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 الملخص
 Psvعزلة لبكتيريا    49تم الحصول على    ،المسبب لمرض تعقد الزيتون  Pseudomonas syringae pv. savastanoi (Psv)تعتبر بكتيريا  

 Tamarixعزلة من نبات التماريش    Olea europaea  ،17عزلة من الزيتون   31من عقد موجودة على عوائل مختلفة بالمنطقة الغربية من ليبيا
aphylla  سُجل المرض لأول مرة على نبات التماريش(، وعزلة واحدة من الرتم(Retama raetam،  عُرفت العزلات على أساس خصائصها
(،  PABو KBنتقائية )اة غذائيكريمي على أوساط   -لون أبيضبأنتجت العزلات المختبرة مستعمرات مستديرة  ،LOPATات اختبار الظاهرية و 

ات اختبار ستثناء ي نشاط إنزيم تحلل البكتين والأرجنين، باختبار أظهرت جميع العزلات نتائج سالبة لا ،خمسة عشر عزلة منها تفرز صبغة فلورسينية
LOPAT عزلة(، أما باقي العزلات 12عزلات( والأكسيديز )عدد 10ي الليفان )عددختبار أظهرت بعض العزلات نتائج موجبة لا ،الأخرى

عند تحليل المظهر البلازميدي لعزلات  ،فرط الحساسية على نباتي الدخان والفلفل ختبارلعزلات المختبرة موجبة لااكانت غالبية   ،أعطت نتائج سالبة
Psv إلىالبلازميدي المظهر صنفت أغلب عزلات الزيتون على أساس  ،وراثي بين عزلات العائل النباتي الواحد أو العوائل المختلفة تبين وجود تنوع 

(، ومن ناحية أخُرى فقد G ،K ،Nثلاث مجاميع ) إلىن عزلات الأثل قد أمكن تصنيفها أ(، في حين A ،B ،C ،D ،Fخمس مجاميع )
( وعزلة واحدة من OS42wو OS25wعزلتين من الزيتون ) Hعلى عزلات من عوائل مختلفة: تضمنت المجموعة  Hو Eن اشتملت المجموعتا

باقي العزلات وعددها  ظهرتأ ،Eمن الزيتون والأثل على التوالي فقد تم تصنيفهما ضمن المجموعة  Ta5yو OS6wأما العزلتان  ،(Ra1الرتم )
 540بلازميد، أما المحتوى البلازميدي فقد تراوح من    4-1تراوح عدد البلازميدات للعزلات المختبرة من    ا،يدفر   بلازميديا  اسبعة من عوائل مختلفة نمط

قدرة عالية لهذه  المظهر البلازميدي ستخدامثبت تحليل الجينوم باألقد  ،عزلة عديمة البلازميد 14(، بينما كانت bp) زوج  قاعدي 13550 إلى
 من عوائل ومواقع جغرافية مختلفة. Psvالتقنية في التمييز بين عزلات بكتيريا 

  
-Plasmid Profiles - ((Pseudomonas syringae pv. savastanoiمظاهر البلازميد  الكلمات المفتاحية:

 عقد أغصان الزيتون ت
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 المقدمة  
 .Pseudomonas syringae pvالذي تسببه بكتيريا  Olive Knot Disease المرض تعقد الزيتون 

savastanoi  وهو ميكروب قد تم تصنيفه سابقا تحت النوعP. syringae  خرى، تظهر أيصيب أشجار الزيتون وعوائل
لطبيعية في غير االمفرطة نتفاخات مختلفة الأحجام على السيقان وأفرع النبات العائل نتيجة الزيادة اعقد و  على شكلالأعراض 

 اللون الأخضر ذسم، تأخ 2.5يصل قطرها إلى  ثآليلوتكون الإصابة على شكل  مما يترتب عنه التضخم، عدد خلايا النبات
لعمر تصبح ذات لون في اما عندما تتقدم هذه التدرنات أ، مظهر إسفنجي ناعم ومتماسك  اتالشكل ذ  كرويةفي بداية تكونها،  

في  اوالعقد التي تحدث مبكرا في الأشجار النامية يمكن أن تسبب ضعف ،(1998أبوعرقوب، ومتشققة )غامق وسطح متصلب 
نتاجية الثمار للشجرة على المدى إفي  اوغالبا ما يسبب انخفاض  ةن البراعم التي تنمو عليها العقد غالبا ما تكون ميتأالأفرع كما 

 ،2007، آخرونو  (Kennellyكون ثمـارها عديمـة الطعم والنكهة الطويل، كما أن أشجار الزيتون المصابة بالعقـد ت
Rodríguez -Moreno  ل لا سل الزيتون )التث سمأيضا باغصان الزيتون أتعقد يعرف مرض  ،(2008، آخرونو 

 Theophrastusغريقي  لقد سجل مرض تعقد الزيتون لأول مرة في القرن الرابع عشر قبل الميلاد بواسطة العالم الإالبكتيري(،  
(Iacobellis  ،1998وآخرون)نتشر المرض بواسطة أشجار الزيتون ، اOlea europaea subsp europaea، 

وجد في أجزاء من أوروبا، أسيا، أفريقيا، أمريكيا الشمالية، أمريكيا الجنوبية معظم مناطق زراعة الزيتون في العالم حيث سُجل في 
 ،العراق، ليبيا من المغرب، سوريا، مصر،  وجد المرض في الوطن العربي في كل  ، كما  وبالأخص بلدان حوض البحرالمتوسط وأستراليا

العديد من  سُجلت الإصابة في ليبيا في ،(2015، آخرونو  Buonaurio   ؛Kenyon ،2013؛ 1998أبوعرقوب، )
جنزور، يفرن،  زارة، ، القره بوللي، تاجوراء، عينةيبيا، بغريان، مسلاتالمناطق الغربية من ل وعلى سبيل المثال لا الحصر ماكن،الأ

الرتم، الدفلة، إضافة للزيتون هناك العديد من النباتات التي تصاب بهذا المرض منها    ،(2007، آخرونو  )العربيككلة والرقيعات  
لتعريف ودراسة خصائص البكتيريا المسببة تستخدم عدة طرائق   ، (Cookscy ،1995و Azadين )اسمالحنة، الدردار، الي
ات لدراسة وتعريف ختبار وهي سلسلة من الا، LOPATات  الفسيولوجية والكيموحيوية والتي تعرف بـختبار للمرض، منها الا

Gonza؛ 2012، آخرونو  Ramosالبكتيريا ) ́lez  هم تقنيات أدراسة جينوم البكتيريا من  تعتبر ،(2003، آخرونو
 وهي جزيئات صغيرة منتعد البلازميدات أحد مكونات هذا الجينوم،  ،(2008، آخرونو  (Bellaات الجزيئية ختبار الا
 DNA    دائرية ثنائية الخيط مغلقة، وبعض البلازميدات تكون بشكل مستقيم خيطي(Brown  ،1998 2001؛)،   تكون

)منشأ التضاعف( بشكل مستقل لة عن تضاعفها وتكاثرها و تحمل مورثات مسؤ البلازميدات بمعزل عن الكروموسوم البكتيري و 
صلي، كما أن اغلب صفات المقاومة للمواد الكيميائية تكون مشابهة لتلك التي تحدث للصبغي الأ  تضاعفبواسطة عملية  وذلك  

