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3 -5 ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

  معلومات عن الآفة -1

، وهي فطر "السوداء في الحمضيات البقع"هي الكائن المسبب لمرض  Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aaآفة 

والأصناف  fortunellaو Poncirusو البونسيروس  citrusثمار الحمضيات من الجنس  يسبب تبقع الأوراق وتلطخ

وأصنافه الهجينة، والليمون العريض الأوراق  (Citrus aurantium) المهجَّنة منها. وباستثناء البرتقال الحمضي )النارنج(

 ;Aguilar-Vildoso et al., 2002رض )فإن كل أنواع الحمضيات التي تُنتج على المستوى التجاري عرضة للإصابة بالم

Kotzé, 2000 وتعتبر ثمار الليمون الحمضي عرضة بشكل خاص للإصابة بهذه الآفة وبالتالي فهي في العادة أول نوع .)

 (.Kotzé, 2000من الحمضيات تظهر عليه أعراض المرض حالما يدخل الكائن الممرض إلى منطقة جديدة )

 . (Benson, 1895)في البرتقال الحلو 1895السوداء في أستراليا في عام  رض البقعوسُجلت أولى حالات الإصابة بم

وأمريكا الشمالية وأمريكا الجنوبية  ويوجد المرض حالياً في بعض المناطق المنتجة للحمضيات في أفريقيا وآسيا وأستراليا

، Schubert؛ و2010ات في أمريكا الشمالية، ؛ ومنظمة وقاية النبات2011)المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية، 

(. ولم ترد أي بلاغات عن هذا الكائن من أوروبا أو أمريكا الوسطى أو منطقة البحر الكاريبي )المركز 2012، وآخرون

وبا ؛ والمركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية/منظمة وقاية النباتات في أور2011جية، لوالدولي للزراعة والعلوم البيو

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

 (.2010؛ ومنظمة وقاية النباتات في أمريكا الشمالية، 1997

مما يجعل  ها الفطرأساساً عن التشوهات الخارجية التي يحدث ناجمةعلى آثار اقتصادية  P. citricarpaفطر وينطوي 

(. وقد ينجم عن الإصابات الشديدة سقوط Spósito, 2003ثمار الحمضيات غير مناسبة لأسواق المنتجات الطازجة )

(. وتحدث بعض الخسائر بسبب تساقط الثمار في السنوات التي تكون فيها الظروف Kotzé, 2000الثمار قبل نضجها )

)المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية،  على الأشجار بعد ذروة موسم النضجمهيأة لظهور الآفة وعندما تترك الثمار 

)غير المصحوبة بأعراض( في الثمار في موسم الحصاد قد  (. وبالإضافة إلى ما سبق، فإن الإصابات غير الظاهرة2011

 (.Kotzé, 1996) تظهر أعراضها أثناء النقل أو التخزين

سوداء في الحمضيات بتوافر اللقائح، والظروف البيئية المواتية للعدوى )مثل الطقس الدافئ ال وتتأثر دراسة وباء البقع

 ,Kotzé, 1981والأمطار والرطوبة(، ودورة نمو شجرة الحمضيات، وعمر الثمرة والأوراق بالنسبة لحساسيتها للعدوى )

الأجسام الثمرية المحتوية على الأبواغ  (. وفي المناطق التي يقتصر فيها هطول الأمطار على موسم وحيد، تمثل2000

أيضاً مصدراً مهماً  P. citricarpa. وتشكِّل دوارق أبواغ حالزقية التي لا تتكون إلا على دُبال الأوراق المصدر الرئيسي للقا

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

 ,Kotzéالإزهار والإثمار، أو في الحالات التي يحدث فيها تزهير متعاقب وشاذ في أنواع وأصناف الحمضيات المزروعة، )

1981; Spósito et al., 2008, 2011) 

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

وتسقط أوراق الحمضيات على مدار السنة في بعض البلدان وتسقط في  (.Kotzé, 1981وكذلك درجات الحرارة السائدة )

 21وتتراوح درجة الحرارة المثلى لتكون الأجسام الثمرية بين  حمواسم معيَّنة في بلدان أخرى، ويؤثر ذلك على توافر اللقا
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4  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -5 ب ت   

درجة مئوية  35درجات مئوية أو تزيد على  7 ثمرية في درجة حرارة تقل عندرجة مئوية؛ ولا تتكون الأجسام ال 28و

(Lee and Huang, 1973.)  وتنطلق الأبواغ الزقية خلال تساقط الأمطار وفي بعض الأحيان أثناء الري أو عندما يتكون

(. وتنطلق الأبواغ Kotzé, 1981(، وتتأثر كثيراً بنمط هطول الأمطار )Kiely, 1949a; Kotzé, 2000الندى بكثافة )

سنتيمتر فوق الأجسام الثمرية وتحملها تيارات الهواء خلال ظلة الأشجار ولمسافات  1.2الزقية عنوة إلى ارتفاع يصل إلى 

أشهر، ولكن الأعراض  6و 4وتبدأ الفترة الحرجة للعدوى عند الإثمار وتستغرق مدة تتراوح بين  (.Kiely, 1949aطويلة )

(. وفي البرازيل، تعتبر ثمرة Baldassari et al., 2006أشهر بعد الإثمار ) 6ة لا تظهر إلّا بعد أكثر من الأولى على الثمر

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

 متراتسنتي 6و 5 في المائة من التويجات عندما يتراوح قطرها بين 75أسبوعاً من سقوط  24

(Baldassari et al., 2006). 

حتى يكتمل نمو الثمرة أو تصل إلى مرحلة النضج، فتبدأ الأعراض في الظهور  سكونيظل الفطر في حالة وعقب العدوى، 

 أشهر 10(. وتظل الأوراق عرضة للإصابة منذ تكونها حتى عمر Kotzé, 2000بعد عدة أشهر من العدوى )

(Truter et al., 2007.) 

على أبواغ على الثمرة والأوراق والأغصان الميتة، وسويقات الثمار، وتتكون بكثرة على دُبال ون الدوارق المحتوية وتتك

(. ويمكن أن تتناثر على الغطاء النباتي أو تنتقل من الثمار المصابة التي يتأخر قطافها إلى الثمار Kotzé, 2000رق )دواال

(. ويتميز Agostini et al., 2006; Spósito et al., 2008لة حساسة للعدوى )والأوراق الصغيرة التي لا تزال في مرح

 Leptodothiorellaبأبواغه الصغيرة اللاجنسية، التي يرد وصفها في إطار تناول الجنس  P. citricarpaأيضاً فطر 

(Kiely, 1949aوهذه الأبواغ الغبيرية الصغيرة التي يشار إليها أيضاً باسم الحالة "ال .)( "نطفيةKiely, 1949a تظهر )

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

P. citricarpa .لا يزال غير واضح 

الشجرة. وتكثر ومما يعزز ظهور الأعراض على الثمرة الناضجة ارتفاع درجة الحرارة، وشدة الضوء، والجفاف، وضعف 

(. ويفترض أن ينتشر فطر Kotzé, 2000البقع السوداء في أشجار الحمضيات الكبيرة أكثر منها في الأشجار الصغيرة )

P  citricarpa  إلى الأشجار الجديدة من خلال الشتلات المصابة أو مواد الزراعة الأخرى وليس عن طريق ثمار

 .(Kotzé, 2000; Timmer, 2004الحمضيات )

التي لا تظهر عليها أعراض أو الثمار التي تظهر عليها بقع صغيرة للغاية )يقل تجدر الإشارة إلى أنه في ثمار الحمضيات و

 Phyllosticta capitalensisملليمتر( بدون دوارق، قد توجد نبْتَات طفيلية داخلية غير مُمرضة من فطر  2قطرها عن 

Henn كان يشار إليها من قبل على سبيل الخ(طأ باسم Guignardia mangiferae A.J. Roy) (Glienke et al., 

( الخصائص الاستنباتية 2002وآخرون ) Baayen(، التي سُجلت في الكثير من السلالات النباتية. وتناول 2011

ة . وعلاوP. citricarpaعن فطر   P. capitalensisوخصائص الشكل والتركيب والخصائص الجزيئية التي تميِّز فطر 

 Phyllosticta citriasianaقد تلتبس مع الأعراض التي يسببها فطر  P. citricarpaعلى ذلك فإن أعراض 
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5 -5 ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

Wulandari, Crous & Gruyter  )وهو كائن مُمرض وصف حديثاً ولم يظهر حتى الآن إلّا على ثمرة البوميلو )الشادوك

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

( الخصائص الاستنباتية وخصائص 2009وآخرون ) Wulandariأنواع الحمضيات الأخرى فهي غير معروفة. ووصف 

، وهو النوع الممرض P. citricarpaعن فطر  P. citriasianaالشكل والتركيب والخصائص الجزيئية التي تميِّز فطر 

 Citrus spp. Phyllosticta تم وصفهما مؤخراً، مرتبطان بفطر Phyllostictaناك نوعان من فطر للحمضيات. وه

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

رض أيضاً بقعاً صغيرة تتراوح بين بنية وسوداء وهالات ذات لون أخضر زيتوني على أوراق البوميلو. ويسبب الكائن المم

كنبتة طفيلية  P. citribraziliensis(. واكتشف فطر Wang et al., 2012مشابهة لاسوداد ثمار اليوسفي والبرتقال )

 (.Glienke et al., 2011) في البرازيل داخلية في الأوراق السليمة للحمضيات

 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 

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

 للتعرف على الأسماء الشائعة باللغات الأخرى(

 MycoBank 320327بنك الفطريات  المرجع:

 الكشف  -3

 يمكن أن تحتوي ثمار الحمضيات والبونسيروس والكوكوات وسويقاتها وأورقها وأغصانها والأصناف المهجّنةة منهةا علةى   

 (.2011)المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية،  P. citricarpaفطر 

 الأعراض على الثمرة 1-3

د الكاذب، أو البقع الخبيثة( على الثمرة تبعاً لدرجة تظهر عدة أعراض )مثل البقع الصلبة، أو النمش، أو الاسودا

على الثمرة من خلال  P. citricarpa(. ومن المستبعد أن يؤكد بدقة وجود فطر Kotzé, 2000الحرارة ونُضج الثمرة )

الفحص البصري وحده لأن الأعراض متغيِّرة في مظهرها ويمكن بسهولة الخلط بينها وبين الأعراض التي تسببها 

 ,Kotzé, 2000; Snowdon) رضات الحمضيات الأخرى أو الأعطاب الميكانيكية أو الناتجة عن البرودة أو الحشراتمم
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6  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -5 ب ت   

1990; L. Diaz, المعروفة على نطاق واسع على النحو الذي وصفه  ةرسالة شخصية(. وفيما يلي الأعراض الأربعKiely 

(1949a, 1949b, 1960). 

