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 بسم الله الرحمن الرحيم

 شكر وتقدير
 الحححححححححححححححححمححححححححد ء الاوخ قححححححححبححححححححل النمححححححححححححححححححححاء والحححححححححيححححححححاء والا ححححححححر بححححححححعححححححححد فحححححححح ححححححححاء الأشححححححححححححححححححححيححححححححاء  الححححححححعححححححححلححححححححيححححححححم الححححححححذ              

ق ر رجاء من رجا . وال حححححلاة والسحححححلا  على  عا  ولا ي  اي  من د  كر   ولا يع
 

ر   ولا ي  قش من شححححح
 
 

 
 لا ينسححححح ذ من ه

ين يامال يبين ال اهرين وصحبه الغرّ الم هبي  أله العالمين أبي القححححححاسم مومد وعلى  ل ير الأنبياء والمرسلين ح

 الى يو  الدين. ومن أتبعهم بإحسان

تقد  باالش المكر والتقدير للأستاهة الد تورة بان موس ذ حسن والأستاه الد تور احمد نجم عبد أ        

وجيهات قيمة وملاحظات ب اءة طواخ فترة إعداد هذا البوث اه على هذ  الأطروحة  لما قدما من ت ينالله الممرف

فجزاهما الله عني  ير الجزاء وقدرني على رد جزء من كانت ن ائوهم بمثابة الوقود لي  لاخ هذ  الرحلة 

 .فضائلهما 

يلات لما قدمو  من تسحححححهورئاسحححححة قسحححححم علو  الحياة عمادة كلية التربية للعلو  ال حححححرفة أتوجه بالمحححححكر الى      

 . "ل لبة الدراسات العليا جميعا

 لتاحتهم الفرصة للعمل في ماتبراتهم العلميةالعلو  ال بية الت بيقية  ما اتقد  بجزيل المكر لعمادة كلية  

 ل ماخ ممروع البوث وتذليل ال عوبات 

مومد علي يدر ِحوالد تور دعاء فايق علي وجه شكر  وتقدير  الى الد تورة أومن دواعي الوفاء أن        

 فجزاهم الله عني  ير الجزاء.  الاطروحةلتقديمهما المساعدة و العون لنجاز 

به حيرة سحححححححححح الي  أطفئ "اهداني جوابأو ال  ححححححححححيوة او ألكل من قد  لي المسححححححححححاعدة المححححححححححكر والتقدير  "وا يرا      

                                                                                       الدراسة.وساهم في انجاز 

                               لباحثة      ا                                                                                                                    

 

 



 

 

 

 



 

 
 



 

 

 SUMMARY   الخلاصة

 برات قسم علوم الحياة /كلية التربية للعلوم الصرفة أجريت هذه الدراسة في مخت        

من  علأنواقة المراف الفطرياتبعض . اذ تم عزل   22/1/2025ولغاية  12/10/2023ة من فترجامعة كربلاء لل /

 B1توكسين والكشف عن قدرتها في إنتاج الافلاسايلوات في محافظة كربلاء بعض ال فيوالمخزونة الحبوب المحلية  

, Thin Layer Chromatography( TLCالامونيا وتقنية صفائح الكروماتوغرافيا الرقيقة ) ام كشفباستخد

  HPLC))   High-Performance Liquid  باستخدام تقنية B1 الافلاتوكسينتركيز  وقياس

Chromatography  بتقنية  "جزيئيا شخصت كما الفطريات المعزولة بالطريقة التقليدية تشخيصتم

Polymerase chain reaction (PCR) . 

 قل انتاجلاا والاخرى B1 للافلاتوكسين" اكثر انتاجا احداهما ان كانتعزلتاختيرت        

لكمي في الوقت اتقنية تفاعل البوليمرايز المتسلسل اجراء  عبرإيجاد المقارنة بينهما وذلك لغرض  B1 للافلاتوكسين 

 ) الاستنساخ العكسي ( اللحظي 

في تثبيط عزلات الفطريات المنتجة   Azotobacter chroococcumفعالية عزلة البكتريا  رتاختب      

 يابكترم تصنيع  مستحضر حيوي من لقاح  ت,  B1للافلاتوكسين 

 A. chroococcum  ,بالفطريات   حبوب الحنطة من الإصابةعالية المستحضر الحيوي في حماية واختبار ف

  . 1Bالمنتجة للافلاتوكسين 

 حبوب الحنطة المخزونة بالفطريات المنتجة للافلاتوكسيناظهرت النتائج  تلوث        

 خمسةالانواع تعود ل انواع , وهذه تسعةبـ عزلة تمثلت 349 مقدار للعزلات الفطريةبأعداد مختلفة , اذ بلغ العدد الكلي  

