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 3-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 معلومات عن الآفة -1
 

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

 ، ولكن الأنواع الغريبة التي تزرع في أمريكا الشمالية، خاصة 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 العشررررررررين، ويفنض أتا نقُلت عب الأخشررررررراب المصررررررردَّرة  B. xylophilusآفة  تونقُل

 أشرررررجار فيخسرررررائر كبيرة حاليا  الشرررررمالية وباتت واحدة من أكثر آفات الغابات ضرررررررا  في البلد، حيث ما زالت تسررررربب 
(، وصررررررررررررررنوبر أوكينررراوا P. thunbergiiنوبر الأسررررررررررررررود اليرررابررراني )(، والصررررررررررررررPinus densifloraالأزهرررار ) ةالكثيفرررالصررررررررررررررنوبر 

(P. luchuensis) .آفة  ودخلتB. xylophilus  أيضررا  إلى الصررا ) ا في ذل  تايون( وكورياث وعثر عليها هنام في منتصررف
ري في الصرررررررنوبر البح ، وجدت الآفة للمرة الأولى في أوروبا )البتغال(1990نات القرن الماضررررررري. وفي عام أواخر ثمانيفي أو 
(P. pinaster الذي تقتله الدودة في غضون أشهر قليلة ،)بعد إصابته بالآفة (Mota et al., 1999; Fonseca et al., 2012 .)

 ( في البتغال وإسرررربانيا P. radiate( والصررررنوبر الشررررعاعي )P. nigraأيضررررا  في الصررررنوبر الأسررررود ) B. xylophilusواكتشررررفت 
 للمرة الأولى  B. xylophilus آفررررة ، وجرررردت2008(. وفي عررررام Inácio et al., 2014; Zamora et al., 2015على التوالي )
 (.Abelleira et al., 2011في إسبانيا )

 
)الخناف   Monochamusن  الجمن شجرة إلى شجرة عن طريق خنفساء ساكنة في الخشب من  B. xylophilusوتنتقل آفة 

(. وتدخل Cerambycidae( )Linit, 1990; Evans et al., 1996الخناف  الطويلة القرون  :Coleopteraدية الأجنحة غم
الشجرة  ار ومباشرة قبل أن تثقبالإخد طورة وجيزة من خروج تل  الحشرات من في أجسام الحشرات بعد فن  النيماتودا
ذية النضج(. وأوراقها )تغ الغصيناتى على (. وتطير الخناف  إلى تيجان الأشجار السليمة وتتغذWingfield, 1987العائلة )

 وتتزاوج بعد ذل  وتبحث الإناث عن شجرة ضعيفة أو شجرة ماتت مؤخرا  أو تبحث عن الجذوع أو الأغصان الأكب 
، حيث تقوم بوضع بيضها من خلال اللحاء. وتتغذى Monochamus) ا في ذل  الحطام المتساقط(، تبعا  لنوع الخنفساء 

 شهر. وعندما أاء التي تفق  من البيض في الأنسجة القُلبية التي تقع مباشرة تحت اللحاء لعدة يرقات الخنفس
 B. xylophilusأعمق في الخشب كي تتشرنق وبهذا تكتمل دورة حياتها. وتستفيد آفة  ا  ثقوب تُحدثج، تصل إلى مرحلة النُض

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

 ا با هذه الأنواع، إذ يمكنه فريدةتبدو  B. xylophilus(. غير أن آفة Edwards and Linit, 1992الأشجار الميتة( )
نتيجة  صنوبرالأيضا  أن تنتقل إلى شجرة جديدة أثناء تغذية النُضج عن طريق الخناف ، ويمكن أن يظهر مرض ذبول 

 (.Wingfield, 1987) الغصيناتلانتقالها من خلال 
 

ما يحدث دقريبة نسبيا  من موقع دخولها الشجرة. ولكن عن النيماتوداأثناء وضع البيض، تبقى  B. xylophilusوعندما تنتقل 
جرة وتُدمِّر الأنسجة في كل الش النيماتودا، تتوزَّع الصنوبرالشجرة  رض ذبول  بوعندما تصا الغصيناتالانتقال من خلال 
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ضا  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 عموما  سوى جن   الصنوبر. وتتوقف إصابة الشجرة  رض ذبول تقُطعأو 

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

 (.Schröder et al., 2009أخذ العينات )وينبغي مراعاة ذل  عند تحديد اسناتيجيات 
 

، Larix، وCedrus ، وChamaecyparis ، وAbiesأيضا  في الأشجار الميتة من الأنواع  B. xylophilusفة آتوجد ويمكن أن 
ولكن لي  معروفا  أن أيا  من هذه الأجناس  (،Thuja spp، وغيرها من المخروطيات )باستثناء التويا Pseudotsuga، وPicea و

 ختبارات المرضية على الشتلات تكشف عن تفاعلات ملحوظة، ذبول الصنوبر على الرغم من أن الايتأثر  رض 
 (.Evans et al., 1996 ا في ذل  موتها )

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

 M. carolinensis في اليابان، وM. saltuarius في الصا واليابان، و M. alternatusالنواقل تبعا  لتفاوت الأقاليم الجغرافية، مثل 
ف  أنواعا  أخرى من فصيلة الخناأن في البتغال. وتباَّ في بعض الأحيان  M. galloprovincialis في أمريكا الشمالية، و

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

 
على مسافات أكب، وجرى اعناض الآفة  B. xylophilusومن المعروف أن النشاط البشري يمثل مسارا  رئيسيا  لانتشار 

 الصلبة لتعبئة الخشبيةامواد للخشب، وفي المنتجات الخشبية، ومن أبرزها  ونواقلها في عدد من المناسبات في التجارة الدولية
 المخروطيات. ولذل  فإن مخاطر تفشيها دوليا  كبيرة.أخشاب المصنوعة من 

 
المرتبطة بالخناف  الناقلة تشرركِّل أكب مخاطر الانتشررار فإن انتقال الآفة من الخشررب  B. xylophilusآفة أن وعلى الرغم من 

 ب إلى الخشررررررب غير المصرررررراب أو إلى الأشررررررجار غير الموبوءة يمكن أن يحدث في ظروف محددة تتمثل في الاتصررررررال المصررررررا
 المبررررراشررررررررررررررر با المرررررانح والخشررررررررررررررررررب المتلقي، وزيرررررادة محتوى الرطوبرررررة في الخشررررررررررررررررررب المتلقي أو الجروح في الأشررررررررررررررجرررررار 

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

 ومرض ذبول  ،ونواقلهررررا B. xylophilusالرجوع إلى مزيررررد من التفرررراصرررررررررررررريررررل عن الخصررررررررررررررررررائص البيولوجيررررة لآفررررة ويمكن 
 لرررة في الكترررب الشرررررررررررررررراموآثرررارهرررا على الاقتصرررررررررررررررراد والتجرررارة، واسررررررررررررررناتيجيرررات إدارتهرررا،  وتوزيعهرررا الجغرافي، ،الصررررررررررررررنوبر
 (. 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.  والأطوارلبيض : اأطوارست  B. xylophilus لآفة

 الثالث) ويوجد طوران آخران لليرقات الصغيرة، البيضةمن  J2 الطور ويفق في البيضة. ( J2) الطور الصغير الثاني لينتقل إلى
تكون فيها درجة   ظروف مختلفة. وفي الظروف المواتية التيفي الصغيرة الأطوار. وتظهر مختلف أنواع طور البلوغ( 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 أتJ3 الطوربدلا  من  IIIJالتشرررررررررتت  تتطور اليرقة في طورف غير المواتية، وفي الظرو 
( ويمكن أن تتحمل الظروف غير المواتية، مثل الجفاف أو Kondo and Ishibashi, 1978وتناكم الدهون في الخلايا المعوية )

 ( السرررررررررراكنة الصررررررررررغار) IVJالتشررررررررررتت  طورإلى  في هذا الطورفي العادة  وتنسررررررررررلخ انخفاض درجة الحرارة، أو نقص التغذية.

 ، ماتوداالنيوهذه تنقلها الخنفسررررررررررررراء الناقلة إلى الأشرررررررررررررجار الجديدة. ومع ذل ، إذا   تصررررررررررررربح الظروف مناسررررررررررررربة لتطور 

 الطور فررررإتررررا تتطور إلى في مسررررررررررررررتنبررررت فطريررررات،  IIIJ يرقررررات الطوروذلرررر  على سرررررررررررررربيررررل المثررررال عن طريق وضررررررررررررررع 

 J4 (Wingfield et al., 1982.) الإكثاري
 

 الحيّة في أنواع مختلفة من أخشاب الأنواع العائلة،  ا في ذل  الأشجار القائمة  B. xylophilusويمكن أن توجد آفة 
شارة، ورقائق ذل  الن، 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، وكذل  في الخناف  الناقلة. وبالرغم  B. xylophilusآفة  الكشف عنبشأن 

، لا تشكل B. xylophilusصحيحة أساسي للحصول على مادة مصابة على الأرجح بآفة  من أن أخذ العينات بطريقة
ومنظمة وقاية النباتات في أوروبا  Schröder et al. (2009)جزءا  من البتوكول الحالي. ونشر الإرشادات المتعلقة بأخذ العينات 

 Monochamus الخناف  الطويلة القرون إلى أنواع ( إرشادات عامة بشأن أخذ العينات، مع الإشارة2012والبحر 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   يكن معروفا  ما إذا كانت آفة 
الآفة، والمطارات، إصابتها بب ةوانئ مناولة الواردات من البلدان المعروفالقريبة من المواقع الشديدة التعرض للمخاطر، مثل م

لخناف  الطويلة اغابات. تنجذب الحرائق  ومناطقوالمناشر، ومرافق تجهيز الأخشاب، والأماكن التي تخزَّن فيها الأخشاب، 
 إلى حرائق الغابات(. القرون
 

 لمحتضرةا، ينصح بنكيز أخذ العينات على أشجار الصنوبر ما نطقةفي م B. xylophilusآفة ولتوفير أفضل فرصة لاكتشاف 
(، والتي تكون قائمة أو ساقطة. ويمكن أيضا  استخدام الأشجار والنفايات المقطوعة 3و 2أو التي ماتت مؤخرا  )الشكلان 
الطويلة ناف  الخا تعمرتهأي مواقع قطع الأخشاب التي يناوح عمرها با سنة وسنتا( التي اس)من موسم التساقط الأخير 

وأدلة الذبول، و بعد سقوطها. وينبغي البحث عن الأعراض التالية: تغيرر لون الإبر )مثل اصفرارها(،  Monochamus القرون
ق الشقو و  ،اللحاء شقوقالخشب على الأرض أو حدوث بروزات من  نُُاتةحدوث هجوم من الحشرات )مثل تثبت 

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

 قة القلبية. وتغطي الأشجار السليمة سطح الخشب بالراتنجمن الطب ءتكون الأشجار خضراء عن طريق إزالة جزء من اللحا
في غضون ساعة واحدة، بينما يقل أو ينعدم تدفق الراتنج في الأشجار المصابة. ومع ذل ، تتفاوت هذه الأعراض بتفاوت 

 . أخرىل أو عواممسببات أمراض  ها، إذ قد تحدثB. xylophilusر، وهي أعراض غير محددة بالنسبة لآفة بأنواع الصنو 

تي تموت لأسباب أخرى. أو ال الصنوبرولا يوجد حاليا  أي طريقة للتمييز بصريا  با الأشجار التي تموت بسبب مرض ذبول 
، سواء  تغذية Monochamusالخناف  الطويلة القرون ويفضل أن تكون الأشجار التي تُجمع عينات منها مرتبطة بهجوم 

 عينات.في المنطقة التي تؤخذ منها ال تل  الخناف ون معروفا  على الأقل وجود . وينبغي أن يكالاستيلادالنُضج أو 
 

 موضعيا  داخل الأشجار، خاصة بعد فنة وجيزة من دخولها عن طريق وضع البيض  النيماتوداويمكن أن يكون توزيع 
بسرعة لتنتج  يماتوداالنتنتشر  ، يمكن أنالصنوبرأو عن طريق تغذية النضج لدى الخنفساء الناقلة. وفي حالات مرض ذبول 

أيضا   الصنوبرشجر  B. xylophilus النيماتوداو ز والبذور. وتغ والأقماعدا  كبيرا  في كل أجزاء الشجرة، باستثناء الإبر عد
 المجموع الجذري ويمكن أن تعيش هنام لمدة معيَّنة عندما تكون الشجرة ميتة بالفعل أو جافة أو تم قطعها. ومع ذل ، يمكن

أن يظل محدودا  في توزيعه داخل الأشجار غير الحساسة عندما تكون الظروف المناخية غير مواتية  الصنوبر نيماتودالهجوم 
أو في حالات فسيولوجية معيَّنة للشجرة. ومن ذل  على سبيل المثال أن الإصابة بالآفة قد تكون تأكدت بالفعل في التاج 

 ائر أجزاء الشجرة. أو في أجزاء منه دون أن تنتشر إلى س
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وذة ، وفي العينات المأخوالمصائد الخشبيةالكشف عن الآفة عن طريق استخدام مصائد الحشرات،   3-2
 من المناشر ومخازن الأخشاب

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

لجمع  الخناف  الطويلة القرون(. وعند استخدام مصائد Sanchez-Husillos et al., 2015الرصد أيضا  ) تل  المصائد في
حيّة ولي   ، ينبغي صيد الخناف خشب الصنوبر نيماتوداب حدوث إصاباتالخناف  المراد فحصها للتأكد من احتمالات 

 في مادة سائلة قاتلة. 
 

