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  תקציר

היא מחלה הרסנית בגידולי , וורקסדאצי י החיידק"מחלת הכתם הבקטריאלי הנגרמת ע: הצגת הבעיה. 1

שבה  כולל ישראל, בשנים האחרונות המחלה התפשטה לאזורים רבים בעולם. דלועיים בעיקר אבטיח ומלון

ואין כיום זני מלון או אבטיח  לים להדברת החיידקאין אמצעים כימיים יעי .הפתוגן נחשב כחיידק הסגר

  . לחיידק מסחריים בעלי עמידות

קביעת . ב .איתור מקורות המידבק הראשוני של הפתוגן בשדה ובבתי צמיחה. א :מטרות המחקר. 2

לגילוי  נהואמי הרגישלבדיקה פיתוח פרוטוקול . ג .הגורמים המשפיעים על התפתחות והתפשטות המחלה

  .הפתוגן בזרעים ובשתילים

הפתוגן בידוד . M6 התבדידאילוח זרעי מלון ושתילי מלון בטבילה או ריסוס נעשה עם : שיטות העבודה. 3

  .הניסויים באתר וולקני בוצעו בתא הסגר .נעשה על מצע סלקטיבישל צמחי אבטיח ומלון מדגימות 

במתזים גורמת להפצת המחלה לצמחים השכנים בעוד עילית בתנאי משתלה השקיה : תוצאות עיקריות. 4

הפסיגים היו האברים . מאוכלסים בחיידקים אוהשקיה בהצפה לא נמצאו צמחים שכנים נגועים בש

טיפול בנחושת בזמן ההפצה המישנית  .המאוכלסים ביותר בחיידקים לעומת עלה ראשון או שאר הצמח

חיידק  לסמןלראשונה הצלחנו בעבודה זו . מתההוריד באופן משמעותי את שכיחות המחלה ואת עוצ

מצע . והראנו כי הפתוגן מתרבה בעיקר בחלל צינורות ההובלה GFPחלבון הפלואורוסנטי באצידוורקס 

MTM  נבחרו .לבידוד הפתוגן מהצמחים והזרעיםביותר המתאים  היה האנטיביוטיקה נובוביוציןבתוספת 

עם פריימרים אלו . את הפתוגן ולא ספרופיטים אחרים PCR -שבעזרתם ניתן להגביר ב שני זוגות פריימרים

במהלך שלוש שנות המחקר לא בודדו חיידקים . לאיבחון הפתוגן בזרעים Real time PCRפותחה שיטה 

   .מדגימות של חלקי צמחים וקרקע החשודים כנגועים בפתוגן

וצמחים  יתכן והמחלה בארץ היא בעיקר בעיה של משתלות :מסקנות והמלצות לגבי יישום התוצאות. 5

לדעתנו יש להתרכז בעיקר במשתלות כדרך היעילה . נגועים שמתגלים בשדות מקורם משתילים מאולחים

ן בזרעים ובכך וי העלאת רמת הרגישות של שיטות האיבח"ניתן לעשות זאת ע. להתמודדות עם המחלה

י השקיה "ע במשתלותהמשנית ומצד שני למנוע את ההפצה  ,להקטין את מקור האינוקולום הראשוני

ריסוס בנחושת או תכשירים אחרים בשלב של הפסיגים שהם האברים העיקריים האחראים  ,תחתית

  .להפצה המישנית
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  מבוא

 Acidovorax avenaeי החיידק"הנגרמת ע bacterial fruit blotch, BFB)(מחלת הכתם הבקטריאלי 

subsp. citrulli  ,)  שם חדש(Acidovorax citrulli (Schaad et al. 2008)  היא מחלה הרסנית הגורמת

בשנים האחרונות המחלה התפשטה . להפסדים כלכליים ניכרים בגידולי דלועיים בעיקר אבטיח ומלון

 Burdman et al., 2005; Schaad et(שבה הפתוגן נחשב כחיידק הסגר  כולל ישראל, לאזורים רבים בעולם

al., 2003.(  תוך פגיעה  ,נבטים וצמחים צעירים או בצמחים מניביםבפגיעה הרסנית מתבטאת בהמחלה

המחלה , 2007-2008ובשנים  2000-2003בין השנים  .אותו לשיווק והפוסלתישירה בפרי הגורמת לריקבון 

אין אמצעים כימיים יעילים להדברת  .שונים בארץגרמה להפסדים כלכליים בשדות מלון ואבטיח באזורים 

הדברת המחלה מתבססת בעיקר על . BFB - ואין כיום זני מלון או אבטיח מסחריים בעלי עמידות ל החיידק

אין כיום שיטת חיטוי זרעים ולא . בשטחים בהם מתגלית המחלה שימוש בחומר ריבוי נקי ופיטוסניטציה

קיימים פרוטוקולים מתאימים לגילוי החיידקים במכסות זרעים או בשתילים כאשר ריכוזי החיידק 

  ). Bahar et al. 2009(נמוכים 

להפצת המחלה והישרדות , למרות חשיבות המחלה שאלות רבות הקשורות למקורות המידבק הראשוני

ההנחה היא שהפתוגן חדר לארץ באמצעות זרעים נגועים וזאת למרות הבדיקות . הפתוגן עדיין לא נפתרו

פיתוח שיטת איבחון רגישה ואמינה יש חשיבות רבה במניעת חדירה של ל .י חברות הזרעים"ות עהנעש

המחלה בארץ מוגבלת לאבטיחים ומלונים ועדיין לא פגעה בגידולים אחרים כמו . המחלה דרך הזרעים

אולם אי טיפול בבעיה בשלבים אלה יגרום לביסוס . מלפפונים כפי שקרה במקומות אחרים בעולם

המטרה  .להפצת המחלה לגידולים אחרים וליצירת אפידמיה שתהיה קשה לשליטה, נוקולום בארץהאי

שיאפשרו  הכללית של המחקר היא לפתח גישות להתמודדות עם מחלת הכתם הבקטריאלי במלון ואבטיח

  .להתמודד מעשית עם סכנת ההתפשטות של פתוגן זה בארץ

  

 מטרות המחקר 

 .הראשוני של הפתוגן בשדה ובבתי צמיחהאיתור מקורות המידבק . א

 .קביעת הגורמים המשפיעים על התפתחות והתפשטות המחלה. ב

  .לגילוי הפתוגן בזרעים ובשתילים נהואמי הרגישלבדיקה פיתוח פרוטוקול . ג

  

  פירוט עיקרי הניסויים והתוצאות

  

  איתור מקורות המידבק הראשוני של הפתוגן .א

  החשודים כנגועיםבידוד הפתוגן מצמחים . 1.א

ומלונים ם יבשדות בהם מגדלים אבטיח, ביחד עם מדריכי הגידולים ,בכל שנות המחקר נערכו ביקורים

גבעולים , שנדגמו היו עלים יםחלקי הצמח. אצידוורקסבללקיחת דגימות של צמחים החשודים כנגועים 

. כלורוטיים המפוזרים על כל שטח העלהעלים צעירים של אבטיח  היו בעלי כתמים קטנים . שורשים ופירות



4 
 

הציפה היתה ספוגית וחסרת ם בחלק. ים בקליפת הפרייפירות חשודים כנגועים היו בעלי כתמים כלורוט

בנוסף נלקחו דגימות קרקע  שנאספו . בקליפת הפרי )גרב(נקרוטיות ובולטות בפירות מלון נראו נקודות . צבע

הועברו למעבדה במכון וולקני דגימות הצמחים . מ''ס 10של  ממקומות סמוכים לצמחים הנגועים בעומק

