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 مجلة جامعة بنغازي العلمية

 

 Pectobacterium  carotovorum البكتيريا عن الكشف في البكتيروفاج باستخدام سيرولوجية دراسة

 بها المحيطة والتربة المصابة البصل أنسجة في

 1 محمد عاشور أمال * 1 عمر ادريس نجاة

 ليبيا- والحيوانية الزراعية البحوث مركز 1

  2422/  40/  40 القبول:تاريخ  2422/  40/  08 الاستلام:تاريخ 
 

  :الملخص

 عُزِلت حيث البكتيريوفاج باستخدام وذلك Pectobacterium carotovorum البصل على الطري العفن لمرض المسببة البكتيريا لمكافحة الدراسة هذه أجريت

 سيرولوجي اختبار وعُمِلَ  البكتيريا هذه ضد فعاليته واخْتبُِرَت المصاب بالبصل المحيطة الرطبة التربة من البكتيريوفاج وعُزِل المصاب البصل من البكتيريا

 من مجموعة بين من الفاج هذا تمييز أمكن وأيضا النباتية المصابة الأنسجة في البكتيريوفاج عن كُشِفَ  وكذلك نيوزيلندي أبيض أرنب في بحقنه وذلك للبكتيريوفاج

 البكتيريا ضد فعالية أعطى Pectobacterium carotovorum للبكتيريا والمصاحب المعزول الفاج أن النتائج وأوضحت. الإليزا اختبار خلال من الفيروسات

 عن الكشف إمكانية مع الأرنب جسم في الفاج حقن بعد مضادة أجسام إنتاج يمكن أنه تبين السيرولوجية الاختبارات خلال ومن المعمل في الغذائية البيئات على

 .المصاب بالبصل المحيطة والتربة المصابة النباتية الأنسجة في للبكتيريا المصاحب الفاج

 .البصل، العفن الفطري، البكتريوفاج، اختبار الاليزا :المفتاحية الكلمات

Abstract 

The study was done to detect the bacteria that cause soft rot on onions which called (Pectobacterium carotovorum) This 

was done by using bacteriophage, where the bacteria were isolated from the infected onion and the bacteriophage was 

isolated from the moist soil surrounding the infected onion to test the efficacy of Bacteriophage against these bacteria. A 

syrological test was done for bacteriophage by inject it  on NewZealander   white rabbit. Bacteriophage was detected in the 

infected tissues of onions, and it was also possible to distinguish it from a group of viruses by ELISA test. It was found that 

the associated bacteriophage with Pectobacterium carotovorum was effective against these bacteria in the laboratory food 

environment. And it was found that its possible to product antibiotics in the rabbit's body after inject it with bacteriophage 

through serological tests. It is also possible to detect bacteriophage associated with bacteria in onion tissues, as well as in 

the surrounding moist soil. 

Keywords: onions, soft mold, bacteriophage, elisa test. 

 

 :المقدمة .1

يعد مرض التعفن الطري من أهم الأمراض التي تصييب العدييد مين النباتيات 

 يوجيييدخيييرذ إذ صيييول البصيييل والعديييد مييين المحا يييل الأحبمييا فيييي ذلييك م

مين الأميراض التيي تصييب  ستوائية  والمعتدلية وهيوالمرض في المناطق الا

 يعُيَد  و[ 1]أثناء التخزين مما يتسبب عنه خسيائر كبييرة في النباتات في الحقل و

هذا المرض أحد أكثر العوامل المحددة لإنتاج الخضروات وينتشر فيي جمييع 

كميا  فرت الظروف البيئة الملائمةاأنحاء العالم ويسبب فقداً كلياً للإنتاج إذا تو

فييي خسييائر الإنتيياج الناتجيية عيين الإ ييابة بمييرض الييتعفن الطييري البكتيييري 

قد تصيل إليى مسيتويات  pectobacterium carotovorum المتسببة عن 

وللبكتيريييييييا [ 2]عالييييييية فييييييي مجموعيييييية متنوعيييييية ميييييين الأنييييييواع النباتييييييية 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorium  مييدذ

اتات كثيرة مثل البصيل، الجيزر، الطمياطم، الفلفيل ، عائلي واسع إذ يصيب نب

البطاطس، البطاطا الحلوة، الخيار، الموز، الذرة، القهوة، القطن، الفا يوليا، 

 Pectobacteriumأن البكتيرييييييا إليييييى  [0]. كميييييا أشيييييار[3]الكيييييرفس 

carotovorium  نبيات الملفيوف فيي الصيين ويسيبب خسيائر كبييرة  تصيب

الحلييو فييي الحقييول التجارييية فييي  ليهيياجم نبييات الفلفييكمييا وجييد أن هييذا النييوع 

أن هيذا النيوع مين البكتيرييا يصييب  المتحدة كماجنوب جورجيا في الولايات 

أشجار الكمثرذ وتسيبب خسيائر فيي الإنتياج فيي البرازييل كميا أن هيذا النيوع 

مييين البكتيرييييا يصييييب أشيييجار الكمثيييرذ وتسيييبب خسيييائر فيييي الإنتييياج فيييي 