 كمصائدالأخشاب المقطوعة   أن تستخدم، Monochamusخناف  ت معروفة من ويمكن في المناطق التي توجد فيها تجمعا
يحدث في تل   لنيماتودااالخناف . وتنجذب الخناف  إلى تل  المصائد لوضع بيضها، وقد ثبت أن انتقال  طيرانأثناء فنة 
 ماتودانيلتي تظهر لرصد وجود (. ويمكن أخذ عينات من الخشب أو الخناف  اDwinell, 1997; Luzzi et al., 1984الحالات )

وتيرة تطور  . ويمكن أيضا  تسريعالموادفي مساحة محدودة. ويمكن أن تتم الخناف  دورة حياتها في تل   خشب الصنوبر
 الخنفساء عن طريق أخذ قطع أخشاب المصائد إلى المختب في فصل الخريف. وسوف تظهر الخناف  قبل عدة أسابيع 

 طبيعية.من ظهورها في الظروف ال
 

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

 لأخشاب المحلية والمستوردة على السواء. ولكن ذل  ينطوي أيضا  على أخشابها من مناطق بعيدة ويمكن أن تجهِّز ا
 على عيوب تتمثل في صعوبة إيجاد ارتباط با عينة إيجابية ومنطقة المنشأ.

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

 سررررررريما مواد التعبئة الخشررررررربية الصرررررررلبة، و اصرررررررة من البلدان يمكن أخذ عينات من جميع أنواع أخشررررررراب المخروطيات، لا 
 ، وذل  باسرررررتخدام مثقاب منخفض السررررررعة، أو حفار، أو منشرررررار، أو فأس، خشرررررب الصرررررنوبر نيماتوداالتي تظهر فيها 

 جتخر لتي اذلر . وينبغي تركيز أخرذ العينرات على الأجزاء التي توجرد فيهرا ثقوب دائريرة )أي الثقوب  أو خطراف، ومرا إلى
ات خشررربية. ويمكن ئيوية وأنفاق اليرقات التي تكون مسررردودة في بعض الأحيان  ز امنها الخناف ( وثقوب الدخول البيضررر

 لإزالة اللحاء عندما يكون موجودا  أن يسرراعد على اكتشرراف السررراديب. وفي حالة الخشررب المنشررور، لا تلاح  في العادة 

 زيئات ات التي يصررررررعب في بعض الأحيان اكتشررررررافها نظرا  لانسرررررردادها أي ثقوب للخروج، ولكن يمكن رؤية أنفاق اليرق
 ، الزرقرراء. ومع ذلرر  الفطريررات، خرراصرررررررررررررررة بقع تنمو فيهررا الفطريرراتالخشرررررررررررررررب. وينبغي أخررذ عينررات من الأجزاء التي 

لسررالفة الذكر ايمكن اكتشررافها في العينات بدون المؤشرررات  ةخشررب الصررنوبر الحيّ  نيماتوداالات أن الحتباَّ في العديد من 
 (.2012)منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط، 
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 تلوث السطح . وقد يؤدي ذل  إلىاستخدامهاويمكن لمواد التعبئة الخشبية الصلبة )مثل المنصات( أن تلام  النبة أثناء 
في عينات الخشب  النيماتوداا  لحدوث تلوث بالساكنة في النبة، ويمكن أن تظل حيّة بعد التجفيف. وتلافي النيماتودابالنبة و 

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

 دَّلة ن المعالحيّة من الخشب المصاب باستخدام تقنية قمع بيرمان أو تقنية بيرما النيماتودايمكن استخراج 
(Penas et al., 2002; EPPO, 2013cوفي تقنية قمع بيرمان، يملأ بالماء قمع .) مسدود يكون عنقهبلاستيكي أو  زجاجي 
. عأنبوب مطاطي ومشب . وتثبت العينة التي تتألف من قطع صغيرة من الخشب أو من براية الخشب على منخل في القمب

على المنخل لتجنب تلوث الماء بحطام الخشب. ويملأ القمع بعد ذل  بالماء  اتوداالنيمويوضع منديل ورقي يسمح  رور 
درجة  25ا تهالغرفة أو في حاضنة )درجة حرار  حرارةساعة في درجة  48و 24لتغطية العينة. وتنم العينة لمدة تناوح با 

عن طريق إخراج   قاعدة القمع حيث يمكن جمعهاأثناء ذل  من الخشب إلى الماء وتسقط في  النيماتودامئوية تقريبا ( وتنتقل 
 تقريبا ( إلى طبق صغير.  اتيلن ملّ  10كمية صغيرة من الماء )

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

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

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

 النيماتودالفحص ة باستخدام ماصة أو إبر ت جههر جهسَّم تح من طبق بيني الصغير إلى شريحة زجاجية النيماتودال نق ويمكن
 . تحت جههر عالي القدرة

 
تتكاثر  النيماتوداى بنم صو بأعداد قليلة جدا  في العينة، وبالتالي فإن كشفها قد يكون متعذرا . وي النيماتوداويمكن أن تظهر 
كي وتوضع في حاضنة في كي  بلاستي ينة الخشب المرطَّبة بدون أي لحاءصها. وتحقيقا  لهذه الغاية، تغُلَّف عقبل استخلا
عد ذل  باستخدام ب النيماتودادرجة مئوية تقريبا  لمدة تناوح با أسبوعا وثلاثة أسابيع، وتستخلص  25درجة حرارتها 

 تقنية قمع بيرمان.
 

ات الحيّة عندما تخرج من عينة الخشب، ولكن في غضون الساع النيماتوداان إلى اكتشاف ويستند مبدأ تقنية قمع بيرم
. غير أن من المؤكد أن تل  (Baermann, 1917) النيماتوداالأربع والعشرين أو الثماني والأربعا الموصى بها، تموت بعض 

ية المستوردة. الحسبان عند تحليل المواد الخشب كانت حيّة عندما بدأت عملية الاستخلاص. وينبغي وضع ذل  في  النيماتودا
الطرد  بعض طرق الاستخلاص الأخرى، مثل التي تكون قد ماتت بالفعل باستخدام ويمكن أيضا  استخلاص النيماتودا

د (. ويمكن استخدام طريقة الطر Moens, 2000المركزي )وهي طرق غير مبيَّنة هناث وهي أسرع كثيرا  من تقنية قمع بيرمان( )
  ، ولكن لي  لإثبات إجراء معالجة ناجحة للصحة النباتية في ذلخشب 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 الخناف  من جن  

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

 
 القصرررررربة الهوائية للخناف  في ( سرررررركونال)الصررررررغار في مرحلة  IVJالتشررررررتت  طور التي فيوتوجد في العادة صررررررغار النيماتودا 

وتطحن  . ولعزل النيماتودا، تجفَّف الخناف لدى النيماتودا التي ما زالت في طور السررركون حربةوعلى جسرررمها. ولا يوجد 
 درجرررررررة مئويرررررررة تقريبرررررررا   25في درجرررررررة حرارة  48و 24لمررررررردة تناوح با  ءفي طبق منررررررراسررررررررررررررررررررب ويحتف  بهرررررررا في المرررررررا

(EPPO, 2013c, 2001; al. etSousa  وسوف تخرج الصغار .)الطور في الساكنةمن الخناف . ويتعاَّ نقل الصغار  الساكنة 
IVJ  حصررريرة من فطرياتإلى Botryotinia fuckeliana  :الشررركل(Botrytis cinerea )( 1-1-4الشرررعير )القسرررم  على أغار

بردلا  من  آخر إلّا في النيمراتودا البرالغرة. ويمكن جيمورفولو لتردخرل في دورة الحيراة التكراثريرة، إذ لا يمكن إجراء أي تحرديرد 
 ئي. ويمكن أيضا  استخدام تقنية قمع بيرمان لاستخدام النيماتودا من الخناف .يذل  استخدامها مباشرة في التحديد الجز 

 
، أو يمكن أعلاه للنيماتودا المستخرجة من الخشب أو من النواقل الحشرية على النحو المباَّ  مورفولوجيفحص إجراء ويمكن 

البحر وروبا و أئي لنيماتودا خشب الصنوبر مباشرة في العينات المستخرجة. وتشير منظمة وقاية النباتات في يإجراء 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  الحقيقيفي الوقت 

 
مباشرة  B. xylophilusمن آفة  الحمض النوويئي التي يتم فيها استخراج يوهنام أيضا  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 ا  يغرامملّ  120و 5يناوح با 

يِّتة. ئي أن يكتشف أي نيماتودا مستهدفة سواء  أكانت حيّة أم ميتخدام الاختبار الجز إلى ذل ، يمكن للكشف المباشر باس
نة إذا كان ذل  مناسبا  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 Futai, 2013) Bursaphelenchusأنواع من جن   110الآن وصف حوالي تم حتى 
 B. xylophilusويمكن تحديد آفة  .Futai (2013)و Braasch et al. (2009) و، Hunt (2008) ، وRyss et al. (2005)العامة في 

ائص البيولوجية ، والطريقة المستندة إلى تقنيات الخصالمورفولوجيةسمات لاإيجابيا  بإحدى طريقتا: الطريقة المستندة إلى 
 االأخيرة قد ازداد، ويتشابه بعضه في السنوات التي جرى وصفها Bursaphelenchusئية. وبالرغم من أن عددا  من أنواع يالجز 



10بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  
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ومع ذل  فإن التعرف  .المورفولوجيةالخصائص  التمييز بينها من خلال في معظم الحالات ، يمكنالمورفولوجيةفي خصائصه 
 قد يكون أمرا  متعذرا . المورفولوجيةصائص الخعلى أساس  B. xylophilusلآفة  المستدق الطرفعلى الشكل 

 
 إعداد شررررررائح جههرية ذات نوعية جيدة، والحصرررررول على جههر ذي المورفولوجيةسرررررمات الويتطلب التحديد بالاسرررررتناد إلى 

 ا  بة كبيرة في تصررررررررررررررنيف النيماتودا، خاصررررررررررررررة في المجموعة الصررررررررررررررغيرة من الأنواع المرتبطة ارتباطا  وثيققدرة عالية، والتمتع  
 ، وغررررررريرهرررررررا(. B. fraudulentusو B. mucronatus kolymensisو B. mucronatus mucronatus) B. xylophilusبرررررررالآفرررررررة 

دامها دون شررررفة باهظة التكلفة، ولكن يمكن اسررررتخئية معدات ومواد كايوتتطلب طرق التحديد باسررررتخدام البيولوجيا الجز 
ضمان عدم من التدريب المتخصص في النيماتودا(. بيد أن الخبة الوافية مطلوبة لالحاجة إلى خبة تقنية كبيرة )وبقليل جدا  