ضراوة البكتيريا   دةزيا  إلىمما يؤدي    تتحكم بها مورثات خاصة محمولة على بلازميدات  ،الحيوية وتخليق السموم البكتيريةوالمضادات  
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نتقال يعاد بعد أن تفتح دائرته المغلقة وبعد الا نتقال بين الخلايا،ة على الاالقدر  لبلازميداتالعائل لوجود تلك البلازميدات، ول
 50-1توجد البلازميدات في مجموعة متنوعة واسعة من البكتيريا، يتراوح عددها من  ،على التضاعف اربط نهايته ليصبح قادر 

تتصف البلازميدات  ،قترانيةاقترانية وغير امجموعتين: تقع البلازميدات في  ،بلازميد وقد تكون الخلايا البكتيرية عديمة البلازميد
نتشار من خلية قتران الاقتران الجنسي بين خلايا البكتيريا، العملية التي بواسطتها يمكن لبلازميد الاقترانية بمقدرتها على الاالا

نتقال البلازميد يتم التحكم فيها بواسطة مجموعة اقتران و إن عملية الا ،جميع خلايا البكتيريا الأخرى في مزرعة بكتيرية إلىبكتيرية 
 ،قترانية، الموجودة على بلازميدات الاقتران وغير موجودة على البلازميدات غير الا transfer or tra genesمن جينات النقل

 ،قترانية عند وجود كليهما في نفس الخلية البكتيريةاقترانية برفقة بلازميدات اقل بلازميدات غير نه تحت ظروف معينة قد تنُأإلا 
 ،Brown)  يءإن كل ما تتميز به البلازميدات من خصائص ذكرت سلفاً ليجعل من الأهمية بمكان دراسة كل ما يتعلق بهذا الجز 

البكتيريا الممرضة للنبات يعُد أحد الطرائق المباشرة لتحليل ومقارنة إن دراسة مظهر وخصائص البلازميد في  ،  (2001؛   1998
إن مظهر البلازميد متبوعا بتقنية تباين أطوال مقاطع التقييد  ، (Elamri ،2001؛Louws ،1999) جينوم تلك البكتيريا

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)   يعتبر من أهم الطرق المستعملة للمقارنة بين
؛ Gabrial،  1987و  Shaw  ،1987،  LazoوBeck von Bodman )  ،أنواع وسلالات البكتيريا الممرضة للنبات

Koul  1997 ،آخرونو،  EL-HendawyوAzab ،1998 ؛Yildirm  نظرا للأهمية الكبيرة  ،(2011، آخرونو
التي تتميز بها البلازميدات في مدى قدرتها على حمل جينات لها الأثر الكبير على العوائل التي تصيبها البكتيريا الحاملة لتلك 

 Pseudomonas لعزلات البكتيريا Plasmid profile البلازميد هتمت بمظهراالبلازميدات، فإن هذه الدراسة 
syringae pv. savastanoi طريقة دراسة مظهر البلازميد ستخداممن عدة عوائل با Plasmid profile-based 

method  (Moulton  1993، آخرونو )،  مدى التنوع بين عزلات نفس النمط البكتيري الممرض إلىوذلك للوصول. 
 

 :إلىالدراســــــة  تهدف
 عوائل مختلفة.عزل البكتيريا المسببة لمرض تعقد أغصان الزيتون من  .1

 ات الفسيولوجية والكيموحيوية.ختبار العزلات المختلفة بإجراء الا ىالتعرف عل .2

البلازميدات  مقارنة مظهر تلكثم ، gel electrophoresis ستخدامومعرفة حجم وعدد البلازميدات با عزل .3
 .للعزلات البكتيرية المختلفة التي تشملها الدراسة

ات  ختبار الفسيولوجية والا ات الكيموحيويةختبار قتران في نتائج الا ساس التشابه والاصنيف العزلات البكتيرية على أت .4
 . وعلاقتها بالموقع الجغرافي الجزيئية
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 العمل  قمـواد وطر 
 

 جمعت عينات  ،أجريت الدراسة بمختبرات كل من قسم وقاية النبات بكلية الزراعة وقسم الكيمياء الحيوية بكلية الطب البشري

وبناء على تقرير ، النباتات المصابة بمرض تعقد الزيتون التي ظهرت عليها أعراض المرض في شكل عقد على أفرع هذه النباتات
خلال الفترة (، فقد تم تجميع العينات المصابة 2007، آخرون)العربي و مراض الزيتون والذي شمل بعض المناطق الغربية ألحصر 
كياس بلاستيكية مع تسجيل الملاحظات، أوضعت العينات في  (،1ل )الجدو  من طرابلس 11/2014 إلى 4/2014الزمنية 

، NA ائية ذستخدمت في هذه الدراسة الأوساط الغا ،العائل ونقلها للمختبر للقيام بعملية العزل  اسممكان التجميع وتاريخه و 
NB ،PAB ،KB ،LB ،SNA ختبارائي الخاص باذ)الوسط الغ (Levanختبارائي الخاص باذ، الوسط الغ 

Arginine Dihydrolase ة اللازمة للعزل وفق الطرق المعمليةغذائيتم تحضير الأوساط ال (King   1954، آخرونو )
(Lelliott وStead ،1987 .) 
 

 عزل وحفظ البكتيريا
ها حيث تم ؤ ات المراد إجراختبار من المناطق المشار إليها، حُفظت في الثلاجة لإجراء الا (1)جدولعزلة  49تم عزل وحفظ 
هذه مل من الوسط وتم تعقيم  3نبوبة زجاجية صغيرة الحجم كمية تقدر بحوالي أووضع في كل  ،PAB غذائيتحضير الوسط ال

كما   ،°م4لتجمد، وحقنـت بالبكتيـريا المعزولـة وحفظـت في الثلاجـة عند درجة لالأنابيب، وضعت الأنـابيب بشكـل مائل 
، حيث تم تنمية العزلات البكتيرية  Eppendorf  tubes  ابندورف  ستعمال أنابيباستخدمت طريقة أخرى للحفظ وذلك با

ميكرولتر من المعلق البكتيري لكل عزلة ويضاف  µl 500 ذتم أخ ،ساعة 24لمدة   LBة سائلة غذائيقيد الدراسة على بيئة 
ليه إمل من الجلسيرول في دورق ويضاف  40)بوضع المسبق إعداده  glycerol% جليسرول  40ميكرولتر  µl 500ليها إ

خضعت جميع العزلات  ،°م20-ارة مل ماء مقطر ويتم التعقيم(، ويخلط المعلق ويوضع في المجمد تحت درجة حر  100
 ات الفسيولوجية الكيموحيوية والجزيئية.  ختبار للا

 

 المستعملة لتعريف البكتيريا الممرضة للنبات  قالطر 
على أساس الخصائص الظاهرية  Pseudomonas syringae pv. savastanoiتم التعرف على البكتيريا  

ات الجزيئية ختبار ات الفسيولوجية والاختبار كانت وميضية أو غير وميضية، الا  شكل المستعمرة ولونها وإذا ما للمستعمرات،
 المحددة.
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  LOPATات الفسيولوجية والكيموحيوية وهي تعرف بـ ختبار الا .1
الأجار المغذي  غذائيلمزارع بكتيرية نامية على وسط  ختبارالا هذاجراء إ تم  Levan Formation تكون الليفان اختبار 

