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 الملخص
. ، سور�ةالمزروعة في حقول محافظة حلب  حصر وتوص�ف جز�ئي للإصا�ة �الفایتو�لازما على محصول الفل�فلة .  2026فاتح خطیب.  محمد و   صعب،

   https://doi.org/10.22268/AJPP-001401 . 154-147):2(44مجلة وقا�ة الن�ات العر��ة، 
 2022 عي لعاممحصول الفل�فلة من الخضار الغذائ�ة المهمة التي تزرع في محافظة حلب. تم إجراء عمل�ة حصر للإصا�ة �الفایتو�لازما خلال الموسم الزرا  �عدّ 

الجینومي منها، وقدّر تر�یزه ونقاوته ونوعیته.   DNAعینة ن�ات�ة مصا�ة ظاهر�اً، واستخلص الـ    22  حقول موزعة على مناطق دیر حافر والسفیرة و�و�رس. جمعت  9  في
المتداخل ( للبول�میراز  التسلسلي  التفاعل  ال�ادئات  Nested PCRأجري  �الفایتو�لازما.   R16F2n/R16R2و    P1/P7) على مرحلتین �استخدام  للكشف عن الإصا�ة 

في المرحلة الثان�ة. تم فصل نواتج   PCRلهضم نواتج تفاعل الـ   PCR-RFLPفي تقن�ة  AluI و    Rsal  ،HhaI  ،EcoRI  ،BamHI  ،HinfI  أنز�مات قطع 6استخدمت  
متوسط نس�ة الإصا�ة    بلغلفایتو�لازما.  ل  16S، وقورنت النتائج مع الدراسات المرجع�ة لتحدید المجموعات الجز�ئ�ة المعتمدة على المورثة  %2  اروزج الهضم على هلامة أ

التي تم جمعها �انت  الفل�فلةأظهرت نتائج التفاعل التسلسلي للبول�میراز المتداخل أن جم�ع عینات في �و�رس.  % 1السفیرة و في  % 3، دیرحافرفي  % 2 �الفایتو�لازما
عدم وجود تطابق تام في نماذج القطع    AluIو    Rsal  ،HhaI  ،HinfIأظهرت نتائج القطع الأنز�مي لأر�عة من أنز�مات القطع    .%100  مصا�ة �الفایتو�لازما بنس�ة

، وتحلیل جم�ع مواقع القطع فیها لتحدید المجموعات  16S RNAح لتصن�ف الفایتو�لازما؛ الأمر الذي یتطلب تحلیل التتالي النكلیوتیدي للمورثة  بینها و�ین المخطط المنقَّ 
 العزلات المدروسة. تنتمي إلیهاالجز�ئ�ة التي 

 . PCR-RFLP، توص�ف جز�ئي، تقن�ة الفل�فلةالفایتو�لازما،  كلمات مفتاح�ة:

 

 1المقدمة
 

ال�اذنجان�ة  ، ).Capsicum annuum L(  الفل�فلة  تعدّ  للفصیلة    التا�عة 
)Solanaceae (،  حیث  المزروعة محل�اً،    المهمة ل الخضار  من محاصی

�ما تجفف ثمارها الحمراء وتطحن  تدخل ثمارها في السلطات والمخللات،  
وتستعمل �توابل  �مكن إضافته للوج�ات الغذائ�ة،   حوقاً ناعماً لتص�ح مس

الملونة،   الص�غات  إنتاج  المفاصل  وفي  أمراض  طب�ع�ة لعلاج  و�مادة 
العصبي   زراعة    .) Govindarajan & Salzer, 1985(والجهاز  تنتشر 

الفل�فلة في معظم أنحاء العالم، وتشیر إحصائ�ة منظمة الأغذ�ة والزراعة  
المزروعة    2022لعام    FAOالدول�ة   المساحة  أن  الفل�فلة    لإنتاج إلى 

أنتجت    754  بلغت الجافة في سور�ة     1.233  �معدلطناً    928هكتاراً 
هكتاراً للحصول على الفل�فلة الخضراء    5220زرعت مساحة  �ما  طن/هـ،  
وغلة    78704�إنتاج�ة   هناك  .  )FAO, 2024(  طن/هـ  15.074طن 

محصول   تصیب  التي  المرض�ة  المسب�ات  من  ومنها    ، الفل�فلةالعدید 
  مناطق آفة رئ�س�ة مهمة في    دّ الأمراض المتسب�ة عن الفایتو�لازما التي تع 
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العالم وتسبب خسائر �بیرة في �م�ة الإنتاج ونوعیته. وهي    عدیدة من 
إج�ار�ة التطفل، عد�مة الجدار الخلوي، محاطة فقط    ،ر�ا بدائ�ة النواة ی�كت

ه�مول�مف  �غشاء مفرد، تتكاثر في النس�ج اللحائي للن�اتات وأ�ضاً في  
حیث تتراوح  ت�این أحجامها  متعددة الأشكال مع    �ما أنها لحشرات الناقلة،  ا

ولدیها    800-200  بین ما   حدود مجین  نانومتر،  في  الحجم   صغیر 
 ). Kb( كیلو قاعدة 530-1350

�كتیر�ا موج�ة الغرام، حساسة للمضاد الحیوي    هي  الفایتو�لازماإنّ  
من   . )Doi et al., 1967(تتراسكلین   �أكثر  الفایتو�لازما    600  ترت�ط 

عن   رئ�سي  �شكل  وتنتقل  العالم،  أنحاء  جم�ع  في  متنوع  ن�اتي  مرض 
الأوراق،  نطاطات  و�خاصة  اللحاء  على  تتغذى  التي  الحشرات    طر�ق 