 جيررررررة يسررررررررررررررتنررررررد و رفولو ضرررررررررررررريرررررراع مواد النيمرررررراتودا المحرررررردودة أثنرررررراء تطبيق الإجراءات. وفي حا أن تحررررررديررررررد الهويررررررة الم

أو جن   لصغيرةالأطوار اسوى  ا  جراؤه حتى إذا   يكن متاحإيمكن  ئييالبالغة فإن التحديد الجز  النيماتودالى عينات من إ
تسرررررررلسرررررررل القائمة البلمرة المإنزيم البالغة، وهذه ميزة تتسرررررررم بها هذه الطريقة. وفي حا أن طرق تفاعل  النيماتوداواحد من 
 المرسررررررررال  النووي الريبي الحمضلنيماتودا الميتة والحيّة، يمكن للطرق الجديدة المسررررررررتندة إلى لا تميَّز با ا الحمض النوويعلى 

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

ض النبات ولديه افي النيماتودا أو خبير متخصص في أمر  أخصائيويمكن تحديد هوية نيماتودا خشب الصنوبر على يد 
البالغة وفي حالة  داالنيماتو من  ا  وإناث ا  إذا كانت العينات المتاحة ذكور  المورفولوجيةسمات الخلفية عن النيماتودا باستخدام 

ئية للحصول على يوالمعلومات الجز  المورفولوجيةسمات الجيدة. ومع ذل ، يمكن أن توجد حالات يوصى فيها بالجمع با 
في منطقة جديدة،  B. xylophilus آفة لتيقن بشأن تحديد الهوية، وذل  على سبيل المثال عندما تكتشفدرجة أعلى من ا

وعندما يكتشفها مختب للمرة الأولى، وكضمان لجودة الامتثال لمخططات إصدار الشهادات، وعندما توجد الآفة في شحنات 
صدّرد خاصة عندما يعُلن عن خلو البلأثناء التفتيش على الواردات، 

ُ
 . وبالإضافة B. xylophilusمن آفة  الم

ئية أمرا  ضروريا ، مثل ياستخدام التقنية البيولوجية الجز  تجعل مورفولوجيةإلى ذل ، يمكن أن تكشف الآفة عن اختلافات 
ليل . وعندما لا يعُزل سوى عدد قالفتحة الإخراجية( أو مكان 4المستدير أو المدبب لدى الإناث )الشكل  الذنبطرف 

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

 
 جيو التحديد المورفول  4-1
 

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

غدتها التي تفتح  Aphelenchidaإلى  Bursaphelenchus. وينتمي النوع Dorylaimidaو Tylenchida ،Aphelenchida رتبة
البصلة  با البلعومفي تجويف  التي تفتح غدتها Tylenchidaنيماتودا  على النقيض من الجسم الخلفيلظهرية في ا 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  aphelenchoideممكنا . وفي تل  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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يت(. ويمكن لتباين عدسة الغمر بالز ) 1 000إلى  400ولأغراض التحديد باستخدام جههر 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  يكون من الضروريقد 

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 جهموعة 

غراما  من خلاصة الشعير،  15ار، وأغ – أغارغراما  من  15خلاصة الشعير ) أغارفي المائة من  2الشكلا الفطريا على 
 ةمل من أغار خلاص 25م(  ا قدره م 90أطباق بيني )التي يبلغ قطرها  لأ(. وتم7.0برقم أُسي قدره  من الماءث ملغ 750و

الشعير المعقم. وتنقل أبواغ الفطر أو أجزاء من الأغار المحتوية على وائد فطري إلى أطباق بيني في وحدة منصات نظيفة. 
 درجة مئوية تقريبا (. وتنقل النيماتودا المراد تربيتها  25لغرفة )ويوصى بوضع ألواح الفطريات في حاضنة في درجة حرارة ا

مئوية  25في قطارة صغيرة توضع على الأفطور باستخدام ماصة أو وسيلة أخرى. ويوصى بحضن النيماتودا في درجة حرارة 
 النيماتوداكافية من   عدادتقريبا  )بالاستناد إلى خصائصها البيولوجية(، ويؤدي ذل  إلى معدل تكاثر كافٍ للحصول على أ

 والصغيرة.  البالغة
 
 المؤقتة التحضيرات  4-1-1-1
 

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

تتوقف قت را  من حركة النيماتودا. وينبغي أن يتوقف التسخا في أقرب و االشريحة لفنة وجيزة على لهب كحولي والتحقق مر 
ذ يمكن أن يحتاج جسم الساترة، إبتثبيت . وتوضع ساترة وتكون الشريحة جاهزة للدراسة. ولا يوصى الحركةفيه العينات عن 

 . غشاء السفادذكور النيماتودا إلى التحري  بعد ذل  في الوضع الظهري البطني لرؤية 
 
 التحضيرات الدائمة  4-1-1-2
 

تجهَّز التحضرررررريرات الدائمة لتحديد الهوية باسررررررتخدام المجهر الضرررررروئي على النحو الذي سرررررريرد بيانه أدناه. وتقتل النيماتودا 
يتها يتم الحصررررررررول عليها عن طريق تربية النيماتودا باسررررررررتخدام حرارة هادئة، ويتم تثبالتي المسررررررررتخرجة من المادة النباتية أو 

 ،في المائة 40بنكيز من الفورمالا  في المائة 10ماء مقطر، و في المائة 35 ومضض الخلي  والكحول )الاباسررررررررتخدام الفورم
( أو باسررررررتخدام ثلاثي Andrássy, 1984( )المائة في 95من الكحول بنكيز  في المائة 50مضض الخل الثلجي، و في المائة 5و

مل ماء مقطر(،  91مل ثلاثي إيثانول أما، و 2فورمالدهايد(، و في المائة 40فورمالا )المل  7إيثانول أما والفورمالا )
  وتُجهز باسرررررررررتخدام غليسررررررررررين لا مائي )لأغراض التخزين الطويل الأجل( وتوضرررررررررع على الشررررررررررائح في غليسررررررررررين لا مائي

 سرررررررررررراعة( لإعداد الشرررررررررررررائح الدائمة  1.5-1. والطريقة الأسرررررررررررررع )Goodey (1963)و Seinhorst (1959)كما هو مباَّ في 
من محلول فورمالدهايد السررراخن. ويحدث  في المائة 4على أسررراس قتل النيماتودا في  Ryss (2003)هي الطريقة التي وصرررفها 
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 يسرررررررررررررررين. مبمج للتحكم في درجات الحرارة ثم يعالج بعد ذل  بالغلاز بعد ذل  في درجات حرارة مختلفة في جهالتثبيت 
 ثبتات، لماويمكن الرجوع إلى مزيد من التفاصرررررريل بشررررررأن إعداد عينات النيماتودا والشرررررررائح الدائمة،  ا في ذل  وصررررررفات 

 ، وهو متاح جهانا  على الإنننت.van Bezooijen (2006)في 
 
 مفتاح مستوى الأنواع  4-1-2
 
لتحديد فصيلة عينات الإناث. وعُدل المفتاح المستخدم في فصيلة  Bongers (1989)ستخدم المفتاح التالي المشتق جزئيا  من ي

Parasitaphelenchinae   لتحديد جنBursaphelenchus  منHunt (2008)  والمفتاح داخل الجن .Bursaphelenchus 
في البوتوكول التشخيصي الذي . وبدلا  من ذل ، 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 pestsالمصطلحات المستخدمة في الأقسام التالية في  ويمكن الرجوع إلى تعاريف

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

 
 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 خلفيأو كمثري بدون الفم به حربة أحادية، والبلعوم أسطواني -
 4 ............................................................................مزوَّدة بصفائح الجسم الخلفي -3
 NBS .................................................................... بدون صفائح واضحة الجسم الخلفي -
 5 .................................................. الجزء الأمامي مفصول بوضوح عن الجزء الخلفي  زء ضيق -4
 الجزء الأمامي والجزء الخلفي غير مفصولا  زء ضيق، والبصلة القاعدية صغيرة بدرجة كبيرة، والبشرة  -

 NBS  ............................................................................................................ مقسَّمة إلى حلقاتتبدو 
 6 ................................................................ غدة تناسلية واحدة )فتحة تناسلية خلفية( -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 ... ض، وهو بيضاوي إلى مثلث دائري، وتفتح غدة البلعوم الظهرية في تجويف البلعوم الواقع داخل الجسم الخلفيمنخف
 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 ..................................................................... اخل انتفاخ جهاورالغدد البلعومية د -
 رى إلاّ عندما  ليدة جناحية الشكل )لا يُ ذنب الذكر مغطاة  تاية -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 شرجيةابض الرمح غير موجودة في العادة، والأنثى غير مزوَّدة مق -
 
 Parasitaphelenchinaeمفتاح فصيلة   4-1-2-2
 

 شيا  بالحشراتث والجزء الخلفي من الفتحة يالمرتبطة تعا السكونالصغار في مرحلة  IVJأو  IIIJفي معظم الأنواع،  -11
 مندجهتان جزئيا  أو منفصلتانث وذنب الذكر  وشوكتا السفادول الجسم(ث من ط في المائة 80-60التناسلية )عادة 

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

 NBS ................... وغشاء السفاد موجودإلى الخلف بقوةث  زئيا ث وذنب الذكر غير ملتوتان جمندجه وشوكتا السفاد

 
 Bursaphelenchus مفتاح جنس  4-1-2-3
 

 فيحة زاوية وتحتوي على ص والأشوام السفادية طويلة ونُيلة وشبه دائريةبارزةث  سديلةالفتحة التناسلية بها  -12
 خلفي وقاعدة مرتفعة، والبوز القرصي موجود  مع وجود بروز دائري مفلطحفي الثلث الخلفي، والرأس 

 xylophilusفئة  ............................................... في العادةث والفتحة الجانبية مزوَّدة بأربعة خطوط
 xylophilusفئة غير  ....................................................................... خصائص مختلفة  -

 

  xylophilusمفتاح فئة   4-1-2-4
 

 توسط باتات في أوروبا والبحر الم، يمكن استخدام المفتاح التالي )المعدل وفقا  لمنظمة وقاية النxylophilusفي إطار فئة 
(2013b, 2014 لتمييز )B. xylophilus  المستخرجة من الخشب واللحاء عنBursaphelenchus  من نف  الفئة. ويمكن

. Braasch and Schönfeld (2015)في  xylophilusالرجوع إلى مزيد من التفاصيل المتعلقة بسائر الأنواع المنتمية إلى فئة 
(ث ويمكن استبعاد هذه الأنواع B. populiعلى أنواع لا تنشأ عن الخشب المخروطي )مثل  xylophilusفئة  وتحتوي أيضا  

 تباينكن أن يزيد من يم 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 4غير مزوَّد بنهايات حادة )الشكلان  الأنثى شبه أسطواني ومزوَّد أو 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 الأشوام أقل من  -14
 B. xylophilusر يفئة غ .............................................. ميكرون  30أكثر من  أشوام السفادطول  -

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

 17 .............. (8)زاي( و 5كلان عميق )الش 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  أكثرتاية ذنب الأنثى  -17
  *ميكرون 2ز صغير أقل من ومزوَّد أو غير مزوَّد ببو  ()أ(4)حاء( و 5ذنب الأنثى بدون تاية 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 ....................................... الخلفيالجسم تجويف في مقدمة  الفتحة الإخراجية -
 

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

تظهر في الأخشاب النفضية ولكنها وجدت أيضا  في الأرز،  B. fraudulentusوإذا كان نوع الخشب الذي توجد فيه النيماتودا غير مؤكد )
 ئي.يولكن   توجد في الصنوبر( يوصى باستخدام الاختبار الجز 

( لإجراء  2011al. etGu ,ئية )يأساسا  في أمريكا الشمالية ويوصى باستخدام الاختبارات الجز  B. xylophilusتوجد النهايات المدببة في آفة  **
 .B. mucronatus kolymensis (Braasch et al., 2011ي )ث أB. mucronatusن "النوع الأوروبي" لآفة ذا النوع عفصل موثوق له

