودا لكل تفاعل  0.25. وحد الكشف في هذا الاختبار هو B. xylophilusمن 

 .نسخ متكررة
 

البلمرة  نزيمإويتم إجراء بروتوكول الاستخلاص المتزامن للحمض النووي الريبي والحمض النووي الجيني مثلما في طريقة تفاعل 
 ).1-4-2-4المتسلسل التقليدي (القسم 

 
 دئات المستخدمة في هذا الاختبار:ما يلي البا وفي

 
HspexF3: 5′-AGA ACC ACT CCC TCG TAT GTC-3′  

HspexR3: 5′-TCA AAC GCT TGG CAT CAA-3′  



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 29-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
 ويمكن إدراج البادئات الضابطة الداخلية التالية لضمان إجراء الاختبار حسب المتوقع: 

 
BxActF3: 5′-TCG TCA CCA ACT GGG ATG ATA-3′  

BxActR3: 5′-CAC CAG TGG TAC GAC CG-3′  
 

لحمض النووي االبلمرة المتسلسل عن طريق النسخ العكسي، ويتم تخليق  إنزيمويستخدم بروتوكول من خطوتين لتفاعل 
 ) باستثناء استخدام 1-4-2-4البلمرة المتسلسل التقليدي (القسم  إنزيمالمكمِّل مثلما في طريقة تفاعل 

). وبعد تخليق الحمض النووي المكمِّل، تخزَّن العينات HspexR3أو البادئة الخاصة بالتتابع ( anchored-oligo(dT)18البادئة 
 درجة مئوية لاستخدامها لاحقاً كقالب نموذجي. 20-في درجة حرارة 

 
من نموذج الحمض النووي المكمِّل  اتلتر ميكرو  5من  اً لتر ميكرو  20البلمرة المتسلسل المكون من  إنزيمويتألف مزيج تفاعل 

)، HspexR3( من بادئة أمامية ميكرومولار 0.6)، و8.0م أسي قدره ق، بر Trisمن  ميكرومولار 10في  10: 1(المخفَّف بنسبة 
FastStart DNA MasterPLUS  5× LightCyclerمن  اتميكرولتر  4)، وHspexR3من بادئة عكسية ( ميكرومولار 4.0و

)1SYBR Green 1 Mix (Roche Diagnostics 2.0. ويتم إجراء التضخيم في الوقت الحقيقي في جهاز التدوير  LightCycler 
)1Roche Diagnostics ( 1من برنامج  1.4باستخدام الإصدارLightCycler ،لبارامترات التالية: دلترة أوَّلية وتنشيط وفقاً ل

 درجة مئوية  66ثانية، و 15درجة مئوية لمدة  95دورة ( 40درجة مئوية، وتليها  95دقائق عند درجة حرارة  10لمدة 
يج البادئات الضابطة، لا يختلف مز ما يتعلق بالتضخيم باستخدام  ثانية). وفي 15درجة مئوية لمدة  72و ثوانٍ  10لمدة 

 لكل بادئة  ميكرومولار 0.5عما سبق أعلاه، باستثناء استخدام  اً ميكرولتر  20البلمرة المتسلسل الذي يبلغ  إنزيمتفاعل 
)BxActF3و ،BxActR3دقائق  10 ة: دلترة أوَّلية وتنشيط لمدة). ويتم إجراء التضخيم باستخدام بارامترات التدوير التالي

 ثوانٍ،  10درجة مئوية لمدة  52ثانية، و 15درجة مئوية لمدة  95دورة ( 45درجة مئوية، وتليها  95 حرارة عند درجة
 ثانية).  15درجة مئوية لمدة  72و
 
 )LAMPالتضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة (  4-2-5
 

عينات الخشب. واستحدث هؤلاء المؤلفون  في B. xylophilus عن كشفلوصف طريقة ل Kikuchi et al. (2009)يرد في 
وقت الحقيقي البلمرة المتسلسل في ال إنزيمعلى نحو أسرع وبحساسية أكبر مما في اختبار تفاعل  B. xylophilusطريقة كشف 

د خصوصية البادئات والاختبار باستخدام الذي طورته أيضاً نفس هذه المجموعة. وتم تأكي TaqManباستخدام مسبار 
، وستة أنواع B. xylophilusالحمض النووي المستخلص من المادة غير المستهدفة: عشرة أنواع من النيماتودا المرتبطة بنيماتودا 