والإكثار   الجذور  أو   والدرنات و�العقل �التطع�م  الإكثار الخضري   وطرائق 
تم حتى   ). Cuscuta sp. ()Bertaccini et al., 2014(  والحامول الدقیق

مجموعة    14ت  تندرج تح)  Candidatus(  مرشحاً نوعاً    41  الآن تصن�ف
  المورثة  وتسلسل  RFLPمجموعة فرع�ة بناءً على تحلیل الـ    46و  رئ�س�ة  

16Sr DNA  )Bertaccini & Lee, 2018( .   ًتسبب الفایتو�لازما أعراضا  
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التقزم والبرعم الكبیر ومكنسة الساحرة    عدیدة على الن�اتات المصا�ة مثل 
وتورق الأزهار والكأس العملاق وتشوه الأزهار والأوراق الصغیرة وتغیر  

الناقلة.   أن  لون الأوع�ة  أعراض مختلفة  �مكن  الفایتو�لازما مع  تترافق 
أعراض تحفز ظهور  وقد  متنوعة،  ن�ات�ة  أنواع  أنواع    على  مماثلة على 

المجموعة    مثلاً   ذ�ر   فقدمختلفة؛   التقزم    16SrIIIأن  أعراض  تظهر 
الحارة   والفل�فلة  �ال�طاطا  متنوعة  محاصیل  على  الساحرة  ومكنسة 

المرّ   الطماطم /ورةوالبند  والقرع  الفل�فلة  ، و والكوسا  تظهر الأعراض على 
  تبرقش الأوراق و   البرعم الكبیر و   صغر حجم الأوراقو اصفرار   على شكل

)Faghihi et al., 2016( .  أساسي    الفایتو�لازما   �عتمد تشخ�ص �شكل 
نظراً    )PCR(  التفاعل التسلسلي للبول�میراز   التقن�ات الجز�ئ�ة مثل  على

  الاخت�ارات   تعدّ   لذلك  .على مستنبتات غذائ�ة في المختبر   لصعو�ة عزلها
التفاعل التسلسلي للبول�میراز    العادي   القائمة على الحمض النووي مثل 

)PCR  (التفاعل التسلسلي للبول�میراز المتداخل   وتقن�ة  )Nested PCR (  
مناس�ة   �ال�ساطة  للوموثوقة  أداة  وتتصف  الإصا�ة،  عن   كشف 

والتي یت�عها تحلیل    )، Bertaccini et al., 2014(   والسرعة ودقة الكشف
المت�اینة  التحدید  وتحدید  )  PCR-RFLP(  قطع  الجز�ئي  للتوص�ف 

  "Candidatus (Ca.) Phytoplasma"  فایتو�لازما الـ  نوعو   المجموعة
ا  �الاعتماد  مكاثرة  لناتج  الأنز�مي  الهضم     16S rDNAلمورثة  على 

)Hodgetts et al., 2008 .( 
لعقود عدیدة  الدقیق  عن عمل�ة التعر�ف    ة �عید  ت الفایتو�لازما�قی

للعزل، والزرع على الأوساط المغذ�ة ال�س�طة المستخدمة    ةغیر قابل  الأنه
التطورات التي حدثت  في حین قادت  ر�ا الممرضة للن�ات.  یفي عزل ال�كت

الحیو�ة   التقانات  مجال  والعشر في  الحادي  القرن  شهدها    إلى   ون التي 
ال�كت هذه  تعر�ف  في  جز�ئ�ة  �أدوات  أنماطها یاستخدامها  وتحدید    ر�ا 

، وهي من الطرائق الموثوقة والمعتمدة  وتقس�مها ضمن مجموعات جز�ئ�ة
مع الإشارة إلى ندرة هذا النوع من الدراسات   العالم،حال�اً على مستوى  

التفاعل   تقن�ة  استخدام  خلال  من  �مكن  و�ذلك  القطر.  مستوى  على 
ر�ا وتمییزها عن  یتحدید الإصا�ة بهذه ال�كتالتسلسلي للبول�میراز المتداخل  

مسب�ات أخرى مثل الأمراض الفیروس�ة أو نقص عنصر الزنك الذي قد  
یتسبب �أعراض مشابهة على ن�اتات هذه العائلة، أو تكون هناك إصا�ة  

معها اقتراح طر�قة    ،مختلطة  یت�ح  أو  فاعلة  مما  المسب�ات  هذه  لإدارة 
 . اتحدید مصادر الإصا�ة به 

حصر انتشار الإصا�ة �الفایتو�لازما على    هدف هذا ال�حث إلى
  ها الكشف عنو   محافظة حلب أهم مناطق زراعتها في  في    الفل�فلة محصول  

تقن�ة   �استخدام  وتحت  توص�ف  و   Nested PCRجز�ئ�اً  المجموعة 
المجموعة الجز�ئ�ة التي تت�ع لها �استخدام تقن�ة ت�این أطوال قطع التحدید  

 . ) PCR-RFLP( لناتج التفاعل التسلسلي للبول�میراز 
 

 

 مواد ال�حث وطرائقه
 

 نس�ة الإصا�ة وجمع العینات الن�ات�ةمسح 
مناطق زراعة  في    2022  الفایتو�لازما خلال عام  انتشار   مسحتمت عمل�ة  

حلبالرئ�س  الفل�فلة محافظة  في  جولات  .  ة  مناطق  نفذت  على  حقل�ة 
بدا�ة  أعراض الإصا�ة من  ، حیث لوحظ ظهور  الدراسة خلال موسم النمو

