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  معلومات عن الآفة -1

السوداء في   البقع"هي الكائن المسبب لمرض  Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aaآفة 
و  citrus، وهي فطر يسبب تبقع الأوراق وتلطخ ثمار الحمضيات من الجنس "الحمضيات

نة منها. وباستثناء البرتقال الحمضي )النارنج( fortunellaو Poncirusالبونسيروس   والأصناف المهجَّ
(Citrus aurantium)  وأصنافه الهجينة، والليمون العريض الأوراق فإن كل أنواع الحمضيات التي

(. Aguilar-Vildoso et al., 2002; Kotzé, 2000المستوى التجاري عرضة للإصابة بالمرض )تنُتج على 
وتعتبر ثمار الليمون الحمضي عرضة بشكل خاص للإصابة بهذه الآفة وبالتالي فهي في العادة أول 
نوع من الحمضيات تظهر عليه أعراض المرض حالما يدخل الكائن الممرض إلى منطقة جديدة 

(Kotzé, 2000.) 

في البرتقال  1895السوداء في أستراليا في عام   وسُجلت أولى حالات الإصابة بمرض البقع
ويوجد المرض حالياً في بعض المناطق المنتجة للحمضيات في أفريقيا وآسيا  .(Benson, 1895)الحلو

؛ 2011وأمريكا الشمالية وأمريكا الجنوبية )المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية،  وأستراليا
(. ولم ترد أي 2012، وآخرون، Schubert؛ و2010ومنظمة وقاية النباتات في أمريكا الشمالية، 

بلاغات عن هذا الكائن من أوروبا أو أمريكا الوسطى أو منطقة البحر الكاريبي )المركز الدولي 
؛ والمركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية/منظمة وقاية 2011جية، لولزراعة والعلوم البيول

؛ ومنظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر 1998النباتات في أوروبا والبحر المتوسط، 
؛ ومنظمة وقاية النباتات في أمريكا 1997المتوسط/المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية، 

 (.2010لشمالية، ا

ً عن التشوهات الخارجية التي يحدثها  ناجمةعلى آثار اقتصادية  P. citricarpaفطر وينطوي  أساسا

(. وقد Spósito, 2003مما يجعل ثمار الحمضيات غير مناسبة لأسواق المنتجات الطازجة ) الفطر

وتحدث بعض الخسائر بسبب (. Kotzé, 2000ينجم عن الإصابات الشديدة سقوط الثمار قبل نضجها )

تساقط الثمار في السنوات التي تكون فيها الظروف مهيأة لظهور الآفة وعندما تترك الثمار على 

(. وبالإضافة 2011)المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية،  الأشجار بعد ذروة موسم النضج

في الثمار في موسم الحصاد  )غير المصحوبة بأعراض( إلى ما سبق، فإن الإصابات غير الظاهرة
 (.Kotzé, 1996) قد تظهر أعراضها أثناء النقل أو التخزين

السوداء في الحمضيات بتوافر اللقائح، والظروف البيئية المواتية للعدوى   وتتأثر دراسة وباء البقع

 )مثل الطقس الدافئ والأمطار والرطوبة(، ودورة نمو شجرة الحمضيات، وعمر الثمرة والأوراق

(. وفي المناطق التي يقتصر فيها هطول الأمطار Kotzé, 1981, 2000بالنسبة لحساسيتها للعدوى )

على موسم وحيد، تمثل الأجسام الثمرية المحتوية على الأبواغ الزقية التي لا تتكون إلا على دبُال 

ل دوارق أبواغ ح الأوراق المصدر الرئيسي للقا ً مصدراً  P. citricarpa. وتشك ِّ ً للقا أيضا  ح مهما

عندما لا تقتصر الأمطار على موسم واحد تبقى فيه الثمار المصابة التي تنمو في غير موسمها على 

الأشجار بعد الإزهار والإثمار، أو في الحالات التي يحدث فيها تزهير متعاقب وشاذ في أنواع 
 (Kotzé, 1981; Spósito et al., 2008, 2011وأصناف الحمضيات المزروعة، )

يوماً من سقوط الأوراق، تبعاً لمعدل  180و 40الأجسام الثمرية في غضون مدة تتراوح بين وتتكون 

وتسقط أوراق الحمضيات  (.Kotzé, 1981تواتر الرطوبة والجفاف وكذلك درجات الحرارة السائدة )

على توافر على مدار السنة في بعض البلدان وتسقط في مواسم معيَّنة في بلدان أخرى، ويؤثر ذلك 

درجة مئوية؛ ولا تتكون  28و 21وتتراوح درجة الحرارة المثلى لتكون الأجسام الثمرية بين  ح اللقا

 Lee andدرجة مئوية ) 35درجات مئوية أو تزيد على  7 الأجسام الثمرية في درجة حرارة تقل عن

Huang, 1973.) ن أثناء الري أو وتنطلق الأبواغ الزقية خلال تساقط الأمطار وفي بعض الأحيا

 ,Kotzé(، وتتأثر كثيراً بنمط هطول الأمطار )Kiely, 1949a; Kotzé, 2000عندما يتكون الندى بكثافة )
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سنتيمتر فوق الأجسام الثمرية  1.2(. وتنطلق الأبواغ الزقية عنوة إلى ارتفاع يصل إلى 1981

وتبدأ الفترة الحرجة  (.Kiely, 1949aوتحملها تيارات الهواء خلال ظلة الأشجار ولمسافات طويلة )

أشهر، ولكن الأعراض الأولى على الثمرة لا  6و 4للعدوى عند الإثمار وتستغرق مدة تتراوح بين 
(. وفي البرازيل، تعتبر ثمرة Baldassari et al., 2006أشهر بعد الإثمار ) 6تظهر إلا  بعد أكثر من 

 عرضة للإصابة حتى بعد ما لا يقل عن( Natal) "ناتال"( وValencia) "الفالينسيا"برتقال 

ً من سقوط  24  سنتيمترات 6و 5 في المائة من التويجات عندما يتراوح قطرها بين 75أسبوعا

(Baldassari et al., 2006). 

يكتمل نمو الثمرة أو تصل إلى مرحلة النضج،  حتى سكون يظل الفطر في حالة وعقب العدوى، 

(. وتظل الأوراق عرضة Kotzé, 2000فتبدأ الأعراض في الظهور بعد عدة أشهر من العدوى )

 (.Truter et al., 2007) أشهر 10للإصابة منذ تكونها حتى عمر 

وسويقات الثمار، على أبواغ على الثمرة والأوراق والأغصان الميتة، وتتكون الدوارق المحتوية 

(. ويمكن أن تتناثر على الغطاء النباتي أو تنتقل من Kotzé, 2000رق )دواوتتكون بكثرة على دبُال ال

الثمار المصابة التي يتأخر قطافها إلى الثمار والأوراق الصغيرة التي لا تزال في مرحلة حساسة 

ً فطر (. ويتمAgostini et al., 2006; Spósito et al., 2008للعدوى ) بأبواغه  P. citricarpaيز أيضا

(. وهذه Kiely, 1949a) Leptodothiorellaالصغيرة اللاجنسية، التي يرد وصفها في إطار تناول الجنس 

ً باسم الحالة "النطفية" ) ( تظهر في Kiely, 1949aالأبواغ الغبيرية الصغيرة التي يشار إليها أيضا

العادة على الأوراق الساقطة قبل تكون الأجسام الثمرية. على أن دور الأبواغ الغبيرية الصغيرة في 

 لا يزال غير واضح. P. citricarpa فطر بيولوجيا

ومما يعزز ظهور الأعراض على الثمرة الناضجة ارتفاع درجة الحرارة، وشدة الضوء، والجفاف، 

السوداء في أشجار الحمضيات الكبيرة أكثر منها في الأشجار وضعف الشجرة. وتكثر البقع 

إلى الأشجار الجديدة من خلال  P. citricarpa(. ويفترض أن ينتشر فطر Kotzé, 2000الصغيرة )

 ;Kotzé, 2000الشتلات المصابة أو مواد الزراعة الأخرى وليس عن طريق ثمار الحمضيات )

Timmer, 2004). 

التي لا تظهر عليها أعراض أو الثمار التي تظهر في ثمار الحمضيات  وتجدر الإشارة إلى أنه

ملليمتر( بدون دوارق، قد توجد نبْتاَت طفيلية داخلية  2عليها بقع صغيرة للغاية )يقل قطرها عن 

)كان يشار إليها من قبل على سبيل الخطأ  Phyllosticta capitalensis Hennغير مُمرضة من فطر 
(، التي سُجلت في الكثير من السلالات Glienke et al., 2011) (Guignardia mangiferae A.J. Roy باسم

( الخصائص الاستنباتية وخصائص الشكل والتركيب 2002وآخرون ) Baayenالنباتية. وتناول 

. وعلاوة على ذلك فإن P. citricarpaعن فطر   P. capitalensisوالخصائص الجزيئية التي تمي ِّز فطر 

 ,Phyllosticta citriasiana Wulandariقد تلتبس مع الأعراض التي يسببها فطر  P. citricarpaأعراض 

Crous & Gruyter  ولم يظهر حتى الآن إلا  على ثمرة البوميلو ً وهو كائن مُمرض وصف حديثا

الإمراضية لفطر (. وأما القدرة Wang et al., 2012; Wulandari et al., 2009) Citrus maxima)الشادوك( 

P. citriasiana  في أنواع الحمضيات الأخرى فهي غير معروفة. ووصفWulandari  وآخرون
( الخصائص الاستنباتية وخصائص الشكل والتركيب والخصائص الجزيئية التي تمي ِّز فطر 2009)

P. citriasiana  عن فطرP. citricarpaطر ، وهو النوع الممرض للحمضيات. وهناك نوعان من ف

Phyllosticta تم وصفهما مؤخراً، مرتبطان بفطر Citrus spp. Phyllosticta citrichinaensis ويسبب ،

هذان النوعان من الفطر بقعاً صغيرة غائرة تتراوح بين بنية ورمادية ولها هامش بني داكن 

 ً صغيرة  وهالات ذات لون أخضر زيتوني على أوراق البوميلو. ويسبب الكائن الممرض أيضاً بقعا

(. واكتشف Wang et al., 2012تتراوح بين بنية وسوداء مشابهة لاسوداد ثمار اليوسفي والبرتقال )



 2014:5البروتوكول التشخيصي   البروتوكولات التشخيصية للآفات الخاضعة للوائح التنظيمية

 

 

5 -5 ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 Glienkeفي البرازيل) كنبتة طفيلية داخلية في الأوراق السليمة للحمضيات P. citribraziliensisفطر 

et al., 2011.) 