الاختبار كعشر . وحُدِّدت حساسية B. fuckelianaو P. Densifloraو P. thunbergiiمن أجناس النيماتودا غير المستهدفة، و
 .خالصلنيماتودا معزولة من مستنبت  2.5 × 10–5) وITS( نسخ من الجين المستهدف (مباعد النسخ الداخلي

 
درجة مئوية لمدة  55من الخشب في الإجراء التجريبي) عند درجة حرارة  اً غرام 0.12ويتم تحضين عينات الخشب (حوالي 

يتول الذي يرد مع مجموعة ثيوثر  ، ودايKميكرولتر من دارئ الاستخلاص، ويحتوي ذلك على البروتيناز  800دقيقة في  20



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 30-10بروتوكول التشخيص 

درجة  95دقائق عند درجة حرارة  10، ويلي ذلك عملية تحضين لمدة B. xylophilus )1(Nippon Gene عن كشفالأدوات 
 مئوية. 

 
 وتستخدم في هذه الطريقة البادئات التالية: 

 
ITS(ID19) F3: 5′-GCA GAA ACG CCG ACT TGT-3′  

ITS(ID19) B3: 5′-TCA TCC GAA CGT CCC TGA C-3′  

ITS(ID19) FIP: 5′-CGC GGA ACA AAC CGC GTA AAA C-CG TTG TGA CAG TCG TCT C G-3′  

ITS(ID19) BIP: 5′-AGA GGG CTT CGT GCT CGA TTGGCC GTT GAA ACA ACA TCA CC-3′  

ITS(ID19) LF: 5′-AGA TGG TGC CTA ACA TTG CG-3′  
 

باستخدام مجموعة  Notomi et al. (2000)ويتم إجراء تفاعل التضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة على النحو الذي بيَّنة 
. ويحتوي مزيج التفاعل المؤلف 1Loopamp DNA Amplification Kit (Eiken Chemical(النووي أدوات تضخيم الحمض 

 40، وB3و F3بيكومول لكل بادئة من البادئتين  5ميكرولتر من الحمض النووي المستخلص، و 2من  اً ميكرولتر  25من 
 مزيج التفاعل،  ×2من  اً ميكرولتر  12.5، وLFبيكومول للبادئة  20، وBIPو FIPادئة من البادئتين بيكومول لكل ب

). ويتم تحضين مزيج 1Eiken Chemicalميكرولتر من كاشف فلوري ( 1، وBstبلمرة الحمض النووي  إنزيمميكرولتر من  1و
درجة مئوية لمدة دقيقة.  80درجة مئوية وينتهي بتحضين في درجة حرارة  63دقيقة في درجة حرارة  120أو  60التفاعل لمدة 

ات اللونية فيعن التضخيم المتساوي الحرارة بواسطة الناتجة وتكتشف الأمبيليكات  محلول التفاعل  العروة من خلال التغيرُّ
 تحت الأشعة فوق البنفسجية.

 
ويمكن تقييم المنتجات المضخَّمة بصورة اختيارية عن طريق استخدام نظام الكشف القائم على المسبار. ويستخدم الشكل 

 تفاعل التضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة. وبعد انتهاء التفاعل، يضاف في -FIP 5′المعالج بالبيوتين لبادئة 
 GGC GAG AGG GCT-′5بيكومول/ميكرولتر؛  10من المسبار الموسوم بمادة إيزوتيوسيانات الفلورسين ( اتميكرولتر  10

TCG TGC TCG ATT GTC GTG C-3′لك ستهدف، ويضاف ذ)، وهو مصمَّم للتهجين في منطقة داخلية من التتابع الم
د ببط ليصل إلى درجة حرارة  95دقائق في درجة حرارة  5المسبار إلى مزيج التفاعل ويتم تحضينه لمدة   25درجة مئوية، ثم يبرَّ

 سفات و بالف ءمدرو  ملحيميكرولتر من الدارئ الجاري (محلول  100مزيج التفاعل باستخدام  ويخُففدرجة مئوية. 
وفقاً لتعليمات الشركة المصنِّعة.  1(Milenia Biotec( HybriDetectالتهجين  توين) ويوضع مباشرة على شرائط في المائة 3مع 

الناشئة عن التضخيم المحدَّد. وفي المقابل، عندما  FITC البيوتين والشظايا المحتوية على  HybriDetectوتكشف شرائط 
 يحدث تضخيم غير محدَّد، لا تلاحظ أي إشارة على شريط الاختبار.

