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الك�شف عن مورثتي  aflR و omt-1 لتحديد ال�سلالات الفطرية المفرزة ل�سموم الأفلاتوك�سـينات
Detection of aflR and omt-1 Genes to Define Aflatoxigenic Strains

  عبد الواحد الطحلي)1(                   �سمير �أبو �إ�صبع)2(                     جهاد التل)3(

الملخ�ص
الجماعيّ  والموت  وال�سـرطان  والطفرات  المناعة  عف  ك�ضَ والحيوان  للإن�سان  �صحية  وم�شاكل  اقت�صادية  خ�سائر  الأفلاتوك�سينات  �سـموم  تُ�سبّب 
في  المخزونة   Zea mays L. فراء  ال�صَّ الذّرة  لحبوب  المرافقة  الفطريّة  الأنواع  عن  التّحري  �إلى  البحث  هَدف  كبيرة.  بكميّات  ا�سـتهلكت  �إذا 
والتحري  الفطرية،  �أجنا�سها  لوجود  المئوية  الن�سبة  ودرا�سـة  وعزلها  )�سورية(،  دم�شق  ريف  في  الحيوانية  الثروة  بحوث  �إدارة  م�ستودعات 
المفرزة  ال�سلالات  بين  والتمييز  المعتمدة،  الطرائق  با�ستعمال  �أنماطها  وتحديد  الفطرية  ال�سلالات  تفرزها  التي  الأفلاتوك�سينات  �سّـموم  عن 
aflR وomt-1. �أظهرت الدّرا�ســــة �أنّ  PCR للتحري عن المورثتين  للأفلاتوك�سينات وغير المفرزة لها با�ستعمال تقانـة تفاعل البلمرة المت�سـل�سـل 
 Penicillium spp., Fusarium spp., Mucor spp., Rhizopus spp. Aspergillus :فراء هي الأجنا�س الفطريّة المرافقة لحبوب الذّرة ال�صّ
�إذ  الربيع  ف�صل  عدا  ال�سنة،  ف�صول  في   Penicillium الجن�س  و�سيطرة  الفطريات  وجود  لتردد  متغِّري  ت�سل�سل  وجود  النتائج  بيّنت  كما   ,spp.
 A. النوعين  �إلى  تـنـتـمي  للأفلاتـوك�سـينات  مـفـرزةً  فـطريـةً  �سـلالةً   11 تحديد  تّم  وقد  وانت�شاراً.  �سيادةً  الأكثر  هو   Aspergillus الجن�س  كان 
ولم   %08  ،A. flavus النوع  من  للأفلاتوك�ســـيـنـات  المفرزة  ال�ســلالات  ن�سـبة  وبلغت  فطرية،  �سلالة   20 �أ�صل  من   A. parasiticusو  flavus
 Penicillium verrucosum و A. niger و A. oryzae ولم تُفرز الأنواع ،G2 و G1 الأفلاتوك�ســــيـنـات A. flavus تفرز �أي �ســـلالة من النوع
وبَّني تحليل   ،B1 الأفلاتوك�سين  هو  �إفرازاً  الأفلاتوك�سينات  �أنماط  �أكثر  �أن  وتبَّني  الأفلاتوك�سينات.  من  نوع  �أي   Fusarium verticillioides و 
التباين وجود فروق معنوية بين ال�سلالات الفطرية في �إفراز كل �سمّ، فقد �أفرزت ال�سلالة A. flavus  sy 8 �أعلى تركيز من �سمّ الأفلاتوك�سين 
غير  ال�سلالات  عن  الأفلاتوك�سينات  ل�سموم  المفرزة  ال�سلالات  تمييز  من  كننا  ُمي  omt-1و  aflR المورثتين  ا�ستهداف  �إنّ   .)ppb  1782.9(  B1

المفرزة لها، خل�صت الدرا�سة �إلى �أنّ تقانة PCR هي طريقة �سريعة وح�سا�سة ت�سمح بالحيطة و�أقل تكلفة، ويمكن اعتمادها للك�شف الأولي عن 
لل�سموم. المفرزة  ال�سلالات 

. Aspergillus، PCR، aflR، omt-1، HPLC ،الكلمات المفتاحية: الأفلاتوك�سينات
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Abstract
Mycotoxins cause economic losses such as productivity decrease, and health problems for humans and animals like 
immunity weakness, mutations, cancer and death if consumed at high levels. This research aimed to investigate the 
fungal species associated with Zea mays L. grains that are stored stored in the warehouses of the animal wealth 
research administration in Rural Damascus (Syria), isolate them, and study the percentage of these fungi, and to detect 
the fungal strains  which excrete the aflatoxins, define Aflatoxins types using official methods, and to discriminate 
the aflatoxinogenic and nonaflatoxinogenic strains by PCR technique to detect the existence of two genes aflR and 
omt-1.
The results showed that the fungi (Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Mucor spp. and Rhizopus spp) 
were associated with corn, additionaly, there were dynamic series of their occurrence, and the genus Penicillium 
was dominant in all seasons except in spring where the genus Aspergillus was the most dominant and distributed.  
Eleven fungal strains as aflatoxigenic species belonging to A. flavus and A. parasiticus were defined from 20 strains. 
The percentage of aflatoxigenic strains of A. flavus was 80%, and none of them produced aflatoxins G1 and G2. The 
species A. oryzae, A. niger, Penicillium verrucosum and Fusarium verticillioides did not produce any type of aflatoxins. 
Results showed that aflatoxin B1 was the most excreted, and the statistical analysis showed significant differences 
between strains in excreting specific aflatoxins. Strain sy 8 of  A. Flavus  was excreted the highest concentration of 
aflatoxin B1 (1782.9 ppb). We could discriminate aflatoxigenic strains by targeting two Genes aflR and omt-1. This 
research concluded that PCR technique is fast, sensitive, less costly and provide more precaution to detect aflatoxin 
contaminations, and it can be used for primarily detection of aflatoxigenic fungi.
Key words: Aflatoxins, Aspergillus, PCR, aflR, omt-1, HPLC.

المقدمة
تظهر الأهمّيّة الاقت�صاديّة لفطريات التّخزين من خلال فقدان العالم نحو 2 % �سنوياً من وزن المادّة الجافّة للحبوب نتيجة نموّ الكائنات الحيّة 
ات غير مرغوبة،  عليها، وتُعدُّ الفطريات الّتي تنمو على الحبوب �أثناء التّخزين من �أكثر الأحياء الدقيقة الم�ؤثّرة في خ�صائ�صها لأنها ت�سبّب تغّري
ة، وتُعدّ الأفلاتوك�سينات من النواتج الا�ستقلابية الثانوية للفطريات، �إذ تُ�سبّب ت�أثيرات حيويّة مختلفة �ضارة، فهي  ـموم الفطريَّ �إ�ضافةً �إلى �إنتاج ال�سُّ
 Aspergillus ة ت�ؤثر في الكبد ومولِّدة لل�سّرطان عند الإن�سـان والحيوان، وتفرز ب�شكل رئي�س من قِبَل �سـلالات فطرية عديدة، �إلا �أنّ النوعين �سموم قويَّ
ر الأفلاتوك�سـينات في عمليّة ت�شـكيل DNA، وتُثبـطّ  flavus وAspergillus parasiticus يعدان من �أكثر الفطريات �إفرازاً للأفلاتوك�سينات. ت�ؤثِّ
تركيب RNA والبروتينات م�سببةً ت�شـوّهات للجنين، ويمكن �أنْ ي�صاب الإن�سـان بالتّ�سـمّم الأفلاتوك�سينيّ ب�شكل مبا�شر من خلال ا�ستهلاك منتجات 
ثة بالأفلاتوك�سينات،  ب�أعلاف ملوَّ ت تغذيتها  �أغذية مثل الحليب والبي�ض والكبد من حيوانات تمَّ �أو ب�شكل غير مبا�شر من خلال ا�ستهلاك  ثة  ملوَّ

