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 الملخص

Xanthomons citri subsp. malvacearum (Xcm )ن ـــــع الزاوي على القطــــــــــببة لمرض التبقــــــالمسالبكتيريا  تفرز

إنتاج وإفراز  حيث أن  تعبير عوامل الشراسة عند هذه البكتيريا،  متنظالتي شاارات الإعدد من مشتقات حموض دهنية حاوية على 

 9 يضم والذي [RpF (Regulation of Pathogenicity Factors)]سمى ي Opernسيطرة واستقبال هذه الإشاارات تقع تحت 

، محفوظة بطريقتينكانت  ة، هذه العزلXcm S101العزلة خلال هذه التجربة، استخدمت . Rpf ABCD [EFGHI]مورثات 

وكانت  Xcm S101gسميت بـ والثانية  الغرفة،عند درجة حرارة تحت زيت البارافين وكانت  Xcm S101pسميت بـ الأولى 

 ةمتخصص اتبادئ باستخدام PCRالمعتمدة على الـ الاختبارات الجزيئية  بينت. 25Cº -عند درجة حرارة ( %05)الغليسيرول ب

 أن   (33)حلب  القطن اتالعدوى الاصطناعية على نبات أظهرتكما . Xcm S101pعند العزلة  Rpf Bطفرة في المورثة  وجود

حُلل ت مشتقات . Xcm S101gالقطن مقارنة مع العزلة مرض على نبات الفقدت قدرتها على إحداث أعراض  Xcm S101pالعزلة 

وسط الزرع باستخدام كروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة  في Xcm S101gو Xcm S101pالحموض الدهنية المفرزة من قبل 

(TLC.) طبقة الرقيقة نتائج تحليل كروموتوغرافيا ال أظهرتTLC  بقع: 6وجود ساعة من التلقيح  84بعد X1 ،X2 ،X3 ،X4 ،

X5 ،X6 عامل احتفاظ  معRF :0.08 ،0.18 ،0.4 ،0.51 ،0.62 ،0.74  .بقع مشتقات الحموض  أن  نتائج ال وبينتعلى التوالي

في تراكم مما يشير إلى زيادة ، Xcm S101gمقارنة مع العزلة  أكثر كثافةكانت  Xcm S101p لعزلةالمنتجة من قبل االدهنية 

 .زرعالوسط في مشتقات الحموض الدهنية 

القطن، ، Xanthomons citri subsp. malvacearum ،Xcm S101p ،Xcm S101g Rpf B ،TLC: الكلمات المفتاحية

 .العدوى الاصطناعية

Abstract 

The bacteria Xanthomons citri subsp. malvacearum (Xcm) causing The Angular Leaf Spot on Cotton 

secrets fatty acid derivatives, which contain a number of signals, that regulate the expression of 
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virulence factors. The production, secretion and reception of these signals are controlled by an operon 

called [RpF (Regulation of Pathogenicity Factors)], containing 9 genes [Rpf (ABCDEFGHI)]. During 

this study, the isolate Xcm S101 was used, this isolate was stocked in two methods, the first one 

named Xcm S101p was under paraffin oil at room temperature, and the second named Xcm S101g was 

in glycerol (50%) at -20 Cº. The PCR tests depending on specific primer indicated a muta-tion in the 

Rpf B gene within the isolate Xcm S101p. Artificial inoculation of the cotton plants (Aleppo 33) also 

showed that Xcm S101p lost its ability to induce disease symptom on cotton as compared to Xcm 

S101g. Fatty acids derivatives secreted to culture medium of Xcm S101p and Xcm S101g were 

analyzed using thin layer chromatography (TLC). Results of TLC analysis of fatty acid derivatives 

after 48 hours of incubation revealed 6 spots: X1, X2, X3, X4, X5, X6 with retention factor (RF): 0.08, 

0.18, 0.4, 0.51, 0.62, 0.74, respectively. The results demonstrate that the spots of fatty acid derivatives 

produced by Xcm S101p were more intense as compared to Xcm S101g, indicating an increase in the 

accumulation of fatty acids derivatives in culture medium.  