 
 ضوابط الاختبارات الجزيئية  4-2-6
 

لكي تكون نتيجة الاختبار التي يتم الحصول عليها موثوقة، ينبغي النظر في استخدام ضوابط ملائمة تتوقف على نوع 
الاختبار المستخدم ومستوى التيقن المطلوب في كل سلسلة من سلاسل عزل الحمض النووي وتضخيم الحمض النووي 



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 31-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

ط سلبي للتضخم بغي استخدام ضابط إيجابي للحمض النووي، وضابما يتعلق بالاختبارات الجزيئية، ين للآفة المستهدفة. وفي
(مثل الكشف المباشر عن النيماتودا) ضابط داخلي (لا يستخدم ضابط للقالب النموذجي) وكذلك، عند الاقتضاء 

دراج ضابط إالبلمرة المتسلسل باستخدام النسخ العكسي (التقليدي أو الآني) ينبغي  إنزيمللضوابط الدنيا. وفي حالة تفاعل 
 .العكسيإيجابي للنسخ 

 
. يستخدم هذا الضابط لرصد ما إذا كان الاختبار يتم إجراؤه حسب المتوقع في حدود الضابط الإيجابي للحمض النووي

 ظروف التجربة وبارامتراتها. ويمكن أن يكون الضابط الإيجابي أي حمض نووي يحتوي على تتابع مستهدف للاختبار؛ 
عندما تكون الاختبارات السابقة قد كشفت عن نتائج إيجابية؛ أو بلازميد يحتوي  B. xylophilusلآفة  أي، الحمض النووي

 على التتابع المستهدف المستنسخ؛ أو الحمض النووي الريبي المنسوخ في المختبر؛ أو منتج من تفاعل تضخيم سابق؛ 
 طويل.نيوكليوتيد أوليغو أو حمض نووي مزدوج مخلَّق، أو 

 
لمتسلسل من أجل البلمرة ا إنزيميلزم هذا الضابط لتفاعل ضابط التضخيم السلبي (بدون ضابط للقالب النموذجي). 

لمحدَّد. ويضاف بسبب التلوث أثناء تحضير مزيج التفاعل أو أثناء التضخيم غير ا التي تكون كاذبةاستبعاد النتائج الإيجابية 
 م.في تحضير مزيج التفاعل في مرحلة التضخيسلسل الذي كان يستخدم البلمرة المت إنزيمالماء الصالح لتفاعل 

 
لمتسلسل في الوقت الحقيقي، البلمرة ا إنزيمالبلمرة المتسلسل التقليدي، وتفاعل  إنزيمما يتعلق بتفاعل  . فيالضابط الداخلي

 )، ITSوالتضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة، يمكن استخدام ضوابط داخلية، مثل منطقة مباعد النسخ الداخلي (
تسلسل بسبب البلمرة الم إنزيملاستبعاد إمكانية النتائج السلبية الكاذبة لتفاعل  COX، أو جينات β-actinأو  18S rRNAأو 

 شل أو تدهور استخلاص الحمض النووي أو وجود موانع للتفاعل.ف
 

اد للنسخ العكسي ضابط غير مض جإدرا ما يتعلق بتفاعل إنزيم البلمرة المتسلسل باستخدام النسخ العكسي، ينبغي  وفي
اشف تفاعل ويشمل هذا الضابط كل كو الحمض النووي الريبي غير ملوثة بالحمض النووي للجينوم.  للتحقق من أن عينات

إنزيم البلمرة المتسلسل باستخدام النسخ العكسي باستثناء إنزيم النسخ العكسي. وفي حال عدم وجود تلوث بالحمض 
 النووي للجينوم، ينبغي ألا يولِّد هذا الضابط إشارة بعد التضخيم.

 
لنسخ العكسي للتحقق ضابط مضاد ل ستخدام النسخ العكسي، ينبغي إدراجالبلمرة المتسلسل با إنزيمما يتعلق بتفاعل  فيو 

تسلسل البلمرة الم إنزيمالنسخ العكسي يعمل بطريقة صحيحة. ويشمل هذا الضابط كل كواشف تفاعل  إنزيممن أن 
باستخدام النسخ العكسي وخلاصة الحمض النووي الريبي التي تشمل التتابع المستهدف للاختبار (مثل خلاصة الحمض 

 ضابط إشارة بعد التضخيم.من قبل). وينبغي أن يولِّد هذا القد أُكدّت نتيجتها الإيجابية  تكونتبر والتي الريبي المجهَّزة في المخ
 

ر لتجنب انتقال ذالبلمرة المتسلسل والتضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة، ينبغي توخي الح إنزيمما يتعلق بتفاعل  وفي
  أو من العينات الإيجابية.التلوث بسبب الهباء الجوي من الضابط الإيجابي

 