، وملاحظة ختبارا الاذ% سكروز، وملاحظة الشكل القبي للمستعمرات المتكونة في حالة العزلات الموجبة له5مضاف اليه 
 ،للكشف عن وجود الأنزيم اوكسيديز ختبارا الاذيستعمل ه  Oxidase اوكسيديز اختبار  ،العزلات السالبة له

 وتوضع على NA غذائينامية على الوسط الساعة  24من مستعمرة عمرها  ذات عقدة بلاتينية يؤخذبرة حقن إوبواسطة 
 10بة التغير في اللون خلال ويتم مراق %1بتركيز  phenylenediamine dihydrochlorideالورقة المبللة بمحلول 

Pectinolytic نشاط تحلل البكتين  اختبار ،ختبارالا ذامن الوقت، وكانت النتائج مختلفة منها سالبة ومنها موجبة له ثوان  
Activity  ساعة وملاحظة وجود  48-24التعفن الطري على شرائح البطاطس، وتتم ملاحظتها خلال  اختباريتم إجراء

يستدل على إيجابية التفاعل بتغير   Arginine Dihydrolase  اختبار،  تعفن من عدمه على الشرائح مكان حقن البكتيريا
، ثم الوخز بإبرة ختبارالا ذاضير الوسط الخاص بهتم تح ،البرتقالي إلىالأحمر القاتم أما النتيجة السالبة فتكون وردي  إلىاللون 

 .نبوب بأجار معقم وذلك لتوفير ظروف لاهوائية وتحضن لمدة ستة أيامالحقن ويغطى الأ
 

 في هذه الدراسة ومواقع الحصول عليها المستعملةعزلات البكتيريا . 1جدول 

العينة اسم الرقم   
 العائل 

 الموقع تاريخ العزل
العلمي سمالا العام  سمالا   

1 OS3w Olea  europaea  قصر الأخيار 2014 الزيتون 

2 OS6w O.  europaea  قصر الأخيار 2014 الزيتون 

3 OS7y O.  europaea  قصر الأخيار 2014 الزيتون 

4 OS9y O.  europaea  غريان  2014 الزيتون 

5 OS10y O.  europaea  غريان  2014 الزيتون 
6 OS11w O.  europaea  سوق الجمعة  2014 الزيتون 

7 OS14w O.  europaea  مزرعة كلية الزراعة  2014 الزيتون 
8 OS15w O.  europaea  قصر الأخيار 2014 الزيتون 
9 OS16w O.  europaea  تاجورا الحميدية  2014 الزيتون 
10 OS17w O.  europaea  مسلاتة  2014 الزيتون 
11 OS18w O.  europaea  القره بوللي  2014 الزيتون 
12 OS20w O.  europaea  سوق الجمعة  2014 الزيتون 
13 OS23w O.  europaea  قصر الأخيار 2014 الزيتون 
14 OS25w O.  europaea  قصر الأخيار 2014 الزيتون 
15 OS26w O.  europaea  سوق الجمعة  2014 الزيتون 
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16 OS27w O.  europaea  سوق الجمعة  2014 الزيتون 
17 OS31w O.  europaea  قصر بن غشير  2014 الزيتون 
18 OS32w O.  europaea  قصر بن غشير  2014 الزيتون 
19 OS33w O.  europaea  قصر بن غشير  2014 الزيتون 
20 OS35w O.  europaea  قصر بن غشير  2014 الزيتون 
21 OS36w O.  europaea  قصر بن غشير  2014 الزيتون 
22 OS38w O.  europaea  سوق الجمعة  2014 الزيتون 
23 OS39y O.  europaea  سوق الجمعة  2014 الزيتون 
24 OS40w O.  europaea  جنزور  2014 الزيتون 
25 OS41y O.  europaea  تاجورا 2014 الزيتون 
26 OS42w O.  europaea  جنزور  2014 الزيتون 
27 OS45w O.  europaea  غريان  2014 الزيتون 
28 OS49w O.  europaea  قصر الأخيار 2014 الزيتون 
29 OS51w O.  europaea  العزيزية 2014 الزيتون 
30 OS52y O.  europaea  العزيزية 2014 الزيتون 
31 OS54w O.  europaea  العزيزية 2014 الزيتون 
32 Ra1 Retama raetam الربيع وادي  2014 الرتم  
33 Ta1w Tamarix  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
34 Ta2w T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
35 Ta3w T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
36 Ta3y T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
37 Ta4w T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
38 Ta10w T.  aphylla  )قصر بن غشير  2014 تماريش)الأثل 
39 Ta11y T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
40 Ta12w T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
41 Ta13w T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
42 Ta14w T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2014 تماريش)الأثل 
43 Ta15y T.  aphylla  )الساعدية  2015 تماريش)الأثل 
44 Ta16w T.  aphylla  )قصر  الأخيار 2015 تماريش)الأثل 
45 Ta19w T.  aphylla  )العزيزية 2015 تماريش)الأثل 
46 Ta2ow T.  aphylla  )العزيزية 2015 تماريش)الأثل 
47 Ta21w T.  aphylla  )العزيزية 2015 تماريش)الأثل 
48 Ta22w T.  aphylla  )عين زارة  2015 تماريش)الأثل 
49 Ta23w T.  aphylla  )تاجورا 2015 تماريش)الأثل 

 P,s,Sncaim B01868                                                                                       المجر الشاهد 
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تم تجهيز معلق من الكائن حيث    ختبارتم تحوير طريقة الشغل لهذا الا  Hypersensitive reaction  فرط الحساسية  اختبار
الجزء السفلي   تم حقن المعلق في  ،ساعة  24المحتوي على مستعمرات بكتيرية بعمر  الممرض وذلك بإضافة ماء مقطر معقم للطبق  

 .من الورقة
 ات الجزيئيةختبار الا .2

المبنية على التحلل  ،1993 آخرونو  Moultonالبلازميدي الكامل، استعملت طريقة  DNAستخلاص الـا 
وذلك بإذابة  Agarose gelتجهيز ، ساعة 24( لمدة LBة )غذائيتنمى البكتيريا في البيئة ال ،Alkaline lysisالقلوي
 إلىيبرد المخلوط ، ويتم التسخين لغرض الذوبان TAE×50مل محلول منظم 3مل ماء مقطر و 150جم آجاروز في 1.05

 Agaroseوط في حامل الـيسكب المخل ،Ethedim Bromideبروميد الإثيديوم  µl 3°م، ويضاف 50درجة حرارة 
 DNAن يتجمد ويتصلب الأجاروز فتتكون غرف صغيرة يتم تحميل أينزع المشط بعد . الخاص به وذلك بعد وضع المشط

التخلص  ،دقائق 3لفة لمدة  12.500جهــاز الطـرد المــركزي  ستخداممن البكتيريا ) لكل عزلة( با µl 350حصـاد  ،بداخلها
من محلول حديث  µl 15سحب  ،الراسب دون مزجها إلى TEمن المحلول المنظم  µl 20إضافة  ،من المعلق وإبقاء الراسب