 .[5]البرازيل

 

 

 

طرق سلامة الأغذية التقليدية فعيال جزئيياً فقيي وييتم فيي حيالات اسيتخدام إن 

وميين ضييمن  [0]طييرق قوييية ومبييال  فيهييا لتييدمير البكتيريييا مسييببات الأمييراض

مييين مضيييادات الكيكروبيييات  تعُيَييد  الطيييرق الجدييييدة نجيييد أن البكتيروفاجيييات 

الطبيعيييية التيييي يمكييين اسيييتخدامها فيييي السييييطرة عليييى مسيييببات الأميييراض 

ويمكيين اسييتخدام البكتيروفاجييات للسيييطرة علييى  [7]تيرييية فييي الأطعميية البك

قبيييل الحصييياد للفواكيييه  مسيييببات الأميييراض فيييي الغيييذاء وفيييي مكافحييية ميييا

 والأمراض.والخضروات واستخدام هذه التقنية للوقاية والحد من الاستعمار 

كمييا أن حقيين بييروتين فيروسييي أو أي بييروتين غريييب رخيير  هييذا البييروتين 

مثييل الأرنييب هييذا الأنتجييين ييي دي إلييى  الثديييةجييينف فييي الحيوانييات يسييمى أنت

مضيادة التيي تتفاعيل  اً ظهور ميواد فيي سييرم اليدم  هيذه الميواد تسيمى أجسيام

ن الفييرو  والجسيم المضياد اليذي إتخصصياً نوعياً  مع الأنتجيين المحقيون .

ً تتفاعل مع بعضها  كونه عل بعدة طرق والطريقة الأكثر شيوعاً هي تفا بعضا

هييي بروتينييات ينتجهييا جسييم الكائنييات   Antibodyوالأضييداد [ 8]الترسيييب

فعييل لييدخول مركبييات غريبيية إليييه تييدعى مولييدات الأضييداد أن  رد  الفقارييية 

تتفاعل بشكل نوعي مع مولدات الأضداد التي حرضت على تكوينهيا. تتكيون 

الأضداد فيي النسييج الليمفياوي. وتعيد الكرييات البيضياء أهيم مضياد ل ضيداد 

رتوفيييي هييذه الدراسيية  [9]كمييا تقييوم البالعيييات الكبيييرة  الطريقيية بحقييين  حُيييوِ 

روفيييييييياج المحلليييييييية للبكتيريييييييييا المسييييييييببة للعفيييييييين الطييييييييري علييييييييى البكتي

 في أرنب أبيض اللون.   Pectobacterium  carotovorumالبصل

 المواد وطرق البحث .2

  Pectobacteriumعزل  البكتيريزا المسزببة لل فزن الطزر  علزل البصزل 

carotovorum 

جمعيييت عينيييات مييين البصيييل التيييي تظهييير عليهيييا أعيييراض الإ يييابة بيييالعفن 

وأجريت عمليات العزل من  ف من الأسواق بمدينة البيضاء (soft rotالطري
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العينات عنيد و يولها للمعميل مباشيرة ، حييث غسيلت العينيات بالمياء لإزالية 

الأتربة العالقة  بواسطة  مشرط معقيم أخيذت قطعية مين المنطقية الواقعية بيين 

ف معقييم Petri dishالنسيييج السييليم والمصيياب  ووضييعت فييي طبييق بتييري  

دقيقيية علييى درجيية  24ميياء مقطيير معقييم ثيم تركييت لمييدة  يمليي 3يحتيوي علييى 

جييزء ميين المعلييق النيياتج بواسييطة الإبييرة ذات العقييدة  ذَ خِييارة  الغرفيية ، وأُ حيير

Inoculating Loop) علييى بيئيية الأجييار المغييذي   وخُطِ يييَ فNutrient 

agar [14] ساعة 02لمدة  22ْْف ثم حضنت الأطباق على درجة حرارة. 

 : B   Kingالنمو علل البيئة 

بمزرعيية بكتيرييية حديثيية ، ثييم .[11]ف التييي و ييفها  King Bلقحييت البيئيية  

م لمييييدة يييييومين ، وو ييييفت بعييييدها ْْ  22حضيييينت علييييى درجيييية حييييرارة 

المسيتعمرات الناميية ميع ملاحظيية تكيون الصيبغات ميين عيدمها لتمييزهيا عيين 

التيي تفيرز  يبغات متوهجية عليى هييذه  Pseudomonasعيزلات البكتيرييا 

 البيئة

  والشكلية:الصفات ال امة  .3

 شكل الخلايا وترتيبها وصبغ جرام: 