تم تنظ�م استمارة    . أغسطس /آب وتحدیداً خلال شهر    وحتى نهایتها   الإنتاج 
علیها المعلومات الخاصة �مكان وتار�خ   ت ناستب�ان خاصة �كل حقل دوّ 

�ما   المزروع،  والصنف  البذار،  المزروع، ومصدر  والمحصول  الجمع، 
لن�اتات المصا�ة مقارنةً  ل   الشكل�ة  سجلت الأعراض الظاهر�ة والاختلافات  

 مع الن�اتات السل�مة. 
بلغ عدد الحقول التي تمت ز�ارتها وجمع العینات منها وتحدید نس�ة  

  �و�رس و  ، السفیرةدیر حافر ، موزعة على مناطق  حقول  9 الإصا�ة فیها
منطقة  ة ثلاث�معدل   لكل  حقل  حقول  �ل  في  الإصا�ة  نس�ة  حددت   .

  ن�ات  100 �الكشف عن الأعراض الظاهر�ة للإصا�ة �الفایتو�لازما على 
،  Wشكل الحرف    على   لفي الحق  السیر   عشوائ�اً من خلال  ا تم تحدیده
عینات    3  . تم جمع عینة �عد �ل عدد محدد من الخطوات  لالتقاط والتوقف  

عینة، تم    27  و�لغ عدد العینات الإجمالين�ات�ة مصا�ة من �ل حقل،  
مع عدد من العینات  عینة لإجراء الاخت�ارات علیها، �ما جُ   22  اخت�ار 

أخذ الأجزاء التال�ة    غیر المصا�ة لاستخدامها �شاهد سل�م للمقارنة. تمّ 
برعم:  عینة  لكل البرعم. ورقة،  حامل  أنابیب    ،  في  العینات  وضعت 

سعة السور�یتول    2  ابندورف  محلول  على  تحوي  الذي    Sorbitolمل 
  DNAالأولى لسحق العینات واستخلاص الـ    ستخدم لاحقاً في الخطوةا

المختبر وحفظتْ في  منها إلى  ونقلت  الحافظة،  في  العینات  وضِعتْ   .
 وتعر�ف النمط الجز�ئي.    DNAلحین استخلاص الـ   برادال
 

 واخت�ار تر�یزه ونقاوته ونوعیته  DNAاستخلاص الـ 
من العینات التي تم جمعها من الحقول، وذلك    DNAتم استخلاص الـ  

م، حامل  غ من �ل عینة ن�ات�ة (ورقة، برع  0.3  من خلال سحق �م�ة
منفصل في   �شكل  معقم  هاون  البرعم)  الغسیل  بورسلان  �ات�اع طر�قة 

 حرارةدرجة  عند    DNAالـ    حفظ   ).Inglis et al., 2018(�السور�یتول  
ت 20°- استخدامها.  لحین  )  Absorbance(  الامتصاص�ةق�اس    مس 

للـ  360  عند طول موجة�استخدام المط�اف الضوئي،      DNA  نانومتر 
 العلاقة:   وفقنانومتر للبروتین، وحسب التر�یز   280و 

میكروغرام/میكرولتر = الامتصاصیة عند طول   DNAتركیز الـ 
 50/1000 نانومتر × عامل التخفیف × 260موجة 
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التي �جب أن تتراوح  ، و OD260/OD280قدرت النقاوة من النس�ة 
النق�ة   العینات    . )Sambrook et al., 1989(  2.0-1.8  بینما  في 

  اروز تر�یز ج�الرحلان الكهر�ائي على هلامة أ   DNAـاختبرت نوع�ة ال
لوّ 1% ثم  ومن  الا،  ببرومید  فوق  نت  الأشعة  تحت  وظهرت  یثیدیوم 

الهلام)  UV(  البنفسج�ة توثیق  جهاز  ،  )Gel documentation(  في 
  إلى تر�یز   DNAخفف الـ  وأخذت صورة رقم�ة للهلامة لتحلیل النتائج.  

المط�اف  یالم�كرولنانوغرام/   50 في  التراكیز  ق�م  قراءة  على  بناءً  تر 
 . الضوئي

 
الـ   تفاعل  بتقن�ة  الفایتو�لازما  عن   المتداخل   PCRالكشف 

)Nested PCR ( 
الـ   تفاعل  بواسطة  العینات  )  Nested-PCR(  المتداخل  PCRاختبرت 

حیث    ، للكشف عن الفایتو�لازما، وقد أجري هذا الاخت�ار على مرحلتین
 : )Deng & Hiruki, 1991ت (في المرحلة الأولى استخدام زوج ال�ادئا  تمّ 

P1: 5’- AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’ 
CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’ P7: 5’- 

  �یلو قاعدة   1.8  و�لغ حجم ناتج التفاعل في هذه المرحلة حوالي 
)Kb على ناتج اخت�ار المرحلة الأولى    ت عتمداف  ، أما المرحلة الثان�ة  )؛

 : )Gundersen & Lee, 1996( نولكن �استخدام ال�ادئتی
R16F2n: 5’-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’  

 R16R2: 5’-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’   
المورثة    لتضخ�م من  طولها  16Sr RNAقطعة  �یلو    1.2  یبلغ 

تر �حیث  یم�كرول  20  حضر مز�ج التفاعل في حجم نهائي  ).Kb(  قاعدة
 + PCR 10x PCR bufferتر محلو منظم لتفاعل الـ یم�كرول 2 �حتوي