 التصنيفيةالمعلومات  -2

  Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa ،1973 الاسم:

  Phoma citricarpa McAlpine ،1899 الأسماء المرادفة:

 Guignardia citricarpa Kiely ،1948  

Phyllostictina citricarpa (McAlpine) Petr. ،1953 

 Leptodothiorella sp. (spermatial state) 

 ,Eukaryota, Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes الوضع التصنيفي:

Botryosphaeriales, Botryosphaeriaceae 

الحمضيات )انظر المركز الدولي للزراعة والعلوم السوداء في   البقع الأسماء الشائعة:
 ( للتعرف على الأسماء الشائعة باللغات الأخرى(2011البيولوجية )

 MycoBank 320327بنك الفطريات  المرجع:

 الكشف  -3

يمكننن أن تحتننوي ثمننار الحمضننيات  والبونسننيروس والكوكننوات وسننويقاتها وأورقهننا وأغصننانها 
ننننة منهنننا علنننى )المركنننز الننندولي للزراعنننة والعلنننوم  P. citricarpaفطنننر  والأصنننناف المهج 

 (.2011البيولوجية، 

 الأعراض على الثمرة 1-3

الاسوداد الكاذب، أو البقع الخبيثة( على تظهر عدة أعراض )مثل البقع الصلبة، أو النمش، أو 
ً لدرجة الحرارة ونضُج الثمرة ) (. ومن المستبعد أن يؤكد بدقة وجود فطر Kotzé, 2000الثمرة تبعا

P. citricarpa  على الثمرة من خلال الفحص البصري وحده لأن الأعراض متغي ِّرة في مظهرها
ببها ممرضات الحمضيات الأخرى أو الأعطاب ويمكن بسهولة الخلط بينها وبين الأعراض التي تس
رسالة  ,Kotzé, 2000; Snowdon, 1990; L. Diaz) الميكانيكية أو الناتجة عن البرودة أو الحشرات

 Kielyالمعروفة على نطاق واسع على النحو الذي وصفه  ةشخصية(. وفيما يلي الأعراض الأربع
(1949a, 1949b, 1960). 

السوداء في الحمضيات شيوعاً، وهي تتألف من إصابات   هي أكثر أعراض البقع .البقع الصلبة
ملليمترات ويتراوح لون مركزها بين الرمادي والأسمر ولها  10و 3سطحية يتراوح قطرها بين 

ألف(. ويصبح مركز الإصابة في المراحل -1هامش يتراوح لونه بين البني الداكن والأسود )الشكل 
الأعراض شبيهاً بفوهة البركان. ويمكن أن تظل البقع الصلبة الفردية صغيرة أو المتقدمة من تطور 

تلتحم مكونة بقعاً أكبر. وقد تظهر حول هذه البقع هالة صفراء عندما تكون الثمرة خضراء أو هالة 
خضراء عندما تكون الثمرة صفراء أو برتقالية. وتتكون في كثير جداً من الأحيان دوارق في 

)أ(( ويمكن اكتشافها باستخدام عدسة يدوية أو مجهر تشريح. وتظهر 1البقع )الشكل منتصف هذه 
البقع الصلبة في العادة عندما تبدأ الثمرة في النضُج، بل وحتى قبل أن يتغيَّر لونها، وعلى جانب 

ً لضوء الشمس ) يمكن التعرف في العديد من الحالات (. وKotzé, 1981, 2000الثمرة الأكثر تعرضا
بسهولة على البقع السوداء في الحمضيات من خلال الأماكن المصابة ببقع صلبة محتوية على 

 دوارق.

. بقع رمادية أو سمراء أو مائلة إلى الاحمرار أو عديمة اللون يتراوح قطرها بين ملليمتر النمش
ء(. ويتحول با -1ملليمترات، وغائرة قليلاً في المنتصف ولا تحيط بها أي هالات )الشكل  3و واحد
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)ب((. ويتكون النمش في 1لون البقع إلى بني  بمرور الوقت وتكاد تخلو دائماً من الدوارق )الشكل 
( Bonants et al., 2003معظمه بعد تغيُّر لون الثمرة وقد يظهر أيضاً كبقع تابعة حول البقع الصلبة )

جيم( وبخاصة  -2قع خبيثة )الشكل جيم(. وقد يلتحم النمش مكوناً بقعاً أكبر تتحول إلى ب -1)الشكل 
 (.Kotzé, 1981, 2000في أثناء تخزين الثمرة )

. يظهر في العادة على الثمرة الخضراء في شكل لطخة بارزة بنية داكنة الاسوداد الكاذب أو التلطخ
( FUNDECITRUS, 2005أو سوداء يحيط بها في كثير من الأحيان بقع صغيرة داكنة اللون )

باء(. وتخلو البقع من أي دوارق وقد تتلاحم مع تقدم الموسم  -2و )أ(،2ألف، و -2)الأشكال 
(. ويلاحظ هذا العرََض في المناطق المنتجة 2011)المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية، 

 (.FUNDECITRUS, 2005يوجد لمدة طويلة ) P. citricarpaللحمضيات حيث فطر 

بقع غائرة غير منتظمة يتراوح لونها بين الأحمر  .شرة أو البقع الخببيةالبقع الخبيثة أو البقع المنت
والبني أو قد تكون عديمة اللون، وتظهر في الثمار الناضجة المصابة بكثافة في نهاية الموسم 

جيم(. وتتكون في النهاية دوارق كثيرة في هذه البقع في ظروف الرطوبة الشديدة  -2)الشكل 
(Kotzé, 2000 لتغطي ثلثي سطح الثمرة في غضون أربعة أو خمسة ً (. وتنمو البقع الخبيثة سريعا

أيام. وهذه البقع هي الأشد ضرراً لأنها، خلافاً للأعراض الأخرى، تمتد في عمق الطبقة الوسطى 
للغلاف السمري )الألبيدو( مخترقة في بعض الأحيان القشرة بكاملها وتتسبب في سقوط الثمرة قبل 

 (.Kotzé, 1981وتنجم عنها خسائر بالغة بعد الحصاد )نضجها 

ً إلى ظهور عرضين إضافيين، كما هو مبيَّن أدناه، في ثمار الليمون ولكن  وأشارت التقارير أيضا
 بوتيرة أقل.

بقع صفراء سطحية لها مركز يتراوح لونه بين الأصفر الداكن والبني، وهي  .البقع الشريطية
دال( ويظهر  -2( )الشكل Aguilar-Vildoso et al., 2002هوامش محددة ) ناعمة الملمس وليس لها أي

(. وتخلو البقع Goes, 2001هذا العرض على الثمرة الخضراء وقد يغطي جزءاً كبيراً من سطحها )
من أي دوارق وتظهر في كثير من الأحيان كشبكة بنية على خلفية صفراء. وتتجمع فيما يبدو 

 ، رسالة شخصية(.M. Spósitoالبقع الشريطية في العادة في أعلى الشجرة )الثمار التي تظهر عليها 

بقع بنية داكنة أو سوداء سطحية بارزة قليلاً، وهي متفاوتة في حجمها، ولها سطح  البقع المتشققة.
هاء(. وتخلو البقع من الدوارق  -2( )الشكل Goes et al., 2000مشقوق وهوامش غير منتظمة )

ة التي يزيد عمرها على ستة أشهر. ويرتبط هذا العرض بوجود قراد الحمضيات وتظهر على الثمر
Phyllocoptruta oleivora Ashmead (FUNDECITRUS, 2005; Spósito, 2003.) 

الإشارة إلى أنه يمكن ملاحظة أكثر من عرض واحد من الأعراض المبيَّنة أعلاه أو أكثر  وتجدر
 )ج((. 1جيم، و -1من مرحلة من المراحل الوسيطة بين الأعراض في نفس الثمرة )الشكل 

ً في الثمرة اللقاحوفي بعض المناطق التي يرتفع فيها ضغط  ، يمكن أن تظهر الأعراض أيضا
الصغيرة وفي كأس الزهرة وفي سويقتها. وتتميَّز الأعراض التي تظهر على كأس الزهرة بأنها 
حمراء أو بنية داكنة وتشبه البقع النمشية. وتظهر الأعراض في الثمرة الصغيرة وسويقات الزهرة 

(. ولم ترد تقارير تفيد بظهور تلك الأعراض على Aguilar-Vildoso et al., 2002كبقع سوداء صغيرة )
 الثمرة الصغيرة وكأس وسويقة الزهرة إلا  من البرازيل.

 الأعراض على الأوراق والأغصان 2-3

السوداء في الحمضيات في العادة على الأوراق كعدوى كامنة غير مصحوبة بأعراض   تظهر البقع
(. وإذا ظهرت الأعراض فإنها تبدأ كبقع دبوسية ظاهرة على Sutton and Waterston, 1966) ظاهرة

ملليمترات تكون دائرية  3وجهي الورقة. وهذه البقع التي قد تزداد حجماً حتى تصل في قطرها إلى 
ويتحول لون مركزها إلى الرمادي أو البني الشاحب ويحيط بها هامش بني داكن أو أسود وهالة 
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ً على دوارق في  -3)الشكل  (Kotzé, 2000صفراء ) ألف(. وقد تحتوي البقعة في مركزها أحيانا
 سطح الورقة المجاور للمحور. 

ً بقع مماثلة لتلك البقع على الأوراق في الأغصان الصغيرة ويشيع ظهورها في  وقد تظهر أيضا
رسالة شخصية(.  ،M. Truterأكثر من أنواع الحمضيات الأخرى ) C. limonالليمون الحمضي 

ملليمتر( حول بقع غائرة قليلاً يحف ها هامش  2و 0.5قطرها بين عراض صغيرة )يتراوح وتكون الأ
باء(. وقد توجد أحياناً  -3بنُي أو أسود ومركز يتراوح لونه بين الرمادي والبني الفاتح )الشكل 

 دوارق في مركز البقع.

أو  السوداء في الحمضيات والأعراض الناشئة عن كائنات أخرى  مقارنة بين أعراض البقع 3-3

 إحيائية عوامل لا

تتفاوت الأعراض على الثمرة في شكلها، وتشبه في كثير من الأحيان الأعراض التي تسببها 
 ,P. citriasiana, P. citrichinaensis, Diaporthe citriمُمرضات الحمضيات الأخرى )مثل فطر 

Mycosphaerella citri, Alternaria alternata pv. citri, Septoria spp., Colletotrichum spp أو عن طريق )
 ,.Bonants et alالحشرات أو الأعطاب الميكانيكية أو الناتجة عن البرودة، لا سيما في حالة النمش )

2003; Snowdon, 1990; Wang et al., 2012; Wulandari et al., 2009; L. Diaz,  رسالة شخصية(.؛ 

على ثمرة الحمضيات تشبه الأعراض  P. citricarpaوبالنظر إلى أن الأعراض التي يسببها فطر 
التي تسببها الكائنات الممرضة الأخرى، لا يمكن إجراء تشخيص موثوق إلا  باستخدام الأساليب 

 المبيَّنة أدناه.

 تحديد هوية الآفة -4

هويته في ثمار الحمضيات التي  عيين وت P. citricarpaهذا البروتوكول طريقة كشف فطر يبين 
تظهر عليها أعراض الإصابة. وينبغي فحص ثمرة الحمضيات لاكتشاف أي أعراض من قبيل 

(. وفي حالة الاشتباه بوجود أعراض في شكل بقع أو إصابات، 3السوداء )انظر القسم   البقع

وإذا كانت الدوارق  من وجود دوارق. تفحص الأعراض بعدسات مكب ِّرة أو مجهر تشريح للتأكد

 للدوارق وخصائص الشكل والتركيب 1.3موجودة في البقع الصلبة كما هو موضح في القسم 

على أنه  قد تكون موجودة. P. citricarpa، فإن 3.1.4 والأبواغ متماشية مع تلك الموجودة في القسم

وهو  P. citriasianaوأبواغه تشبه كثيراً دوارق وأبواغ فطر  P. citricarpaبالنظر إلى أن دوارق فطر 

 ويمكن(، Wulandari et al., 2009الذي تم وصفه مؤخراً ) C. maximaالكائن المُمرض في البوميلو 

عن طريق تطبيق الأساليب التشخيصية المبيَّنة أدناه بيقين فقط   P. citricarpaهوية فطر  التأكد من
هوية فطر  عيين الأسلوب التشخيصي ألف )العزل والاستنبات( لت (. ويستخدم4)الشكل 

P. citricarpa هوية الفطر على الأوراق  عيين على ثمرة الحمضيات، ولكن يمكن استخدمه أيضاً لت

 والأغصان والسويقات، بينما ينطبق الأسلوب باء )الفحص الجزيئي( على الثمرة فقط.

