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 الجرثومة عن معلومات -0

 تلحقق  هيو الحمضيات. في ةالبكتيري ةقرحلل بالمسبّ الرئيسي العامل هي citri subsp. citri Xanthomonas جرثومة إن

 المققا   في - (0909 المتوسق،   والبحقر  أوروبقا  في النباتقات  وقايقة  )منظمة السذابية للفصيلة المزروعة الأنواع من بالكثير الضرر

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

 افلوريقد  ولايقة  في وكقذل    وأفريقيقا  وأوسيانيا الجنوبية وأمريكا آسيا بلدان من العديد في السائدة ستوائيةالا وشبه الاستوائية

 والبحقر  أوروبقا  في النباتقات  وقايقة  منظمقة  ؛4112 ة البيولوجيق  والعلقو   للزراعة الدولي لمركزا) الأمريكية المتحدة الولاياتب

 من محدودة مجموعة لهما Citri subsp. citri Xanthomonas رثومةلج تينشاذ تينسلال تحديد تم وقد(.4112 المتوس، 

w السلالةو *A سلالةلا باسم تعرفانو العوائل
A (Sun ؛4112 آخرون و Vernière  0998 وآخرون.) السلالة ضرّتو A* 

w السقلالة  تتسبب فيما آسيا. في السائدة الطبيعية الظروف ضمن (aurantiifolia Citrus) المكسيكي الليمونب
A  بتقرحقات 

لغاة
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DP 6-3 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

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

 كقلا  أنّ المعلقو   ومقن  .(Graham  4114  1124و Cubero) الطبيعيقة  الظروف ضمن وذل  الأمريكية  المتحدة الولاياتب

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

 اسقتعداد  لقديها  القتي  العوائقل  لأنقواع  جةوالناضق  اليافعقة  والأشقجار  ولالشقت  على عادةً لحمضياتا في البكتيري حالتقرّ يطرأ

 في وذلق   الخريقف   وحتقى  الصقيف  أواخقر  بقين  مقا  شطةن بصورة تنمو وراقأو براعمل فورة تحصل حيث الجرثومةب للإصابة

 يسّقر تف  الميكانيكيقة  أو الماديقة  والأضقرار  والحشقرات  والأشواك الهواء عن ناجمةال الكلو  أما الحمضيات. زراعة مناطق معظم

 أن  الحمضقيات  أوراق نقّابقة ب المعروفقة  citrella Phyllocnistis جرثومة لغزو ويمكن .الجرثومةب الناضجة الأنسجة إصابة

 .(4104 وآخرون  Hall) للحمضيات البكتيري بالتقرح للإصابة النبتة أوراق ضتعرّ من زيدت

 العوائقل  النباتقات  مقن  كقل  على عالق كنبات  للنبتة المريضة الأنسجة في حيةً البقاء .citri subsp. citri X لجرثومة يمكن

  تلق  سقيما  لا الشقتوي   البيقات  خقلال  لحاصلةا كلو ال أن غير لتربة.ا في أو القش نشارة على كأعفين وأيضا العوائل  وغير

 الجرثومقة  لانتشار الرئيسية الآليات تعتمدو .تاليال الموسم أجل من للقاح درامص أهم تشكّل  ضلّعةالم البراعم على تتكون التي

 هميقا  بواسطة البكتيريا فتنتشر ت:النبتا بين وفيما نفسها النبتة ضمن الماء وترشش الرياح حركة على قصيرةال اتسافالم ضمن

 البيولوجيقة   والعلقو   للزراعقة  القدولي  لمركقز ا) السقليمة  القبراعم  علقى  شتترشّ ثم ومن الكلو  سطح على تنساب التي مطارالأ

 نتشقار ا في دور المبرعمقة   والأشقجار  ولتوالشق  والجقذور  الخشبية البراعم ذل  في بما المصابة  النباتية المواد ركةلحو (.4112

 والعلو  للزراعة الدولي )المركز البذور بواسطة ينتقل مرضالُم هذا أن على دليل أي هناك ليسو بعيدة. مسافات على الجرثومة

  .(4112 البيولوجية 

 

  التصنيفية المعلومات -7

 4110 وآخرون  Schaad (0989 وآخرون  Gabriel) citri subsp. citri Xanthomonas       :الاسم

 4110 وآخرون  Schaad (0989 وآخرون  Gabriel) citri subsp. smithii Xanthomonas المرادفات:

 citri pv. axonopodis Xanthomonas (Hasse) Vauterin  0995 وآخرون 

citri Xanthomonas (Hasse  0905 سابقا) Gabriel  0989 وآخرون 

aurantifolii pv. campestris Xanthomonas  Gabriel  0989 وآخرون 

 citri pv. campestris Xanthomonas Dye (Hasse)  0908 

aurantifoliae f.sp. citri Xanthomonas  Nameketa وOliveira  0904 

citri Pseudomonas  Hasse  0905 

لغاة
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 DP 6-4 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 مستصفريات الحمضيات  ممرضات غاما  متقلبات متقلبات  بكتيريا  التصنيفي: الوضع

 الآسيوي التقرح للحمضيات  البكتيري التقرح الحمضيات  قرحة الشائعة: الأسماء

 .citri subsp. citri X إلى .citri pv. axonopodis X مقن  رثومقة الج تصقنيف  تغقيير  جقرى  الأخقيرة  الفترة في ملاحظة:

 لتققرح ا لممقرض  عليقه  تعارفالم الاسم أصبحو وآخرون Gabriel أطلقها التي التسمية استعيدتو (ألف"" المجموعة )سلالات

 مجموعقات  أما (.4112 وآخرون  Schaad ؛4101 وآخرون  Bull) .citri subsp. citri X الآن الحمضيات في البكتيري

Xanthomonas فئقة  تحق   الآن لتصقبح  تصقنيفها  أعيقد  فققد  .citri pv. campestris X رثومقة لج الآخقرى  السقلالات 

aurantifolii subsp. fuscans فئقة و ودال( وجيم باء )المجموعات citrumelonis subsp. alfalfae Xanthomonas 

 (.4112 وآخرون  Schaad) هاء( )المجموعة

 الجرثومة عن الكشف كيفية  -3

 أعراضها تحمل التي النباتات في الجرثومة عن الكشف  3-0

 طريقق  وعقن  المغذيقة  المسقتنبتات  في للمسقتعمرات  المورفولوجيقة  الخصائص مراقبة خلال من الحمضيات حتقرّ تشخيص يمكن

 بيولوجيقة ال والمقايسقة  المتسلسقل(  البقوليميراز  تفاعقل  )بواسقطة  الجزيئي والاختبار (المناعية الفلورة )بواسطة المصلي الاختبار

 وسقلبية  إيجابيقة  شواهد جرثومةك الاختبارات تضمين ينبغيو المنفصلة. أوراقها أو أقراص شكل على المقصوصة النبتة لأوراق

 المرجعية(. لشواهدا على للاطلاع 2 القسم نظرأ)

 الأعراض 3-0-0

 تظهقر  وققد  وبراعمهقا.  وسقيقانها  أوراقهقا  وعلقى  ثمقرة ال قشرة على لفجواتبا شبيهة وبكلو  عبالتبقّ عادة المرض هذا بيتسبّ

 الخريقف   وحتقى  الصيف أواخر من بدءا الفتية الأشجار وعلى المواسم من موسم أي في ولالشت على الحمضيات تقرّح أعراض

 (4112 البيولوجيققة  و والعلقق للزراعققة الققدولي لمركققزا) كققبيرة بأعققداد الناميققة ضققلّعةالم براعمالقق مققن فققورة تحصققل عنققدما

 عقدد  نتجيُ إذ  لثمارها الكامل النضج مرحلة الأشجار بلوغ مع الحدوث متقطعة المرضية الحالات صبحتو (.2 إلى 0 )الأشكال

 في الحمضقيات  بتققرح  للإصقابة  قاومقة م أكثقر  تكقون  الناضقجة  لثماروا الأقد  الأوراق أنسجة أن كما  عةالمضلّ البراعم من أقل

 ثومقة الجرب للإصقابة  النباتقات  مقن  العوائقل  وأنقواع  أصقناف  اسقتعداد  مقدى  على أيضا المرض ةشدّ تعتمدو الطبيعية. الظروف

(Goto  0994). 

 أو  الثمقرة  أنحقاء  في حدة على كلا  مشتتة تكون وقد الثمرة سطح على فجواتبال شبيهة كلو  تشكّلت الثمار. على الأعراض

 أن غقير  ة.المصقاب  اليانعقة  الثمقار  علقى  راتنجيقة  مقواد  تحلّب ملاحظة ويمكن منتظمة. غير وبوتيرة معا متعددة كلو  نشأت قد

   .للثمرة الخارجية لقشرةا اختراق درجة إلى أبدا تتوسع لا الكلو 

 مشقققة و منتفخقة  وتكقون  القوا   يةسفنجا أو فلّينية القرحة ةعقب تكون  افةالج المناخية الظروف في الأغصان. على الأعراض

 الأصقناف  وفي .زيتية حدوده وتصبح مشقق غير السطح ويبقى بسرعة الإصابة تتسعف الرطبة  المناخية الظروف في أما .السطح
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DP 6-5 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

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

 والداكن لفاتحا البني بين لونها يتراوح كلو  تنكشفل الخارجية الفلينية الطبقة إزالة أجل من سكين بواسطة الخشن هاسطح

 بحسقب   ملقم 01و 5 بقين  حجمهقا  يتراوح قدو اللون  فاسدةال المنطقة شكل تلفيخ وقد الأخضر. للحاء السليمة الأنسجة في

 .الجرثومةب للإصابة العائل استعداد مدى

 سمقراء  لكلقو   مفقاج   بقروز  ذل  ويلي الأوراق  من السفلي الجانب على ةزاهي صفراء بقع أولا رهتظ الأوراق. على الأعراض

 رطبقة  اءصقفر  بكفقاف  محاطقة  القرحقة  كقون ت وقد الفلين.ب وشبيهة ومشققة خشنة تصبح أن تلبث لا التي رقةوال جهتي على

  شاحبة. بهالة أو للغاية

 بقالبقع  الشقبيهة  الأعقراض  أو عالتبقّق  وبين والثمار  والأوراق الأغصان ىعل الحمضيات قرحة أعراض بين تمييزال يصعب قدو

 أنقواع  أمّقا  الفسقيولوجية.  الاضقطرابات  جقرّاء  أو  الحمضقيات ب ضقرّ ت أخقرى  فطريقات  أو بكتيريقا  جرّاء الأوراق تصيب التي

 .itrumelonisC subsp. alfalfae X هقي ف الحمضقيات  حبتققرّ  شقبيهة  أعقراض  إلى تقددي  ققد  القتي  الأخقرى  البكتيريقا 

 بأعراض تتسببان هماو الجرثومة عوائل من ودمحد نطاق رثومتينالج اتينه من ولكل ..ntifoliiaura subsp. fuscans Xو

 القذي  الحمضقيات  عتبقّق  عن ويعرف (.4112  4115 وآخرون  Schaad) الثمرة على كلوما تنتجان ما ونادرا وانيةعد أقل

 تتسقم  القتي  العوائقل  أنقواع  علقى  سقيما  ولا  الحمضقيات  حتقرّ بأعراض شبيهة أعراضه أنّ fawcettii Elsinoë فطر يسببه