215 mM MgCl،  2  الـ  یم�كرول من    50  تر�یز   DNAتر 
من ناتج المكاثرة في  تر  یم�كرول  1  نانوغرام/م�كرولتر في التفاعل الأول و

الأول   بنس�ةالتفاعل  الثاني،  1:40  مخفف  من    0.2  للتفاعل  مل�مولر 
تر من �ل من ال�ادئتین الأمام�ة  یم�كرول  mM dNtp’s،  1 2النكلیوتیدات  

(تر�یز   البلمرة  یم�كرول  0.2م�كرومولر)،    10والعكس�ة  أنز�م  من  تر 
5U/µl Taq polymerase  وأكمل الحجم �الماء المقطر والمعقم منزوع ،

 Applied Biosystemsالشوارد. تمت عمل�ة المكاثرة في جهاز من نوع  

2720 Thermal cycler    الخاص الحراري  التدو�ر  برنامج  بواسطة 
عمل�ة فصل أولي لسلسلة الـ   تمتحیث  ، المرحلة الأولى والثان�ة  ب�ادئات 
DNA   35  اس لدورة واحدة، من ثم ت�عه° 94  دق�قة عند حرارة   5  لمدة  

س، وارت�اط  ° 94  دق�قة عند حرارة   1  دورة تتضمن الفصل الثانوي لمدة 
  س، ومن ثم امتداد ال�ادئات لمدة °57  دق�قة عند حرارة  1.5  ال�ادئات لمدة 

س. انتهى البرنامج �عمل�ة امتداد نهائي عند  ° 72  دق�قة عند حرارة   1.5
التفاعل عند    10  س لمدة ° 72  حرارة دق�قة ولدورة واحدة فقط، ثم حفظ 

�الرحلان    س.° 4  حرارةدرجة   المرحلتین  التفاعل في �لا  نواتج  فصلت 

  لوزن الجز�ئيا%، واستخدم سلم 1  اروز تر�یز جالكهر�ائي على هلامة أ
نكلیوتیدي  100 نوع    bp  Molecular Ladder 100  زوج   Geneمن 

ruler   الفل�فلةأطوال القطع الناتجة، واستخدمت عینتان من ن�اتات    لتحدید  
 مصا�ة �شاهد سلبي. الغیر 

 
أطوال   التحدید  ت�این  للبول�میراز قطع  التسلسلي  التفاعل   لناتج 
PCR-RFLP   

الرئ�س�ة وتحت المجموعات   المجموعات  لتحدید  تم اجراء هذا الاخت�ار 
م محددة  �م�ة  عوملت  لللفایتو�لازما.  الثان�ة  المرحلة  تفاعل  نواتج  ـ  ن 

PCR    المتداخل ذات الأحجام التي شوهدت بوضوح على هلامة الآغاروز
المورثة  1.2( قاعدة من  مع  )16S rDNA  �یلو  إفرادي  �شكل  ، وذلك 

القطع ،  AluIو    RsaI  ،HhaI  ،EcoRI  ،BamHI  ،HinfI  أنز�مات 
عینات تم اخت�ارها �حیث تكون موزعة على المناطق المدروسة.    ولستِّ 

نهائي حجم  في  الهضم  مز�ج  �حتويیم�كرول  10  حضر  �حیث    7  تر 
تر محلول منظم  یم�كرول 1 المرحلة الثان�ة، PCRتر ناتج تفاعل یم�كرول
أنز�م  یم�كرول  restriction enzyme buffer  ،0.5 ×10تر�یز     10(تر 

  HinfIتر من الأنز�م  یم�كرول  0.25  تر، أویم�كرول  1  وحدة أنز�م�ة في
وحدة أنز�م�ة) وأكمل الحجم �الماء    20  تر منه علىیالذي �حوي الم�كرول

  حرارةدرجة  المعقم منزوع الشوارد. حضنت العینات في حمام مائي عند 
تر من محلول تحمیل  یم�كرول  2  إلیها ساعات، ثم أض�ف    3  س لمدة 37°

هلامة  6x loading dye bufferالعینات   في  الهضم  نواتج  فصلت   .
  0.22 یثیدیوم تر�یز ، ثم لونت في محلول برومید الإ%2  اروز تر�یز جأ

وظُ  فوق  هِّ م�كروغرام/مل،  الأشعة  تحت  الهلام  توثیق  جهاز  في  رت 
نواتج  ال �مقارنة  النتائج  لتحلیل  للهلامة  رقم�ة  صورة  أخذت  بنفسج�ة. 

زوج نكلیوتیدي، ومقارنة    100الهضم مع مؤشر ق�اسي للوزن الجز�ئي  
المرجع�ة الدراسات  القطع الناتجة مع  فیها ذات    تالتي استخدم  أطوال 

 ال�ادئات وأنز�مات القطع لتعر�ف النمط الجز�ئي للفایتو�لازما. 
 