تعمرات المزروعنة فني وسنط منن أغنار الكنرز المسنتخلص وإذا كانت الخصائص الاسنتنباتية للمسن
بنالغلي وأغننار دقيننق الشنوفان، بعنند تطبيننق الأسنلوب ألننف، غيننر متسنقة مننع الخصننائص الاسننتنباتية 

((، فننإن مننادة النبننات 4(، و)3(، و)2(، و)1(، المتطلبننات )4-1-4)انظننر القسننم  P. citricarpaللفطننر 
التني  P. citricarpaصى في حالة المستنبتات المشنابهة لفطنر . ويوP. citricarpaتعتبر خالية من فطر 

يوماً، باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل وتتنابع مباعند النسنخ  14لا تنتج دوارق ناضجة في غضون 
أن عنزل  (. علنى2-2-4( أو تفاعل البلمرة المتسلسل الآني )انظر القسنم 1-2-4الداخلي )انظر القسم 

واستنبات الكائن في وسط مناسب ثم إجراء اختبنار جزيئني مباشنر للمسنتنبتات يسنتغرق الكثينر منن 
الوقت وبالتالي لا يفضَّل اسنتخدامه فني عملينات التشنخيص التني تجنري للشنحنات التني يعند الوقنت 

 عاملاً حاسماً فيها.
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 P. citricarpaكتشاف وتحديد هوية فطر أسلوبان لتفاعل البلمرة المتسلسل )التقليدي والآني( لا ويتاح
(. على أننه لنوحظ منؤخراً فني أثنناء الاختبنار 2-2-4، و1-2-4على ثمرة الحمضيات )انظر القسمين 

الروتينني لثمننار البوميلنو التنني ظهنرت عليهننا أعنراض نمطيننة أن أسنلوب تفاعننل البلمنرة المتسلسننل 
، رسنننالة J.P. Meffertمح بنننأي تضنننخيم )( لا يسنن2007خنننرون )آو Gent-Pelzerالآننني النننذي اسنننتحدثه 

السوداء في البوميلنو   شخصية(. ويرجع السبب في ذلك إلى أن الأعراض المشابهة لأعراض البقع
 P. citricarpaوهننو نننوع وُصننف حننديثاً ويننرتبط ارتباطنناً وثيقنناً بفطننر ، P. citriasianaتنننجم عننن فطننر 

(Wulandari et al., 2009وبالنظر إلى .)  أنه ليس من الواضح ما إذا كان فطرP. citricarpa  قادراً على
إحداث أعراض نمطية في البوميلو، فإن ثمرة هذا النوع من الحمضيات التي تظهر عليها أعنراض 

 .P. citricarpaالسوداء ينبغي اختبارها هي الأخرى للتأكد من وجود فطر   شبيهة بأعراض البقع

 (2007وآخنرون ) Gent-Pelzerويمكن استخدام أسلوب تفاعل البلمرة المتسلسل الآنني النذي اسنتحدثه 
لأننه لنن يعطني إشنارة إيجابينة إلا   P. citricarpa( فني التشنخيص الإيجنابي لفطنر 2-2-4)انظر القسم 

. ويعطني P. capitalensisأو فطنر  P. citriasianaموجنوداً ولنيس فطنر  P. citricarpaعندما يكون فطر 
 ( تضخيماً عندما يوجد فطنر1-2-4أسلوب تفاعل البلمرة المتسلسل التقليدي )كما هو مبيَّن في القسم 

P. citricarpa  أو فطننرP. citriasiana وفنني هننذه الحالننة وبعنند الحصننول علننى إشننارة إيجابيننة، ينبغنني .
فاعل البلمرة المتسلسل الآني )انظنر (، أو استخدام أسلوب ت1-4إجراء عزل واستنبات )انظر القسم 

( للتمييز بين النوعين. ولا تتنوافر أي 21-4( أو تتابع مباعد النسخ الداخلي )انظر القسم 2-2-4القسم 
النذي وصننف مننؤخراً فنني الصنين، فنني هننذه الفحننوص  P. citrichinaensisبياننات عننن تفنناعلات فطننر 

 الجزيئية. 

للاجنسني فني الن بْتنَات الطفيلينة الداخلينة الشنائعة المعروفنة وتجدر الإشنارة إلنى أن كنؤوس التكناثر ا
قنند تكننون موجننودة فنني بعننض الأحيننان وقنند تبنندو شننبيهة بنندوارق فطننر  Colletotrichum sppباسننم

P. citricarpaعلنى أن فطنر .Colletotrichum spp  يمكننن تميينزه بوجننود شنعيرات فنني كنؤوس التكنناثر
ن كتل من الأبواغ ذات لون قرنفلي أو وردي على سطح الأماكن المصابة، وشكل  اللاجنسي، وتكو 

 (.Kotzé, 2000وتركيب الأبواغ )

وتوصف في هذا البروتوكول الأساليب )بما فيها الإشارات المرجعينة للأسنماء التجارينة( بالصنيغة 
د المسنتوى الأصنلي للخصوصنية المتحققنة. ويمكنن تعنديل  التي نشرت بها، لأن هنذه الأسناليب تحند ِّ
الإجننراءات المختبريننة المعروضننة فنني هننذه الأسنناليب بمننا يناسننب المعننايير المسننتخدمة فنني فننرادى 

 المختبرات شريطة التثبت من صحتها على نحو كافٍ.

  P. citricarpaالأسلوب ألف: عزل واستنبات فطر  1-4

 70تركيزه تستأصل الأجزاء المصابة من الثمرة باستخدام مثقاب فللين أو مشرط يغمس في إيثانول 
فني المائنة لمندة  1ثانية ويطَّهر سنطحه باسنتخدام هيبوكلورينت صنوديوم تركينزه  30في المائة لمدة 

(. ولزينادة Peres et al., 2007دقيقتين، ويشطف مرتين في مناء مقطنر معقنم ويجفنف بورقنة تجفينف )
الأعنراض قبنل  تواتر العزل، يجب استئصال الإصابات بدقنة وتنُزال الأنسنجة التني لا تظهنر عليهنا

، رسالة شخصية(. وتوضع الأجزاء المصابة بعد ذلك معقمة فني N.A. Peresوضعها على الشرائح )
سننتيمترات( منع أغنار الكنرز أو أغنار ديكسنتروز البطناطس  9( )يبلن  قطرهنا Petriأطباق بيتنري )
 50البنسنلين وميكروغرامناً/ملليلتر منن  50( أو أغنار ديكسنتروز البطناطس منع 1-1-4)انظر القسنم 

ميكروغرامنناً/ ملليلتننر مننن الستربتومايسننين )منظمننة وقايننة النباتننات فنني أوروبننا والبحننر المتوسننط، 
 P. citricarpa(. وإذا استخُدم أغار ديكستروز البطاطس وتكونت علينه مسنتنبتات شنبيهة بفطنر 2003

ر معنندل نمننو بننا<ذات لننون داكننن وبطيئننة النمننو، تنقننل بعنند ذلننك إلننى أطبنناق أغننار الكننرز لاخننت
( لتقينيم إنتناج الصنب  الأصننفر. 1-1-4المسنتعمرات وإلنى أطبناق أغننار دقينق الشنوفان )انظنر القسننم 

وينبغي في الوقت ذاته وضع المستنبتات التي تنمو في وسط أغار ديكستروز البطاطس فني إضناءة 
المسنتنبتات مئوية لتيسنير إحنداث تكنون الندوارق. وتعتبنر  22فوق بنفسجية قريبة في درجة حرارة 

( تنمنو بنبطء علنى أغنار الكنرز المسنتخلص بنالغلي )انظنر 1عنندما ) P. citricarpaمنتمية إلنى فطنر 
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( تننتج 3(؛ )2-1-4)انظنر القسنم  P. citricarpa( تنتج دوارق وأبنواغ ممينزة لفطنر 2(؛ )2-1-4القسم 
ليسننت كلهننا  P. citricarpaصننبغاً أصننفر علننى أغننار دقيننق الشننوفان بننالرغم مننن أن مسننتفردات فطننر 

 (.Baayen et al., 2002منتجة لهذا الصب  على أغار دقيق الشوفان )

بطئ النمو نسبياً ويزداد نمنوه فني  P. citricarpaوينطوي هذا الأسلوب على العيوب التالية: )أ( فطر 
 ,.C. gloeosporioides( )Peres et alكثير من الأحيان بتأثير فطريات أخرى في المستنبت )مثنل فطنر 

؛ )ب( هنذا الأسنلوب يسنتغرق P. citricarpa( نظراً لعدم وجود أي وسط استنباتي انتقائي لفطر 2007
 يوماً لإنتاج الدوارق.  14و 7ما يتراوح بين  وقتاً طويلاً لأنه يتطلب

 أوساط المستنبتات  1-1-4

كيلو غرام من الكرز بعند إخلائنه منن  1. يصُنع عصير الكرز بغلي أغار الكرز المستخلص بالغلي
لتر من ماء الصنبور لمدة ساعتين تقريباً. وترشَّح العصارة باستخدام قطعنة  1النوى والسويقات في 

درجة مئوية )على  110دقيقة في درجة حرارة  30من الشاش وتصب في زجاجات بعد تعقيمها لمدة 
ن لحين اس4.5أن يكون الأسُ الهيدروجيني  غرامناً منن الأغنار التقنني  20تخدامها. ويضناف ( وتخُزَّ

 121دقيقة فني درجنة حنرارة  15لتر من الماء المقطر في زجاجة ويعقَّم المزيج لمدة  0.8إلى  3رقم 
لتر من عصارة الكرز المعقمة ويمُزج الخليط جينداً ويعُقَّنم  0.2مئوية. وبعد التعقيم مباشرة، يضاف 

 (.Gams et al., 1998مئوية ) 102دقائق في درجة حرارة  5لمدة 

. يتاح هذا الأغار تجارياً. ويمكن بدلاً من ذلك إعداده باستخدام الأسلوب التالي: أغار دقيق الشوفان
غراماً من رقائق الشوفان في قطعة من الشاش وتعلَّق في إناء يحتوى على ماء صنبور،  30يوضع 

وترشَّنح باسنتخدام قطعنة منن الشناش، وتعقنم ويترك ليغلني لمندة سناعتين تقريبناً ثنم تعصنر الرقنائق 
 دقيقننننننننننننننننننننننننة فنننننننننننننننننننننننني درجننننننننننننننننننننننننة حننننننننننننننننننننننننرارة 15العصننننننننننننننننننننننننارة لمنننننننننننننننننننننننندة 

فني زجاجنة تحتنوي علنى لتنر واحند  3غراماً من الأغار التقني رقنم  20درجة مئوية. ويضاف  121
 ,.Gams et alمئوينة ) 121دقيقة في درجة حنرارة  15من خلاصة دقيق الشوفان، ويعقَّم المزيج لمدة 

1998.) 