لتحدييد إيجابيية البكتيرييا  [9]أجرذ هذا الاختبار وفقاً للطريقة التي أشار إليها 

 bacterial بكتيييري لصييبغة جييرام ميين خييلال تحضييير غشيياء  تهاأو سييلبي

smear للعزلة البكتيرية على سطح شريحة جافة نظيفة وتجفيفيه وتثبيتيه ثيم ف

 سيييالبيهظهيييور الخلاييييا بييياللون الأحمييير ييييدل عليييى  جيييرام،بصيييبغة  الصيييب ،

 .هاوترتيب مع و ف شكل الخلايا إيجابيته،على  الاختبار، والبنفسجي يدل

 دراسة حركة الخلايا:  

 الخلايياف لفحي  حركية hanging dropاستخدمت طريقة القطيرة المعلقية  

ي وذلييك بوضييع مييلء الإبييرة ذات العقييدة ميين المعلييق البكتيييري فيي ها،وتحديييد

ف عليى canda balsam   مركز غطاء الشريحة ووضع نقاط من كنيدا بلسيم

كل زوايا الغطاء ، ثم ثبتت الشيريحة عليى الغطياء للحصيول عليى قطيرة مين 

المعلييق البكتيييري معلقيية فييي وسييي تجويييف الشييريحة ، وبعييد ذلييك فحصييت 

 الشرائح تحت الميكروسكوب لتحديد قدرة الخلايا على الحركة . 

 ح البكتير : تحضير اللقا 

وبعيد ييومين ميين  بتييري،نمييت البكتيرييا عليى سييطح الأجيار المغيذي ب طبياق 

غمييرت المسييتعمرات النامييية بالميياء  ، مْْ  22التحضييين علييى درجيية حييرارة 

المقطير المعقيم ، وأزيليت المسيتعمرات بحييذر بواسيطة إبيرة منحنيية معقميية ، 

 bacterialوجميييع اللقييياو فيييي دورق ثيييم ضيييبي تركييييز اللقييياو البكتييييري 

inoculum108ف عند تركيز

وحدة مكونية للمسيتعمرةلمل باسيتخدام جهياز  

ف 4.2ف الييذي يعييادل  Spectrophotometer 6300المطييياف الضييوئي  

 . [12]نانومتير  044امتصا ية عند طول موجي 

  Hypersensitivity Testاختبار فرط الحساسية  

جييري هييذا الاختبييار لمعرفيية البكتيريييا إذا كانييت ممرضيية للنبييات أو غييير أ 

ممرضييية ليييه حييييث حقييين اللقييياو البكتييييري مييين كيييل عزلييية بواسيييطة إبيييرة 

 ف فييييييييييييييييييي أوراق التبيييييييييييييييييي   ييييييييييييييييييينفmicrosyringeالحقيييييييييييييييييين 

White Burley  الزجاجيية، ووضعت النباتات بعدها تحت ظروف الصوبة

 ميتية،لملاحظية ظهيور بقيع  مين الحقين أييام 3ـ 2ب عيدفحصيت الأوراق  ثيم

مما يدل عليى حيدوث تفاعيل فيرط الحساسيية ميع حقين أوراق بالمياء المقطير 

 للمقارنة.المعقم 

 اختبار القدرة الإمراضية علل بصلة سليمة:  

أبصييييال سييييليمة بعييييد تعقيمهييييا سييييطحياً باسييييتخدام هيبوكلوريييييت  اسْييييتخُْدِمَتْ 

غسيلت بعيدها ودقائق ،  5ف  لمدة sodium hypochlorite  %1الصوديوم

بميياء مقطيير معقييم ، وتركييت تجييف تحييت ظييروف المعمييل، ثييم لقحييت بمعلييق 

108لمزرعة بكتيرية حديثة  

وحدة تكوين مسيتعمرةلملف وذليك بعيد إزالية  

جييزء ميين البصييل بواسييطة ثاقييب فلينييي ثييم وضييعت نقطيية واحييدة ميين المعلييق 

الثقب بالجزء الذي سبق إزالتيه  غُطِ يكل معاملة  البكتيري داخل الثقب ،وبعد

الغلق باستخدام شمع البرافين المنصهر ، مع حقن بصلة أخيرذ بمياء  أحُْكِمَ ،و

 5لميدة م ْْ  22مقطر معقم للمقارنة ، وحضنت الأبصال عنيد درجية حيرارة 

 .[ 13]أيام ثم لوحظ بعد ذلك تطور الأعراض المرضية  

 اختبار القدرة الامراضية علل شرائح درنات بطاطس:  

أخذت درنات بطاطس سليمة وطازجة ، وغسلت جييداً بالمياء لإزالية الأتربية 

العالقة بها وعقمت سطحياً كما سبق ، وبواسيطة مشيرط معقيم تيم نيزع قشيرة 

فيي وسيي  اً ملم وأحدثت حفير 2الدرنة وقطعت إلى شرائح سمك كل منها من 

دام ثاقب الفلين بمعدل حفرة واحدة في كيل شيريحة ، وأضييف الشرائح باستخ

اللقاو البكتيري إلى هذه الحفير، ثيم وضيعت الشيرائح المحقونية بينفس العزلية 

في طبق بتري منعزل به ورقة ترشيح معقمة ومبللة بماء مقطر معقيم بحييث 

، ثيم اً شيرائح، ميع وجيود شيرائح محقونية بالمياء المقطير والمعقيم شياهد لقحت

بعييدها تطييور  لييوحظ، سيياعة 02لمييدة م ْْ  22علييى درجيية حييرارة  حضيينت

 الأعراض .