 اجناس من الفطريات الخيطية 

لانواع   أما أ,   Talaromycesو   Aspergillius , Penicillium  ,Alternaria  ,Fusariumتمثلت بالأجناس 

 , A. flavus  ,A. niger  ,A.terrus  ,  A.tubingensis ,A. caespitosus , P. camembertiهي  

Alternaria , F. equiseti و Talaromyces tiftonensi  , حيث كانت عدد عزلات الفطرAspergillus spp. 

 عزلة . 258بلغت  , اذة من بين الأنواع الفطرية المعزولة هي الأكثر سياد

 ان HPLCنتائج التقدير الكمي بتقنية الكروماتوغرافيا السائل العالي الاداء  بينت       

  215.9ppbبتركيز  B1كانت اكثر عزلة منتجة للافلاتوكسين  A. flavus1عزلة الفطر  

, ثم 162.5ppbبتركيز A. flavus3جاء بالمرتبة الثالثة الفطر ,  184.9ppbبتركيز  A. niger3 تلاها الفطر

  ppb  ,Alternaria 155.8بتركيز 156.9pp , P.camembetiبتركيز A. flavus2العزلات  

alternate 145.9بتركيز ppb ثم ,  A. niger2  و A.tubingensis  114.5 و124.6بتركيزppb  في

بتركيز   90.5ppb ,A.caespitosusبتركيز  A.terrusتوكسين للعزلات حين كانت  نتائج التقدير الكمي للافلا

44.9 ppb , F. equiseti   41.3بتركيزppb   وTalaromyces tiftonensis  35.61بتركيز , ppb اما

 .  ppb 30.5بتركيز  A. niger1كانت  B1اقل عزلة منتجة للافلاتوكسين 



 

 

,  PCRواكد التشخيص بتقنية " ومجهريا "مظهريا oococcumchr .A تشخيص البكتريا اكدت الدراسة        

الجيني التابعة للمركز  تحديد تتابع القواعد النايتروحينية العائدة لهذه البكتريا التي أودعت في قاعدة بيانات البنكعبر 

اذ  , National Center of Biotechnology Information (NCBI)الدولي لمعلومات التقانات الأحيائية 

 .  PQ516743.1بها وهو  "خاصا "حدد للبكتريا رمز تسلسليا

 كفاءة  عالية في تثبيط ذات   A. chroococcumالبكتريا  أثبتت الدراسة أن          

مل  3 يزالتركوخاصة عند   PDAالمعزولة والنامية على وسط  B1ريات المنتجة للافلاتوكسين الشعاعي للفط النمو

بلغت , و B1ن سم ولجميع الفطريات المنتجة للافلاتوكسي 0.00 الفطرية  اذ بلغ قطر المستعمرة من المعلق البكتيري

 ةبكتيري كفاءمل من المعلق ال 2التركيز في حين اظهر .%  100النسبة المئوية للتثبيط ولجميع الفطريات المدروسة 

 , A.niger1سم للأجناس 0.00عمرة اذ بلغ قطر المست B1عالية في تثبيط الفطريات المنتجة للافلاتوكسين 

A.niger2 , A.caespitosis , P.camemberti  ,Alternaria   Alternaria  وTalaromyces 

tiftonensis في حين بلغت اقطار المستعمرات للأجناس , A.flavus1 ,  A.flavus2و A.flavus3 2.50  ,

 بلغF. equiseti و  A.niger3 , A.terrus, A.tubingensisلاجناس أما أسم  على التتابع,  2.05,  0.50

 اقطار مستعمراتها

 سم على التتابع .  1.12و  2.45, 1.25,  3.70 

 المنتجة الفطريات معظمقل ضد أتثبيط  نتائجعطى أمل من المعلق البكتيري  1ن التركيز أبينت النتائج         

 . B1للافلاتوكسين 

 البكترياللقاح  حاملة كمادةCaCo3   الكالسيوم ربوناتكا مادةملائمة  بينت الدراسة       

 A. chroococcum   01 المادة هذه من واحدال رامغال في البكتيرية للخلايا العالي التركيزاذx11210 ة تكوين وحد

 . 1-غرام.مستعمرة

 حماية فيكفاءة عالية  يمتلك   A. chroococcumبكتريا لقاح من المصنع الحيوي المستحضرت الدراسة ان اثبت       