. يتاح هذا الأغار تجارياً. ويمكن بدلاً من ذلك إعداده وفقاً للأسلوب الذي أغار ديكستروز البطاطس
 (. 1995وآخرون ) Hawksworthبيَّنه 

 الخصائص الاستنباتية 2-1-4

بننبطء فنني أغننار الكننرز المسننتخلص بننالغلي؛ ويتننراوح متوسننط  P. citricarpaتنمنو مسننتعمرات فطننر 
(. Baayen et al., 2002مئوية في الظلام ) 22أيام في درجة حرارة  7ملليمتراً بعد  30و 25قطرها بين 

وعندما تنمو المستعمرات على أغار ديكستروز البطاطس فإنها تتميَّز بوجود هوامش غير منتظمنة 
 مبطَّننننننننننننة بأفننننننننننناطير عديمنننننننننننة اللنننننننننننون تشنننننننننننكل منطقنننننننننننة شنننننننننننفيفة أوسنننننننننننع كثينننننننننننراً 

ة داكناً وبداخله أفاطير هوائية يتراوح لوننه بنين الرمنادي ألف(. ويكون مركز المستعمر- 5)الشكل 
والأخضر الشاحب ويحتوي في كثير من الأحيان على خصلات صغيرة متعددة. وتكون المستعمرة 
في ناحيتها العكسية داكننة بدرجنة كبينرة فني منتصنفها ومحاطنة بمسناحات بنينة تمينل إلنى الرمنادي 

أيام بينمنا تتكنون الندوارق  8أو  7(. ويبدأ تكون الأسداء بعد Baayen et al., 2002) والأصفر البرتقالي
باء(. وفني حالنة أغنار -5يوماً )الشكل  14أو  10الناضجة المحتوية على الأبواغ عموماً في غضون 

درجننة مئويننة فنني الظننلام،  25يومنناً فنني درجننة حننرارة  14دقيننق الشننوفان، تكننون المسننتعمرات بعنند 
مفلطحة ومتمددة ويتراوح لونها بين الأخضر الزيتوني والرمادي الذي يميل إلنى الشنحوب بنالقرب 

 ,.Glienke et alمن منطقة الهامش وتحتوي على مساحات ضئيلة أو متوسطة من الأفاطير الهوائية )

أصفر ممي ِّنز ينتشنر فني الوسنط (. ويتكون في كثير من الأحيان على أغار دقيق الشوفان صب  2011
دال، الصنننف العلننوي( بنننالرغم منننن أن مسنننتفردات فطنننر -6الاسننتنباتي حنننول المسنننتعمرة )الشنننكل 

P. citricarpa ( ليسننت كلهننا منتجننة لهننذا الصننب  الأصننفرBaayen et al., 2002  وينُننتج هننذا الصننب .)
 كستروز البطاطس. الأصفر بكميات ضئيلة على أغار الكرز المستخلص بالغلي وعلى أغار دي
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 الشكل والتركيب 3-1-4

تفاوتاً كبيراً، ويرجع ذلك فني جاننب مننه  P. citricarpaتتفاوت البيانات المنشورة عن شكل وتركيب 
 ,.Baayen et alالمرتبطنة بالحمضنيات ) Phyllostictaإلنى الالتبناس بشنأن هوينة مختلنف أننواع فطنر 

2002; Glienke et al., 2011; Wang et al., 2012; Wulandari et al., 2009 وتشنير خصنائص الشنكل .)
التنني تتكننون أساسنناً فنني  P. citricarpaوالتركيننب التاليننة إلننى الإخصنناب وأبننواغ التكنناثر فنني فطننر 
 van derو  Waterston(1966)و Suttonالمستنبت؛ وتستند هذه الخصائص إلى البياننات المنأخوذة عنن 

Aa(1973 بالصيغة المنقحة والمعدَّلة في ،)Baayen ( 2002وآخرين.) 

 ,De Holanda Nozaki. تتكون الأجسام الثمرية علنى دبُنال الأوراق وفني المسنتنبت )الأجسام الثمرية

(، ولكنها لا تتكون على أي مادة نباتية أخنرى )مثنل الأوراق المثبتنة، أو الثمنار(. وتوجند هنذه 2007
تمعة، ويتراوح شنكلها بنين كروينة وكمثرينة، وتكنون غنائرة، وبنينة داكننة أو الأجسام منفردة أو مج

ميكرونناً، وتحتنوي علنى حلمنة وحيندة أو فتيحنة منقارينة،  360و 125 سوداء، ويتنراوح حجمهنا بنين
ويغطي سطحها في كثينر منن الأحينان زوائند مشنيجية. وتتنألف طبقنة جندارها الخنارجي منن خلاينا 

ية ذات جدران سميكة ب ينة أو كروينة ذات زاو  نية، بينما تتألف طبقنة الجندار النداخلي منن خلاينا زاو 
 جدران أقل سمكاً وعديمة اللون. 

تكون في شكل حُزم محصورة بنين جندارين ودبوسنية ومحتوينة علنى ثمانينة أبنواغ ولكنهنا  .الزقاق
ً  15 - 12× ميكرونناً  65-40مستديرة الطرف. وتبل  أبعادها  قبنل تمنزق الجندار الخنارجي،  ميكروننا

ميكروننناً قبننل  150و 120وتصننبح أسننطوانية دبوسننية وتمتنند فنني طولهننا لتصننل إلننى مننا يتننراوح بننين 
 التفرُز.

تكننون قصننيرة، وعديمننة الحننواجز، وشننفافة، وأسننطوانية، ومنتفخننة فنني الوسننط،  .الأبووواا الزقّيوّوة
سة قليلاً، وتبلن  أبعادهنا  ميكنرون، وذات قطبينة متغنايرة، ولهنا  6.5 - 4.5× ميكرونناً  16 - 12ومقوَّ

أطننراف غيننر متسنناوية ومنفرجننة الزاويننة. ويتصننل طرفهننا العلننوي الأصننغر بزائنندة عريضننة غيننر 
ميكنرون، وأمنا طرفهنا  2خلوية ومخاطينة فني شنكل غطناء، ويتنراوح طولهنا بنين ميكنرون واحند و

 ميكرونات. 6و 3الأدنى فله زائدة حادة مجعَّدة يتراوح طولها بين 

تتكننون علنى الثمننرة والأوراق المربوطنة والأغصننان الميتنة ودبُننال الأوراق، وكنذلك فنني  .الودوارق
عنة، وتكنون كروينة وغنائرة ويكنون  المستنبت. وتوجند الندوارق منفنردة أو فني بعنض الأحينان مجمَّ

ورقي ميكروناً. ويبل  سمك جندارها الند 330و 70لونها بنياً داكناً أو شبه داكن، ويتراوح قطرها بين 
خلايا، وتكون صنلبة منن الخنارج وشنبه لحمينة منن النداخل، ولهنا فتيحنة خارجينة داكننة ومحلَّمنة  4

 ميكروناً.  15ميكرونات و 10قليلاً، ودائرية ويتراوح قطرها بين 

. يتنراوح شنكلها بنين بيضني وإهليجني، وزجاجينة، وعديمنة الحنواجز، وتحتنوي علنى أبواا التكاثر
( ميكرون، ولها زائندة مخززينة 8.5 - 5)× ميكرون  12.7- 9.4ل  أبعادها العديد من القطيرات، وتب

ميكننرون  1.5الشننكل وعديمننة اللننون وغمنند جيلاتيننني عننديم اللننون لا يكنناد يننرى ويقننل سننمكه عننن 
ة ــألف(. وهي تتخذ شكل أبواغ برعمية من حوامل غبيرات زجاجي -6و دال -5جيم، و -5)الأشكال 

 ميكرونات. 9ى ـــيصل طولها إلووحيدة الخلية واسطوانية 

، وتتكننون علننى العوائننل وفنني Leptodothiorellaوصننفت هننذه الحالننة فنني الجنننس  .الحالووة النطفيووة
المستنبت الخالص. وتتخذ شكل قضيب كروي عند طرفينه وقلمنا تكنون اسنطوانية، أو مسنتقيمة، أو 

سة قليلاً، وتبل  أبعادها   ميكرون. 1 - 0.5× ميكرونات  8-5مقوَّ
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 P. citricarpaمقارنة الخصائص الاستنباتية وخصائص الشكل والتركيب بين فطر  4.1.4

 المماثلة Phyllostictaوأنواع 

P. citriasiana (Wulandari et al., 2009 )بدرجنننة كبينننرة مسنننتنبتات  P. citricarpaتشنننبه مسنننتنبتات 
 ؛Baayen et al., 2002للحمضنننيات )الطفيلينننة الداخليننة غينننر الممرضننة  P. capitalensisومسننتنبتات 

Glienke et al., 2011). 

 عن طريق الجمع بين ما يلي: P. citricarpaهوية مستعمرات  عيين ويمكن ت

 نمو المستعمرة على أغار الكرز المستخلص بالغلي )رغم تداخل النطاقات(؛ (1)
 بناء، -6ألف، و -6و دال، -5جيم، و -5سُمك الغمد المخاطي المحيط بالأبواغ )الأشكال  (2)

 جيم(؛ -6و
 طول الزائدة البوغية؛  (3)
وجنننود صنننب  أصنننفر علنننى أغنننار دقينننق الشنننوفان بنننالرغم منننن أن مسنننتفردات فطنننر  (4)

P. citricarpa ( ليست كلهنا منتجنة للصنب  الأصنفرBaayen et al., 2002; Wulandari et al., 

2009 .) 

ننلة عننن الخصننائص المميننزة لفطننر  1ويتضننمن الجنندول  والأنننواع ذات  P. citricarpaمعلومننات مفصَّ
منن خنلال  P. citricarpaعنن فطنر  P. citrichinaensisالصلة. وبالإضافة إلى ذلك، يمكنن تميينز فطنر 
 (. Wang et al., 2012ميكرون ) 26و 14زائدته البوغية الأطول التي يتراوح طولها بين 

 

 Phyllosticta citricarpaأهم الخصائص الاستنباتية وخصائص الشكل والتركيب في فطر  - 1الجدول 
 ,.Phyllosticta capitalensis (Baayen et al., 2002; Wulandari et al فطرو Phyllosticta citriasiana وفطر

2009) 

*
 
On cherry decoction agar (CHA) medium after 7 days at 22 °C in darkness. 

 P. citricarpa P. citriasiana P. capitalensis الخصائص

 متوسط حجم الدوارق )بالميكرون(
10-12  ×6-7.5 12-14  ×6-7 11-12  ×6.5-7.5 

 اتساع الغمد المخاطي )بالميكرون(
 (3-) 2.5 - 1.5 1 1.5أقل من 

 طول الزائدة الطرفية )بالميكرون(
4-6 (-10) 7-10 (-14) 4-6 (-10) 

 متوسننننننننط حجننننننننم البننننننننوغ الزقننننننننني
 )بالميكرون(

 7.5 - 6.5×  17.5-15 غير معلوم 6.5- 4.5×  12-16

متوسنننننننننط حجنننننننننم النطفنننننننننة 
 )بالميكرون(

5-8  ×0.5-1 3.-5  ×1-2 7-10  ×1.8-2.5 

متوسط قطر المستعمرة )بالملليمتر(
1

 
 40أكثر من  18-20 25-30

المطلوبننننة درجننننة الحننننرارة العظمننننى 
 للنمو )بالدرجات المئوية(

30-36 30-33 30-36 

إنتاج الصباغ الأصفر فني وسنط أغنار 
 لا لا 2نعم دقيق الشوفان

1  
 درجة مئوية في الظلام. 22أيام في درجة حرارة  7على أغار الكرز المستخلص بالغلي بعد 

 ليست كلها منتجة لصب  أصفر. P. citricarpaتجدر الإشارة إلى أن مُستفرَدات فطر  2

 الأسلوب باء: الفحوص الجزيئية 2.4

رت أساليب جزيئية مختلفنة للتعنرف علنى هوينة  ِّ مباشنرة فني المسنتنبتات الخالصنة  P. citricarpaطُو 
 ,Bonants et al., 2003; Gent-Pelzer et al., 2007; Meyer et al., 2006وفي الأجزاء المصابة من الثمنرة )

2012; Peres et al., 2007; Stringari et al., 2009 وينرد وصنف لأسنلوبين، همنا فحنص تفاعنل البلمنرة .)
(، وفحنص تفاعنل البلمنرة المتسلسنل الآنني 2007وآخنرون ) Peresالمتسلسل التقليدي الذي اسنتحدثه 

لوب ويلاحنظ أن أسن .P. citricarpa( للتعنرف علنى هوينة 2007وآخنرون ) Gent-Pelzerالذي استحدثه 
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تفاعل البلمرة المتسلسل الآني يول ِّد إشارة إيجابية من أي بقعة سوداء وحيدة على ثمرة الحمضيات، 
بينمننا قنند يعطنني أسننلوب تفاعننل البلمننرة المتسلسننل التقلينندي فنني بعننض الحننالات نتننائج غيننر قاطعننة. 