السوداء في الحمضيات شيوعاً، وهي تتألف من إصابات سطحية يتراوح قطرها بين  بقعهي أكثر أعراض ال .البقع الصلبة

ملليمترات ويتراوح لون مركزها بين الرمادي والأسمر ولها هامش يتراوح لونه بين البني الداكن والأسود )الشكل  10و 3

وهة البركان. ويمكن أن تظل البقع ألف(. ويصبح مركز الإصابة في المراحل المتقدمة من تطور الأعراض شبيهاً بف-1

الصلبة الفردية صغيرة أو 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 منتصف هذه البقع )الشكل 

( ويمكن اكتشافها باستخدام عدسة يدوية أو مجهر تشريح. وتظهر البقع الصلبة في العادة عندما تبدأ الثمرة في )أ(1

في (. وKotzé, 1981, 2000النُضج، بل وحتى قبل أن يتغيَّر لونها، وعلى جانب الثمرة الأكثر تعرضاً لضوء الشمس )

سوداء في الحمضيات من خلال الأماكن المصابة ببقع صلبة يمكن التعرف بسهولة على البقع الالعديد من الحالات 

 محتوية على دوارق.

ملليمترات،  3و . بقع رمادية أو سمراء أو مائلة إلى الاحمرار أو عديمة اللون يتراوح قطرها بين ملليمتر واحدالنمش

ع إلى بنّي بمرور الوقت وتكاد تخلو باء(. ويتحول لون البق -1وغائرة قليلًا في المنتصف ولا تحيط بها أي هالات )الشكل 

)ب((. ويتكون النمش في معظمه بعد تغيُّر لون الثمرة وقد يظهر أيضاً كبقع تابعة حول البقع 1دائماً من الدوارق )الشكل 

جيم(. وقد يلتحم النمش مكوناً بقعاً أكبر تتحول إلى بقع خبيثة )الشكل  -1( )الشكل Bonants et al., 2003الصلبة )

 (.Kotzé, 1981, 2000جيم( وبخاصة في أثناء تخزين الثمرة ) -2

. يظهر في العادة على الثمرة الخضراء في شكل لطخة بارزة بنية داكنة أو سوداء يحيط بها في الاسوداد الكاذب أو التلطخ

. وتخلو باء( -2و )أ(،2ألف، و -2( )الأشكال FUNDECITRUS, 2005كثير من الأحيان بقع صغيرة داكنة اللون )

(. ويلاحظ هذا العَرَض 2011البقع من أي دوارق وقد تتلاحم مع تقدم الموسم )المركز الدولي للزراعة والعلوم البيولوجية، 

 (.FUNDECITRUS, 2005يوجد لمدة طويلة ) P. citricarpaفي المناطق المنتجة للحمضيات حيث فطر 

بقع غائرة غير منتظمة يتراوح لونها بين الأحمر والبني أو قد تكون  .البقع الخبيثة أو البقع المنتشرة أو البقع الخببية

جيم(. وتتكون في النهاية دوارق  -2عديمة اللون، وتظهر في الثمار الناضجة المصابة بكثافة في نهاية الموسم )الشكل 

 لتغطي ثلثي سطح الثمرة في (. وتنمو البقع الخبيثة سريعاKotzé, 2000ًكثيرة في هذه البقع في ظروف الرطوبة الشديدة )

غضون أربعة أو خمسة 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 نضجها وتنجم عنها 

 (.Kotzé, 1981لحصاد )خسائر بالغة بعد ا

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

بقع صفراء سطحية لها مركز يتراوح لونه بين الأصفر الداكن والبني، وهي ناعمة الملمس وليس لها أي  .البقع الشريطية

دال( ويظهر هذا العرض على الثمرة الخضراء وقد يغطي  -2( )الشكل Aguilar-Vildoso et al., 2002هوامش محددة )

(. وتخلو البقع من أي دوارق وتظهر في كثير من الأحيان كشبكة بنية على خلفية Goes, 2001جزءاً كبيراً من سطحها )
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، رسالة M. Spósitoأعلى الشجرة )صفراء. وتتجمع فيما يبدو الثمار التي تظهر عليها البقع الشريطية في العادة في 

 شخصية(.

بقع بنية داكنة أو سوداء سطحية بارزة قليلًا، وهي متفاوتة في حجمها، ولها سطح مشقوق وهوامش غير  البقع المتشققة.

هاء(. وتخلو البقع من الدوارق وتظهر على الثمرة التي يزيد عمرها على ستة  -2( )الشكل Goes et al., 2000منتظمة )

 ,Phyllocoptruta oleivora Ashmead (FUNDECITRUSهر. ويرتبط هذا العرض بوجود قراد الحمضيات أش

2005; Spósito, 2003.) 

وتجدر الإشارة إلى أنه يمكن ملاحظة أكثر من عرض واحد من الأعراض المبيَّنة أعلاه أو أكثر من مرحلة من المراحل 

 )ج((. 1جيم، و -1الوسيطة بين الأعراض في نفس الثمرة )الشكل 

، يمكن أن تظهر الأعراض أيضاً في الثمرة الصغيرة وفي كأس الزهرة وفي اللقاحوفي بعض المناطق التي يرتفع فيها ضغط 

سويقتها. وتتميَّز الأعراض التي تظهر على كأس الزهرة بأنها حمراء أو بنية داكنة وتشبه البقع النمشية. وتظهر 

(. ولم ترد تقارير Aguilar-Vildoso et al., 2002سويقات الزهرة كبقع سوداء صغيرة )الأعراض في الثمرة الصغيرة و

 تفيد بظهور تلك الأعراض على الثمرة الصغيرة وكأس وسويقة الزهرة إلّا من البرازيل.

 الأعراض على الأوراق والأغصان 2-3

 Sutton and) ير مصحوبة بأعراض ظاهرةالسوداء في الحمضيات في العادة على الأوراق كعدوى كامنة غ تظهر البقع

Waterston, 1966 وإذا ظهرت الأعراض فإنها تبدأ كبقع دبوسية ظاهرة على وجهي الورقة. وهذه البقع التي قد .)

ملليمترات تكون دائرية ويتحول لون مركزها إلى الرمادي أو البني الشاحب  3تزداد حجماً حتى تصل في قطرها إلى 

ألف(. وقد تحتوي البقعة في مركزها  -3)الشكل  (Kotzé, 2000 داكن أو أسود وهالة صفراء )ويحيط بها هامش بني

 أحياناً على دوارق في سطح الورقة المجاور للمحور. 

 C. limonوقد تظهر أيضاً بقع مماثلة لتلك البقع على الأوراق في الأغصان الصغيرة ويشيع ظهورها في الليمون الحمضي 

 2و 0.5قطرها بين رسالة شخصية(. وتكون الأعراض صغيرة )يتراوح  ،M. Truterلحمضيات الأخرى )أكثر من أنواع ا

 -3ملليمتر( حول بقع غائرة قليلًا يحفّها هامش بُني أو أسود ومركز يتراوح لونه بين الرمادي والبني الفاتح )الشكل 

 باء(. وقد توجد أحياناً دوارق في مركز البقع.

 إحيائية أو عوامل لا السوداء في الحمضيات والأعراض الناشئة عن كائنات أخرى راض البقعمقارنة بين أع 3-3

تتفاوت الأعراض على الثمرة في شكلها، وتشبه في كثير من الأحيان الأعراض التي تسببها مُمرضات الحمضيات الأخرى 

 P. citriasiana, P. citrichinaensis, Diaporthe citri, Mycosphaerella citri, Alternaria alternata)مثل فطر 

pv. citri, Septoria spp., Colletotrichum spp. أو عن طريق الحشرات أو الأعطاب الميكانيكية أو الناتجة عن )

 Bonants et al., 2003; Snowdon, 1990; Wang et al., 2012; Wulandariالبرودة، لا سيما في حالة النمش )

et al., 2009; L. Diaz, .)؛ رسالة شخصية 
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على ثمرة الحمضيات تشبه الأعراض التي تسببها الكائنات  P. citricarpaوبالنظر إلى أن الأعراض التي يسببها فطر 

 الممرضة الأخرى، لا يمكن إجراء تشخيص موثوق إلّا باستخدام الأساليب المبيَّنة أدناه.

 تحديد هوية الآفة -4

هويته في ثمار الحمضيات التي تظهر عليها أعراض عيين وت P. citricarpaفطر  هذا البروتوكول طريقة كشفيبين 

(. وفي حالة 3السوداء )انظر القسم  الإصابة. وينبغي فحص ثمرة الحمضيات لاكتشاف أي أعراض من قبيل البقع

تأكد من وجود الاشتباه بوجود أعراض في شكل بقع أو إصابات، تفحص الأعراض بعدسات مكبِّرة أو مجهر تشريح لل

 للدوارق وخصائص الشكل والتركيب 1.3وإذا كانت الدوارق موجودة في البقع الصلبة كما هو موضح في القسم  دوارق.

