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 : الممخص

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoiّ البكتيرياّتسببوّالذيّسؿّالزيتوفّمرضّيعدّ 
(Pssّمفّالأ)ّيةطُبقتّتقاناتّالبصمةّالوراث. سوريةّفيّالزيتوفاليامةّالتيّتصيبّشجرةّّمراض

repetitive- PCRّ(rep-PCR)ّّعزلةّمف52ّّعمىPssّ(ّتـّعزلياّوتعريفياّبالاختبارات
أظيرتّنتائجّورسـّشجرةّالقرابةّالوراثية.ّعزلاتّتمييزّالالكيميائيةّوالعدوىّالاصطناعية(ّبيدؼّ

ّ ّلتقانات ّالكيربائي rep-PCRّّالرحلاف ّبيف ّأوزانيا ّتراوحت ّمميزة ّحزـ و011bpّّوجود
0011bpّ(50ّلتقاناتّّحزمة05ّو05ّوERIC-, REP-, BOX-PCRّ حُسبتّمصفوفةّ(.

ّ ّبرنامج ّباستخداـ ّالوراثية ّالبصمة ّلنتائج POPGENE 1.32ّالتشابو ّنسبةّ، ّتراوحت حيث
المأخوذةّمفsav21ّّ%.ّكانتّالعزلة011ّ%ّو01التشابوّفيّالعزلاتّالبكتيريةّالمدروسةّبيفّ

ّ ّالمرجعية ّلمعزلة ّالأقرب ّىي ّمصياؼ B46ّّمنطقة ّتشابو  وsav5.2ّّتميياّ%52بنسبة

sav10.aّّلىّإانقسمتّشجرةّالقرابةّالوراثيةّّ.%51المأخوذتافّمفّمنطقةّاللاذقيةّبنسبةّتشابو
ّ ّالمرجعية ّالعزلات ّضـ ّأحدىما ّتحتS32،B34،A77،B46ّّعنقوديف ّإلى ّانقسـ والأخر

ّمصيا ّمنطقة ّعزلات ّالأوؿ ّالعنقود ّتحت ّضـ ّحيث ّمنفصميف ؼّعنقوديف
(sav20،sav21،sav23ّ)ّعزلاتّمحافظةّاللاذقية.ّوبالتاليّتمكنتّّالثانيتحتّالعنقودّوضـ

ّ.منطقةّالعزؿإلىّثلاثةّعناقيدّتبعاPssًّّتقاناتّالبصمةّالوراثيةّمفّتصنيؼّعزلاتّ
ّلّ :المفتاحية الكممات ّالمسببة ّالزيتوفبكتريا ّ، سؿ ّالوراثية، rep-PCRتقانات ّالقرابةّ، البصمة شجرة

 .ةالوراثي
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A Study of the genetic relationship between local isolates of 

olive Knot bacteria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 

Abstract 

Olive Knot caused by the bacterium Pseudomonas savastanoi pv. 

savastanoi (Pss) is one of important diseases infecting the olive tree in 

Syria. Repetitive - PCR (rep-PCR) techniques were applied to 25 isolates 

of Pss (isolated and defined by chemical tests and artificial infection) to 

distinguish isolates and to draw the genetic dendrogram. Electrophoresis 

of rep-PCR products showed distinct bands of weights ranging between 

100bp and 1400bp, ( 24, 12, and 12  bands of ERIC-, REP-, BOX-PCR 

techniques respectively). The similarity matrix of the isolates genetic 

fingerprints results of rep-PCR techniques was calculated using  

POPGENE 1.32 program. The percentage of similarity in the studied 

bacterial isolates ranged between 40% and 100%. The isolate sav21  from 

Mesyaf region was the closest to the reference isolate (B46) with a 

similarity of 85%, followed by sav5.2 and sav10.a from Lattakia region 

with a similarity  with reference isolate (B46) of 80%. The genetic 

dendrogram was divided in two clusters, one of which included the 

reference isolates (S32, B34, A77, B46) and the other was divided into 

two separate sub-clusters, the first sub-cluster included the isolates of 

Mesyaf region (sav20, sav21, sav23). The second sub-cluster included the 

isolates of Lattakia region. Thus, DNA fingerprinting techniques were 

able to classify Pss isolates into three clusters according to the isolation 

region. 