Key words: Xanthomons citri subsp. malvacearum ،Xcm S101p ،Xcm S101g Rpf B ،TLC, Cotton 

،artificial inoculation 

 المقدمة

فني تنأمين القطنع الأجنبني، والثالثنة بعند القمنح  الننفطالقطن من أهم المحاصيل الاستراتيجية في سوريا، ويأتي في المرتبة الثانية بعد  ديع

المرضننية التنني تسنبب لننا تندهورات فنني الإنتنناج وفنني تنأمين النندخل القنومي. يصُنناا محصننول القطنن بالعدينند منن ا فننات الحشنرية  والننفط

القطنن وفني مختلنر مراحنل النمنو محصنول معظنم أجنزان نباتنات ا الاقتصادية، ومن أخطر الممرضات التي تصنيب وانخفاضات في قيمت

التي تسنبب منرض التبقنع النزاوي (، و1951وزملائا،  Smith) Xanthomonas citri subsp. malvacearum (Xcm )بكتيريا 

بأنهنا سنالبة الغنرام،   Xcmتتمينز .(2511 وزملائنا، Oliveira؛ 1996وزملائنا،  Young)على القطن أو ما يسمى اللفحنة البكتيرينة 

عصوية الشكل، هوائية التنفس، متحركة بسوط قطبي واحد، المستعمرات مخاطية الشكل محدبة ذات حواف ناعمة، كما تفنرز البكتيرينا 

، وكمينات كبينرة منن عديندات السنكر Xanthomandinأصبغة صفران اللون غينر منحلنة فني الوسنط الغنذائي الغنني بنالغلوكوز تسُنمى 

 تقننوم بتنتاجهننا وإفرازهنناعوامننل القنندرة الإمراضننية التنني الحديثننة إلننى أن أشاننارت الدراسننات (. 2551وزملائننا،  Schaadالخارجيننة، )

 Lipaseوالليبنناز  Protease،  البروتينناز Pectinase، البيكتيننناز  Cellulaseكأنزيمننات السننيللولاز  Xanthomoasبكتيريننا الجنننس 

عنننننننند البكتيرينننننننا  Lipopolysaccarideوالنننننننـ  ،Exopolysaccarideعديننننننندات السنننننننكر الخارجينننننننة و، Amylaseوالأمنننننننيلاز 

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc( )Barber  ،؛ 1991وزملائاRigano  ،وعنند البكتيرينا 2551وزملائا )

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)  وXanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc(  )Qian  ،وزملائننا

(، 2512وزملائننا،  Guo(، وغيرهننا مننن عوامننل القنندرة الإمراضننية كاسننتعمار سننطح العائننل النبنناتي )2510وزملائننا،  Rai؛ 2513

نظام عالي الدقنة والتعقيند يسنمى النـ لسيطرة  ( خاضعة2516وزملائا،  Dengومقاومة المضادات الحيوية والتأقلم مع الوسط المحيط )

Quorum Sensing (QS ،الذي يسمح للبكتيريا باستشعار كثافتها العددية ) ويتضمن إنتاج وتحرير واسنتقبال جزيئنات صنغيرة الحجنم

 QS(، وتسننمى الجزيئننات الكيميائيننة التنني تتوسننط نظننام Bassler ،2550و Waters  )Autoinducersتسننمى المحرضننات الذاتيننة  

 Diffusible Signal Factor-family (DSF-family( )Heبعائلننة عامننل الإشاننارة المنحننل Xanthomonasننند بكتيريننا الجنننس ع

(، وتصُنننننع مننننن 2515وزملائننننا،  He) Cis-2-unsaturated(، وهنننني مشننننتقات حمننننوض دهنيننننة غيننننر مشننننبعة 2515وزملائننننا، 

(. ويرمننز 2510وزملائننا،  Zhou) FASتطالة الحمننا النندهني عبننر دورة اسنن ات والحمننوض الأمينيننة متفرعننة السلسننلةالكربوهينندر

 Regulation of Pathogencity(rpfـمى بنـ  )ـن( وتسـkb 21.9وزنها الجزيئني ) DNAقطعة من الـ  DSFلإنتاج وإفراز عائلة الـ 

Factors ع مورثات ــــ، وتضم تسABCDEFGHI rpf  (Barber ،1991 وزملائا.)  وحددت وظائفها عند البكتيرياXcc وXoo 