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

 C. maximaوهو الكائن الُممرض في البوميلو  P. citriasianaه كثيراً دوارق وأبواغ فطر وأبواغه تشب P. citricarpaفطر 

عن طريق بيقين فقط  P. citricarpaهوية فطر  التأكد من ويمكن(، Wulandari et al., 2009الذي تم وصفه مؤخراً )

عيين شخيصي ألف )العزل والاستنبات( لت(. ويستخدم الأسلوب الت4تطبيق الأساليب التشخيصية المبيَّنة أدناه )الشكل 

هوية الفطر على الأوراق والأغصان  عيين على ثمرة الحمضيات، ولكن يمكن استخدمه أيضاً لت P. citricarpaهوية فطر 

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

عة في وسط من أغار الكرز المستخلص بالغلي وأغةار دقيةق الشةوفان،    وإذا كانت الخصائص الاستنباتية للمستعمرات المزرو

(، 4-1-4)انظةر القسةم    P. citricarpaبعد تطبيةق الأسةلوب ألةف، غةير متسةقة مةع الخصةائص الاسةتنباتية للفطةر          

. ويوصةةى في حالةةة P. citricarpa((، فةةإن مةةادة النبةةات تعتةةبر خاليةةة مةةن فطةةر   4(، و)3(، و)2(، و)1المتطلبةةات )

يومةاً، باسةتخدام تفاعةل البلمةرة      14الةتي لا تنةتج دوارق ناضةجة في غضةون      P. citricarpaستنبتات المشابهة لفطر الم

(. 2-2-4( أو تفاعل البلمرة المتسلسل الآنةي )انظةر القسةم    1-2-4المتسلسل وتتابع مباعد النسخ الداخلي )انظر القسم 

اء اختبار جزيئي مباشر للمسةتنبتات يسةتغرق الكةثير مةن الوقةت      على أن عزل واستنبات الكائن في وسط مناسب ثم إجر

 وبالتالي لا يفضَّل استخدامه في عمليات التشخيص التي تجري للشحنات التي يعد الوقت عاملًا حاسماً فيها.

ة علةى ثمةر   P. citricarpaأسلوبان لتفاعل البلمةرة المتسلسةل )التقليةدي والآنةي( لاكتشةاف وتحديةد هويةة فطةر          ويتاح

(. على أنه لوحظ مؤخراً في أثناء الاختبار الةروتيني لثمةار البوميلةو الةتي     2-2-4، و1-2-4الحمضيات )انظر القسمين 

( لا 2007خرون )آو Gent-Pelzerظهرت عليها أعراض نمطية أن أسلوب تفاعل البلمرة المتسلسل الآني الذي استحدثه 

  يرجع السبب في ذلك إلى أن الأعةراض المشةابهة لأعةراض البقةع    ، رسالة شخصية(. وJ.P. Meffertيسمح بأي تضخيم )

 P. citricarpaوهو نوع وُصف حةديثاً ويةرتبط ارتباطةاً وثيقةاً بفطةر      ، P. citriasianaالسوداء في البوميلو تنجم عن فطر 

(Wulandari et al., 2009 وبالنظر إلى أنه ليس من الواضح ما إذا كان فطر .)P. citricarpa ًعلى إحداث أعراض قادرا 

السةوداء ينبغةي    نمطية في البوميلو، فإن ثمرة هذا النوع من الحمضيات التي تظهر عليها أعراض شبيهة بةأعراض البقةع  

 .P. citricarpaاختبارها هي الأخرى للتأكد من وجود فطر 

 (2007) وآخةةةرون Gent-Pelzerويمكةةةن اسةةةتخدام أسةةةلوب تفاعةةةل البلمةةةرة المتسلسةةةل الآنةةةي الةةةذي اسةةةتحدثه   

لأنه لن يعطي إشارة إيجابيةة إلّا عنةدما يكةون فطةر      P. citricarpa( في التشخيص الإيجابي لفطر 2-2-4)انظر القسم 
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P. citricarpa  موجوداً وليس فطرP. citriasiana  أو فطرP. capitalensis    ويعطي أسلوب تفاعةل البلمةرة المتسلسةل .

. وفي هةذه  P. citriasianaأو فطةر   P. citricarpa ( تضخيماً عندما يوجد فطةر 1-2-4التقليدي )كما هو مبيَّن في القسم 

(، أو استخدام أسلوب تفاعةل  1-4الحالة وبعد الحصول على إشارة إيجابية، ينبغي إجراء عزل واستنبات )انظر القسم 

( للتمييز بةين النةوعين.   21-4 ( أو تتابع مباعد النسخ الداخلي )انظر القسم2-2-4البلمرة المتسلسل الآني )انظر القسم 

 الذي وصف مؤخراً في الصين، في هذه الفحوص الجزيئية.  P. citrichinaensisولا تتوافر أي بيانات عن تفاعلات فطر 

 Colletotrichumوتجدر الإشارة إلى أن كؤوس التكاثر اللاجنسي في النّبْتَات الطفيلية الداخليةة الشةائعة المعروفةة باسةم    

spp موجودة في بعض الأحيان وقد تبدو شبيهة بدوارق فطةر   قد تكونP. citricarpa  علةى أن فطةر .Colletotrichum 

spp    يمكن تمييزه بوجود شعيرات في كؤوس التكاثر اللاجنسي، وتكوّن كتل من الأبواغ ذات لون قرنفلةي أو وردي علةى

 (.Kotzé, 2000سطح الأماكن المصابة، وشكل وتركيب الأبواغ )

 هذا البروتوكول الأساليب )بما فيها الإشارات المرجعية للأسماء التجارية( بالصيغة التي نشرت بها، لأن هذه وتوصف في

الأساليب تحدِّد المستوى الأصلي للخصوصية المتحققة. ويمكن تعديل الإجراءات المختبرية المعروضة في هذه الأساليب بما 

 ت شريطة التثبت من صحتها على نحو كافٍ.يناسب المعايير المستخدمة في فرادى المختبرا

  P. citricarpaالأسلوب ألف: عزل واستنبات فطر  1-4

ثانيةة   30في المائة لمدة  70تستأصل الأجزاء المصابة من الثمرة باستخدام مثقاب فللين أو مشرط يغمس في إيثانول تركيزه 

ة لمةدة دقيقةتين، ويشةطف مةرتين في مةاء مقطةر معقةم        في المائة  1ويطَّهر سطحه باستخدام هيبوكلوريت صةوديوم تركيةزه   

(. ولزيادة تواتر العزل، يجب استئصةال الإصةابات بدقةة وتُةزال الأنسةجة      Peres et al., 2007ويجفف بورقة تجفيف )

، رسالة شخصية(. وتوضةع الأجةزاء المصةابة بعةد     N.A. Peresالتي لا تظهر عليها الأعراض قبل وضعها على الشرائح )

سنتيمترات( مع أغار الكرز أو أغار ديكستروز البطاطس )انظر القسةم   9( )يبلغ قطرها Petriمة في أطباق بيتري )ذلك معق

ميكروغرامةةاً/ مللةةيلتر مةةن    50ميكروغرامةةاً/ملليلتر مةةن البنسةةلين و   50( أو أغةةار ديكسةةتروز البطةةاطس مةةع   4-1-1

(. وإذا اسةتُخدم أغةار ديكسةتروز البطةاطس     2003توسةط،  الستربتومايسين )منظمة وقاية النباتةات في أوروبةا والبحةر الم   

ذات لون داكن وبطيئة النمو، تنقل بعد ذلك إلى أطباق أغار الكةرز   P. citricarpaوتكونت عليه مستنبتات شبيهة بفطر 

فر. ( لتقيةيم إنتةاج الصةبغ الأصة    1-1-4بار معدل نمو المستعمرات وإلى أطباق أغار دقيق الشةوفان )انظةر القسةم    <لاخت

وينبغي في الوقت ذاته وضع المستنبتات التي تنمو في وسط أغار ديكسةتروز البطةاطس في إضةاءة فةوق بنفسةجية قريبةة في       

( تنمو 1عندما ) P. citricarpaمئوية لتيسير إحداث تكون الدوارق. وتعتبر المستنبتات منتمية إلى فطر  22درجة حرارة 

 P. citricarpa( تنةتج دوارق وأبةواغ مميةزة لفطةر     2(؛ )2-1-4نظةر القسةم   ببطء على أغار الكرز المستخلص بالغلي )ا

 P. citricarpa( تنتج صبغاً أصفر على أغار دقيةق الشةوفان بةالرغم مةن أن مسةتفردات فطةر       3(؛ )2-1-4)انظر القسم 

 (.Baayen et al., 2002ليست كلها منتجة لهذا الصبغ على أغار دقيق الشوفان )

بطئ النمو نسبياً ويزداد نموه في كةثير مةن الأحيةان     P. citricarpaب على العيوب التالية: )أ( فطر وينطوي هذا الأسلو

( نظراً لعدم وجةود أي وسةط   C. gloeosporioides( )Peres et al., 2007بتأثير فطريات أخرى في المستنبت )مثل فطر 

يومةاً   14و 7ما يتراوح بةين   وقتاً طويلًا لأنه يتطلب؛ )ب( هذا الأسلوب يستغرق P. citricarpaاستنباتي انتقائي لفطر 

 لإنتاج الدوارق. 
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 أوساط المستنبتات  1-1-4

 1كيلو غرام من الكرز بعد إخلائه مةن النةوى والسةويقات في     1. يُصنع عصير الكرز بغلي أغار الكرز المستخلص بالغلي

تخدام قطعة من الشاش وتصب في زجاجات بعد تعقيمها لمدة لتر من ماء الصنبور لمدة ساعتين تقريباً. وترشَّح العصارة باس

( وتُخةزَّن لحةين اسةتخدامها.    4.5درجةة مئويةة )علةى أن يكةون الُأس الهيةدروجيني       110دقيقة في درجة حةرارة   30

في درجةة  دقيقةة   15لتر من الماء المقطر في زجاجة ويعقَّةم المةزيج لمةدة     0.8إلى  3غراماً من الأغار التقني رقم  20ويضاف 

 5لتر من عصارة الكرز المعقمةة ويُمةزج الخلةيط جيةداً ويُعقَّةم لمةدة        0.2مئوية. وبعد التعقيم مباشرة، يضاف  121حرارة 

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

غرامةاً   30التةالي: يوضةع   . يتاح هذا الأغار تجارياً. ويمكن بدلًا من ذلك إعداده باستخدام الأسلوب أغار دقيق الشوفان