 النتائج
 

 الإصا�ة الحقل�ة  أعراض
ها  تسبب  التي الظاهر�ة الأعراض  توص�ف عمل�ة المسح الحقلي    خلال تم  

ا الفل�فلن�اتات  على    الفایتو�لازما �انت  الحجم  لن�اتات ة، حیث    ، صغیرة 
  ملعق�ةمصفرة لحم�ة مجعدة    الأوراق،  متوردة على شكل �اقة  ،متقزمة
حامل البرعم  ،  قاس�ة  ممتلئة   أو   مفرغة  الشكل  �أس�ة   إما   ، البراعم الشكل

،  ، الثمار غال�اً غیر موجودة�الأفرع ملتصقة البراعم أن   أو جداً  طو�ل إما 
  تإذ تراوح  العدد   قلیلةصغیرة الحجم،    مشوهة،  في حال وجودها �انت و 

 ). 1 (شكل ثمرة 3-1 أعدادها بین
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الفلیفلةب   أعراض الإصابة.  1  شكل  الأوراق مصفرة لحمیة مجعدة ملعقیة    = Bالنباتات صغیرة الحجم متوردة على شكل باقة،    = A.  الفایتوبلازما على 
 الثمار صغیرة مشوھة.   =Fالبرعم الكبیر،   =Eالبراعم كأسیة مُفرغة وملتصقة بالأفرع ،   =Dحامل البرعم طویل والبراعم كأسیة الشكل،  =Cالشكل،  

Figure 1. Symptoms of phytoplasma infection in pepper. A= Small plants, clustered in flowers, B= Leaves are yellowish, fleshy, 
wrinkled, spoon-shaped, C= Bud holder is long and buds are goblet-shaped, D= Buds are goblet-shaped, hollow and attached to 
branches, E= Large bud, F= Fruits are small and deformed. 
 

 

 نس�ة الإصا�ة �الفایتو�لازما في الحقل 
ثلاثة حقول في  تم تقدیر نس�ة الإصا�ة �الفایتو�لازما على الفل�فلة في  

صا�ة في منطقة  ، إذ تراوحت نس�ة الإفي محافظة حلبالمناطق الرئ�س�ة  
؛ والتي �انت أعلى نس�ة إصا�ة في المحافظة، و�ان  % 7-1  السفیرة بین

نفسه المنطقة  في  الإصا�ة  نس�ة  �انت نسب  %3ا  متوسط  . في حین 
في    %1و  في الحقول المدروسة في منطقة دیر حافر    %2  الإصا�ة

   .وهو أقل متوسط لنس�ة الإصا�ة في المناطق المدروسةمنطقة �و�رس؛ 
 

 DNAتر�یز ونقاوة ونوع�ة الـ 
وتقدیر نقاوته من البروتین بواسطة المط�اف    DNAتم ق�اس تر�یز الـ  

الـ  الضوئي تر�یز  تراوح  حیث   ،DNA  2500-500  بین  
(وسط�اً ینانوغرام/م�كرول تراوحت  ینانوغرام/م�كرول  1324  تر  بینما  تر)، 
 . )2(شكل  )1.8  (وسط�اً  2.1-1.6 ق�م النقاوة بین
مؤشر النقاوة وجود تلوث �البروتین في العینات التي �ان  أوضح  

إلى   2.0ارتفاع ق�م النس�ة عن  أشار ، بینما  1.8المؤشر فیها أدنى من  
�شكل أساسي  هذا و�رت�ط   ،في العینات  RNAوجود �م�ات زائدة من الـ 

�شكل    RNAالمستخدم في التخلص من الـ    RNaseعدم �فاءة الأنز�م  �
تراوح،  كامل النقاوة    تإذ  مؤشر   بینما    OD260/OD280ق�مة 
النق�ة   2.0–1.8 العینات  تطو�ر    ). Sambrook et al., 1989(  في  تم 

البروتو�ول المستخدم في عمل�ة الاستخلاص والغسیل �محلول السور�یتول  
  DNAلتخلص من المر��ات الفینول�ة في العینات مما �حسن من نقاوة الـ  ل

وخلوه من عدید السكر�ات، إلا أن جمع العینات في أنابیب تحوي هذا  
من الزمن معرضة للظروف العاد�ة قبل حفظها في    لمدّةالمحلول و�قائها  
للون البني    ��ات الفینول�ة في العینات وتحولهاالمر   تأكسدالثلاجة أدى إلى  

في مثل هذه  و�ان من المفضل . طحنها والق�ام �عمل�ة الاستخلاص  قبل
جمع العینات ووضعها م�اشرة في حافظة تحوي النیتروجین السائل  الحالة  

ها في المجمدة لحین استخلاص  ثم نقلها م�اشرة للمختبر وطحنها ثم حفظ
منها. وقد أجري هذا التعدیل على الطر�قة لعدم توفر النیتروجین   DNAالـ  

الناتج في التفاعل    DNAتم استخدام الـ    ، الرغم من ذلك �لهوعلى  السائل.  
للبول�مراز   هذا    PCRالتسلسلي  استخدام  إمكان�ة  تأكیدي على  �اخت�ار 

 في الاخت�ارات الجز�ئ�ة.   DNAالـ
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 . المستخلص من الفلیفلة DNAتركیز ونقاوة الـ . 2  شكل
Figure 2. Concentration and purity of extracted DNA from 
pepper. 
 

ز  المستخلص على هلامة أغاروز تر�ی  DNAتم اخت�ار نوع�ة الـ 
ذو  المستخلص �ان    DNAمن الـ    اً %، وقد أظهرت النتائج أن جزء1

عادل حجم جینوم ال�اكتر�وفاج  �  و جیدة، ووزن جز�ئي مرتفع، وه  ةنوع�
  على شكل حزمة  DNA�یلو قاعدة)، حیث ظهر الـ    50لامبدا (حوالي  

)Band  (  متماسكة أعلى المسارات في الهلامة، �ما أظهرت صورة الهلامة
ذات وزن جز�ئي منخفض أسفل المسارات، وهذا    RNAوجود تراكیز من  

ما تم الكشف عنه سا�قاً من خلال قراءة المط�اف الضوئي عندما تجاوزت  
نس�ة   الـكما    . 2.0النقاوة  ق�مة  ظهور  لطخ   DNAلوحظ  شكل    على 