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 32-10بروتوكول التشخيص 

 البلمرة المتسلسل إنزيمتفسير نتائج تفاعل   4-2-7
 
 البلمرة المتسلسل التقليدي إنزيمتفاعل   4-2-7-1
 

 البلمرة المتسلسل الخاص بمسبب المرض صالحاً إلاّ إذا: إنزيملا يعُد تفاعل 
 
 للنيماتودا المستهدفة؛ولَّدت الضوابط الإيجابية منتج تضخيم بالحجم المتوقع  −

 لم تولِّد ضوابط الاستخلاص السلبية وضوابط التضخيم السلبية منتج تضخيم بالحجم المتوقع للنيماتودا المستهدفة. −
 

 وإذا استخدمت بادئات الضبط الداخلي في التفاعلات البسيطة، ينبغي أن تولِّد الضوابط الإيجابية، وكذلك كل عينة 
ع العينات السلبية ما يتعلق بالتفاعلات المتعددة، ينبغي أن تولِّد جمي من عينات الاختبار، منتج تضخيم بالحجم المتوقع. وفي

منتج تضخيم بالحجم المتوقع. وفي بعض الحالات، يمكن أيضاً للعينات الإيجابية من النيماتودا أن تؤدي إلى منتج تضخيم 
 ت الضبط الداخلي. بالحجم المتوقع باستخدام بادئا

 
 إيجابياً إذا ولَّد منتج تضخيم بالحجم الصحيح. ةوسوف يعُتبر اختبار العين

 
 البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي إنزيمتفاعل   4-2-7-2
 

 :إذاالبلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي سليماً إلاّ  إنزيملا يعتبر تفاعل 
 
 الضوابط الإيجابية منحنى تضخيم باستخدام البادئات الخاصة بالنيماتودا المستهدفة  أنتجت −

 لم تولِّد الضوابط السلبية منحنى تضخيم. −
 

 وإذا استخدمت بادئات الضبط الداخلي، ينبغي أن تنتج الضوابط الإيجابية وكل عينة من عينات الاختبار منحنى تضخيم.
 
 التتابع  4-2-8
 

) أو عدة عينات Wu et al. (2013)ومية من النيماتودا المعزولة (عينة واحدة كما في ينمباشر لعدة مناطق جأُجري تسلسل 
والتمييز بين مختلف أنواع  B. xylophilusلأغراض تحديد هوية أنواع  (Ye et al. (2007)من مستنبتات على فطريات في حالة 

Bursaphelenchus . النسخ الداخلي (وتشمل هذه المناطق مباعداتITS-1, ITS-2, 5.8S للحمض النووي المطعَّم (
)Abelleira et al., 2011; Wu et al., 2013 أو منطقة (D2–D3 28 من الجينومS  ) للحمض النووي المطعَّمYe et al., 2007 .(

 سواءً بطريقة مباشرة ونات يكمبلالبلمرة المتسلسل، ويتم إجراء تتابع للأ إنزيموتضخم المنطقة المستهدفة عن طريق تفاعل 
) BLASTالأساسية ( يةالمحل مواءمة البياناتباستخدام أداة بحث  التتابعأو بعد استنساخها. ويمكن بعد ذلك تحليل بيانات 

ومقارنتها مع تتابعات  )/http://www.ncbi.nlm.nih.govالمتاحة في المركز الوطني لمعلومات التكنولوجيا الحيوية (
Bursaphelenchus  المتاحة في قاعدة بيانات المركز الوطني لمعلومات التكنولوجيا الحيوية (مثل أرقام الانضمامHQ646254 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 33-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

لمنطقة الحمض بالنسبة  AY508109 إلى  AY508105بالنسبة لمنطقة مباعد النسخ الداخلي المذكورة أعلاه، و KC460340و
 ). 28Sالنووي المطعَّم 

 
ما يتعلق بجين مباعد النسخ الداخلي، إذا كان اختلاف تسلسل تتابع الأزواج بالمقارنة مع التتابعات المعلومة في حالة  وفي

B. xylophilus  مع كل الأنواع الأخرى، فإ�ا تحُدَّد على أ�ا  في المائة 2ولكن أكثر من  في المائة 2أقل منB. xylophilus .
  B. xylophilusفي  المعلومة، إذا كان اختلاف تتابع أزواج العينة بالمقارنة مع التتابعات 28Sما يتعلق بالجين  وفي

 .B. xylophilusتحدَّد على أ�ا  فإ�امع كل الأنواع الأخرى،  في المائة 0.5ولكن أكثر من  في المائة 0.5أقل من 
 