 

 

 

Key words: Pseudomonas savastanoi, fingerprint, rep-PCR,  genetic 
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 مقدمة:

ّالقديمة الأمراض مف الزيتوف سؿ مرض يعد ّالنباتية ّحيث مختمفةّ اًّأضرارّ بو الإصابة تسبب،
ّالصغيرة إصابة فعند ّالزيتوف ّالبراعـ إلى تؤدي غراس للأشجارّ العاـ المنظر يشوه مما موت

ّ الإنتاج وخفض 22ّبنسبة ّ (Schrothوالزيت لمثمار مستساغّغير اًّطعم تسبب كما%،
ّ؛1980 ،وزملاؤهOsmanّ) الزيتيّوالبروتينيّلمثمار المحتوى مف (ّوتخفض 1968،وزملاؤه

Civantos Lopez-Villaltaّ ،1999)،ّ(ّ ّالإنتاج ّكمية  1973). وزملاؤه،Schrothّوعمى
ّ منذ إليو الإشارة تمت ّوقد300ّالعاـ ّالميلاد ّالاغريقيّوالفيمسوؼ النباتي العالـ وصفو قبؿ

Thiophrastosّ(Janse،1981)،ّّحشرية إصابات عف ناتج المرض فيّالبدايةّأفوقدّأعتقد 
 البكتيرية الطبيعة بتحديدLuigi Savastanoّالعالـّ قاـ أف شمسّإلى ضربة أو التقميـ جروح أو

ّالعدوى طريؽ عف المرض ليذا ّ إجراء ّعاـ 1889ّّالاصطناعية  Bacillus oleaوسماىا
tuberculosisّ(Marchiّّ،2005وزملاؤه)ّ،العالـّ حدد1908ّّعاـ وفيSmithّىذه صفات 

ّ البكتريا ّ البكتريا سُميتوّ ،Bacterium savastanoiوسماىا  Pseudomonasلاحقا
savastanoiّمف ّ ّّStevenseّ(1913.)قبؿ ّعدة ّالبكتريا ّىذه ّال نباتاتتصيب  عائمةمف

 Jasminum وّالياسميفّ Ligustrum spوFraxinus spّمثؿّالدردارOleaceaeّّالزيتونية
sp. ّّ ّأيضاً ،Phyllyrea sp.ّ(Bradburyّوoleander L.ّ Neriumّالدفمةوتصيب
1986ّ ّوقد ّالبكترياسُّ(، Suricoّ)ّمختمفة بأسماء المختمفة النباتية العوائؿ مف المعزولة ميت

Iacobellis،ّ1992ّو ّكما ّودراس(، ّلمتصنيؼ ّطرائؽ ّعدة ّلمبكترياّاُستخدمت ّالوراثي ّالتنوع ة
مراضية،ّاختبارّالحساسية،ّالاختباراتّالمصميةّباستخداـّالأجساـّالمضادةّاختباراتّالقدرةّالإك

ّالنسيمة،ّالاختباراتّالكيماحيوية،ّاختباراتّالمسحّمفّخلاؿّالموادّالتيّ ّالنسيمةّومتعددة وحيدة
ّ ّالبكتريا ّالأحماضBIOLOGّتستيمكيا ّأنماط ّدراسة ّالحيوية، ّلممضادات ّالحساسية ّاختبار ،

ّ ّىلامةfatty acid methyl estersّ(FAMEّالدىنية ّعمى ّالبروتيف ّمستخمصات ّرحلاف .)
ّأكريلامايد ّ sodium dodecyl sulfat polyacrylamide gel electrophoresis البولي

(SDS-PAGEّّالرحلافّثنائيّالاتجاهّلمبروتينات،)2.D PAGEّّ،ّالكشؼّعفّالآيزوزيمات،
 ssu rDNAّ،16Sتتابعّالنكميوتيديّلمورثاتّ)الجينوميّوتحديدّال DNA تحميؿّالبلاسميدّوالػ

rDNA، 23S rDNAّ)(louwsّّ،؛1994ّوزملاؤهDe Bruijnّّ،؛1996ّوزملاؤهAdhikariّ
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(ّولكؿّطريقةّمفّالطرائؽّالسابقةّمشاكميا2012ّوزملاؤه،Ferreira-toninّّ؛2012ّوزملاؤه،ّ
ّالتيّتحدّمفّاستخداميا.