ستمرت لمدة أالتجربة الخزنية التي  وذلك من خلال B1 للافلاتوكسين المنتجة الإصابة بالفطريات من الحنطة حبوب

حبوب وجود فروق معنوية بين  HPLCنتائج التقدير الكمي بتقنية اذ كشفت ,  HPLCباستخدام تقنية و شهرأستة 

 B1منتجة للافلاتوكسين الالحنطة الملوثة بلقاح العزلات الفطرية حبوب مع  (Controlدون اي معاملة )الحنطة 

لغ تركيز الافلاتوكسين الناتج من حبوب . فبالمعاملة بالمستحضر الحيوي البكتيري والملوثة باللقاح الفطري وبين 

بوب ملوثة بلغ تركيز الافلاتوكسين الناتج من حفي حين PPb  168.1فقط يقدربـ  A.flavus1 ملوثة بالفطر

  A.flavus1 بالفطر

.  في حين كان تركيز الافلاتوكسين الناتج من حبوب  PPb  41.6مع اضافة المستحضر الحيوي البكتيري يقدر بـ 

  A.tubigensis    ,A.terrus    ,A.niger2  , F. equisetiملوثة بالفطريات 

تركيز  كانو, بالتتابع  174.2PPbو 166.9,  142.9,  132.8, 173.9فقط  تقدر بـ   A.niger 3و 



 

 

 27.9,  33.6 الافلاتوكسين الناتج من حبوب ملوثة بالفطريات نفسها مع اضافة المستحضر الحيوي البكتيري يقدربـ

 بالتتابع . PPb   25.6و  27.9,  41.0, 

 بتراكيزو B1 لاتوكسينن حبوب الحنطة الملوثة بلقاح العزلات الفطرية كانت منتجة للافبينت النتائج أ            

ور ستة أشهر بعد مر مقارنة مع حبوب الحنطة المعاملة بالمستحضر الحيوي البكتيري والملوثة باللقاح الفطري عالية

 PPb 4.1قدربـ ي( Controlي معاملة )أحبوب الحنطة دون من  الافلاتوكسين الناتج. اذ كان تركيز الخزنمن 

 PPb 0.25قدر بـيالبكتيري فقط  حبوب الحنطة المعاملة بالمستحضر من الافلاتوكسين الناتج تركيزكان و
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      INTRODUCTIO المقدمة  

 وذلعععك حعععالععيفععي الععولعععت العع تععواجعععا الععععععالععاالععتععي الععكععبععيععرة  مشعععععععععاكععع هععا الععأتععععععد الععفععطععريعععات مععن          

 يمكنهعععا النمو اذتسعععععععبعععج التل  الجرثومي للمواد الغعععذائيعععة  كمعععا , الطبيععععةنتشعععععععععارهعععا الواسعععععععع في لا 

اذ تؤثر في صععععحة  .( 2019واخرون   (Gizachewغذية الأنسععععان بما فيها المواد الخا  أ منجموعا واسعععععة في م 

 المتقدمة والناميةالسععلسععلة الغذائية في البلدان  بوسععا ة الفطريات من بعضاسععتهلاكا للسععمو  التي تنتج  عبر الانسععان

Hymery)  2014واخرون .) 

بععض         تنعمع تععمععع   لتعي  لفعطعريعععات ا ميعععة  ةو بصعععععععورا تج ايضعععععععيعععة   Saprophyticر نوا فرا    علع  ا

 فعالية الفطرية السععععععمو  أكثر, ان ( Klich,2003 و   Bennett) Mycotoxinتعرف بالسععععععمو  الفطرية  ثانوية

 و نها بانخفاض وتتميز الفطريات من مجموعة تنتجها ثانوية أيضية مركبات وهي هي الافلاتوكسين انتشارا وأكثرها

 مختلفة نسعععجةأو عضعععاءأ في تتراكا فإنها لذلك, عليها التعرف عل  المناعي الجها  لدرة عد  إل  يؤدي مام الجزيئي

رارة درجات الح تحم  عل  لدرتها  بسعععبج  المعروفة السعععمو  انواع اخطر من تعد , كما الكبد  و  والكل كالطحال