جراء هذا الاختبارات ولزيادة أعداد الخلايا البكتيرية تيم تنميية العيزلات إقبل 

 .NGA  [10]البكتيرية على بيئة أجار الجلوكوز

 :  Oxidase Testاختبار أنليم الاوكسيديل  

وذلييك بوضييع ورقيية ]15]جييراء هييذا الاختبييار اتبعييت الطريقيية التييي و ييفها لإ

ف في طبق بتري وأضيف إليها قطيرات مين المحليول الميائي  1ترشيح رقم   

 Tetra methyl paraphenylene diamine(1%للكاشييييف  

dihydrochloride  ف المحضيير حييديثاً وأخييذ مييلء الإبييرة ذات العقييدة ميين

ضع على ورقة الترشييح المشيبعة بالكاشيف ، عيدم مزرعة بكتيرية حديثة وو

 ثوان دليل إيجابية الاختبار .  14تكون لون بنفسجي خلال 

 :  Catalase Testاختبار أنليم الكتاليل 

فيي  %3فبتركييز  2O2Hمزجت كمية من محلول فوق أكسييد الهييدروجين  

أنبوبيية اختبييار معقميية مييع مقييدار معييين ميين النمييو البكتيييري لمزرعيية حديثيية 

بواسيطة الإبييرة ذات العقييدة ولييوحظ تصيياعد فقاعييات هوائييية الييذي يشييير إلييى 

 . [ 10]قدرة البكتيريا على إنتاج هذا الأنزيم 

فززززززي اجززززززراا الاختبززززززارات الفسززززززيولوجية   Api20اسززززززتخدام أشززززززرطة 
 ة : والبيوكيميائي

أمكن إجراء بعض الاختبارات الفسيولوجية والبيوكيميائيية باسيتخدام أشيرطة 

Api20  France -Biomerieux حيييث ]17[تبعيياً لمييا ذكييره الباحثييان  ف

كلوريييد  % 4.25حضيير معلييق ميين العزليية البكتيرييية المختلفيية فييي محلييول 

وحضييين عليييى  Api20ف ثيييم حقيين المعليييق فيييي شييريي  Saline ييوديوم   

ساعة تم  بعيدها الكشيف عليى نتيجية الاختبيارات  02مْ لمدة 22درجة حرارة 

شييتملت هيذه الاختبييارات االفسييولوجية والبيوكيميائييية للعيزلات المختلفيية وقيد 

الكشييف علييى نشيياط إنييزيم بيتييا جلاكتوسيييديز وإنييزيم ديكربوكسيييليز وإنييزيم 

الجلاتينييييز وإنتييياج غييياز اورنيثيييين ديكربوكسييييليز وإنيييزيم الييييوريز و إنيييزيم 

كبريتيد الهيدروجين والأندول واختزال النترات. كميا اختبيرت مقيدرة العزلية 

 اً السييكريات والمييواد الكربوهيدراتييية مصييدر اسييتخدام بعييضالبكتيرييية علييى 

للكربيييييون مثيييييل الأرابينيييييوز ، الأنيوسييييييتول ،  الدكسيييييترين ، الأدينيتيييييول ، 

الميانوز ، السيكروز والجلوكيوز  وكيذلك  المانيتول ، التريهالوز ، الرابييوز ،

 اختبرت مقدرة العزلة البكتيرية على استخدام السترات وإنتاج الأسيتون .

 عل  البكتيريوفاج من التربة المحيطة بالبصل المصاب:

ووضيعت فيي دورق يحيوي  صيابةجم من تربة رطبة تحت نباتات م 24أخذ 

ركت حتيى ترسيبت حبيبيات من المرق المغذي رجت العينة جيداً ثم ت يمل54

 التربة.

مزج واحد ملي مين ف 5شكل   أخذ المعلق ورشح بورق الترشيح ثم بمرشحة

علييى طبييق بتييري  هميين معلييق بكتييري كثيييف ثييم نشيير يالراشيح مييع واحييد مليي

الكمية الزائدة مين المعليق بواسيطة ما ية  أزُِيلتَ LPGAوي بيئة مغذية تيح

ميين سييائل  ىمييا تبقييالبيئيية  تصييتامثييم تييرط الطبييق فييي مكانييه حتييى  باسييتور،

ساعة  20لنمو البكتيريا لمدة  مْ الملائمة22الطبق على درجة  المعلق. حضن
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[2] 

 تحضير مصل مضاد للبكتيريوفاج

ً عادييي دم ميين الأرنييب قبييل حقنييه لاسييتخدامه مصييلاً  سُييحِبَ  ثييم بعييد ذلييك حقيين  ا