   .)2011 ،Probst( ع، ويتراكم معظمها في الكبد هات، وتنتقل �إلى الأطفال الرّ�ضَّ وتظهَر الأفلاتوك�سينات في بول الإن�سان ولبن الأمَّ
موم الفطريَّة،  ي�أخذ التّ�سـمّم الفطريّ �شـكلين هما التّ�سمّم الحادّ والتّ�سمّم المزمن، ويحدث التّ�سمّم الحادّ عند ا�ستهلاك كمّـيّات كبيرة من ال�سُّ
م�ستويات  وجود  هو  وال�شّـائع  الحدوث،  نادر  الأغذية  في  الفطريَّة  ـموم  ال�سُّ من  كبيرة  مقادير  وجود  لأن  ةً  حقيقيَّ م�شكلةً  المزُمِن  التّ�سـمّم  ويمثِّل 
موم الَّتي يظهر ت�أثيرها تراكمياً في النّواحي الآتية: هبوط في الإنتاجيَّة )كقلَّة عدد البي�ض عند الدواجن، وتدّين كمّـيَّة الحليب  منخف�ضة من ال�سُّ
باليرقان  والإ�صابة  والكزاز  عر  لل�شَّ وفقدان  والإ�سهال  والإجها�ض  الوهن  �إلى  �إ�ضافةً  غيرة،  ال�صّ الطيور  ونفوق  عف الخ�صوبة،  الأبقار(، و�ضَ عند 
والموت الجماعيّ وفقاً لبع�ض الدرا�سات المرجعية )محمّد �سعد، 1991؛FAO، 1994؛ Qazi  وFayyaz، 2006(. تلوث الأفلاتوك�سينات معظم 
والمنتجات من الحليب  والبن،  والتين،  وال�شـعير،  والقمح،  والرز،  والف�سـتق الحلبي،  والقطن،  والذرة،  ال�سوداني،  الفول  مثل  والمحا�صيل  الأغذية 
والجبن، والبي�ض واللحم والفواكه المجففة وغيرها، ما ي�ؤدي �إلى خ�سائر اقت�صادية كبيرة، فقد �أظهَرت بع�ض الدّرا�سات في جامعة �شمالي كارولينا 
فراء كانت ملوّثة بالأفلاتوك�سينات بتركيز �أعلى من ppb 20 )جزءاً في البليون( وهي النّ�سبة الم�سموح با�ستهلاكها  �أنَّ 34 % من عيّنات الذّرة ال�صَّ
ناعة في �سورية،  في الأعلاف وفقًا لمعايير هيئة الأغذية والعقاقير الأمريكيـةّ )FDA، 2002(، وهيئة الموا�صفات والمقايي�س ال�سورية )وزارة ال�صّ
2008(. �إنّ طرائق الكروماتوغرافيا التقليـدية المعتمدة لك�شـف الأفلاتوك�سـينات مثل  HPLC و TLC تحتاج �إلى وقت طويل وتكاليف مرتفعة، 
�إ�ضافةً �إلى �أنّ الت�صنيف التقليـدي المعتمد على الخ�صائ�ص ال�شكلية للفطريات غير دقيق كما يحتاج �إلى خبرة، ويمكن �أن تكون المواد الغذائية 
دراً  للأفلاتوك�سينات، �إذ تنمو بعد ذلك وتفرز هذه ال�سموم عندما تتوفر  خاليةً من ال�سموم �أثناء تحليلها لكنها تحوي �أبواغاً فطريةً تكون مَ�صْ
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مواد البحث و طرائقه

المفرزة  الفطريات  وجود  ومراقبة  لك�شف  لة  والمكَمِّ وال�سـريعة  الدقيقة  التقانات  �أحدث  الحالية  البحوث  تتناول  لذلك  ملائمة،  بيئية  ظروف  لها 
للأفلاتوك�سينات با�ستخدام تقانة تفاعل البلمرة المت�سـل�سل )PCR(. �أ�صبح الت�شخي�ص الجزيئي من الطرائق الح�سـا�سة وال�سـريعة لتمييز الأنواع 
�إفراز  الم�سـ�ؤولة عن  كالمورثـات   DNA تتعرف على مناطق مختارة من قطع  بادئات متخ�ص�صة  و�سلالاتها من خلال ت�صميم  المختلفة  الفطرية 
الأفلاتوك�سينات، ثم تُ�ستكمل العملية بتو�صيف قطع DNA التي تمت مكاثرتها بالرحلان الكهربائي على هلام الأغاروز )El Khoury وزملا�ؤه، 
2011؛ عبيدو ومحمود، 2008(. تو�صلت الدرا�سات الجزيئية الحديثة حول جن�س Aspergillus  �إلى �أنه يمتلك 6 �إلى 8 �صبغيات، وتت�ألف المورثات 
الم��سؤولة عن تركيب الأفلاتوك�سـينات من 25 مورثة تجتمع �ضمن منطقة kb  70 من DNA مجتمعةً في �صبغي واحد، و�سميت هذه المورثات بدءاً 
البنيوية الم�شتركة في م�سار تركيب الأفلاتوك�سينات  2004(. من بين المورثات  aflY وفقاً لاتفاقية ت�سمية المورثات )Yu وزملا�ؤه،  �إلى   aflA من 
 O-methyl مركب  �إلى   )ST(  Sterigmatocystin مركب  لتحويل  وراثية  �شيفرات  تعطي  وهي   )omt -1 �أي�ضاً  )ت�سمى   omt A ت�سمى  مورثة 
مة الم�شتركة في م�سار تركيب الأفلاتوك�سينات مورثة  OMST(  sterigmatocystin( الذي يتحول بدوره �إلى �أفلاتوك�سـين، ومن بين المورثات المنظِّ
ت�سمى afl R )�سميت �سابقاً afl 2 للنوع A. flavus وapa 2 للنوع A. parasiticus(، وهي تعطي �شــيفرات وراثية لتركيب عامل منظم هو بروتين 
عف ن�سخ هذه المورثة �إلى نق�ص في �إنتاج الأفلاتوك�سينات )Trail وزملا�ؤه، 1995(. لقد  AFLR الذي ين�شّط ن�سخ مورثات الم�سار البنيوية، وي�ؤدي �ضَ
ا�ستخدم Geisen )1996( تفاعل البلمرة المت�سل�سل المتعدد Multiplex PCR مع البادئات الثلاثة: nor-1, ver-1, omt-A  لت�ضخيم المورثات في 
م�سـار تركيب الأفلاتوك�سينات، وح�صل على نتائج �إيجابية لأنموذج ثلاثي الحزَم )Bands( في ال�سـلالات المفرزة للأفلاتوك�سينات التابعة للنوعين 