תואר י(  MTMהבידוד נעשה באמצעות זריעה על צלחות המכילות מצע סלקטיבי  . לבידוד וזיהוי הפתוגנים

 ,ירוק כהה והילה שקופה מסביב- בעלות צבע אפור ,ידוורקסצמושבות אופייניות לא). בהמשך' בסעיף ג

עם פריימרים  PCRריאקצית החשודות נעשית מושבות  לאישרור התוצאות ל .ימי הדגרה 5לאחר  מתקבלות

. Agdiaבנוסף מספר דגימות נבדקו בקיט מסחרי של חברת  ).יתואר בהמשך( ספציפיים שפותחו על ידינו

ע לא של חלקי צמחים וקרקהדגימות  188בכל . 1המקום וסוג הדגימה מתוארים בטבלה , תאריכי האיסוף

מדגימה של צמחי עגבנייה שהראו תסמיני מחלה של השחרת עלים בודדנו חיידקים  .התגלה הפתוגן

למרות שתבדידי אצידוורקס ידועים כספציפיים לדלועיים התבדיד שבודד .  האופייניים לאצידווורקס

  . מעגבניות תוקף אבטיחים

  שנאספו ממקומות שונים בארץ לבידוד אצידוורקס  צמחים וקרקעדגימות של : 1טבלה 

דגימותמספר ה  סוג הדגימה  מקום  תאריך
עלים , צוואר השורש, גבעולים , פירות  קיבוץ כנרת  8.7.10

  )אבטיח(  וקרקע
15  

  10  )אבטיח( פירות ועלים  כפר יונה  10.7.10
  5  )אבטיח( עלים נקרוטיים  כפר יונה  15.7.10
  5  )אבטיח( 313של זן   עלים  כפר יונה  18.7.10
  7  )אבטיח( 913עלים של זן   רמת יוחנן  18.7.10
  8  )אבטיח( עלים של זן מקסימה  בית ליד  18.7.10
  9  )אבטיח( עלים וגבעולים  הכפר הירוק  26.7.10
  4  )אבטיח( פירות  הכפר הירוק  18.8.10
  10  )אבטיח(פירות ועלים   יבניאל  17.7.11
  15  )אבטיח( פירות ועלים  מולדת  17.7.11
  25  )אבטיח(עלים נקרוטיים   מי עמי  21.7.11
  12  )אבטיח(עלים וגבעולים   פוריה  21.7.11

  8  )אבטיח(עלים   החותרים 21.7.11  
  10אבטיח(צוואר השורש ועלים , גבעולים   קיבוץ כנרת  27.7.11

  25  )מלון(רות יפ  עין יהב     3.1.12
  6  )מלון( עלים נקרוטיים  בית ליד  22.3.12
  4  )מלון( עלים נקרוטיים  קיבוץ החותרים   22.3.12
  3  )מלפפון( עלים נקרוטיים  מי עמי  18.4.12
  7  )מלון(פירות  עם כתמים צהובים   עין יהב  14.2.12

  

  בדיקת הישרדות הפתוגן בקרקע .2.א

ביצענו בהמשך בדיקות קרקע נעשו רק בשנה הראשונה ומכיוון שהמחלה לא התגלתה בצמחים לא  .1.2.א

קרקע בפתוגן אילחנו בשנה השלישית  .שבהן נמצאו צמחים חשודים בדיקות לגילוי החיידק בקרקעות

  . שתלו בקרקע מנוגעתנהישרדות החיידק לאורך זמן וכן הופעת המחלה בצמחים ש בדקנוו

על צלחות  גידול התבדיד נעשה. שבודד ממלון בארץ M6תבדיד נעשתה מ הכנת המדבק :מהלך הניסוי

 התרבית נאספה. צ"מ 28 -שעות ב 48 למשך ,אמפיצילין ל"מיקרוגרם למ 100המכילות נוטריינט אגר 

  .ל''חיידקים למ 109תרחיף המכיל  וממנה הוכןבעזרת  מים מעוקרים 
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של תרחיף ל ''מ 50  הוספו )50:50ורמיקוליט ו כבול( לשתיליםכמצע גידול  המשמשתקרקע תערובת ל

הסגר הוחזקו בתא עציצים ש 30לכל ניסוי נלקחו . לעציצים קרקע וזו הועברה גרם 500לכל  החיידקים

קרקע המאולחת הגרם מ 2דגימות של  .ימים 30 - ו 15לאחר  הישרדותדגימות קרקע לבדיקת  נלקחוומהם 

 נעשו מיהוליםלאחר מכן . במטלטלת דקות 10 והתרחיף טולטל במשךל מים מעוקרים ''מ 12 - הורחפו ב

   MTM.צלחות עם מצע סלקטיבי נזרעו על שעשרוניים 

זרעים בן (  Cantaloupe Imperialלזריעת מלון מהזן  שימשועציצים עם קרקע מאולחת  15, במקביל

ימים  15לאחר  נוכחות הפתוגןחלקי צמח לבדיקת נלקחו כן ואחר הופעת הסימפטומים עקב נערך מ  .)שחר

מיליגרם שלהם  200 - עלה ראשון וגבעול במשקל של כ, מכל צמח נלקחו דגימות של פסיגים .ממועד הזריעה

 100הדוגמאות רוסקו וטולטלו במשך כמה דקות ולאחר מכן נזרעה דגימה של . ל מים מעוקרים''מ 1הוספו 

   MTM.מיקרוליטר  על צלחות עם מצע סלקטיבי 

גרם לחיידקים   105 היו) מועד האילוח(בזמן אפס בקרקע הראתה כי רמת החיידקים בדיקת   :תוצאות

חיידקים  102 ירד והגיע לרמה שלת וסלקטיביהצלחות ב הוושזהמושבות  מספר ימים 15לאחר . קרקע

בצלחות עם המצע  אופייניות לאצידווורקסמושבות  ולא התקבל, יום 30בבדיקה נוספת לאחר  .גרםל

גידול לכמצע  תקרקע המשתמשה אינו שורד בתערובת הפתוגןשאלו מצביעות על כך  תוצאות. הסלקטיבי

  .שתילי מלון

התפתחו מהם  20% - ב רק ,בעציצים עם קרקע מאולחתשגודלו   )ימים 15 בני(מלון ה יתילשבבדיקה של 

תאים  107-108ביו  תסמיני מחלה היתה ם עםבעליורמת האכלוס בפסיגים  .בפסיגים בלבדמחלה תסמיני 

 שם כך נלקחו  דגימות של קטעיל. ני מחלהיסמתהצמחים שלא פיתחו בשאר האיכלוס נבדק גם . לגרם צמח

שנבדקו רק בדגימות  צמחים ללא סימפטומים 24מתוך  .גבעול ושורשים ,עלים ראשונים, רקמה מפסיגים

 לאצידוורקסיצאו חיוביות מעלים ראשונים וגבעולים דגימות . בודדו החיידקיםצמחים  4 - סיגים משל פ

   .בהתאמה, שני צמחים וצמח אחד - רק ב

  

  מחלההלהתפתחות  םבמים הגורקביעת סף הדבקה  2.2.א

י "נעשתה ע ת של חיידקים במים הגורמת להתפתחות מחלה הכמות המינימאלי קביעת :מהלך הניסוי

ימים נטבלו בתרחיף  15שורשים של שתילי מלון בני . אילוח שתילי מלון בריכוזים שונים של החיידק

ריכוז כל ל .ולאחר מכן הועברו לעציצים דקות30במשך ל "חיידקים למ 109  ,107, 105של   החיידק בריכוזים 