 في أي نتائج أخرى. وينبغي إجراء مزيد من البحث
 

لتحديد هوية الأنواع. وتتاح الإرشادات المتعلقة  I COIالسيتوكروم  يدازويمكن أيضاً استخدام منطقة الوحدة الفرعية لأكس
ر) في بــنـــــــك Q38بـــــــالمــنــهــجــيـــــــة والــتــتـــــــابــع المــرجــعــي المســـــــــــــــتــخــلــص مــن المــواد المــرجــعــيـــــــة (الــتــتـــــــابــع   ) Q-bank( الحـَـجــْ

)bank.eu/Nematodes/-http://www.q) بما في ذلك أداة البحث الخاصة بمواءمة البيانات المحلية الأساسية ،(BLAST.( 
 
 السجلات  -5
 

 تشخيص الآفاتبروتوكولات ( 27من المعيار  5-2ينبغي الاحتفاظ بالسجلات والأدلة على النحو المبينَّ في القسم 
 ).الخاضعة للوائح

 
المعيار دم الامتثال (حالات عفي وفي الحالات التي قد تتأثر فيها الأطراف المتعاقدة الأخرى بنتائج التشخيص، لا سيما 

 B. xylophilusفيها آفة  تظهر) وفي الحالات التي (مبادئ توجيهية بشأن الإخطار عن عدم الامتثال وإجراءات الطوارئ 13
في منطقة للمرة الأولى، ينبغي الاحتفاظ بالسجلات والأدلة والمواد الإضافية التالية لمدة لا تقل عن سنة واحدة على نحو 

 يكفل إمكانية التتبع: 
 

أو في محلول غليسرين. وفي الحالات التي توجد  TAFسواء على شريحة دائمة أو مثبَّتة في مثبت  ادعيّنة من النيماتو  −
في منطقة للمرة الأولى، سيكون من المفيد لإجراء فحوصات أخرى للمسار إجراء مستنبت  B. xylophilusفيها 
. وقد يكون من المفيد أيضاً الاحتفاظ بعينات أو بالحمض B. cinereaالحيّة المتكاثرة على  B. xylophilusلآفة 

 لوجي.حتى في حالة التحديد المورفو  لإجراء اختبار جزيئي في مرحلة لاحقةالنووي 

درجة  20-إذا كان التحديد مستنداً إلى تقنيات جزيئية، يمكن الاحتفاظ بخلاصة الحمض النووي في درجة حرارة  −
 درجة مئوية. 80-مئوية وخلاصة الحمض النووي الريبي في درجة حرارة 

 ئةمواد التعب المنتجات الخشبية، بما في ذلكفي في الخشب أو  B. xylophilusفي الحالات التي تظهر فيها آفة  −
 ) اد التعبئة الخشبيةومو ، ينبغي الاحتفاظ بالبيانات المتعلقة بالمنشأ والمواد (مثل الأخشاب المستديرة الخشبية

ينات. بدلاً من المعلومات الجغرافية المتعلقة بأخذ الع )وظروف الاستيراد (مثل الظهور المتزامن للخنافس الناقلة
إخضاع مواد التعبئة ( 15ووفقاً للمعيار ليست بالضرورة من نفس منشأ الشحنة.  يةالخشب التعبئةويلاحظ أن مواد 

http://www.q-bank.eu/Nematodes/
http://www.q-bank.eu/Nematodes/


الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 34-10بروتوكول التشخيص 

فيها الحرفان  )، ينبغي أن تحمل مواد التعبئة الخشبية في التجارة الدولية علامة يمثلالخشبية في التجارة الدولية للوائح
 اد التغليف الخشبية.الأولان رمز المنظمة الدولية لتوحيد المقاييس في البلد الذي تنتج فيه مو 

 
 جهات الاتصال للحصول على معلومات إضافية  -6
 

 هذا البروتوكول من الأشخاص التالية أسماؤهم:  عن يمكن الحصول على مزيد من المعلومات عن هذا الكائن أو
 

Julius Kühn-Institut (JKI), Federal Research Centre for Cultivated Plants, Institute for National and International 
Plant Health, Messeweg 11-12, D-38104 Braunschweig, Germany (Thomas Schröder; e-
mail: thomas.schroeder@jki.bund.de).  

Technical Center, Ningbo Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, No. 9 Mayuan Road, Ningbo, 315012 
China (Jianfeng Gu; e-mail: jeffgu00@qq.com).  

ANSES Plant Health Laboratory, 7 rue Jean Dixméras, 49044 Angers Cedex 01, France (Geraldine Anthoine; e-
mail: geraldine.anthoine@anses.fr).  