A. flavus و A. parasiticus، بينما �أظهرت ال�سلالات غير المفرزة للأفلاتوك�سينات تبايناً في �أنموذج الحزَم.
يُعدُّ تحديد الأنواع الفطرية المحلية الموجودة في الغذاء والعلف ذا �أهمّية عملية وتطبيقية كبيرة في جميع المجالات والدرا�سات البيئية وال�صحية 
ن معلومات عن ال�سـلالات المحلية. �إنّ اختيـار ال�سّـلالة الفطرية  والزراعية والغذائية والرّقابية، �إذ يدل على نوعيّة الموادّ الغذائيّة وجودتها، وي�ؤَمِّ
ومعرفة كفاءتها التثبيطية، وتطوير مختبرات وكوادر ت�ستطيع �إجراء ت�شخي�ص �سريع لل�سـلالات، وزيادة الوعي بم�سائل الأمان الحيوي المح�صـولي، 

والحفاظ على ال�صحة الإن�سانية والحيوانية، يُعدّ من �أهم الإجراءات التي يجب الو�صول �إليها وتحقيقها )Mauro وزملا�ؤه، 2015(.
هدف البحث

يُ�سـتنتج مما �سبق �أهمّية مو�ضوع التّلوث ب�سموم الأفلاتوك�سينات والفطريات المفرزة لها على الم�ستوى العالمي، لذلك هدف البحث �إلى التّحري عن 
الأنواع الفطريّة المرافقة لحبوب الذّرة ال�صفراء .Zea mays L، وعزلها ودرا�سـة الن�سبة المئوية لوجود �أجنا�سها الفطرية، والتحري عن �سّـموم 
الأفلاتوك�سينات التي تفرزها ال�سلالات، وتحديد �أنواعها با�ستخدام طرائق HPLC، والتمييز بين ال�سلالات المفرزة للأفلاتوك�سينات وغير المفرزة 

.omt-1 و aflR وبالتحري عن المورثتين ،PCR لها با�ستخدام التقانات الحيوية الجزيئية

1. طريقة جمع العينات:
الثروة  بحوث  �إدارة  م�ستودعات  �أحد  في  وخُزنت  )�سورية(،  طرطو�س  بحوث  مركز  من  المحلية  ال�صفراء  الذرة  حبوب  من  �أطنان  �ستة  ت�أمين  تم 
ب�أكيا�س قنّب مرةً كل  الحيوانية في الهيئة العامة للبحوث العلمية الزراعية )2015/2014(، ثمّ �أخذت ثلاث عينات من الذرة المخزونة والمعبّ�أة 
التخفيف،  طريقة  وهي  التقليدية،  الطرائق  ح�سب  وت�صنيفها  الفطريات  عزل  تمَّ   .)1993(  FAO قبل  من  المقترحة  للطرائق  وفقاً  �أ�شهر  ثلاثة 
�إليها مزيج الم�ضاد الحيوي )Oxytetracycline و MEA( Malt Extract Agar( الم�ضاف  ثمّ الن�شر على الو�سط المغذي، وهو خلا�صة ال�شّعير 
 Streak( التخطيــط ا�سـتُخدمت طريقة  ثمَّ  الذرة،  عينات  من  الفطريات  لعزل  �أيّام   7 مدّة  م   °28 بدرجة حرارة  وح�ضنت   ،)Streptomycin
Method( وطريقة البوغ المفرد )Single spore( لتنقية الفطريّات على و�سط ال�شعير وو�سط �شابيك Czapeck - Dox )FAO، 1992(. كما 
تمَّ ا�ستخدام مزيج �أزرق القطن مع اللاكتوفينول في درا�سة ال�صفات ال�شكلية للفطريات وفق طريقة التّحميل بالنّ�شر بو�ساطة المجهر ال�ضوئي، ثمَّ 
�صنّفت الأنواع الفطرية وفقاً لخ�صــــائ�صها ال�شــكلية ومقارنتها وفق المراجع العلمية )Raper  و Fennell، 1977؛ Dela Maza وزملا�ؤه، 1997؛  

Reddy وزملا�ؤه، 2010(

2. تنمية الفطريات وا�ستخلا�ص الأفلاتوك�سينات:
جرى ا�ستنبات ال�سلالات الفطرية في مختبرات ق�سم علم الحياة النباتية بجامعة دم�شق )�سورية(, وذلك ب�أطباق تحوي و�سط خلا�صة ال�شعير 
 Tween م لمدّة 7 �أيّام للح�صول على �سـلالات نقية، ثمّ غُمرت الأطباق بالماء المقطر المعقم الم�ضاف �إليه بولي �سوربات o2±28 آغار بدرجة حرارة�
80 بتركيز0.01 % لتح�سين توزع الأبواغ والح�صول على معلّق متجان�س. ا�ستُخل�صت الأفلاتوك�سينات وُفق طريقة Criseo وزملائه )2001(, �إذ 
�أُ�ضيف 1 مل من المعلق البوغي لكل عزلة )106 بوغة/مل( �إلى 100 مل من خلا�صة ال�شعير ال�سائل Malt Extract Broth، وحُ�ضنت في الحا�ضنة 
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الرجاجة ب�سرعة دوران 160 دورة/دقيقة لمدة �سبعة �أيام في درجة حرارة o2±30 م، بعد ذلك �أُ�ضيف �إلى الو�سط المغذي 150 مل من الكلوروفورم، 
الف�صل, وجُففت  ال�سفلية بقمع  الكلوروفورم  الفطرية، وفُ�صلت طبقة  الم�شيجة  رُ�شحت لف�صل  ثمّ  60 دقيقة،  بالرجاجة لمدة  وخُلطت المحتويات 
ر الدوار في درجة حرارة 60˚م، و�أُعيد �إذابة البقايا ب�إ�ضافة 1 مل من الميتانول النقي، وا�ستٌخدم هذا المحلول لك�شف الأفلاتوك�سينات  بجهاز المبَخِّ

 .)2011 ،Imtiaz( HPLC بطريقة
:HPLC 3. طريقة الكروماتوغرافيا ال�سائلة عالية الأداء

عالية  ال�سائلة  الكروماتوغرافيا  جهاز  با�ستخدام  الأفلاتوك�سينات  فُ�صلت  �إذ   ,)2006( وزملائه   Hajare طريقة  وُفق  الأفلاتوك�سينات  كُ�شفت 
الم�ستهلك  وحماية  الداخلية  التجارة  لوزارة  التابعة  والمخابر  والجودة  الفنية  ال��شؤون  مديرية  مختبر  في  )Shimadzu-اليابان(    HPLC الأداء 
)�سورية(، والذي يت�ألف من م�ضخة طراز LC-10AT، وحجرة حقن Injection loop حجمها 50 ميكروليتراً، وفرن طراز CTO-10A، وحاقن �آلي 
SHIMADZU SIL- 20A، وعمود ف�صل نوع mm250x4.6( C18( من Merck، والجهاز مزود بكا�شف ت�ألق Fluorescence detector طراز 
RF–10AX بطول موجة Excitation 350 نانومتراً، وطول موجة Emission 450 نانومتراً، ويت�صل الجهاز بحا�سوب لتخزين البيانات ومعالجتها 
ن من مزيج من الميتانول والأ�سيتونتريل والماء منزوع ال�شوارد بن�سبة )60:20:20(،  وفق نظام Class-Solution. وا�ستُخدم الطور المتحرك المكوَّ

.)2008 ،Sheibani و  Ghaziaskar 2003؛ ،Malik وYounis ( ومعدل التدفق 1.3 مل/دقيقة
 :omt-1و aflR وتحديد مورثتي DNA 4. ا�ستخلا�ص الدنا