نز للبنروتين  Rpf Fالمورثنة  حينث، Transposon mutagensisمنن خنلال إجنران طفنرات بنـ   الأننزيم النرئيس فني إنتناج  RpfFترم 

 Rpfالمورثة و .)2510وزملائا،  Dehydratase (Zhouو Acyl-ACP-thioesteraseيملك وظيفتي  الذي، DSFعائلة الإشاارة 

B  نز لنننزيم نكلة منن قبنل الفعالينة  يلعنب دور فني حركينةالنذي  Fatty acyl-CoA-ligaseترم  الحمنوض الدهنينة الحنرة المشنبعة المُش 

 Rpf Bعند حذف المورثنة ، حيث DSFبينت الدراسات أن لا دور في تفكيك إشاارات عائلة قد و ،RpfF ـلل Thioesteraseالأنزيمية 

 Rpfتين المورثبينما  .)2516وزملائا،  Xcc (Zhouفي معلق زرع البكتيريا   DSFمستوى الـيؤدي إلى زيادة أو إحداث طفرة فيها 
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C  والمورثنننةRpf G  عائلنننة  جزيئننناتيشنننكلان نظنننام اسنننتقبال ونقنننلDSF (Robert وMaxwell ،2511؛Ryan   ،وزملائنننا

  .)2510وزملائا،   Ryan؛2511

 هدف البحث وأهميته:

عوامنل القندرة م ب( عنند البكتيرينا، ودورهنا فني النتحك  Quorum sensingانطلاقات منن أهمينة دراسنة الإستشنعار عنن النصناا العنددي )

 Xanthomonas citri subsp. malvacearumئر الاقتصننادية التني تسننببها البكتيرينا سناافة إلنى الأضننرار والخضننالإمراضنية، إ

(Xcmعلى محصول القطن عالميات، وا ).هندف هنذا البحنث إلنى الكشنر  لذي يعتبر المحصول الاقتصنادي الثناني بعند القمنح فني سنوريا

المسنببة   Xanthomonas citri subsp. malvacearumعنند  DSFعنن مشنتقات الحمنوض الدهنينة الحاوينة علنى عائلنة الإشانارة 

 .TLCلمرض التبقع الزاوي على القطن باستخدام تقانة الـ 

 مواد البحث وطرائقه

 مكان وتاريخ إجراء البحث

 .2519-2514الزراعة، خلال العام  كلية-دمشق جامعة-البكتيريةالنبات  أجري هذا البحث في مخبر أمراض

 العزلة البكتيرية وأوساط النمو:

من مخبر ممرضات النبات البكتيرية  33المعزولة من بذور القطن صنر حلب  Xcm S101تم التزود بالعزلة البكتيرية السورية 

)نطلق عليها اسم  25ºC-عند درجة حرارة  %05جامعة دمشق، هذه العزلة محفوظة بطريقتين الأولى بالغليسرول  -كلية الزراعة 

Xcm S101g(، والثانية تحت زيت البارافين عند درجة حرارة الغرفة )نطلق عليها اسم Xcm S101p .)المستخدمة  والمستنبتات

 (YPGA)لتنمية البكتيريا بهدف تنشيطها ومشاهدة المستعمرات هي: وسط مستخلا الخميرة والببتون والغلوكوز والأغار الصلب

Yeast Peptone Glucose Agar 1.0، آغار% 5.1، مستخلا الخميرة % 5.1، غلوكوز%0.7 : بيبتون % ،pH = 7.  أما

 5.0(: بيبتون NA) Nutriet Agar ا غار المغذي هي: مشتقات الحموض الدهنية غير المشبعةالمستخدمة لاستخلاص  المستنبتات

 Nutreit Brothالمرق المغذي . pH = 7، 1.5 %، آغار % 5.1، مستخلا الخميرة % 1، سكروز % 5.3، مستخلا اللحم %

(NB بيبتون :)5.1، مستخلا الخميرة % 1، سكروز % 5.3، مستخلا اللحم % 5.0 % ،pH= 7 . وسط مستخلا الخميرة

 pH=1، % 2، غليسرول % 0.3، مستخلا الخميرة % 0.5: بيبتون Peptone Yeast Glycerol  PYG والببتون والغليسرول

حيث نمُي ت العزلة  مشتقات الحموض الدهنية غير المشبعة،( لتحضير البكتيريا من أجل استخلاص 2510) Heأتُبعت طريقة  .