Canadian Forest Service, 506 West Burnside Road, Victoria, BC V8Z 1M5, Canada (Isabel Leal; e-
mail: ileal@nrcan.gc.ca).  

Canadian Food Inspection Agency, 3851 Fallowfield Road, Ottawa, ON K2H 8P9, Canada (Fencheng Sun; e-
mail: sunfc@inspection.gc.ca).  

 
 يماتودا.الن بتغييرمعلومات عن الخبراء الإقليميين المعنيين  3وبالإضافة إلى الخبراء الواردة أسماؤهم أعلاه، يرد في الجدول 

 
 (قائمة غير حصرية) Bursaphelenchus xylophilusين بآفة قائمة الخبراء الإقليميين والوطنيين المعني :3الجدول 

 
 تفاصيل الاتصال بالخبير الإقليم أو البلد

 , )،الزراعيةو معهد الحراجة والتكنولوجيا الحيوية ( Forestry and Agricultural Biotechnology Institute (FABI) أفريقيا
-Wingfield; eUniversity of Pretoria, Pretoria 0002, South Africa (Michael J. 

) mike.wingfield@fabi.up.ac.za41Tmail:  

 أستراليا
CSIRO Ecosystem Sciences-Black Mountain Laboratories )لعلوم النظام الإيكولوجي  بلاك مختبرات ماونتين

 ,Clunies Ross Street, Black Mountain, ACT 2601 )التابعة لمنظمة الكومنولث للبحوث العلمية والصناعية
) Mike.Hodda@csiro.aumail: -Australia (Mike Hodda; e 

 Nanjing Forestry University, No. 159 Longpan ،)دارة وقاية الغابات(إ Department of Forest Protection الصين
) 13505186675@126.commail: -Road, Nanjing, 210037 China (Boguang Zhao; e 

 Departamento Biologia, Universidade deقسم البيولوجيا، جامعة إيفورا،  )مختبر النيماتودا( NemaLab-ICAM الاتحاد الأوروبي
) mmota@uevora.ptmail: -554 Évora, Portugal (Manuel Mota; e-Évora, 7002 

 اليابان
Forest Pathology Laboratory )ولوجيا الغاباتثمختبر با،( Forestry and Forest Products Research Institute 

 Japan (Mitsuteru Akiba; e-Tsukuba, Ibaraki 305 ,8687-)معهد بحوث الغابات والمنتجات الغابية(
) akiban@ffpri.affrc.go.jpmail:  

جمهورية كوريا (كوريا 
 الجنوبية)

Division of Forest Insect Pests and Disease )شُعبة الآفات الحشرية وأمراض الغابات ،(Korea Forest Research 

Institute )207 )،المعهد الكوري لبحوث الغابات Cheongnyangni 2-dong, Dongdaemun-gu, Seoul 130-712, 
) hrhan@forest.go.krmail: -Korea (ROK) (Hyerim Han; e 
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10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 35-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 الصــــــحة أو المنظمات الإقليمية لوقاية النباتات أو الأجهزة التابعة لتدابير الوطنية لوقاية النباتاتويمكن أن تقدِّم المنظمات 
 ) ippc@fao.orgالنباتية طلباً لإعادة النظر في بروتوكول التشــــــــــــــخيص من خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات (

 التي ستقوم بدورها بإحالتها إلى الفريق الفني المعني بوضع بروتوكولات التشخيص. 
 
 شكر وتقدير  -7
 

(المركز الاتحادي لبحوث النباتات المستزرعة، ومعهد الصحة النباتية  Thomas Schröderكتب هذا البروتوكول التشخيصي 
 ة(مختبر الصحة النباتية التابع للوكالة الفرنسية لسلام Geraldine Anthoine الوطنية والدولية، ألمانيا (انظر القسم السابق))، و

(دائرة الغابات الكندية، كندا (انظر القسم  Isabel Leal الأغذية والبيئة والصحة المهنية، فرنسا (انظر القسم السابق))، و
(المركز التقني، هيئة نينغبو للتفتيش والحجر في منافذ الدخول والخروج، الصين (انظر القسم  Jianfeng Guالسابق))، 

 (الوكالة الكندية للتفتيش على الأغذية، كندا (انظر القسم السابق)). Fengcheng Sun السابق))، و
 

 ية)، ة، الجمهورية التشيكيت(مختبر التشخيص التابع للإدارة الحكومية للصحة النبا Vladimir Gaarن وساهم كل م
 (سابقاً منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط) في إعداد هذا البروتوكول في مراحله الأولى. David McNamaraو
 