�أُ�ضيف 1 مل من المعلق البوغي لكل عزلة )106 بوغة/مل( �إلى 100 مل من م�ستخل�ص ال�شعير ال�سائل Malt Extract Broth، وحُ�ضنت في الحا�ضنة 
الرجاجة ب�سرعة دوران 170 دورة/دقيقة لمدة خم�سة �أيام في درجة حرارة 30±2˚ م بعد ذلك رُ�شح الم�ستنبت ال�سائل للح�صول على الم�شيجة الفطرية 
الرطبة، ثمّ جُففت بدرجة حرارة 37˚م لمدة �ساعتين. وا�ستخل�ص الدنا الجينومي بطريقة فينول، كلوروفورم، �إيزو�أميل الكحول وُفق Reddy  وزملائه 

)2009( و Rahimi وزملائه )2006(، ثم �أذُيب را�سب الدنا الناتج في 100 ميكروليتر من المحلول الموقي TE )Luo وزملا�ؤه، 2014(.
 aflR لك�شف وجود المورثتين (Eurofins Genomics ا�ستُخدمت مجموعتان من البادئات الخا�صة )�شركة PCR لإجراء تفاعل البلمرة المت�سل�سل

)مورثة منظِمة( و omt-1 )مورثة بنيوية( )Criseo وزملا�ؤه، 2001؛ Erami وزملا�ؤه، 2007(، وكانت كالآتي: 
aflR F: 5َ-TAT CTC CCC CCG GGC ATC TCC CGG-3َ, aflR R: 5َ-CCG TCA GAC AGC CAC TGG ACA CGG-3َ .

التي ت�ضخّم قطعة من الدنا DNA بطول 1032 �شفعاً قاعدياً.
omt-1 F: 5َ-GGC CCG GTT CCT TGG CTC CTA  AGC-3َ,  omt-1 R: 5َ-CGC CCC AGT GAG ACC CTT CCT CGC-3َ .

والتي ت�ضخّم قطعة من الدنا DNA بطول 1232 �شفعاً قاعدياً. 
 Taq 2X Master Mix ضمن حجم نهائي 25 ميكروليتر: 50 نانوغرام من قالب الدنا الجينومي و12.5 ميكروليتر من محلول� PCR أجُري تفاعل�
)الحاوي على �أنزيم ت�ضاعف الدنا و dNTPs وكلور المغنزيوم، وكلور البوتا�سيوم و�صبغات التتبع، وبع�ض المواد التي تحافظ على ا�ستقرار فاعلية �أنزيم 
ت�ضاعف الدنا( و250 نانو مول من كل مرئ�سة، وتم �إ�ضافة ماء مقطر معقم خالٍ من ال�شوارد و DNase و RNase لإكمال الحجم النهائي �إلى 25 
ميكروليتر. و�أجُري هذا التفاعل في جهاز التدوير الحراري )Gene Pro Thermal cycler موديل TC-E-96G( وفقاً للبرنامج التالي: دورة واحدة 
لمدة ثلاثة دقائق بدرجة حرارة 94˚م، تلاها 35 دورةً، كل منها م�ؤلفة من دقيقة واحدة على 94˚م، ودقيقة واحدة على 63˚م ودقيقتين على 72˚م 
و�أجُريت الدورة الأخيرة بفترة ح�ضن نهائية لمدة 10 دقائق على 72˚م ثم التبريد حتى درجة الحرارة 4˚ م تّم ف�صل نواتج تفاعل PCR با�ستخدام 
الرحلان الكهربائي على هلامة الآغاروز 1.2 % المحتوية على مادة الإثيديوم بروميد �ضمن المحلول الموقي 1x TBE، ثم �شوهدت و�صورت الحزم الناتجة 
تحت الأ�شعة فوق البنف�سجية, وا�ستعمل �سلم الدنا المعياري 100bP DNA Ladder للتمكن من تمييز قطع الدنا م�ضاعفة الجديلة المطلوبة. كان هناك 
�شاهد �سلبي مع كل تفاعل يتم به �إ�ضافة الماء المقطر المعقم الخال من ال�شوارد والأنزيمات المحطمة للدنا بدلًا من دنا العينة، وذلك للت�أكد من عدم تلوث 

المواد الداخلة في التفاعل بالدنا الغريب، و�أعُيد التفاعل مرتين على �أقل تقدير ل�ضمان تكرارية �إنتاج الحزم )الفي�صلي، 1999(. 
5. التّحاليل الإح�صائيّة:

ا�ستُخدم اختبار في�شر Fisher بطريقة ت�صميم القطّاعات الع�شوائيّة الكاملة )way Randomized Blocks-1WRB.AOV 1(، لتحليل تباين 
الن�سب المئوية للأجنا�س الفطرية وفق نظام القطع المن�شقة Split Block بالزمن بثلاثة مكررات، �إذ وُزعت الأجنا�س في القطع الرئي�سة الخم�س 
)Whole plots(، ثم �أُخذت الن�سب المئوية لوجود الأجنا�س الفطرية من القطع الرئي�سة نف�سها في المواعيد الخم�سة )�شتاء1، ربيع، �صيف، خريف، 
�شتاء2(، واعتبرت الف�صول تمثل قطعاً من�شقةً Split plot بالزمن. ثم قُورنت الفروقات بين متو�سطات الأ�صناف، ومواعيد �أخذ العينات بطريقة 
�أقلّ فرق  Duncan. وا�ستخدم ت�صميم القطّاعات الع�شوائيّة الكاملة لتحليـل التّباين بين ال�سلالات الفطرية المفرزة لكل �سمّ، وتم تحديد  دنكان 

 .)Costat Version 6( با�ستخدام برنـامج ANOVA معنويّ عند م�سـتوى دلالة 1 % وفق تحليل التباين
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النتائج والمناق�شة
أولًا: النسبة المئوية لوجود الأجناس الفطرية:

 ،Rhizopus spp.و ،Fusarium spp.و ،Penicillium spp.و ،Aspergillus spp. :تنتمي الفطريات  المعزولة �إلى خم�سة �أجنا�س فطرية هي
ح الجدول 1 متو�سطات الن�سب المئوية لتردد وجود الأجنا�س الفطرية الم�سجلة خلال الدرا�سة. �إذ يُلاحظ وجود ت�سل�سل  و .Mucor spp، ويُو�ضّ
متغِّري لوجود الفطريات، فقد ظهر الجن�س  Fusarium بن�سبة 6.6±0.4 % في بداية التّخزين فقط نتيجة توفر رطوبة عالية وهو من مجموعة 
 Mucor spp. بينما ظهر الجن�س  ال�صيف،  بن�سبة منخف�ضة )2.27±0.7 %( في ف�صل   Rhizopus spp. وبد�أ ظهور الجن�س  فطور الحقل، 
بن�سـبة منخف�ضة �أي�ضاً )2.0±2 %( مع انخفـا�ض الرطوبة في نهــاية فترة التخزين، ووُجدت �أنواع الجن�ســين Penicillium و Aspergillus طول 
فترة الدرا�سة وبن�سب مرتفعة، ولوحظ �سيطرة �أنواع الجن�س .Penicillium spp عدا ف�صل الربيع، �إذ كانت �أنواع الجن�س Aspergillus الأكثر 
 Aspergillus 64.67±4 %، ويدل ذلك على وجود �سموم فطرية �ضارة بال�صحة. كما لوحظ ارتفاع ن�سبة وجود الجن�س  �سيادةً وبن�سبة بلغت 
.spp في فترتين حرجتين )ف�صلي الربيع والخريف(، وقد يُعزى ذلك �إلى توفر ظروف بيئية منا�سبة لنمو هذا الجن�س، ولأن معظم الفطريات 
ر �سـلباً في ن�شاطها، وبهذا يُلاحظ �أن الحمولة الفطريّة تتغّري كمّاً ونوعاً مع  معتدلة الحرارة و�أيّ ارتفاع �أو انخفا�ض فيها عن الحدود المثُلى ي�ؤثِّ
ر ذلك بالتفاعل الم�ستمر بين درجة حرارة الحبوب ومحتواها الرّطوبي وتحقيق  الزّمن ح�سـب العوامل البيئيّة وال�شّـروط المنا�سبة لنموّها، ويُف�سَّ
التوازن الرّطوبي الن�سبي )الن�شاط المائي(، وتتوافق النتائج مع العديد من الدرا�سات والأبحاث ال�سابقة )Barros وزملا�ؤه، 2005؛ Amadi  و 
 Penicillium وجن�س Aspergillus 2009(. ولُوحظ من خلال التّحليل الإح�صائي وجود فروق معنوية بين الن�سبة المئوية لوجود جن�س ،Adeniyi
من جهة وبين باقي الأجنا�س من جهة �أخرى، مع عدم وجود فروق معنوية بين بقية الأجنا�س عند م�ستوى دلالة 1 %، �إذ �سُجل �أعلى متو�سط لن�سبة 
بلغت  بن�سبة   Rhizopus الجن�س  ثم   ،)%  12±42.5(  Aspergillus الجن�س  تلاه   ،Penicillium لجن�س   %  10±53.5 وهو  الأجنا�س  وجود 
2.2±2 %، تلاه الجن�س Fusarium  بن�سبة قدرها 1.3±0.2 %، ثم الجن�س Mucor )0.5±0.08 %(، ويعني ذلك اختلاف وجود الأجنا�س 