ئينة لفطنر ويلاحظ أيضاً عدم وجود أي بيانات متاحنة عنن التفناعلات الإيجابينة فني الفحنوص الجزي
P. citrichinaensis .الذي وصف مؤخراً على الثمار في الصين 

 باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل التقليدي P. citricarpaهوية  عيين ت 1-2-4

مسنننتفردة منننن مسنننتفردات  36قي ِّمنننت الخصوصنننية )الخصوصنننية التحليلينننة( فننني دراسنننة شنننملت 
P. citricarpa مستفردة من  13وP. capitalensis ومستفردات من آفات الحمضيات الشنائعة، بمنا فيهنا ،

Alternaria alternataو ،Colletotrichum acutatumو ، Colletotrichum gloeosporioidesو ،Diaporthe 

citri, Mycosphaerella citri  وPenicillium digitatum . وفطننرP. citricarpa  هننو الوحينند الننذي يتميَّننز
بيكنوغرام منن الندنا/ميكرولتر  1بتفاعل إيجابي. وتبل  الحساسية )الحساسية التحليلية؛ حند الكشنف( 

(Peres et al., 2007 وهنذا الأسنلوب يضنخم الندنا فني فطنر .)P. citricarpa أو فني فطنر P. citriasiana 
وهناك ثلاثة أساليب متاحة للتمييز بين النوعين بعد تفاعل البلمنرة المتسلسنل التقليندي، وهنو العنزل 

( وتتنابع 2-2-4( وفحص تفاعنل البلمنرة المتسلسنل الآنني )انظنر القسنم 1-4والاستنبات )انظر القسم 
 (.3-2-4مباعد النسخ الداخلي )انظر القسم 

 معلومات عامة 1-1-2-4

ومصدر الدنا هنو الأفطنور أو الأجنزاء المصنابة . (2007وآخرون ) Peresروتوكول استحدث هذا الب
المستأصننلة مننن الثمننرة. والغننرض مننن هننذا الفحننص هننو تضننخيم جننزء منطقننة تتننابع مباعنند النسننخ 

من الأزواج القاعدية. والبادئات القليلنة النوكليوتيندات  300الداخلي الذي يول ِّد أمبليكوناً يحتوي على 
 هي:

 GCN (5'-CTG AAA GGT GAT GGA AGG GAG G -3')البادئة الأمامية: 

 GCMR (5'-CAT TAC TTA TCG CAT TTC GCT GC -3') البادئة العكسية:
®Eppendorfويسنتخدم الكاشنف 

1
 MasterMix  ويحتنوي علنى إننزيم بنوليميريز  2.5النذي يبلن  تركينزه

ونوكليوتيننند لتضننخيم تفاعنننل البلمنننرة  +2النندنا، كمنننا يسننتخدم دار  تفاعنننل يحتننوي علنننى مغنيسننيوم
المتسلسل. ويستخدم الماء الصالح للفحص الجزيئي في تكوين مزيج التفاعل. وينبغي تنقية هذا الماء 

 0.45)نزع أيوناته أو تقطيره(، وينبغي أن يكون معقماً )بالبخار المضنغوط أو بترشنيحه منن خنلال 
راء التضخيم باستخدام جهاز تندوير حنراري منن ننوع ميكرون( وخالياً من إنزيم النوكلياز. ويتم إج

د بغطاء. Peltierبيلتييه )  ( مزوَّ

 الأساليب 2-1-2-4

 النووي وتنقيته الحمضاستخلاص 

يستخلص الحمض الريبني الننووي المننزوع الأكسنجين )الندنا( منن مسنتنبتات الفطرينات التني تنمنو 
البطاطس أو من الأجزاء المصابة فني ثمنرة واحندة. وفني الحالنة الثانينة،  أيام في ديكستروز 7لمدة 

يستخرج النسيج الذي تظهر عليه الأعراض مع ترك أكبر جزء ممكن من الطبقة الوسطى للغنلاف 
 السمري )الألبيدو( والقشرة الخارجية.

ارينناً )مثننل ويسُننتخلص النندنا مننن الأفطننور باسننتخدام مجموعننة أدوات اسننتخلاص النندنا المتاحننة تج
 (، ومجموعنةQiagen)شركة كيناجين  DNeasy Plant Mini Kitمجموعة لوازم استخلاص الدنا النباتي 

                                                   
في تضخيم تفاعل البلمرة المتسلسل في هذا البرتوكول التشخيصي على أي  ®Eppendorfلا ينطوي استخدام المنتجات التي تحمل العلامة التجارية  1

عملي هذا ستموافقة على هذه المنتجات بما يشكل استبعاداً للمنتجات الأخرى التي قد تكون مناسبة هي الأخرى. وتقدَّم هذه المعلومات للتيسير على م

ام منتجات البروتوكول ولا تعني موافقة من هيئة تدابير الصحة النباتية على المادة الكيميائية و/أو الكاشف و/أو المعدات المذكورة. ويجوز استخد

 معادلة إذا تبيَّن أنها تفضي إلى نفس النتائج.
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QuickPick SML Plant  (شركة بايو نوبايل Bio-Nobile) وجهناز العنزل الآلنيKingFisher®  منن إنتناج(
اسنتخلاص الندنا منن الأجنزاء (( تبعناً لتعليمنات الشنركة المصنن ِّعة. وفني حالنة Thermoشركة ثيرمو 

 ,.Klimyuk et alالمصابة في ثمرة واحدة، يمكن استخدام بروتوكول استخلاص الدنا بالتحلل القلوي )

 (.Peres et al., 2007(، ثم التنقية باستخدام أسلوب الغميسة، حيث ثبت أنه أكثر الأساليب فعالية )1993

توضع أنسجة الثمرة التي تظهر عليها الأعراض في أنبوب  أسلوب استخلاص الدنا بالتحلل القلوي.
 0.25ميكرولتنر منن هيدروكسنيد صنوديوم تركينزه  40ملليلتنر يحتنوي علنى  2مجهري معقنم سنعته 

 مننننننننننننننننننننولار، ويحضننننننننننننننننننننن فنننننننننننننننننننني حمننننننننننننننننننننام مننننننننننننننننننننن المنننننننننننننننننننناء المغلنننننننننننننننننننني
ثانيننة )الفتننرة الحرجننة(. وتننتم محاينندة محتويننات الأنابيننب عننن طريننق  30درجننة مئويننة( لمنندة  100)

ميكرولتنر منن محلننول  20منولار، و 0.25ميكرولتنر منن حمنض هينندروكلوريك بتركينز  40افة إضن
Tris-HCl  في المائة )حجم/حجنم( منن  0.25، و8مولر وأسه الهيدروجيني  0.5تركيزهNonidet P-40 ،

وتوضع الأنابيب مرة أخرى في حمام المناء المغلني لمندة دقيقتنين. ويمكنن اسنتخدام المنادة المتكوننة 
 4مباشرة للتنقية عن طرينق اسنتخدام أسنلوب الغميسنة )انظنر أدنناه( أو تخزينهنا فني درجنة حنرارة 

المغلي لمندة درجة مئوية لعدة أسابيع. وقبل التنقية بعد التخزين، تحضن العينات في حمام من الماء 
 دقيقتين. 

فنني المائننة وقطننع  100ميكرولتننر مننن الإيثننانول بتركيننز  150يضنناف  أسننلوب تنقيننة النندنا بالغميسننة.
 2صغيرة من طبق التحليل اللوني السيلولوزي الرقيق الطبقنة )غميسنة( فني أنبنوب مجهنري سنعته 

 30فنوق ثلنج وتنرج لمندة  ملليلتر بعد التحلل القلوي )انظر أعنلاه(. وتوضنع الأنابينب علنى جوانبهنا
( وحمنض Trisميكرولتنر منن دار  الغسنيل )تريزمنا ) 500دقيقة. ويسنحب السنائل بنالنفخ ويضناف 

صوديوم أس ه الهيدروجيني وهيبوكلورايت ال، 10 بتركيز (EDTA) الخليك ايثيلين ثنائي أمين رباعي
في المائنة، وتقُلنَب الأنابينب لمنزج محتوياتهنا.  25في المائة( بعد تخفيفه إلى  95، وإيثانول بتركيز 7

غ من الهواء. وتوضع  ويكرر الغسل مرتين. وتوضع الغمائس في أنابيب جديدة وتجفف في جو مفرَّ
إلنى كنل  Tris-EDTAميكرولتنر منن المحلنول الندار   50الأنابيب بعد ذلنك علنى جوانبهنا، ويضناف 

ثننوانٍ، وتنننزع  10ائق، تنُبننذ بقننوة طنناردة لمنندة دقنن 5أنبننوب. وبعنند وضننع الأنابيننب فنني حاضنننة لمنندة 
ن في درجة حنرارة  الغمائس وتلقى بعيداً ويستخلص الدنا. ويمكن استخدام الدنا المنقى فوراً أو يخزَّ

 درجة مئوية تحت الصفر لمدد أطول. 20مئوية طوال الليل أو في درجة حرارة  4

جودة في الثمرة باستخدام مجموعات لنوازم ويمكن بدلاً من ذلك استخلاص الدنا من الإصابات المو
 استخلاص الدنا المتاحة تجارياً وفقاً لتعليمات الشركة المصن ِّعة. 