 ستخدامبا TEيمزج الراسب جيدا مع  ة،، ويبقى عليه في الماصNaOHمولر  SDS ،0.2% 0.2التحضير يتألف من 
مع محلول الخلايا   ةيتم خلط وتوزيع المحلول الموجود في الماص  ،(SDS    /NaOH)التي تحتوي على    ةالقمة البلاستيكية للماص 
من  µl 30يضاف للأنبوب  ،دقائق حتى تتحلل الخلايا 3يترك المحلول عند درجة حرارة الغرفة لمدة  ،حتى يصبح صافيا ولزجا

يوضع المزيج في  ،ويخلط المزيج isoamyl alcohol: كحول الايزواميل  chloroform : كلوروفورم phenol )فينول 
( ويحمل مباشرة على الأجاروز DNAينقل المعلق )بلازميد  ،دقائق 10( لفة في الثانية لمدة 12.500جهاز الطرد المركزي )

( (Markerمع مراعاة وضع الشاهد   دقائق قبل وضعها في الجهاز  10وتترك لمدة    µl  1 داخل الغرف بعد إضافة صبغة التحميل
4 µl يغمر حامل الاجاروز بعد وضعه في الجهاز بمحلول منظم  .،في كل جانب من الأجاروTAE(10.5 TAE/ 

 إلىيرفع ثم  ،دقيقة 30فولت/سم لمدة 75مل ماء مقطر( تفصل البلازميدات بتمرير تيار كهربائي فولت منخفض 600
  ، نهاية الهلام، يوقف التيار الكهربائي إلىعند وصول الحزمة الأولى من صبغة التحميل  ،ن يكتمل الترحيلأ إلىفولت/سم 100

كاميرا مجهزة بجهاز   ستخدامويتم التصوير فوتوغرافيا با DNAبلازميد  للكشف عن UVتستعمل الأشعة فوق البنفسجية 
مقارنة النمط البلازميدي، من خلال قياس حجم وعدد  ،زميدات المتحصل عليهالتقاط وتخزين صور البلاحاسوب لا
 البلازميدات.
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B A 

A B 

ــــائج  ــــ  النتـــــ

  والرتم aTamarix  aphyll ، التماريشaOlea europaeتم تجميع عقد من النباتات المصابة لعوائل الزيتون  
Retama raetam    ما عندما أ، ومتماسك منها تتميز بوجود نسيج اسفنجي ناعميغلب عليها الشكل الكروي، الغضة

 (.3، 2، 1شـكل )لعمر تصبح ذات لون غامق وسطح متصلب ومتشققة في اتتقدم هذه التدرنات 

 
 
 
 
 
 
 
 

 Pseudomonas syringae pv. savastanoi غصان الزيتون المتسبب عنأ( أعراض مرض تعقد 1شكل )
 عقد خشنة صلبة ذات لون بني .  Bعقد حديثة غضة ذات لون فاتح، Olea  europaea. Aعلى نبات الزيتون 

 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 Pseudomonas syringae pv. savastanoi ن غصان الزيتون المتسبب عأ( أعراض مرض تعقد 2شكل )
 عقد خشنة صلبة ذات لون بني Bعقد حديثة غضة ذات لون فاتح ، Tamarix  aphylla . Aنبات التماريش 
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 إلىمستديرة ذات لون أبيض كريمي  في هذه الدراسة لوحظ أن للعزلات خصائص مرفولوجية محددة حيث تكون مستعمرات
لاينتج بعضها تنتج  بعض تلك العزلات صبغة خضراء وميضية بينما    PABوKB   غذائي(، وعلى الوسط ال4مصفر )شكل  

 نها سالبة لتفاعل جرام، هوائية.أالآخر تلك الصبغة، و 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pseudomonas syringae pv. savastanoiغصان الزيتون المتسبب عن أ( أعراض مرض تعقد 3شكل )
 Retama raetamعلى نبات الرتم 

 
 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  -(PAB)غذائيعلى الوسط ال Pseudomonas syringae pv. savastanoiمستعمرات بكتيريا  (4)شكل 
A.عزلات ذات مستعمرات بلون أبيض كريمي تكون صبغة الفلورسين ،  
B، عزلات ذات مستعمرات بلون أبيض كريمي لا تكون صبغة الفلورسين 

                          

A B

ل
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B A 

 ات الفسيولوجية والكيموحيويةختبار الا 
ه  ؤ جراإتم    تكون الليفان  اختبار( أن  1كما هو مبين )جدول    عزلة  49والتي أجريت على   ات الكيموحيويةختبار أظهرت نتائج الا
معتمة ولماعة وقبية الشكل بعضها بلون  إلىحيث أعطت مستعمرات شفافة  ،ختبارعزلات موجبة لهذا الا10ولوحظ أن عدد 

شكل   الاوكسيديز  اختبارلوحظ     ،ختبارعزلة فقد كانت سالبة للا 39أما باقي العزلات وعددها   ،(5أخضر فلورسنتي شكل )
ستجابتها افي مدى  ظهرت تفاوتاأثواني من الوقت لوحظ أن العزلات المختبرة قد  10تم مراقبة التغير في اللون خلال  (6)

عزلة( أعطت  37العزلات وعددها ) باقيعزلة، أما  12اللون البنفسجي في عدد  إلىحيث حدث تغير في اللون  ختبارللا
كانت كل النتائج   العفن الطري لأنسجة درنات البطاطسختبرة على إحداث مدى قدرة العزلات الم اختبارعند  ،نتائج سالبة

العزلات المختبرة  فقد كانت جميع Arginine Dihydrolase اختباروكذلك الأمر في  ،(7شكل ) ختبارسالبة لهذا الا
موت موضعي في الأوراق التي تم حقنها بالعزلات البكتيرية وكان عددها   فرط الحساسية وجود  اختبار  أظهر  ،ختبارسالبة لهذا الا

شتول التبغ والفلفل على  ( عزلة على9و 10( عزلة على شتول التبغ والفلفل على التوالي، أما السالب وعددها )40و 39)
 (.10، 9، 8شكل ) ،حيث لم يحدث تغير في الورقة ،التوالي

 

 nativeإن وجود بلازميدات أصلية أو طبيعية ) (Plasmid profils البلازميداتمظاهر ) ات الجزيئيةختبار الا
plasmid  قد تم تحديده وذلك عن طريق عزل )DNA  البلازميدات فائقة الحلزنة supercoiled plasmids DNA 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 ( levan)تكوين الليفان  ختبارلا  Pseudomonas syringae pv. savastanoiمستعمرات بكتيريا  (5شكل )
A   الليفان تتميز بلمعانها وبالشكل القبي ختبار، موجبة لا. B الليفان. ختبار، سالبة لا 
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 Pseudomonas syringae pv. savastanoi B  مستعمرات بكتيريا (6شكل )
 .ختبارسالبة للا  B، ختبارموجبة للا Oxidase ، Aأوكسيديز  وجود ختبارلا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Pseudomonas syringae pv. savastanoi التعفن الطري على البطاطس ونشاط بكتيريا اختبار( 7شكل )

 ختبارالشرائح بعد الحقن سالبة للا B ن،شرائح بطاطس قبل الحقA لتحليل البكتين.
 