الفطرية بين ف�صل و�آخر.

 :HPLC ثانياً: نتائج الاختبارات الكيميائية وقياس تركيز سموم الأفلاتوكسينات بطريقة
�إفرازاً هو  الأفلاتوك�سينات  �أنماط  �أكثر  �أن  المختلفة، ويُلاحظ  الفطرية  ال�سلالات  المفرز من   B1 الأفلاتوك�سين  تركيز  1 متو�سط  ال�شكل  يو�ضح 
الأفلاتوك�سين B1، وقد �أفرزته 11 �سلالة بتراكيز مختلفة، ولوحظ تحرر الأفلاتوك�سينات على التوالي: G2 ،G1 ،B2 ،B1 عند الزمن 7.2، 8.1، 

9.3، 11.2 دقيقة على التوالي. 
حُ�ضنت في  فطرية  عزلة   20 بين  من   A. parasiticus و   A. flavus النوعين  �إلى  تنتمي  للأفلاتوك�سينات  مفرزةً  فطريةً  �سلالةً   11 تّم تحديد 
8 �سلالات من �أ�صل  2(، وبيّنت النتائج �أن  o30م )الجدول  م�ستخل�ص ال�شعير ال�سائل وفي الحا�ضنة الرجاجة لمدة �سبعة �أيام في درجة حرارة 
10 من النوع A. flavus �أفرزت الأفلاتوك�سين B1، �أي �أن ن�سبة ال�سلالات المفرزة للأفلاتوك�سين B1 من النوع A. flavus كانت 80 %، وبلغت 
النوع  �سلالات  جميع  ا�ستطاعت  حين  B2، 20 %، في  و   B1 الأفلاتوك�سينات  �إفراز نمطي  القادرة على   A. flavus النوع  ال�سلالات من  ن�سبة 

واحد. �آن  في   G1 و   B1 الأفلاتوك�سينات  تُفرز  �أن   A. parasiticus

الجدول 1. متوسطات النسب المئوية )%( لوجود الأجناس الفطرية المسجلة خلال فترة البحث.

الفصول
متوسط النسبة المئوية لوجود الأجناس الفطرية )%(

متوسط الفصل 
AspergillusPenicilliumFusariumRhizopusMucor

a 0.40.000.0019.99±0.76.60±54.37  1±39.00شتاء1

a 40.000.000.0019.99±435.30±64.67ربيع

a 0.70.0019.99±20.002.27±361.50±36.20صيف

a 10.0020.00±30.001.47±257.23±41.30خريف

a 220.00±22.00±10.007.27±359.33±31.40شتاء2

a53.55±10 a1.32±0.2 c2.20±2 c0.50±08.0 c20.00 a 12±42.51متوسط الجنس 

LSD 0.011.75  = التفاعلي = 6.71الجنس =  2.21الفصل
يدل وجود أحرف متشابهة على عدم وجود المعنوية الاحصائية في المقارنات المختلفة عند مستوى معنوية 0.01.
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الشكل 1. متوسط تركيز الأفلاتوكسين B1 المفرز من السلالات الفطرية المختلفة )مقياس لوغاريتمي(.

�أظهر تحليل التباين ANOVA بين ال�سلالات الفطرية عند م�ستوى دلالة 1 % عدم وجود فروق معنوية بين المكررات، وهذا يعني دقة في �إجراء 
التحاليل، ووجود فروق معنوية بين ال�سلالات الفطرية في �إفراز كل �سمّ، فقد �أفرزت ال�سلالة A. flavus  sy 8 �أعلى تركيز من الأفلاتوك�سين  
 A. و35   A. flavus  sy  57 رقم   ال�ســـــــــلالـــتـــــان  و�أفـــرزت  ال�سّــــــــم،  �إفراز  ال�ســــــلالة في  قوة هـذه  ويدل ذلك على   ،)1782.9 ppb(B1

ال�سلالتان  ppb 634.5 ،ppb 35.1، ولم تفرز  التوالي  بلغ على   B2 B2 معاً بمتو�سط تركيز للأفلاتوك�سين  و   B1 الأفلاتوك�سينات   flavus sy

رقم 12sy و16sy �أي نوع من الأفلاتوك�سينات، كما لم تفرز �أي �سلالة من النوع A. flavus الأفلاتوك�سينات G1 و G2، بينما كانت �ســـــــلالات 
 A. oryzae ، A. niger ،Penicillium الأنــواع  تــفــرز  ولم   ،G1 و   B1 الأفلاتــوك�ســــــــيـنــات   �إف��راز  على  قــادرة   A. parasiticus الـنـوع 
verrucosum ،Fusarium verticillioides  �أي نوع من الأفلاتوك�سينات، ويتوافق ذلك مع العديد من الدرا�سات )Younis وزملا�ؤه، 2003؛ 