نت عند درجة حرارة NAعلى وسط الزرع الوسط   Xcm S101البكتيرية ساعة، ثم أخُذت مستعمرة بكتيرية  84مدة  24ºC، وحُض 

ج على سرعة NYGمل من الوسط 15في  ووضعتواحدة  نت مع الر   84لمدة  24ºCدورة / دقيقة ودرجة حرارة  255، وحُض 

مل من  1، ثم أخُذ CFU = 154وتعادل  OD600 = 1)) 1ساعة، حتى وصول تركيز المعلق البكتيري إلى كثافة ضوئية مساوية للـ

نت بنفس الشروط السابقة مدة  05الوسط السابق وزُرع في    .ساعة 12، 84، 28مل من نفس الوسط السابق، وحُض 

 العدوى الاصطناعية على نبات القطن: 

جريت عدوى اصطناعية بعد الإنبات أُ في أصا تحتوي على تورا معقم، وبعمر عشرة أيام  33رعت بذور القطن صنر حلب زُ 

/ مل باستخدام محقن )سرنغ( بدون cfu 154بتركيز  Xcm S101pأو  XcmS101gلنوراق الفلقية بطريقة الحقن بمعلق بكتيري 

 . (1994وزملائها،  Martinez) من قدرتها الإمراضية إبرة للتأكد

 :التعريف الجزيئي

تسمح بالكشر عن مورثة  RpfB1، باستخدام بادئات عامة colony-PCRأجُري تعرير البكتيريا جزيئيات بالاعتماد على تقانة الـ 

Rpf B  عند البكتيريا التابعة لجنسXanthomonas 1636، والتي تسمح بتضخيم قطعة من المورثة وزنها الجزيئيbp وبادئات ،

، Xcm (Namanعند البكتيريا  bp 288تسمح بالكشر عن قطعة صغيرة من هذه المورثة وزنها الجزيئي  RpfB2متخصصة 

Jalloul ،2510 1( الجدول)). 
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 المستخدمة لتحديد هوية العزلة المدروسة. البادئات .6جدول 

Most closely related sequence 
Pro. size 

(bp) 

Forward and Reverse primers 

Primer 

name Reference Organism 

Annotated 

function 

Accession 

No. 

Jalloul 

(unpublished 

data) 

Xcc 

STR:ATCC 

33913 

Long-

chain-fatty-

acid-ligase 

AE008922.1 1636 

F:5-GTCCTTGGTTGCAAACTTATCC-3 

R:5-AGGATCTTGCCGACGTTGG 

RpfB 1 

Namaan and 

Jalloul 2015 

Xcm Syrian 

isolate 

Long-

chain-fatty-

acid-ligase 

Unpublished 

Syria 

isolated 

Jalloul et.al 

288 

F:5-GATCAGCTTGCCGACGTTGG-3 

R:5-GGTGGTGATGACTTGCCTGA-3 

RpfB 2 

 12.0( وPromega) GoTaq hot start polymerase Master Mix 2Xحجنم نهنائي(، باسنتخدام  20 lµ)  PCRأجُري تفاعنل

pmol  من البادئة المباشارةFor (10 Mµو )12.0 pmol  من البادئة غير المباشارةRev (15 Mµو )3 µl  151من معلنق بكتينري 

/cfu 20مل، ثم أكُمل الحجم إلى µl  بالمنان المقطنر المعقنم وأجنرى تفاعنل النـPCR ( باسنتخدام جهناز المندور الحنراريTECHNE 

TC-400098دقنائق عنند درجنة حنرارة  0:  ( وفق البرنامج التنالي ºC  لتكسنير الخلاينا البكتيرينة وتنشنيط الأننزيم وفصنل سلسنلتي النـ

DNA  مرحلنة فصنل سلسنلتي النـ [دورة تضنمنت  85عنن بعضنها، تلُينت بنـDNA  98علنى درجنة حنرارة ºC  لمندة دقيقنة، ومرحلنة