)Smear  (شكل  على طول المسار و�شكل واضح)  وقد �عود ذلك  )3 ،
في هذا    المت�عة. إلا أن الطر�قة  �ما أشرنا سا�قاً   إلى طر�قة حفظ العینة

بوزن جز�ئي �بیر    DNAال�حث �انت �اف�ة للحصول على حزمة من الـ  
الكم�ة   و�انت  لامبدا،  ال�كتر�وفاج  لجینوم  الجز�ئي  الوزن  �عادل 
عن   للكشف  للبول�میراز  التسلسلي  التفاعل  لإجراء  �اف�ة  المستخلصة 

   DNAالفایتو�لازما. إن نجاح التفاعل التسلسلي للبول�مراز �استخدام الـ
للعمل وخلوه من الملوثات   DNAعلى صلاح�ة هذا الـ  لمستخلص یدلّ ا

إلى   العینات  خففت  لذلك  التفاعل.  هذا  تث�ط  قد    50تر�یز  الالتي 
  2على قراءة المط�اف الضوئي واستخدمت �م�ة    نانوغرام/م�كرولتر بناءً 

 . PCRنانوغرام) في المرحلة الأولى لتفاعل الـ  100تر منه (یم�كرول
 

بواسطة   الفایتو�لازما  عن  للبول�میراز الكشف  التسلسلي  التفاعل 
 ) Nested PCR( المتداخل

الحصول   PCRتم في المرحلة الأولى من التفاعل التسلسلي للبول�میراز  
في �ل عینات    ، �یلو قاعدة  1.8  حوالي   وهي �طول   ،على القطعة المتوقعة

إل) 4  و�شكل واضح (شكل  الفل�فلة �شیر  مما  �بیر من،   ى وجود عدد 
خلا�ا الفایتو�لازما في العینات المدروسة أدت إلى ظهور ناتج التفاعل  

والتي یتعذر ظهورها في حال �ان عدد الخلا�ا أقل    ،في المرحلة الأولى 
للبول�میراز   التسلسلي  للتفاعل  اللازمة  الكشف  حدود  ا  مم  PCRمن 

.  �ستدعي إجراء المرحلة الثان�ة من التفاعل التسلسلي للبول�میراز المتداخل
  1.2  حوالي   وفي المرحلة الثان�ة تم الحصول على القطعة المتوقعة �طول

وهذا یؤ�د نت�جة الاخت�ار   ،المختبرة  الفل�فلةكیلو قاعدة في جم�ع عینات  
داخل   DNAالأول نظراً لأنه في هذه المرحلة تتم عمل�ة المكاثرة لقطعة 

ن من خلال  . �مكالتخصص ودقة النت�جةمن  القطعة الأولى، مما یز�د  
ر�ا  یهذه المرحلة تأكید وجود الإصا�ة �الفایتو�لازما عندما �كون تعداد ال�كت

 ). 5 (شكل في الأنسجة وأدنى من حدود الكشف قلیلاً 
 

 
 

تركیز  .  3  شكل  أغاروز  ھلامة  على  الكھربائي  لاختبار  1الرحلان   %
الفلیفلة.    DNAنوعیة الـ   50مؤشر لامبدا  =   Mالمستخلص من عینات 

المسارات   المصابة  =22  –  1نانوغرام،  الفلیفلة  المسارینعینات   ، 
 عینات فلیفلة سلیمة.  =23-24

Figure 3. DNA quality test extracted from pepper samples 
by electrophoresis in agarose gel 1%. M= lambda marker 50 
ng/µl, lanes 1-22= infected samples, lanes 23-24= healthy 
samples. 

 
 

 
 

الكھربائي  .  4  شكل أغاروز  الرحلان  المرحلة  و نل%  1على ھلامة  اتج 
المتداخل   للبولیمیراز  التسلسلي  التفاعل  من    Nested PCRالأولى 

  100المؤشر السلمي    = M.الفلیفلة على عینات    P1/P7البادئات    باستخدام
المسارات  نكلیوتیدي.  المصابة    الفلیفلة عینات    = 22-1  زوج 

 السلیمة.  الفلیفلة عینات  = 24-23، المساران بالفایتوبلازما 
Figure 4. Electrophoresis of the PCR products on 1% 
agarose gel from the first stage of Nested PCR using P1/P7 
primers on pepper samples. M= Gene ruler 100 bp, lanes 1-
22= pepper samples infected with phytoplasma, lanes 23-
24= healthy pepper plants. 
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 16Sr groupتحدید مجموعات وتحت مجموعات الفایتو�لازما 
  6 في Nested PCRناتج المكاثرة من المرحلة الثان�ة لتفاعل  تم اخت�ار 

�ل اثنتین منها إحدى مناطق  مثّلت    ،عینات فل�فلة مصا�ة �الفایتو�لازما 
الحصر المدروسة (دیر حافر، السفیرة، �و�رس)، وذلك لتحدید المجموعة  

هضمت العینات �استخدام ستة  .  16SrDNAوتحت المجموعة للمورثة  
   RsaI  ،HhaI  ،EcoRI  ،BamHI  ،HinfIوهي    أنز�مات قطع مختلفة

وتم   RsaI و   BamHIلم تظهر نتائج هضم �النس�ة للأنز�مین  .  AluIو  
المجموعة   وتحت  المجموعة  تعر�ف  الأنز�مات في  �اقي  الاعتماد على 