 כממוצעת של עם טמפרטורה הסגר הצמחים הוחזקו בתא . והניסוי התבצע פעמיים שתילי מלון 16נלקחו 

 פסיגים דגימות של . בצמחים כלוסיהורמת האנבדקה ונגיעות רכת עה התבצעהימים  15לאחר . צ"מ ‐25

לקביעת רמת האכלוס נלקחו )  למשך דקה אחת, 1%לאחר חיטוי עם אקונומיקה (ושורשים , עלה ראשון

  . מיצויי הצמחים נזרעו על מצע סלקטיבי .מחלה תסמיניעם ובלי  בצמחים

 70% -תסמיני מחלה בפיתחו  ל"למ חיידקים 107 - ו 109 הצמחים שאולחו בריכוזים שלנמצא כי  :תוצאות

ל לא התפתחו תסמיני מחלה "למ חיידקים  105בריכוז הנמוך , לעומת זאת. בהתאמה , מהצמחים 40% - ו

 . באף אחד מהצמחים

החיידקים מאכלסים נמצא כי , )107 - ו 109 בריכוזים שלבשורשים  הודבקו( סימפטומיםמראים הבצמחים 

בצמחים , לעומת זאת. חיידקים לגרם רקמה 105-107בריכוזים בין  פסיגים ועלה ראשוןה, שורשיםאת ה
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בשורשים חיידקים לגרם רקמה ונמצאה רק  102 - 104  יותרנמוכה היתה  החיידקיםללא סימפטומים רמת 

 חיידקים 105 בריכוז שלבשורשים שהודבקו בצמחים  .מהעלה הראשון לא בודדו החיידקים. ובפסיגים

 101 - 102אך בריכוזים נמוכים יותר שבין  נמצאה מגמה דומה של אכלוס השורשים והפסיגים בלבד, ל"למ

  .לגרם רקמה חיידקים

  

  קביעת הגורמים המשפיעים על התפתחות והתפשטות המחלה. ב

  שפעת שיטת ההשקיה על התפשטות הפתוגןה. 1.ב

  .תא הסגר של המחלקה למחלות צמחיםבוצעו ב כל הניסויים: מהלך הניסוי

- ו 106 שלהוכנו מיהולים עשרוניים מתרחיף החיידקים  .כפי שתואר לעיל M6תבדיד נעשתה מ הכנת המדבק

במצע מזון עשיר  י הרחפה"נעשה ע Cantaloupe imperialמהזן  מלוןה זרעיאילוח  .ל"חיידקים למ 104

הזרעים עברו . שהוזכרו לעילריכוזים אליו הוסף החיידק ב) גליצרול ובנלט, וי שמריםהמכיל מיצ(

  . באוויר במשך מספר שעות יובשוולאחריה כשעתיים בואקום אינפילטרציה 

 זרעים בריאיםהונחו ם במסביוי מוקדים בכל מגש חישתיל שנהונחו  ב זרעים מאולחיםשני  :העמדת הניסוי

לעומת השקיה ) Danpal, ליטר לשעה 25, גודל טיפה קטן(השקיה עילית נעשתה באמצעות מתזים ). 1איור (

. מגשים 3כל טיפול נלקחו . פעמים ביום 3דקות  2ההשקיה ניתנה במשך . תחתית שנעשתה בהצפה של המגש

   .ניסויים 2לכל ריכוז של חיידקים נעשו 

בזמן זה לשתיל שני פסיגים (ימים בני עשרה היו מלון השתילי  החל כאשרתסמינים מעקב אחר הופעת ה

על פי  נקבעההערכת רמת הנגיעות בכל מגש . ימים עד חודש מהעמדת הניסוי 3וכל  )ושני עלים ראשונים

   :דרגות  6 סולם שכלל

  .בפסיג או בעלהקטן אחד אופייני כתם  ;נגיעות נמוכה: 1דרגה  .ללא סימני מחלהצמח : 0דרגה 

כתמים אופייניים   ;נגיעות גבוהה: 3דרגה  .או בעלים/לפחות  שני כתמים בפסיגים ו; נגיעות בינונית: 2דרגה 

; נגיעות קשה  מאד: 4דרגה  .המתפשטים  בפסיגים ובעלים עם שילוב של תסמיני נבילה  בעלים ובגבעול

  .צמח מת :5דרגה   .צמחים עם נבילה

  

  
  

תבניות את  המייצגת  סכמה. 1איור 

שהועמדו חישתיל עם שתילי מלון ה

ים לבדיקת השפעת שיטת ניסויל

  . ההשקיה על הפצת הפתוגן

מציינים את ירוק  עריבועים בצב

  . מאולחיםהזרעים ה מיקום

1 2 3
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על הפצת המחלה בברור ה משפיע במתזים עליוניםכי שיטת ההשקיה  ניתן לראות 3 - ו 2 יםבאיור: תוצאות

שכיחות המחלה הכללית עלתה וגדלה במשך תקופת המבחן  ).תנאי משתלה(יום  14-10מלון בני בשתילי 

 80% - שכיחות המחלה בצמחים עם נגיעות נמוכה הגיעה ל. חודש לאחר האילוח 95% - והגיעה לרמה של כ

המחלה הופיעו תחילה על הפסיגים  תסמיני, לרוב. בצמחים עם נגיעות גבוהה 20%לאחר חודש לעומת 

המחלה התפשטו בכל הפסיג והופיעו גם בעלים  תסמיניעם הזמן . ככתמים קטנים צהובים ונקרוטיים

  . 4- ו 3מחלה בעלים מספר  תסמיניבדרך כלל לא נראו . הראשונים

 לא נצפתה התפתחות והתפשטות המחלה בשתילי מלון, י ההשקיה העילית"בניגוד להפצת המחלה ע

ושהונחו במוקדים פיתחו ) שמקורם בזרעים המאולחים(שתילי המלון . שהושקו באמצעות השקיה תחתית

לאימות . מחלה תסמיניואילו השתילים הסמוכים לא הראו כלל  5- ל 3מחלה עם רמות נגיעות בין 

מכל צמח . התוצאות בוצעה בדיקת נוכחות  החיידקים בשתילים הסמוכים לשתילי המקור הנגועים

. ל מים מעוקרים"מ 1מיליגרם שלהן הוספו  200במשקל   2- ו 1דגימות של עלה  2נלקחו , מסביב למוקדש

מיקרוליטר לזריעה על צלחות עם מצע  100הדוגמאות רוסקו וטולטלו במשך כמה דקות ולאחר מכן נלקחו 

ס הועברו  מושבות בעלות מראה אופייני לאצידוורק, צ"מ 28 -ב הדגרהימי  4לאחר . MTMסלקטיבי 

ישירה לאחר סדרת  PCRריאקצית בדגימות הצמחים נבחנו , בנוסף .עם  פריימרים ספציפיים PCRלבדיקת 

מצביעות  על כך ששתילי מלון השכנים לאלו  PCR- התוצאות  השליליות שהתקבלו ב. מיהולים עשרוניים

  .הנגועים היו נקיים מהפתוגן

  

  

  

  

) ל"חיידקים למ 106( זרעים מאולחים. לי מלוןיהתפשטות המחלה בשתהשפעת  שיטת ההשקיה על  . 2איור 

(%) שכיחות המחלה בדיקת . זרעים בריאים נזרעום  במסביוי מוקדים בכל מגש נשל מלון הונחו  בש

   .יםימשני ניסו הן ממוצעתוצאות ה. נעשתה בזמנים שונים לאחר הזריעה
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במרחב  במגש של שתילי מלון שהושקו עם מתזים  התפשטות המחלה להצגתתיאור ויזואלי . 3איור 