الفيياج فييي أرنييب نيوزيلانييدي بعييد أن أخييذ تركيييزه بقيييا  الامتصا ييية عنييد 

وبعيد ذليك ميزج المعليق نانوميتر  044على الطول الموجي  4.0امتصا ية 

أييام بيين  5حييث حقين الأرنيب بفا يل  Adjuvautبنفس الكمية مين الزييت 

ف 1.5، 1.4، 4.5فياج  بكتيرومين ال الحقنة والأخيرذ ميع زييادة حجيم الحقنية

خير حقنية رعلى فترات بعد ييومين مين  يمل 14-5بعدها جمع المصل بمقدار 

أيام مين السيحبة الثانيية مين الأرنيب عين  5أيام من السحبة الأولى و 5ثم بعد 

طريق جرو الوريد الحافي ل رنيب وعليم كيل مصيل وتركييب الأمصيال فيي 

درجية حيرارة الغرفية ساعات عليى  3-2كل مرة تجمع منها في المعمل لمدة 

مْ لمييدة ليليية كامليية أجييري 0ثييم نقلييت بعييدها إلييى الثلاجيية علييى درجيية حييرارة 

دقييائق وأضيييف  5دورة لمييدة 14444بعييدها الطييرد المركييزي علييى سييرعة 

حافظيية ثييم حفظييت الأمصييال الناتجيية لحييين  مييادةً ونييه إليهييا أزيييد الصييوديوم ك

 الحاجة إليها.

 ضل سحبة مصل مضاد.اختبار أليلا غير المباشر لتحديد أف

 4.0أخذ من نفس المعلق المحتوي على الفاج الذي حقن فيي الأرنيب بتركييز 

ميكروليتر منه في كل حفيرة 144.ووضع نانوميتر 044عند الطول الموجي 

مْ وفي اليوم الثاني غسيل الطبقيين 0من الطبقين ليلة كاملة على درجة حرارة 

ة والأخييييرذ بحليييييول دقييييائق بيييييين الغسييييل 3مييييرات حتييييى الطفييييي  لمييييدة  3

phosphate buffered salina Tween PBST) ف وحضيير بعييد ذلييك

ً ة عشيير تخفيفييعييأرب ميين جميييع سييحبات المصييل المضيياد ل رنييب والمصييل  ا

: 1، 244: 1، 044: 1، 244: 1، 144: 1فأيييام كالتييالي 5، 5، 2العييادي   

1044 ،1 :3244 ،1 :0044 ،1 :12244 ،1 :22044 ،1 :51244 ،1 :

. فيييييييييي المحليييييييييول 219244: 1، 049044: 1،  240244: 1 ،142044

 Bovine serum %2و  Polyvinyl pyrolidneمين ميادة   %2المنظم 

albumin(BSA)  ميكروليتر من كل تخفيف لسحبات المصيل  144أضيف

مْ ليلية كاملية 0العادي والمصل المضاد ثم حضن الطبقين على درجة حيرارة 

ثلاث مرات حتى الطف  ثم أضييف PBSTثم غسل الطبقين بعد ذلك بمحلول 

ميكروايتييير لحفييير الطبقيييين مييين الأجسيييام المضيييادة المتعيييددة الكليييون  144

Lmmuno gamma Globulin(IgG)  المنتجيية فيي أجسيام المياعز ضييد

ف بعد (Sigma No 3937مصل الأرنب المرتبطة بإنزيم الفوسفاتيز القلوي 

لميدة سياعة واحيدة  مْ 37في محلول المصيل وحضين عنيد  24444: 1تخفيفه 

وأضييف بعيد ذليك لكيل حفيرة مين الطبقيين  PBSTثم غسل الطبقين بمحلول 

 mg/ml Paranitri Phenyl %0.5ميكروليتير مين التفاعيل لإنيزيم  144

Phosphate   10فيي% diethanolamine buffer  pH 9.8  وحضينت

الأطبيياق علييى درجيية حييرارة المعمييل لمييدة نصييف سيياعة ثييم أخييذت القييراءة 

 054عنيد طيول ميوجي  (Bio RAD Mode 550)سطة جهياز الإلييزا بوا

 نانوميتر

اختبززار اليززلا الميززر مباشززر للكشززف عززن وجززود الفززاج فززي أنسززجة البصززل 
والتربزة المحيطزة  Pectobacterium Carotovorumالمصزاب ببكتيريزا
 بالبصل المصاب.