، على التنوالي ولمندة دقيقنة، ومرحلنة RpfB2و  RpfB1ت بالنسبة لزوجي البادئاºC 65و ºC 62ارتباط البادئات على درجة حرارة  

دقنائق علنى  15، ثنم RpfB2]ودقيقنة لنزوج البادئنات  RpfB1لمندة دقيقنة ونصنر لنزوج البادئنات ºC 12البلمنرة علنى درجنة حنرارة 

لتفاعنل بنالرحلان لدوراتنا كُشنر عنن ننواتج ا  PCRبعند إتمنام برننامج النـ كمرحلنة أخينرة لاسنتكمال الاسنتطالة. ºC 72درجنة حنرارة 

  X1TBEتحتوي على صبغة الإيتيديوم برومايند ضنمن محلنول  %1فولط على هلامة أغاروز  155الكهربائي بتطبيق تيار كهربائي 

(Trisbase ،Boric acid،EDTA 1mM\1L distilled water بالمقارننننننة منننننع مؤشانننننر النننننوزن الجزيئننننني )1kb 

(Fermentas#SM0333و )155bp ((Fermentas #SM0321 .الحزم بالتصوير تحت الأشاعة فوق البنفسنجية باسنتخدام  أظُهرت

 (.Jallou ،2510و  Naman) Gel Documentation System (ViLBER LourMAT)جهاز توثيق الهلامات 

 استخلاص مشتقات الحموض الدهنية المفرزة من قبل البكتيريا

دقيقة عند درجة حرارة  10لمدة   4555gمل من المعلق البكتيري السابق، وثفل بسرعة  10(، حيث أخُذ 2510) Heأتُبعت طريقة 

الغرفة للتخلا من الخلايا البكتيرية، ثم نقُلت الرشااحة الطافية الخالية من الخلايا البكتيرية إلى أنبوا جديد، وضُبطت حموضة الوسط 

أضُير حجم مماثل من خلات الايثيل إلى الرشااحة السابقة، ومُزجت محتويات الإنبوا  (، ثم6N)HClباستخدام  pH=3-3.5حتى 

دقائق عند درجة حرارة الغرفة، وجُمع المحلول العضوي الطافي  15لمدة  g 4555دقائق حتى تمام التجانس، ثم ثفُلت بسرعة  0لمدة 

ر على حمام مائي عند درجة حرارة )خلات الايثيل الحاوي على مشتقات الحموض الدهنية(، ونقُل إلى أن ، 85ºCبوا جديد، ثم بخُ 

لحين التحليل.  25ºC-حتى تمام الجفاف، والحصول على المستخلا الخام )مشتقات الحموض الدهنية(، الذي حُفظ عند درجة حرارة 

 Thin Layerالطبقة الرقيقة  كروموتوغرافيا تحليلإلى  25ºC-أخُضعت مشتقات الحموض الدهنية المحفوظة على درجة حرارة 

Chromatography Analysis (TLC) .لتحديد عددها  

 :TLCتحليل كروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة 

مع بعض التعديلات البسيطة، حيث حُل ت مشتقات الحموض الدهنية المحفوظة 2012) وزملائا ) Almeidaنفُذت هذه الطريقة حسب 

تخلا الناتج، ووضعت ـــــــمن المس 20l µريع أخذ ــــن الميثانول النقي وبعد الرج السم  05l µفي  25ºC-على درجة حرارة 

 TLC plated silicagel 60 F 25 -4 pre-coated 20*20 cm, 0.25 cm layer)يليكا جل من طراز ـــــــــس ألواحعلى 

thicknes, Merk, Germanyكطور متحرك، واستغرقت عملية الرحلان قرابة ساعتين  25:45ميثانول /(، واستخدم نظام هكسان
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ب معامل الاحتفاظ  لبخار اليود النقي. الألواحعريض ونصر. أظُهرت مشتقات الحموض الدهنية بعدئذ بت  Retention Factorوحُس 

(RF :لكل بقعة بالعلاقة التالية )RFطعها محلول الطور المتحرك.المسافة التي يق /= المسافة التي تقطعها كل بقعة 

 