סולם .  ContourPlot (Sigmaplot)הנתונים נותחו מרחבית באמצעות תוכנת . עליונים חודש לאחר הזריעה

; נגיעות גבוהה, ירוק; נגיעות קשה, מאדום לצהוב: הצבעים מסמן את חומרת הנגיעות של שתילי מלון

   .נגיעות נמוכה, נגיעות בינונית וסגול, כחול

  

  שימוש בתכשיר נחושת להדברת המחלה. 2.ב

  לתכשיר נחושת אצידוורקס בדיקת רגישות של תבדידי. 1.2.ב

 - הידרוקסיד הוא תכשיר הנחושת, שימוש במשתלות למניעת מחלותאחד מהתכשירים  בהם נעשה 

.Kocide נבדקו בשלב הראשון אוסף , מכיוון שרגישות אוכלוסיית הפתוגן בארץ לתכשירי נחושת לא ידועה

  .ובשלב שני נקבע הריכוז המינימאלי לעיכוב גידול החיידקים ,התבדידים הקיים במעבדה

נבדקו על  צלחות  )משתילי עגבניהתבדידים  4- בודדו ממלון או אבטיח ו 13(תבדידים   17-כ: מהלך הניסוי

 בריכוז של פיםתרחי נוהוכ.  0.25%, 0.1%, 0.05% :ריכוזים שונים של התכשיר נוטריאנט אגר המכילות

על הצלחות עם ריכוזי הנחושת מיקרוליטר  50 ומהם נזרעו ל מכל אחד מהתבדידים"חיידקים למ 103

  .ימים 5צ למשך "מ 28 - ב דגרוהצלחות הו. השונים

ידוורקס שבודדו מצמחי צבאופן מוחלט את גידול תבדידי א עיכב  0.05%נמצא שריכוז נחושת של  :תוצאות

 50% -היו עמידים יותר בריכוז זה ועכבו רק ב מלוןמתבדידים שמקורם , לעומת זאת. אבטיח ועגבניות

ידוורקס צתבדידי אעיכב את הגידול של כל   0.1%נחושת של  ריכוז. תוספת נחושת בהשוואה לצלחות ללא

המינימאלי הריכוז הוא   0.1%ל הוא שריכוז נחושת של "המסקנה מהתוצאות הנ. שנבדקו במבחן זה

  .גידול הפתוגן לעיכוב

  

ש 
מג
 ה
רך
או

)מ"ס(
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  במשתלה בתכשיר נחושת על התפשטות הפתוגן ריסוסהשפעת  .2.2.ב

מישנית ה ההפצהו את עוצמת המחלהעל מנת לענות על השאלה האם תכשיר נחושת מונע או מקטין 

ריסוס  י"עוניסוי שני במוקדים זרעים מודבקים  שבו הונחואחד ה .נערכו שני  סוגים של ניסויים, במשתלה

  .של הפתוגןעלוה עם תרחיף ה

אילוח של זרעי מלון . חישתיל והשקיה עיליתמגשי הניסויים נעשו ב: עם זרעים מודבקים מהלך הניסוי

חיידקים   107 - ו 108של  בריכוזיםי תרחיפים ני אינפילטרציה עם ש''נעשה ע Cantaloupe Imperialמהזן 

זרעים  9שתי קבוצות של  .ל למשך כשעתיים ויבוש באוויר במשך מספר שעות כפי שתואר קודם"למ

. הונחו  בשני מוקדים בכל מגש חישתיל ומסביבם הונחו זרעים בריאים, בכל אחד מהריכוזים מאולחים

מלון היו הכאשר שתילי  0.15%בריכוז  וטיפול שני רוסס בנחושת) רוסס במים(טיפול אחד שימש כביקורת 

 .סוס הראשוןימים מהרי 3ריסוס נוסף בנחושת ניתן לאחר  .)הזמן בו מופיעים שני הפסיגים(ימים  10בני 

ימים עד  חודש מתחילת  3מעקב אחר הופעת התסמינים החל יומיים אחרי הטיפול השני בנחושת ובכל 

  .הניסוי

מגשי החישתיל והוחזקו בתא גידול עם השקיה בזרעי מלון בריאים נזרעו : והניסוי עם ריסוס עלומהלך 

ואילו טיפול הביקורת רוסס  0.15%נחושת הבתכשיר  ימים ניתן ריסוס 10השתילים היו בני  כאשר . עילית

מעקב   .ל''למ 106של  בריכוז תרחיף חיידקיםלמגש של  ל"מ 100 - ריסוס בלאחר יבוש הטיפות נעשה . במים

ימים עד  חודש מתחילת  3אחר הופעת התסמינים החל יומיים אחרי הריסוס עם תרחיף החיידקים  ובכל 

   .הניסוי

  : דרגות שלושמת הנגיעות בכל מגש נקבעה על פי הערכת ר, םיבשני סוגי הניסוי

   .מחלה תסמיניצמח ללא : 0דרגה 

   .כתם אופייני קטן אחד בפסיג; נגיעות נמוכה: 1דרגה 

  .נגיעות קשה  מאד או צמח מת: 2 דרגה

  

לאחר  92%-שכיחות המחלה הכללית הגיעה ל, )א4 איור(זרעים מודבקים  עם מוקדים שלבניסוי  :תוצאות

מחלה חמורים שהתבטאו ככתמים נקרוטיים  תסמיניהראו ) 75%(הצמחים הנגועים  מרבית. ימיםשלושים 

. מהנגועים היו בדרגת נגיעות נמוכה 17%רק  זאת  לעומת. או תמותה של הצמחים בפסיגים ובעלה הראשון

בהשוואה לביקורת כאשר מרבית הצמחים  40% - טיפול בנחושת הוריד את שכיחות המחלה הכללית ל

    ).א5איור (דרגת נגיעות קשה ב יוה 3%מחלה בדרגת נגיעות נמוכה ורק  תסמיניהראו ) 37%( הנגועים 

שכיחות המחלה הכללית לאחר ריסוס בפתוגן  .)ב4 איור(ה ושל ריסוס עלו התקבלה בניסוימגמה דומה 

 20%נגיעות גבוהה לעומת  50%בטיפול הביקורת התקבלה . בטיפול בנחושת  38% -בביקורת ו 70%היתה 

יש להדגיש שרמת החיידקים בריסוס היתה גבוהה ולמרות זאת טיפול בנחושת הוריד את . בטיפול הנחושת

  .רמת המחלה
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מגשים של שתילי מלון הוחזקו  . המחלה בשתילי מלון שכיחותשפעת הטיפול בתכשיר נחושת על ה. 4איור 

לאחר ה תנעש(%) בדיקת שכיחות המחלה . צ''מ  25-28מתזים ובטמפרטורה של בבתאים עם השקיה עילית 

  .ב-מהעמדת  ניסוים א ו ימים 30

  

  הפצה המישניתלאברי הצמח רגישות ו החיידק בצמח מעבר. 3.ב

כדי להבין . במתזים גורמת להפצת המחלה לצמחים השכניםעילית השקיה תוצאות שהוצגו לעיל הראו כי 

והיכולים להוות בניסויים הבאים בדקנו מהם האברים בצמח שבהם מתרכזים החיידקים את התופעה 

  . להפצה המשנית של המחלה בתנאי משתלהומהם האברים הרגישים מקור להפצה מישנית 

  

  מעבר הפתוגן בצמח .1.3.ב

בתא  חישתיל והוחזקול נזרעו במגש ''חיידקים למ 107זרעי מלון מאולחים בריכוז של מאה  :מהלך הניסוי