من رقائق الشوفان في قطعة من الشاش وتعلَّق في إناء يحتوى على ماء صنبور، ويترك ليغلي لمدة ساعتين تقريباً ثةم تعصةر   

درجةة مئويةة. ويضةاف     121 دقيقة في درجة حرارة 15الرقائق وترشَّح باستخدام قطعة من الشاش، وتعقم العصارة لمدة 

 15في زجاجة تحتوي على لتر واحد من خلاصة دقيةق الشةوفان، ويعقَّةم المةزيج لمةدة       3ر التقني رقم غراماً من الأغا 20

 (.Gams et al., 1998مئوية ) 121دقيقة في درجة حرارة 

. يتةةاح هةةذا الأغةةار تجاريةةاً. ويمكةةن بةةدلًا مةةن ذلةةك إعةةداده وفقةةاً للأسةةلوب الةةذي بيَّنةةه   أغااار ديكسااتروز البطااا  

Hawksworth (. 1995ن )وآخرو 

 الخصائص الاستنباتية 2-1-4

ملليمتراً  30و 25ببطء في أغار الكرز المستخلص بالغلي؛ ويتراوح متوسط قطرها بين  P. citricarpaتنمو مستعمرات فطر 

(. وعندما تنمو المستعمرات على أغار ديكسةتروز  Baayen et al., 2002مئوية في الظلام ) 22أيام في درجة حرارة  7بعد 

 بطاطس فإنها تتميَّةز بوجةود هةوامش غةير منتظمةة مبطَّنةة بأفةاطير عديمةة اللةون تشةكل منطقةة شةفيفة أوسةع كةثيراً              ال

ألف(. ويكون مركز المستعمرة داكناً وبداخله أفاطير هوائية يةتراوح لونةه بةين الرمةادي والأخضةر الشةاحب       - 5)الشكل 

تكون المستعمرة في ناحيتها العكسية داكنة بدرجة كةبيرة في  ويحتوي في كثير من الأحيان على خصلات صغيرة متعددة. و

(. ويبدأ تكون الأسداء بعد Baayen et al., 2002) منتصفها ومحاطة بمساحات بنية تميل إلى الرمادي والأصفر البرتقالي

بةاء(. وفي  -5الشةكل  يومةاً )  14أو  10أيام بينما تتكون الدوارق الناضجة المحتوية على الأبواغ عموماً في غضون  8أو  7

درجة مئوية في الظلام، مفلطحة ومتمةددة   25يوماً في درجة حرارة  14حالة أغار دقيق الشوفان، تكون المستعمرات بعد 

ويتراوح لونها بين الأخضر الزيتةوني والرمةادي الةذي يميةل إلى الشةحوب بةالقرب مةن منطقةة الهةامش وتحتةوي علةى            

(. ويتكون في كثير من الأحيان على أغار دقيق Glienke et al., 2011 الهوائية )مساحات ضئيلة أو متوسطة من الأفاطير

دال، الصةف العلةوي( بةالرغم مةن أن     -6الشوفان صبغ أصفر مميِّز ينتشر في الوسط الاستنباتي حول المسةتعمرة )الشةكل   

(. ويُنةتج هةذا الصةبغ    Baayen et al., 2002ليست كلها منتجة لهةذا الصةبغ الأصةفر )    P. citricarpaمستفردات فطر 

 الأصفر بكميات ضئيلة على أغار الكرز المستخلص بالغلي وعلى أغار ديكستروز البطاطس.  
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 الشكل والتركيب 3-1-4

تفاوتاً كبيراً، ويرجع ذلك في جانب منه إلى الالتباس بشةأن   P. citricarpaتتفاوت البيانات المنشورة عن شكل وتركيب 

 Baayen et al., 2002; Glienke et al., 2011; Wangالمرتبطةة بالحمضةيات )   Phyllostictaهوية مختلف أنواع فطر 

et al., 2012; Wulandari et al., 2009 وتشير خصائص الشكل والتركيب التالية إلى الإخصاب وأبواغ التكاثر في فطر .)

P. citricarpa   البيانةةات المةةأخوذة عةةن الةةتي تتكةةون أساسةةاً في المسةةتنبت؛ وتسةةتند هةةذه الخصةةائص إلىSutton و 

Waterston(1966)  وvan der Aa(1973 بالصيغة المنقحة والمعدَّلة في ،)Baayen ( 2002وآخرين.) 

(، ولكنهةا لا  De Holanda Nozaki, 2007. تتكون الأجسام الثمرية على دُبال الأوراق وفي المسةتنبت ) الأجسام الثمرية

مثل الأوراق المثبتة، أو الثمار(. وتوجد هةذه الأجسةام منفةردة أو مجتمعةة، ويةتراوح      تتكون على أي مادة نباتية أخرى )

ميكرونةاً، وتحتةوي    360و 125 شكلها بين كروية وكمثرية، وتكون غائرة، وبنية داكنة أو سوداء، ويتراوح حجمها بين

ة. وتتةألف طبقةة جةدارها    على حلمة وحيدة أو فتيحة منقارية، ويغطةي سةطحها في كةثير مةن الأحيةان زوائةد مشةيجي       

الخارجي من خلايا زاوّية ذات جدران سميكة بنية، بينما تتألف طبقة الجدار الداخلي من خلايا زاوّيةة أو كرويةة ذات   

 جدران أقل سمكاً وعديمة اللون.  

. وتبلةغ  تكون في شكل حُزم محصورة بين جدارين ودبوسية ومحتوية على ثمانية أبواغ ولكنها مسةتديرة الطةرف   .الزقاق

ميكروناً قبل تمزق الجدار الخارجي، وتصبح أسطوانية دبوسةية وتمتةد في طولهةا     15 - 12× ميكروناً  65-40أبعادها 

 ميكروناً قبل التفرُز. 150و 120لتصل إلى ما يتراوح بين 

ة قلةيلًا، وتبلةغ   تكون قصيرة، وعديمةة الحةواجز، وشةفافة، وأسةطوانية، ومنتفخةة في الوسةط، ومقوَّسة        .الأبواغ الزقّيّة

ميكرون، وذات قطبية متغايرة، ولها أطراف غير متساوية ومنفرجةة الزاويةة.    6.5 - 4.5× ميكروناً  16 - 12أبعادها 

 2ويتصل طرفها العلوي الأصغر بزائدة عريضة غير خلوية ومخاطية في شكل غطاء، ويتراوح طولها بةين ميكةرون واحةد و   

 ميكرونات. 6و 3ئدة حادة مجعَّدة يتراوح طولها بين ميكرون، وأما طرفها الأدنى فله زا

تتكون على الثمرة والأوراق المربوطة والأغصان الميتة ودُبال الأوراق، وكذلك في المستنبت. وتوجد الدوارق منفردة  .الدوارق

 330و 70قطرهةا بةين    أو في بعض الأحيان مجمَّعة، وتكون كروية وغائرة ويكون لونها بنياً داكناً أو شبه داكن، ويتراوح

خلايةا، وتكةون صةلبة مةن الخةارج وشةبه لحميةة مةن الةداخل، ولهةا فتيحةة             4ميكروناً. ويبلغ سمك جدارها الدورقي 

 ميكروناً.  15ميكرونات و 10خارجية داكنة ومحلَّمة قليلًا، ودائرية ويتراوح قطرها بين 

عديمة الحواجز، وتحتوي على العديد مةن القطةيرات،   . يتراوح شكلها بين بيضي وإهليجي، وزجاجية، وأبواغ التكاثر

( ميكرون، ولها زائدة مخززية الشكل وعديمة اللةون وغمةد جيلاتةيني    8.5 - 5)× ميكرون  12.7- 9.4وتبلغ أبعادها 

ألف(. وهي تتخذ شكل أبةواغ   -6و دال -5جيم، و -5ميكرون )الأشكال  1.5عديم اللون لا يكاد يرى ويقل سمكه عن 

 ميكرونات. 9ى ةةةة ووحيدة الخلية واسطوانية يصل طولها إلةةمن حوامل غبيرات زجاجيبرعمية 

، وتتكون على العوائل وفي المستنبت الخالص. وتتخذ Leptodothiorellaوصفت هذه الحالة في الجنس  .الحالة النطفية

× ميكرونةات   8-5، وتبلةغ أبعادهةا   شكل قضيب كروي عند طرفيه وقلما تكون اسطوانية، أو مستقيمة، أو مقوَّسة قليلًا

 ميكرون. 1 - 0.5
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 P. citricarpaمقارنة الخصائص الاستنباتية وخصائص الشكل والتركيب بين فطر  4.1.4

 المماثلة Phyllostictaوأنواع 

( ومسةتنبتات  Wulandari et al., 2009) P. citriasianaبدرجةة كةبيرة مسةتنبتات     P. citricarpaتشةبه مسةتنبتات   

P. capitalensis ( الطفيلية الداخلية غير الممرضة للحمضياتBaayen et al., 2002؛ 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)

 جيم(؛ -6و باء، -6ألف، و -6دال، و -5جيم، و -5المحيط بالأبواغ )الأشكال  سُمك الغمد المخاطي (2)

 طول الزائدة البوغية؛  (3)

ليسةت كلةها    P. citricarpaوجود صبغ أصفر على أغار دقيق الشةوفان بةالرغم مةن أن مسةتفردات فطةر       (4)

 (. Baayen et al., 2002; Wulandari et al., 2009منتجة للصبغ الأصفر )

والأنةواع ذات الصةلة. وبالإضةافة إلى     P. citricarpaمعلومات مفصَّلة عةن الخصةائص المميةزة لفطةر      1تضمن الجدول وي

من خلال زائدته البوغية الأطول التي يتراوح طولها  P. citricarpaعن فطر  P. citrichinaensisذلك، يمكن تمييز فطر 

 (. Wang et al., 2012ميكرون ) 26و 14بين 

 

 وفطةةر Phyllosticta citricarpaأهةةم الخصةةائص الاسةةتنباتية وخصةةائص الشةةكل والتركيةةب في فطةةر    - 1الجاادول 