 النتائج والمناقشة

 :Xcm S101القدرة الإمراضية للعزلة 

/  cfu 108من خنلال حقنن معلنق بكتينري تركينزه  33أجري اختبار القدرة الإمراضية على الأوراق الفلقية لنباتات القطن صنر حلب 

 Xcm S101p( والعزلننة °25C-علننى درجننة حننرارة  % 35 )المحفوظننة بالغليسننيرول Xcm S101gمننل مننن العزلننة البكتيريننة 

اعة مننن العنندوى سنن 96)المحفوظننة تحننت زيننت البننارافين عننند درجننة حننرارة الغرفننة( بهنندف تنشننيط القنندرة الإمراضننية للبكتيريننا. بعنند 

( في مكان حقن المعلق Watersoaking( ظهرت على السطح السفلي لنوراق الفلقية بقع زيتية مشبعة بالمان )1الاصطناعية )الشكل 

 .  Xcm S101p، بينما لم تظهر أي أعراض في مكان حقن المعلق البكتيري للعزلةXcm S101gالبكتيري للعزلة 

 

عدم ( B) / ملcfu108ساعة من العدوى بمعلق بكتيري تركيز  61بعد   Xcm S101gالعزلةبأعراض الإصابة ( A) .6الشكل 

(: أعراض الإصابة C) ./ ملcfu108بمعلق بكتيري تركيز ساعة من العدوى  61بعد  Xcm S101pالعزلة ظهور الإصابة ب

 Xcmالعزلة عدم ظهور الإصابة ب(: D. )/ ملcfu108من العدوى بمعلق بكتيري تركيز  أيام 62بعد   Xcm S101gالعزلةب

S101p بمعلق بكتيري تركيز من العدوى أيام  62 بعدcfu108مل /. 

الشنكل كمنا هنو مبنين فني ) Xcm S101gمستعمرات العزلة  YPGA المستنبتعلى السابقتين البكتيريتين  تينالعزلظهرت عند تنمية 

2-A ساعة من الزرع بصفاتها النموذجية كمستعمرات دائرية صنفران اللنون مخاطينة، ذات حنواف ناعمنة محدبنة، والموافقنة  84( بعد

بلونهنا الأصنفر  Xcm S101p(؛ بينمنا تمينزت العزلنة 2551وزملائنا،  Schaad) Xanthomonasلصفات البكتيريا التابعنة لجننس 

(، وهنذا منا يفسنر فقندان مسنتعمراتها شانكلها النمنوذجي، وعندم B-2)الشنكل   EPSالفاتح وإنتاجها العالي من عديندات السنكر الخارجينة
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 EPSنتيجة الإنتناج الزائند منن النـ  33لنباتات القطن صنر حلب  لفلقيةظهور أعراض الإصابة بمرض اللفحة البكتيرية على الأوراق ا

 (.2519وزملائا،  Keshkeihالذي يعمل على تحفيز ردود الفعل الدفاعية عند نبات القطن )

 

 .Xcm S101p( العزلة B، )Xcm S101g( العزلة Aساعة من الزرع، ) 18المستعمرات البكتيرية بعد  .0الشكل 

السنلالة  DNA على المستعمرات البكتيرية بالمقارنة منع colony-PCRوللتأكد من هوية العزلتين البكتيريتين السابقتين أجري اختبار 

والتني  ،Xanthomonasعنند البكتيرينا التابعنة لجننس  Rpf Bباستخدام بادئات عامة تسمح بالكشر عن مورثنة   Xcm 18النموذجية

 )راجع المواد وطرائق العمل((، وبادئات متخصصة A-3)الشكل bp  1636وزنها الجزيئي  RpfBتسمح بتضخيم قطعة من المورثة 

(. أظهننرت النتننائج B-3)الشننكل  Xcmعننند البكتيريننا  bp 288تسننمح بالكشننر عننن قطعننة صننغيرة مننن هننذه المورثننة وزنهننا الجزيئنني 

وغابنت  S101g Xcm العزلنةالشناهد وفني  DNAفني  bp 1636منة ذات النوزن الجزيئني ( وجنود الحزA-3الموضحة فني )الشنكل 