 والدفمة الزيتوف مف معزولةPssّلعزلاتّبكتيريةّ ثيالورا التنوع (2002)ّوزملاؤهSisto درسّ
ّ ّبطريقة  أف ووجدواrestriction fragment length polymorphismّ((RFLPّوالدردار

ّالزيتوف مجتمعّ أف تقوؿ التي النظريات يدعـ وىذا والدردار الدفمة عزلات عف تختمؼ عزلات
Pseudomonas syringae subsp. savastanoiّمتنوع،ّإلاّ المختمفة عوائؿال يصيب الذي

DNAّتتطمبّمجيودّووقتّكبيريفّعلاوةّعمىّأنياّتحتاجّكمياتّكبيرةّمفّالػأفّىذهّالطريقةّ
2-ّ10ّgµّ(powellّّ،1996ّوزملاؤه،)ّ ّتقانةّالتضخيـّالعشوائيّلمػ DNAّواستخدمتّأيضاً

ّالأشكاؿ ّنادرRandom Amplification polymorphic of DNAّ(RAPDّّمتعدد ّوىي ةّ(
الاستخداـّفيّدراسةّالبكترياّولاّتحظىّبثقةّالباحثيفّلعدـّثباتيةّالنتائجّعندّتكرارّالاختبارّلنفسّ

وزملاؤه،Ghaziّّّ؛2004وزملاؤه،Garciaّّّ؛Welfenbargerّ،1999وMuellerّالعزلاتّ)
عزلةّمفّتونسّبوساطة58ّّخصائصّ دراسة (ّعند2008وزملاؤهّ)Kridّّحيثّوجد(،2013ّ

RAPDّوrep-PCRّّثلاث توزعت العزلات أف  المنطقة مع متوافؽ بشكؿ مجموعات في
ّالمضخمةّمنيا عزلت التي الجغرافية ّالقطع ّلأطواؿ ّالشكمي ّالتعدد ّطريقة ّأيضاً  واُستخدمت

Amplifed fragment length polymorphism ّ(AFLPّ)تحتاجّإلىّّلكنياDNAّّعالي
ّ ّعاليةّ)ّوالنقاوة Garciaّّمجيودّووقتّكبيريفّوكمفتيا De Bruijnّّ(،ّوذكر2004ّوزملاؤه،

بالتعريؼّّ PCR ىوّاستخداـّالػDNAّ(ّأفّالذيّحسفّالطرائؽّالمعتمدةّعمى1996ّوزملاؤهّ)
واقترحتّدراساتّعديدةّبأفّتقنياتّالبصمةّالوراثيةّالمعتمدةّعمىّّوالتصنيؼّوالبصمةّالوراثية.

استخدامياّكتقنياتّفحصّسريعةّّ(ّيمكفrep-PCR)repetitive- PCRّالسلاسؿّالتكراريةّ
ّالبكتيريةّ ّلممجتمعات ّالوراثية ّالقرابة ّوتركيب ّالتصنيفي ّوالتنوع ّالوراثي ّالنمط ّلتحدد ّجداً ومميزة

(Louwsّّ،ّ؛1994وزملاؤهRademakerّّ،ّ؛2000وزملاؤهRademakerّّ،ّ؛2005وزملاؤه
Asgaranilّّ،ّاختباراتّالبصمةّالوراثيةّالم2015وزملاؤه  -repetitiveعتمدةّعمىّ(ّحيثّتقوـ

PCRّعمىّاستخداـّبادئاتّالػ DNA (ّالمقابمةّلتكراراتmotifs) ّمحفوظةّفيّسلاسؿّتكرارية
ّالبكتريا) (ّوىذهWieserّ،2000ّوّ Busse؛1994وزملاؤه،Louwsّّموجودةّطبيعياّفيّجينوـ

ّ(.De Bruijnّ،1996السلاسؿّالمكررةّموجودةّفيّأغمبّالبكترياّإفّلـّيكفّجميعياّ)
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تسمحّطرائؽّالبصمةّالوراثيةّبفحصّالمناطؽّالعشوائيةّفيّجينوماتّالممرضاتّالنباتيةّبيدؼّ
ّالأنواع،ّ ّلتعريؼ ّكافية ّغير ّالمحفوظة ّالمورثات ّتكوف ّعندما ّبالنوع ّمتخصصة ّسلاسؿ تحديد
ّتفيدّفيّتعريؼّ وتستخدـّعادةّمفّأجؿّدراسةّالقرابةّالوراثيةّلمجتمعاتّالممرضاتّحتىّأنيا

ّبالكشؼسلاس ّتسمح ّمتخصصة ّاّؿ ّوالتمييزّملعف ّمنخفضة ّتصنيفية ّمستويات ّعمى مرضات
(1994ّوزملاؤهّ)Louwsّوذكرّّجموؿ،ّاتصاؿّشخصي(.د.عايدةّيفّعزلاتّّالنوعّالواحدّ)ب

ّلكفّ ّالبكتيرية ّالأنواع ّجينومات ّطوؿ ّعمى ّمنتشرة ّتكرارية ّسلاسؿ ّمف ّعائلات ّعدة ّىناؾ أفَ
ّةّوىي:ثلاثّمنياّدرستّبتفاصيؿّكبيرّ