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

 ئية. يات جز قد لا يكون صحيحا . وفي تل  الحالات، ينبغي إجراء اختبار 
 

 Bursaphelenchus (Nickle, 1970; Hunt 2008 :)جن  عموما  بالخصائص التي يتميَّز بها  B. xylophilusوتتسم آفة 
 تطور تماما ، ممم وهو نُيفث والمنطقة السفلية مرتفعة ويقابلها ضيق ومزوَّدة بست شفاهث والرمح  1يبلغ الطول حوالي 

)واو(ث وتاية ذنب الذكر ملتوية بقوة 5و 11تماما  )الشكلان  متطورث والجسم الخلفي يكةوله في العادة قاعدة صغيرة وسم
(ث 12الشكل في الوضع الظهري البطني ) في تايته غشاء جرابي تناسليناحية البطن، ويمكن رؤية شكل شبه مخروطي 

 (ث10و 7غير موجود )الشكلان  سم المرشدوالجقوية، وهي وردية شوكية الشكل، ولها قمة ومنقار بارزانث  وأشوام السفاد
 )ألف((.  5تماما  )الشكل  متطورمن طول الجسمث وكي  الرحم الأمامي  في المائة 80-70والفتحة التناسلية 

 
عن طريق وجود  Bursaphelenchusمستديرة الذنب ويمكن تمييزها عن سائر أنواع  B. xylophilusومعظم تجمعات آفة 
كبيرة نسبيا    أشوام سفادية( 7)الشكل  B. xylophilus( يوجد لدى ذكور 1(. )10الية )الشكل الخصائص الثلاث الت



10التشخيص  بروتوكول  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

 15-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

( ذنب 2في النهايات البعيدة من الأشوام. ) )ة الشكلينتوءات قرص(مقوسة بشكل متساوٍ، وقاعدتها مدببة بحدة وبها 
زوَّدة في العادة بنهايات مدببة )بروزات صغيرة(، )أ((، وهي غير م4الإناث شبه مخروطي وبه تاية مستديرة عموما  )الشكل 

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

 
 الذنبميكرون( في تاية  4.2 – 1.5المستدقة الطرف عموما  تايات مدببة ) لنيماتودااومع ذل ، يوجد لدى إناث 

 )ج((.4)الشكل 
 

( في الناحية 13والخصائص التي تشاهد على أفضل وجه عن طريق المسح المجهري الإلكنوني 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
نوني 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 

 اق با قوسا( )المتوسط والنط Bursaphelenchus xylophilusقياسات خصائص  :1الجدول 
 

 الذكور

 المؤلف
 صيةاالخ

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

)الولايات 
  †المتحدة(

Mamiya and 
Kiyohara (1972) 

40)  = n( 
  †)اليابان(

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

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

20)  = n(2008) ( al. etPenas 

  ‡تغال()الب 

 0.56 (، ممLالطول )
(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/

المسافة من المقدمة 
 ويلم العإلى الصما
 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) 

، أشوام 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(

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

 †)البتغال(
Penas et al. 

20)  = n(2008) (

  †)البتغال(

20)  = n(2008) ( al. etPenas 

 ‡)البتغال(

 0.52 (، ممLالطول )
(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 
)طول الجسم/أقصى 

 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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 17-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 الإناث

 المؤلف
 صيةاالخ

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

)الولايات 
  †المتحدة(

Mamiya and 
Kiyohara (1972) 

(n = 40)   
  †)اليابان(

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

 †)البتغال(
Penas et al. 

20)  = n(2008) (

  †)البتغال(

20)  = n(2008) ( al. etPenas 

 ‡)البتغال(

 ويلإلى الصمام الع
 البلعومي(

 جيم 
)طول الجسم/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 تل  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)  نوعا  من أنواع  74للرجوع إلى التوصيفات الأصلية التي تشملBursaphelenchus. 
 

وبالرغم من الجدل الدائر حاليا   .Braasch (2001)بالمعنى الوارد في  xylophilusنوعا  واحدا  من فئة  B. xylophilusوتمثل آفة 
 نوعا  أو نوعا  فرعيا   15 عنعدد من الأنواع الواردة ضمن هذه الفئة فإن ما لا يقل  حولبا خباء التصنيف 
مات ي(، وعدد ووضع الحل9على أساس عدد الخطوط الجانبية )الشكل  xylophilusئة ( ينتمي إلى ف2015)حتى أبريل/نيسان 

 ,Gu et al., 2005; Ryss et al., 2005; Braasch et al., 2009; Braasch and Schönfeldالذيلية وخصائص السديلة التناسلية )

 Bursaphelenchus (B. trypophloei Tomalak & Filipiak, 2011 and(. واقنح مؤخرا  ما لا يقل عن نوعا من أنواع 2015

B. masseyi Tomalak, Worrall & Filipiak, 2013ا إلى فئة م( لإضافتهxylophilus ث غير أن هذا البوتوكول يتبع التصنيف
ن ضم جالأن يدُر ن   يعتبا أن هذين النوعا 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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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 18-10بروتوكول التشخيص 

- 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 شكلا أو إلى جهموعتا: المستديرة الذيل  B. xylophilusويمكن فصل آفة 
 . B. mucronatus kolymensisفي أمريكا الشمالية وتشبه كثيرا  توجد أساسا   المستدقة الطرف(. والمجموعات 4)الشكل 

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

فصل آفة لأنثى. وللدى الذكر وعن طريق وجود سديلة تناسلية ذات شكل مميّز لدى ا السفادية من حيث شكل الأشوام
B. xylophilus  عن الأنواع الأخرى الأربعة عشر في الفئة، يمكن استخدام شكل الذيل )شبه اسطواني أو اسطواني ذو تايات
،  ا في ذل  xylophilusأنواع فئة  لادة، مع عدم وجود تايات مدببة(. ويمكن الرجوع إلى مفتاح مفصَّل لكعمستديرة في ال

. ويوجد لدى جميع الأنواع الأخرى من فئة Braasch and Schönfeld (2015)صائص الرئيسية، في رسومات تبا الخ
xylophilus  إما ذيل مخروطي أو ذيل مدبب لدى الإناث. ومع ذل ، لا يوجد سوى القليل من التجمعات المدببة الشكل
(. وبالإضافة 4يا  بينها وبا الأنواع المدببة )الشكل في أمريكا الشمالية، ومن الصعب التمييز مورفولوج B. xylophilusمن آفة 

ة مستديرة بشكل يالتي يتم الحصول عليها من المستنبتات المختبية تايات ذيل B. xylophilus إلى ذل ، تظهر عموما  إناث
 عيا  عام، في حا أن السلالات التي يتم الحصول عليها من الأشجار المصابة أو من الأشجار الملقحة اصطنا

(. ويمكن الرجوع 4يمكن أن تحتوي على إناث لديها تايات مدببة مختلفة الأطوال إلى جانب إناث مستديرة الذيل )الشكل 
 .Gu et al. (2011)إلى مزيد من التفاصيل حول هذا الموضوع في 

 
. ويتوزع هذان النوعان B. mucronatus kolymensisو B. mucronatus mucronatusانتشارا  هي  xylophilusوأكثر أنواع فئة 

 (. ولذل ، من المحتمل أن التمييز في الأغلب يكون Ryss et al., 2005أنُاء أوروبا وآسيا وكذل  في كندا )كل في  
 (.10و 6)الشكلان  B. mucronatus kolymensis أو B. mucronatus mucronatusو B. xylophilusبا 
 

،  ا فيها Bursaphelenchuنوعا  من أنواع  50ات مرجعية تشمل تمستنب Bursaphelenchusوتتاح في جهموعة مستنبتات 
شئها في جميع أنُاء العا ، وذل  في معهد يوليوس كوهن، ومركز امن شتى من B. xylophilusسلالة من سلالات  41

 يغ، ألمانيا.عة، ومعهد صحة النباتات الوطنية والدولية، براونشفاو البحوث الفيدرالي للنباتات المزر 
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 19-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 
 التحديد الجزيئي  4-2
 

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

 التالية، تعُرض أنواع مختلفة من الاختبارات التي تتناول قضايا محددة على النحو المباَّ في بداية كل قسم.
 

ا ما يلي هي الاختبارات الموصررررررررررررررى به ئية المبيَّنة فييالاختبارات الجز . و B. xylophilusويتاح كثير من الطرق لتحديد هوية 
البلمرة زيم إنئي من خلال تفراعرل يت أخرى. ويمكن إجراء التحرديرد الجز وقرت صرررررررررررررريراغرة البوتوكول. ويمكن إجراء اختبرارا

(. 3-2-4في الوقت الحقيقي )القسرررم  المتسرررلسرررلالبلمرة إنزيم ( أو عن طريق تفاعل 2-2-4)القسرررم التقليدي  المتسرررلسرررل
( 1-2-4م  القس)في لمباعد النسخ الداخليواستخدمت كل هذه التقنيات، لا سيما تعدد أشكال طول الشظايا المحددة 

في المختبات في كل أنُاء العا ، ولكنها   تخضررررررررررررررع حتى الآن لتقييم من خلال اختبار الحلقة. وتم اسررررررررررررررتحداث بنجاح 
 ( للكشررف المباشررر عن النيماتودا المسررتهدفة في الخشررب 5-2-4اختبار التضررخيم المتسرراوي الحرارة بواسررطة العروة )القسررم 

 وتحديد هويتها.
 

(. ويتطلب هذا النهج 8-2-4ئي على تحليل التتابع والنميز الشريطي )القسم يتج متبع في التحديد الجز  ويتوقف أحدث
ر  جح ( bank-Q)إتاحة إمكانية الوصول إلى مرافق التتابع والوصول إلى تتابعات موثوقة )مثل التتابعات الموجودة في بن  الححَ

(bank.eu/Nematodes/-http://www.q  ويتطلب أيضا )ة على نُو يمكنهم من تلافير موظفا على درجة عالية من المها 
 التوصل إلى نتائج كاذبة.

 
ر، من الحاسم التمييز  B. xylophilusللكشف عن  الجزيئيةوعندما تستخدم التقنيات  جح في المنتجات الخشبية لأغراض الححَ

في الخشب، ولا يمكن لطرق  B. xylophilusالحيّة والميتة. وتقتل عدة معالجات خاصة بالصحة النباتية آفة  با النيماتودا
أم إلى بقايا مضض  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 الطرقميتةيماتودا نووي في ن
ر ) جح  (. ويتعاَّ مراعاة هذه 2-2-4( )القسم Leal et al., 2013الحيّة والميتة في الخشب لدواعي التنظيم الخاص بالححَ

 نظر ، على النيماتودا الحيّةث االمشكلة عند اختيار طريقة استخلاص النيماتودا )تعتمد تقنية قمع بيرمان، مثلا  
( والتقنية الجزيئية المستخدمة في التحديد. وينبغي، حيثما أمكن، التثبت من سلامة النتيجة الجزيئية 5-3و 4-3القسما 

 الإجابة عن طريق التحديد المورفولوجي.  
 