Phyllosticta citriasiana فطرو Phyllosticta capitalensis (Baayen et al., 2002; Wulandari et al., 2009) 

 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 

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

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

 7.5 - 6.5×  17.5-15 غير معلوم 6.5- 4.5×  16-12 )بالميكرون( متوسط حجم البوغ الزقي

 2.5-1.8×  10-7 2-1×  5-.3 1-0.5×  8-5 متوسط حجم النطفة )بالميكرون(

 40أكثر من  20-18 30-25 1متوسط قطر المستعمرة )بالملليمتر(

درجةةةة الحةةةرارة العظمةةةى المطلوبةةةة للنمةةةو   

 )بالدرجات المئوية(
30-36 30-33 30-36 

الأصةةفر في وسةةط أغةةار دقيةةق   إنتةةاج الصةةباغ

 لا لا 2نعم الشوفان

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

 ليست كلها منتجة لصبغ أصفر. .citricarpa Pتجدر الإشارة إلى أن مُستفرَدات فطر  2
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 الأسلوب باء: الفحوص الجزيئية 2.4

مباشرة في المستنبتات الخالصة وفي الأجزاء المصابة من  P. citricarpaزيئية مختلفة للتعرف على هوية طُوِّرت أساليب ج

 ;Bonants et al., 2003; Gent-Pelzer et al., 2007; Meyer et al., 2006, 2012; Peres et al., 2007الثمةرة ) 

Stringari et al., 2009لبلمرة المتسلسةل التقليةدي الةذي اسةتحدثه     (. ويرد وصف لأسلوبين، هما فحص تفاعل اPeres 

( للتعةرف علةى   2007وآخرون ) Gent-Pelzer(، وفحص تفاعل البلمرة المتسلسل الآني الذي استحدثه 2007وآخرون )

ويلاحظ أن أسلوب تفاعل البلمرة المتسلسل الآني يولِّد إشارة إيجابية من أي بقعةة سةوداء وحيةدة     .P. citricarpaهوية 

ثمرة الحمضيات، بينما قد يعطي أسلوب تفاعل البلمرة المتسلسل التقليةدي في بعةض الحةالات نتةائج غةير قاطعةة.       على 

 P. citrichinaensisويلاحظ أيضاً عدم وجود أي بيانات متاحة عن التفاعلات الإيجابيةة في الفحةوص الجزيئيةة لفطةر     

 الذي وصف مؤخراً على الثمار في الصين.

 باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل التقليدي P. citricarpa هويةعيين ت 1-2-4

مستفردة من  13و P. citricarpaمستفردة من مستفردات  36قيِّمت الخصوصية )الخصوصية التحليلية( في دراسة شملت 

P. capitalensis   ومستفردات من آفات الحمضيات الشائعة، بمةا فيهةا ،Alternaria alternataو ،Colletotrichum 

acutatumو ، Colletotrichum gloeosporioidesو ،Diaporthe citri, Mycosphaerella citri  وPenicillium 

digitatum . وفطرP. citricarpa   هو الوحيد الذي يتميَّز بتفاعل إيجابي. وتبلغ الحساسية )الحساسية التحليلية؛ حةد

أو في  P. citricarpa(. وهذا الأسلوب يضخم الدنا في فطةر  Peres et al., 2007بيكوغرام من الدنا/ميكرولتر ) 1الكشف( 

وهناك ثلاثة أساليب متاحة للتمييز بين النوعين بعد تفاعل البلمرة المتسلسل التقليدي، وهو العةزل   P. citriasiana فطر

بع مباعةد النسةخ   ( وتتةا 2-2-4( وفحةص تفاعةل البلمةرة المتسلسةل الآنةي )انظةر القسةم        1-4والاستنبات )انظر القسم 

 (.3-2-4الداخلي )انظر القسم 

 معلومات عامة 1-1-2-4

ومصدر الدنا هو الأفطور أو الأجةزاء المصةابة المستأصةلة مةن الثمةرة.      . (2007وآخرون ) Peresاستحدث هذا البروتوكول 

مةن   300 يحتوي على والغرض من هذا الفحص هو تضخيم جزء منطقة تتابع مباعد النسخ الداخلي الذي يولِّد أمبليكوناً

 الأزواج القاعدية. والبادئات القليلة النوكليوتيدات 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:

 MasterMixويستخدم الكاشف 
1

®Eppendorf    تةوي علةى إنةزيم بةوليميريز الةدنا، كمةا       ويح 5.2الذي يبلةغ تركيةزه

ونوكليوتيةد لتضةخيم تفاعةل البلمةرة المتسلسةل. ويسةتخدم المةاء الصةا           +2يستخدم دارئ تفاعل يحتوي على مغنيسيوم

للفحص الجزيئي في تكوين مزيج التفاعل. وينبغي تنقية هةذا المةاء )نةزع أيوناتةه أو تقطةيره(، وينبغةي أن يكةون معقمةاً         

                                                      
ل البلمرة المتسلسل في هذا البرتوكول التشخيصي على أي موافقة على هذه المنتجات بما في تضخيم تفاع Eppendorf®لا ينطوي استخدام المنتجات التي تحمل العلامة التجارية  1

ني موافقة من هيئة تدابير الصحة النباتية يشكل استبعاداً للمنتجات الأخرى التي قد تكون مناسبة هي الأخرى. وتقدَّم هذه المعلومات للتيسير على مستعملي هذا البروتوكول ولا تع

 الكيميائية و/أو الكاشف و/أو المعدات المذكورة. ويجوز استخدام منتجات معادلة إذا تبيَّن أنها تفضي إلى نفس النتائج.على المادة 
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ميكرون( وخالياً مةن إنةزيم النوكليةاز. ويةتم إجةراء التضةخيم باسةتخدام         0.45ضغوط أو بترشيحه من خلال )بالبخار الم

 ( مزوَّد بغطاء. Peltierجهاز تدوير حراري من نوع بيلتييه )

 الأساليب 2-1-2-4

 النووي وتنقيته الحمضاستخلاص 

أيةام في ديكسةتروز    7بتات الفطريات التي تنمو لمدة يستخلص الحمض الريبي النووي المنزوع الأكسجين )الدنا( من مستن

البطاطس أو من الأجزاء المصابة في ثمرة واحدة. وفي الحالة الثانية، يستخرج النسيج الذي تظهر عليه الأعراض مع تةرك  

 أكبر جزء ممكن من الطبقة الوسطى للغلاف السمري )الألبيدو( والقشرة الخارجية.

باستخدام مجموعة أدوات استخلاص الدنا المتاحة تجارياً )مثل مجموعةة لةوازم اسةتخلاص     ويُستخلص الدنا من الأفطور

شةركة بةايو   )  QuickPick SML Plant (، ومجموعةQiagen)شركة كياجين  DNeasy Plant Mini Kitالدنا النباتي 

بعةاً لتعليمةات الشةركة    (( تThermo)مةن إنتةاج شةركة ثيرمةو      ®KingFisherوجهاز العزل الآلي (Bio-Nobile نوبايل

المصنِّعة. وفي حالة استخلاص الدنا من الأجةزاء المصةابة في ثمةرة واحةدة، يمكةن اسةتخدام بروتوكةول اسةتخلاص الةدنا          

(، ثم التنقية باسةتخدام أسةلوب الغميسةة، حيةث ثبةت أنةه أكثةر الأسةاليب         Klimyuk et al., 1993بالتحلل القلوي )

 (.Peres et al., 2007فعالية )

توضع أنسجة الثمرة التي تظهر عليها الأعراض في أنبوب مجهري معقم سةعته   لوب استخلاص الدنا بالتحلل القلوي.أس

 100) مولار، ويحضن في حمام من الماء المغلي 0.25ميكرولتر من هيدروكسيد صوديوم تركيزه  40ملليلتر يحتوي على  2

ميكرولتر من حمةض   40ة )الفترة الحرجة(. وتتم محايدة محتويات الأنابيب عن طريق إضافة ثاني 30درجة مئوية( لمدة 

، 8مةولر وأسةه الهيةدروجيني     0.5تركيةزه   Tris-HClميكةرولتر مةن محلةول     20مةولار، و  0.25هيدروكلوريك بتركيز 

اء المغلي لمدة دقيقتين. ويمكن ، وتوضع الأنابيب مرة أخرى في حمام المNonidet P-40في المائة )حجم/حجم( من  0.25و

 4استخدام المادة المتكونة مباشرة للتنقية عن طريق استخدام أسلوب الغميسة )انظر أدناه( أو تخزينهةا في درجةة حةرارة    

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

في المائة وقطع صةغيرة مةن طبةق التحليةل      100ميكرولتر من الإيثانول بتركيز  150يضاف  دنا بالغميسة.أسلوب تنقية ال

ملليلتر بعد التحلل القلوي )انظر أعةلاه(. وتوضةع    2اللوني السيلولوزي الرقيق الطبقة )غميسة( في أنبوب مجهري سعته 

ميكرولتر مةن دارئ الغسةيل    500لسائل بالنفخ ويضاف دقيقة. ويسحب ا 30الأنابيب على جوانبها فوق ثلج وترج لمدة 

صةةوديوم أسّةةه وهيبوكلورايةةت ال، 10 بتركيةةز (EDTA) الخليةةك ( وحمةةض ايثةةيلين ثنةةائي أمةةين ربةةاعيTris)تريزمةا ) 

 في المائة، وتُقلَب الأنابيب لمةزج محتوياتهةا. ويكةرر    25في المائة( بعد تخفيفه إلى  95، وإيثانول بتركيز 7الهيدروجيني 

الغسل مرتين. وتوضع الغمائس في أنابيب جديدة وتجفف في جةو مفةرَّغ مةن الهةواء. وتوضةع الأنابيةب بعةد ذلةك علةى          

 5إلى كل أنبوب. وبعد وضع الأنابيب في حاضنة لمدة  Tris-EDTAميكرولتر من المحلول الدارئ  50جوانبها، ويضاف 