ّ.40ّbpإلى35ّّوزنياّمفrepetitive extragenic palindromicّّ(REPّسمسمةّ)
124ّوزنياّمفّ enterobacterial repetitive entergenic consensus (ERICّسمسمةّ)

ّ.bp 154(ّوزنوBOXّ)ّوسمسمة،bpّ 127إلىّ
De Bruijn(1996ّ وذكر ّالػ ّبادئات ّأف )PCRّّوا ّالاتجاه ّخارج ّلتقُرأ ّمفّصُممت عتباراً

وأدىّاستخداـBOXّ فيّػBOX AّومفّتحتّالوحدةERICّّ وّػREPّالتكراراتّالمعكوسةّفيّ
ّ ّػ ّفي ّالثلاث ّسلاسؿPCRّّالبادئات ّبيف ّالمتواضعة ّالوراثية ّلممناطؽ ّانتقائي لتضخيـ

BOXوالػREPّّّوERICّبحيثّيُطمؽّعمىّالتقاناتّالمقابمةّلياّاسـ،ّ
(ERIC-, REP-, BOX-PCR)ّولجميعي(ّاrep-PCR(ّ)Versalovicّّ،1994ّوزملاؤه،)

ّالمضخمةّعندّترحيمياّعمىّىلامةّالآغارّستعطيّأنماطّبصمةّوراثيةّمشابيةّ وبذلؾّفإفّالحزـ
ّعمىّ ّالطريقة ّىذه ّاستخدـ ّحيث ّالبكتيرية ّ ّلمعزلات ّونوعي ّخاص ّتوقيع ّمثؿ ّوظيفتيا لمباركود

ّ(.2004وزملاؤهّ)Scortichiniّ(ّو2011وزملاؤهّ)MirikّكؿّمفPssّّعزلاتّّ

 هدف البحث إلى 
باستخداـّتقنياتّّمحميةّمفّالبكترياّالمسببةّلمرضّسؿّالزيتوفّبيفّعزلاتالوراثيةّدراسةّالقرابةّ
Rep_ PCR، Box_ PCR، Eric_ PCRّ

 مواد وطرائق العمل :
ّ:rep-PCRّوّتفاعلاتّالبصمةّالوراثيةDNAّّاستخلاصّ
 DNA wizard isolation andساعةّباستخداـ24ّّمفّمستعمراتّفتيةّبعمرDNAّاُستخمصّ

purification kitّّ ّشركة ّالصانعة.Promegaّمف ّالشركة ّتعميمات ّّوفؽ ّسلامة  حُددت
DNAّبوساطةّالرحلافّالكيربائيّعمىّىلامةّالآغاروزAgaroseّ%1ّّ ّايثيديوـ المُضاؼّليا
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غTris base،ّ55ّغTBEّ1Xّ(10x TBEّ=108ّّبرومايدّباستخداـّمحموؿّمنظـّلمرحلافّ
boric acid،ّ9.3ّ1غmM EDTA/ّ1ّ.)فُحصتّاليلامةّتحتّالأشعةّفوؽّّؿّماءّمقطر
(ّ ّاليلاماتUVالبنفسجية ّتوثيؽ ّجياز ّبوساطة ) Gel ّdocumentation system ّ

(ViLBER LourMat.)ّّاُعتبرتّعيناتّالحمضّالنوويDNAّّذاتّجودةّجيدةّعندّعدـّوجود
(ّ ّفييا ّأُجريتّ(.Smearتفكؾ ّ)ّثـ (ّ REP-PCR،ERIC-PCR ،BOX-PCRتقانات

ّالبكتيريّلػّ مفّالعزلاتّالبكتيريةDNAّّالمعتمدةّعمىّالسلاسؿّالتكراريةّالموجودةّضمفّالجينوـ
 12.5ّlµّ(promegaّ)hot start go taq MasterمفPCRّّيتكوفّتفاعؿّالػّّالمدروسة.
Mix 2xّّ1.25ّوlµّّمفّالبادئّالمباشرForّ(µ10Mّو)1.25ّlµّّمفّالبادئّغيرّالمباشر

Revّ(µ10Mّّوذلؾّفيّتقانتيّالػ)Repّّو Ericّأماّفيّتقانةّالػ Box ّ2.5ّفقدّتـّاستخداـ
lµّّمفّالبادئBox1Rّ5ّوlµّّمفّمحموؿDNAّ5ّوlµّّماءّمقطرّمعقـّلإكماؿّحجـّالتفاعؿ