، لأتا تحدِّد شرتكما نلعلامات التجارية(  ) ا فيها الإشارة إلى أسماء ا الطرق المتبعةهذا البوتوكول التشخيصي  ويصف
المستوى الأصلي للحساسية والخصوصية و/أو إمكانية الاستنساخ المتحققة. ولا يعني استخدام كواشف أو مواد كيميائية 
 ةأو معدات في هذه البوتوكولات التشخيصية الموافقة على استخدامها حصرا  دون غيرها من الكواشف أو المواد الكيميائي
أو المعدات التي قد تكون مناسبة أيضا . ويمكن تعديل الإجراءات المختبية الواردة في هذه البوتوكولات  ا يناسب معايير 

 المختبات الفردية، شريطة التثبت منها على النحو الوافي.
 

http://www.q-bank.eu/Nematodes/
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 20-10بروتوكول التشخيص 

 الداخلي د النسخلمباعالبلمرة 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 تقريبا  في كل Bursaphelenchusنوعا  آخر من أنواع  43و B. xylophilusالبلمرة المتسلسل للتمييز با  إنزيمتفاعل 

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

 ا في أوسع جهموعة هذا البوتوكول، هي التقنية التي أثبتت فعاليتهوهذه التقنية، من با كل التقنيات الجزيئية الواردة في 
  .Bursaphelenchusمن أنواع 

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

ميكرون من الماء في  5عينة( في  30إلى  1ا )وتوضررررررررررررررع عينات النيماتود. 1QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen(أدوات 
 مئوية إلى أن يتم الاسرررررررررتخلاص. وقبل الاسرررررررررتخلاص، تذاب العينة وتخلط  20-وتجمَّد في درجة حرارة  1أنابيب إبيندوف

 1( وتتم بعررد ذلرر  جهررانسررررررررررررررتهررا في أنبوب إبينرردورفATL( )1Qiagenمن دارئ انُلال الأنسررررررررررررررجررة ) اتميكرولن  10مع 
 (. ويتم بعد ذل  اسررررتخلاص الحمض النووي وفقا  لتوصرررريات الشررررركة المصررررنِّعة 1إيبندورف)باسررررتخدام أنبوب طرد مركزي 

(QIAamp DNA Micro Kit Handbook, Qiagen باسرررررررررتثناء الخطوات 1سرررررررررجة""عزل الحمض النووي للجينوم من الأن ،)
 20)الشرررطف(، يسرررتخدم  12ما يتعلق بالخطوة  سررراعات. وفي 3، يسرررتمر التحضرررا لمدة 4ما يتعلق بالخطوة  التالية. وفي
 دة نيمرراتودا( دو  30ميكرولن )لاسررررررررررررررتخلاص مررا يصررررررررررررررررل إلى  100النيمرراتودا الواحرردة( أو دودة )لخلاصررررررررررررررررة  ا  ميكرولن 
 طرررافرررة المحتويرررة على الحمض النووي المسررررررررررررررتخلص في درجرررة شررررررررررررررُ ( على الغشرررررررررررررررراء. وتخزَّن ال1Qiagen) AEالررردارئ من 
 مئوية لحا الاستخدام. درجة  20-حرارة 
 

ق إجراء عن طري ومباعد النسخ الداخلي البلمرة المتسلسل إنزيمتفاعل لويتم إجراء تحليل تعدد أشكال طول الشظايا المحددة 
البلمرة المتسلسل على الحمض النووي المستخلص ويلي ذل  تعدد أشكال طول الشظايا المحدِّدة على نتاج  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 ا  ميكرولن  50لسررررررررررررل )البلمرة المتسرررررررررررر إنزيمويحتوي خليط تفاعل 
 ، KClملّيمولار  50و HCl (pH-Tris (8.8من ملّيمولار  10(، و1Fermentasأو  1Stratagene) Taqبلمرة الحمض النووي 

دانو غرام كقالب نموذجي. ويتم إجراء  2بنكيز ، ومضض نووي dNTPsملّيمولار  0.2، المغنيسرررررررررررررريومكلوريد ملّيمولار   2و
 2.5مئوية لمدة درجة  94عند درجة حرارة  التدوير التالية: دلنة ببارامناتالتضررررررررررررررخيم باسررررررررررررررتخدام جهاز تدوير حراري 

                                                 
ية إلى أسماء العلامات التجارية( كما نشرت، وهذه تحدِّد المستوى الأصلي للحساسفي هذا البوتوكول التشخيصي الطرق ) ا فيها الإشارة  توصى  1

ة الموافقة يوالخصوصية و/أو إمكانية الاستنساخ المتحققة. ولا يعني استخدام أسماء كواشف أو مواد كيميائية أو معدات في هذه البوتوكولات التشخيص
ولات ة والمعدات التي يمكن أن تكون مناسبة أيضا . ويمكن تعديل الإجراءات المختبية الواردة في هذه البوتوكعليها دون غيرها من الكواشف والمواد الكيميائي

  ا يناسب معايير المختبات الفردية، شريطة التثبت منها على النحو الوافي.
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 21-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

 احرردة، درجررة مئويررة لمرردة دقيقررة و  55لمرردة دقيقررة واحرردة، ومئويررة درجررة  94درجررة حرارة عنررد دورة تفرراعررل ) 40دقررائق. و
 إنزيمدرجة مئوية. وبعد إتمام عملية تفاعل  72دقائق عند درجة حرارة  5لمدة  وتمديد تائي( ة مئوية لمدة دقيقتادرج 72و

البلمرة المتسررررررررلسررررررررل باسررررررررتخدام الارتحال الكهربائي  إنزيممنتج تفاعل  أجزاءمن  اتميكرولن  5البلمرة المتسررررررررلسررررررررل، يحلل 
 وحدات من النيوكليزات الداخلية  3نووي المضررررررررررررررخَّم باسررررررررررررررتخدام الحمض المن  أجزاء مناسرررررررررررررربة. ويتم هضررررررررررررررم الهلامي
 ، وفقا  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)مض النووي على الأقل بالنسبة للأنواع التالية من الح 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 لجن  ينتمي هذان النوعان ولن ، B. lini و B. hunanensisناح بإعادة تصنيف وهنام اق
Burgermeister et al. (2009)  ملخصا  شاملا  للأنماط وأحجام شظايا الحمض النووي من خلال تعدد أشكال طول الشظايا

مثال يبا التمييز با الأنواع  2. ويرد في الجدول Bursaphelenchusأنواع نوعا  من  44في  لمباعد النسخ الداخليالمحددة  
النسبة لعازلات ب لمباعد النسخ الداخليعن طريق أنماط الشظايا المحدِّدة باستخدام طريقة تعدد أشكال طول الشظايا المحددة 

 .B. mucronatus kolymensis، والنوع B. 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 

 شرق آسيا نوع 
= 

 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
 



10بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 22-10بروتوكول التشخيص 

 البلمرة المتسلسل التقليدي إنزيمتفاعل   4-2-2
 

 ، ولكنها لن تحدِّد ما إذا كانت هنام B. xylophilusديد أنواع البلمرة المتسلسل التالية تح 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. xylophilusلتحديد الطريقة الخاصة بالأنواع  Matsunaga and Togashi (2004) تناولا
 B. mucronatusو B. xylophilusللحمض النووي الريبي. وقيِّمت هذه الطريقة على أساس خم  وأربع جهموعات يابانية من 

 ما يلي بروتوكول التجربة. على التوالي. وفي
 

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

)وزن/حجم،  ةفي المائ 0.01، وجيلاتا بنكيز ()وزن/حجم في المائة 0.45بنكيز  20)وزن/حجم(، وتوين  في المائة 0.45
( وتوضع في درجة حرارة 1Applied Biosystems) MicroAmpمل أنابيب تفاعل  2.0( في Kمغ/مل من البوتيناز  06.0و
إزالة التجمد  (. وبعدBarstead et al., 1991دقائق )استخلاص الحمض النووي نقلا  عن  10درجة مئوية أو أقل لمدة  70-

في  دقيقة 15درجة مئوية لمدة ساعة واحدة ثم لمدة  60في 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:  نزيماعل المتسلسل لإويتم إجراء التف

 
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 سابقا  للحمض  اتميكرولن  10البلمرة المتسلسل في  إنزيمويتم إجراء تفاعل 

  Trisملّيمولار  10من كلوريد البوتاسيوم، وملّيمولار  50ميكرولن من خلاصة الحمض النووي الخام(، و 5ي )النوو 
 ، dNTPلكل  ميكرومولار 200لاتا، ويج في المائة 0.001، وغنيسيوممن كلوريد المملّيمولار  1.5(، و8.3الأسي  الرقم)
Taq  (1AmpliTaq Gold, Applied Biosystems )مض النوويوحدة إنزيم بلمرة الح 25.0بادئة، و بيكومول لكل 5و

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

  درجة مئوية. 72دقائق في درجة حرارة  6 مدته تمديد تائيدرجة مئوية لمدة دقيقة واحدة( مع  72ثانية، و 30مئوية لمدة 
 

 التي يتم اختبارها. B. xylophilus( من كل عزلات bpوجا  قاعديا  )ز  557مضض نووي يبلغ  أمبليكون التفاعلوينتج هذا 
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 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 القائملبلمرة اا

 كنديتا   ( وكذل  باستخدام جهموعة يابانية وجهموعتاB. Tusciaeو B. Mucronatusو B. leoniغير المستهدف )
 .B. xylophilusمن 
 

 تسلسل بلمرة المال تحضيرها وفقا  لإجراء تفاعل إنزيملنيماتودا التي يتم حاد من اويتم إجراء التضخيم في الآ
سلسل وتغطى البلمرة المت إنزيم. وبإيجاز فإن النيماتودا الفردية تنقل إلى أنبوب تفاعل Williams et al. (1992)من المعدل 

ملّيمولار  2.5(، و8.2)رقمه الأسي  Trisلار ملّيمو  10كلوريد بوتاسيوم، وملّيمولار   50) اتلن 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 فورا  إلى درجة حرارة  45درجة مئوية لمدة  80-لاتا(. 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

 رة المتسلسل.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 ازوجا  قاعديا  لعائلة  160 من الذي يشمل مونومر

(Tarès et al., 1993)  رقم الانضمام إلى بن  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 سابقا   ا  ميكرولن  25البلمرة المتسلسل في  إنزيمويتم إجراء تفاعل 
ملّيمولار  10، ومالبوتاسيو يمولار من كلوريد ملّ  50من خلاصة الحمض النووي الخام(، و اتلن ميكرو  5للحمض النووي )

Tris  لكل  ميكرومولار 200، والمغنيسيوممن كوريد ملّيمولار  2.5، و(8.2)الرقم الأسيdNTPلكل  ا  غرامنانو  250، و
دقائق،  5درجة مئوية لمدة  94في درجة حرارة  الدلنة(. وبعد 1QBiogene) Taq نوويالمض الحوحدة إنزيم بلمرة  1بادئة، و

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

 
  إلى جنب ا  وبالنظر إلى أنه تباَّ أن عائلة الحمض النووي التابع تتألف من تكرارات منظمة في مصفوفات جنب

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

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

 



10بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 24-10بروتوكول التشخيص 

 البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي إنزيمتفاعل   4-2-3
 

 . وهررررذا النوع B. xylophilusوقررررت الحقيقي لتحررررديررررد البلمرة المتسررررررررررررررلسرررررررررررررررررل في ال إنزيميمكن إجراء اختبررررارات تفرررراعررررل 
 المبيَّنة  البلمرة المتسرررررررررلسرررررررررل التقليدي إنزيممن الاختبارات حسررررررررراس بشررررررررركل أعم ويسرررررررررتغرق وقتا  أقل من تقنيات تفاعل 

 .2-2-4و 1-2-4في القسما 
 
 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 1يبلغ  ض نووي جينيوتتميَّز هذه الطريقة بحساسيتها الشديدة، إذ يمكن أن تكشف عن مض

 في المائة 0.1الوثيقة النابط، حتى حد يصل إلى  B. mucronatusمرتبطة بأنواع  B. xylophilusفي عينات مختلطة تكون فيها 
  يغرامملّ  100 من خلالمباشرة  B. xylophilusالطريقة كشفت أيضا  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 ثابتا  بل Castagnone et al., 2005الذي سبق بيانه )

لما يناوح با دودة واحدة وأربع ديدان من النيماتودا،  اتلن ميكرو  3د ديدان النيماتودا )أي مع عد على النحو الذي يتفق
 لعدد أكب من النيماتودا(. ا  لن ميكرو  20و
 

باستخدام جهموعة أدوات استخراج الحمض النووي  B. xylophilusويتم استخراج الحمض النووي من الخشب المصاب بآفة 
غرام من الخشب المصاب إلى قطع  1.0. ويقطع حوالي 1enomic DNA Plant Kit (InvitrogenChargeSwitch g(الجيني 