 

   

   

 

 

 

 

 

 على ةعزلات من الزيتون موجبة لاختبار فرط الحساسي ..الدخانالحساسية على أوراق  ( اختبار فرط8شكل ) 
 للاختبار.سالبة  Cساعة من الحقن،  24بعد  B ،الأوراق بمعلق البكتيريا حقن Aأوراق.. 

A B 

B B 

C 
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 فرط الحساسية  ختبارموجبة لا من التماريش عزلات الدخانالحساسية على أوراق  فرط اختبار (9) شكل 
 على أوراق الدخان

 
 

 

 

    

 

 

 على أوراق نبات الفلفل، الحساسية فرط اختبار) 10 (شكل 
 A  ساعة من الحقن ،  24بعدB ختبارسالبة للا ،C ختبارابية الايجبعد خمسة أيام من إ 

 

 ،OS3w  ،OS7y  ،OS14w  ،OS23wستثناء العزلات  با  ،العزلات المختبرةمن جميع    (2جدولفي )هو موضح  كما  
OS33w ،OS35w ،OS36w ،Ta1w ،Ta2w ،Ta10w ،Ta12w ،Ta16w ،Ta19w ،
Ta20w(. قسمت12-8بلازميدات شكل ) أربعة إلىبين واحد  . التي كانت عديمة البلازميد، فإن جميع العزلات تأوي ما 

. A ،B ،C ،D ،E ،F ،G ،H ،K ،Nليها بالرموز إعشرة مجموعات أشير  إلىالعزلات حسب مظهر البلازميدات 
 OS39yفي العزلة   13550bp،  وأكبر بلازميد بحوالي OS31wفي العزلة   540bpقدُرت أصغر بلازميد بحوالي 

إلا أن  امتشابه بلازميدياا ت نمطقد أظهر  OS9y ،OS40w ،OS41y( Aعلى الرغم من أن العزلات ) ،(2)جدول 
لقد أمكن تصنيف  ،bp 580، قدر حجمها بـ اواحد ا( قد فقدت بلازميدOS9y ،OS40wبعض تلك العزلات ) 

( إلا أن G،K ،N( وعزلات نبات التماريش في ثلاثة مجاميع ) A ،B ،C ،D،F) عزلات نبات الزيتون في خمسة مجاميع
من أشجار  OS25w ،OS42wفرغم أن بعض العزلات المختبرة قد تم عزلها من عوائل مختلفة  ،هناك مجموعات مشتركة

فهي مجموعة   E، وكذلك الأمر في المجموعة Hمن نبات الرتم، إلا أنه قد تم تصنيفها ضمن مجموعة مشتركة  Ra1الزيتون، و
عند تقدير حجم البلازميدات لعزلات  ،OS6w ،Ta15yمشتركة بين الزيتون والتماريش، تضم عزلة واحدة من كل عائل 

B 

C 
A 

A 
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 من العزلة    حيث تشترك كل ، وجد أنها تشترك في واحد من البلازميدات مما ساعد في تصنيفها ضمن نفس المجموعةDالمجموعة  
OS51wوOS52y في بلازميد واحد وكذلك العزلة OS51w وOS54w  في بلازميد واحد وجميعها ضمن المجموعة

D،    ن العزلاأفي حين( ت التي ضمن المجموعةF  )OS17w  ،OS18wأظهرت   ،، متطابقة تماما في حجم وعدد بلازميداتها
لها  ،OS9y،OS10y  ،OS16w ،OS17w،OS18w ، OS40w ،OS52yالنتائج أن عزلات الزيتون 

ولوحظ أن عزلات  ،bp1000 أنماط بلازميدية مختلفة إلا أن النتائج أكدت على وجود بلازميد مشترك فيما بينها بحجم 
ن النمط إ ،bp1200 بلازميدية مختلفة إلا أنها تشترك في بلازميد بحجم  ا، قد أظهرت أنماطTa4w ،Ta23wالتماريش 

 ،OS10y ،OS31w ،OS45w ،OS49wعزلات من الزيتون  أربعتسمت بها االفريد لمظهر البلازميدات خاصية 
، OS3w  ،OS7yفي حين أنه لم يتم تسجيل وجود للبلازميدات في العزلات    Ta11y  ،Ta21wKن من التماريش  اوعزلت

OS14w ،OS23w ،OS33w ،OS35w ،OS36w عزلات من أشجار الزيتون( و(Ta1w ،Ta2w ،
Ta10w ،Ta12w ،Ta16w ،Ta19w ،Ta20w )بوجه عام فإن المحتوى الكلي ، )عزلات من نبات التماريش

  .bp20700 إلى bp9700 حد كبير، يتراوح من  إلىالبلازميدي في خلايا العزلات المختبرة متفاوت  DNAللـ
 

ات الفسيولوجية ختبار الا ستخدامبا Pseudomonas syringae pv. savastanoi عزلات بكتيريا تعريف 2جدول 
 (LOPAT)والكيموحيوية 

 

 

العينة اسم الرقم   Levan 

L 

Oxidase 

 O 

Pectin 

P 

Arginine 

A 

Hypersensitive reaction  T 

 الدخان  الفلفل
1 OS3w _ _ _ _ + *+ 

2 OS6w _ _ _ _ + *+ 

3 OS7y _ _ _ _ + *+ 

4 OS9y _ _ _ _ + + 

5 OS10y _ _ _ _ _ + 

6 OS11wϝ  ++ + _ _ + + 

7 OS14w _ _ _ _ + + 

8 OS15wϝ _ + _ _ + _ 

9 OS16w _ + _ _ _ + 

10 OS17w + _ _ _ _ *+ 

11 OS18w _ _ _ _   + + 

12 OS20wϝ  ++ _ _ _ + + 

13 OS23w _ + _ _ + + 

14 OS25w _ _ _ _ + + 
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 2جدول  تابع

 .ساعة 72بعد   ، +؟ساعة 48 إلى 24، + من ساعة 24أقل من أعراض فرط الحساسية: +*  •
 الليفان ختباركانت بشكل واضح لا  ختباريجابية للا++ الا •
• ϝ .    تكون صبغة الفلوروسينfluorescein. 

العينة اسم الرقم   
Levan 

L 

Oxidase 

 O 

Pectin 

P 

Arginine 

A 

Hypersensitive reaction  T 

 الفلفل الفلفل
15 OS26wϝ _ _ _ _ + + 

16 OS27w _ _ _ _ + + 

17 OS31wϝ + + _ _ + + 

18 OS32wϝ +  + _ _ + _ 

19 OS33w _  _ _ _ _   + 

20 OS35wϝ  _ _ _ _ + + 

21 OS36w _ _ _ _ _ + 

22 OS38w _ _ _ _ + + 

23 OS39y _ _ _ _ + + 

24 OS40w _ _ _ _ + + 

25 OS41y _ _ _ _ + + 

26 OS42w _ _ _ _ + + 

27 OS45w _ _ _ _ + + 

28 OS49wϝ  ++ _ _ _ _ + 

29 OS51wϝ _  + _ _ + + 

30 OS52yϝ +  + _ _ + _ 

31 OS54wϝ _  _ _ _ + + 

32 Ra1 _ _ _ _ + + 

33 Ta1w + _ _ _ + + 

34 Ta2w _ _ _ _ ؟+ _ 

35 Ta3w _ + _ _ + + 

36 Ta3y _ + _ _ + _ 

37 Ta4wϝ _  + _ _ _ _ 

38 Ta10wϝ _  _ _ _ _ + 

39 Ta11y _ _ _ _ + + 

40 Ta12w _  _ _ _ + _ 

41 Ta13wϝ + _ _ _ _ + 

42 Ta14w + + _ _ + _ 

43 Ta15y _ _ _ _ + + 

44 Ta16w _ _ _ _ ؟+ + 

45 Ta19w _ _ _ _ + + 

46 Ta20 wϝ _  _ _ _ + + 

47 Ta21w _ _ _ _ + + 

48 Ta22w _ _ _ _ + _ 

49 Ta23w _ _ _ _ + _ 
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Pseudomonas لعزلات   plasmid profileالمظهر البلازميدي  (.15(، )14(، )13(، )12، ))11(شكل 
syringae pv. savastanoi. ستخلاص اDNA ( البلازميدي بالطريقة المحورة من قبلMoulton  آخرونو 