מעקב  הועברו הנבטים לעציצים ונערך, לאחר הופעת הפסיגים. לח בו קיימים תנאים שמעודדים נביטה

  .אחר הופעת תסמיני המחלה ונוכחות החיידק בחלקים שונים של הצמח

לאחר . אופייניים לאסידווורקסהמחלה  תסמינימהצמחים הראו  70% הפסיגים של  נמצא כי :תוצאות

התפתחו לא  .בהתאמה,  2% - ו 30% - התפתחות צמחים אלו נראו כתמים נקרוטיים בעלה ראשון ושני רק ב

, לאימות  התוצאות. רביעי ופריחה, עלה שלישי, לבים  התפתחותיים מאוחרים יותר כגוןמחלה בש תסמיני

וגם באלו הלא נגועים  )ושורשים עלה ראשון ושני ,פסיג(קטעי רקמה מאיברים  נגועים במקביל נלקחו 

וטריאנט אגר נרוסקו והורחפו במים לצורך זריעה על צלחות , דגימות הצמח נשקלו). עלים עליונים ופרחים(

צמח בדגימות  תאים לגרם 109- להגיעה נמצא כי רמת החיידקים  .אנטיביוטיקה אמפיציליןהתוספת ב

בעלים ואילו חיידקים  103 -הריכוז היה כ בשורשים . בעלה ראשון ושני x 1082.5  - ול, פסיגיםמהשנלקחו 

אינו עובר באופן סיסטמי החיידק וייתכן  כי התוצאות מראות . חיידקים בודדועליונים יותר ובפרחים לא 

מחלה בעיקר בפסיגים ובמידה נמוכה  תסמיניהפתוגן מתרכז וגורם ל .לחלקים עליונים של הצמח ולפרחים

  .יותר בעלה הראשון והשני

  

 זרעים מודבקים  .א הוריסוס עלו. ב

ה 
חל
המ

ת 
חו
כי
ש

(%
)
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  המישנית של הפתוגןרגישות להפצה  2.3.ב

בשלב הופעת  .המתאים להנבטההוחזקו בתא חישתיל ובמגש נזרעו מאה זרעי מלון :  מהלך הניסוי

והוחזקו בתא  70:30ביחס של  (M08)כבול וטוף  המכיליםהשתילים הצעירים לעציצים הועברו , הפסיגים

צמחים  20קבוצה של רוססה  ,עלה ראשון ועלה שני, סיגיםפ ,בשלבי התפתחות שונים של הצמח. ההסגר

מעקב אחר  נערך. באמצעות מרסס עדין ל"תאים למ 106  ל תרחיף של החיידק בריכוז של "מ 100עם 

רה במק. לבדיקת איכלוס ם מהריסוסהופעת הסימפטומים ובמקביל נלקחו דגימות רקמה לאחר עשרה  ימי

, במקרה של ריסוס עלה ראשון ושני. דגימות של עלה ראשוןנאספו , יםשל צמחים שרוססו בשלב הפסיג

נבדק על צלחות המכילות מצע נוטריאנט אגר האיכלוס . לבדיקהשאר הצמח מעל לעלה המודבק נלקח 

  .המכיל אמפיצילין

מחלה  תסמיניהראו  יםמהצמחים שרוססו בשלב הפסיג 65% ימים מהאילוח 10נמצא כי לאחר  :תוצאות

. בעלה הראשון) כתמים קטנים נקרוטיים(בעלי סימפטומים  היואך רק חצי מצמחים אלו ,  בפסיגים

  .גרם צמחלחיידקים  109-1010של    התקבלה אוכלוסיההעלה הראשון רקמת זריעה של כל ב

מחלה בעלים  תסמינימהצמחים פיתחו  30%, בשלב העלה הראשון םבמקרה של ריסוס תרחיף חיידקי

 102-103מהצמחים הללו הראו נוכחות החיידקים בשאר חלקי הצמח ברמות של  10%המודבקים אך רק 

בלבד   10%הראה כי  ,בשלב הופעת העלה השני םרחיף החיידקיריסוס עם ת. גרם צמחלחיידקים 

  .גרם צמחלחיידקים  102ני מחלה ברמות של יסמתפיתחו , מהצמחים המודבקים

ולהפצה המשנית בתנאי  להתפתחות מחלה הם הרגישים ביותרהפסיגים שתוצאות אלו מראות פעם נוספת 

  .משתלה

  )הידטודות(ובמי הדמיעה  נוכחות החיידקים על פני הפסיגים 3.3.ב

טיפות המים בזמן מופצים בו ,הנמצאים על פני הפסיגיםהאפשרות שחיידקים נבדקה : מהלך הניסוי

 12בני ( עשרים שתילי מלון .השכנים םהפתוגן לשתילי להפצתאחראיים ההם  ,במתזיםהעילית השקיה ה

 מכןלאחר . דקות 10- במשך כ מתזיםי "עהושקו ) שמקורם בזרעים המאולחים( נגועיםעם פסיגים ) ימים

 )ל"מ 1(הנוזל . למבחנה אפנדורף ועברהובעזרת פיפטור ו  הנגועים נאספועל פסיגים  שנמצאוהטיפות 

מהתרחיף  במקביל נעשתה. על צלחות עם מצע סלקטיבי מיקרוליטר מים ונזרע 100 -הורחף ב, סורכז

  . עם פריימרים ספציפיים ישירה  PCRריאקציה 

 106זרעי מלון מאולחים  בריכוז של . האפשרות שהחיידקים מופרשים במי הדמיעה נבדקה בניסוי הבא

) אך בלי תסמיני מחלה(הצמחים המאולחים , ימים מהזריעה 15לאחר . ציםנזרעו בעצי ל"חיידקים למ

טיפות מי , למחרת). 5איור (הוכנסו לתא מיוחד בו שוררים תנאים המעודדים הפרשת טיפות מי דמיעה 

במקביל על צלחות עם מצע סלקטיבי ו ונזרעו) בצנטריפוגה(רוכזו , נאספומהעלים הראשונים הדמיעה 

  . ישירה PCR ראקצית בוצעה

והן בגידול על מצע  PCR - באיסוף טיפות המים מפני הפסיגים התקבלו תוצאות חיוביות הן ב :תוצאות

התוצאות מראות שהפצת  .י הדמיעה בשתי שיטות הבדיקהלעומת זאת לא נתגלה הפתוגן במ. המזון

י העלים הראשונים "י הפסיגים הנגועים ובמידה מועטה יותר ע''נעשית כנראה ע, המחלה לצמחים השכנים

  . הנגועים
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  בדיקת מעבר הפתוגן לזרעים 4.ב

 מהצמח לפרי ומנגע את הזרעים באופן סיסטמילענות על השאלה האם הפתוגן עובר א יהניסוי זה ת מטר

לעיל לא מצאנו איכלוס של הפרחים שתואר בניסוי . או כתוצאה מהדבקה מישנית בשלב הפריחה/ו

המבטא את  כדי לענות על שאלה זו פיתחנו חיידק אצידוורקס .ר האילוח נעשה בזרעיםאשבחיידקים כ

  .GFPהחלבון הפלורוסנטי 

בדקנו טרנספורמציה של מספר וקטורים הנושאים את  GFP - כדי ליצור חיידק המסומן ב: מהלך הניסוי

. כמו כן בדקנו את עוצמת הביטוי של הגן המדווח ואת יציבות הפלסמיד בחיידק לאורך זמן. הגן המדווח