  .)  2014, الجميلي) المرتفعة جدا 

 ,الخيطيعععة  الفطريعععات من واسععععععععععة مجموععععة تنتجهعععا وسععععععععامعععة مسععععععر نعععة مواد هي الأفلاتوكسععععععينعععات        

تجعلها  اذ والفول السودانيالذرة  الحنطة , مث  الحبوب, من واسعة مجموعة تلوث والتي .Aspergillus spp أهمها 

من  A . flavusالفطر  يعد( . 2021واخرون  Guanبصععحة الأنسععان والحيوان ) تضععركما غير صععالحة للاسععتهلا  

 . ( Klich ,2003و Bennett  )في الاغذية  "اوجوداكثر الانواع الفطرية 

 المسععععععببعععات المر ععععععيعععة  لمكعععافحعععةالمسععععععتخعععدمعععة  الإحيعععائيعععةمن العوامععع   Azotobacter تععععد بكتريعععا           

 2021 العامري,)لنتروجين في منطقة الرايزوسععععععفير ا التي تعم  عل  تثبيت البكتيرية  السععععععلالات و هي من انواع 

Muslim ; , 2021وآخرون ) .  . 

 و يعععادة الععمععجععمععوع الععخضععععععععري والععجعععذري نععمععو الععنععبعععاتعععلعع  تععحععفععيععز  "الععبععكععتععريعععا أيضعععععععععاتعععععمععع             

 بعععادرات لويعععة وإنتعععا  الكلوروفيععع  بكميعععات كبيرة وحمعععايعععة النبعععات من الإصعععععععععابعععة بعععالمسععععععببعععات وإنتعععا  

 لععتععي تععنعععافسععععععععهعععا عععلعع  الععغعععذاءحععيعععاء الععمععمععر عععععععععة االأفععي تعععأثععيععرهعععا بععالععمععر ععععععععيعععة فععي الععتععربعععة وذلعععك  

 ( Saharan و Nehra,; 2011   Soleymanifard  ,2022واخرون) . 

 عل   قدرتهابوذلك  المسععتخدمة  ععد المسععببات المر ععية  الاسععتراتيجياتمن اها  Azotobacter بكتريا تعد           

الذي ينظا  Aminocycloprpane carboxylic acide(ACC) deaminaseانزيا  افرا  انزيمات خاصعععععة مث 

المسعععععببات الممر عععععة للنبات والحاوية عل  الكايتين مما  لاياالمحللة لجدران خ كذلك الأنزيماتعم  منظمات النمو و

  . ( 2022وآخرون ,  Riaz ; 2021واخرون, Aasfar) ر حماية للنبات من المسببات المر يةيوفيؤدي ال  ت



 

 

  )جانبية سعععععلبية وذات تكلفة لليلة تأثيرات يوجد لها لا والحيوان و لإنسعععععانلغير سعععععامة تتميز البكتريا بانها           

Quaglia  ,الغذائيةدوية والمواد الا مث  صععععععناعةسععععععتخدمت في مجالات متعددة ا( . 2022واخرون  Intaparn) 

 ( . 2020واخرون , 

 جريعععت الععععديعععدأن هعععذه السعععععععمو  م عععععععرار النعععاتجعععة حمعععايعععة الانسعععععععععان والحيوان من الأأجععع  من          

مث   رائق المكافحة وذلك من خلال اسععتعمال  خلال السععنوات الما ععية لمنع التلوث بالأفلاتوكسععيناتالدراسععات  من  

 .صناف مقاومة والمبيدات الفطرية االمكافحة البيولوجية وتطوير 

 الدرته بسبج وبعدهب  الحصاد محاصي  ما ل فعالية فيكثر أنتائج للافلاتوكسين أظهرت المكافحة البيولوجية           

 صعععععععععديععقعععة لععلععبععيععئعععة  اأنععهععع كععمعععا والأغعععذيعععة, الأعععلاف جععودة عععلعع  والععحععفعععاظ السعععععععمععو , مععن الععتععخععلعع  عععلعع 

لوث الاغعععذيعععة  , و ألععع  خطورة  ت تلافي  مكن  حيويعععة لا تسعععععععبعععج خللابي ئق  ي  "طرا ئي ول ي ب ل نظعععا  ا ل  ل

 (2013سدي,لأا  السلاس  الغذائية )اظفي ن اتتغيير أي جبتس و الحيوان ولاأصحة الأنسان في تأثيرات جانبية لها  

. 