 الجز�ئ�ة للفایتو�لازما. 
  �طول تشكل أر�ع قطع    AluIحیث أظهرت نتائج القطع �الأنز�م  

  400�طول  ین ، وقطعت)bp(  زوج نكلیوتیدي 800  و  400، 250، 150
�طول    ین، وقطعتHinfIعند الهضم �الأنز�م    ) bp(   زوج نكلیوتیدي   800و  

عدا  ما    EcoRIعند الهضم �الأنز�م   )bp(زوج نكلیوتیدي    800و    600
زوج    800و    600  ،300فكانت أطوال القطع الناتجة    21و    20العینتین  

زوج نكلیوتیدي    800  و  400،  100. وثلاث قطع �طول  )bp( نكلیوتیدي  
)bp (   عند الهضم �الأنز�مHhaI    التي �ان   30و    29�استثناء العینتین

نموذج القطع فیها مختلفاً وغیر متطابق مع الدراسات المرجع�ة لنماذج  
الأنز�م؛ فقد تم الحصول على خمس قطع   ،  100  �طول  القطع بنفس 

 ). 6(شكل   زوج نكلیوتیدي 800 و  500، 400، 300
 

 
 

الكھربائي  .  5  شكل أغاروز  الرحلان  المرحلة  لنوا%  1على ھلامة  تج 
المتداخل   للبولیمیراز  التسلسلي  التفاعل  من    Nested PCRالثانیة 

مؤشر    = M  على عینات الفلیفلة.   R16F2n / R16R2باستخدام البادئات  
نكلیوتیدي  100سلمي   الـ  =22-1  المسارات  ،زوج  لعینات    PCRناتج 
ناتج    =24-23التي ظھرت علیھا إصابة بالفایتوبلازما، المساران    الفلیفلة

 السلیمة.   الفلیفلةللشاھد السلبي من عینات   PCRتفاعل الـ 
Figure 5. Electrophoresis of the PCR products on 1% 
agarose gel from the second stage of Nested PCR using 
R16F2n / R16R2 primers on pepper samples. M= Gene ruler 
100 bp, lanes 1-22= pepper samples infected with 
phytoplasma, lanes 23-24= healthy pepper plants. 

 
 

الكھربائي  .  6  شكل  تركیز    في الرحلان  أغاروز  ل 2ھلامة  لھضم  % 
للبولیمیراز   الأنزیمي التسلسلي  التفاعل  من  الثانیة  المرحلة    لنواتج 
الفلیفلة على    ) Nested PCR(  المتداخل بالفایتوبلازما  عینات    . المصابة 

M=    سلمي نكلیوتیدي  100مؤشر  الھضم    =6-1المسارات    ،زوج 
المسارات   AluIبالأنزیم بالأنزیم    =7-12،   المسارات    ، HinfIالھضم 

الھضم بالأنزیم    = 24-19، المسارات  BamHIالھضم بالأنزیم    =13-18
EcoRI ،   الھضم بأنزیم    = 30-25  المساراتHhaI  36-31، المسارات =  

 . RsaIالھضم بالأنزیم 
Figure 6. Electrophoresis in 2% agarose gel of enzymatic 
digestion for the second stage products of Nested PCR on 
phytoplasma infected pepper samples. M= Gene ruler 100 
bp, lanes 1-6= AluI digestion, lanes 7-12= HinfI digestion, 
lanes 13-18= BamHI digestion, lanes 19-24= EcoRI 
digestion, lanes 25-30= HhaI digestion, lanes: 31-36= RsaI 
digestion. 
 

 المناقشة 
 

�الفایتو�لازما على الفل�فلة في    الإصا�ة  انتشار   الدراسة  هذه  نتائج  أظهرت 
أهم مناطق زراعتها في محافظة حلب، وتمثلت الأعراض �مظاهر مختلفة  
على الن�اتات المصا�ة على مستوى الأوراق والبراعم وحامل البرعم. إلا  

  �انت عقم الن�اتات  ، حتى من قبل المزارعین ،أن الأعراض الأكثر تمییزاً 
وانخفاض عدد الثمار علیها �شكل �بیر. أشارت نتائج الدراسة الجز�ئ�ة  

مشاهدتها في الحقل �انت ناتجة عن    ت أن جم�ع الأعراض التي تم  إلى  
المدروسة   الحقول  في  الإصا�ة  نس�ة  ت�اینت  �الفایتو�لازما.  الإصا�ة 

%، الأمر الذي �ستدعي متا�عة تطور  7ووصلت في حدها الأقصى إلى  
المناطق المدروسة لاعتمادها على زراعة هذه    انتشار هذا المرض في 

و�عد   سنو�اً.  في    هذا المحاصیل  الفل�فلة  على  للمرض  الأول  التسجیل 
�الفایتو�لازما على   الإصا�ة  نس�ة  أن  إلى  دراسة سا�قة  أشارت  سور�ة. 