ّ ّإلى ّتفاعؿّالػّ.25ّlµالنيائي ّ) PCR وأُجري ّجياز ّباستخداـ ّالثلاث  eppendorfلمتقانات
Mastercyclerّالػ ّسمسمتي ّوفصؿ ّالأنزيـ ّتنشيط ّمرحمة :ّ ّالتالية ّالمراحؿ ّوفؽ ) DNAّولمدة

ّ 7ّّزمنية ّلػ ّمكررة ّمرحمة ّتمييا ّواحدة ّلدورة ّ 35دقائؽ (denaturationّّ دقيقة،1ّّلمدة
alignmentّّحسبTmّّكؿّزوجّبادئاتّلمدةّدقيقةّوبممرةpolymerizationّّدقائؽّثـ8ّّلمدة
ّ.دقيقة16ّلدورةّواحدةّومدةّزمنيةfinal extentionّّالةّمرحمةّاستط

Rep-PCRّّتسمسؿّالبادئاتّالمستخدمةّفيّتفاعلاتّ(1ّجدوؿّ)ّ
Sequence primerّTm 

5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3'ّERIC1 60 

5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG -3'ّ
    
ERIC2 

62 

5'-IIIICGICGICATCIGGC-3' REP1 53 
5'-ICGICTTATCIGGCCTAC-3'ّREP2 53 

5'-CTAGGCAAGGCGACGCGCGCTGACG-3' BOX 69 
(Penyalverّّ،2006وزملاؤه.)ّ

ّالػ ّإتماـ ّّ PCRبعد ّأغاروز ّىلامة ّعمى ّالتفاعؿ ّنواتج ّعف ّالكشؼ ّتـ ّضمف1.5ّلدوراتو %
ّ TBEّمحموؿ ّمؤشر ّمع ّبالمقارنة 1kbّ(Fermentas# SM0333ّّقياسي، ّومؤشر ّقياسي(



د. فاتن العلوش      2021عام  7العدد   43مجلة جامعة البعث   المجلد 
 

د. محمود أبوغرة  
 

 د. عايدة جلول   

45 

 

100 pb(Fermentas# SM0333ّ ّكيريائي ّتيار ّوتطبيؽ ّثـ100ّّ( ّساعتيف، ّلمدة فولط
ّبرومايدّتركيزهّ ّبعدّصبغّاليلامةّبمحموؿّإيثديوـ مغ/ّؿّوالتصويرّتحتّالأشعة5ّّإظيارّالحزـ

system Gel documentationّباستخداـّجيازّتوثيؽّاليلاماتnm256ّّ فوؽّالبنفسجيةّ
(VILBERL OURMAT.)ّّالحزـ ّغياب ّأو ّوجود ّّحُدد ّبتقانة ّالتضخيـ ّمف  -repالناتجة

PCRّّ ّالمستخدمة ّالجزيئية ّالمؤشرات ّمع ّمقارنتيا ّخلاؿ ّمف ّالثنائي ّالنظاـ وحُددت1/0ّّوفؽ
ّ Neiحسبrep- PCRّّمصفوفةّالتشابوّوالتباعدّالوراثيّبيفّالعزلاتّالمدروسةّبكؿّتقاناتّ

،population genetic analysis POPGEN version 1.32ّ(ّباستخداـّبرنامج1979ّ)
Neighbor joiningّبطريقةTreecon 1.3bّّورسمتّشجرةّالقرابةّالوراثيةّباستخداـّبرنامجّ

ّ Bootstrap(ّفيّحسابّمعامؿّالتباعدّوأظيرتّالػ1979)Liّوّ Neiبالاعتمادّعمىّمعادلةّ
ّمرة(.iterationّ100ّعمىّأفرعّالشجرةّ)
 النتائج والمناقشة:

ّ:Pssّّالتبايفّالوراثيّلعزلاتّ

ّ ّالوراثية ّالبصمة ّاختبارات ّ)rep-PCRّأُجريت ّالثلاث -ERIC-, REP-, BOXبأنواعيا
PCRّّالنمطّالممرضعزلةّبكتيريةّتـّتحديدّانتماؤىاّعمى25ّّ(ّعمىPssّّبوساطةّالاختبارات

ّالكيمياّحيويةّوالجزيئيةّبيدؼّتحددّتباينياّالوراثيّودرجةّقرابتياّمفّبعضياّالبعض.
ّالرحلا ّنتائج ّأظيرت ّلتقانات ّالكيربائي ّ)48ّّوجودrep-PCRّف ّلػ ّتوزعت ّمميزة ،24ّحزمة