 بوسا ةأهميتها  وتأتيالمهمـععة فـععي العـععراـ والعـععالا,  للحنطة ,اذ تعد من المحاصي للأهمية الالتصادية  "نظرا        

 تععععععدد اسععععععععتععخعععدامععهعععا إذ تعععدخععع  فععي غعععذاء الانسعععععععععان بصععععععععورة مععبعععاشععععععععرة أو غععيععر مععبعععاشععععععععـععععععععععععععرة

ال  عزل الفطريات المنتجة  لذلك كان هدف هذه الدراسعععة  . عليقة الحيوانيةأسعععاسعععي في ال بشعععك اسعععتخدامها  عبراو  

من للحد من مشعععكلة التلوث أايجاد بدي  حيوي و , "وجزيئيا "من حبوب الحنطة وتشعععخيصعععها مظهريا للافلاتوكسعععين

ط الفطريات في تثبي كفاءتهاواختبار  chroococcum   Azotobacter  بكترياب تالغذائي بالسععععععمو  الفطرية وتمثل

  :حول الاتي حماية الحبوب من التلوث بالفطريات ولد تمحورت الدراسة لوB1  للافلاتوكسينالمنتجة 

 محافظة كربلاء. حبوب مخا ن في بعض الحنطةلحبوب عزل وتشخي  الفطريات المصاحبة -1

 الافلاتوكسين . انتا  عل  العزلات مقدرة اختبار -2

 .B1فطرية المنتجة للافلاتوكسين تقدير كمية السا للعزلات ال-3

 والعزلعععة الالععع  B1للعزلعععة الاكثر انتعععاجعععا للافلاتوكسععععععين  التعبير الجيني مقعععارنعععة  التعبير الجيني بتقنيعععة-4

 . B1للافلاتوكسين  "انتاجا 

 . B1 د الفطريات المنتجة للافلاتوكسين  chroococcum Azotobacterاختبار الفعالية التثبيطية لبكتريا -5
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 الفطريات المرافقة لحبوب الحنطة  -2-1

 ذ ان الأمن الغذائيأ,   "كبيرا "تعد سلامة الأغذية من القضايا الرئيسة في العالم التي نالت اهتما مًا        

يجب ان تتوفر للإنسان لغذائي الأمن ا لتحقيق ( .  De Saege,2020 و Ayelign  )هو أساس صحة الإنسان   

على صحة  "فيه مجموعة من الخصائص الغذائية اهمها ان يكون الغذاء غير ضار وغير سام وان لا يسبب خطرا

 .   )2017واخرون , Udomkun )  الإنسان

 لم  للطاقة والتغذية في النظام الغذائي للإنسان في جميع أنحاء العا ا"تمثل الحبوب, مصدرًا رئيس         

يتم استهلاك الحبوب عمومًا كحبوب خام أو مطبوخة أو على شكل منتجات مصنعة مثل الدقيق والسميد والخبز و

يتم استخدام محاصيل الحبوب ومنتجاتها الثانوية أيضًا كعلف للحيوانات للماشية كما في كثير من الأحيان,  والبسكويت

فإن ربع  FAO)  )Food and Agriculture Organizationلمنظمة الأغذية والزراعة "والدواجن , ووفقا

 Mahato   ;2018واخرون , Pankaj) إجمالي إنتاج محاصيل الحبوب في العالم ملوث بالسموم الفطرية

 . ( 2019واخرون,

, مصدرًا غذائيًا حيويًا لحوالي Poaceae, التي تنتمي إلى عائلة .Triticum astivum Lالحنطة  دتع          

تتم زراعة غالبية الحنطة في الصين والهند وروسيا والولايات المتحدة وكندا.  ويُعتقد أن اذ سكان العالم .   ٪ من33

 % من إجمالي الكمية المنتجة في جميع أنحاء العالم 80إنتاجية هذه الدول تمثل أكثر من 

(Senapati   وSemenove,2019  .) 

 لثلاثين من بين الدول الأكثر إنتاجاً للحنطة , حيث بلغت إنتاجيتهيحتل العراق المرتبة الحادية وا          

 Food and Agricultureمليون طن, وفقاً لأرقام منظمة الأغذية والزراعة  7.2حوالي  2018لعام  

Organization (FAO  ,2018 .) 