وتلقى بعيداً ويستخلص الدنا. ويمكن استخدام الدنا المنقى فوراً أو  ثوانٍ، وتنزع الغمائس 10دقائق، تُنبذ بقوة طاردة لمدة 

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

ا المتاحة ويمكن بدلًا من ذلك استخلاص الدنا من الإصابات الموجودة في الثمرة باستخدام مجموعات لوازم استخلاص الدن

 تجارياً وفقاً لتعليمات الشركة المصنِّعة. 
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 تفاعل البلمرة المتسلسل

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

 التركيز العملي الكاشف
الحجم لكل تفاعل 

 )ميكرولتر(
 التركيز النهائي

 لا يوجد 4.0 لا يوجد ماء صا  للفحص الجزيئي
MasterMix ®1Eppendorf  بتركيز

 (وحدة/ميكرولتر 0.06 )بوليميريز الدنا 2.5
2.5 × 8.0 1  × 

(Taq 024 )وحدة/ميكرولتر 

مللي مولر  Taq (4 دارئ تفاعل×  2.5

 ميكرومولار من كل 500و، +2من المغنسيوم
dNTP) 

2.5  × 8.0 1  × 
، +2 ميللي مولار من المغنسيوم 6.1)

 (dNTP ميكرومولار من كل 200

 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

دورة  39ية لمدة دقيقتين؛ ومئو 94بارامترات تدوير تفاعل البلمرة المتسلسل هي تغير الخواص الطبيعية في درجة حرارة 

درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة؛ وتمديد  72ثانية، و 30درجة مئوية لمدة  64ثانية، و 30مئوية لمدة  94في درجة حرارة 

زوجاً قاعدياً إلى وجود  300دقائق. ويشير منتج تفاعل البلمرة المتسلسل الذي يضم  10مئوية لمدة  72في درجة حرارة 

 . P. citricarpaلفطر  لنووي المنزوع الأكسجين )الدنا(الحمض الريبي ا

 معلومات إجرائية أساسية 3-1-2-4

)شةركة بروميغةا    6ميكرولتر مةن دارئ تحميةل الةدنا بتركيةز      2ميكرولتر من مزيج التفاعل مع  10بعد التضخيم، يمزج 

Promega م الأغةاروس ويفصةل كهربائيةاً ويلةون     زوج قاعدي( في هُةلا  100( ويوضع مع واسم وزن جزيئي )سُلَّم دنا من

 (.Sambrook et al., 1989) ببروميد الإثيديوم أو كواشف بديلة، ويصوَّر في أشعة فوق البنفسجية

)ضبط إيجابي( كعينة إضافية لضمان نجاح التضخيم. ويجب  P. citricarpaويجب إدراج الدنا من سلالة مرجعية لفطر 

قد استُبدلت بخلاصة الدنا  P. citricarpaلسل أيضاً على عينة تكون فيها خلاصة دنا إجراء تضخيم تفاعل البلمرة المتس

من أنواع أخرى ذات صلة أو على عينة من القشرة الخارجية للثمرة )ضبط سةلبي(. ويتطلةب رصةد التلةوث المحتمةل في      

إدراج عنصر لضبط التضخيم الداخلي الكاشف والإشارات الإيجابية الكاذبة استبدال العينة بماء )ضبط التفاعل(. وينصح ب

 من أجل رصد التثبيط. 

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

 P. citricarpa ،CBS 111.20قيِّمةةت الخصوصةةية )الخصوصةةية التحليليةةة( باسةةتخدام السةةلالة المرجعيةةة لفطةةر        

(، Baayen et al., 2002؛ )P. citricarpaلنسخ الداخلي لمستفردات فطر من مجموعة من تتابع مباعد ا 10)التي تمثل 

)الةتي تمثةل المجموعةة الثانيةة مةن تتةابع مباعةد النسةخ الةداخلي           P. capitalensis ،GC14والسلالة المرجعية لفطةر  
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 ,.Alternaria sppمةةن آفةةات الحمضةةيات الأخةةرى ) 12( وBaayen et al., 2002؛ )P. capitalensisلمسةةتفردات 

Penicillium spp., Colletotrichum sppو ،)Phyllosticta artocarpina وGuignardia bidwellii   ولم ينشأ تفاعةل

أجةزاء مةن الةدنا لكةل      10. وتبلغ الحساسية )الحساسية التحليلية؛ حةد الكشةف(   P. citricarpaإيجابي إلّا من فطر 

 (.Gent-Pelzer et al., 2007) في المائة 100تفاعل، وتبلغ الحساسية التشخيصية 

 معلومات عامة 1-2-2-4

(. ومصةدر الحمةض النةووي هةو الأفطةور أو الأجةزاء المصةابة        2007وآخةرون )  Gent-Pelzerاستحدث هذا البروتوكةول  

المستأصلة من الثمرة. والغرض من الفحص هو تضخيم جزء منطقة تتابع مباعد النسخ الداخلي لتوليد أمبليكون مكون مةن  

 زوجاً قاعدياً. وفيما يلي البادئات القليلة النوكليوتيدات المستخدمة:  69

 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: 

باسةتخدام   5'د الطرف رقم ( عن'AAA AAG CCG CCC GAC CTA CCT TCA-3-'5ويوسم مسبار التحليل المائي )

-TAMRA (6باسةتخدام صةبغة    '3كربوكسةي فلورسةين( ويعةدل عنةد الطةرف رقةم      -6) FAMالصبغ المخةبر المتفلةور   

 (.Eurogentic)شركة يوروجنتيك  Dark Quencher ®Eclipseكربوكسي رباعي ميثيل الأمين( أو الصبغ الُمخَمّدّ 

علةى إنةزيم تةاك     2(Takara)تاكةارا   2الةذي يبلةغ تركيةزه     Mix Ex Taq Master Premixيحتةوي المةزيج الرئيسةي    

بوليميريز ودارئ تفاعل يحتوي على كلوريد مغنيسيوم ونوكليوتيد لتضخيم تفاعل البلمرة المتسلسل. ويضاف صبغ روكس 

(ROX( المرجعي ) ،إلى المزيج الرئيسي 50بتركيز تاكارا )Premix Ex Taq في تكوين . ويستخدم ماء الفحوص الجزيئية

 0.45مزيج التفاعل. وينبغي تنقية الماء )بإزالة أيوناته أو تقطيره( وتعقيمةه )بالبخةار المضةغوط أو بترشةيحه مةن خةلال       

ميكرون( وينبغي أن يكون خالياً من النوكلياز. ويتم إجراء التضخيم باستخدام التدوير الحراري لتفاعل البلمةرة المتسلسةل   

 الآني. 

 الأساليب 2-2-2-4

 ستخلاص الحمض النووي وتنقيتها

سنتيمتر( المأخوذ مةن حةواف مسةتعمرة مسةتنبتة علةى أغةار        0.5يستخلص الدنا من حشوات الأفطور )الذي يبلغ قطره 

مئوية في الظلام أو من الإصابات الموجةودة في الثمةرة.    22( في درجة حرارة 1-4-4الكرز المستخلص بالغلي )انظر القسم 

صابة من القشرة وينزع أكبر قدر ممكن من الألبيدو المحيط وتقشَّر الأنسجة. وتقطع حشوات الأفطةور  وتستأصل الأجزاء الم

أو الأجزاء المصابة إلى قطع صغيرة وتوضع في أنبوب طرد مركزي مجهري مزوَّد بغطاء علةوي محكةم، ويحتةوي الأنبةوب     

ميكرولتر مةن دارئ الاسةتخلاص )محلةول     125، وملليمتر( 3.2على خرزات من الفولاذ غير القابل للصدأ )يبلغ قطرها 

في المائةة، وبةولي فاينيةل     0.5بتركيةز   20( رقةم  Tweenمةولار، ومةادة تةوين )    0.02ملحي مدروء بالفوسفات تركيةزه  

                                                      
ه في هذا البروتوكول التشخيصي على أي موافقة على هذ Premix Ex Taq× 2في المزيج الرئيسي  Takaraلا ينطوي استخدام المنتجات التي تحمل العلامة التجارية  2

وتوكول ولا تعني موافقة من هيئة تدابير المنتجات بما يشكل استبعاداً للمنتجات الأخرى التي قد تكون مناسبة هي الأخرى. وتقدَّم هذه المعلومات للتيسير على مستعملي هذا البر

 ت معادلة إذا تبيَّن أنها تفضي إلى نفس النتائج.الصحة النباتية على المادة الكيميائية و/أو الكاشف و/أو المعدات المذكورة. ويجوز استخدام منتجا
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ثانيةة بسةرعة تبلةغ     80في المائة(. ويةرج الأنبةوب في مخفقةة خةرز لمةدة       0.2في المائة، وزلال مصل أبقار  2البيروليدون 

( في أنبةوب الطةرد   16 100ثوان بسرعة قصوى )بقوة تسارع  5ورة في الدقيقة. ويعرَّض المزيج لطرد مركزي لمدة د 5000

ميكةرولتر مةن المةادة الطافيةة الناشةئة لاسةتخلاص الةدنا. ويمكةن اسةتخلاص الةدنا            75المركزي المجهةري، ويسةتخدم   

 50ات الشركة المصنِّعة. ويبلغ الحجم النهائي لمحلةول الةدنا   باستخدام لوازم استخلاص الدنا المتاحة تجارياً وفقاً لتعليم

سم مةن   0.5ميكرولتر. وينقى الدنا بعد ذلك في أعمدة دوَّارة مملوءة ببولي فاينيل البيروليدون. وتجَّهز الأعمدة باستخدام 

كرولتر من ماء الفحةص  مي 250بولي فاينيل بولي البيروليدون، وتوضع على أنبوب تفاعل فارغ وتغسل مرتين باستخدام 

. ويوضع معلةق الةدنا علةى عمةود بةولي      4000دقائق بقوة تسارع  5الجزيئي عن طريق تعريض العمود لطرد مركزي لمدة 

. ويسةتخدم الجةزء المتةدفق كمةدخل في فحةص      4000دقائق بقوة تسارع  5فاينيل البيروليدون ويعرَّض لطرد مركزي لمدة 

مئوية طوال الليل أو في درجة  4تخدام الدنا بعد تنقيته فوراً أو يخزَّن في درجة حرارة تفاعل البلمرة المتسلسل. ويمكن اس

مئوية تحت الصفر لمدد زمنيةة أطةول. ويسةتخدم بةولي فاينيةل البيروليةدون كمركةب قابةل للةذوبان في دارئ           20حرارة 

شةابك بةروابط تسةاهمية ويسةتخدم كمةادة      الاستخلاص. وبولي فاينيل بولي البيروليدون هو بولي فاينيل البيروليةدون المت 

 ترشيح غير قابلة للذوبان.