 وأقل اجفاف أكثر عا  بشكل تكون الحالة هذه في التبقع كلو  ولكنّ  (4114 وآخرون  Taylor) الحمضيات تبقعل تهابمقاوم

 وبقين  الحمضقيات  تبققع  بقين  فريقق الت ويمكقن  .الاعتيادية الصفراء الهالة أحيانا اوتنقصه  الحمضيات حتقرّ كلو  من انتظاما

  البكتيري. الارتشاح انعدا  على ناءب الحمضيات تقرح

 

 الجرثومة عزل 3-0-7

 التي النباتية المواد من .citri subsp. citri X جرثومة عزل من لتمكنل حديثا مستخرجة ناتعيّ على الحصول الضروري من

 حقرارة  درجة على تخزينها ويمكن جمعها؛ بعد ممكن وق  بأسرع النباتية المادة تحليل وينبغي بها. الإصابة أعراض تحمل

 البيئيقة  الظروف تكون لا حين وأ جدا متقدمة الأعراض تكون وعندما استخدامها. يتم أن إلى مئوية درجات 8و 2 بين تتراوح

 الأطبقاق  اكتظقا   إلى العقزل  يددي وقد  جدا متدنيا يكون أن للزرع القابلة .citri subsp. citri X خلايا لعدد يمكن  مداتية

 تجنبل خاص بشكل التنبه ويجب المضادة. البكتيريا من أو بالعفن تقتات التي تنافسةالم بكتيرياال من مفرطة بأعداد المخبرية

 مقن  عقادة  أيضقا  هي عزلتُ التي agglomerans Pantoea جرثومة وبين .citri subsp. citri X مستعمرات بين لالتباسا

 وتكقون  .الاعتياديقة  يريقة البكت المسقتنبتات  في مورفولوجيقا  مشقابهة  مسقتعمرات  تنقتج  والقتي   التقرحقات  عن الناتجة الكلو 

agglomerans Pantoea لمستعمرات الباه  ليمونيالأصفر/ال اللون نم صفرة أشد مستعمراتها لونو نموا أسرع عادة 

citri subsp. citri X..  

لغاة
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 DP 6-6 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 مسققتعمرات تتسققم والققتي الملائمققة المسققتنبتات أطبققاق علققى الكلققو  نمقق عينققات مسققح عققبر السققبي مققلالعا عققزل يمكققن

citri subsp. citri X. لقق  ئيقة انتقا مستنبتات الآن حتى توجد ولا نموذجي. ظهربم اعليه الموجودةcitri subsp. citri X. 

  .حصرا

 كلوريقد  مقع  رةمقطّق  مقة معقّ ميقاه  عقن  عبقارة  )وهقو  مل1.0و 5.1 بين كميته تتراوح لحيم محلول في نقعها عبر الكلو  لحّنت

 مقن  المائقة  في 0 بواسقطة  مسقبقا  تطهيرهقا  يمكقن  المقتضقى  وعند  (1.0 ةحموض درجة على المائة  في 85.1 حتى الصوديو 

 قاسمقة  بكميقة  عينة مسحتُ وسحقها.  المقطّر المعقم الماء بواسطة مرات ثلاث وشطفها واحدة دقيقة لمدة الصوديو  هيبوكلوري 

 المقزود  يالمغقذّ  الأجقار  مقن  نفيتكقوّ  ةعامق  امناسقب  يعتقبر  الذي العزل مستنب  أما التغذية. مستنب  على المستخلص من تامّة

 ؛غ5 ببتقون  كتوبو ؛غ5  ميرةالخ من مستخلص) والأجار والغلوكوز والببتون الخميرة ومزيج  المائة في 0.1 بنسبة الغلوكوزب

 البطاطقا  )مقرق  واكيموتقو:  ومسقتنب   (1.0 حموضقة  درجقة  علقى  واحقد   لقتر  ر مقطّق  ءامق و  غ41 أجقار و  غ01 غلوكوز و

 أجققار ™بكتققو ؛غO2H 7·2)3Ca(NO  5.1 ؛غO2·12H4HPO2Na  8.1 ؛غ5 ببتققون  ؛غ05 سققكروز  ؛مققل451

 الفلقتر  بواسقطة  ةالمعقمق  السيكلوهيكسقيميد  مقادة  افةإضق  يمكقن  (.4.0 حموضقة  درجقة  علقى  واحقد؛  لقتر   رمقطّق  ءما غ؛41

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

 اتح.ف فرصأَ ولونها مخاطية المستعمرة تكون كما  الأطراف وأملس باومحد امستدير ثةالثلا للمستنبتات الخارجي المظهر يكون

 نقات عيّ في أيقا .  خمسقة  إلى ثلاثقة  لمقدة  مئويقة  درجقة  48و 45 بين ما تتراوح حرارة درجة على الحضن بعد النمو تقييم يتم

 أطقول  فقترات  إلى الحاجقة  عوتقد  ققد  وبالتالي استزراعها؛ السهل من يكون لا وقد مجهدة البكتيريا تكون قد التجارية ثمارال

 القسقم  في القوارد  الوصقف  بحسقب  نات العيّ من البكتيريا استخراج أجل من بيولوجيةال المقايسات استخدا  يمكن وأ حضنلل

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

 (.4115 وآخرون  Pruvost  0989 وآخرون  Graham) الممرض عزل يسّري كما العفنب تقتات التي يريابكتال من دعد

 أنهقا  حيقث  منشقورة  هي ما بحسب التجارية( لأسماءا إلى الإشارة ذل  في )بما طرقال وصف تم هذا  التشخيص وكولبروت في

 المواد أسماء استخدا  نطويي ولا .الاستنساخ إمكانية /أوو صوصيةوالخ للحساسية بالنسبة تحقق الذي الأصلي المستوى تحدد

 مواءمقة  يمكقن و .أيضقا  امناسقب  كقون ي ققد  القذي  الآخقر  بعضقها  واسقتبعاد  عليهقا  صادقةالم التجارية( الأسماء )مثل الكيميائية

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

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

 بتسقمية  يلقي  فيمقا  إليقه  المشقار ) نزيملإبقا  المقرتب،  المنقاعي  والفحقص  اعيقة المن الفلقورة  )بواسطة المصلي الكشف إجراء يتطلب

 وسقلبية.  إيجابيقة  شقواهد  اختبقار  كقل  تضقمين  يجقب  الاختبقار.  نتائجب الوثوق لضمان الضرورية الشواهد من اعدد ( "إليزا"

 مسقتخرجة  عينة في استعلاقها يعاد .citri subsp. citri X رثومةلج رجعيةم سلالة من الإيجابية الشواهد تتألف أن ويمكن

 أجقل  )مقن  بالفوسقفات  مدروء ملحي محلول في أو النباتية( المادة في الجرثومة عن فكشال أجل )من ةسليمال عائلال النبتة من

 كشقف  أجقل  )من ةسليم عائل نبتة من مستخرجة عينات من السلبية الشواهد تتكون أن بيجو (.الجرثومي الزرع في هافكش

 (.رثوميالج الزرع في الجرثومة تحديد أجل )من مستهدفة غير بكتيرية فأصنا من مستعلق أو النباتية( المادة في الجرثومة
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DP 6-7 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 مقل 0 في استعلاقه ويعاد الطبق  نم حديث زرع من مختبر عروة مقدار جمع يتمّ البكتيرية  ياللخلا المصلي الكشف أجل من

 ؛غO2H12·4HPO2Na  9.4 ؛غ4.1 البوتاسقيو    كلوريد ؛غ8  الصوديو  كلوريد) بالفوسفات المدروء الملحي ولالمحل من

 حقوالي  تكقوين  أجل من وذل  (4.0 حموضة درجة على واحد؛ لتر حتى مقطر ماء ؛غ4.1 البوتاسيو   هيدروجين فوسفات
8

 (.4119 المتوس،  الأبيض البحر ومنطقة أوروبا في النباتات حماية )منظمة مل/لمستعمرات شكّلةم اتوحد 10

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

 علقى  العمقل  ينبغقي و .هقا عنق أو هاجقذع  أو هقا فروع أو النبتة أغصان على قرحات عن ناتجة أنسجة أو نخرية بكلو  مصابة

 النباتي النسيج طحن يتم عموما و .التطبيق الواجب دالمحدّ المصلي ارللاختب بها الموصى العامة الإجراءات على بناء العينات

 الأسقكوربي    حمقض   غ01 مقانيتول   ؛غ41  01-البيروليقدون  فينيقل  )بقولي  حديثا معدّ للتأكسد مضاد دارئ محلول  في

 أو (4.0 حموضقة  درجقة  على واحد؛ لتر  مولاريليم01 بالفوسفات  مدروء ملحي محلول  غ3 مخفف  غلوتياتون  غ02.0

 ؛غO2H12·4HPO2Na  9.4 ؛غ4.1 البوتاسقيو    كلوريقد   غ8  الصقوديو   كلوريقد ) بالفوسقفات  مدروء ملحي محلول في

 الاختبقارات  في الاستخدا  قبل (4.0 حموضة درجة على واحد؛ لتر حتى مقطر ماء ؛غ4.1 البوتاسيو   هيدروجين فوسفات

  .ميكرومتر 44.1 سماكته ممعقّ غشاء بواسطة بالفلتر معقمين يكونا أن المحلولين لكلا وينبغي المصلية.

 بواسقطة   اختبارها يجب نباتية عينة أو بكتيري زرع كل من الترميكرو45 منها الواحدة حجم يبلغ تامة قاسمة أجزاء وضعت

 ةالحقرار  بواسقطة  بلطقف  لتعقدّ  ثم ومن بالكامل لتجف تتركف بالبلاستي   غطاةمو لنوافذا ةمتعدد مجهر شريحة على ةالماصّ

 والسلبية الإيجابية للشواهد وأيضا للاختبار خاضعة عينة أو جرثومة لكل منفصلة شرائح تحضير ميتو .النار فوق تمريرها عبر

 مقدروء  ملحقي  محلقول  بواسقطة  التنسيل أحادية مضادة أجسا  أو تجاريا متاح مضاد مصل تذويب ويتم لق"إليزا". المستخدمة

 أن يمكقن و شقريحة.  كقل  نوافقذ  إلى مناسبة مخففة محلولات من الترميكرو45 ويضاف (4.0 حموضة درجة على) بالفوسفات

 ثقم  ومقن  بالفوسفات. مدروء ملحي محلولو مخفف محلول في المناعة( فعل لرد )سابق عادي مصل من السلبية الشواهد تتكون

 تشقطف و عنهقا  طَقيرات القُ لنقزع  الشقرائح  نفضت دقيقة. 31 لمدة الغرفة حرارة درجة على رطبة حجرة في الشرائح حضن يتم

 بالفوسقفات.  المقدروء  الملحي المحلول في دقائق خمسة لمدة مرات ثلاث منها كل ويغسل  بالفوسفات المدروء الملحي المحلولب

 المقذوب  غلوبقولين  لغامقا  المققترن  الفُلورِسقيِّن  إيزوتيوسقيانات  من الترميكرو45 وضع بلق النشاف بالورق برفق الشرائح فتجف

 قبقل  دقيقة 31 لمدة الغرفة حرارة درجة على الظلا  في الشرائح نحض يتم النوافذ. من كل في الماصة ةبواسط المناسب بالشكل