 ، تم تحديد حجم البلازميدات بالمقارنة بحجم معروف (.3.22نظرا% )0.70( وتم فصلها على هلام أجاروز 1993
kb10 .M ( الشاهدMarker . )OS  ،عزلات نبات الزيتونTa  ،عزلات نبات التماريشRa  .عزلات نبات الرتم

P,s,Sncaim B01868  عزلة معرفة 
 

 المنـاقشـة 
ثل( والرتم والتي كانت مصابة بمرض تعقد أغصان الزيتون تم تجميع بعض العينات النباتية من أشجار الزيتون والتماريش )الأ 

Olive Knot دراسات سابقة من حيث الوصف والتعريف ، والجدير بالذكر أن البكتيريا المعزولة من التماريش لم تجرى عليها
 Pseudomonas syringaeعُزلت البكتيريا    ،لهذا المرض على نبات التماريش  وبذلك فإن هذه الدراسة هي أول تسجيل

pv. savastanoi المسببة للمرض من العقد الموجودة على النباتات المصابة وتم التعرف على عزلات نقية والتي كان عددها 

 ات ختبار ، والاLOPATات الـ اختبار ات الكيموحيوية والمتمثلة في ختبار عُرفت على أساس الخصائص العامة والاعزلة،  49

14شكل   

11شكل  12شكل   13شكل    

15شكل   
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 .Pseudomonas syringae pvأحجام وأعداد البلازميدات الأصلية لعزلات بكتيريا  تقدير 3جدول 
savastanoi  نباتية مختلفة من عوائل. 

 

 
 رقم  العينة

 
 المصدر

 
 العائل 

 

 *  bpحجم البلازميد بـ       

  

   المحتوى الكلي لـ

DNA 

 البلازميدي

     

عدد     

 البلازميدات

 

مجموعة   

المظهر 

 البلازميدي

OS9y  3 12000 1000      1700    9300 الزيتون  الدراسة هذهضمن A 

OS40w  3 11900 1000     1700    9200 الزيتون  الدراسة هذهضمن A 

OS41y  4 12980 580~    1000     1700    9700 الزيتون  الدراسة هذهضمن A 

OS27w  1 13000 13000~ الزيتون  الدراسة هذهضمن B 

OS38w  1 13500 13500~ الزيتون  الدراسة هذهضمن B 

OS39y  1 13550 13550~ الزيتون  الدراسة هذهضمن B 

OS11w  4 14850 580~     1700   2000  10000 الزيتون  الدراسة هذهضمن C 

OS20w  4 14300 550~    1600  2050   10100~ الزيتون  الدراسة هذهضمن C 

OS26w  4 14380 550~   1600   2000   10200~  الزيتون  الدراسة هذهضمن C 

sOS15w   4 14220 570~       1700    2350    9700 الزيتون  الدراسة هذهضمن D 

OS16w  4 13100 600~   1000    2000    9500 الزيتون  الدراسة هذهضمن D 

OS32w  4 14000 550~  1600   2250    9600 الزيتون  الدراسة هذهضمن D 

OS51w  4 13880 580~    1700    2000     9600 الزيتون  الدراسة هذهضمن D 

OS52y  4 13100 600~     1000    2000    9500 الزيتون  الدراسة هذهضمن D 

OS54w  4 14000 550~   1600    2250    9600 الزيتون  الدراسة هذهضمن D 

OS6w 1 12800 12800 الزيتون  ضمن هذه الدراسة E 

Ta15y  1 12650 12650 التماريش  الدراسة هذهضمن E 

OS17w  3 11900 1000    1200    9700 الزيتون  الدراسة هذهضمن F 

OS18w  4 11900 1000   1200     9700 الزيتون  الدراسة هذهضمن F 

└Ta3y  4 17600 1200     1800    3600   11000~ التماريش  الدراسة هذهضمن G 

Ta4w  4 17200 1200      1800  3600   10600~ التماريش  الدراسة هذهضمن G 

OS25w  3 16400 1200   2100   13100~  الزيتون  الدراسة هذهضمن H 

OS42w  2 15500 2000   13500~ الزيتون  الدراسة هذهضمن H 

Ra1  3 16000 1100   1900   13000~ الرتم  الدراسة هذهضمن H 

Ta22w  3 15400 1300    2100    12000~ التماريش  الدراسة هذهضمن K 

Ta23w  3 14900 1200     2100   11600~ التماريش  الدراسة هذهضمن K 

Ta13w  3 12650 1100  1950   9600□ التماريش  الدراسة هذهضمن N 

Ta14w  3 12700 1100  2000   9600□ التماريش  الدراسة هذهضمن N 
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  3تابع جدول 

 

 10000bp( وتم تقدير الأحجام بالمقارنة مع الشاهد  .4.32% أجاروز ) 0.70*تم فصل البلازميد بالترحيل الكهربائي لهلام الأجاروز في 
     معزولة من ساق.   s  أوراق.معزولة من  └  .  قريبة بلازميد 2 عدد □ . ع ب عديم البلازميد . 

 

 

 

 

 
 رقم  العينة

 
 المصدر

 
 العائل 

 

bpحجم البلازميد بـ    *  

 

المحتوى الكلي 

 DNA   لـ

 البلازميدي

 

عدد 

 البلازميدات

 

مجموعة   

المظهر 

 البلازميدي

OS31w  الدراسة هذهضمن 540~     900    9600 الزيتون    11040 3 U 

OS10y└  الدراسة هذهضمن 600~      1000     1400    9900 الزيتون    12900 4 U 

OS45w  الدراسة هذهضمن  U 1 9700 9700 الزيتون  

OS49w  الدراسة هذهضمن 580~      9900 الزيتون    10480 2 U 

Ta3w└  الدراسة هذهضمن      2500   4800    12000~ التماريش  

1400 

20700 4 U 

Ta11y  الدراسة هذهضمن 1400    1800  11000 التماريش    14200 3 U 

Ta21w  الدراسة هذهضمن 11200~  التماريش    11200 1 U 

OS3w└  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  الزيتون  

OS7y  الدراسة هذهضمن ب ع    ع ب  الزيتون    

OS14w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  الزيتون  

OS23w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  الزيتون  

OS33w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  الزيتون  

OS35w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  الزيتون  

OS36w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  الزيتون  

Ta1w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  التماريش  

Ta2w└  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  التماريش  

Ta10w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  التماريش  

Ta12w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  التماريش  

Ta16w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  التماريش  

Ta19w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  التماريش  

Ta20 w  الدراسة هذهضمن  ع ب    ع ب  التماريش  

  3 14900 1300 2000   11600~ الزيتون  P,s,Sncaim B01868 الشاهد
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 أنها تكونلوحظ  PAB غذائيفعند نموها على الوسط ال ،Plasmid profilesلجزيئية والمتمثلة في مظهر البلازميدات ا