 تفاعل البلمرة المتسلسل

 ميكرولتر من التفاعل الوحيد( من الكواشف التالية: 20يتألف المزيج الرئيسي )التركيز لكل 

الحجم لكل تفاعل  التركيز العملي الكاشف
 التركيز النهائي ميكرولتر()

 لا يوجد 0.4 لا يوجد ماء صالح للفحص الجزيئي
Eppendorf

®1
 MasterMix  بتركيز

 0.06 )بوليميريز الدنا 2.5

 (وحدة/ميكرولتر

2.5 × 8.0 1  × 
(Taq 024 )وحدة/ميكرولتر 

مللي  Taq (4 دار  تفاعل×  2.5
مولر من المغنسيوم

 500و، +2
 (dNTP ميكرومولار من كل

2.5  × 8.0 1  × 
 ميللي مولار من المغنسيوم 1.6)

 ميكرومولار من كل 200، +2
dNTP) 

 ميكرومولار 0.4 0.8 ميكرومولار GCN 10 البادئة
 ميكرومولار 0.4 0.8 ميكرومولار GCMR 10 البادئة

 - 18 - المجموع الفرعي

 - 2.0 - الدنا

 - 20.0 - المجموع

مئوية  94بارامترات تدوير تفاعل البلمرة المتسلسل هي تغير الخواص الطبيعية في درجة حرارة 
ثانية،  30درجة مئوية لمدة  64ثانية، و 30مئوية لمدة  94دورة في درجة حرارة  39لمدة دقيقتين؛ و
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دقائق. ويشير منتج  10مئوية لمدة  72درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة؛ وتمديد في درجة حرارة  72و
ً إلى وجود الحمض الريبي النووي المنزوع  300تفاعل البلمرة المتسلسل الذي يضم  ً قاعديا زوجا

 . P. citricarpaلفطر  الأكسجين )الدنا(

 معلومات إجرائية أساسية 3-1-2-4

من دار  تحميل الندنا بتركينز  ميكرولتر 2ميكرولتر من مزيج التفاعل مع  10بعد التضخيم، يمزج 
زوج قاعندي( فني  100( ويوضنع منع واسنم وزن جزيئني )سُنلَّم دننا منن Promega)شركة بروميغا  6

ر فني أشنعة  هُلام الأغاروس ويفصنل كهربائيناً ويلنون ببروميند الإثينديوم أو كواشنف بديلنة، ويصنوَّ
 (.Sambrook et al., 1989) فوق البنفسجية

)ضنبط إيجنابي( كعيننة إضنافية لضننمان  P. citricarpaسنلالة مرجعينة لفطنر ويجنب إدراج الندنا منن 
نجاح التضخيم. ويجب إجراء تضخيم تفاعل البلمرة المتسلسل أيضاً على عيننة تكنون فيهنا خلاصنة 

قد اسنتبُدلت بخلاصنة الندنا منن أننواع أخنرى ذات صنلة أو علنى عيننة منن القشنرة  P. citricarpaدنا 
سلبي(. ويتطلب رصد التلوث المحتمنل فني الكاشنف والإشنارات الإيجابينة  الخارجية للثمرة )ضبط

الكاذبة استبدال العينة بماء )ضبط التفاعل(. وينصنح بنإدراج عنصنر لضنبط التضنخيم النداخلي منن 
 أجل رصد التثبيط. 

 باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل الآني P. citricarpaتحديد هوية  2-2-4

 P. citricarpa ،CBSقي ِّمنت الخصوصنية )الخصوصنية التحليلينة( باسنتخدام السنلالة المرجعينة لفطنر 
111.20 

 Baayen؛ )P. citricarpaمن مجموعة من تتابع مباعد النسخ الداخلي لمستفردات فطر  10)التي تمثل 

et al., 2002 والسلالة المرجعية لفطر ،)P. capitalensis ،GC14  التي تمثل المجموعة الثانية من تتابع(
منن آفنات الحمضنيات  12( وBaayen et al., 2002؛ )P. capitalensisمباعد النسنخ النداخلي لمسنتفردات 

 Phyllosticta artocarpina(، وAlternaria spp., Penicillium spp., Colletotrichum sppالأخنننرى )

. وتبل  الحساسية )الحساسية P. citricarpaولم ينشأ تفاعل إيجابي إلا  من فطر  Guignardia bidwelliiو
 فني المائنة 100أجزاء من الدنا لكنل تفاعنل، وتبلن  الحساسنية التشخيصنية  10التحليلية؛ حد الكشف( 

(Gent-Pelzer et al., 2007.) 

 معلومات عامة 1-2-2-4

(. ومصدر الحمض الننووي هنو الأفطنور أو 2007وآخرون ) Gent-Pelzerاستحدث هذا البروتوكول 
الأجزاء المصابة المستأصلة من الثمرة. والغرض من الفحص هو تضخيم جزء منطقة تتابع مباعد 

زوجاً قاعدياً. وفيما يلي البادئنات القليلنة النوكليوتيندات  69النسخ الداخلي لتوليد أمبليكون مكون من 
 المستخدمة: 

 GcF1 (5'-GGT GAT GGA AGG GAG GCC T-3')البادئة الأمامية: 

 GcR1 (5'-GCA ACA TGG TAG ATA CAC AAG GGT-3')البادئة العكسية: 
( عنند الطنرف رقنم 'AAA AAG CCG CCC GAC CTA CCT TCA-3-'5ويوسم مسبار التحليل المائي )

 '3كربوكسنني فلورسننين( ويعنندل عننند الطننرف رقننم-6) FAMباسننتخدام الصننب  المخبننر المتفلننور  5'
ند  -TAMRA (6باسنتخدام صنبغة  Eclipseكربوكسنني ربناعي ميثيننل الأمنين( أو الصننب  المُخَم 

®
 Dark 

Quencher  شركة يوروجنتيك(Eurogentic.) 

على إنزيم  2(Takara)تاكارا  2الذي يبل  تركيزه  Premix Ex Taq Master Mixيحتوي المزيج الرئيسي 
ودار  تفاعننل يحتننوي علننى كلورينند مغنيسننيوم ونوكليوتينند لتضننخيم تفاعننل البلمننرة  تنناك بننوليميريز

                                                   
في هذا البروتوكول التشخيصي  Premix Ex Taq× 2مزيج الرئيسي في ال Takaraلا ينطوي استخدام المنتجات التي تحمل العلامة التجارية  2

ر على على أي موافقة على هذه المنتجات بما يشكل استبعاداً للمنتجات الأخرى التي قد تكون مناسبة هي الأخرى. وتقدَّم هذه المعلومات للتيسي
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( إلننى المننزيج الرئيسنني 50بتركيننز تاكننارا، ( المرجعنني )ROXالمتسلسننل. ويضنناف صننب  روكننس )
Premix Ex Taq ويسننتخدم مناء الفحننوص الجزيئيننة فنني تكننوين منزيج التفاعننل. وينبغنني تنقيننة المنناء .

ميكننرون(  0.45يننره( وتعقيمننه )بالبخننار المضننغوط أو بترشننيحه مننن خننلال )بإزالننة أيوناتننه أو تقط
وينبغنني أن يكننون خالينناً مننن النوكلينناز. ويننتم إجننراء التضننخيم باسننتخدام التنندوير الحننراري لتفاعننل 

 البلمرة المتسلسل الآني. 

 الأساليب 2-2-2-4

 استخلاص الحمض النووي وتنقيته

سننتيمتر( المنأخوذ منن حنواف مسنتعمرة  0.5يستخلص الدنا من حشوات الأفطور )الذي يبل  قطره 
مئوينة فني  22( فني درجنة حنرارة 1-4-4مستنبتة على أغار الكرز المستخلص بالغلي )انظنر القسنم 

الظلام أو من الإصابات الموجودة في الثمرة. وتستأصل الأجزاء المصابة من القشنرة ويننزع أكبنر 
ر ممكن من الألبيدو المحيط وتقشَّر الأنسجة. وتقطع حشوات الأفطنور أو الأجنزاء المصنابة إلنى قد

د بغطنناء علننوي محكننم، ويحتننوي  قطننع صننغيرة وتوضننع فنني أنبننوب طننرد مركننزي مجهننري مننزوَّ
ميكرولتر من  125ملليمتر(، و 3.2الأنبوب على خرزات من الفولاذ غير القابل للصدأ )يبل  قطرها 

( Tweenمنولار، ومنادة تنوين ) 0.02تخلاص )محلنول ملحني مندروء بالفوسنفات تركينزه دار  الاس
فني  0.2فني المائنة، وزلال مصنل أبقنار  2في المائة، وبولي فاينيل البيروليدون  0.5بتركيز  20رقم 

ض  5000ثانية بسرعة تبل   80المائة(. ويرج الأنبوب في مخفقة خرز لمدة  دورة في الدقيقة. ويعنرَّ
( فنني أنبننوب الطننرد 16 100ثننوان بسننرعة قصننوى )بقننوة تسننارع  5يج لطننرد مركننزي لمنندة المننز

ميكرولتنر منن المنادة الطافينة الناشنئة لاسنتخلاص الندنا. ويمكنن  75المركزي المجهري، ويسنتخدم 
استخلاص الدنا باستخدام لوازم اسنتخلاص الندنا المتاحنة تجاريناً وفقناً لتعليمنات الشنركة المصنن ِّعة. 

ارة مملوءة ببولي  50لحجم النهائي لمحلول الدنا ويبل  ا ميكرولتر. وينقى الدنا بعد ذلك في أعمدة دوَّ
هز الأعمدة باستخدام  سم من بنولي فاينينل بنولي البيروليندون، وتوضنع  0.5فاينيل البيروليدون. وتجَّ

عننن ميكرولتننر مننن مناء الفحننص الجزيئنني  250علنى أنبننوب تفاعننل فنارغ وتغسننل مننرتين باسنتخدام 
. ويوضنع معلنق الندنا علنى 4000دقنائق بقنوة تسنارع  5طريق تعريض العمود لطرد مركنزي لمندة 

ض لطرد مركزي لمندة  . ويسنتخدم 4000دقنائق بقنوة تسنارع  5عمود بولي فاينيل البيروليدون ويعرَّ
الجزء المتدفق كمدخل في فحص تفاعل البلمرة المتسلسل. ويمكن استخدام الدنا بعند تنقيتنه فنوراً أو 

ن في درجة حرارة  مئوية تحت الصفر لمدد زمنية  20مئوية طوال الليل أو في درجة حرارة  4يخزَّ
سننتخلاص. وبننولي أطننول. ويسننتخدم بننولي فاينيننل البيرولينندون كمركننب قابننل للننذوبان فنني دار  الا

فاينيل بولي البيروليندون هنو بنولي فاينينل البيروليندون المتشنابك بنروابط تسناهمية ويسنتخدم كمنادة 
 ترشيح غير قابلة للذوبان.

  

                                                                                                                                                               
على المادة الكيميائية و/أو الكاشف و/أو المعدات المذكورة. ويجوز  مستعملي هذا البروتوكول ولا تعني موافقة من هيئة تدابير الصحة النباتية

 استخدام منتجات معادلة إذا تبيَّن أنها تفضي إلى نفس النتائج.
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 تفاعل البلمرة المتسلسل

 ميكرولتر من التفاعل الوحيد( من الكواشف التالية: 30يتألف المزيج الرئيسي )التركيز لكل 

 العملي التركيز الكاشف
الحجم لكل 
تفاعل 

 )ميكرولتر(
 التركيز النهائي

 لا يوجد 13.1 لا يوجد ماء صالح للفحص الجزيئي

( Premix Ex Taq) مننننزيج رئيسنننني
)تاكارا(

2  
2 × 15 1 × 

 ميكرومولار 0.25  0.15 ميكرومولار GcF1 50 البادئة
 ميكرومولار 0.25 0.15 ميكرومولار GcR1 50 البادئة

 ميكرومولار 0.10 0.6 ميكرومولار GcP1 5 المسبار
 - 29.0 - المجموع الفرعي

 - 1 - الدنا
 - 30.0 - المجموع

ميكرولتر  12.5عند الاقتضاء؛ وفي هذه الحالة، يستخدم  50ميكرولتر من صب  روكس المرجعي بتركيز  0.6يمكن إضافة 
 من ماء تفاعل البلمرة المتسلسل.