 المقدروء  الغليسقيرين  مقن  لترميليمقول/  0.1 مقن  لترميكقرو 01 ضافت وأخيرا .النشاف بالورق برفق وتجفف وتغسل تشطف أن

  بساترة. ثمّ من الأخيرة تغطىو نافذة كل إلى  للذبول مضاد عامل مع (2.0 ضةوحم درجة على) بالفوسفات

 إيزوتيوسقيانات  يتفلقور  مقرة.  0 111 أو 211 تبلقغ  رةمكبّق  بققوة  فلورسقنتي  مجهقر  بواسقطة  بالزيق   المغمورة الشرائح تعاين

 الجرثومقة  ذو الإيجقابي  الشقاهد  بقيّن  حقال  وفي للمجهقر.  البنفسقجي  فقوق  الضقوء  تحق   فاقع رأخض بلون المقترن الفُلورِسيِّن

 الملحقي  والمحلقول  العقادي  لمصقل ا ذات السقلبية  الشواهد تظهر لا فيما  وفلورية الشكل عصوية بكتيرية خلايا عن  المعروفة

 جرثومققة حجققم نفسبقق فلوريققة تيريققةكب خلايققا عققن بحثققا العينققات نوافققذ تفقققد ينبغققي فلققورة  أيققة لفوسققفاتبا المققدروء

citri subsp. citri X. 3 كشفب الطريقة هذه تسمح .وشكلها
  تقريباً. لمستعمرات/مل مشكلة اتوحد 01
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 DP 6-8 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

  الجزيئي الكشف 3-0-2

  الجزيئي الاختبارب الخاصة شواهدال 3-0-2-0

 المسقتخد   الاختبقار  نقوع  علقى  عتمقد ت القتي  - المناسقبة  الشقواهد  ودوجق  الضروري فمن  الاختبار نتيجة إلى الركون أجل من

 القداخلي  والشقاهد  النقووي   لحمضل الإيجابي الشاهد فإن المتسلسل  البوليميراز تفاعل إلى بالنسبة المطلوب. الجز  ومستوى

 الشقواهد  هقذه  تنقاول  ويجب استخدامها. يجب التي الأدنى دالح شواهد هي (نموذج شاهد بدون) للتضخيم السلي دوالشاه

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

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

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

 التركيقب  وندشق  لتقدبير  ةجينق  إدمقاج  يتوجقب   لآنقي وا التقليقدي  المتسلسقل  ميرازالبولي تفاعل أجل من الداخلية. الشواهد

 أو وآخققرون02S (Weisberg ) الققريي نققوويال مققضالح أو (4111 وآخققرون  Weller) COX مثققل للنبققات الققوراثي

 أجقل  مقن  كشقاهد  المتسلسقل  البوليميراز تفاعل كولوبروت في (4104 وآخرون  Mafra) الفوسفات - 3 نازعة غليسيرألدهيد

 لتفاعقل  مثبطقات  وجقود  أو تقدهوره  أو النقووي  الحمقض  اسقتخراج  فشقل  بسقبب  المضقللة  السقلبية  الشقواهد  احتمال استبعاد

  المتسلسل. البوليميراز

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

 النتقائج  داستبعا أجل من وذل  التضخيم مرحلة في التفاعل  خلي، إعداد أجل من لاستعم قد كان الذي لسلالمتس البوليميراز

  التفاعل. خلي، إعداد خلال التلوث عن الناجمة لمضللةا الإيجابية

 كافيقة  بكميقة  وفرمتق  الهقدف  مقن  المسقتخرج  النقووي  مضالح أن لضمان الشاهد هذا يستخد  للاستخراج. الإيجابي الشاهد

 السقليمة  ةباتيق الن الأنسقجة  من أو للعائل المصابة الأنسجة من النووي الحمض يستخرج المتسلسل. البوليميراز تفاعل لتضخيم

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

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

 عقن  النقاتج  التبقادلي  التلقوث  لتجنب الواجبة العناية إيلاء يجب المتسلسل  البوليميراز تفاعل إلى بالنسبةو النووي. الحمض

 أن المختبر في المستخد  الإيجابي الشاهد على المقتضى  وعند الإيجابية. العينات عن أو الإيجابي الشاهد عن الناجمة الرذوذ

 البقوليميراز  تفاعقل  أمبليكونقات  نمق  عليهقا  الحصقول  تم القتي  لسق السلا مقع  بسقهولة  السلسقلة  مقارنة يمكن بحيث يسلسل

 يمكقن  القتي و معروفقة  سلسلة بواسطة مصطنعة يجابيةإ شواهد شكيلت يمكن ذل   من وبدلا الصحيح. الحجم ذات المتسلسل

  الصحيح. الحجم ذات المتسلسل البوليميراز تفاعل بأمبليكونات تقارَن أن بدورها
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DP 6-9 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 نسقيج  عمق  المتبقادل  الفعل ورد النووي الحمض استخراج خلال التلوث لرصد الشاهد هذا يستخد  .السلبي الاستخراج شاهد

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

  الإيجابية. العينات من كبيرة أعداد اختبار يتم حين

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

 بروتوكقول  مقع  (0993) وآخقرين  Hartung يد على الأولى للمرة المصابة الحمضيات أنسجة من نووي حمض استخراج جرى

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

 تجاريقة  أدوات باسقتخدا   الحمضقيات  أنسجة من حابنج النووي الحمض استخراج تم كما (.0999 وآخرون  Llop) واسع

 وآخقرون   Filho-Coletta) (Kit Purification DNA Genomic Wizard Promega )مثقل  النقووي  الحمقض  لاسقتخراج 

4112.) 

 فتغمقر  صقغيرة   أجقزاء  الى مصقابة  تكقون  بقأن  هيشقتب  القتي  النباتيقة  المواد أو الكلو  تقطيع يتم الإيزوبروبانول  بروتوكول في

 الطافيقة  المقادة  تصقفية  يقتم  الغرفقة.  حقرارة  درجة على دقيقة 41 لمدة دوار طخلا في وتخل، بالفوسفات مدروء يملح بمحلول

 يعقاد و دقيققة.  41 لمقدة  ج ققوة  01 111 سقرعة ب المركقزي  للطقرد  ضقع تخ ثم منو النباتية( المادة نزع أجل )من فلتر بواسطة

 مقن  لمزيقد  لترميكقرو 511 ققدرها  كميقة  حفق   فيقتم  بالفوسقفات:  المقدروء  الملحقي  المحلول من مل0 في المترسبة المادة استعلاق

 ققوة  01 111 بسقرعة  المركزي الطرد جهاز في لترميكرو511 كمية توضع فيما الأجار  أطباق على مباشرة لعزلها أو التحاليل

 ثلاثقي  مقن  مقولار لييم411) للاسقتخراج  دارئ محلقول  مقن  ميكقرولتر 511 في المترسبة المادة استعلاق فيعاد دقائق. 01 لمدة ج

 حِّمقض  أمين ثُنَائي إيثيل مولارميلي45 الصوديو ؛ كلوريد يكرومولارم451 ؛5.0 حموضة درجة على الهيدروكلوري   حمض

 دوامقة ال في توضقع و بيروليقدون(   فينيقل  متعدد من ائةالم في 4 الصوديو ؛ كبريتات دوديسيل المائة في 5.1 الرباعي؛ الخلي 

 بسقرعة  المركقزي  الطقرد  جهقاز  في ثقم  مقن  المقزيج  يوضع متواصل. بشكل هاهزّ مع الغرفة حرارة درجة على ساعة لمدة تركوت

 مقع  وتخلق،  جديقد  أنبقوب  إلى الطافيقة  المقادة  مقن  ميكقرولترا 251 مقن  كميقة  تنققل  ذلق   وبعقد  دققائق  5 لمدة ج قوة 5 111

 الغرفقة.  حقرارة  درجقة  علقى  الوقق   مقن  واحدة لساعة يترك ثم ومن برفق المزيج خل، يتم الإيزوبروبانول. من ميكرولترا251

 الطرد جهاز في المزيج يوضع .(4110 وآخرون  Cubero) Precipitant-Co Paint Pellet  باستخدا  الترسب تحسين يمكن

 اسقتعلاق  يعقاد  المترسقبة.  المقادة  تجفقف و الطافيقة  المادة من التخلص فيتم دقائق 01 لمدة ج قوة 03 111 سرعة على المركزي

 المتسلسل. البوليميراز تفاعل من ميكرولتر 51 في ميكرولتر5 من عينة استخدا  ويتم الماء. من ميكرولتر011 في المترسبة المادة

 التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-0-2-3

 Hartung لقق  3و 4 البادئتقان  تسقتهدف  ..citri subsp. citri X جرثومقة  لتشقخيص  متاحقة  البادئات من أزواج عدة هناك

 يخقص  HIBam لبكقتير  والطقول  التكقوين  ذات لحصقر ا قطعقة ل الالأشقك  متعقدد  النقووي  الحمض من جزءا (0993) وآخرين

 خصوصقيتهما  جقودة  بسقبب  النباتيقة  المقواد  على المطبقة المقايسات في كثيرا نستعملات ماوه  .citri subsp. citri X جرثومة

4 )حوالي وحساسيتهما
 زوجقا  090 من جزءا فتستهدفان pth2-Jو pth1-J البادئتان أما /مل(.لمستعمرات مشكّلة اتوحد 01

 تتسقبب  القتي  Xanthomonas سقلالات  في pthA المرضقية  القدرة عن المسدولة الجينة في النووية التموضع لإشارة القواعد من
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 DP 6-10 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 والسقلالتين  .aurantifolii subsp. fuscans Xو .citri subsp. citri X السلالات تل  تشملو الحمضيات. في التقرح بأعراض

* الشاذتين
A وw

A رثومةلج citri subsp. citri X. فلوريدا في اكتشفتا اللتين (Cubero وGraham  4114.) البادئتان هاتان 

2 تبلغقان  )إذ (0993) وآخقرين  Hartung بادئتي من أقل حساسيتهما ولكن شاملتان
 في /مللمسقتعمرات  مشقكّلة  اتوحقد  01

w لةسلا عن الكشف تستطيعان لا Hartung بادئتي أن إلا النباتية(. المواد
A رثومةلجcitri subsp. citri X. سلالات وجميع 

 A*أو aurantifolii subsp. fuscans X.. سقلالتي  بوجقود  فيهقا  يتشقبه  القتي  الحقالات  في A* وw
A  رثومقة لج الشقاذتين 

citri subsp. citri X. - ليمقون و المكسقيكي  الليمقون  همقا  عقائلين  على للحمضيات البكتيري التقرح أعراض تظهر حين مثلا 

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

  (0993) المتسلسل البوليميراز لتفاعل نيوآخر Hartung بروتوكول

   :هما تانالبادئ

 TCT AAA AAA TGC GGG CAC-5′-′3 (:عكسية) 4

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

 المتسلسقل  البقوليميراز  لتفاعقل  دارئقة  مقادة  مقن  مكقون  وهقو  معققم  أنبقوب  في المتسلسقل  البقوليميراز  تفاعقل  خلقي،  إعقداد  يتم

 المائقة  في 0 الصقوديو ؛  كلوريقد  مقن  ميكرومقولار 41 ؛9 حموضة درجة على  الهيدروكلوري  حمض ثلاثي من يليمولارم51)