من بولي فينيل  في المائة 1على  المحتوي CST التحللمل من دارئ  5صغيرة ويوضع في كي  بلاستيكي يحتوي على 
مل من سائل التحلل  1ينُزع كلوريد الكالسيوم. وتمزَّق العينة قليلا  باستخدام مطرقة ثم   من ملّيمولار 20يروليدون، والب
دوديسيل الصوديوم إلى سائل التحلل بيتات ميكرولن من ك 100يعالج وفقا  لتعليمات الشركة المصنعة. وبإيجاز، يضاف و 

لطرد مركزي  إخضاعهمن دارئ النسيب ويتم  ا  كرولن مي 40دقائق في درجة حرارة الغرفة، ثم يضاف  5ثم يتم تحضينه لمدة 
ميكرولن من مطهر  100مل من المادة الطافية، ويضاف  1 وينُزعدقائق.  5لمدة تقريبا   قريبا (تg 18 000بسرعة قصوى )

CST من خرزات  ا  ميكرولن  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 خطوتا من خطوات الغسيل )يستخدم في كل منها
CST مل. وتنزع بعد ذل  الجزيئات المغناطيسية.  2.2من دارئ الشطف باستخدام طبق عميق سعته  ا  ميكرولن  150( وفي
 درجة مئوية لتحليله في المستقبل. 20-الحمض النووي فورا  أو يخزَّن في درجة حرارة ويختب 
 

  



10التشخيص  بروتوكول  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′  

 
ميكرولن من الحمض النووي الجيني.  1يحتوي على  ا  ميكرولن  25سلسل في حجم إجمالي تالبلمرة الم إنزيمويتم إجراء تفاعل 

 ملّيمولار  5(، و1ecqPCR Core Kit, Eurogentتفاعل )الدارئ  ×10من  ا  ميكرولن  5.2ويحتوي كل تفاعل على 
لكل بادئة ملّيمولار  200( و1qPCR Core Kit) Taqالبلمرة  إنزيم dNTP ،U 0.5لكل ملّيمولار  200، غنيسيوممن كلوريد الم

 DNA Engineالبلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي في جهاز التدوير الحراري  إنزيمل ومسبار. ويتم إجراء اختبارات تفاع

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

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

 يقي لخلاصات الخشب على جهاز التدويرالبلمرة المتسلسل في الوقت الحق إنزيمويتم إجراء اختبار تفاعل 
)1SmartCycler II (Cepheid 025.0. ويتألف كل تفاعل من ( 1وحدة/ميكرولن تام ساخنBiogeneو ،)دارئ تفاعل  ×1

)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 وتحلل البيانات باستخدام  درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة(. 60وثانية  15درجة مئوية لمدة  95من خطوتا )
في ماء خالٍ  10: 1وحدة فلورية(. وتختب الخلاصات دون تخفيف ومخففة بنسبة  30) 1SmartCycler IIالأصلية لبنامج 
 من النيوكلياز. 

 
  hsp70ي الوقت الحقيقي الذي يستهدف تتابع الجين البرملة المتسلسل ف إنزيماختبار تفاعل   4-2-3-2
 

البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي على أساس جا بروتا الصدمة  إنزيمطريقة تفاعل  Leal et al. (2007)استحدث 
(، B. xylophilus)واختبت على خم  عزلات من  B. xylophilus(. وتباَّ 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  ا يكفي لكشف ما لا يقل عن hsp70لجا بروتا الصدمة الحرارية )

 النووي المستخلص من النيماتودا الواحدة.، وكذل  الحمض B. xylophilusللآفة 
 
 ء التغييرات التالية: بعد إجرا Burgermeister et al. (2005)ما يتعلق باسررررررررررتخلاص الحمض النووي، تسررررررررررتخدم طريقة  وفي
 عدم اسررررررررررررررتخدام ( 2سرررررررررررررراعاتث ) 3درجة مئوية طوال الليل بدلا  من  56ناسررررررررررررررة العينة في درجة حرارة ( تحضررررررررررررررا جُ 1)

ملّيمولار  10)دارئ وضررررررررع ال( 3ث )واحدةعندما يسررررررررتخلص الحمض النووي من نيماتودا  إلاالريبي الناقل  الحمض النووي
Tris-HCl دقائق قبل الطرد المركزي لشرررطف الحمض  5الأدنى ويتم تحضرررنه لمدة على غشررراء العمود ( 8.0، برقم أُسررري قدره

دقائق لإزالة أي بقايا  5درجة مئوية لمدة  55رارة خلاصررررررررررات الحمض النووي في درجة ح تسررررررررررخا( 4النووي في العينةث )



10بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 26-10بروتوكول التشخيص 

 رة المتسررررررررررررررلسررررررررررررررلث البلم إنزيمثانول يمكن أن تؤثر لاحقا  على قياس كمية الحمض النووي ونوعيته وتضررررررررررررررخيم تفاعل يللإ
 )للعينرررررات المحتويرررررة على أكثر  ا  ميكرولن  50( والواحررررردةلنيمررررراتودا عينرررررة ا)ل ا  ميكرولن  30شررررررررررررررطف العينرررررات في ( 5)و
  ن دودة نيماتودا(.م
 
 في هذه الطريقة )الأحرف الصغيرة تشير إلى الأمضاض 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  اتميكرولن  5من حجم التفاعل المحتوي على  ا  ميكرولن  20البلمرة المتسلسل في  إنزيمويتم إجراء تفاعل 

( SABيلن من ألبوما مصل البقر غير المؤستل )ا  )مل  يغرامملّ  25.0(، و3.8)الرقم الأسي  Tris ميكرومولار 50، والنموذجي
(1Sigmaو )بادئ خلفي، ملّيمولار  5.0بادئ أمامي، وملّيمولار  7.0من المسبار، و ميكرومولار 1.0 
بلمرة الحمض النووي السريع  إنزيمدة وح 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 1Roche Diagnostics) FastStart Taqبلمرة الحمض النووي  نزيمالية: دلنة أوَّلية وتنشيط لإالت بارامناتباستخدام ال
ثانية عند  20ثوانٍ، وتلدين لمدة  5درجة مئوية لمدة  94دورة )دلنة عند  45دقائق، ثم  10درجة مئوية لمدة  95درجة حرارة 
درجة مئوية(. وتحلل البيانات باستخدام الإصدار  72د درجة حرارة ثوانٍ عن 10درجة مئوية، وتمديد لمدة  62درجة حرارة 

 .1LightCyclerمن برنامج  5.3
 

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

من القالب النموذجي،  اتميكرولن  5من  ا  ميكرولن  25البلمرة المتسلسل الذي يبلغ  إنزيمالتقليدي. ويتألف مزيج تفاعل 
 ملّيمولار  5من كلوريد البوتاسيوم، وملّيمولار  10، وTris-HCl ملّيمولار 50دارئ تفاعل ) ×10من  ا  ميكرولن  2.5و
 لكل بادئة،  ميكرومولار 1، والمغنيسيوممن كلوريد ملّيمولار  1.5(، و8.3م أسي قدره الأمونيومث برقكبيتات من  
t TaqFastStar (1Roche .)بلمرة الحمض النووي  إنزيموحدة من  1، وdNTPلكل ملّيمولار  2.0، وBSA ا  ميكروغرام 6.1و

درجة مئوية لمدة  94دورة ) 40درجة مئوية، وتليها  94دقائق عند درجة حرارة  5التدوير دلنة أوَّلية لمدة  بارامناتوتشمل 
دقائق عند درجة  5لمدة  ةتائي إطالةدرجة مئوية لمدة دقيقتا( مع  72درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة، و 55دقيقة واحدة، و

 جة مئوية. در  72حرارة 
 
 لتتلتتكشتتتتتتتتتتتتف عتتن التتنتتيتتمتتتتتتاتتتودا الاختتتتتبتتتتتتارات التتجتتزيتتئتتيتتتتتتة التتقتتتتتتائتتمتتتتتتة عتتلتت  التتحتتمتتض التتنتتووي التتريتتبتتي   4-2-4

 Bursaphelenchus xylophilus الحية
 

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



10التشخيص  بروتوكول  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 جا بروتا الصدمة الحرارية  B. xylophilusالكشف عن آفة 
ويمكن  70على أيٍ من جانبي الإننون لجا بروتا الصدمة الحرارية  والعكسيةوفي هذا الاختبار، توضع البادئتان الأمامية 

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

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

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

درجة  80-وفقا  لبوتوكول الشركة المصنِّعة بعد إجراء التعديلات التالية: تطرح كريات النيماتودا التي خزِّنت عند درجة حرارة 
( ويضاف 1Kimble Chase Life Science and Research Products) Kontes Pellet Pestleمدق الكريات  مئوية باستخدام

إلى كل كرية محتوية  Qiagen)1()من جهموعة أدوات الاستخلاص التي تنتجها شركة  RLTمن دارئ التحلل  ا  ميكرولن  350
( Mini Spin Columns QIAshredderعمدة الدوارة )على النيماتودا. ويتم الانتهاء من خطوة المجانسة باستخدام الأ

(1Qiagen ويشطف الحمض النووي الريبي من .)من الماء الخالي من الريبونيكلي ، ويشطف  ا  ميكرولن  20عمود باستخدام ال
(. 1Qiagenالمدفأ مسبقا  )من جهموعة الاستخلاص التي تنتجها شركة  EBمن الدارئ  ا  ميكرولن  50الحمض النووي باستخدام 

دقائق تقريبا  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

 زوجا  قاعديا :  473المكمِّل هو 
 

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

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

 
لحمض ا وتستهدف البادئات الضابطة التالية جا الأكتا ويمكن إدراجها لضمان إجراء الاختبار حسب المتوقع عند فحص

 زوجا  قاعديا :  228النووي الجيني المعزول. ويؤدي ذل  إلى إنتاج أمبليكون يتكون من 
 

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

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

 
تفاعل النسررررررخ  ملالبلمرة المتسررررررلسررررررل عن طريق النسررررررخ العكسرررررري. ويكت إنزيمويسررررررتخدم بروتوكول من خطوتا لتفاعل 
إلى  1Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics(العكسررري باسرررتخدام جهموعة أدوات النسرررخ 

 ا  ميكرولن  12ما يتعلق بتخليق الحمض النووي المكمِّل، يسرررررررتخدم  . وفيanchored-oligo(dT)18جانب البوتوكول البادئ 



10بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 28-10بروتوكول التشخيص 

 بادئة. ويشرررررررررمل ذل  الخطوة الاختيارية المقنحة من الشرررررررررركة المصرررررررررنعة لمجموعة الأدوات  من الحمض النووي الريبي كمادة
درجررة مئويررة، ويلي ذلرر  تبيررد  65دقررائق في درجررة حرارة  10والتي تتمثررل في دلنة الحمض النووي الريبي والبررادئررات لمرردة 

ل، تخزَّ  درجرررة مئويرررة  20-ن العينرررات في درجرررة حرارة فوري على الثلج. وبعرررد الانتهررراء من تخليق الحمض النووي المكمرررِّ
 لاستخدامها لاحقا  كقالب نموذجي.