دورة فنني  40دقننائق، و 10درجننة مئويننة لمنندة  95وتبلن  بننارامترات تنندوير تفاعننل البلمننرة المتسلسنل 
درجة مئوية لمدة دقيقنة واحندة. وتنم الوصنول إلنى الحند  60ثانية، و 15مئوية لمدة  95درجة حرارة 

 )شنركة 7900أو  ABI PRISM® 7700، باسنتخدام نظنام اكتشناف التتنابع 40الفاصنل للندورات، وهنو 
النننظُم البيولوجيننة التطبيقيننة( والمننواد والكواشننف المسننتخدمة علننى النحننو المبننيَّن أعننلاه. وينبغنني 

 ملاحظة ما يلي:

  ً  .ينبغي أن يكون منحنى التضخيم أسُيا
  شننريطة أن 40تعتبنر العيننة إيجابينة إذا كاننت قيمنة الندورة الندنيا الناتجنة عنهنا تقنل عنن ،

 .تكون عناصر ضبط التلوث سلبية
  شنريطة أن  40تعتبنر العيننة سنلبية إذا كاننت قيمنة الندورة الندنيا الناتجنة عنهنا لا تقنل عنن

 .تكون عناصر ضبط الفحص وتثبيط الاستخلاص إيجابية
 وينبغي التحقق من قيمة الحد الفاصل للدورات في كل مختبر عند إجراء الاختبار للمرة الأولى.

 معلومات إجرائية أساسية 3-2-2-4

)ضبط إيجابي( كعينة إضنافية  P. citricarpaج الدنا المأخوذ من سلالة مرجعية من فطر ويجب إدرا
لضمان نجاح التضخيم. ويجب أيضاً إجراء تضخيم تفاعل البلمرة المتسلسنل علنى عيننة تكنون فيهنا 

قنند اسننتبُدلت بخلاصننة النندنا مننن أنننواع أخننرى ذات صننلة )مثنننل  P. citricarpaخلاصننة دنننا فطننر 
P. citriasiana ( أو على عينة منن القشنرة الخارجينة السنليمة )ضنبط سنلبي(. ويتطلنب رصند التلنوث

 المحتمل للكاشف وأي نتائج إيجابية كاذبة أن يستعاض عن العينة بالماء )ضبط التفاعل(.

وللتحقق من التفاعلات السلبية الكاذبة الناشئة عن تثبيط تفاعل التضخم، يمكن أن يضاف إلى مزيج 
نانو مولار من البادئة الأمامينة لعنصنر  75جزء من عنصر ضبط التضخم الداخلي، و 12.5فاعل الت

ننانو منولر منن  75، وFIAC( 'TGG CCC TGT CCT TTT ACC AG-3-'5) ضنبط التضنخم النداخلي
 50( و'TTT TCG TTG GGA TCT TTC GAA-3-'5) البادئنة العكسنية لعنصنر ضنبط التضنخم النداخلي

 MBG (55'-ACA CAA TCTمن مسبار التحلينل المنائي لعنصنر ضنبط التضنخم النداخلي  نانو مولار

GCC-3'صننب  المخبننر المتفلننور ال( الموسننوم بVIC™   شننركة يوروجنتيننك( ويمكننن إضننافة الصننب(
Eclipseالمخمد 

®
 Dark Quencher )إلى مزيج التفاعل. )شركة يوروجنتيك 
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 باستخدام تتابع مباعد النسخ الداخلي P. citricarpaتحديد هوية فطر  3-2-4

 معلومات عامة 1-3-2-4

يمكننن تأكينند هويننة العينننات الإيجابيننة التنني يننتم التعننرف عليهننا مننن خننلال تفاعننل البلمننرة المتسلسننل 
وفيمنا يلني وصنف لأسنلوب تتنابع مباعند النسنخ  (.Baayen et al., 2002التقليندي عنن طرينق التتنابع )

ث الرنا الريباسي الفطري.  الداخلي ولمنطقتين من مور ِّ

 وفيما يلي البادئات القليلة النوكليوتيدات:

 ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3')البادئة الأمامية: 

 .ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3')  (White et al., 1990)البادئة العكسية: 

 الأساليب2-3-2-4 

 استخلاص الحمض النووي وتنقيته

سننتيمتر مربننع منأخوذة مننن مسنتنبت نقنني لمسننتفردة  1ينبغني اسننتخلاص الندنا مننن حشنوة مسنناحتها 
الآفة. وتستخدم مجموعة لوازم الاستخلاص المناسبة أو يستخلص الدنا باتباع أسلوب تقليدي أكثنر، 

(. وينبغنني تخنزين الندنا المسننتخلص فني درجننة 2000وآخنرون ) Hughesمثنل الأسنلوب الننذي يصنفه 
ن في درجة حنرارة  4حرارة  مئوينة تحنت الصنفر فني حالنة عندم  20مئوية لاستخدامه فوراً أو يخزَّ

 إجراء الاختبار في نفس اليوم.

 تفاعل البلمرة المتسلسل

 ألف من الكواشف التالية: ميكرولتر، ويت 50يبل  مجموع حجم تفاعل البلمرة المتسلسل الوحيد 

 التركيز العملي الكاشف
الحجم لكل تفاعل 

 )ميكرولتر(
 التركيز النهائي

 لا يوجد 37.5 لا يوجد ماء صالح للتحليل الجزيئي

× )+  10 دار  تفاعل البلمرة المتسلسل
مللي مولار من كلوريد المغنسيوم(  15

  3()شركة روش

2 × 5 1 × 

 0.024 تاك)

 (وحدة/ميكرولتر

 مللي مولار 10 ديوكسي نوكليوتيدات
 )لكل منها(

 مللي مولار  8 4
 )لكل منها(

 ميكرو مولار 0.12 0.6 ميكرو مولار ITS1 10 البادئة
 ميكرو مولار 0.12  0.6 ميكرو مولار ITS4 10 البادئة

الدنا )شركة روش(إنزيم تاك بوليميريز 
3

 وحدة/ميكرولتر 0.03 0.3 وحدة/ميكرولتر 5 
 - 48 - المجموع الفرعي

 - 2 - الدنا
 - 50 - المجموع

 

مئوينة  94 دورة فني درجنة حنرارة 40وثانينة؛  30درجنة مئوينة لمندة  94وتبل  بارامترات تندوير تفاعنل البلمنرة المتسلسنل 
درجة مئوية لمدة  72وثانية؛  30درجة مئوية لمدة  72وثانية،  60درجة مئوية لمدة  55وثانية،  15لمدة 

 (.Baayen et al., 2002زوجاً قاعدياً ) 550دقائق. ويبل  حجم الأمبليكون  5

 تتابع الأمبليكونات

                                                   
كول في درء تفاعل البلمرة المتسلسل وإنزيم تاك يوليميريز الدنا في هذا البروتو Rocheلا ينطوي استخدام المنتجات التي تحمل العلامة التجارية  3

ات للتيسير التشخيصي على أي موافقة على هذه المنتجات بما يشكل استبعاداً للمنتجات الأخرى التي قد تكون مناسبة هي الأخرى. وتقدَّم هذه المعلوم
دات المذكورة. ويجوز على مستعملي هذا البروتوكول ولا تعني موافقة من هيئة تدابير الصحة النباتية على المادة الكيميائية و/أو الكاشف و/أو المع

 استخدام منتجات معادلة إذا تبيَّن أنها تفضي إلى نفس النتائج.
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م ) فنني المائننة  1.5ميكرولتننر منن المننزيج( يوضننع علنى هننلام الأغنناروس بتركينز  5المنزيج المضننخَّ
منن تفناعلات  ميكرولتنر 45للتحقق من تفاعلات الاختبار الإيجابية. وتنقى الكمية المتبقية التي تبلن  

الاختبار الإيجابية باستخدام مجموعة لنوازم تنقينة تفاعنل البلمنرة المتسلسنل المناسنبة وفقناً لتعليمنات 
 .ITS4والبادئة العكسية  ITS1الشركة المصن ِّعة. ويتم إجراء التتابع مع البادئة الأمامية 

 معلومات إجرائية أساسية 3-3-2-4

 التضخيم والتحليل 

ينبغي إذابة الدنا المستخلص عند اللزوم. وينبغي إعداد ما يكفي من مزيج التفاعل لاختبار ما لا يقل 
عن عينة واحدة من المستفردة المجهولنة، وعنصنر ضنبط إيجنابي يحتنوي علنى دننا قابلنة للتضنخيم 

ل مع الماء بدلاً من الدنا. وتذاب العينات في هلام الأغاروس بت  1.5ركيز وعنصر ضبط سلبي محمَّ
في المائة. وتقارن التتابعات التوافقية لعينات الاختبار )مع استبعاد تتابعات البادئة( مع سلالة مؤكدة 

)رقننم الانضننمام إلننى قاعنندة بيانننات بنننك الجينننات  P. citricarpa،CBS 127454للمحننتم السننابق لفطننر 
GenBank accession number JF343583لتكنولوجينننا الحيوينننة ( فننني المركنننز النننوطني لمعلومنننات ا

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ وينبغنني أن يتننراوح مسننتوى التأكنند مننن الهويننة بننين .)فنني المائننة  99
 في المائة.  100و

 السجلات  -5

 . 2006: 27من المعيار الدولي  5-2ينبغي الاحتفاظ بالسجلات والأدلة المبيَّنة بالتفصيل في القسم 

وفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطراف متعاقدة أخرى تأثراً سلبياً بنتائج التشخيص، ينبغي الاحتفاظ 
بسننجلات وأدلننة النتننائج )لا سننيما المسننتنبتات، والشننرائح، وصننور مسننتنبتات الفطريننات، وصننور 

 لمدة لا تقل عن سنة. الأعراض والعلامات، وصور خلاصات الدنا، وهلام الفصل(

 جهات الاتصال للحصول على المزيد من المعلومات  -.6

وأسناليب اكتشنافه وتحديند هويتنه  P. citricarpaيمكن الحصول على المزيد من المعلومات عن فطنر 
 من الجهات التالية )حسب ترتيبها الأبجدي(:

 
ARC-Plant Protection Research Institute, Biosystematics Division: Mycology, Private Bag x134, 
Queenswood 0121, South Africa (Dr Mariette Truter; tel.: +27 12 8088281; fax: +27 12 8088297; e-
mail: truterm@arc.agric.za). 

Plant Research International, PO Box 26, 6700 AA Wageningen, The Netherlands (Dr Peter J.M. 
Bonants; tel.: +31 31 7480648; fax +31 31 7418094; e-mail: peter.bonants@wur.nl). 

Universidade de São Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz-ESALQ/USP, 
Piracicaba, São Paulo, Brazil (Dr Marcel B. Spósito; tel.: +55 19 34294190 ext. 4190; fax +55 19 
34294414; e-mail: mbsposito@usp.br). 

University of Florida, Citrus Research and Education Center (CREC), 700 Experiment Station Rd, 
Lake Alfred, FL 33850, USA (Dr Lavern W. Timmer; tel.: +1 863 9561151; fax: +1 863  
9564631; e-mail: lwtimmer@ufl.edu). 
 
University of Florida, Citrus Research and Education Center (CREC), 700 Experiment Station Rd, 

Lake Alfred, FL 33850, USA (Dr Lavern W. Timmer; tel.: +1 863 9561151; fax: +1 863 9564631; e-

mail: lwtimmer@ufl.edu). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
mailto:truterm@arc.agric.za
mailto:peter.bonants@wur.nl
mailto:mbsposito@usp.br
mailto:lwtimmer@ufl.edu
mailto:lwtimmer@ufl.edu


 2014:5البروتوكول التشخيصي   البروتوكولات التشخيصية للآفات الخاضعة للوائح التنظيمية

 

 

19 -5 ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

من قبل المنظمات القطرية الخاصة  ويمكن تقديم طلب لإعادة النظر في بروتوكول التشخيص

بوقاية النباتات والمنظمات الإقليمية لوقاية النباتات أو الأجهزة التابعة لهيئة تدابير الصحة النباتية 

إلى  ( التي ستقوم بدورها بإحالتهاippc@fao.orgمن خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات )
 الفريق الفني المعني بوضع بروتوكولات التشخيص. 