  3 والبادئقة  4 البادئقة  مقن  كقل  من ميكرومتر 0 المغنيسيو (  كلوريد ميكرومولار3 جيلاتين؛ المائة في 0.1 ؛X-100 تريتون

 عينة تضاف .تاك النووي الحمض بوليميراز من ةوحد 45.0و كسجينلأا منقوص نيوكليتيدال فوسفات ثلاثي ميكرومولار 4.1

 ما إلى التوصل أجل من المتسلسل البوليميراز تفاعل خلي، من لترميكرو25 إلى لترميكرو5 جمبح المستخرج النووي الحمض من

 دقيققتين  لمقدة  مئويقة  درجقة  95 حقرارة  علقى  أولية مسخ خطوة في التفاعل  روف تتمثلو تفاعل. لكل ميكرولترا51 مجموعه

 05 لمقدة  مئويقة  درجقة  04فقق  ثانيقة  01 لمقدة  مئوية درجة 58فق ثانية  21 لمدة مئوية درجة 95 حرارة على دورة 35 تليها

 القواعد. من زوجاً 444 يبلغف الأمبليكون حجم دقائق.أما 01 لمدة مئوية درجة 04 حرارة على أخيرة طالةاست وخطوة ثانية

  المتسلسل البوليميراز لتفاعل Graham (7117) و Cubero بروتوكول

   :هما تانالبادئ

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

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

 مقن  ميكرومقولار 3و  واحقدة  مقرة  مركّقزة  تاك دارئة مادة من نيتكوّ وهو معقم أنبوب في المتسلسل البوليميراز تفاعل مزيج يعدّ

 مقن  وحقدة  0و ديوآسقينيوآليتيد  كقل  من ميكرومولار 4.1و  2pth-Jو 1pth-J تيبادئ من لكل ميكرومتر0 المغنيسيو   كلوريد

 مقن  ميكقرولتر  5.44 إلى ميكقرولتر 5.4 بحجقم  المستخرج النووي الحمض من عينة افةإض تتم تاك. النووي الحمض بوليميراز

 فعبقارة  التفاعقل   روف أما فعل. ردة كل عن ميكرولتر45 همجموع ما إلى التوصل أجل من المتسلسل البوليميراز تفاعل خلي،
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DP 6-11 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 31 لمقدة  مئويقة  درجقة  93 حرارة على دورة 21 تليها  دقائق 5 لمدة مئوية درجة 92 حرارة على المسخ من أولية خطوة عن

 درجقة  04 حقرارة  علقى  نهائيقة  اسقتطالة  وخطقوة  ثانية  25 لمدة مئوية درجة 04و ثانية 31 ةلمد مئوية درجة 58فق ثانية 

 القواعد. من زوجا098ً فيبلغ الأمبليكون حجم دقائق.أما 01 لمدة مئوية

 تفاعقل  لمنتجقات  الألقوان  قيقاس  بواسقطة  والكشقف   المنقاعي  والالتققاط  ج مالمقد  المتسلسقل  البقوليميراز  تفاعقل  تطوير تم كما

 النبتققات في .citri subsp. citri X رثومققةلج سققاسالحو باشققرالم رصققدال أجققل مققن  المققدرج المتسلسققل بققوليميرازال

(Hartung  0993 وآخرون). سقتنبتات الم في والبادئقات  توكقولات البرو لمختلقف  النسقبية  للحساسية استعراض عن أفيد وقد 

 (.4110 وآخرون  Golmohammadi) الثمار لصاتومستخ الخالصة

 الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل 3-0-2-2

 وآخقرين  Llop قبقل  مقن  وصقفه  سقبق  القذي  البروتوكقول  باسقتخدا   النباتيقة  المقواد  مقن  النقووي  الحمقض  على الحصول بعد

 يقة مئو درجقة  41 حقرارة  علقى  وتخزينها النقاء البالغ المعقم الماء من ميكرولتر011 في المترسبة المادة استعلاق عادي ( 0999)

 تستخد . أن إلى  الصفر تح 

  4pth-Jو 3pth-J (3'-A TCA AAC TTC TAC CCC GTC ACC-5')  البادئقات  مقن  مجموعقة  تصقميم  تم وققد 

(3'-TGC GAT AAC TCG ACC CGC-5' ) لهقا  الموافقق  تاكمقان  ومسبار (2Taqpth-J) ( CCA CGC ATG-5'

3'-CGC CAA GCC) ثنقائي  ميثقيلين  يبربقاع  ′3 الطقرف  وعنقد  فلوريسقثين  كربوكسقي  -2 بقق  ′5 الطقرف  عند وسو الم 

 كشقف ل تحديقدا  الأخقرى  الدراسقات  في سقتخد  ت المرضقية  لققدرة ل ةرئيسقي  ةجين يوه  pth ةجين سلاسل على بناء الأمين 

  .citri subsp. citri X مقن  كقلا  السقلالات  تلق   تشقمل و (.Graham  4115و Cubero) .citri subsp. citri X سقلالات 

wو  *A أي .citri subsp. citri X لجرثومقة  المعقروفتين  ينوالسقلالت  .aurantifolii subsp. fuscans Xو
A  في المكتشقفتين 

  فلوريدا.

 يحتقوي  تفاعقل  خلقي،  إلى النمقوذج  النقووي  الحمقض  مقن  لترميكقرو 4 إضقافة  عقبر  الآنقي  المتسلسقل  البوليميراز تفاعل يجري

 مولار( ميلي51) المغنيسيو  وكلوريد Mix Master Easy QuantiMix يضم الذي Kit Easy QuantiMix من ميكرولترا5.04

 العكسقية  البادئقة  مقن  مقولار  ميكقرو 01 مقن  لترميكقرو 0و (3RTpth-J) ةالتقدميق  ةالبادئق  مقن  مقولار ميكرو 01 مقن  لترميكرو0

(4RTpth-J) تاكمان مسبار من مولارميكرو 01 من لترميكرو5.1و (2Taqpth-J) 45 يبلقغ  للتفاعل نهائي حجم إلى والتوصل 

PRISM ABI  نظقا   بواسقطة  الآنقي  المتسلسل البوليميراز تفاعلب الخاص بروتوكولال ضعوُ وقد .ممعقّ رمقط ءما مع ميكرولتر

 ف قرو  تتمثقل  (.4103 شخصقي   إبقلاغ  لقوبيز   )ماريقا  مماثلقة  نتقائج  إلى أخرى معدات تأدّ وقد التسلسل. صدلر 0 111

 05 مقن  دورة 21 تليهقا  مئويقة  درجقة  95 حرارة على دقيقة 05 مدتها أولية تفعيل خطوة في والمسبارات للبادئات التضخيم

 لتفاعقل  ةكاملق  عقدة  علقى  الحصقول  يمكقن و مئويقة.  درجقة  21 حرارة على واحدة ودقيقة مئوية درجة 95 حرارة على ثانية

Diagnostics Print Plant مقن  اوأنزيمق  ارئيسقي  اخليطق  تتضقمن  البروتوكقول  هقذا  علقى  ققائم ال الآنقي  المتسلسقل  البقوليميراز 

(http://www.plantprint.net.) 
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 DP 6-12 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 لتفاعقل  التقليديقة  الطريققة  في المسقتخدمة  pth ةجينق  لبادئقات  مشقابهة  خصوصقية  الآنقي  المتسلسقل  البقوليميراز  تفاعل يوفر

 سقتعمرات لم مشقكّلة  وحدات 01 حوالي موثوق بشكل كشفوي (Graham  4114  4115 و Cubero) المتسلسل البوليميراز

 المزروعققة للخلايققا مخفققف محلققول خققلال ومققن المريضققة الأوراق كلققو  خققلال مققن .citri subsp. citri X جرثومققة

(Mavrodieva  4112 وآخققرون.) جموالمققد العققادي البققوليميراز تفاعققل مققع مققدخرا الطريقققة هققذه مقارنققة تمقق  وقققد 

(Golmohammadi  4110 وآخرون) عقن  الكشقف  حساسية أن عن وأفيد citri subsp. citri X. 01 تبلقغ  الثمقار  كلقو   في 

 /مل.لمستعمرات مشكّلة وحدات

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

  التقليدي المتسلسل البوليميراز تفاعل

  التالية: المعايير استيفاء تم إذا فق، صالحا المحدّد بالممرض اصالخ المتسلسل البوليميراز تفاعل يعتبر

 الصحيح. الحجم من للجرثومة امبليكونأ الإيجابي الشاهد ينتج أن -

 للتضخيم. السلي والشاهد للاستخراج السلي الشاهد في للجرثومة الصحيح الحجم من أمبليكونات إنتاج عد  -

 النبقاتي  النسقيج  )أي السقلي  الشاهد فإن أيضاً هي 02S النووي الريي للحمض الداخلي لشاهدا اتبادئ استخدم  حال في

 يعتمقد ) كيلوباز 2.0 حوالي تبلغ شريطةً تنتج سوف الاختبار عينات من وكل الإيجابي والشاهد استخد (  حال )في السليم(

 وتجقدر  ((.0990 وآخقرون   Weisberg) المستخدمة هي 02S النووي الريي الحمض بادئات من أيّة على الأمبليكون حجم

 نعق  العينات جزع يفيدو ز.اكيلوب 2.0 بحجم شريطة تنتج لن بالبلازميد والخاصة المصطنعة الإيجابية الشواهد أنب الملاحظة

 خلقي،  في يقدرج  لم النقواة  حمقض  أن أو يقنجح  لم النقووي  الحمض استخراج أن مثلا  الداخلية الشواهد بادئات مع التضخم

 ققد  النقووي  الحمض أن أو المستخرج النووي الحمض في موجودة المتسلسل البوليميراز لتفاعل المثبطة باتالمركّ أن أو التفاعل 

  فسد.

  الصحيح. الحجم من أمبليكوناً أنتج  ما إذا إيجابيةً ما عيّنة وتعتبر

  الآني المتسلسل البوليميراز تفاعل

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

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

 السقلي  والشقاهد  للاسقتخراج  السقلي  الشقاهد  مقع  (21 بلقغ ت القدورة  حقد  قيمة أن )أي للتضخم منحنى أي شاهدةم عد  -

 للتضخم.