الشناهد وفني  DNAفني  bp 244( وجنود الحزمنة ذات النوزن الجزيئني B-3نتائج )الشكل ال، وكذلك بينت  Xcm S101pعند العزلة

تنتميننان إلننى البكتيريننا  تين المدروسننتينالمختبننرتين. تؤكنند هننذه النتننائج أن  العننزلتين البكتيننري Xcm S101pو S101g Xcmالعننزلتين 

Xcm ولكنن يبنندو أن العزلنة ،S101p Xcm  قنند تعرضنت لطفننرة فني إحنندى منطقتنني ارتبناط البادئننات العامنة. وهننذا يفسنر سننبب عنندم

ار البادئنات المتخصصنة منع الإشانارة إلنى أن البادئنات المتخصصنة إمكانية تضخيمها في اختبار البادئات العامة والكشر عنهنا فني اختبن

محفوظنة بعندة  S101p Xcm العزلنةتقع داخل القطعة المضنخمة بواسنطة البادئنات العامنة، وكاننت  Rpf Bتضخم قطعة من المورثة 

ة لمنا ذكنر )نتنائج غينر علنى جمينع النسنخ المحفوظنة وكاننت النتيجنة مشنابه colony-PCRنسخ تحنت زينت البنارافين وأجنري اختبنار 

ممنا ينؤدي إلنى خفنض إنتناج   DSFينؤدي إلنى تفكينك Rpf Bمعروضة(. أظهرت دراسنات مرجعينة أن البنروتين النناتج عنن المورثنة 

مشنتقات الحمنوض الدهنينة الحاوينة علنى سنيؤدي إلنى زينادة انتناج  Rpf Bعديدات السكر الخارجية، هذا يعني إن عندم تعبينر المورثنة 

(. ولحسنن الحنظ أن الطفنرة فني المورثنة 2518وزملائا،  Bi) EPS عديدات السكر الخارجية، وبالتالي زيادة إنتاج DSFعائلة إشاارة 

Rpf B  كانت في مكان ارتباط البادئات العامة لأن الطريقة المتبعة في التعرير لا تسمح لنا بالكشر عن الطفنرات، إضنافة إلنى ذلنك لا

أو لا، ولكنن نسنتطيع أن نؤكند أن هنناك طفنرة فني المورثنة  S101p Xcmنستطيع أن نذكر أن هناك طفرات أخرى في جيننوم العزلنة 

Rpf B هذه المورثة نحتاج إلى عزل المورثة وتحديد التتابع النيكليوتيندي فيهنا، وإن فقندان القندرة الإمراضنية . ولتحديد نوع الطفرة في

والتني طنورت أعنراض منرض  S101g Xcmلهذه العزلة قد يرتبط بطفرات أخرى في مورثات القدرة الإمراضية. والعزلة البكتيرية 
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بسـننـبب احتفـــــــننـاظها للقنندرة الإمراضننية وإعننادة تعريفــــــــــننـها  النباتيننة المُعننداةمننن الأنسننجة  اللفحننة البكتيريننة تننم إعـــــــننـادة عزلهننا

 (.C-3)الشكل  Xcm S101وسميت بـ  colony-PCRباختبار 

 

( ضمن محلول الرحلان %6) على هلامة الأغاروز Xcm( S101g،S101p،S101للعزلات )  colony-PCRنواتج تفاعل الـ .2الشكل 

قبل وبعد  S101g Xcm( العزلة C) ،RpfB2( باستخدام زوج البادئات B) ،RpfB1باستخدام زوج البادئات  TBE (6X .) (A)الكهربائي 

 .bp 622مؤشر جزيئي  kb1 ،M2مؤشر جزيئي  RpfB1 ،M1باستخدام زوج البادئات  Xcm S101العدوى الاصطناعية والتي سميت بـ 

 :TLCعلى أطباق  DSFالكشف عن مشتقات الحموض الدهنية الحاوية على 

، 24، ثم استخلصت مشتقات الحموض الدهنية بعد NYG المستنبتفي  Xcm S101pوXcm S101 البكتيريتان  اننمُيت العزلت

ثم كُشر عن مشتقات الحموض الدهنية حسب ما ورد في  TLCمن الخلاصات على أطباق  µl 20ساعة من الزرع. طب ق  72، 48