 شكر وتقدير -.7

 أعد المشروع الأصلي لهذا البروتوكول كل من:
 

 Dr Irene Vloutoglou, Benaki Phytopathological Institute, 8, St Delta St, GR-145 61 Kifissia, 
Athens, Greece (tel.: +30 210 8180231; fax: +30 210 8077506; e-mail: i.vloutoglou@bpi.gr). 

Dr Johan Meffert, Plant Protection Service, 15, Geertjesweg, 6706 EA Wageningen, The 
Netherlands (tel.: +31 417 496837; fax +31 317 421701; e-mail: j.p.meffert@minlnv.nl). 

Dr Luis E. Diaz, Ministry of Husbandry, Agriculture and Fisheries, General Directorate of 
Agricultural Services, Mycology Department, Av. Millán 4703, CP 12900, Montevideo, 
Uruguay (tel.: +598 2 3043992; fax: +598 2 3043992; e-mail: ldiaz@mgap.gub.uy). 
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 الأشكال. -9

 

 
علووى  Phyllosticta citricarpaأعوراض البقوع الصوولبة والبقوع النمشوية التوي يسووببها فطور  .1الشوكل 

)ألننف، أ( إصننابات البقننع (: Citrus limon( والليمووون الحمضووي )Citrus sinensisالبرتقووال الحلووو )
الصلبة على البرتقال الحلنو حينث توجند إصنابات أكبنر محتوينة علنى دوارق الطنور النناقص لفطنر 

Phyllosticta citricarpa  الأسهم(؛ )باء( إصابات ببقع نمشية على الليمون؛ )ب( إصابات ببقع نمشية(
منن الندوارق(؛ )جنيم( إصنابات  على البرتقال الحلو )الإصابات غنائرة قلنيلاً فني المنتصنف وخالينة

ببقع صلبة ونمشية على الليمون؛ )ج( إصنابات ببقنع نمشنية )الأسنهم السنوداء( والمرحلنة الوسنيطة 
بين الإصابة بنالبقع النمشنية والبقنع الصنلبة المحتوينة علنى دوارق )الأسنهم البيضناء( علنى الليمنون 

 الحلو.
 

 معهد البيولوجيا، سوروكابا، البرازيل. E. Feichtenbergerالصور من إهداء من 
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عة التي يسببها فطر . 2الشكل  لاسوداد الكاذب، والبقع الخبيثة، والبقع الشريطية، والبقع المتصدِّّ

Phyllosticta citricarpa ( على ثمار البرتقال الحلوCitrus sinensis( والليمون )Citrus limon:)  )ألف(
على ثمنرة برتقنال حلنو ناضنجة؛ )أ( إصنابات باسنوداد كناذب تحنيط بهنا إصابات بالاسوداد الكاذب 

لطخات داكنة على ثمرة برتقال حلو ناضجة؛ )باء( إصابات باسوداد كاذب على ثمنرة برتقنال حلنو 
)جيم( إصابات ببقع خبيثة على برتقال حلو )الإصابات غائرة وتمتد إلى مسافة عميقة في  خضراء؛

 قننننننننع شننننننننريطية علننننننننى ثمننننننننرة برتقننننننننال حلننننننننو خضننننننننراء؛)دال( أعننننننننراض ب الألبينننننننندو(؛
)هاء( إصابات ببقنع متشنققة علنى البرتقنال الحلنو )الإصنابات ناتئنة قلنيلاً، ومتشنققة ومحتوينة علنى 

 هوامش غير منتظمة وخالية من الدوارق(.

 )ألف، باء، جنيم، دال، هناء( (FUNDECITRUS)الصور من إهداء صندوق وقاية نباتات الحمضيات 
 ، معهد البيولوجيا، سوراكابا، البرازيل )أ(. E. Feichtenbergerو
 



 2014:5البروتوكول التشخيصي   البروتوكولات التشخيصية للآفات الخاضعة للوائح التنظيمية

 

 

25 -5 ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 

 
علوى  Phyllosticta citricarpaأعراض البقعة السوداء على الحمضويات الناتجوة عون فطور  .3الشكل 

 ( )ألف( وأغصانه )باء( Citrus limonأوراق الليمون الحمضي )

، M. Truter، معهند البيولوجينا، سنوروكابا، البرازينل )ألنف(، وE. Feichtenbergerالصور منن إهنداء 
  معهد بحوث وقاية النباتات، مجلس البحوث الزراعية، بريتوريا، جنوب أفريقيا، )باء(. 



 البروتوكولات التشخيصية للآفات الخاضعة للوائح التنظيمية 2014:5البروتوكول التشخيصي  

 

26  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -5 ب ت   

 على ثمرة الحمضيات Phyllosticta citricarpaفطر  لتحديد: رسم تخطيطي 4لشكل ا
تننم التحقننق مننن الفحننوص الجزيئيننة المسننتخدمة فنني تحدينند هويننة الكننائن علننى المسننتنبتات النقيننة  1

والإصابات الموجودة فني الثمنرة ولنيس علنى أي منادة نباتينة أخنرى )مثنل الأوراق أو الأغصنان(. 
 وتفاعل البلمرة المتسلسل. مباعد النسخ الداخلي؛

 

 

 

ثمرة حمضيات تظهر عليها أعراض 

 شبيهة بأعراض البقع السوداء

العزل 

تفاعل البلمرة المتسلسل  والاستنبات
 التقليدي

المتسلسل  تفاعل البلمرة
 الآني

الاختبارات الجزيئية
1

 

نتيجة تفاعل 
البلمرة 
 المتسلسل

مستعمرات شبيهة 
  بمستعمرات
P.citricarpa 

الشكل 
  والتركيب

نتيجنننننة تفاعنننننل 
البلمنننننننننننننننننننننرة 
المتسلسل الآني 

 إيجابية

 تتابع مباعد النسخ الداخلي

فطر 
P.citricarpa 

 موجود

 P.citricarpa فطر
 موجود غير

اختبارات 
 جزئية

خصائص الشكل 
والتركيب المتسقة 

ر مع فط

P.citricarpa 

 نتيجة إيجابية

 لا

 أو

 أو

 

 أو

 

الانتقال إلى الاختبارات 
 الجزيئية

 P.citricarpaفطر 
 غير موجود

 

 P.citricarpaفطر 
 موجود

 

 أو

 

 أو

 P.citricarpa فطر

 غير موجود 

 نعم

 لا
 

 لا
 

 لا
 نعم

 

 نعم

 
 نعم

 
 لا

 نعم
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)ألنف( : Phyllosticta citricarpaخصائص المستعمرات وشكل وتركيب الدوارق فوي فطور  .5الشكل 

مستعمرة تحتوي على هوامش غير منتظمة تحنيط بهنا منطقنة شنفافة منن أفطنور غنائر عنديم اللنون 
( في درجة 5.5يوماً من نموها على أغار ديكستروز البطاطس )الأس  الهيدروجيني  30)السهم( بعد 

ساعة؛ )باء( تسرب المادة اللزجنة البوغينة منن دوارق ناضنجة؛  12 مئوية ومدة تصوير 25حرارة 
)جيم، دال( أبواغ تحتوي على غمد مخاطي رقينق )جنيم، السنهم( وزائندة مخززينة الشنكل وعديمنة 

 مرة باستخدام زيت الغمر(.  1000اللون )دال، السهم، وكُب ِّرت الصورة 

تربيننة الحيوانننات والزراعننة ومصننايد الأسننماك، مونتيفيننديو، ، وزارة L.E. Diazمننن إهننداء  لصننورا
   أوروغواي.
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 Phyllosticta citricarpaشوووكل وتركيوووب الأبوووواا وخصائصوووها الاسوووتنباتية فوووي فطووور  .6الشوووكل 

دة بغمد مخاطي رقيق )أقل من  P. citricarpa)ألف( أبواغ فطر : Phyllosticta capitalensisو  1.5مزوَّ
دة بغمنند مخنناطي سننميك )أكثننر مننن  P. capitalensisميكننرون(؛ )بنناء، جننيم( أبننواغ فطننر   1.5مننزوَّ

د بتبناين  10ميكرون( )مقياس الرسم =  ميكنرون( )أخُنذت الصنورة جنيم تحنت مجهنر ضنوئي منزوَّ
)هناء(  P. capitalensis)دال( وفطنر  P. citricarpaلفروق التداخل(؛ )دال، هاء( مستعمرات من فطر 

)السننهم العلننوي(، وأغننار خلاصننة الشننعير )السننهم  أيننام مننن النمننو علننى أغننار دقيننق الشننوفان 7د بعنن
)يلاحننظ ظهننور صننب  أصننفر حننول  الأوسننط( وأغننار الكننرز المسننتخلص بننالغلي )السننهم السننفلي(

المتكونننة علننى أغننار دقيننق الشننوفان )دال، الأسننهم( وعنندم وجننود هننذا  P. citricarpaمسننتعمرة فطننر 
 المتكونة على نفس الوسط )هاء((. P. capitalensisبتات فطر الصب  في مستن
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، أوتريخت، هولندا )ألف، الفطريات، الهيئة المركزية لمستنبتات G. Verkleyالصور من إهداء 
 وباء، وجيم(

 ات، فاغيننغن، هولندا )دال، هاء(، دائرة وقاية النباتW. van Lienden و
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 اريخ النشرت

 رسميا من المعاييرهذا الجزء ليس جزءا 

أضافت هيئة تدابير الصحة النباتية موضوع برنامج العمل:  03-2006
  2006-06الفطريات والكائنات الحية المماثلة للفطريات

 Guignardia وع ــــة موضـــــأضافت اللجنة التوجيهي 11-2004

citricarpa 
(23-2014) 

تشاور الأعضاء عبر القرارات  وافقت اللجنة التوجيهية على 11-2011
 (eSC_Nov_062011_)الالكترونية 

 مشورة الأعضاء 07-2012

  Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa تغير العنوان إلى  03-2013

 (2004-23) على الثمرة

استعراض الفريق الفني المعني ببروتوكولات التشخيص وتقديمه  07-2013
 (eTPDP_Jun_012013_) للموافقة والاعتمادإلى اللجنة التوجيهية 

يوما عبر  45موافقة اللجنة التوجيهية على فترة الإخطار  10-2013

 (eSC_Nov_132013_)القرارات الإلكترونية 

 تلقي اعتراض رسمي –فترة إخطار بروتوكولات التشخيص  2014–10/12

مراجعة الفريق الفني المعني ببروتوكولات التشخيص في   02/03-2014
 اجتماع على شبكة الإنترنت

يوما عبر القرارات  45موافقة اللجنة التوجيهية على فترة الإخطار  2014

 (eSC_Nov_012014_)الإلكترونية 

 فترة إخطار بروتوكولات التشخيص   07/08-2014

اعتماد اللجنة التوجيهية لبروتوكولات التشخيص نيابة عن هيئة  08-2014
 تدابير الصحة النباتية

( ، علما بالتعديلات التحريرية المقترحة من قبل مجموعة 11). اخدت هيئة تدابير الصحة النباتية ، في دورتها 04-2016

 مراجعة اللغة العربية

: 5المرفق  :2006-27المعيار الدولي لتدابير الصحة النباتية رقم 

Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa  ( روما، 2014على الثمرة .)
 منظمة الأغذية والزراعة –الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 2016-05آخر تحديث لتاريخ النشر: 

 