 الإيجقابي  والشقاهد  استخدامه( حال )في السلي الشاهد فإن  أيضا هي COX الداخلية الشواهد بادئات استخدم  حال وفي

 الشقواهد  بادئقات  مع لتضخمل منحنى إنتاج نع العينات جزع يفيدو تضخم. منحنى تنتج أن يجب الاختبار عينات من وكل
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DP 6-13 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 المثبطقة  بقات المركّ أن أو التفاعل  خلي، في يدرج لم النواة حمض أن أو ينجح لم النووي الحمض استخراج أن مثلا  الداخلية

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

 لقدى  مختقبر  كل في الدورة حدّ قيمة من التحقق ويجب للتضخم. نموذجيا منحنى أنتج  إذا إيجابية ما عينة تعتبر وسوف

  الأولى. للمرة الاختبار تنفيذ

 بيولوجيةال المقايسات بواسطة الكشف 3-0-6

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

 مسقتخرجة  بعينقات  .citri subsp. citri X رثومقة بج للإصقابة  المعرضقة  الحمضقيات  أوراق أنسجة عيمتط تم تبارخالا هذا في

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

 الأجقار  نمق  ميكرولتر411بق جيوبها وملء ميكرويف فرن في دقيقة 05 لمدة "إليزا" أطباق بتعقيم البيولوجية المقايسة هذه تبدأ

 اليانعة الحمضيات أوراق تخضع الغرفة. حرارة درجة على الصفائحي للتدفق حجرة داخل  معقم ماء في المائة في 5.0 بنسبة

Citrus  مثققل جرثومققةلل معرضققة أخققرى عوائققل أو الهنققدي( ونالليمقق )أي Duncan var. paradisi Citrus فصققيلة مقن 

 aurantifolia أو المكسيكي( ليمون)ال trifoliata Poncirus لمقدة  مالجقراثي  مقن  سطحها تطهير إلى الأوراق( ثلاثي )البرتقال 

 تكون أن يجب لا ولكن بالكامل متفتحة وراقالأ تكون أن ويجب الصوديو . هيبوكلوري  من المائة في 0 بواسطة واحدة دقيقة

 علقى  الصقفائحي  التقدفق  حجقرة  في سقطحها  يجفقف  ثقم  ومن المعقم المقطر بالماء مرات ثلاث الأوراق تشطف وقاسية. ناضجة

 مقن  المائة في 95بق تعقيمها )بعد الأوراق تثقيب بواسطة عليها الحصول يتم التي الأوراق  أقراص توضع الغرفة. حرارة درجة

 مقن  ميكقرولترا 51 مققدار  ويضاف الطبق. جيوب من جيب كل في المائي الأجار على لمحورل المجاور سطحها مع الإيثانول( 

  (.النبتة من عينة لكل مكررة جيوب 2) المنقوعة الحمضيات قرحة كلو 

5 كميةب .citri subsp. citri X جرثومة يحتوي مستعلق ويستخد 
 إيجقابي   شقاهد  بمثابقة  /مللمسقتعمرات  مشقكّلة  وحدة 01

 الرطوبقة  مسقتوى  فيبلقغ  مقثلا(  البقارافيلم  )بواسقطة  الأطبقاق  تغلقق  .منهما( لكل مرات 2) سلي شاهد بمثابة ملحي ومحلول

 والتأكقد  دائقم  بشكل لضوءل تعريضها مع يوما 04 لمدة مئوية درجة 48 حرارة على حضنها ويتم المائة في 011 تقريبا النسبية

 الثالقث  اليقو   مقن  ابتقداء   الأوراق أققراص  مقن  كقل  في اللقون  بيضاء البدائية البثور نتكوّ تقييم ويبدأ بانتظا . حالتها تقد  من

 يمكقن و .4-0-3 القسقم  في القوارد  الوصقف  بحسقب  .citri subsp. citri X رثومةلجا لعزل وتقنيات مجسّم مجهر استخدا ب

 شقبه  وسق،  علقى  عزلهقا  عقبر  يقة  ح بكتيريقا  وجود كشف أجل من التحليل من لمزيد الأعراض من الخالية الأقراص إخضاع

 تكقون  موجقودة   .citri subsp. citri X جرثومقة  كانق   حقال  في وما ي 04 مرور بعد (.4118 وآخرون  Verdier) انتقائي

 هقذه  أن إلى الإشقارة  وتجدر أكبر. بأعداد الوس، على عزلها بالوسع ويكون النباتي النسيج على تكاثرت قد البكتيرية الخلايا

4) اسقققةوحسّ جقققداً محقققددة تشقققخيص طريققققة هقققي البيولوجيقققة المقايسقققة
  /مل(لمسقققتعمرات مشقققكّلة وحقققدة 01

(Verdier  4118 وآخرون.) 

لغاة
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 DP 6-14 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 المنفصلة الأوراق تخصيب 3-0-6-7

.var. paradisi C  لفصيلة روحةالمج المنفصلة الأوراق في قائيانت بشكل .citri subsp. citri X جرثومة تخصيب أيضا يمكن

Duncan مثل جرثومةلل الحساسية الشديدة العوائل من غيرها وأ الهندي( )الليمون aurantifolia C. أو المكسيكي( ليمون)ال 

trifoliata P. دقائق 01 لمدة  الدفيئة في مزروعة نبتات من المأخوذة اليانعة الطرفية الأوراق تغسل الأوراق(. ثلاثي )البرتقال 

 فطشق وت  واحقدة  لدقيققة  المائقة  في 0 بنسقبة  الصقوديو   هيبوكلوريق   بواسقطة  سطحها ويطهّر  صنبورلل الجاري الماء تح 

 أو بقإبرة  ثقبهقا  عقبر  معقمقة  بطريققة  ورققة  لكل السفلى الجهة تجرح المعقم. المقطر الماء بواسطة كامل بشكل تطهيرها بهدف

 داخقل  معققم  مقاء  في المائة في 0 بنسبة أجار على كاملة الأوراق وتوضع مبضع  ةبواسط خفيفة بحركات مرات عدة تجريحها

 ميكقرولترا  41و 01 بقين  قدرها يتراوح قطيرات تضاف أعلى. إلى جهامو الأسفل سطحها يكون أن شرط "إليزا" أطباق جيوب

 لمقايسقة با الخاصقة  والسقلبية  الإيجابيقة  هدالشقوا  تسقتخد   الجقراح.  إلى ة المنقوعق  الحمضقيات  قرحقة  كلقو   مقن  مسقتخرجة 

 تكقوّن  تقيقيم  يقتم   ضقاءة م حاضنة في مئوية درجة 45 حرارة على يوما 04 إلى أيا  2 فترة بعدو الأوراق. لأقراص بيولوجيةال

 مقن  الخاليقة  المجروحقة  الأوراق أنسقجة  مقن  أو البثقور  مقن  أيقة  مقن  باسقتخراجها  .citri subsp. citri X عزل ويمكن البثور

 (.0998 المتوس،  الأبيض البحر ومنطقة أوروبا في النباتات حماية )منظمة أعلاه موصوف هو ما بحسب الأعراض 

 الأعراض عديمة النباتات في الجرثومة كشف 3-7

 شقبه  أوسقاط  علقى  والتخصقيب  العقزل  خقلال  مقن  الأعقراض  عديمة النباتات في .citri subsp. citri X  جرثومة كشف يمكن

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

 عقن  عينقة  غسقل  عقبر  يقتمّ  أن انتقائيقة  شقبه  أوساط في الأعراض عديم نباتال من .citri subsp. citri X جرثومة لعزل يمكن

 (.4118  وآخقرون  Verdier) ،الوسق  علقى  طليهقا  ثم ومن  الطافية ادةالم وتركيز لببتون با مدروء محلول في الثمرة أو الورقة

 عيّنةً. واحد ثمرة أو أوراق عشر وتشكل

 الصقوديو    )كلوريقد  بقالببتون  مقدروء  محلول من مل51 لخدا الغرفة ارةحر درجة على دقيقة 41 لمدة ناتالعيّ خضّ يجري

 فيمكن  بالجملة للعينات أما (.0.4 حموضة درجة على لتر  0 مقطّر  ماء ميكرولتر  451  41 توين ؛غ0 ببتون  ؛غ 8.5

 حقرارة  درجقة  على دقيقة 41 لمدة الثمرات فرادى خض ويجري .بالببتون مدروء محلول من مل 411 في ورقة 011 استخدا 

 بالببتون. المدروء لولالمح من مل51 تحتوي معقمة أكياس داخل لغرفةا

 دويعقا  الوعقاء  لخقارج  الطافيقة  المقادة  تحقوّل ف دقيققة  41 ةلمقد  ج ققوة  2 111 سرعةب المركزي لطردل المستعلق ضعيخ ثم ومن

 تامققة قاسمققة بكميققات عينققات وتمسققح المائققة. في 1.85 بنسققبة ملحققي محلققول مققن مققل 01 في المترسققبة المققادة اسققتعلاق

 مقن  نمكقوّ ) الانتققائي  شقبه  XOS وس، على مرات 3 مستعلق  لكل 0111:0و 011:0 بنسبة محلول من ميكرولتر( 011)

 فوسققفات هيققدروجين غ؛ 1.3 الكلسققيو   نققترات  غ 5 الصققوديو   أحققادي غلوتامققات  غ 4 ببتققون  غ 41 السققكروز 

 41 لكسقين  سيفا غ؛مق 011 سيكلوهكسقيمايد   مقغ؛  0 الخلي   رباعي أمين ثنائي يلينايث حمض حديد غ؛ 4 البوتاسيو  

 حموضقة  درجقة  علقى  لقتر   0  مقطقر  ماء غ؛ 00 أجار  بكتو مغ  4B  1.3 المثيل بنفسجي غ م 41 كازوغاميسين  مغ 
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DP 6-15 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

0.1) (Monier  0994.) عقن  فضقلا  النمقو  تقييم ميت أيا   2و 5 بين تتراوح لمدة مئوية درجة 48 حرارة على الحضن بعد 

 (.4-0-3 )القسم الخارجي شكلها وخصائص المستعمرة نوع

 لجرثومةا تحديد -2

 آفة من أخرى أنواعا لأنّ عدة تقنيات خلال من يدكد أن .citri subsp. citri X رثومةلج المفترضة المستعمرات تحديدل ينبغي

Xanthomonas مثققل aurantifolii subsp. fuscans X. وcitrumelonis subsp. falfaeal X. مققن تعققزل أن يمكققن 

 الاختبقارات  المغذيقة   المسقتنبتات  علقى  المورفولوجيقة  الخصقائص  مراقبقة  إلى بالإضقافة   التقنيات تل  وتتضمن الحمضيات.

 المنفصقلة   الأوراق أو صقغيرة  أققراص  شقكل  علقى  المقصوصة النبتة لأوراق البيولوجية والمقايسة الجزيئي  والاختبار المصلية 

 الإمراضية. القدرة واختبار

 القثلاث:  التقنيقات  مقن  كقل  بواسقطة  يجابيقة الإ نتيجقة ال في تتمثقل  الخقالص  المسقتنب   لتحديقد  الأدنقى  لحدا متطلبات إن

 المناعيقة   )الفلورة المصلية يةالتقن (4) (؛0-2 )القسم البادئات من مجموعتين يستخد  الذي المتسلسل البوليميراز تفاعل (0)

-2و 4-2 )الأقسا  المباشرة غير "إليزا" أو (ELISA-DAS بتسمية يلي فيما إليها المشار) المضادة للأجسا  المزدوجة لشطيرةا

 مضقيات الح تطعقيم  عقبر  لإمراضقية ا الققدرة  اختبار (3و) نسيل؛الت أحادية محددة مضادة أجسا  باستخدا  (4-4-2و 4-0

 (5-2و 2-2 )القسقمان  إضقافية  اختبقارات  إجراء يمكن (.2-0-3و 3-2 )القسمان كوخ فرضيات متطلبات ستيفاءلا العوائل

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

  بها: الموصى التقنيات التالية الأقسا  تصف

.citri X معقزولات  تقرد ) .citri subsp. citri X لآفقة  مرجعيقة  سلالات تقد  أن - أخرى بين من التالية  للمجموعات يمكن

citri subsp. إيجابية:( كشواهد  لاستخدامها بها الموصى 

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

- 2911 CFPB فرنسقا  أنجيقه    الزراعيقة  للبحقوث  القوطني  المعهقد  ات بق نلل الممرضقة  للبكتيريقا  سقية الفرن المجموعقة  من 