12ّ ،12ّ ّلتقانات )BOX-PCRّ1ّ)الشكؿ ،)ERIC-PCRّ2ّ)الشكؿ ،)REP-PCRّ
ّحيثّكانتBOX-PCRّتقانةّالػبيفّالعزلات،ّبتطبيؽّّتنوعّوراثيّ.ّوُجد(ّعمىّالتوالي3)الشكؿ

ّشكمياًّّحزمة21ّ ّ)polymorphicّّمتعددة ّحزـ ّشكمياb9،b13،b16ًّوثلاثة ّمتماثمة )
monomorphicّّ(ّوتراوحتّالأوزافّالجزيئيةّالتقريبية1ّّ)موجودةّعندّجميعّالعزلات(ّ)الشكؿ

ّ ّبيف ّالجزيئي ّالمؤشر ّحسب ّوb1)الحزمة200bpّلمحزـ )1400bp ّالحزمة(b24 ّّكما ،)
 sav2ّ،sav14.aّ،sav14.b،sav20 ،sav22 ،sav5.3عندّالعزلاتb10ّّظيرتّالحزمةّ

،sav19.a ،sav11.a ّ،sav11.bّ،sav7، sav9،17 sav،sav18ّّوغابتّالحزمة،b4ّ
 sav2ّ،sav15.bّ،sav15.c،sav19.a ،sav19.b ،sav23،sav5.3،A77عندّالعزلاتّ

،S32ّ،B34،B46 ّّبالنسبةّلتقانةّوERIC-PCRّّّالناتجةّالػ 12ّpolymorphicّكانتّالحزـ
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.ّوغابتّالحزمة1400ّbpّوّ bp 100يةّلياّبيفّ(ّوحُددتّالأوزافّالجزيئيةّالتقريب2)الشكؿّ
E2ّّعندّالعزلاتّماعداّالعزلةsav7ّ،sav9،sav10.b ،sav11.a ،sav11.b ،sav19.a 

،sav19.b ، sav18،sav15.b ، ّ ّالحزمتاف ّغابت ّالعزلاتE12ّّ وE5ّوكذلؾ عند
sav5.1ّ ،sav5.2ّ ،sav5.3.ّّّو ّلتقانة PCRّREPّّ-بالنسبة ّالػ ّالحزـ ّجميع 12ّكانت

polymorphicّ400(ّوتراوحتّالأوزافّالجزيئيةّالتقريبيةّلياّبيف3ّ)الشكؿ bp ّّ1300ّوbpّ.
ّالحزمتافّ ّظيرت R2ّ وR1ّو ّالعزلات ّماعدا ّالعزلات ّمعظـ ّ 9sav،sav20عند ،sav21ّ،

S32ّالحزمتاف ّظيرت ّوكذلؾ ، R5ّو R6ّّ ّالعزلة ّماعدا ّالعزلات ّكافة )شكؿsav20ّّعند
ّ(.3و2و1
ّ

ّ
ّال1شكؿ) PssّعمىّعزلاتBOX-PCRّّ%ّلنواتجّتفاعؿّتقانة1.5ّتعدديةّالشكميةّعمىّىلامةّالآغاروزّ(ّحزـ
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ّ
ّالتعدديةّالشكميةّعمىّىلامةّالآغاروز2ّشكؿ) PssّعمىّعزلاتERIC-PCRّّ%ّلنواتجّتفاعؿّتقانة1.5ّ(ّحزـ

ّ
ّالتعدديةّالشكميةّعمىّىلامةّالآغاروز3ّالشكؿ) PssّعمىّعزلاتREP-PCRّّ%ّلنواتجّتفاعؿّتقانة1.5ّ(ّحزـ

ّ
أعطتّأعمىّتعدديةّشكميةBOX-PCRّّفيّالاختباراتّالمُجراةّفيّىذاّالبحثّوُجدّأفّتقانةّ

وزملاؤهAlabdallaّّ(ّو2011ّوزملاؤهّ)Mirik المحميةّّوىذاّيتوافؽّمعّماّوجدهPssّّلعزلاتّ
(2009ّ ّتقانة ّأف )box-pcrّّ ّالشكمي ّالتعدد ّعف ّالكشؼ ّعمى ّقدرة ّالأكثر لمعزلاتّّكانت

ّّ.Pssالبكتيريةّلػّ
ّ ّوجد ّحيف ّ)Scortichiniّفي 2004ّوزملاؤه ّتقانات ّإتباعو ّعند )REP-PCRّّّتقانة أف