אולחו בגבעול ש) שתיל עם  שני פסיגים ושני עלים ראשונים(בני עשרה ימים   צמחי מלוןהניסויים נעשו עם 

  .ל"מל מסומן חיידק  108תרחיף המכיל  טר שליקרולמי 10והנחת י דקירה ''ע

אפשרה לראשונה לקבל חיידק  pKT-Km הפלסמיד   עם M6התבדיד טרנספורמציה של  :תוצאות

 .הפלואורוסנציה נמצאה יציבה עד חודש). א6איור ( GFPאצידוורקס המבטא את החלבון הפלואורוסנטי 

 איור( ההובלה בחלל צינורותיקר עבמתרבה  דבקה הפתוגן השבוע  מהבצמחים המאולחים נמצא כי לאחר 

  ).ב6

האילוח . הועמד ניסוי על מנת לבדוק מעבר החיידקים לאחר אילוח פרחים וחנטים עם החיידק המסומן

 מיקרוליטר 40וכן באמצעות טפטוף של , ) 108-109(י ריסוס כל פרח בנפרד עם תרחיף של חיידקים "נעשה ע

נחזור על ניסויים אלו בהמשך העבודה . הניסוי לא הצליחבשל בעיות טכניות . מתרחיף החיידקים לכל פרח

  . הנוכחית שלא במסגרת תוכנית המחקר

  

  

  

  

מי  מי דמיעה

 דמיעה
 

עלה מלון מראה הפרשת טיפות מי . 5 איור

 דמיעה לאחר הכנסת הצמח לתא לח במשך

 .שעות 16

מי דמיעה
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ן לראות כפי שנית GFP - המבטא את החלבון ה M6ידוורקס צתרבית של החיידק א. א .6איור 

המסומן  ממלא את  חתך אורך של גבעול צמח מלון מראה שהחיידק  .ב.  במיקרוסקופ פלאורוסנטי

  .צינורות ההובלה כפי שניתן לראות במיקרוסקופ קונפוקלי

  

  פיתוח פרוטוקול רגיש ואמין לגילוי הפתוגן בזרעים ובשתילים. ג

  פיתוח מצע סלקטיבי לזיהוי החיידק. 1.ג

בקטריולוגית : מתבסס  על שתי גישות, ובשתיליםהמחקר לפיתוח פרוטוקול לגילוי הפתוגן בזרעים 

  .שילובם עשוי לספק את הרגישות והאמינות לבדיקת החומר הצמחי. ומולקולארית

 למעכבים אצידוורקס תבדידי 12בשלב ראשון של פיתוח מצע סלקטיבי נבדקה רגישות של : מהלך הניסוי

הידועים כמתאימים  MTM (modified tween medium) -ו TSA (tryptic soy agar)–מצעי מזון . שונים

. נבחרו כמצעי בסיס)  (Grondeau et al., 2007; Walcott and Gitaitis, 2000לגידול של תבדידי הפתוגן

י הוספתם למצעי "נעשתה  ע, גידול של חיידקים ופטריות ספרופיטים םנעיומש, בדיקת רגישות למעכבים

נגד פטריות נבדק .  novobiocin -ו ,cephalothin, 5‐fluorouracyl  :תנבחנו מספר אנטיביוטיקו.  הבסיס

תהליך בדיקת . ל"מיקרוגרם למ 100 עד 10  ח  של בטווהריכוזים שנבדקו היו   cycloheximide.התכשיר 

  :על פי השלבים הבאיםהרגישות נעשה 

 28- בוהודגר  המכילות אמפיצילין  NA (Nutrient Agar)צלחות  שנזרע על   M6החיידק הוכן תרחיף מ. 1

  .שעות 48 למשך צ"מ

  . לקבלת גידול אחיד על פני הצלחות  MTM- ו TSA   מיקרוליטר על צלחות 100רעו נזמהתרחיף המרוכז . 2

  .בריכוזים שונים של תמיסת המעכב הנבחן שנטבלו) קוטר מ"ס 1(ונחו דיסקיות נייר העל צלחות אלו . 3

   . מסביב לדסקיות הוצרנההילה ש הבדקנ, ימים 5למשך  צ''מ 28לאחר הדגרה בטמפרטורה של  .4

 fluorouracyl– ‐ו  Novobiocin   אנטיביוטיקותהמכילות את הדסקיות ל הילה מסביב נוצרהלא  :תוצאות

לעומת זאת . החיידקכלומר אנטיביוטיקות אלו לא מעכבות את . ל"מיקרוגרם למ 20 - ו 10ל ריכוזים שב 5
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 רגישותעל  תוצאה המעידה. בכל הריכוזים שנבחנו cephalexinנוצרה הילה מסביב לדסקיות עם  

  . לאנטיביוטיקה זו אצידוורקס

ולכן החלטנו לא  fluorouracyl 5–במהלך הכנת המצעים  התגלה קושי בהתמוססות של האנטיביטיקה  

  . ה בהמשך העבודהלהשתמש ב

 20 - ו 10ל ריכוזים שב novobiocinהמכילות  MTMלבדיקת יעילות המצעים הוכנו בשלב הבא צלחות  

 חיידקים 102בריכוז של  נזרע התבדיד הנבחן הםועלי ,ל"ג למ"מ 50 וציקלוהקסימיד ל"מיקרוגרם למ

נמצא כי  ).7איור (ירוק כהה והילה שקופה מסביב - במצע זה מתקבלות מושבות בעלות צבע אפור .לצלחת

  .במצע זה בשני הריכוזים של האנטיביוטיקה לא היה עיכוב בגידול החיידקים

ליעילותם בגילוי הפתוגן בהמשך נבחנו  novobiocinבתוספת האנטיביוטיקה   MTM -ו TSAמצעי מזון 

י הוספת "הניסויים נעשו ע. םיברקמה צמחית ויכולתם לעכב את גידול המיקרואורגניזמים הספרופיטי

נמצא . מלון לרקמה צמחית מרוסקת של מלון או מיצוי של זרעי  )107 -ו 108( ריכוזים שונים של החיידק

היה היעיל ביותר לגילוי החיידק   ל''מיליגרם למ 50בריכוז של   novobiocin בתוספת MTMשמצע מזון 

גרמה  TSAהוספת אותו ריכוז של אנטיביוטיקה למצע , לעומת זאת. וכמעט שלא התפתחו עליו ספרופיטים

אנטיביוטיקה מתאים הבתוספת  MTMמסקנתנו היא שמצע . לעיכוב משמעותי בגידול החיידק אצידוורקס

  .לבידוד הפתוגן מרקמות צמחיות שונות המגיעות למעבדה לבדיקת נוכחות אצידוורקס

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

  
  
   בזרעים וחלקי הצמח השונים דוורקסיגילוי אצפיתוח שיטה מולקולארית רגישה וספציפית ל .2.ג

כשהכוונה היא למצוא את זוגות  PCR - בעבודה זו נבחנו מספר פריימרים לשימוש בשיטת ה :מהלך העבודה

גילוי  פיתוח שיטה יעילה ואמינה להפריימרים שיראו את הרגישות וספציפיות הגבוהים הדרושים ל

ארבעת הזוגות הראשונים ידועים  .הפריימרים שנבחנו מובא הרצף והמקור של  2בלה בט. תוגןהפ

אופייניות מושבות   גידול.  7איור 
גבי  על אצידווורקס של החיידק

 MTMסלקטיבי המצע ה עםצלחת 
נוכחות אנטיביוטיקה בו

Novobiocin  )20  מיקרוגרם
 5 תוצאות לאחר גידול של ).ל"למ

  .ימים
 

מושבות עם הילה
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. תוכננו על ידינו ונבחנו לראשונה בעבודה זו (LAU, RIBOT)שני זוגות נוספים . ומשמשים לזיהוי החיידק