  الطماطم /، وعلى البندورة %4-1 محصول الفل�فلة في لبنان تراوحت بین
)، وفي دراسة أخرى في تر��اً وجد  Choueiri et al., 2007(  %8-2  بین
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على الفل�فلة �انت مرت�طة مع المجموعة الفرع�ة    فایتو�لازماالأن أعراض  
16SrVI-A  )Sertkaya et al., 2007  16)، �ما سجلت المجموعةSrVI  

 ). Rao & Kumar, 2017 ؛Randall et al., 2009(في الهند وأمر�كا  
-16SrXIIبینما في إیران، وجد أنها مرت�طة �المجموعة الفرع�ة  

A  )Davoodi et al., 2021  والمجموعة  ،(16SrIII    بول�ف�ا في 
)Arocha et al., 2010  .( تم إجراء مسح حقلي    ، في دراسة مشابهةو

تم   العر��ة  مصر  جمهور�ة  في  محافظات  حقل    40ز�ارة  فیها  لأر�ع 
و�انت نس�ة الإصا�ة فیها متساو�ة    ،حقل �اذنجان  20و  طماطم /بندورة

، و�انت الفایتو�لازما تت�ع تحت  % 15-4 تراوحت بین و بین المحصولین 
 ). 16SrII-D )Omar et al., 2012المجموعة 

  2010أجر�ت في محافظة حماة خلال الموسم    أخرى دراسة  �یّنت  و 
  % 66-7  في حدودتراوحت  أن نس�ة الإصا�ة  على محصول السمسم  

)Khabbaz et al., 2013( .    الیونانأما لتحدید    فقد   في  دراسة  أجر�ت 
البندورة   محصول  على  �الفایتو�لازما  الإصا�ة  ا نس�ة    ینلموسمخلال 

، وفي  %2-1  نس�ة الإصا�ة في معظم الحقول �لغت  و   ،2005و    2004
الحقول   قلیلة جداً  15�عض  إلى%، وفي حالات    % 80-70  وصلت 

)Vellios & Lioliopoulou, 2007  .(  المجموعةسُ �ما   نفسها  جلت 
16SrVI-A  الرف�عة الذرة  إیران   على   ,Zibadoost & Rastgou(  في 

 ). Salehi et al., 2017( وعلى السمسم في تر��ا و�یران  ) 2016

عند مقارنة نتائج الهضم الأنز�مي لستة أنز�مات مع المراجع المتخصصة  
تبین  ،  )Lee et al., 1998في تمییز المجموعات الجز�ئ�ة للفایتو�لازما (

،  RsaI  ،HhaI  عدم وجود تطابق تام بین نماذج القطع لأر�عة أنز�مات
HinfI    وAluI    ومثیلاتها في الدراسة المرجع�ة، بینما تطا�قت مع نماذج

في   هنفساللذین لهما نموذج القطع  BamHI  و EcoRI القطع للأنز�مین
تمییز   في  أهمیتهما  من  �قلل  مما  المعرفة  الجز�ئ�ة  المجموعات  جم�ع 
المجموعات الجز�ئ�ة للعزلات المدروسة. و�ناء عل�ه �مكن الاعتماد على  

التتا�ع النكلیوتیدي    ، 16S RNAللمورثة  )  DNA sequencing(  تحلیل 
فیها   �املوتحدید   الموجودة  الأنز�مي  القطع  الشكل  مواقع  ورسم   ،

تحدید المجموعات الجز�ئ�ة التي تت�ع لها العزلات  ومن ثم    الافتراضي لها،
 .  iPhyClassifier�استخدام برنامج  المدروسة
من الدراسات القلیلة التي أجر�ت على الفایتو�لازما    ال�حث  هذا   �عدّ 

الجز�ئ�ة في  �ذلك   ، و على الفل�فلة  في سور�ة، والأول الطرق  استخدام 
، و�ذلك �مكن الاعتماد على نتائجه في معرفة مدى تطور  الكشف عنها

الفل�فلة في   زراعة  مناطق  أهم  في  القادمة  السنوات  في  المرض  انتشار 
وضع   ثم  ومن  انتشاره،  عن  المسؤولة  النواقل  وتحدید  حلب،  محافظة 

 .  انتشاره استرات�ج�ة مناس�ة للحد من 

 

Abstract 
Saab, M. and F. Khatib. 2026. Survey and Molecular Characterization of Phytoplasma Incidence in The Pepper Crop 
Grown in The Fields of Aleppo Governorate, Syria. Arab Journal of Plant Protection, 44(2):147-154. 
https://doi.org/10.22268/AJPP-001401  

The pepper crop is an important dietary vegetable grown in Aleppo Governorate. A field survey for phytoplasma infection was conducted 
during the 2022 growing season in 9 fields distributed in Deir Hafer, Al-Safira, and Kuweres, and the observed symptoms caused by 
phytoplasma were described, and 22 samples with disease symptoms were collected. The genomic DNA was extracted and characterized for 
its concentration, purity, and integrity. Nested PCR was performed in two stages using two primers pairs P1/P7 and R16F2n/R16R2 to detect 
the phytoplasma infection. For PCR-RFLP technique, the PCR products of stage II were digested with six restriction enzymes: AluI, HinfI, 
BamHI, EcoRI, HhaI and RsaI. The digestion products were separated on 2% agarose gel, and the results were compared with reference studies 
to identify the molecular groups based on the 16S rRNA gene in phytoplasma. The average phytoplasma incidence was around 2, 3 and 1% in 
Deir Hafer Al -Safira, and Kuweres, respectively. Based on PCR results, all pepper samples tested were 100% infected with phytoplasma. The 
results of enzymatic digestion with four restriction enzymes AluI, HinfI, HhaI, and RsaI showed incomplete profile match between the isolates 
and the revised classification scheme of phytoplasma. Therefore, DNA sequencing for 16S RNA gene is required for the classification of 
molecular groups of phytoplasma based on the available restriction sites. 
Keywords: Pepper, phytoplasma, molecular characterization, PCR-RFLP. 
Affiliation of authors: M. Saab and F. Khatib*, Department of Plant Protection, Faculty of Agricultural Engineering, University of Aleppo, 

Syria. *Email address of the corresponding author: f.khatib@alepuniv.edu.sy 
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