درجة الحرارة  �أنّ  �إلى  وزملا�ؤها )2014(   Medinaو وزملا�ؤه )2008(    Rashid �أ�شار   .)2013 وزملا�ؤه،   Kim 2013؛  وزملا�ؤه،   Navya
هذه  اعتماد  جرى  لذلك  ال�سموم،  هذه  لإفراز  المثلى  o2±30م هي  الحرارة  ودرجة  م،   o35 و  م   o25 بين  تقع  الأفلاتوك�سينات  لإفراز  المنا�سبة 
ـة  ـة الغنيَّ �إفراز الأفلاتوك�سينات كالمواد الغذائيَّ الدرجة في تح�ضين ال�سلالات، و�أ�شارت درا�سات �أخرى �إلى بع�ض الأو�ساط الغذائية التي تحفّز 
 Criseo وزملا�ؤه، 2013؛ Das( Malt Extract بالن�شـويات والبروتينات الع�ضوية الطبيعية، لذلك جرى اعتماد الو�سط المغذي خلا�صة ال�شعير
 Rahimi المفرزة للأفلاتوك�سينات بلغت نحو 80 %، بينما �أ�شار A. flavus وزملا�ؤه، 2001(. بيّنت نتائج هذه الدرا�سة �أن ن�سبة ال�سلالات من النوع
وزملا�ؤه )2006( في درا�سة �أجريت على الأفلاتوك�سينات الملوثة للف�ستق الحلبي في مناطق مختلفة في �إيران �إلى �أن هذه الن�سبة بلغت 30 %. 
البيئيّة  للعوامل  A. parasiticus، ويعزى ذلك  و   A. flavus النوعين  �إلى  تنتمي  المفرزة للأفلاتوك�سينات  الفطرية  الأنواع  �أنّ  كن الا�ستنتاج  ُمي
والجغرافية والظروف المنا�سبة لنمو الفطريات، و�أنه بالرغم من �أنّ الأفلاتوك�سينات تُفرز �أ�سا�ساً من �أنواع تنتمي �إلى جن�س Aspergillus، لكن 
لي�س جميع �سلالات هذه الأنواع قادر على �إفراز هذه الأفلاتوك�سينات، ويتوافق ذلك مع عديد من الدرا�سات التي �أ�شارت �إلى �أن �أكثر من 90 % 
A. flavus قادرة على �إفراز الأفلاتوكـ�سـينات  50 % من �سـلالات النوع  A. parasiticus مفرزة للأفلاتوكـ�سـينات، بينما  من �سلالات النـوع  

)Younis وزملا�ؤه، 2003؛ Mngadi،2007  ؛ Navya وزملا�ؤه، 2013(. 
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الـــســــلالة ورقمها
متوسط إفراز

B1الأفلاتوكسين
)ppb(

متوسط إفراز
B2 الأفلاتوكسين

)ppb(

متوسط إفراز 
 G1الأفلاتوكسين

)ppb(

متوسط إفراز 
G2 الأفلاتوكسين

)ppb(

Aspergillus flavus  sy 81782.9±2.9 a 0  c  0 b   0*d  

A. flavus  sy 10179.7±2.8 g000

A. flavus  sy 12l 0000

A. flavus  sy 16l 0000

A. flavus  sy 20621.6±2.5 e000

A. flavus  sy 2141.8±2.5 j000

A. flavus  sy 27169.1±1.0 h000

A. flavus  sy 35657.5±1.7 d35.1±0.2 b00

A. flavus  sy 5719.5±0.3 k634.5±2.9 a00

A. flavus  sy 591344.2±3.7 c000

A. oryzae  sy 9l 0000

A. oryzae  sy 13l 0000

A. oryzae  sy 14l 0000

A. parasiticus  sy 171600.9±3.0 b0739.9±2.6 b0

A. parasiticus  sy 2653.9±1.4 i081.5±1.0 c0

A. parasiticus  sy 60374.7±2.4 f0953.3±2.0 a0

A. niger  sy 1l 0000

A. niger  sy 5l 0000

Penicillium verrucosum  sy 36l 0000

Fusarium verticillioides  sy 42l 0000

LSD 0.014.61.82.1-

الجدول 2. متوسط تركيز الأفلاتوكسينات B1،B2،G1،G2 المفرزة من السلالات الفطرية المختلفة.

* يدل وجود الأحرف المتشابهة )a, b, c, d….( على عدم وجود الدلالة الاحصائية في المقارنات المختلفة عند مستوى معنوية 1 %.

ثالثاً: نتائج الاختبارات المورثية الجزيئية:
تُو�ضح الأ�شكال 2 و 3 و 4 و 5 نتائج تفاعل PCR بعد الرحلان الكهربائي على هلام الآغاروز 1.2 % للمورثتين aflR و omt-1، فقد رمزت و�ضخمت 
بادئتا aflR القطعة المتوقعة من الدنا DNA بطول 1032 زوجاً قاعدياً في 8 �سلالات من النوع A. flavus من �أ�صل 10 �سلالات، وفي 3 �سلالات من 
 A. في ال�سلالة aflR وقد تَمثَّل ذلك بظهور الُحزم في الرحلان الكهربائي على هلام الأغاروز. ظهرت حزمة قطعة المورثة ،A. parasiticus النوع
oryzae sy 13 من �أ�صل 3 �سلالات من النوع A. oryzae )ال�شكل 2(، بينما لم تظهر �أي حزمة لمنتج المورثة aflR من ال�سلالات التي تنتمي �إلى 
الأنواع A. Niger، Penicillium verrucosum ، Fusarium verticillioides، وهذا متوقع لأن هذه ال�سلالات تنتمي �إلى �أنواع ذُكرت في درا�سات 

عديدة على �أنها غير قادرة على �إفراز الأفلاتوك�سينات )Erami وزملا�ؤه،2007 (. 
 ب�شكل م�شابه �ضخّمت بادئتا omt-1 القطعة المتوقعة من الدنا DNA بطول 1232 زوجاً قاعدياً في جميع �سلالات النوع A. flavus، وكانت الحزمة 

�ضعيفة الكثافة ن�سبياً في ال�سلالتين رقم 12 و 16 )ال�شكل 3(. 
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،A. flavus 10، 3: A. flavus 12 :2 ،Aspergillus flavus 8 :1الم�سارب الممثلة لل�سلالات ، Negative Control شاهد �سلبي� :NC الم�سرب
  A. flavus59 :10 ،A. flavus 57 :9 ،A. parasiticus 17 :8 ،A. oryzae 13 :7 ،A. flavus 21 :6 ،A. niger 1 :5 ،A. flavus 16 :4 

،A. flavus 12، 3: A. flavus 10 :2 ،Aspergillus flavus 8 :1الم�سارب الممثلة لل�سلالات ، Negative Control شاهد �سلبي� :NC الم�سرب
  A. flavus59 :10 ،A. flavus 57 :9 ،A. parasiticus 17 :8 ،A. oryzae 13 :7 ،A. flavus 21 :6 ،A. niger 1 :5 ،A. flavus 16 :4 

،A. parasiticus 60، 3: A. flavus 27 :2 ،A. oryzae 9 :1الم�سارب الممثلة لل�سلالات ، Negative Control شاهد �سلبي� :NC الم�سرب
،Penicillium verrucosum 36 :9 ،A. niger 5 :8 ،A. flavus 20 :7 ،A. oryzae 14 :6 ،A. parasiticus 26 :5 ،A. flavus 35 :4 

Fusarium verticillioides 48 :10 

الشكل 2. ناتج تضخيم دنا السلالات الفطرية باستعمال زوج البادئة aflR، المسرب M: السلمّ الجزيئي 100 زوج قاعدي. 

الشكل 3. ناتج تضخيم دنا السلالات الفطرية باستعمال زوج البادئة omt-1، المسرب M: السلمّ الجزيئي 100 زوج قاعدي.

الشكل 4. ناتج تضخيم دنا السلالات الفطرية باستعمال زوج البادئة omt-1, المسرب M: السلمّ الجزيئي 100 زوج قاعدي.
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الشكل 5. ناتج تضخيم دنا السلالات الفطرية باستعمال زوج البادئة aflR، المسرب M: السلمّ الجزيئي 100 زوج قاعدي.