     ,Applied Biosystems) (Primer Express 3.0בעזרת התוכנה נעשתה  RIBOT - ו LAUת הפריימרים יבני

 5X Hot FirePolעם קיט  נעשתה PCR- ה ראקציית   BLAST. השוואת הרצף למאגרי מידע באמצעות תוך

Blend Master Mix  מקטעי היעיל  ביותר להגברתנמצא שDNA  באופן ישיר  י הפקתו"של אצידוורקס ע

א "עם דנ PCR תבאמצעות ריאקציספציפיות ורגישות הפריימרים נבחנו  .ממושבות וחלקי צמח נגועים

, מחלקי צמחים נגועים, יביותממושבות שגדלו על צלחות סלקט א נעשה"מיצוי הדנ. להגברה כמקור

 Pseudomonasכמו לאצידוורקס חיידקים אחרים קרובים מבחינה אבולוציונית ממיצוי זרעים ומ

fluorescens A450 ו-Pseudomonas  syringae pv. tomato. 

את  הצטיינו ביכולתם להגביר באופן רגיש וספציפישסונתזו בעבודה זו  זוגות הפריימריםני ש :תוצאות

הספציפיות נבחנה עם תרחיפי חיידקים שהוכנו מאוסף  .הפתוגן לעומת זוגות הפריימרים האחרים שנבחנו

ואבטיח וכן מחיידקים אחרים הקרובים מבחינה אבולוציונית ידוורקס שבודדו ממלון צתבדידי א

תרחיפי עם לעומת זאת . שנבחנו אצידוורקס תבדידי התקבלו עם כלתוצאות חיוביות . לאצידוורקס

 Pseudomonas  syringae pv. tomato-ו Pseudomonas fluorescens A450 חיידקים אחרים כמו

 Real timeפריימרים אלו שימשו אותנו בהמשך לגילוי הפתוגן בזרעים באמצעות . ליליותהתוצאות היו ש

PCR.  

  .תיאור זוגות של פריימרים שנבחנו בעבודה הנוכחית .2טבלה 

  

)5-3(הרצפים הפריימרים

  

  מיקום הרצפים

  בגנום 

  מקורספציפיות** רגישות*

BX-S  GCGTCAGGAGGGTGAGTAGCA 
CAGCTGGGAGCGATCTTCAT 

 Bahar et al 2008  +-/  + ם בגנוםיאזורים חוזרני

ERC  CGGTCTTCGACCTGAACGCT 
CAGCTTCTTTCCCAGCAAA 

 Bahar et al 2008  +-/  + ים בגנוםיאזורים חוזרנ

SEQID  CCTCCACCAACCAATACGCT 
TCGTCATTACTGAATTTCAAC 

  האזורים הפנימיים של
 Seminis  +  - א ריבוזומלי"גנים לרנ

SEM CGCGCCGACCGAGACCTG 
GGGGCACGCCAACATCCT 

תת יחידה של 
   דיקארבוקילאט

(DctM)טראנספורטר 

+  -  Syngenta 

LAU CGCGTAGATGATCATGATGATCGA 
TGAGCCGACAGGATGTTGGCGT 

תת יחידה של 
   דיקארבוקילאט

(DctM)טראנספורטר 

  בעבודה הנוכחית  +  +

RIBOT TTGAATATTCGTTTTGACGCAATC 
CGGTTCGATCCCGTCATC 

  האזור המקודד של
 RNAt 

 בעבודה הנוכחית  +  +

  
  ).ל"חיידקים למ 10, 100(עם ריכוזים נמוכים של הפתוגן  PCRמתקבל תוצר  *

  .חיידקים אחריםהגברה מקטעים של מניעת   **
  .תוצאות לא הדירות/+ -. תוצאה חיובית או שלילית בהתאמה –או + 
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  אימות השיטה לגילוי הפתוגן באצוות זרעים. 3.ג

ריימרים לצורך כך סונטזו פ. לגילוי הפתוגן באצוות זרעי מלון RT‐PCR - הפיתוח שיטת  :מהלך העבודה

ובעזרת התוכנה  LAU) זוג הפריימרים(שבחרנו בעבר א של אותו גן ''ספציפיים על בסיס רצף מקטע דנ

Applied Biosystems) .Primer Express 3.0 (    

ל כפי שתואר "למ יםתא 106שני זרעי  מלון שאולחו בריכוז  של  פוזרעי מלון בריאים הוס 1000של   לאצווה

והמיצוי רוכז  הדרך גז סונןהרסק , דקות 30 - ל של מים מזוקקים במשך כ''מ 40 -נכתשו בהזרעים  . לעיל

 א נעשה בקיט מסחרי של "ומיצוי הדנ מיםשל ל ''מב המשקע הורחף. rpm  8000 - בדקות  6 - כצנטריפוגה ב

PrepMan Ultra sample Preparation reagent (Applied Biosystems). לראקצית ה - RT‐PCR  2נלקחו 

 SYBRgreen , SYBR Premixסמן פלורוסנטי נעשתה עם ה א ותערובת הראקציה"הדנ מיקרוליטר של מיצוי

Ex Taq II (Takara). 

אנו עורכים ת עכ. ct 19.6 מחזור ם עם רמת גילוי גבוהה שלזרעי מיצויזו התגלה הפתוגן ב בשיטה: וצאותת

 . זרע אחד נגועשיכילו  10,000 -ו  5000של  זרעים גדולות יותראצוות  ניסויים עם

  

  דיון

הראתה בבירור כי בהצפה לא נמצאו צמחים שכנים לעומת השקיה עילית במתזים צפה תחתית בההשקיה 

כדי להבין תופעה זו בדקנו מהם חלקי הצמח היכולים . סים בחיידקיםנגועים והצמחים לא היו מאוכל

אילוח . להוות מקור להפצה מישנית ומהם האברים הרגישים להפצה המשנית של המחלה בתנאי משתלה

גורם לתסמיני , הראה כי החיידק חודר דרך השורשים )109-107(ם גבוהים של החיידק בריכוזי רשיםבשו

לא התפתחו תסמיני  )105(בעוד שבריכוז הנמוך , ומאכלס ברמה גבוהה את הפסיגים והעלה הראשון מחלה

יתכן ובהשקיה כי תוצאה זו מצביעה על כך  .מחלה באף אחד מהצמחים והחיידקים בודדו רק מהפסיגים

סימוכין . תחתית רמת החיידקים הנמצאת במים נמוכה כך שאין אילוח של שורשי צמחים שכנים הבריאים

לכך מצאנו כאשר בדקנו בשורשים של צמחים שהתפתחו מזרעים נגועים את רמת החיידקים ונמצא כי 

למים אינה  שתחררתהמגם אם יש זרע נגוע במגש חישתיל רמת החיידקים יתכן ש .)103( נמוכההרמה 

לעומת זאת בהשקיה עילית יש הפצה ניכרת של החיידקים . צמחים שכניםשורשי  ילוחמספיקה לא

היו תמיד האברים הראנו כי הפסיגים מזרע נגוע בפתוגן בניסויי אילוח . הבריאים שכניםהלצמחים 

רמת החיידקים על פני הפסיגים . שני או שאר הצמח, עלה ראשוןהמאוכלסים ביותר בחיידקים לעומת 

. שהתפתחו מזרע נגוע היתה גבוהה בעוד שבטיפות מי הדמיעה שהתפתחו בעלה ראשון לא בודדו חיידקים