 
ميكرولن من الحمض النووي المكمِّل   2البلمرة المتسلسل من  إنزيممن تفاعل  ا  ميكرولن  25ويحتوي مزيج التفاعل المؤلف من 

، غنيسيوممن كلوريد المملّيمولار  5.1، و1GoTaq Flexi PCR (Promega(من الدارئ  ا  ميكرولن  19كقالب نموذجي، و
 GoTaq Flexiبلمرة الحمض النووي  إنزيموحدة من  25.1، و1dNTP (Roche Diagnostics(لكل ملّيمولار  20.0و

)1(Promegaبروتا الصدمة الحرارية  ميكرومولار 4.0، و( لكل بادئةHsp23F1  وبروتا الصدمة الحراريةHsp19R2 ويتم .)
دورة  35درجة مئوية، وتليها  95دقائق عند درجة حرارة  5إجراء التضخيم وفقا  لبارامنات التدوير التالية: دلنة أوَّلية لمدة 

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

 ا  ميكرولن  25لف من البلمرة المتسلسل المؤ  إنزيمبطة، يكون مزيج تفاعل ما يتعلق بالتضخيم باستخدام البادئات الضا وفي
 1نانو غرام/ميكرولن( و 40الجيني ) النوويمض الحميكرولن من  1هو نفسه كما سبق بيانه أعلاه، ولكن باستخدام 

ية لمدة التالية: دلنة أوَّل (. ويتم إجراء التضخيم باستخدام بادئات التدويرBxActR3، 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 تائية لمدة  72و
 
البلمرة المتسلسل باستخدام النسخ العكسي في الوقت الحقيقي لاستهداف تتابع الحمض النووي  إنزيمتفاعل   4-2-4-2

 .a hsp70المكمِّل لجين بروتين الصدمة الحرارية 
 

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

 B. xylophilusفي  hsp70التضخيم المحدَّد للحمض النووي المكمِّل لجا البوتا  ويكشف هذا الاختبارسليم.  والنمو بشكل

م خضنون، ويؤدي ذل  بالتالي إلى استبعاد تإن –المنسوخة عكسيا ، حيث تربط البادئة العكسية عب وصلة إكسون 
 وست عزلات  Bursaphelenchusني. وقيِّمت خصوصيتها على أساس ستة أنواع غير مستهدفة من يالحمض النووي الج

  من ثلاث في ثلاث ويقاس ذل نيماتودا لكل تفاعل  0.25. وحد الكشف في هذا الاختبار هو B. xylophilusمن 
 .نسخ متكررة

 
البلمرة  نزيمإإجراء بروتوكول الاستخلاص المتزامن للحمض النووي الريبي والحمض النووي الجيني مثلما في طريقة تفاعل ويتم 

 (.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′  
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 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′  

 
الحمض النووي  سخ العكسي، ويتم تخليقالبلمرة المتسلسل عن طريق الن إنزيمويستخدم بروتوكول من خطوتا 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 لاحقا  كقالب نموذجي. 20-رارة في درجة ح

 
من نموذج الحمض النووي المكمِّل  اتلن ميكرو  5من  ا  لن ميكرو  20البلمرة المتسلسل المكون من  إنزيمويتألف مزيج تفاعل 
(، HspexR3ة أمامية )من بادئ ميكرومولار 0.6(، و8.0م أسي قدره ق، بر Trisمن  ميكرومولار 10في  10: 1)المخفَّف بنسبة 

FastStart DNA MasterPLUS  5× LightCyclerمن  اتميكرولن  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 ،لبارامنات التالية: دلنة أوَّلية وتنشيط وفقا  ل

 درجة مئوية  66ثانية، و 15درجة مئوية لمدة  95دورة ) 40رجة مئوية، وتليها د 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 0.5استخدام عما سبق أعلاه، باستثناء  ا  ميكرولن  20البلمرة المتسلسل الذي يبلغ  إنزيمتفاعل 

(BxActF3و ،BxActR3 ويتم إجراء التضخيم باستخدام بارامنات التدوير التالية: دلنة أوَّلية وتنشيط لمدة .)دقائق  10
 ثوانٍ،  10درجة مئوية لمدة  52ثانية، و 15درجة مئوية لمدة  95دورة ) 45درجة مئوية، وتليها  95 حرارة عند درجة

 ثانية(.  15رجة مئوية لمدة د 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 زيمإنعلى نُو أسرع وبحساسية أكب مما في اختبار تفاعل  B. xylophilusطريقة كشف 

الذي طورته أيضا  نف  هذه المجموعة. وتم تأكيد خصوصية البادئات والاختبار باستخدام  TaqManباستخدام مسبار 
 ، وستة أنواعB. xylophilusالحمض النووي المستخلص من المادة غير المستهدفة: عشرة أنواع من النيماتودا المرتبطة بنيماتودا 

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

 
درجة مئوية لمدة  55ب في الإجراء التجريبي( عند درجة حرارة من الخش ا  غرام 0.12ويتم تحضا عينات الخشب )حوالي 

يتول الذي يرد مع جهموعة ثيوثر  ، ودايKميكرولن من دارئ الاستخلاص، ويحتوي ذل  على البوتيناز  800دقيقة في  20
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 30-10بروتوكول التشخيص 

درجة  95رة دقائق عند درجة حرا 10، ويلي ذل  عملية تحضا 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 جهموعة  Notomi et al. (2000)ويتم إجراء تفاعل التضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة على النحو الذي بيَّنة 

. ويحتوي مزيج التفاعل المؤلف 1mplification Kit (Eiken ChemicalLoopamp DNA A(النووي أدوات تضخيم الحمض 
 40، وB3و F3بيكومول لكل بادئة من البادئتا  5ميكرولن من الحمض النووي المستخلص، و 2من  ا  ميكرولن  25من 

 مزيج التفاعل،  ×2من  ا  ميكرولن  12.5، وLFبيكومول للبادئة  20، وBIPو FIPبيكومول لكل بادئة من البادئتا 
(. ويتم تحضا مزيج 1Eiken Chemicalميكرولن من كاشف فلوري ) 1، وBstبلمرة الحمض النووي  إنزيمميكرولن من  1و

درجة مئوية لمدة دقيقة.  80درجة مئوية وينتهي بتحضا في درجة حرارة  63دقيقة في درجة حرارة  120أو  60التفاعل لمدة 
ات اللونية في محلول التفالناتجة وتكتشف الأمبيليكات  اعل عن التضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة من خلال التغيرر

 تحت الأشعة فوق البنفسجية.
 

لشكل يق استخدام نظام الكشف القائم على المسبار. ويستخدم اويمكن تقييم المنتجات المضخَّمة بصورة اختيارية عن طر 
 في تفاعل التضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة. وبعد انتهاء التفاعل، يضاف -FIP 5′المعالج بالبيوتا لبادئة 

 GGC GAG AGG GCT-′5بيكومول/ميكرولنث  10من المسبار الموسوم  ادة إيزوتيوسيانات الفلورسا ) اتميكرولن  10

TCG TGC TCG ATT GTC GTG C-3′  وهو مصمَّم للتهجا في منطقة داخلية من التتابع المستهدف، ويضاف ذل ،)
د ببط ليصل إلى درجة حرارة  95دقائق في درجة حرارة  5المسبار إلى مزيج التفاعل ويتم تحضينه لمدة   25درجة مئوية، ثم يبَّ

 سفات و بالف ءمدرو  ملحيميكرولن من الدارئ الجاري )محلول  100باستخدام  مزيج التفاعل ويُخففدرجة مئوية. 
وفقا  لتعليمات الشركة المصنِّعة.  HybriDetect )1(Milenia Biotecالتهجا  توين( ويوضع مباشرة على شرائط في المائة 3مع 

الناشئة عن التضخيم المحدَّد. وفي المقابل، عندما  FITC شظايا المحتوية على البيوتا وال HybriDetectوتكشف شرائط 
 يحدث تضخيم غير محدَّد، لا تلاح  أي إشارة على شريط الاختبار.

 
 ضوابط الاختبارات الجزيئية  4-2-6
 

ة تتوقف على نوع وابط ملائملكي تكون نتيجة الاختبار التي يتم الحصول عليها موثوقة، ينبغي النظر في استخدام ض
الاختبار المستخدم ومستوى التيقن المطلوب في كل سلسلة من سلاسل عزل الحمض النووي وتضخيم الحمض النووي 
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 31-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

لتضخم ما يتعلق بالاختبارات الجزيئية، ينبغي استخدام ضابط إيجابي للحمض النووي، وضابط سلبي ل للآفة المستهدفة. وفي
)مثل الكشف المباشر عن النيماتودا( ضابط داخلي النموذجي( وكذل ، عند الاقتضاء )لا يستخدم ضابط للقالب 

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

 
د ط لرصد ما إذا كان الاختبار يتم إجراؤه حسب المتوقع في حدو . يستخدم هذا الضابالضابط الإيجابي للحمض النووي

 ظروف التجربة وبارامناتها. ويمكن أن يكون الضابط الإيجابي أي مضض نووي يحتوي على تتابع مستهدف للاختبارث 
د يحتوي بلازميعندما تكون الاختبارات السابقة قد كشفت عن نتائج إيجابيةث أو  B. xylophilusأي، الحمض النووي لآفة 

 على التتابع المستهدف المستنسخث أو الحمض النووي الريبي المنسوخ في المختبث أو منتج من تفاعل تضخيم سابقث 
 طويل.نيوكليوتيد أوليغو أو مضض نووي مزدوج مخلَّق، أو 

 
لمتسلسل من أجل ا البلمرة 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 التضخيالبلمرة المتسلسل الذي كان يستخدم  إنزيمالماء الصالح لتفاعل 

 
لمتسلسل في الوقت الحقيقي، البلمرة ا إنزيمالبلمرة المتسلسل التقليدي، وتفاعل  إنزيمعلق بتفاعل ما يت . فيالضابط الداخلي

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

 فشل أو تدهور استخلاص الحمض النووي أو وجود موانع للتفاعل.
 
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 غير ملوثة بالحمض النووي للجينوم.  الحمض النووي الريبي 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 يمإنز ما يتعلق بتفاعل  فيو 

تسلسل البلمرة الم إنزيمالنسخ العكسي يعمل بطريقة صحيحة. ويشمل هذا الضابط كل كواشف تفاعل  إنزيممن أن 
خلاصة الحمض  هدف للاختبار )مثلباستخدام النسخ العكسي وخلاصة الحمض النووي الريبي التي تشمل التتابع المست

 ضابط إشارة بعد التضخيم.من قبل(. وينبغي أن يولِّد هذا القد أُكدّت نتيجتها الإيجابية  تكونالريبي المجهَّزة في المختب والتي 
 
تجنب انتقال ر لذالبلمرة المتسلسل والتضخيم المتساوي الحرارة بواسطة العروة، ينبغي توخي الح إنزيمما يتعلق بتفاعل  وفي

 التلوث بسبب الهباء الجوي من الضابط الإيجابي أو من العينات الإيجابية.
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 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  سبب المرض صالحا  إلاّ إذا: إنزيملا يعُد تفاعل 
 
  َّدت الضوابط الإيجابية منتج تضخيم بالحجم المتوقع للنيماتودا المستهدفةثول 

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

 
 كذل  كل عينة لإيجابية، و وإذا استخدمت بادئات الضبط الداخلي في التفاعلات البسيطة، ينبغي أن تولِّد الضوابط ا

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 أيضا  للعينات الإيجابية من النيماتودا أن تؤدي إلى منتج تضخيم 

 جم المتوقع باستخدام بادئات الضبط الداخلي. بالح
 

 إيجابيا  إذا ولَّد منتج تضخيم بالحجم الصحيح. ةوسوف يعُتب اختبار العين
 
 البلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي إنزيمتفاعل   4-2-7-2
 

 :إذاالبلمرة المتسلسل في الوقت الحقيقي سليما  إلاّ  إنزيملا يعتب تفاعل 
 
 بط الإيجابية منحنى تضخيم باستخدام البادئات الخاصة بالنيماتودا المستهدفة الضوا أنتجت 

 .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 ينعدة مناطق جأُجري تسلسل مباشر ل
والتمييز با مختلف أنواع  B. xylophilusلأغراض تحديد هوية أنواع  (Ye et al. (2007)من مستنبتات على فطريات في حالة 

Bursaphelenchus .وتشمل هذه المناطق مباعدات النسخ الدا( خليITS-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 .)