 تفاعل البلمرة المتسلسل

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

 التركيز العملي الكاشف
الحجم لكل تفاعل 

 )ميكرولتر(
 التركيز النهائي

 لا يوجد 1.13 لا يوجد ماء صا  للفحص الجزيئي

 15 × 2  2)تاكارا(( Premix Ex Taq) مزيج رئيسي
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 من ماء تفاعل البلمرة  12.5عند الاقتضاء؛ وفي هذه الحالة، يستخدم  50ميكرولتر من صبغ روكس المرجعي بتركيز  0.6يمكن إضافة 

 المتسلسل.

ئويةة  م 95دورة في درجةة حةرارة    40دقةائق، و  10درجة مئوية لمدة  95وتبلغ بارامترات تدوير تفاعل البلمرة المتسلسل 

، باسةتخدام نظةام   40درجة مئوية لمدة دقيقة واحدة. وتم الوصول إلى الحد الفاصل للدورات، وهةو   60ثانية، و 15لمدة 

)شركة النُظم البيولوجية التطبيقية( والمواد والكواشف المستخدمة على  7900أو  ABI PRISM® 7700اكتشاف التتابع 

 لي:النحو المبيَّن أعلاه. وينبغي ملاحظة ما ي

 ًينبغي أن يكون منحنى التضخيم أُسيا. 

  شريطة أن تكون عناصر ضةبط  40تعتبر العينة إيجابية إذا كانت قيمة الدورة الدنيا الناتجة عنها تقل عن ،

 .التلوث سلبية
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  شريطة أن تكون عناصةر ضةبط    40تعتبر العينة سلبية إذا كانت قيمة الدورة الدنيا الناتجة عنها لا تقل عن

 .ثبيط الاستخلاص إيجابيةالفحص وت

 وينبغي التحقق من قيمة الحد الفاصل للدورات في كل مختبر عند إجراء الاختبار للمرة الأولى.

 معلومات إجرائية أساسية 3-2-2-4

)ضةبط إيجةابي( كعينةة إضةافية لضةمان نجةاح        P. citricarpaويجب إدراج الدنا المأخوذ من سلالة مرجعية مةن فطةر   

قةد   P. citricarpaيضاً إجراء تضخيم تفاعل البلمرة المتسلسل على عينة تكون فيها خلاصة دنا فطةر  التضخيم. ويجب أ

( أو على عينة مةن القشةرة الخارجيةة السةليمة     P. citriasianaاستُبدلت بخلاصة الدنا من أنواع أخرى ذات صلة )مثل 

كاذبة أن يسةتعاض عةن العينةة بالمةاء )ضةبط       )ضبط سلبي(. ويتطلب رصد التلوث المحتمل للكاشف وأي نتائج إيجابية

 التفاعل(.

جزء  12.5وللتحقق من التفاعلات السلبية الكاذبة الناشئة عن تثبيط تفاعل التضخم، يمكن أن يضاف إلى مزيج التفاعل 

 TGG CCC-'5) نانو مولار من البادئة الأمامية لعنصر ضةبط التضةخم الةداخلي    75من عنصر ضبط التضخم الداخلي، و

TGT CCT TTT ACC AG-3' )FIAC5) نانو مولر من البادئة العكسية لعنصر ضبط التضخم الةداخلي  75، و'-TTT 

TCG TTG GGA TCT TTC GAA-3'نانو مولار من مسةبار التحليةل المةائي لعنصةر ضةبط التضةخم الةداخلي         50( و

MBG (55'-ACA CAA TCT GCC-3'الموسوم ب )صبغ المخبر المتفلور الVIC™  ة يوروجنتيةك( ويمكةن إضةافة    )شةرك

 إلى مزيج التفاعل. )شركة يوروجنتيك( Dark Quencher ®Eclipseالصبغ المخمد 

 باستخدام تتابع مباعد النسخ الداخلي P. citricarpaتحديد هوية فطر  3-2-4

 معلومات عامة 1-3-2-4

البلمةرة المتسلسةل التقليةدي عةن طريةق       يمكن تأكيد هوية العينات الإيجابية التي يتم التعرف عليهةا مةن خةلال تفاعةل    

(. وفيما يلي وصف لأسلوب تتةابع مباعةد النسةخ الةداخلي ولمنطقةتين مةن مةورِّث الرنةا         Baayen et al., 2002التتابع )

 الريباسي الفطري.

 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)لبادئة العكسية:ا

 الأساليب2-3-2-4 

 استخلاص الحمض النووي وتنقيته

سنتيمتر مربع مأخوذة من مستنبت نقي لمستفردة الآفة. وتستخدم مجموعة  1ينبغي استخلاص الدنا من حشوة مساحتها 

وآخةرون   Hughesستخلص الدنا باتباع أسلوب تقليدي أكثر، مثل الأسلوب الذي يصةفه  لوازم الاستخلاص المناسبة أو ي
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مئويةة   20مئوية لاستخدامه فوراً أو يخزَّن في درجة حرارة  4(. وينبغي تخزين الدنا المستخلص في درجة حرارة 2000)

 تحت الصفر في حالة عدم إجراء الاختبار في نفس اليوم.

 تفاعل البلمرة المتسلسل

 ميكرولتر، ويتألف من الكواشف التالية:   50بلغ مجموع حجم تفاعل البلمرة المتسلسل الوحيد ي

 التركيز العملي الكاشف
الحجم لكل تفاعل 

 )ميكرولتر(
 التركيز النهائي

 لا يوجد 37.5 لا يوجد ماء صا  للتحليل الجزيئي

مللي  15× )+  10 دارئ تفاعل البلمرة المتسلسل

  3(د المغنسيوم( )شركة روشمولار من كلوري

2 × 5 1 × 

 (وحدة/ميكرولتر 0.024 تاك)

 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

 وحدة/ميكرولتر 0.03 0.3 وحدة/ميكرولتر 5 3الدنا )شركة روش( إنزيم تاك بوليميريز

 - 48 - المجموع الفرعي

 - 2 - الدنا

 - 50 - المجموع

 

 55وثانيةة،   15مئويةة لمةدة    94 دورة في درجةة حةرارة   40وثانيةة؛   30درجة مئوية لمدة  94وتبلغ بارامترات تدوير تفاعل البلمرة المتسلسل 

دقةائق. ويبلةغ حجةم الأمبليكةون      5درجة مئوية لمةدة   72وثانية؛  30درجة مئوية لمدة  72وثانية،  60درجة مئوية لمدة 

 (.Baayen et al., 2002زوجاً قاعدياً ) 550

 تتابع الأمبليكونات

 في المائةة للتحقةق مةن تفةاعلات الاختبةار      1.5ميكرولتر من المزيج( يوضع على هلام الأغاروس بتركيز  5المزيج المضخَّم )

ميكرولتر من تفاعلات الاختبار الإيجابية باستخدام مجموعة لوازم تنقيةة   45الإيجابية. وتنقى الكمية المتبقية التي تبلغ 

والبادئةة   ITS1تفاعل البلمرة المتسلسل المناسبة وفقاً لتعليمات الشركة المصنِّعة. ويتم إجراء التتابع مةع البادئةة الأماميةة    

 .ITS4العكسية 

                                                      
في درء تفاعل البلمرة المتسلسل وإنزيم تاك يوليميريز الدنا في هذا البروتوكول التشخيصي على أي موافقة على  Rocheلا ينطوي استخدام المنتجات التي تحمل العلامة التجارية  3

ى التي قد تكون مناسبة هي الأخرى. وتقدَّم هذه المعلومات للتيسير على مستعملي هذا البروتوكول ولا تعني موافقة من هيئة هذه المنتجات بما يشكل استبعاداً للمنتجات الأخر

 ج.ضي إلى نفس النتائتدابير الصحة النباتية على المادة الكيميائية و/أو الكاشف و/أو المعدات المذكورة. ويجوز استخدام منتجات معادلة إذا تبيَّن أنها تف
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 لومات إجرائية أساسيةمع 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 المجهولة، وعنصر ضبط إيجابي يحتوي على دنا قابلة للتضخيم وعنصر ضبط سلبي محمَّل مةع المةاء بةدلًا مةن     

في المائة. وتقارن التتابعات التوافقية لعينات الاختبار )مع اسةتبعاد   1.5لدنا. وتذاب العينات في هلام الأغاروس بتركيز ا

)رقم الانضمام إلى قاعةدة بيانةات    P. citricarpa،CBS 127454تتابعات البادئة( مع سلالة مؤكدة للمحتم السابق لفطر 

( في المركةةز الةةوطني لمعلومةةات التكنولوجيةةا الحيويةةة    GenBank accession number JF343583بنةةك الجينةةات  

(/http://www.ncbi.nlm.nih.gov وينبغي أن يتراوح مستوى التأكد من الهوية بين .)في المائة.  100في المائة و 99 

 السجلات  -5

 .27بيَّنة بالتفصيل في المعيار الدولي ينبغي الاحتفاظ بالسجلات والأدلة الم

وفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطراف متعاقدة أخرى تأثراً سلبياً بنتائج التشخيص، ينبغي الاحتفةاظ بسةجلات وأدلةة    

النتائج )لا سيما المستنبتات، والشرائح، وصةور مسةتنبتات الفطريةات، وصةور الأعةراض والعلامةات، وصةور خلاصةات         