פיתחו או השני נמצא כי מרבית הצמחים , עלה הראשון, בשלב הפסיגים של הפתוגןריסוס  כאשר נעשה

העלים לרקמת ת החדירה של החיידק ויכוליתכן . כאשר הריסוס נעשה בשלב הפסיגיםסימני מחלה 

תוצאות אלו מצביעות על כך  .היא נמוכה ,דרך פתחים טבעיים כמו פיוניות וטרכומות ,האמיתיים

המקור העיקרי להפצה המישנית של ושהם כנראה  להתפתחות מחלה הם הרגישים ביותרהפסיגים ש

  .בתנאי משתלההפתוגן 

שכיחות המחלה הכללית וכן במשתלות הוריד באופן משמעותי את  טיפול בנחושת בזמן ההפצה המישנית

גם כאשר . כך שמרבית הצמחים שכן הראו תסמיני מחלה היו בדרגת נגיעות נמוכה, את עוצמת המחלה
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ניתן ריסוס אחד בנחושת לאחר ריסוס העלווה בפתוגן ברמה גבוהה נמצאה ירידה בשכיחות המחלה 

כך שניתן בריסוס של נחושת או בקטריוצידים אחרים למנוע את תוצאות אלו מצביעות על . וברמתה

  .ההפצה המישנית במשתלות

 והראנו כי GFPאצידוורקס המבטא את החלבון הפלואורוסנטי לראשונה הצלחנו בעבודה זו לקבל חיידק 

החיידק . ההובלה בחלל צינורותיקר עבמתרבה דבקה הפתוגן השבוע  מהבצמחים המאולחים לאחר 

כיצד החיידק חודר : המסומן יאפשר לנו בהמשך העבודה לענות על מספר שאלות מחקר חשובות כמו

  .והיכן מתרכז ברקמות הצמחיות כיצד מתקדם בצמח, לזרעים

   MTMמצע המזון . שיטות האיבחון של הפתוגן בזרעים ובשתילים במחקר הנוכחי עבדנו על פיתוח ושיפור

היה היעיל ביותר לגילוי החיידק וכמעט שלא התפתחו   ל''מיליגרם למ 50ריכוז של ב  novobiocin בתוספת

את  באופן רגיש וספציפי PCR-מצאנו שני זוגות פריימרים שבעזרתם ניתן להגביר ב. עליו ספרופיטים

אלו שימשו אותנו  פריימרים. הפתוגן ולא ספרופיטים אחרים הקרובים מבחינה אבולוציונית לאצידווורקס

כך הזרעים מהווים מקור ראשוני למחלה . Real time PCRבהמשך לגילוי הפתוגן בזרעים באמצעות 

אך מניעת , שאיבחון רגיש של הפתוגן באצוות זרעים יקטין באופן משמעותי את מוקדי המחלה במשתלות

  .ההפצה המשנית חשובה לא פחות

מדגימות של חלקי צמחים וקרקע החשודים כנגועים ם במהלך שלוש שנות המחקר לא בודדו חיידקי

. יתכן שבשנים אלו רמת המחלה היתה נמוכה והצמחים שאובחנו כחשודים לא היו נגועים. באצידוורקס

ב לדוגמא ידוע כי "בארה. שהתנאים בארץ אינם מתאימים להתפתחות המחלה בשדה תתכן גם האפשרות

 יתכן והמחלה היא בעיקר בעיה של משתלותבארץ . גשמי קיץ יכולים לגרום לאילוח הצמחים והפירות

לפיכך לדעתנו יש  .שאולחו ברמה גבוהה במשתלותוצמחים נגועים שמתגלים בשדות מקורם משתילים 

י העלאת רמת "ניתן לעשות זאת ע. משתלות כדרך היעילה להתמודדות עם המחלהלהתרכז בעיקר ב

ומצד שני למנוע את  ,ן בזרעים ובכך להקטין את מקור האינוקולום הראשוניוהרגישות של שיטות האיבח

ריסוס בנחושת או תכשירים אחרים בשלב של הפסיגים  ,י השקיה תחתית"ע במשתלותההפצה המשנית 

  .קריים האחראים להפצה המישניתשהם האברים העי

  

  פרסומים מהמחקר

ואז נסכם את  GFP -בעם החיידק המסומן  המחקראנו מתכננים לסיים את . עדיין אין פרסומים מעבודה זו

בועידה של החברה כמו כן תוצאות העבודה יוצגו  .שישלח לפרסום בעיתונות בינלאומיתהעבודה במאמר 

  .שיתקיים בשנה הבאה הישראלית לפיטופתולוגיה

  

  הבעת תודה

לאורית דרור ומיכל ראובן על . לאמנון קורן ממשתלת חישתיל על העצות והצמחים שסיפק אנו מודים

  .השתתפות בביצוע חלק מהניסויים
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  סיכום

  
   

קביעת הגורמים . ב .איתור מקורות המידבק הראשוני של הפתוגן בשדה ובבתי צמיחה. א: מטרות המחקר

לגילוי הפתוגן  נהואמי הרגישלבדיקה פיתוח פרוטוקול . ג .המשפיעים על התפתחות והתפשטות המחלה

  .בזרעים ובשתילים

במתזים גורמת להפצת המחלה לצמחים השכנים בעוד עילית בתנאי משתלה השקיה  :עיקרי תוצאות

הפסיגים היו האברים . מאוכלסים בחיידקים אוהשקיה בהצפה לא נמצאו צמחים שכנים נגועים בש

טיפול בנחושת בזמן ההפצה המישנית . או שאר הצמח המאוכלסים ביותר בחיידקים לעומת עלה ראשון

חיידק  לסמןלראשונה הצלחנו בעבודה זו . הוריד באופן משמעותי את שכיחות המחלה ואת עוצמתה

מצע . והראנו כי הפתוגן מתרבה בעיקר בחלל צינורות ההובלה GFPחלבון הפלואורוסנטי באצידוורקס 

MTM  נבחרו .לבידוד הפתוגן מהצמחים והזרעיםביותר המתאים  היה האנטיביוטיקה נובוביוציןבתוספת 

עם פריימרים אלו . את הפתוגן ולא ספרופיטים אחרים PCR -שני זוגות פריימרים שבעזרתם ניתן להגביר ב

במהלך שלוש שנות המחקר לא בודדו חיידקים . לאיבחון הפתוגן בזרעים Real time PCR תפותחה שיט

  . קע החשודים כנגועים בפתוגןמדגימות של חלקי צמחים וקר

וצמחים נגועים שמתגלים בשדות  יתכן והמחלה בארץ היא בעיקר בעיה של משתלות :מסקנות מדעיות

. לדעתנו יש להתרכז בעיקר במשתלות כדרך היעילה להתמודדות עם המחלה. מקורם משתילים מאולחים

עים ובכך להקטין את מקור ן בזרוי העלאת רמת הרגישות של שיטות האיבח"ניתן לעשות זאת ע

ריסוס בנחושת  ,י השקיה תחתית"ע במשתלותומצד שני למנוע את ההפצה המשנית  ,האינוקולום הראשוני

  .בשלב של הפסיגים שהם האברים העיקריים האחראים להפצה המישניתבעיקר או תכשירים אחרים 

  .GFP - המשך בדיקת מקור אילוח הזרעים באמצעות חיידק מסומן ב :בעיות שנותרו לפתרון

  .יעשה בעתיד הקרוב, טרם נעשה: הפצת הידע
  

  .הלבגה אלל: פרסום הדוח
                                                                                               

  