غيرام لكيل  1وسليم وتربة محاطة ببصيل مصياب ووزن  بصل مصابجلب 

ووضعت كل عينة من البصل في شيا  ثيم وضيعت فيي أكييا  نيايلون  عينة

 Carbonatمين محليول مينظم  يمل 3وعلمت الأكيا . ثم وضع في الكيس 

beffer pH 9.6  0.05m  ُحقت العينات فيي الأكييا  وأخيذت العصيارة وس

غييرام ميين التربيية ووضييعت فييي  1ميين كييل كيييس أمييا عينيية التربيية فقييد أخييذ 

بواسيطة رُشِ يحَتْ   Carbonat beffer pH 9.6  0.05mالمحليول المينظم 

حفير  0ميكروليتير مين عصيارة البصيل السيليم  144ورق ترشيح، ثم وضيع 

حفيير و راشييح  0ميين طبييق الإليييزا ووضييعت عصييارة البصييل المصيياب فييي 

مْ ليلية كاملية بعيد ذليك غسيل 0حفير وحضين الطبيق عليى درجية  0التربة في 

و  544: 1ووضيع المصيل بتركييز  PBSTمرات بمحلول الغسيل  3الطبق 

 Bovine %2و  Polyvinyl pyrolidneمين ميادة   %2فيي  1444: 1

serum albumin (BSA)  ميكروليتر في الحفر الأوليى لكيل  144ووضع

ميكروليتيير فييي الحفيير الثانييية لكييل منهييا التركيييز  144منهييا التركيييز الأول و

 144ثيم أضييف  وتى الطفيالثاني. وحضن الطبق ليلة كاملة ثم غسل الطبق ح

وحضين عليى   IgGميكروليتر للحفر من الأجسام المضادة المتعيددة الكليون 

 .[12]مْ بتحوير طريقة  37درجة حرارة 

 النتائج .4

   المرضي:عل  المسبب 

مييين خيييلال عمليييية العيييزل التيييي أجرييييت عليييى درنيييات البطييياطس المصيييابة 

عيزلات ذات  ب عراض العفن الطري أظهيرت النتيائج تكيرار الحصيول عليى

مسيييتعمرات بيضييياء ناعمييية مسيييتديرة لامعييية عليييى سيييطح الأجيييار المغيييذي 

 Nutrient agar ف 

 الصفات ال امة والشكلية

البكتيريية التيي  ةوقد أوضحت نتيائج دراسية الصيفات العامية والشيكلية للعزلي 

سببت أعراض العفن الطري على البصيل أن خلاياهيا عصيوية الشيكل سيالبة 

لصييبغة جييرام متحركيية وهييذه الصييفات العاميية والشييكلية تميييز عييدد كبييير ميين 

 .[ 19؛10]للنبات البكتيريا الممرضة 

   الحساسية:اختبار فرط 

الحساسيية أظهرت العزلة التي حقنت فيي أوراق نباتيات التبي  أعيراض فيرط 

سييياعة حييييث ظهيييرت عليييى المنييياطق المحقونييية أعيييراض الميييوت  02بعيييد 

ف بينمييا لييم يظهيير علييى الأوراق المحقونيية بالميياء أي Necrosisالموضييعي  

   .ف2شكل   أعراض

   الأمراضية:اختبار القدرة  

ضح مقدرة هذه البكتيريا على إحيداث أعيراض العفين الطيري فقيد تطيورت ت  ا

 الكاملية،ظهيور منياطق مشيعة داكنية عليى الأبصيال أيام ب 5الأعراض خلال 

وبمرور الوقت ظهرت أعيراض التحليل أو العفين الطيري حييث تماثليت هيذه 

الأعييراض مييع الأعييراض النموذجييية لمييرض العفيين الطييري البكتيييري علييى 

 [21،24]ف، الذي سبق و فه بواسطة عدد من الباحثين3شكل الخضراوات 

علييى شييرائح الييدرنات إيجابيتيية حيييث تمثلييت  المرضيييةأظهيير اختبييار القييدرة 

بينميا ليم تظهير  المعيداه،الأعراض بتحلل ميائي وحيدوث عفين عليى الشيرائح 

  ف.0 شكل أي أعراض على شرائح الشاهد

 الخواص الفسيولوجية والبيوكيماوية

وأوضيييحت نتيييائج دراسييية الخيييواة الفسييييولوجية والبيوكيماويييية أن جمييييع 

اليز واختزال النترات واختبار الأكسدة والتخمير العزلات موجبة لاختبار الكت

وإنتاج إنزيم بيتيا جلاكتوسييدز واسيتخدام السيترات وكانيت  S2Hوإنتاج غاز 

وكسييديز وإنتياج الييوريز وإنتياج الاورثنييين ديكربوكسيليز سالبة لاختبيار الأ

للكربون مثل  اً واستطاعت جميع العزلات استخدام عدد من المركبات مصدر

 التوز ، واللاكتيوز ، والتريهيالوزالميانوز ، والجلوكيوز ، والارابينيوز ، والمي

 .[12،17،15]هذه الخصائ  تتفق مع ما ذكره 

كانييت سييالبة للإنييدول ولإنتيياج مييواد مختزليية ميين السييكروز ولإنتيياج أنييزيم 

 الفوسفاتيز واللاكتيز
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 البيوكيمائية لل للات البكتيرية( يوضح الاختبارات الفسيولوجية 1جدو )