 ء  بطريقة مباشرة سواات مبليكونالبلمرة المتسلسل، ويتم إجراء تتابع للأ إنزيموتضخم المنطقة المستهدفة عن طريق تفاعل 

( BLASTالأساسية ) يةالمحل مواءمة البياناتباستخدام أداة بحث  التتابعأو بعد استنساخها. ويمكن بعد ذل  تحليل بيانات 
ومقارنتها مع تتابعات  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/المتاحة 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/
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 33-10بروتوكول التشخيص  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات

بالنسبة لمنطقة الحمض  AY508109 إلى  AY508105بالنسبة لمنطقة مباعد النسخ الداخلي المذكورة أعلاه، و KC460340و
 (. 28Sم النووي المطعَّ 

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

B. xylophilus  مع كل الأنواع الأخرى، فإتا تُحدَّد على أتا  في المائة 2ولكن أكثر من  في المائة 2أقل منB. xylophilus .
  B. xylophilusفي  المعلومة، إذا كان اختلاف تتابع أزواج العينة بالمقارنة مع التتابعات 28Sالجا ما يتعلق ب وفي

 .B. xylophilusتحدَّد على أتا  فإتامع كل الأنواع الأخرى،  في المائة 0.5ولكن أكثر من  في المائة 0.5أقل من 

 
 وينبغي إجراء مزيد من البحث في أي نتائج أخرى.

 
لتحديد هوية الأنواع. وتتاح الإرشادات المتعلقة  I COIالسيتوكروم  يدازيضا  استخدام منطقة الوحدة الفرعية لأكسويمكن أ

ر( في بررنررررررر  Q38برررررررالمررنررهررجرريرررررررة والررتررترررررررابررع المرررجررعرري المسرررررررررررررررتررخررلررص مررن المررواد المرررجررعرريرررررررة )الررتررترررررررابررع   ( Q-bank) الحررَجررح
(bank.eu/Nematodes/-ww.qhttp://w( ا في ذل  أداة البحث الخاصة  واءمة البيانات المحلية الأساسية  ،)BLAST.) 
 
 السجلات  -5
 

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

 
المعيار دم الامتثال )حالات عفي أثر فيها الأطراف المتعاقدة الأخرى بنتائج التشخيص، لا سيما وفي الحالات التي قد تت

 B. xylophilusفيها آفة  تظهر( وفي الحالات التي )مبادئ توجيهية بشأن الإخطار عن عدم الامتثال وإجراءات الطوارئ 13

ى نُو لمواد الإضافية التالية لمدة لا تقل عن سنة واحدة علفي منطقة للمرة الأولى، ينبغي الاحتفاظ بالسجلات والأدلة وا
 يكفل إمكانية التتبع: 

 
  سواء على شريحة دائمة أو مثبَّتة في مثبت  ادعيّنة من النيماتوTAF  أو في محلول غليسرين. وفي الحالات التي توجد

ت أخرى للمسار إجراء مستنبت في منطقة للمرة الأولى، سيكون من المفيد لإجراء فحوصا B. xylophilusفيها 
. وقد يكون من المفيد أيضا  الاحتفاظ بعينات أو بالحمض B. cinereaالحيّة المتكاثرة على  B. xylophilusلآفة 
 حتى في حالة التحديد المورفولوجي. لإجراء اختبار جزيئي في مرحلة لاحقةالنووي 

 درجة  20-حتفاظ  لاصة الحمض النووي في درجة حرارة إذا كان التحديد مستندا  إلى تقنيات جزيئية، يمكن الا
 درجة مئوية. 80-مئوية وخلاصة الحمض النووي الريبي في درجة حرارة 

  في الحالات التي تظهر فيها آفةB. xylophilus  ئةمواد التعبالمنتجات الخشبية،  ا في ذل  في في الخشب أو 
 ( اد التعبئة الخشبيةومو بالمنشأ والمواد )مثل الأخشاب المستديرة ، ينبغي الاحتفاظ بالبيانات المتعلقة الخشبية

ينات. بدلا  من المعلومات الجغرافية المتعلقة بأخذ الع (وظروف الاستيراد )مثل الظهور المتزامن للخناف  الناقلة
اع مواد التعبئة إخض) 15ووفقا  للمعيار ليست بالضرورة من نف  منشأ الشحنة.  يةالخشب التعبئةويلاح  أن مواد 

http://www.q-bank.eu/Nematodes/
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 34-10بروتوكول التشخيص 

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

 
 إضافيةجهات الاتصال للحصول عل  معلومات   -6
 

 هذا البوتوكول 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 الخباء الإقليميا المعنيا  3وبالإضافة إلى الخباء الواردة أسماؤهم أعلاه، يرد في الجدول 

 
 )قائمة غير حصرية( Bursaphelenchus xylophilus المعنيا بآفة قائمة الخباء الإقليميا والوطنيا :3الجدول 

 
 تفاصيل الاتصال بالخبير الإقليم أو البلد

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

) mike.wingfield@fabi.up.ac.za 

 أستراليا
CSIRO Ecosystem Sciences-Black Mountain Laboratories (بلام لعلوم النظام الإيكولوجي مختبات ماونتا 

 ,Clunies Ross Street, Black Mountain, ACT 2601 (نولث للبحوث العلمية والصناعيةالتابعة لمنظمة الكوم

) 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،  (مختب النيماتودا) NemaLab-ICAM الاتحاد الأوروبي

) mmota@uevora.ptmail: -554 Évora, Portugal (Manuel Mota; e-Évora, 7002 

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

 mail: -8687, Japan (Mitsuteru Akiba; e-Tsukuba, Ibaraki 305(الغابيةمعهد بحوث الغابات والمنتجات )

) akiban@ffpri.affrc.go.jp 

جمهورية كوريا )كوريا 
 الجنوبية(

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

Institute (المعهد الكوري لبحوث الغابات،) 207 Cheongnyangni 2-dong, Dongdaemun-gu, Seoul 130-712, 

) hrhan@forest.go.krmail: -Korea (ROK) (Hyerim Han; e 

 

mailto:thomas.schroeder@jki.bund.de
mailto:jeffgu00@qq.com
mailto:geraldine.anthoine@anses.fr
mailto:ileal@nrcan.gc.ca
mailto:sunfc@inspection.gc.ca
mailto:mike.wingfield@fabi.up.ac.za
mailto:Mike.Hodda@csiro.au
mailto:13505186675@126.com
mailto:mmota@uevora.pt
mailto:akiban@ffpri.affrc.go.jp
mailto:hrhan@forest.go.kr
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 الصررررررحة أو المنظمات الإقليمية لوقاية النباتات أو الأجهزة التابعة لتدابير ية النباتاتالوطنية لوقاويمكن أن تقدِّم المنظمات 
 ( ippc@fao.orgالنباتية طلبا  لإعادة النظر في بروتوكول التشررررررررررررررخيص من خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات )

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

)المركز الاتحادي لبحوث النباتات المستزرعة، ومعهد الصحة النباتية  Thomas Schröderكتب هذا البوتوكول التشخيصي 
 ةحة النباتية التابع للوكالة الفرنسية لسلام)مختب الص 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
ظر القسم ن)المركز التقني، هيئة نينغبو للتفتيش والحجر في منافذ الدخول والخروج، الصا )ا Jianfeng Guالسابق((، 
 )الوكالة الكندية للتفتيش على الأغذية، كندا )انظر القسم السابق((. Fengcheng Sun السابق((، و

 
 ية(، ة، الجمهورية التشيكيت)مختب التشخيص التابع للإدارة الحكومية للصحة النبا Vladimir Gaarوساهم كل من 

 .وبا والبحر المتوسط( في إعداد هذا البوتوكول في مراحله الأولى)سابقا  منظمة وقاية النباتات في أور  David McNamaraو
 

 Wolfgang Burgermeisterباعد النسخ الداخلي لموتولى في البداية إعداد وصف تقنية تعدد أشكال طول الشظايا المحددة 
لنبرررررررات يولوجيرررررررا ا  ا(. الميكروبيولوجيرررررررا والسررررررررررررررلامرررررررة البيولوجيرررررررة، معهرررررررد يوليوس كوهن، ألمرررررررانيرررررررو  )معهرررررررد فسرررررررررررررر

 Philippe Castagnone-Sereno  (UMR1064 INRA/UNSA/CNRS, Interactions Plantes-Microorganismes etوقرردَّم 

Sante Vegetale, France ) البلمرة المتسررررررلسررررررل التقليدي المسررررررتهدف للحمض النووي  إنزيمالوصررررررف الأوَّلي لطريقة تفاعل
 . B. xylophilusالتابع عند تحديد هوية آفة 

 
ستند نص هذا البوتوكول التشخيصي جزئيا  إلى البوتوكول التشخيصي لمنظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر المتوسط وي

 B. xylophilus (EPPO, 2001, 2013b)بشأن آفة 
  

mailto:ippc@fao.org
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 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 36-10بروتوكول التشخيص 

 المراجع  -8
 

ابة الصحة النباتية الدولية في في بو يشير هذا الملحق إلى المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية. وتتاح هذه المعايير  يمكن أن
 . setting/ispms-activities/standards-https://www.ippc.int/coreالرابط التالي: 
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 الأشكال التوضيحية  - 9
 

 

 .من البيضة إلى النيماتودا البالغة Bursaphelenchus xylophilusدورة حياة  :1الشكل 

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

 

 
، من شجرة Bursaphelenchus xylophilusصابة بآفة ( المPinus pinasterالصنوبر ) الأعراض في أشجارتطور : 2الشكل 

 .سليمة إلى شجرة ميتة
 معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.، T. Schröder: الصور إهداء من
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 .Bursaphelenchus xylophilus، بسبب آفة Pinus pinasterأعراض مرض ذبول خشب الصنوبر في أشجار : 3الشكل 

  هد يوليوس كوهن، ألمانيا.مع، T. Schröder: الصورة إهداء من

 

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

 )ج( شكل مدبب.

للتفتيش والحجر في منافذ  Ningbo، هيئة J. Gu( b ،c، معهد يوليوس كوهن، ألمانيا، و)T. Schröder( الصور من إهداء )أ
 الدخول والخروج، الصا.
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منظر لذنب الذكر من ناحية  (D)ذنب الذكرث  (C) ذكرث  (B)أنثىث  Bursaphelenchus xylophilus :(A) :5الشكل 
الجزء الأمامي من  (F)ث منظر بطني للشوكتا السفاديتا (E)على هيئة جناح،  تناسلي الذنب مزوَّدة بغشاء وتايةالبطن، 
 ذنب الأنثى. (J)، (I)، (H)التناسلية للأنثىث  الفتحة (G)الأنثىث 

 .Mamiya and Kiyohara (1972)المصدر: 
 

 

 

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

 .افذ الدخول والخروج، الصاهيئة ننغبو للتفتيش والحجر في من، J. Guالصور من إهداء 
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 (.1 000)تكبير بقوة  سفاديتا مزوَّد بشوكتا 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
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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 000توء بارز )إلى اليما( )تكبير بقوة وبدون ن

معهد وقاية النباتات، المعهد الوطني ، M. Tomalak الصور من إهداء
 للبحوث، بولندا.

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

kolymensis( :a  شوكتا السفاد لدى )( كل الأنواع الثلاثةثb( السديلة التناسلية لدى كل الأنواع الثلاثةث )c تاية ذنب )
( تاية ذنب أنثى e)ث B. mucronatus kolymensis( تاية ذنب أنثى d، ذات شكل مستديرث )B. xylophilusأنثى 

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

A 

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

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

 

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

 (.1 000ح )تكبير بقوة المجن

 ، معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.T. Schröderالصورة من إهداء 
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 تحت المجهر الإلكنوني في الوضع الجانبي )إلى اليسار( والمجهر الضوئي  Bursaphelenchus xylophilusآفة  :13الشكل 

 (.1 600)إلى اليما( )تكبير بقوة 

، T. Schröder ()إلى اليماو المعهد النمساوي لبحوث الغابات، النمسا ،M. Brandstetter)إلى اليسار(  الصور من إهداء
 معهد يوليوس كوهن، ألمانيا.

 

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

  المركز النمساوي لبحوث الغابات، النمسا. ،M. Brandstetter الصورة من إهداء
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 Bursaphelenchus xylophilusأنماط تعدد أشكال طول الشظايا المحدِّدة لدى  – (ITS)مباعد النسخ الداخلي : 15الشكل 

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

 زوج قاعدي(.  100النووي )سلم من 

  ، معهد يوليوس كوهن، ألمانياW. Burgermeisterالصورة من إهداء
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