 م الفصل( لمدة لا تقل عن سنة.الدنا، وهلا

 جهات الاتصال للحصول على المزيد من المعلومات  -.6

وأساليب اكتشافه وتحديد هويتةه مةن الجهةات التاليةة      P. citricarpaيمكن الحصول على المزيد من المعلومات عن فطر 

 )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


 5البروتوكول التشخيصي  البروتوكولات التشخيصية للآفات الخاضعة للوائح التنظيمية

 

21 -5 ب ت   الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

اصة بوقاية النباتات والمنظمات من قبل المنظمات القطرية الخ ويمكن تقديم طلب لإعادة النظر في بروتوكول التشخيص

الإقليمية لوقاية النباتات أو الأجهزة التابعة لهيئة تدابير الصحة النباتية من خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية 

 ضع بروتوكولات التشخيص. ( التي ستقوم بدورها بإحالتها إلى الفريق الفني المعني بوippc@fao.orgالنباتات )

 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

 

 
علاى التتقاال الحلاو     Phyllosticta citricarpaأعراض البقع الصلبة والبقع النمشية الا  يساببها فطار     .1الشكل 

(Citrus sinensis( والليمون الحمضي )Citrus limon :) البقع الصلبة على البرتقال الحلةو حيةث   )ألف، أ( إصابات
)الأسهم(؛ )بةاء( إصةابات ببقةع     Phyllosticta citricarpaتوجد إصابات أكبر محتوية على دوارق الطور الناقص لفطر 

نمشية على الليمون؛ )ب( إصابات ببقع نمشية على البرتقةال الحلةو )الإصةابات غةائرة قلةيلًا في المنتصةف وخاليةة مةن         
يم( إصابات ببقع صلبة ونمشةية علةى الليمةون؛ )ج( إصةابات ببقةع نمشةية )الأسةهم السةوداء( والمرحلةة          الدوارق(؛ )ج

 الوسيطة بين الإصابة بالبقع النمشية والبقع الصلبة المحتوية على دوارق )الأسهم البيضاء( على الليمون الحلو.

 البرازيل.معهد البيولوجيا، سوروكابا،  E. Feichtenbergerالصور من إهداء من 
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 Phyllostictaلاسوداد الكاذب، والبقع الخبيثة، والبقع الشريطية، والبقع المتصدِّعة الا  يساببها فطار    . 2الشكل 

citricarpa   ( على ثمار التتقاال الحلاوCitrus sinensis ( والليماون )Citrus limon:)     ألةف( إصةابات بالاسةوداد(
( إصابات باسوداد كاذب تحيط بها لطخةات داكنةة علةى ثمةرة برتقةال حلةو       الكاذب على ثمرة برتقال حلو ناضجة؛ )أ

)جيم( إصابات ببقةع خبيثةة علةى برتقةال حلةو       ناضجة؛ )باء( إصابات باسوداد كاذب على ثمرة برتقال حلو خضراء؛
 خضةراء؛  )دال( أعةراض بقةع شةريطية علةى ثمةرة برتقةال حلةو        )الإصابات غائرة وتمتد إلى مسافة عميقة في الألبيةدو(؛ 

)هاء( إصابات ببقع متشققة على البرتقال الحلو )الإصابات ناتئة قليلًا، ومتشةققة ومحتويةة علةى هةوامش غةير منتظمةة       
 وخالية من الدوارق(.

 )ألةةف، بةةةاء، جةةةيم، دال، هةةةاء(  (FUNDECITRUS)الصةةور مةةةن إهةةةداء صةةندوق وقايةةةة نباتةةةات الحمضةةةيات   
 راكابا، البرازيل )أ(.، معهد البيولوجيا، سو E. Feichtenbergerو
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علاى أوراق الليماون    Phyllosticta citricarpaأعراض البقعة السوداء على الحمضيات الناتجاة عان فطار     .3الشكل 

 ( )ألف( وأغصانه )باء( Citrus limonالحمضي )

، معهةد وةوث   M. Truter، معهد البيولوجيةا، سةوروكابا، البرازيةل )ألةف(، و    E. Feichtenbergerالصور من إهداء 

  وقاية النباتات، مجلس البحوث الزراعية، بريتوريا، جنوب أفريقيا، )باء(. 



 البروتوكولات التشخيصية للآفات الخاضعة للوائح التنظيمية 5 البروتوكول التشخيصي 

 

28  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -5 ب ت   

 على ثمرة الحمضيات Phyllosticta citricarpaفطر  لتحديد: رسم تخطيطي 4لشكل ا

وجةودة في  تم التحقق من الفحوص الجزيئية المستخدمة في تحديد هوية الكةائن علةى المسةتنبتات النقيةة والإصةابات الم      1

 وتفاعل البلمرة المتسلسل. الثمرة وليس على أي مادة نباتية أخرى )مثل الأوراق أو الأغصان(. مباعد النسخ الداخلي؛

 
  

 

 

ثمرة حمضيات تظهر عليها أعراض شبيهة 

 بأعراض البقع السوداء

 العزل والاستنبات

 المتسلسل الآني تفاعل البلمرة تفاعل البلمرة المتسلسل التقليدي

 

الاختبارات الجزيئية
1

 

نتيجة تفاعل 

مستعمرات شبيهة  البلمرة المتسلسل

  مراتبمستع
P.citricarpa 

  الشكل والتركيب

نتيجةةةةة تفاعةةةةل  

البلمةةرة المتسلسةةل  

 الآني إيجابية

 تتابع مباعد النسخ الداخلي

 P.citricarpaفطر 

 موجود

 P.citricarpa فطر

 موجود غير

 اختبارات جزئية

خصائص الشكل 

والتركيب المتسقة مع 

 P.citricarpaر فط

 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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)ألف( مسةتعمرة تحتةوي   : Phyllosticta citricarpaخصائص المستعمرات وشكل وتركيب الدوارق في فطر  .5الشكل 

يوماً من نموهةا علةى أغةار     30ة شفافة من أفطور غائر عديم اللون )السهم( بعد على هوامش غير منتظمة تحيط بها منطق

سةاعة؛ )بةاء( تسةرب المةادة      12 مئوية ومدة تصوير 25( في درجة حرارة 5.5ديكستروز البطاطس )الأسّ الهيدروجيني 

هم( وزائةدة مخززيةة   اللزجة البوغية من دوارق ناضجة؛ )جيم، دال( أبواغ تحتوي على غمد مخاطي رقيةق )جةيم، السة   

 مرة باستخدام زيت الغمر(.  1000الشكل وعديمة اللون )دال، السهم، وكُبِّرت الصورة 

   ، وزارة تربية الحيوانات والزراعة ومصايد الأسماك، مونتيفيديو، أوروغواي.L.E. Diazمن إهداء  لصورا



 البروتوكولات التشخيصية للآفات الخاضعة للوائح التنظيمية 5 البروتوكول التشخيصي 

 

30  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -5 ب ت   

 

 
 

 Phyllostictaو Phyllosticta citricarpaشااكل وتركيااب الأبااواغ وخصائصااها الاسااتنباتية في فطاار    .6الشااكل 

capitalensis : ألف( أبواغ فطر(P. citricarpa  ميكرون(؛ )باء، جةيم( أبةواغ    1.5مزوَّدة بغمد مخاطي رقيق )أقل من
ميكرون( )أُخذت الصورة  10ميكرون( )مقياس الرسم =  1.5مزوَّدة بغمد مخاطي سميك )أكثر من  P. capitalensisفطر 

)دال( وفطةر   P. citricarpaمجهر ضوئي مزوَّد بتباين لفروق التةداخل(؛ )دال، هةاء( مسةتعمرات مةن فطةر      جيم تحت 
P. capitalensis  السهم العلةوي(، وأغةار خلاصةة الشةعير )السةهم       أيام من النمو على أغار دقيق الشوفان 7)هاء( بعد(

 P. citricarpaظهور صبغ أصةفر حةول مسةتعمرة فطةر     )يلاحظ  الأوسط( وأغار الكرز المستخلص بالغلي )السهم السفلي(
المتكونةة   P. capitalensisالمتكونة على أغار دقيق الشوفان )دال، الأسهم( وعدم وجود هةذا الصةبغ في مسةتنبتات فطةر     

 على نفس الوسط )هاء((.

 W. van و وباء، وجيم( ، أوتريخت، هولندا )ألف،الفطريات، الهيئة المركزية لمستنبتات G. Verkleyالصور من إهداء 
Liendenات، فاغيننغن، هولندا )دال، هاء(، دائرة وقاية النبات . 
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 النشر اريخت

 هذا الجزء ليس جزءا رسميا من المعايير

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

  06-2006للفطريات

 Guignardia citricarpa(23-2014) وع ةةةةموضة ـــــضافت اللجنة التوجيهيأ 11-2004

 (eSC_Nov_062011_وافقت اللجنة التوجيهية على تشاور الأعضاء عبر القرارات الالكترونية ) 11-2011

 مشورة الأعضاء 07-2012

 (2004-23) على الثمرةPhyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa ى تغير العنوان إل 03-2013

للموافقة استعراض الفريق الفني المعني ببروتوكولات التشخيص وتقديمه إلى اللجنة التوجيهية  07-2013

 (eTPDP_Jun_012013_) والاعتماد

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

(_eSC_Nov_132013) 

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

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

 (eSC_Nov_012014_)يوما عبر القرارات الإلكترونية  45موافقة اللجنة التوجيهية على فترة الإخطار  2014

 لتشخيص فترة إخطار بروتوكولات ا 07/08-2014

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

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

 مجموعة مراجعة اللغة العربية

على  Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa: 5المرفق  :27لنباتية رقم المعيار الدولي لتدابير الصحة ا

 منظمة الأغذية والزراعة –. روما، الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات (2014الثمرة )

قامت أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات بترجمة و ادراج التعديلات الحبرية طبقاً لإجراءات ابطال  2016-12

 (2015) 10الدورة  –لمعايير المعتمدة من هيئة تدابير الصحة النباتية ا

 قامت أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات بتنسيق الوثيقة2019-04 

 04-2019خر تحديث لتاريخ المطبوع: آ