 الأختبارات
Pectobacterium 

carotovorum 

 - Oxdaseاختبار الأوكسيديز  

 - Catalaseاختبار الكتاليز 

 + إنتاج كبريتيد الهيدروجين

 + ß- galactosidaseانتاج انزيم بيتا جالاكتوسيديز 

 Lysineانتاج انزيم لوسين ديكربوكسيليز

decarboxylase 
- 

 Ornithineانتاج انزيم أورنيثين ديكربوكسليز

decarboxylase 
- 

 - إنتاج الأندول

 - إنتاج إنزيم اليوريز

 + إنتاج النترات

 + استخدام السترات

 + اللاكتوز

 + المالتوز

 + السالبيوز

 + التريهالوز

 + الارابينوز

 - الادينيتول

 + الجلوكوز

 + المانوز

 عل  البكتيريوفاج

مساحات على الطبق المنميى علييه البكتيرييا الممزوجية براشيح  لوحظ ظهور

البكتيريوفيياج علييى سييطح البيئيية لا تغطيهييا البكتيريييا وهييي ناتجيية عيين تحلييل 

 [2]وهذا يتفق مع ما أشار إليه  ف0  البكتيريوفاج شكلالبكتيريا بواسطة 

اختبززار أليززلا غيززر المباشززر لم رفززة أنززل تركيززل مززن المصززل المضززاد يمكززن 
   الفاج.الكشف عن 

  )2جيدول  فيي المضياد ال المباشيرة للمصيلليزا غير أظهرت نتائج اختبار الإ

فعالية في الكشيف عين البكتروفياج باسيتخدام الأمصيال المضيادة ، مميا يشيير 

مرور الوقت حتى فترة معينية  إلى أن ارتفاع نسبة الأجسام المضادة يزيد مع

أن السيحبة التيي تعطيي أعليى  [7] هذكير وهذا يتفق ميع مياثم يبدأ في التناق  

أفضييل تخفيييف  عتمييد فييي الكشييف عيين البكتروفيياجقييراءات للإليييزا هييي التييي تُ 

 Titer اً هيو أقيل تركييز 240244:  1تضيح أن التخفييفاف للمصيل المضياد 

ف. 7عطييياء تفاعييل إيجييابي شيييكل إميين المصييل المضييياد للبكتيروفيياج يمكنييه 

ن التراكيز الأقيل مين ذليك أعطيت نتيائج سيالبة فقيد اختبيرت فيي هيذه إوحيث 

، وهذا ي كد ما أشار إليه كل من 3270244:1الدراسة تخفيفات و لت إلى 
مين أهمييية تحدييد أقييل تركيييز يمكنيه إعطيياء تفاعيل إيجييابي لاختبييار [ 23،22،21]

 ل المضاد.إليزا مما يقلل من استهلاط المص

مباشززر للكشززف عززن وجززود الفززاج فززي أنسززجة البصززل الاختبززار اليززلا غيززر 
والتربزة المحيطزة  Pectobacterium carotovorumالمصاب ببكتيريزا 

 المصاب. لبالبص

أمكانييية الكشييف عيين الفيياج المحلييل للبكتيريييا المسييببة للعفيين الطييري علييى  تييم

البصييل فييي الأنسييجة التييي تظهيير عليييه أعييراض الإ ييابة  باسييتخدام الطييرق 

ف أن قيراءة الامتصا يية بجهياز 3السيرولوجية وقد أوضحت النتائج  جيدول

 544: 1عنيد التركييز الإليزا في البصل المصياب هيي الأعليى حييث سيجلت 

ف يليهييا قييراءة التربيية المحيطيية 4.000  1444: 1ف وعنييد التركيييز 4.225 

 1444: 1ف وعنيد التركييز 4.054  544: 1بالبصل المصياب عنيد التركييز 

ً ف وقد كانت القراءات في الأنسجة المصابة والتربية أضيعاف4.325  مميا فيي  ا

 الأنسجة السليمة وهذا ي كد فعالية المصل المضاد فيي الكشيف عين الفياج فيي

 ف2  الأنسجة المصابة والتربة المحيطة بالبصل المصاب .شكل

ليلا غير المباشر لم رفة أنل تركيل من المصل المضاد ااختبار يوضح ( 2) جدو 

 عن الفاجبه يمكن الكشف 

 التخفيفات المستخدمة

 454الامتصاصية عند طو  موجي 

 التفاعل نانومتر

 المصل المضاد المصل ال اد 

1  :144 4.900 2.4253 + 

1  :244 4.923 1.202 + 

1  :044 4.224 1.220 + 

1  :244 4.730 1.533 + 

1  :1044 4.503 4299 + 

1  :3244 4.053 4.705 + 

1  :0044 4.327 4.754 + 

1  :12244 4.299 4.052 + 

1  :25044 4.221 4.392 + 

1  :51244 4.132 4.300 + 

1  :142044 4.401 4.244 + 

1  :240244 4.425 4.144 + 

1  :049044 4.410 4.413 _ 

1  :219244 4.412 4.449 _ 

1  :1032044 4.412 4.414 _ 

1  :3270244 4.445 4.443 _ 

 ) + ( موجبة التفاعل  

 ( سالبة التفاعل -) 