خر لا تنتج مصفر، بعضا منها تنتج صبغة خضراء بوميض فلورسنتي والبعض الآ إلىمستديرة ذات لون أبيض كريمي مستعمرات 
( متباينة بين العزلات قيد الدراسة. Schaad ،1988) LOPATاختباركانت النتائج المتحصل عليها من   ،الصبغة هذه

شفافة لات أعطت نتائج موجبة بمستعمرات  عز  10ستثناء عدد  با  ختبارالليفان كانت أغلب العزلات سالبة لهذا الا  اختبارففي  
التي كانت أغلب  (2005، آخرونو  Marchiيتفق مع ) هذامعتمة ولماعة وقبية الشكل بعضها بلون أخضر فلورسنتي و  إلى

Gonzaوكذلك الدراسة التي قام بها )  ختبارالعزلات قيد دراسته سالبة للا ́lez   عمرات يتميز  ( فكان لون المست2003  آخرونو
  ختبار ن جميع العزلات كانت سالبة لاأذكر ( 2010، 2008 آخرونو  Kridخضرار قليلا، بينما )بلون مصفر مائل للا

Gonzaيتفق مع  هذاو  Oxidaseالأوكسيديز ختبارعلى الرغم أن أغلب العزلات المختبرة كانت سالبة لا ،الليفان ́lez) 
تحلل   ختبارجميع العزلات قيد الدراسة كانت سالبة لا ،ختباركانت موجبة لهذا الا  ةعزل 12إلا أن عدد  (2003 ،آخرونو 

Gonza)، البكتين في شرائح البطاطس، وهذا يتفق مع ما أكدته العديد من الدراسات السابقة ́lez  ؛ 2003، آخرونو
Krid  ؛ 2008، آخرونوKrid  حيث أكد ) ،(2010، آخرونوGonza ́lez  ي الليفان اختبار ( أن 2003، آخرونو

أما   ،P.syringaeو P. viridiflavaعتماد عليهما في الدراسات الكيموحيوية للتمييز بين عزلات  وتحلل البكتين يمكن الا
 ،لسابقةوهذا يتفق مع جميع ما ذكُر من الدراسات ا ختبارظهرت جميع العزلات نتائج سالبة لهذا الاأفقد  Arginine اختبار

لعزلة الرتم   LOPATات اختبار جميع  ،فرط الحساسية على أوراق التبغ وأوراق الفلفل ختباركانت النتائج غالبا موجبة لا
Ra1)وهذا يتفق مع  ختبارظهرت إيجابية لهذا الاأفرط الحساسية على نباتي التبغ والفلفل فقد  اختبارستثناء ( كانت سالبة با

هي إحدى  Plasmid profile(. إن دراسة مظهر البلازميدات 1987النتائج المتحصل عليها في دراسة سابقة )سعيد، 
ن البلازميدات تلعب دورا كبيرا في مقاومة أ( حيث 1993، آخرونو Moulton )الطرق الجزيئية لتعريف ودراسة الجينوم 

زيادة القدرة الإمراضية  إلى(، كما أن العديد منها يحمل جينات تؤدي 2015، رونآخو  Tobaالعقاقير والمضادات الحيوية )
لعدد   Plasmid profileإن دراسة وتحليل الجينوم على أساس المظهر البلازميدي    ،(1982،  آخرونو   Comaiللبكتيريا )

ة في المحتوى ختلافات كبير اقد أظهرت  Pseudomonas syringae pv. savastanoiعزلة، من بكتيريا  49
عديمة  إلىو  OS39yللعزلة    13550bp إلى OS31wفي العزلة   540bpالبلازميدي بين تلك العزلات، تراوح بين 

، Ainsworthو  Cuppels؛ 1998، آخرونو  Dennyهذه النتائج تتفق مع ماتوصل إليه ) ،(ةعزل 14البلازميد )
فقد أظهرت نتائجهم وجود تفاوت كبير في حجم ومظهر  )Elamri، 2001؛ 1994، آخرونو  Liang؛ 1995

ذكرته  تربطهم علاقة وراثية كبيرة، وهذا خلاف ما  P. syringae( من  pathovarsنماط ممرضة )البلازميدات بين عزلات لأ
 Agrobacterium tumefaciensفيها بمقارنة بين البلازميدات المعزولة لبكتيريا  ( حيث قام1997دراسة )العاقل،
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ستثناء في هذه الدراسة وبا  ،المسببة لمرض التدرن التاجي أوضح أن عدد وحجم وشكل البلازميدات كان متطابقا في جميع العزلات
في  ،مجموعات 10 إلىتقسيم العزلات  إلىمما أدى  ظهرت النتائج تفاوتا في الحجم والعددأعزلة عديمة البلازميد فقد  14عدد 

 .Pseudomonas syringae pvأوضحت أن عزلات بكتيريا  )Geid( ،1997و Klausدراسة قام بها 
glycinia  في بعض المجموعات  ،أربع مجاميع حسب حجمها إلىإمكانية تقسيمها  إلىتحمل العديد من البلازميدات مما أدى

إن العزلات   ،خرنه تم ملاحظة وجود بلازميدات صغيرة الحجم وعدم وجودها في البعض الآأموعة إلا رغم تشابه عزلات المج
OS9y ،OS40w ،OS41y ( قد صنفت تحت مجموعة واحدةAحيث تحمل كل منها ثلاث بلازميدات با ) ستثناء

تلك البلازميد التي يتراوح   يمكن تفسير ذلك أن العزلتين قد فقدتا ،OS9y  ،OS40wعدم وجود بلازميد صغيرة في العزلتين  
قد صُنفت تحت مجموعة  OS25w ،OS42w ،Ra1على الرغم من أن العزلات  ،bpزوج قاعدي  580حجمها 
إن  ،زوج قاعدي تقريبا 1200-1100قد فقدت بلازميد يتراوح حجمها من  OS42w(، إلا أن العزلة Hواحدة )

حقيقة أن بلازميدات البكتيريا تمتلك خاصية  إلى( قد بكون راجعا Aيط في مظهر البلازميد لعزلات المجموعة )ختلاف البسالا
، Elamri(؛ 1982، )Millsو Curialeلقد أكدت دراسة أجراها ، الكروموسومي DNAرتباط مع تحاد أو الاالا
لها  P.syringae pv. phaseiolicola( لبكتيريا Kbكيلوقاعدي   150) pmmc 7105( أن البلازميد 2001)

( Hإن وجود عزلات من عوائل مختلفة مثل الزيتون والرتم ضمن مجموعة واحدة ) ،تحاد مع كروموسوم البكتيرياالقدرة على الا
( في 1987(لما ذكره سعيد،  ايمكن تفسيره على أن عزلات هذه البكتيريا لها القدرة على إصابة العائلين ربما يكون هذا تأكيد