 Wolfgang Burgermeisterباعد النسخ الداخلي لملشظايا المحددة وتولى في البداية إعداد وصف تقنية تعدد أشكال طول ا
لنبـــــــات يولوجيـــــــا ا  الميكروبيولوجيـــــــا والســــــــــــــلامـــــــة البيولوجيـــــــة، معهـــــــد يوليوس كوهن، ألمـــــــانيـــــــا). و  (معهـــــــد فســــــــــــــ

 Philippe Castagnone-Sereno  )UMR1064 INRA/UNSA/CNRS, Interactions Plantes-Microorganismes etوقــدَّم 

Sante Vegetale, France ( البلمرة المتســــــلســــــل التقليدي المســــــتهدف للحمض النووي  إنزيمالوصــــــف الأوَّلي لطريقة تفاعل
 . B. xylophilusالتابع عند تحديد هوية آفة 

 
ويستند نص هذا البروتوكول التشخيصي جزئياً إلى البروتوكول التشخيصي لمنظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط 

 )B. xylophilus )EPPO, 2001, 2013bشأن آفة ب
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 .من البيضة إلى النيماتودا البالغة Bursaphelenchus xylophilusدورة حياة  :1الشكل 

JX ، اليرقات الصغيرة في الطورX . 
 .Wingfield et al. (1982)بتصرف من المصدر: 

 

 
، من شجرة Bursaphelenchus xylophilus) المصابة بآفة Pinus pinasterالصنوبر ( الأعراض في أشجارتطور : 2الشكل 

 .سليمة إلى شجرة ميتة
 معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.، T. Schröder: الصور إهداء من

 

Adult 

Egg 

(J1) 
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JIII 
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 .Bursaphelenchus xylophilus، بسبب آفة Pinus pinasterأعراض مرض ذبول خشب الصنوبر في أشجار : 3الشكل 

  معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.، T. Schröder: الصورة إهداء من
 

 
صغير بارز؛ )؛ (ب) نتوء 1 000(أ) مستدير (تكبير بقوة  :Bursaphelenchus xylophilus: أذناب إناث آفة 4 الشكل

 (ج) شكل مدبب.
للتفتيش والحجر في منافذ  Ningbo، هيئة b ،c (J. Gu، معهد يوليوس كوهن، ألمانيا، و(T. Schröder) الصور من إهداء (أ

 الدخول والخروج، الصين.
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منظر لذنب الذكر من ناحية  (D)ذنب الذكر؛  (C) ذكر؛  (B)أنثى؛  Bursaphelenchus xylophilus :(A) :5الشكل 
الجزء الأمامي من  (F)؛ منظر بطني للشوكتين السفاديتين (E)على هيئة جناح،  تناسلي الذنب مزوَّدة بغشاء و�ايةالبطن، 
 ذنب الأنثى. (J)، (I)، (H)الفتحة التناسلية للأنثى؛  (G)الأنثى؛ 

 .Mamiya and Kiyohara (1972)المصدر: 
 

 

 

 B. mucronatus kolymensis (إلى اليسار) و Bursaphelenchus mucronatus mucronatusذنب الأنثى لدى  :6الشكل 
 .(إلى اليمين)

 .هيئة ننغبو للتفتيش والحجر في منافذ الدخول والخروج، الصين، J. Guالصور من إهداء 



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 43-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
 ).1 000(تكبير بقوة  سفاديتين مزوَّد بشوكتين Bursaphelenchus xylophilusذنب ذكر  :7الشكل 

 .، معهد يوليوس كوهن، ألمانياT. Schröder الصورة من إهداء
 

 
  ).640مزوَّدة بسديلة تناسلية (تكبير بقوة  Bursaphelenchus xylophilusأنثى  :8الشكل 

 معهد يوليوس كوهن، ألماني. ،T. Schröderء الصورة من إهدا



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 44-10بروتوكول التشخيص 

  
من فئة  Bursaphelenchus xylophilusأنواع ليست : 9الشكل 

xylophilus :)A السديلة التناسيلية للأنثى، ملتوية ومنتهية بتجويف (
(إلى اليسار) مزوَّد بنتوء بارز  B. fraudulentus) ذنب أنثى Bعميق (

 ).1 000وبدون نتوء بارز (إلى اليمين) (تكبير بقوة 
وقاية النباتات، المعهد الوطني معهد ، M. Tomalak الصور من إهداء
 للبحوث، بولندا.