REP-PCRّّّىيّالتقانةّالأكثرّتمييزاًّبيفّعزلاتPssّّ.ّ
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 ورسم شجرة القرابة الوراثية: rep-PCRتحميل نتائج البصمة الوراثية 

(ّتعبيراًّعفّ)ّالحزمةّموجودة،ّأوّغيرّموجودة(ّ 1،0تـّتحميؿّنتائجّالصورّبالنظاـّالثنائيّ)
ّ ّبرنامج ّطريؽ ّعف ّالبكتيرية ّالعزلات ّبيف ّالتباعد  population genetic analysisحسب

POPGENE version 1.32ّّحسبّمعامؿNeiّ(1979ّّوذلؾّلتقانات)rep-PCRّ.ّكاممة

ّ ّالمرجعية ّالبكتيرية ّالعزلات ّفي ّالتشابو ّنسبة S32،B34،A77،B46ّّ)وتراوحت )ّ %90ّبيف
100ّو ّبيف ّالبحث ّىذا ّعزلات ّفي ّالتشابو ّنسبة ّتراوحت ّبينما ّو%40 ّحيف%92.5ّ ّفي %

ّ ّبيف ّالبحث ّىذا ّوعزلات ّالمرجعية ّالبكتيرية ّالعزلات ّبيف ّالتشابو ّنسبة ّو57تراوحت %85ّ%
ّ ّالعزلة ّكانت sav21ّّحيث ّالمرجعية ّلمعزلة ّالأقرب ّىي ّمصياؼ ّمنطقة ّمف B46ّالمأخوذة

ّتشا ّبنسبة 85ّبو ّاللاذقية ّمنطقة ّعزلات ّمف ّالأقرب ّالعزلة ّكانت ّحيف ّفي %sav5.2ّ
ّ(.4شكؿّ%ّلكمتاّالعزلتيفّ)80بنسبةّتشابوsav10.aّّو

ّ
ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ
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ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ ّمف ّكؿ ّنتائج ّمع ّإليو ّتوصمنا ّما ّ)Scortichiniّتوافؽ ّنسبة2004ّوزملاؤه ّوصمت ّحيث )
المعزولةPssّّفيّحيفّكانتّنسبةّالتشابوّبيفّعزلاتّّ%،81ّإلىPssّّالتشابوّبيفّعزلاتّّ
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ّ ّ)Mirikّ عند ّإلى2011ّوزملاؤه ّ)Alabdallaّ%،ّوعند98ّ( (ّوصمتّنسبة2009ّوزملاؤه
ّ ّإلى ّالجذرّّ%.87التشابو ّذات ّالوراثية ّالقرابة ّشجرة ّرُسمت ّالتبايف ّتحميؿ ّعمى وبالاعتماد

ّطرERIC-, REP-, BOX-PCRّّّ لاختبارات ّبتطبيؽ ّمجتمعة Neighbor joiningّيقة
ّمعادلة ّعمى Liّ(1979ّوNeiّبالاعتماد ّالشجرةBootstrapّّوأظيرت( ّأفرع  )ّعمى

iteration100ّّباستخداـّبرنامجّ(مرةTreecon version 1.3b.ّ
ّ(5)شكؿ،ّّكاممةrep-PCRّانقسمتّشجرةّالقرابةّالوراثيةّاعتماداًّعمىّنتائجّالبصمةّالوراثيةّ

(ّوالأخرّانقسـّإلىّّ S32،B34 ،A77 ،B46العزلاتّالمرجعيةّ)لىّعنقوديفّأحدىماّضـّإ
ّمصياؼّ ّمنطقة ّعزلات ّالأوؿ ّالعنقود ّتحت ّضـ ّحيث ّمنفصميف ّعنقوديف تحت

(sav20،sav21 ،sav22 ّ ّالعنقود ّوتحت ّضمتّّالثاني( ّحيث ّمجموعتيف ّإلى انقسـ
(ّ ّعزلات ّالأولى sa11.a،sav11.b ،ّsav9ّالمجموعة ،sav23ّّا ّانقسمت ّبينما لمجموعةّ(

ّعزلاتّ ّأحدىما ّضـ ّفرعيف ّتحت ّإلى ّالأوؿ ّالفرع ّانقسـ ّحيث ّفرعيف ّإلى الثانية
(sav18،sav17 ،sav2 ،sav14.b (ّ ّعزلات ّالثاني ّوضـ )sav5.3،sav7 ،sav5.1 ّ)