،A. parasiticus 60، 3: A. flavus 27 :2 ،A. oryzae 9 :1الم�سارب الممثلة لل�سلالات ، Negative Control شاهد �سلبي� :NC الم�سرب
 ،Penicillium verrucosum 36 :9 ،A. niger 5 :8 ،A. flavus 20 :7 ،A. oryzae 14 :6 ،A. parasiticus 26 :5 ،A. flavus 35 :4 

Fusarium verticillioides 24 :10

 A. oryzae sy في ال�سلالة omt-1 وقد ظهرت حزمة قطعة المورثة ،A. parasiticus في جميع �سلالات النوع omt-1 وظهرت حزمة قطعة المورثة
13 من �أ�صل 3 �سلالات من النوع A. Oryzae ، وكانت الحزمة �ضعيفة الكثافة ن�سبياً، بينما لم تظهر �أي حزمة من ال�سلالات المنتمية للأنواع 

 .A. Niger، Penicillium verrucosum ، Fusarium verticillioides
�إفراز  في  �إيجابية  الا�ستجابة  وكانت  معاً،  المورثتين  ا�ستهداف  عند   DNA الدنا  قطعتا   A. flavus النوع  من   10 �أ�صل  من  �سلالات   8 �ضخّمت 
الأفلاتوك�سينات، و�ضخّمت جميع �سلالات النوع  A. parasiticus قطعتا الدنا DNA عند ا�ستهداف المورثتين معاً، وكانت الا�ستجابة �سلبية في باقي 

ال�سلالات، ويدل ذلك على ح�سا�سية طريقة PCR )الجدول 3(. 
عند مناق�شة النتائج تبّني �أنّ وجود المورثة aflR وعدم قدرة بع�ض ال�سلالات على �إفراز الأفلاتوك�سينات يُعزى �إلى خلل في تعبير هذه المورثة وفعاليتها 
ب�سبب طفرة معينة �أو غياب بروتين Aflr الخا�ص بهذه المورثة ، وعدم توظيفه لأنّ mRNA لهذه المورثة يتميز بدور ما في بداية الا�ستقلاب الثانوي، 
ولا يرتبط مبا�شرةً ب�إنتاج الأفلاتوك�سينات، �أي �أن عرقلة ن�سخ وفعالية هذه المورثة ي�ؤدي �إلى عدم �إنتاج الأفلاتوك�سينات بغ�ض النظر عن وجودها �أو 

ً عملياً لاختيار �سلالة فطرية �سليمة لا تفرز الأفلاتوك�سينات )Trail وزملا�ؤه، 1995(.  عدمه، ويُعدّ غياب هذه المورثة حّال
يعزى عدم �إفراز الأفلاتوك�سينات في بع�ض ال�سلالات مثل ال�سلالة A. oryzae sy 13 بالرغم من وجود المورثتين  aflR  و omt-1 �إلى حدوث 
طفرات وراثية �أدت �إلى تعطيل م�سار تركيب الأفلاتوك�سينات في تلك ال�سلالات، و�إلى فقدان قدرة الأنواع الفطرية المفرزة لل�سموم على �إفراز 

الأفلاتوك�سينات خلال �إعادة زرعها وتنقيتها ح�سب الدرا�سات المرجعية )Geisen، 1996؛ Criseo وزملا�ؤه، 2001(. 
المورثة  ه��ذه  م�ستوى  و�أن   ،aflR الم��ورث��ة  بتعبير  مبا�شر  ب�شكل  متعلق  الأفال�ت��وك�����س��ي��ن��ات  �إف����راز  �أن  �إلى   )1998(  Chu و   Liu �أ���ش��ار 
هذه  عند   omtA للمورثة  �أث���ر  �أي  يظهر  لم  وك��ذل��ك  º37م،  ال��درج��ة  في  م�ستواها  م��ن  م���رات  ب���أرب��ع  �أع��ل��ى  ك��ان  º29م  ح���رارة  درج���ة  في 
م�سار  في  ال�ضرورية  الم��ورث��ات  بع�ض  تمتلك   A. sojaeو  A. oryzae مثل  للأفلاتوك�سينات  الم��ف��رزة  غري�  الفطرية  الأن���واع  �إنّ  ال��درج��ة. 
يُك�شَف  لم  ولكن  الأن���واع،  ه��ذه  عند   aflR mRNA وج��ود  التحاليل  �أظ��ه��رت  �إذ   ،)nor-1، ver-1، aflR( مثل  الأفلاتوك�سينات  تركيب 
النوع بنمط  لل�سّموم  الم��ف��رزة  غري�  الأن����واع  ه��ذه  في  الم��وج��ود    aflR الم��ورث��ة  نم��ط  �سمي  وق��د  م��ن��ه��ا،  �ال�س��ل��ة  �أي  في   omtA mRNA  ع��ن 
 ،A. flavus aflR ز، وي�شابه تماماً نمط النوع A. oryzae(A. oryzae type)، �إذ يحتوي على التايمين T بدلًا من ال�سيتوزين C في منطقة المحفِّ
 لكنه مختلف مع نمط النوعين A. sojae  و A. parasiticus، وفي حالة احتواء �سلالة من النوع  A. flavus على نمط المورثة aflR  الم�سمّى نمط النوع
 A. oryzae type( A. oryzae( ف�إنّ هذه ال�سلالة لا تفرز الأفلاتوك�سينات )Liu وChu، 1998؛ Lee وزملا�ؤه، 2006؛ Rashid وزملا�ؤه، 

2008؛ Abdulateef، 2014؛ Medina وزملا�ؤها، 2014؛ Salaman وزملا�ؤه، 2015(. 
المفرزة  ال�سلالات  بين  مبا�شر  بتمييز  ي�سمح  وجوده  �أو عدم   mRNA المر�سال  النووي  وجود الحم�ض  �أن  وزملا�ؤه )2003(   Mayer اقترح  لقد 

لل�سموم وغير المفرزة لها، وتبّني وجود ارتباط قوي بين تعبير المورثات عن نف�سها وبين �إفراز الأفلاتوك�سينات )Shweta وزملا�ؤه، 2013(.
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* PCR: Polymerase Chain Reaction, HPLC: High Performance Liquid Chromatography.
+: إشارة طبيعية )إيجابي(، +-: إشارة ضعيفة )إيجابي(، -: عدم وجود إشارة )سلبي(.

التلوث  و�أقل تكلفة لك�شف حالة  PCR طريقة �سريعة وح�سا�سة  �أن تقانة  الدرا�سة  HPLC في هذه  PCR ونتائج  بيانات  �أظهرت المقارنة بين  لقد 
Al-( بالفطريات المفرزة للأفلاتوك�سينات، ويمكن اعتمادها لك�شف �أولي عن ال�سلالات المفرزة للأفلاتوك�سينات، ويتفق ذلك مع درا�سات �سابقة
العكسي real-time PCR، وطريقة الن�سخ  �إلى اختبارات  2012(، وعند ال�ضرورة في حالة الدرا�سات المعمقة يمكن اللجوء  Hmoud وزملا�ؤها، 
2014(. �إن تحديد وت�صنيف الأنواع الفطرية التقليـدي  Luo وزملا�ؤه،  2007 ؛  Degola( Reverse Transcription  (RT-PCR) وزملا�ؤه، 
المعتمد على الخ�صائ�ص ال�شكلية للفطريات غير دقيق كما يحتاج �إلى خبرة، ولا�سيما عند التمييز بين الأنواع المت�شابهة والقريبة من بع�ضها مثل 
المفرزة  ولا�سيما  الفطريات،  وجود  ومراقبة  لك�شف  وحديثة  دقيقة  طرائق  لا�ستعمال  الحاجة  تبرز  لذلك   ،Aspergillus جن�س  من    Flavi ق�سم 
ق�سم   Aspergillus الأفلاتوك�سينات من جن�س  �إفراز  �إمكانية  aflR لاختبار  المورثة  ا�ستعمال   )1998( Chuو  Liu اقترح  فقد  للأفلاتوك�سينات، 
Flavi، وقد ا�ستَهدفت هذه الدرا�سة مورثتين للك�شف عن ال�سلالات الفطرية المفرزة للأفلاتوك�سينات هما aflR وomt-1، وذلك ب�سبب �أهميتهما 
في تركيب الأفلاتوك�سينات، بينما ا�ستهدفت درا�سات �أخرى مورثات �إ�ضافية، وكانت النتائج متوافقة مع نتائج هذه الدرا�سة )Criseo  وزملا�ؤه، 
ل�سموم  المفرزة  ال�سلالات  ي�ساعد على تمييز  المورثات  ا�ستعمال هذه  �أنّ  الدرا�سة الحالية  نتائج  �أظهرت  وقد   ،)2007 وزملا�ؤه،   Erami 2001؛  
الأفلاتوك�سينات عن ال�سلالات غير المفرزة لها. �إنّ ال�سلالات الفطرية غير المفرزة ل�سموم الأفلاتوك�سينات الناتجة في الدرا�سة الحالية لها �أهمية 
كبيرة في ا�ست�شراف درا�سات م�ستقبلية �ضمن ال�شروط المختبرية والحقلية لمعرفة فعاليتها وقدرتها على منع ال�سـلالات المفرزة للأفلاتوك�سينات 