ختلاف في المظهر رغم الا ،دراسته التي أكدت أن البكتيريا المعزولة من الرتم لها القدرة على إصابة الزيتون والعكس صحيح
 ،الواحدة ة، إلا أن هذه الدراسة لجزء من جينوم البكتيريا أظهر تناسقا كبيرا بين العزلات داخل المجموعالبلازميدي بين العزلات

، OS18wو    OS17w(  Fات الجزيئية أن هناك عزلات تتطابق تماما مثل ماهو موجود في المجموعة )ختبار و أظهرت نتائج الا
( تشابها في مظهر البلازميدات Eظهرت المجموعة )، أكيموحيوية للعزلتينات الختبار التطابق لم يكن بشكل كلي في الا  هذارغم أن  
تم الحصول عليها من الزيتون والتماريش على التوالي، إن وجود العزلتين في مجموعة واحدة رغم  OS6w ،Ta15yلعزلتين 

وقد يفُسر ذلك نتيجة   ،مختلفة أحياناختلاف العائل يظُهر مدى التقارب الوراثي بين عزلات البكتيريا المتحصل عليها من عوائل  ا
صُنفت عزلات نباتي  ،بعض المزارعين لنبات التماريش كمصدات رياح حول حقول الزيتون في عدة مناطق من ليبيا ستخداملا

تمثل عزلات  A ،B ،C ،D ،F، فقد كانت المجموعة ةالزيتون والتماريش تحت مجموعات تضم عزلات كل نبات على حد
وتبين هذه النتيجة أن العزلات المتحصل عليها  ،شتملت على عزلات من نبات التماريشا G ،K ،Nا المجموعة الزيتون، بينم

التشابه الكبير في مظهر البلازميدات فيما بينها   إلىوراثي أدى    اريش مثلا قد يكون بينها تقاربمن عائل واحد كالزيتون أو التم
عزلات من  4أظهرت  ،(Elamri ،2001؛ Bernd ،1997و  Klausوهذا يتفق مع العديد من الدراسات السابقة )
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بالنسبة لمظهر البلازميدات فيها، مما يجعل من الصعب إدراجها تحت المجموعات  افريد اعزلات من التماريش نمط 3الزيتون و
خرى، وهذا يتفق مع دراسات سابقة أكدت أن بعض عزلات النمط الممرض الواحد لها مظهر بلازميدي فريد مقارنة بعزلات الأ

عزلة( عديمة 14وجود عزلات )  إلىتشير النتائج    ،(Elamri  ،2001؛  1993،  آخرونو   Moultonنفس النمط الممرض )
 ،فرط الحساسية مما يدل على قدرتها الإمراضية ختبارأظهرت إيجابية لاالبلازميدات من نباتي الزيتون والتماريش، رغم ذلك فقد 

يمكن تفسير ذلك على أن جيناتها المسؤولة على الإمراضية قد تكون محمولة على الكروموسوم في غياب أي بلازميد وهذا ما 
ضية قد تكون محمولة على بلازميد أكدته العديد من الدراسات السابقة التي أوضحت أن جينات البكتيريا المسؤولة عن الإمرا

أظهرت هذه الدراسة عدم وجود علاقة بين الدراسات الفسيولوجية،  ،(Kenyon ،2013أو الكروموسوم البكتيري نفسه )
دقة ات الجزيئية أكثر ختبار أثبتت الدراسة أن الا ،الكيموحيوية والمجاميع المتحصل عليها من الدراسة الجزيئية لمظهر البلازميدات

ختلاف العوائل إلا أنه هناك ارغم  ،ات السابقة، حيث أوضحت الفروقات بين العزلات حتى ضمن نفس المجموعةختبار من الا
تشابه في المظهر البلازميدي بين بعض العزلات البكتيرية، ضمتهم مجموعة واحدة، )عزلات من الزيتون والرتم( و)عزلات من 

قد يتأثر أساسا بالظروف البيئية لكل منطقة، ونقل الأجزاء النباتية  Pvs)لوراثية لعزلات )إن التركيبة ا ،الزيتون والتماريش(
المصابة وأدوات التقليم الملوثة بين حقول الزيتون، وهذا يمكن أن يفسر التشابه الوراثي بين العزلات من حقول مختلفة الموقع 

 فقد  الجغرافية،  مناطقها ختلافباللعزلات المختبرة لم يكن مرتبطا    ختلاف في النمط الظاهريخرى فإن الاأومن ناحية   ،الجغرافي
 اميع المتحصل عليها على عزلات من مناطق مختلفة والبعض الآخر من نفس المنطقة. المج بعض شتملتا
 

 التوصـيات 
 طريق دراسة تتابعخرى لمعرفة خصائص العديد من البلازميدات المتحصل عليها خلال هذه الدراسة عن أإجراء دراسات  .1

((sequencing  عدد ونوع الجينات التي تحملها، وتحديد أهميتها والدور الذي تلعبه في  إلىتلك البلازميدات والوصول
 العزلات البكتيرية. 

 .-PCR RAPDطرائق أخرى لدراسة التنوع الوراثي لهذه العزلات البكيرية مثل  استخدام .2
 طرائق جزيئية قد تساهم في التنبؤ المبكر بالمرض من خلال الكشف عن وجوده في العوائل النباتية المختلفة. استخدام .3
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Abstract 
 Pseudomonas syringae pv. savastanoi (Psv) is the causal agent of olive knot disease. Forty nine bacterial 

isolates of Psv were isolated from knots on several hosts at the western area of Libya: 31 isolates from olive 

Olea europaea, 17 isolates from athel Tamarix aphylla (on which the disease is documented for the first time) 

and one isolate from retem Retama raetam. The isolates were identified on the basis of their morphological 

characteristics and LOPAT profile. They produced round, white creamy colonies on selective media (PAB and 

KB), from which 15 isolates produced fluorescent pigments. With the exception of other LOPAT analysis, all 

isolates were pectinolytic activity and arginine dihydrolase negative. some isolates were levan positive (10 

isolates) and oxidase positive (12 isolates), while the rest of isolates were negative for both tests. Most of the 

isolates induced a hypersensitive reaction on tobacco and pepper leaves. Plasmid profile analysis of Psv strains 

indicated high genetic variability between the isolates of the same host or different hosts. Most of the olive 

isolates were classified according to their plasmid profile into five groups (A, B, C, D, F), however, the athel 

isolates were separated into three different groups designated as G, K, N, on the other hand, group E and H 

contained mixed isolates from different hosts: group H included two isolates from olive (OS25w and OS42w) 

and one isolate from retem (Ra1); only two strains OS6w and Ta5y from olive and athel respectively were 

classified within the same group designated as E. The remaining seven isolates from all hosts were unique. The 

total number of plasmids ranged from 1-4 for the strains tested, while the DNA content varied widely ranging 

from 540 to 13550 bp. No plasmid were detected in 14 isolates tested. Genome analysis based on plasmid 

profiles indicated the great potential of this technique to discriminate between the isolates of Psv from different 

hosts and geographical regions. 

            

Keywords: plasmid profiles, Pseudomonas syringae pv. savastanoi, olive knot 

disease.  
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