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

- 24 ICMP  لنبقات  ل المهجريقة  للكائنقات  الدوليقة  ةالمجموعق  مقن  New Whenua) (Manaaki Research Landcare

Ltd Zealand   انيوزيلند أوكلند 

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

- 1594 IBSBF للمعهقد  المركقزي  الاختبقاري  المركقز   تللنبقا  الممرضقة  المسقتنبتة  يقا يرللبكت لبيولقوجي ا المعهد مجموعة من 

 البرازيل يناس كامب النباتية  الجرثومية العلو  مختبر - البيولوجي

  .المستنبتة المجموعات من مباشرة عليها ولالحص تم إذا فق، السلالات ةأصال من التأكد يمكن
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 DP 6-16 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

   المتسلسل البوليميراز تفاعل على القائمة الطرق 2-0

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

 الأولى المجموعقة  تكقون  أن ينبغقي  البادئقات.  مقن  مختلفقتين  مجموعتين استخدا  عبر وذل   بها المشتبه للسلالات الخالص

 البقادئتين  مقن  الأخقرى  والمجموعقة  (Graham  4114و Cubero) 2Rxc-Rxg/-J أو 2pth-/J1pth-J ينتادئبق ال مقن  مكونة

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

 ويمكقن  (.4103 وآخقرون   Delcourt) الخصوصقية  إلى تفتققر  المنشقورة  البادئقات  أزواج معظقم  أن تفيقد  التي البحوث نتائج

 تيالق  تل  مع هالسلاس ومقارنة المتسلسل البوليميراز تفاعل عن الناتجة الأمبليكونات لةلسَسَ عبر رثومةالج تحديد من التثب 

 التكنولوجيقا  لمعلومقات  الوطني لمركزل التابع الجينات بن  بيانات قاعدة لدى المودعة .citri subsp. citri X سلالات تخص

  البيولوجية.

 القداخلي  الفاصقل  لمنقاطق  اتبادئق  إلى Graham (7117)و Cuberoللل  المتسلسلل  البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد

 صقل الفا سلاسقل  في الفقوارق  أتاح و ..citri subsp. citri X بآفة الخاصة 43Sو 02S النووين الريبيين للحمضين المستنسخ

 *A الشاذتين السلالتين البادئتان اتانه وتكشف .citri subsp. citri X لجرثومة تينمحدد تينبادئ تصميم المستنسخ الداخلي

wو
A

 (Cubero وGraham  4114.) هما: والبادئتان  

Rxg-J: 3′-GCGTTGAGGCTGAGACATG-5′ 

2RXc-J: 3′-CAAGTTGCCTCGGAGCTATC-5′ 

 0.5و  واحقد  ضقعف  مققدار  المركزة تاك دارئة تحتوي ميكرولتر45 بكمية للتفاعل خلائ، في المتسلسل البوليميراز تفاعل ذنفّيُ

 2RXc-J  1.4  بادئققة مققن ميكرومققولار RXg-J  1.12 بادئققة مققن ميكرومققولار 1.12 المغنيسققيو   كلوريققد مققن ميليمققولار

 هقي  المتسلسقل  البقوليميراز  تفاعقل  تضقخيم  وف قر  إن تاك. النووي الحمض بوليميراز من وحدة 0و dNTP لكل ميكرومولار

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

 مجموعقة  على بناء بادئتين وضع إلى (7116) وآخرين Fiho-Colettaلل المتسلسل البوليميراز تفاعل بروتوكول توصل وقد

 هما: والبادئتان .rpf ةجين

01Xac: 3′-CGCCATCCCCACCACCACCACGAC-5′ 

02Xac: 3′.-AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA-5′ 

 4.1و  واحقدة  مقرة  المركقزة  تقاك  دارئقة  علقى  تحتقوي  ميكرولتر45 بكمية للتفاعل خلائ، في المتسلسل البوليميراز تفاعل ينفذ

 الحمقض  بقوليميراز ل وحقدة  0و dNTP لكل ميكرومولار 45.1 بادئة  لكل ميكرومولار 1.32 المغنيسيو   كلوريد من ميليمولار

 دققائق  3 لمقدة  ويقة مئ درجة 92 حرارة على أولية مسخ بخطوة المتسلسل البوليميراز تفاعل تضخم  روف تتمثل تاك. النووي

 لمقدة  مئويقة  درجقة  04و ثانيقة  25 لمقدة  مئويقة  درجقة  21و ثانيقة   25 لمقدة  مئويقة  درجقة  92 حقرارة  علقى  دورة 23 تليها
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DP 6-17 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 مقن  زوجقا  584 فهقو  الأمبليكقون  حجقم  دقائق.أمقا  5 لمقدة  مئويقة  درجقة  04 حرارة على نهائية استطالة وخطوة ثانية  25

 .القواعد

 البادئتقان  أمقا  .hrpW جينقة  تتابع على بناء بادئتين (7116) المتسلسل البوليميراز لتفاعل وآخرين Park بروتوكول طوّر

 فهما:

XACF0 3′-CGTCGCAATACGATTGGAAC -5′ 

XACR0 3′-CGGAGGCATTGTCGAAGGAA. 

 5.0و واحقدة  مقرة  مركقزة  تقاك  دارئقة  مقادة  تحتوي التي التفاعل خلائ، من ميكرولتراً 45 في المتسلسل البوليميراز تفاعل يتمّ

 النيوكليتيقد  فوسقفات   كقل  مقن  ميليمقولار  45.1و البقادئتين   من كل من ميكرومولار 01.1و المغنيسيو  كلوريد من ميليمولار

 تضقخيم   قروف  وتتمثقل  تقاك.  النقووي  مقض الح بوليميراز من ووحدتين المائة في 10.1 بنسبة وجيلاتين الأكسجين المنقوص

 درجقة  92 حقرارة  علقى  دورة 31 تليهقا  دققائق   5 لمدة مئوية درجة 92 حرارة على أولي بمسخ المتسلسل البوليميراز تفاعل

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

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

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

 جقراثيم  من المئوية النسبة إلى ددةالمح غير الكشف عملية تشير *(4103) وآخرين Delcourt من مأخوذة الخصوصية بيانات

Xanthomonads امة.الرمّ الفطور سلالاتب إصابتها تثب  لم **الاختبار. في إصابتها ثبت  التي الرمّامة والفطور 

 حجم الأمبليكون المرجع زوج البادئات

 )زوج قواعد(

 كشف سلالة

X. citri subsp. citri  

كشف غير محدد 

)%(
* 

 حدود الكشف في المواد

 النباتية

6/3 Hartung وآخرون. 

(1993) 

لا يشكف سلالات  وكافة  661

Aسلالات 
w 

A*
 

مشكلة  اتوحد 4:6 41

 لمستعمرات/مل

J-pth1/J-pth2 Cubero   
 Grahamو

(2002) 

وحدات مشكلة  4:1 14 السلالات كافة 491

 لمستعمرات/مل

J-Rxg/J-Rxc2 Cubero   
 Grahamو

(2002) 

وحدات مشكلة  4:1 :0 السلالات كافة 419

 لمستعمرات/مل

Xac01/Xac02 Coletto-Filho  
 وآخرون

(2005) 

وحدات مشكلة  4:1 42 السلالات كافة 116

 لمستعمرات/مل

XACF/XACR Park وآخرون 

(2006) 

 غيرمعروف **2 السلالات كافة 124
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 DP 6-18 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 المصلي الكشف 2-7

 أجقل  مقن  مختلفقة  أجسقا   مضقادات  اسقتخدا   يستحسقن  3-0-3 القسقم  في الموصوف المناعية الفلورة بروتوكول إلى بالإضافة

 بقديلين  مصقليين  كاختبارين أيضا المباشرة غير "إليزا" أو ELISA-DAS طريقة استخدا  ويمكن الخالصة. المستنبتات تحديد

 الخالصة. المستنبتات لتحديد

2-7-0 ELISA-DAS 

 )كربونقات  الكربونقات ب مقدروء  محلقول  من جيب/ميكرولتر 011بق ميكروتيتر اقأطب تطلى ELISA-DAS اختبار إلى بالنسبة

 (2.9 حموضة درجة على لتر؛ 0 مقطّر  ماء غ؛ 4.1 الصوديو   آزيد ؛غ 93.4 الصوديو   بيكربونات غ؛ 59.0 الصوديو  

 2 حقرارة  علقى  الليقل  طيلقة  وتحضقن  المناسقب  بالشكل مذوبة .citri subsp. citri X لآفة مضادة مناعية غلوبولينات يحتوي

 الصقوديو    )كلوريقد  توينال-بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من خلي، بواسطة مرات 3 الأطباق غسل بعد مئوية. درجات

 الصقوديو    آزيقد  غ؛ 4.1 البوتاسقيو    كلوريقد  غ؛ O2H12·4HPO2Na   9.4 غ؛ 4.1 البوتاسيو  أحادي فوسفات غ؛8

 )مقادة  سقلي  شقاهد  أو اختبار  عينة تضاف ( 2.0 حموضة درجة على لتر؛ 0 مقطر  ماء مل؛ 45.1  41 توينال غ؛ 4.1

 تحضقين  يقتم  جيقب(. ميكرولتر/ 411 )بققدر  (.citri subsp. citri X لآفقة  مرجعيقة  )سقلالة  إيجابي شاهد أو سليمة( نباتية

 لجرثومققة ادالمضقق المنققاعي الغلوبققولين ضققافي الغسققل وبعققد مئويققة. درجققة 03 حققرارة علققى سققاعتين لمققدة الأطبققاق

 citri subsp. citri X. بالفوسقفات  المقدروء  الملحقي  المحلقول  خلقي،  في المناسقب  بالشقكل  المذوب القلوي الفوسفاتازب قترنالم-

 محلقول  يضقاف  الغسقل  بعقد  مئوية. درجة 30 حرارة على ساعتين لمدة الأطباق وتحضن جيب(ميكرولتر/ 411 )بقدر توينال

 21و 31 بقين  تقتراوح  لمقدة  الأطباق وتحضن ميكرولتر/جيب( 411) مغ/مل(0) نيتروفينيل-باراال فوسفاتب مدروء من أساسي

 يتمثقل و نقانومتر.  215 بفلقتر  مجهقز  الضوئي للطيف مقياس باستخدا  الامتصاصات تقاسو الغرفة. حرارة درجة على دقيقة

 حقدّ  يبلقغ و السقليمة.  النباتيقة  المقادة  شقاهد  قيمقة  مرتين تفوق البصرية لكثافةا قيمة كون في بالآفة العينة إصابة تحديد معيار

ELISA-DAS 2 طريققة  في الكشف
01-5

 بهقذه  ينصقح  لا (.Fan  0984و Civerolo) لمسقتعمرات/مل  مشقكلة  وحقدات  01

  النباتية. الأنسجة في للجرثومة المباشر للكشف الطريقة

 الخالصقة  المسقتنبتات  لتحديقد  فقق،  اسقتخدامها  يستحسقن  ولكقن  "إليزا" لطريقة متاحة التنسيل أحادية مضادة أجسا  هناك

 بواسقطة  .citri subsp. citri X لكشقف  تجاريقة  أدوات مجموعقات  وهنقاك  النبقاتي.  النسقيج  في كشقفها  قابلية تدني بسبب