 
 B. mucronatusو B. mucronatus mucronatusو Bursaphelenchus xylophilusالخصائص التشخيصية لآفة  :10الشكل 

kolymensis) :a) شوكتا السفاد لدى كل الأنواع الثلاثة؛ (b) السديلة التناسلية لدى كل الأنواع الثلاثة؛ (c اية ذنب� (
) �اية ذنب أنثى e(؛ B. mucronatus kolymensis) �اية ذنب أنثى d، ذات شكل مستدير؛ (B. xylophilusأنثى 

B. mucronatus mucronatus . 
 .EPPO/CABI (1996) بتصرف منالمصدر: 

A 

B 



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 45-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
 ). 640مزوَّدة بحربة وجسم خلفي (تكبير بقوة  Bursaphelenchus xylophilusالمنطقة الأمامية لآفة  :11الشكل 

  ، معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.T. Schröderالصورة من إهداء 
 

 
يبين ذنب الذكر في الوضع الظهري البطني حيث يظهر الغشاء  Bursaphelenchus xylophilusمنظر لآفة  :12الشكل 

 ).1 000المجنح (تكبير بقوة 
 ، معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.T. Schröderالصورة من إهداء 

  



الآفات الخاضعة للوائح بروتوكولات تشخيص 10بروتوكول التشخيص    

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 46-10بروتوكول التشخيص 

 
 تحت المجهر الإلكتروني في الوضع الجانبي (إلى اليسار) والمجهر الضوئي  Bursaphelenchus xylophilusآفة  :13الشكل 

 ).1 600(إلى اليمين) (تكبير بقوة 
، T. Schröder) (إلى اليمينو الغابات، النمساالمعهد النمساوي لبحوث  ،M. Brandstetter(إلى اليسار)  الصور من إهداء

 معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.
 

 
 <صورة لمجهر إلكتروني، Bursaphelenchus xylophilusمات الذيلية لدى يالحل :14الشكل 

  المركز النمساوي لبحوث الغابات، النمسا. ،M. Brandstetter الصورة من إهداء



10بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 47-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
 Bursaphelenchus xylophilusأنماط تعدد أشكال طول الشظايا المحدِّدة لدى  – (ITS)مباعد النسخ الداخلي : 15الشكل 

 (إلى اليمين). وتم الحصول  B. mucronatus kolymensis (في الوسط) و B. mucronatus mucronatus(إلى اليسار) و
واسم الحمض ، RsaI (1) ،M) باستخدام 0المطعَّم ( يالريبوسوم الحمض النوويعلى شظايا التحديد عن طريق هضم شظية 

 زوج قاعدي).  100النووي (سلم من 
  ، معهد يوليوس كوهن، ألمانياW. Burgermeisterالصورة من إهداء

 
 

 التسلسل التاريخي للمطبوع
 لا يشكل ذلك جزءاً رسمياً من المعيار

 .Bursaphelenchus xylophilus (2004-016)لجنة المعايير أضافت الموضوع:  2004-11
) موضوع برنامج 2006أضافت هيئة تدابير الصحة النباتية في دورتها الأولى ( 1 -المعيار  2006-04

 ).008-2006العمل: النيماتودا (
 بإعداد مشروع بروتوكولات التشخيص.المعني  الخبراءفريق نقاش  2007-09
 ؤلف الرئيسي.مع المبإعداد مشروع بروتوكولات التشخيص المعني  الخبراءفريق نقاش ناقش  2008-06
 التشخيصي الجديد. البروتوكولتم تكوين فريق لصياغة  2013-09
 مشاورة للخبراء. 2014-03
 ..(eSC_Nov_11_2014)لجنة المعايير وافقت على مشاورة الأعضاء  2014-10
 مشاورة الأعضاء 02 -2015
نة المعايير لاعتماده وافق على تقديمه إلى لج بإعداد بروتوكولات التشخيص المعني الخبراءفريق  10 -2015

 .(eTPDP_Oct_02)بقرار إلكتروني 
لجنة المعايير وافقت على فترة الإخطار الخاصة بالبروتوكول التشخيصي  2015-11

(2015_eSC_Nov_08). 
حية النباتية (لم ة عن هيئة تدابير الصلجنة المعايير اعتمدت البروتوكول التشخيصي بالنياب 2016-01

 تتلق أي اعتراضات رسمية).
)، روما، الاتفاقية الدولية Bursaphelenchus xylophilus )2016 10الملحق  – 27المعيار الدولي رقم 

 .لوقاية النباتات، منظمة الأغذية والزراعة
 04-2016: للتسلسل التاريخي للمطبوعخر تحديث آ
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