مباشر للكشف عن وجود الفاج في أنسجة الاختبار اليلا غير  يوضح (3جدو  )

والتربة المحيطة Pectobacterium  carotovorumالبصل المصاب ببكتيريا 

 المصاب لبالبص

 المصل المضاد المصل ال اد  التراكيل الأنسجة

 بصل مصاب
1 :544 4.124 4.225 

1 :1444 4.172 4.000 

 بصل سليم
1 :544 4.205 4.032 

1 :1444 4.235 4.207 

تربة محيطة بالبصل 

 المصاب

1 :544 4.250 4.054 

1 :1444 4.235 4.325 
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 Pectobacterium  carotovorumيوضح نمو البكتيريا  (1شكل )

 

 

 تفاعل فرط الحساسية علل أوراق التبغيوضح ( 2شكل )

 

 

 Pectobacterium carotovorumللبكتيريا  المرضيةيوضح القدرة  (3) شكل

 

 

 علل شرائح البطاطس الملقحة بالبكتيريا ( يوضح القدرة المرضية4شكل )

Pectobacterium  carotovorum 

 

 

 البكتيروفاج( يوضح جهاز ترشيح 5شكل)
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  Pectobacterium مساحات خالية من نمو البكتيريا يوضح ظهور (6شكل)

carotovorum 

 

  Pectobacteriumيوضح اختبار الإليلا للفاج المحلل للبكتيريا  (7)شكل 

carotovorum    

 

 

 

 

  Pectobacterium ليلا في الكشف عن البكتيرياوضح الإي (8) شكل

carotovorum  الأنسجة النباتيةفي 

 الخلاصة .5

ً وتسبب أمراض العالم،توجد هذه البكتيريا في جميع أنحاء  إليى  ت ديخطيرة  ا

خسييائر كبيييرة فييي الإنتيياج أكثيير ميين أمييراض بكتيرييية أخييرذ منهييا البكتيريييا 

 Pectobacriumالمسيييييببة للعفييييين الطيييييري المتسيييييببة عييييين البكتيرييييييا 

carotovorum ،  حيييث تسييبب خسييائر كبيييرة سيينوياً فييي محصييول البصييل

مين الخضيراوات والفاكهية المخزنية ويعيد ميرض العفين  االبطاطس وغيرهو

الطييري ميين الأمييراض المنتشييرة فييي ليبيييا وذلييك لانعييدام الوسييائل الحديثيية 

 للتخزين وعليه يرجى في البحوث اللاحقة تحقيق الآتي : 

  مين الخضيراوات المدخلية تحديد حساسية بعيض أ يناف البصيل وغييره

 للإ ابة بالعفن الطري  يبياحديثاً لل

 نزيمات الأكسدة والتغيرات في نفاذيية إدراسة نشاط الإنزيمات البكتينية و

 المختلفة.الأغشية في الأنسجة المصابة والسليمة ل  ناف 
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 الملاحق .7

 الأوساط المذائية  (1)الملحق 

 (  وسط الأجار الممذNutrient agar ) 

 جرام  3   مستخل  لحم 

 جرام  5    ببتون 

 جرام  15    أجار 

 ملتر  pH 7.2                1444ماء مقطر 

  وسطKing B  

Magnesium Sulfate    1.5  جرام 

Pplipcptona    24  جرام 

di-Potasio Hydrogen    1.5  جرام 

Agar      10  جرام 

 مللتر  1444    ماء مقطر 

 مل 14    جلسرين 

    وسطLPGA   

 جرام 7ببتون                                          

 جرام7جلوكوز                                       

 جرام 7الخميرة                           مستخل  

 جرام 15جار                                         أ

 مللتر 1444ماء مقطر معقم                             

 ( المحاليل والصبمات   2الملحق ) 

 : صبمة الجنسيان البنفسجي 

 جرام  1  محلول   أ ف : جنسيان بنفسجي 

 ملتر  144    ماء مقطر 

 جرام  1 محلول   ب ف : بيكربونات الصوديوم 

 ملتر  24    ماء مقطر 

  : محلو  اليود 

 جرام  2    يود 

 ملتر  14 ف 1Nهيدروكسيد الصوديوم  

 ملتر  94   ماء مقطر 

  : صبمة السفرانين 

 ملتر  14  محلول السفرانين 

 ملتر  144   ماء مقطر 
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  (PH 7.4) Washing Solution PBS Tween   : 

NaCl    2  جرام 

KH2HPO4    24  جرام 

Na2HPO4   1.15  جرام 

KCl      4.24  جرام 

Tween                   4.54  مل 

NA azide    4.04  جرام 

 ملتر  1444                 ماء مقطر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PBS-Tween-PVP-BSA  

PBS-Tween      244  مل 

Soluble polyvinyl pyrolidone 2%                 0  جرام 

Bovine serum albumin 0.2%   4.0  جرام 

 

 

 