(ّبينماّ sav10.b،sav19.b) ضـّأحدىماّعزلاتّإلىّتحتّفرعيفّالثانيوكذلؾّانقسـّالفرعّ
وتـّاستبعادّّ(،sav5.2،sav15.a ،sav15.b ،sav19.a ،ّsav10.aضـّالأخرّالعزلاتّ)

ّفييا.ّ DNA،ّوذلؾّلتحمؿّالػsav14.aّ،sav24ّ،sav25العزلاتّ
ّ
ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

ّ

 

 ّ
rep-PCRّّالمدروسةّوالمرجعيةّالناتجةّعفّالبصمةّالوراثيةPssّّلاتّ(ّشجرةّالتباعدّالوراثيّلعز5ّشكؿّ)
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ّ ّوجود ّإلى ّالإشارة ّيمكف ّ)9ّوبالتالي ّوراثية ّمف21ّمجموعات ّمختمفة ّوراثي( ّ Pss طرز
ّومصياؼ ّاللاذقية ّمنطقتي ّمف ّالزيتوف ّأشجار ّمف ّالمعزولة ّم، ّيتوافؽ ّذكرهّوىذا ّما ع

Quesada ّ(2010ّّحيثّوجدّمجتمعات)Pssّّمتباينةّوراثياًّومظيرياًّوتميؿّلمتماثؿّالمظيري
Kaluzanaّ(ّو2009ّوزملاؤهّ)Alabdallaّوىذاّأيضاًّماّأكدهّ،ّوالوراثيّفيّالمنطقةّالواحدة

(ّ 2010ّوزملاؤه ّبطريقة ّالوراثي ّالتبايف ّدراسة ّعند )rep-PCRّّّّالعزلات ّتوضعت حيث
المأخوذةّمفّمنطقةّجغرافيةPseudomonas savastanoi pv.savastanoiّّتيريةّلمنوعّالبك

ّالوراثية ّالقرابة ّشجرة ّعمى ّواحدة ّمجموعة ّفي ّّ،واحدة ّذكر Sistoّ(2007ّكما ّو )Kirdّ
(2008ّ ّو )Matasّ(2008ّّّالعزلات ّوأف ّالجغرافية ّبالمنطقة ّمرتبط ّالوراثي ّالتبايف ّأف )

ّمتمؾّقرابةّوراثيةّأكبرّمفّتمؾّالمأخوذةّمفّمناطؽّمختمفة.المعزولةّمفّنفسّالمنطقةّت

ّ)keshtekerّوجدّ 2016ّوزملاؤه ّاتباعّتقانات ّالتبايفّالوراثيّبيفrep-PCRّّ(ّعند لمعرفة
ّ ّبيفّالعزلاتّالمأخوذةّمفّنفسّالمنطقةّوّاختلافاP.syringaeًّّّعزلاتّتابعةّلػ ّكبيراً تشابياً

ّالم ّ ّالعزلات ّوبيف ّبينيا ّإلىّكبيراً ّالوراثي ّالتبايف ّشجرة ّانقسمت ّحيث ّأخرى ّمناطؽ ّمف عزولة
ّ ّالجغرافية، ّالمنطقة ّأساس ّعمى ّوجدأفرع ّحيف ّمقارنةTaghaviّ(2011ّوّ najafiفي ّعند )

ّ ّمختمفةّمفّػ ّالوراثيةّأفbox-PCRّّبإتباعّتقانةP.syringaeّّّعزلاتّ ّالقرابة ورسـّشجرة
ّالنب ّلمعائؿ ّتبعاً ّأفرع ّإلى ّانقسمت ّوجدالشجرة ّوكذلؾ ّمنو، ّعُزلت ّالذي وزملاؤهlittleّّّاتي

ّأفّشجرةّالقرابةّالوراثيةّانقسمتّتبعاًّلمعائؿّالنباتي.ERIC-PCRّ(ّعندّاتباعوّتقانة1998ّ)

طريقةّمفيدةّلتعريؼّوتوصيؼّممرضاتّالنباتّالبكتيرية،rep- PCRّّّوبذلؾّنجدّأفّتقاناتّ
ّال ّالنبات ّأمراض ّمجتمعات ّلدراسة ّناجحة ّوتعتبر ّذكر ّكما De Bruijnّبكتيرية وزملاؤهّّّ

(1996ّ ّالتصنيفيّ(، ّوالتنوع ّالوراثي ّالنمط ّلتحديد ّجداً ّومميزة ّسريعة ّفحص ّتقانات وتعتبر
ّ(.2000وزملاؤهّ)Rademakerّوتركيبّالقرابةّالوراثيةّلممجتمعاتّالبكتيريةّكماّوجدّ

ّ

ّ
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