 مقن  المقدمقة  الفنيقة  المعلومقات  راجع بالخصائص المتعلقة ياناتالب إلى بةبالنس (.,Inc Agdia من )مثلا تجاريا متاحة "إليزا"

 آفققات مققع متبققادل بشققكل تتفاعققل أنهققا التنسققيل أحاديققة الأجسققا  مضققادات بعققض عققن يعققرف المصققنعة. الشققركة قبققل

phaseoli pv. axonopodis X. وzinnea pv. campestris X. وcitrumelonis subsp. alfalfae X. وXanthomonas 

pelargonii pv. hortorumالحمضيات. على موجودة تكون أن الباثوفارات لتل  المحتمل غير من أنه غير ؛ 

لغاة
م
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 المباشر غير "إليزا" اختبار 2-7-7

 مقن  (0990) وآخقرون  Alvarez وصفها التي التنسيل أحادية المضادة الأجسا  مع المباشر غير "إليزا" اختبار استخدا  يمكن

 تجاريقا  متاحقة  "إليقزا"  بواسقطة  .citri subsp. citri X لكشقف  تجاريقة  أدوات مجموعقات  وهناك المستنبتات. يدتحد أجل

 بعقض  أن عقن  أفيقد  ولكن تحدد أن .citri subsp. citri X سلالات لكل يمكن  ةنظريال الناحية من .(,Inc Agdia من )مثلا

 أحاديقة  المضقادة  الأجسقا   مع تتفاعل لا  آسيا غرب-جنوب في عزلها تم والتي الظاهري الشكل ناحية من المميزة السلالات

 .(0998 وآخرون  Vernière) المتاحة التنسيل

 مقن  القتخلص  ويقتم  دقيقتين لمدة ج قوة 01 111 تقريبا تضاهي بسرعة المركزي للطرد الخالصة المستنبتات مستعلقات تخضع

 وضقعها  عقبر  الخلايا استعلاق ويعاد واحدة مرة المركّز بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من واحد مل يضافو الطافية. المادة

 للطلاء.  تستخد دارئة مادة في الخلايا لاقاستع يعاد الثالثة الغسل عملية عدوب .أخريين مرتين العملية تكرر ة.مالدوا الآلة في

0 × 5.4 )تقريبقا  بصقرية  كثافة درجة 211 10.1 حتى الضوئي القياس ناحية من البكتيري تركيزال ليعدّو
 مشقكّلة  وحقدة  01

 ومقققدار عينققة  لكققل جيققبين عققدل)بم ميكققروتيتر أطبققاق علققى العينققات مققن تامققة قاسمققة أجققزاء توضققع لمسققتعمرات/مل(.

 آخر. بكتير مع سلي دارئ وشاهد المصنّع( يزودها عينة أو مرجعي )زرع إيجابي شاهد تضمين ينبغي ميكرولتر/جيب(.011

 مسقحوق  مقن  المائة في 5) قمعوّ محلول يضافو جافة. تصبح أن إلى مئوية درجة 30 حرارة على الليل خلال الأطباق تحضن

 31 لمقدة  الأطبقاق  تحضقن  ميكرولتر/جيب(. 411) بالفوسفات( المدروء الملحي المحلول في الدسم من الخالي المجفف الحليب

 والتقوين.  التركيقز  العقادي  بالفوسفات المدروء الملحي المحلول من بمزيج مرتين تغسل ثم ومن الغرفة حرارة درجة على دقيقة

 المقدروء  يالملحق  المحلقول  خلي، في ةالمائ في 5.4 بنسبة ففالمج ليبالح مسحوق إلى الذوبان مناسب أولي مضاد جسم يضاف

 خمقس  تغسقل  ثم ومن الغرفة حرارة درجة على واحدة ساعة لمدة الأطباق تحضنو ميكرولتر/جيب(.011) التوين-بالفوسفات

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

 والتققوين التركيققز العققادي بالفوسققفات المققدروء الملحققي المحلققول مققن بمققزيج المائققة في 5.4 بنسققبة فققفالمج ليققبالح

 مقن  بمقزيج  مقرات  خمقس  تغسقل  ثقم  ومن لغرفةا حرارة درجة على واحدة ساعة لمدة الأطباق تحضن ميكرولتر/جيب(.011)

 فوسقفات  مقن  مقل /مقغ 0 يحتقوي  حقديثا  معقد  أساسقي  محلقول  يضاف .واحدة مرة المركّز بالفوسفات المدروء الملحي ولالمحل

 بقين  الأطبقاق  تحضقن  ميكرولتر/جيب(. 011) (8.9 الحموضة )درجة انولثالإي أمين ثانيب مدروء محلول إلى تروفنيلين-بارا

 يقتم و نانومتر. 215 فلترب المزود الضوء طيف مقياس بواسطة يةالبصر الكثافة تقاس الغرفة. حرارة درجة على دقيقة 21و 31

   .ELISA-DAS طريقة في يجري كما الإيجابية العينات تحديد

 لإمراضيةا القدرة اختبار 2-3

.paradisi C  مثقل  المرجعية العوائل من مجموعة ضمن الإمراض على قدرتها حيث من .citri subsp. citri X تحديد ينبغي

Duncan var. (الليمون  )و الهنقديsinensis Citrus  أو الحلقو(  فالنسقيا  )برتققال aurantiifolia C.  المكسقيكي(  )الليمقون  

 التشخيص. لتأكيد

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

 بسقبب  المائة في 01 إلى 51 بنسبة المتفتحة الناضجة غير الأوراق لتفضّ البكتيرية. للمستعمرات الإمراضية القدرة على لالةالد

 المنفصققلة الأوراق أو السققليمة الأوراق تطعققيم علققى يومققا 02 إلى 0 مققرور بعققد الكلققو  تنشققأ .للإصققابة قابليتهققا ارتفققاع

(Francis  ؛4101 وآخرون Koizumi  0900) تلق   مقع  الرطوبة. عالية بيئة في مئوية درجة 45 حرارة على ضنالح بعد 

 تنمقو  القتي  ياالبكتير قاستعلا يعاد بالجسأة. الشبيه التآكلي .citri subsp. citri X تفاعل بسهولة يميّز أن يمكن المقايسات 

2 بقين  ما التركيز تعديل ويتم معقم مقطر ماء في  الاستخدا  حديث أجار طبق من مراتعستالم أو سائل وس، في
8و 01

 مقن  01

 أن ييجقاب الإ الشقاهد  سقلالة ب المطعمقة  النباتقات  وعلى .وإيجابية سلبية شواهد إدراج دائما وينبغي .بها العوائل تطعيم أجل

 الاختبار. نباتات عن منفصلة تبقى

  الحيوية الكيميائية والخصائص الوصف 2-2

 تر.مميكقرو  05.1-5.1 × 1.4-5.0 مقاسها يبلغو الشكل وعصوية مستقيمةو را غال سلبية جرثومة .citri subsp. citri X إن

 الفسقيولوجية  الخصقائص  مقن  العديقد  في تشقترك  وهقي  ط.بالسقو  شبيهة واحدة قطبية زائدة ةبواسط الحركة على قادرة وهي

 ملقز   بشقكل  وهوائيقة   التغذيقة  وعضقوية  كيميائيقة  إنهقا  .Xanthomonas فئقة  مقن  آخقرين  أعضاء مع الحيوية يةوالكيميائ

 تعقرّف  التي الحيوية الكيميائية الخصائص بعض وترد .xanthomonadinالق هو الأصفر الصباغ بالأكسدة. الغلوكوز تستقلبو

   .4 الجدول في .citri subsp. citri X عن

لغاة
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 citri subsp. citri Xanthomonas لجرثومة الرئيسية الحيوية الكيميائية الخصائص -7 الجدول

 النتيجة الاختبار

 + كاتالاز

 أو ضعيف  – أوكسيداز

 – خفض النيترات

  التحليل المائي لق:

 + النشاء

 + الكازيين

 + 81توين 

 + إيسكولين

 + تسييل الجيلاتين

 + تسييل هلا  البكتات

 – استخدا  الأسباراجين

  يتطلب النمو:

 + ميثيونين

 + سيستيين

 – في المائة من كلوريد ثلاثي فينيل تترازوليو  )كتلة/حجم( 1.02

 

 الجزيئي التحديد 2-5

 صققنف اعتقبر و .citri subsp. citri X جرثومقة  فيهقا  بمققا الجزيئقي   المسقتوى  علقى  الحمضقيات  آفقات  ملامقح  تحديقد  تم

Xanthomonas الأحمقاض  بقين  القتهجين  الإجراءات وتشمل .وتحديده تصنيفه لإعادة ودقيقة سريعة طرقب يتسم أنهب عامة 

 ( 0980 وآخقرون   Lazo ؛0980 وآخقرون   Hartung) الجينقو   بصقمات  وأخقذ  ( 0995 وآخقرون   Vauterin) النووية

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

 واقعالم ةمتعدد السلاسل تحليل 2-5-0

 citri subsp. citri X. (Almeida لجرثومقة  الخقاص  حديقد الت أجقل  مقن  واققع الم متعقددة  السلاسقل  تحليقل  نهقج  اسقتخد  

 التركيب شدون تدبير جينات تضخيم يتم (.4118 وآخرون  Young ؛4101 وآخرون  Ngoc Thi Bui ؛4101 وآخرون 

لغاة
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 (4101) نوآخقري  Almeida  من كل وصفها التي المتسلسل البوليميراز تفاعل  روف على وبناء  بادئاتال بواسطة الوراثي 

 مقا  )عقادة  متعقددة  مواققع  سلسقلة  على الطريقة هذه تقو  (.4118) ن وآخري Youngو (4101) نوآخري  Ngoc Thi Buiو

 لصقنف  المرجعيقة  السلاسقل  مقع  السلاسقل  تلق   مقارنقة  وتقتم  القوراثي(  التركيقب  شدون لتدبير جينات ثماني إلى أربع تكون

Xanthomonas النبققات لميكروبققات كةالمشققتر البيانققات قاعققدة مققثلا  النيكليوتيققدات؛ بيانققات قاعققدات لققدى المققودع 

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

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

 PCR-Repأخذ البصمات بطريقة  2-5-7

 – متكقررة  لاجينيقة  بالندروميقة  عناصقر  علقى  بناء المصممة البادئات استخدا  عبر  PCR-Rep بطريقة البصمات لأخذ يمكن

 للتحديقد  يسقتعمل  أن – (0992 وآخقرون   Louws) BOX وعنصقر  المعقوي  البكقتيري  المتكقرر  الجقيني  التوافقق  تسلسلات

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

 في (5.1 إلى 4.1 مقن  نقانومتر  211 مسقتوى  علقى  )الامتصقاص  البكتيريقة  المسقتعلقات  من النووي الحمض استخراج بالوسع

 يخقزن  النققاء.  الفقائق  الماء في جديد من والمستعلقة الإيثانول في المترسبة فينول  كلوروفور  أميل إيزو كحول مع واحدة خطوة

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

   .4-2-0-3 القسم في

 2و واحقدة   مقرة  مركقزة  تقاك  دارئقة  تحتقوي  ميكقرولتر 45 بمققدار  للتفاعقل  خلائ، في BOX المتسلسل البوليميراز تفاعل يتم

 R1BOX (5′3-GCAAGGCGACGCTGCAG-CTACG-′) ئقة باد مقن  ميكقرومتر  2.4 المغنيسيو   لوريدك من ميليمولار