الجدول 3. نتائج المقارنة بين الطرائق التقليدية والطرائق الجزيئية )HPLC وPCR*( لكشف قدرة السلالات الفطرية المختلفة 
.)G2،G1، B2، B1( على إفراز الأفلاتوكسينات

نتائج HPLCالسلالة ورقمها
PCR نتائج

إفراز الأفلاتوكسينات
aflRomt-1

Aspergillus flavus  sy 8B1+++
A. flavus  sy 10B1+++
A. flavus  sy 12---+-
A. flavus  sy 16---+-
A. flavus  sy 20B1+++
A. flavus  sy 21B1+++
A. flavus  sy 27B1+++
A. flavus  sy 35B2 و B1+++
A. flavus  sy 57B2 و B1+++
A. flavus  sy 59B1-+++
A. oryzae  sy 9----

A. oryzae  sy 13-+-+-
A. oryzae  sy 14----

A. parasiticus  sy 17G1 و B1+++
A. parasiticus  sy 26G1 و B1+++
A. parasiticus  sy 60G1 و B1-+++

A. niger  sy 1----
A. niger  sy 5----

Penicillium verrucosum  sy 36----
Fusarium verticillioides  sy 42----
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من �إفراز ال�سّـم وتلويث المحا�صيـل الغذائية، �إذ تتجه الأبحـاث العلمية الحديثة في جميع �أنحاء العالم نحو المكافحة الحيوية للفطريات المنتجة ل�سموم 
الأفلاتوك�سينات عن طريق ا�ستعمال المناف�سة بين الفطريات والمنع التناف�سي المثبط لإنتاج الأفلاتوك�سينات، فقد �أظهرت درا�سات �سابقة انخفا�ض التلوث 
بالأفلاتوك�سينات قبل ح�صاد الذرة بن�سبة 80 �إلى 95 % عند ا�ستعمال �سلالات فطرية غير مفرزة للأفلاتوك�سينات لا�ستبعاد ال�سلالات المفرزة لل�سّموم، 

وقد �أثبتت فعّالية المكافحة الحيوية �ضمن ظروف التخزين )Navya وزملا�ؤه، 2013؛ Ehrlich، 2014؛ Probst وزملا�ؤه، 2014(. 
الاستنتاجات:

ت�سـل�سـل  وهناك  �سورية،  في  المخزونة  ال�صفراء  ال��ذرة  حبوب  في  للأفلاتوك�سينات  الم��ف��رزة  الفطرية  الأن���واع  من  كبير  ع��دد  انت�شار  يُ�ستنتج 
التلوث  وج��ود  على  م�ؤ�شر  وه��و   ،Aspergillusو  Penicillium هي  وانت�شاراً  �سـيادة  الأكرث�  والأجنا�س  ال��زم��ن،  مع  الفطريات  لوجود  متغِّري 
 A. flavus ال��ن��وعني�  �إلى  تنتمي  وال��ت��ي  للأفلاتوك�سينات،  م��ف��رزة  ع��زل��ة   11 وج��د  فطرية  ع��زل��ة   20 بني�  وم��ن  الأفال�ت��وك�����س��ي��ن��ات,   ب�سموم 
هو  �إف��رازاً  الأفلاتوك�سينات  �أنم��اط  �أكثر  �إنّ  الأفلاتوك�سينات.  �إف��راز  على  ق��ادرة  الأن��واع  هذه  �سلالات  جميع  لي�س  وبالتالي   ،A. parasiticusو
الأفلاتوك�سين B1، وو�صل �أعلى تركيز له في ال�سلالة ppb 1782.9( A. flavus sy 8(، وهذه القيم �أعلى من الحدّ الم�سموح به للا�ستهلاك الب�شريّ 
والحيوانّي في �سورية ح�سب هيئة الموا�صفات والمقايي�س العربيّة ال�سّوريّة، وهو م�ؤ�شر خطير يوجب الحذر والانتباه �إلى �ضرورة �إجراء م�سح لجميع 

المنتجات والمحا�صيل للك�شف عن وجود التلوث بال�سّموم الفطرية والفطريات المفرزة لها. 
كانت �سلالات النوع A. flavus قادرة على �إفراز الأفلاتوك�سينات  B1  و B2  فقط، ولم تُفرز الأفلاتوك�سينات G1 و G2، وكانت ن�سبة ال�سلالات 
كّننا ا�ستهداف المورثتين aflR وomt-1 من تمييز ال�سلالات المفرزة ل�سموم الأفلاتوك�سينات عن  المفرزة للأفلاتوك�سينات من هذا النوع 80 %. وُمي
ً دقيقاً عملياً لاختيار �سلالة فطرية �سليمة لا تفرز الأفلاتوك�سينات، وتعد تقانة PCR طريقةً �سريعةً  ال�سلالات غير المفرزة لها، ويُعدّ غياب المورثة حّال

بتكلفة قليلة ن�سبياً ت�سمح بالحيطة، وح�سا�سة لك�شف حالة التلوث بالأفلاتوك�سينات، ويمكن اعتمادها لك�شف ال�سلالات المفرزة للأفلاتوك�سينات.
المقترحات

  Reverse Transcription العك�سي  الن�سخ  وا�ستعمال طريقة  الأفلاتوك�سينات،  �أخرى مختلفة في م�سار تركيب  بالك�شف عن مورثات  يُو�صى 
ب�سموم  التلوث  وجود  عن  للك�شف  والمحا�صيل  المنتجات  لجميع  م�سح  و�إج��راء  المورثات.  تعبير  في  الم�ؤثرة  ال�شروط  ودرا�سة   ،)RT-PCR(
والناتجة  للأفلاتوك�سينات،  المفرزة  غير  الفطرية  ال�سلالات  ا�ستعمال  حول  بحوث  لإجراء  �إ�ضافةً  لها.   المفرزة  والفطريات  الأفلاتوك�سينات 
ال�سـلالات المفرزة  الفطريات، ومعرفة قدرتها على منع  المناف�سة بين  ا�ستعمال  للفطريات، عن طريق  الدرا�سة في المكافحة الحيوية  عن هذه 

الغذائية. المحا�صيـل  وتلويث  ال�سّـم  �إفراز  من  للأفلاتوك�سينات 
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