( في  X1 ،X2 ،X3،X4 ،X5بقع ) 0( وجود 8)الشكل والموضحة في  TLCالمواد والطرائق. أظهرت نتائج الرحلان على أطباق 

نة مدة العينات نة مدة X1، X2 ،X3،X4  ،X5، X6بقع ) 6ساعة، و 72، و28 المحض  ساعة، وكان عامل  84( في العينات المحض 

 .على التوالي X1،X2 ، X3، X4 ،X5 ،X6للبقع  0.74 ،0.62 ،0.51 ، 0.18،0.4، 0.08 على الشكل التالي RFالاحتفاظ 

في كل الأزمنة المدروسة، هذه النتيجة  S101 Xcm العزلةمقارنة مع  Xcm S101pأظهرت النتائج كثافة عالية للبقع في العزلة 

تؤدي إلى زيادة في إفراز مشتقات الحموض الدهنية غير المشبعة  Rpf Bتؤكد ما ذكر في الدراسات المرجعية أن  الطفرة في المورثة 

، وكُشر S101 Xcmفي تنمية العزلة البكتيرية  NBوكذلك استخدم وسط النمو  ،)2516وزملائا،  DSF (Ryan ومن ضمنها الـ

ساعة من الزرع، فأعطت نتائج مشابا لما تم الحصول عليا في وسط النمو  72، 48، 24عن مشتقات الحموض الدهنية في الوسط بعد 

NYG  0)الشكل(. 

د أ  Amelidia، بينما أكد TLCبقع على أطباق  8على وجود  Xooعند  DSFلمشتقات الـ في دراستا  )2511وزملائا ) Heك 

 TLCعلى وجود ثلاثة بقع على أطباق الـ  Xccو  Xylella fastidiosaعند البكتيريا  DSF( في دراستا لمشتقات الـ 2512)

، ولكن وجد أن تركيز البقع Rpf Bللعزلات الطافرة في المورثة  TLCللعزلات غير الطافرة لكل منهما وبقعتين على أطباق الـ 

وزملائا  Ryanأعلى تركيزات من البقع الناتجة عن العزلات غير الطافرة. كما أشاار  Rpf Bمورثة الناتجة عن العزلات الطافرة في ال

يؤدي إلى زيادة تشكل مشتقات الحموض الدهنية غير  Xooو Xccعند البكتيريا  Rpf B( أن حدوث طفرة في المورثة 2516)

 .DSFالمشبعة بما فيها عائلة الـ 

 

 

A B C 
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 والتوصيات اجاتالاستنت

 ساعة بعد تلقيح وسط الزرع السائل. 84هو  DSFالزمن الأمثل لاستخلاص مشتقات الحموض الدهنية الحاوية على جزيئات  .1

 ، مما أفقدهاالمحفوظة تحت زيت البارافين عند درجة حرارة الغرفة Xcm S101في البكتيريا  RpfBحدوث طفرة في المورثة  .2

 قدرتها الإمراضية على بادرات القطن.

كما ظهر من خلال  النموزجيةمقارنة مع العزلة  DSFتنتاج عالٍ لمشتقات الحموض الدهنية الحاوية على تميزت العزلة الطافرة ب .3

 ، إضافة لذلك فقدانها لقدرتها الإمراضية.، وكذلك بتنتاجها العالي لعديدات السكر الخارجيةTLCالتحليل بتقانة 

في لتحديد البصمة الكيميائية للجزيئات الموجودة  LC-MSو  GC-MSجران تحليل للمشتقات الحموض الدهنية بطريقة إ .8

 ساعة من التلقيح. 84مستخلا خلات الإيثيل عند الزمن 

 

 

 

-تصبغها باليود  بعد-يظهر وجود بقع بنية اللون  TLCتحليل  .1الشكل 

 و Xcm S101الحموض الدهنية المفرزة من قبل العزلتين  لمشتقات

Xcm S101p  إلى الوسطNYG. 

بعد  -يظهر وجود بقع بنية اللون  TLCتحليل  .1الشكل 

لمشتقات الحموض الدهنية المفرزة من  -تصبغها باليود 

 .NBإلى الوسط  Xcm S101قبل العزلة 
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