(Louws  0992 وآخرون ) كقل  مقن  ميكرومتر 4.1  dNTP  4  مقن  ميكقرولتر 5و تقاك  النقووي  الحمقض  بقوليميراز  وحقدة 

 درجقة  92 حقرارة  علقى  أوليقة  مسخ بخطوة التفاعل  روف وتتمثل .anthomonadX سلالات من المستخرج النووي الحمض

 درجقة  04و ثانيقة  31 لمدة مئوية درجة 28و ثانية  31 لمدة مئوية درجة 92 حرارة على دورة 21 تليها دقائق 5 لمدة مئوية

 البقوليميراز  تفاعقل  منتجقات  تحلقل  دققائق.  01 لمقدة  مئويقة  درجقة  04 حرارة على نهائية وخطوة واحدة  دقيقة لمدة مئوية

الخليقق   ربققاعي الإيثيلينققديامين حمققض أسققيتات ثلاثققي مققن دارئققة في المائققة في 3 بنسققبة الأجققاروز هققلا  في المتسلسققل

دة ( لمق 8.1الخليق ؛ درجقة الحموضقة     ربقاعي  الإيثيلينقديامين  ميليمولار/لتر حمض0يمولار/لتر من ثلاثي الأسيتات؛ ميل21)

 ببروميد الإثيديو .  تصبغفولتات و 001ساعتين بقوة 

 واحقدة   مقرة  مركقزة  تقاك  دارئقة  تحتقوي  ميكقرولتر 45 بمققدار  للتفاعقل  خلائق،  في ERICيتم تفاعل البقوليميراز المتسلسقل   

 R1ERIC (5′3-GGGGATTCAC-ATGTAAGCTCCT-′) بادئة من ميكرومتر4.0 المغنيسيو   كلوريد من ميليمولار 3و

 كقققل مقققن ميكقققرومتر 4.1 ( 0992 وآخقققرون  Louws) 2ERIC (5′3-GGGGTGAGCG-AAGTAAGTGACT-′)و

dNTP  4 سقلالات  مقن  المسقتخرج  النووي الحمض من ميكرولتر 5و تاك النووي الحمض بوليميراز ةوحد anthomonadX. 

 كمقا  الحالقة  هقذه  في التفاعقل  منتجقات  وتظهقر  .BOX المتسلسقل  البوليميراز لتفاعل المسجلة نفسها فهي التفاعل  روف أما

  .BOX تفاعل منتجات

لغاة
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 تتحقول  أن للأنمقاط  يمكن ولكن المجردة بالعين الشبه أوجه لإيجاد وتحليلها المعالم( المحددة )الأنماط البصمات مقارنة يمكن

 وعلقى  التطبيقيقة(.  لرياضيات)ل BioNumerics مثل معلوماتية برمجية استخدا  عبر  مقارنة وسلالات ناتئة أنماط إلى أيضا

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

 وعديمقة  للأعقراض  الحاملقة  النباتيقة  المقواد  علقى  وتحديقدها  citri subsp. citri Xanthomonas جرثومة كشفال خط، ترد

  تباعا. 2و 5 الشكلين في الأعراض

 السجلات -5

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

 ة.النباتي الصحة

 )ووسمهقا  الأصقلية  بالعينة الاحتفا  يستحسن التشخيص  بنتائج سلبا أخرى متعاقدة أطراف بها تتأثر قد التي الحالات وفي

 نسقخة و الجقل   أنقواع  صقور  )مثقل  الاختبارات مواد أو المثب  أو المحفو ة والعينات الآفة  ومستنب )ات( تتبعها( لتيسير

 الامتثقال  عقد   حالات في سيما لا  الأقل على واحدة لسنة المتسلسل( البوليميراز تفاعل أمبليكوناتو "إليزا"  لنتائج مطبوعة

 والإجقراءات  النباتيقة  الصقحة  باشقتراطات  التقيّقد  عقد   حالات عن للإبلاغ توجيهية خطوط 4110 :03 رقم الدولي المعيار)

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

 إضافية معلومات على للحصول الاتصال نقاط -6

General Direction of Agricultural Services, Biological Laboratories Department, Av. Millán 4703, CP 
12900, Montevideo, Uruguay (Enrique F. Verdier; e-mail: emvermar@adinet.com.uy; tel.: +598 
23043992).  

Centro de Protección Vegetal y Biotecnología, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), 
Carretera Moncada-Náquera km 4.5, 46113 Moncada (Valencia), Spain (María M. López; e-mail: 
mlopez@ivia.es; tel.: +34 963424000; fax: +34 963424001).  

Instituto Nacional de Investigación Agraria y Tecnologia Alimentaria, INIA, Ctra de La Coruña km 6, 
Madrid, Spain (Jaime Cubero; e-mail: cubero@inia.es; tel.: +34 913473900; fax: +34 913572293).  

 والمنظمقات  النباتقات  بوقايقة  الخاصقة  القطريقة  المنظمقات  قبقل  مقن  التشقخيص  بروتوكقول  في النظر لإعادة طلب تقديم ويمكن

 النباتقات  لوقايقة  الدوليقة  الاتفاقيقة  أمانة خلال من النباتية الصحة تدابير لهيئة التابعة الأجهزة أو اتالنبات لوقاية الإقليمية

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

 وتقدير شكر -2

 المختققبرات دائققرة الزراعيققة  للخققدمات العامققة المديريققة مققن .Verdier E.F السققيد البروتوكققول لهققذا الأولى المسققودة حققرر

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

 آيقرس   بقوينس   Huergo Ing. 01101107 CP جقادة   SENASA وجودتهقا   الزراعيقة  الأغذيقة  لصحة الوطنية الشعبة

 int +5411 43621177رققم الهقاتف:     ritalanfranchi@hotmail.comالإلكترونقي:  البريقد  لانفرانكقي   )ريتا الأرجنتين
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 (emciv@comcast.net الإلكترونققي: )البريققد المتحققدة الولايققات الأميركيققة  الزراعققة وزارة سققيفيرولو  إد السققيد (؛008

 إلى بالإضقافة  التفاصقيل(.  علقى  للاطقلاع  2 القسقم  )أنظر إسبانيا الزراعية  للبحوث فالنسيا معهد  .López M.Mوالسيدة 

 للاطقلاع  2 القسقم  نظقر )أ إسقبانيا  الزراعقة   مجال في والتكنولوجيا للبحوث الوطني المعهد من كوبيرو ج. السيد شارك ذل  

  البروتوكول. هذا صياغة في كبيرة مشاركة التفاصيل( على

 المراجع -8

Almeida, N.F., Yan, S., Cai, R., Clarke, C.R., Morris, C.E., Schaad, N.W., Schuenzel, E.L., Lacy, 

G.H., Sun, X., Jones, J.B., Castillo, J.A., Bull, C.T., Leman, S., Guttman, D.S., Setubal, J.C. & 

Vinatzer, B. A. 2010. PAMDB, a multilocus sequence typing and analysis database and website for 

plant-associated microbes. Phytopathology, 100(3): 208–215. 

Álvarez, A.M., Benedict, A.A., Mizumoto, C.Y., Pollard, L.W. & Civerolo, E.L. 1991. Analysis of 
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Bui Thi Ngoc, L., Vernière, C., Jouen, E., Ah-You, N., Lefeuvre, P., Chiroleu, F., Gagnevin, L. & 

Pruvost, O. 2010. Amplified fragment length polymorphism and multilocus sequence analysis-
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Microbiology, 60(3): 515–525. 

Bull, C.T., De Boer, S.H., Denny, T.P., Firrao, G., Fischer-Le Saux, M., Saddler, G.S., Scortichini, 
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and Environmental Microbiology, 68: 1257–1264.  
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Cubero, J. & Graham, J.H. 2005. Quantitative real time polymerase chain reaction for bacterial 

enumeration and allelic discrimination to differentiate Xanthomonas strains on citrus. 

Phytopathology, 95: 1333–1340.  
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 شكالالأ -9

 
 وثمرته. وسيقانه (paradisi Citrus) الهندي الليمون أغصان على الحمضيات لقرحة النموذجية الأعراض -0 الشكل

 
 (.paradise Citrus) الهندي الليمون على مبكرة كلو  الحمضيات: قرحة أعراض يحمل غصين -7 شكلال
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 الهندي والليمون )اليسار( (sinensis Citrus) الحلو البرتقال ثمرة على الحمضيات قرحة أعراض -3 شكلال

(paradisi Citrus) ،ويمين(. )وس 

 
 أوراق نقابة عن الناجمة الجراح جراء تفاقم  وقد (limon Citrus) الليمون ورقة على الحمضيات قرحة أعراض -2 شكلال

  الحمضيات.

لغاة
م



6:4102 بروتوكول تشخيصي   بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح 

 

 DP 6-30 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 

  

 .للأعراض الحاملة النباتية المواد على citri .subsp citri Xanthomonas وتحديد كشف نظا  -5 الشكل

  

 القسم 1-1-3

-DAS/الفلورة المناعية

ELISA (3-1-3 القسم) 

 المنفصلة الأوراق/الأوراق أقراص تطعيم

 (6-1-3 القسم)

 العزل وس،

 (2-1-3 القسم)

 النتيجة إيجابية الاختبارات كل/بعض

 المتسلسل البوليميراز تفاعل

 (4-1-3 القسم)

 المباشر العزل
 (2-1-3 القسم)

 النموذجية المورفولوجيا ذات المستعمرات

 (2-1-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 الجرثومة وجود تحديد اختبارات

 (4 القسم)

 أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحادية محددة أجسا  بمضادات يستعين مصلي واختبار البادئات

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

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

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 

 إيجابي

 وجود تحديد تم

X. citri subsp. citri  
 

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

  

 الأعراض من الخالية النباتية المواد

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

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

 على إيجابي واحد فحص

 الأقل

 (2-1-3 )القسم المباشر العزل

  ةالنموذجي المورفولوجيا ذات المستعمرات

 (2-1-3 )القسم

 النتيجة سلبية الاختبارات كل

 نعم

 لا

X. citri subsp. citri  

 وجودها يحدد لم

 الجرثومة وجود تحديد اختبارات

 (4 القسم)

 أزواج من مجموعتين بواسطة المتسلسل البوليميراز لتفاعل الإيجابية النتائج

 التنسيل أحادية محددة أجسا  بمضادات يستعين مصلي واختبار البادئات

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

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

 نعم

X. citri subsp. citri 

 وجود تأكيد عدم

 لا

 إيجابي

 وجود تحديد تم

X. citri subsp. citri  
 

لغاة
م



6:4102 بروتوكول تشخيصي   بروتوكولات التشخيص للآفات الخاضعة للوائح 

 

 DP 6-32 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 المطبوع تاريخ

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

 [الموضوع رقم أضف] البكتيريا موضوع: تح  Citri pv. axonopodis Xanthomonas (4112-4100) موضوع (4112) للهيئة لأولىا الدورة أضاف 

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

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

 الأعضاء مشاورة 4103-10

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

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

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

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

  الفاو. النباتات  لوقاية الدولية الاتفاقية روما  citri subsp. citri Xanthomonas (4102.) :2 الملحق :4112:40 الدولي المعيار

 4102-18-49 :المنشور لتاريخ تحديث آخر

لغاة
م