ا تحتوي على فيتامينات , كم % (11.3  -9.2)تحتوي الحنطة على نسبة عالية من البروتين تتراوح            

 % .9.8-8.4المجموعة ب , و نسبة من الرطوبة تتراوح بين 

  (P Johansonو  Mg  ,Zn  ,Cu مثل العناصر المغذيةتتميز الحنطة ايضا باحتوائها على خليط من        

 (. 2020واخرون, 

بز والبسكويت والمعكرونة وتستخدم في مثل المنتجات الغذائية كالخالحنطة في العديد من الصناعات  تدخل          

 (.  2020اخرون, و  Cappelliالايثانول )مستحضرات التجميل وتحضير 

فترة الخزن مثل درجة الحرارة  فيوعوامل لاحيوية  حيويةان محتوى ولون بذور الحنطة يتأثر بعدة عوامل           

جودة البذور ويؤدي  فية انتشار الفطريات مما يؤثر سلباً سرع فيو الرطوبة العالية ,  هذه العوامل لها تأثير كبير 

 ( .Fleurat-Lessard,2017إلى انخفاضها في معدل الإنبات )



 

 

ي ظروف غير مناسبة يؤدي إلى زيادة نمو وتكاثر فن تخزين الحبوب لفترات طويلة الى أتشير الدراسات           

(, بالتالي تصبح غير صالحة للغذاء البشري أو 2016ون ,واخر Chauhanالفطريات وإنتاجها للسموم الفطرية )

 ( . 2016واخرون   Chatthaكعلف للحيوانات )

زاد عدد حالات التسمم الفطري لدى البشر في العقود القليلة الماضية بسبب استهلاك الأغذية الملوثة بواحد          

واخرون  Kamleاستدامة الأعمال التجارية الزراعية )أو أكثر من السموم الفطرية, مما أثر في النهاية أيضًا على 

,2022 . ) 

حبوب والمنتجات المعتمدة على للثها يتشكل السمية الحادة والآثار المسببة للسرطان للسموم الفطرية وتلو          

الحبوب مصدر قلق خطير لسلامة الأغذية والأمن الغذائي للبشر, إلى جانب خسائر اقتصادية فادحة 

(Campagnollo  2016,واخرون. ) 

والنقل ظروف اخرى مسببة لنقل ونمو  خزنوظروف التجفيف ,والتعبئة ,وال عمليات سوء الحصاد , تعد       

الغذائية الرئيسية  لموادكما تعد الحنطة من ا (. Matny, 2020الفطريات وزيادة احتمالية إنتاج السموم الفطرية )

 .   (2016واخرون , Chauhan  ; 2019 واخرون, Ali لنمو الفطريات )

 تهاجم الفطريات حبوب الحنطة في الحقل وتستطيع البقاء على قيد الحياة لعدة سنوات        

 (Ulziiggargal   ,2019واخرون .) 

 الفطريات التي تصيب الحبوب الزراعـيـة إلى ثلاثة مجاميع Christensen  (1965) قـسم         

 التـي تـصــيـب المحاصـيل الزراعـيـة Fungi   Fieldبفطريات الحقل عرف المجموعة الاولى ت 

 Alternaria, Fusarium, Helminthosporium  مــــن الأجــنـاس "وتـضـــم أنــواعـــا قـبـل الحـصـــاد 

زنها , وتعــرف أما الـمجـموعة الثانية فتضم الفطريات التي تهاجم المحاصيل الزراعية أثناء خ , Cladosporium و

, تمتاز  Penicillium و  Aspergillus, تـشـــمـل انـواعا مــــن الجـنـس Storage Fungi بـفطريات الخـزن

الإنسان والحيوان بالأمراض عند  إصابةوالتـي تسـبب   Mtcotoxins اغلبها منتجة للسـموم  هــذه الفطريات بأن

والـتـي  fungi Rot فـتضـم فـطـــريات الـتعـفـن الثالثـة النســبة للمجموعةاسـتهلاك المحاصيل الملوثة بهــا , امـا ب

 اتـنـمــــو عـلى بـقـــايــ

 .Fusarium  و  Cladosporium  ,Rhizopus  ,Monilia مثل  الـمـــواد الـنـبـاتـيــــــة 

والاحتياجات  محصول وظروف الخزنعلى طبيعة ال جناس الفطريةيعتمد مقدار التلف والضرر لهذه الأ             

    ( .2000,واخرون (Almeidaالبيئية الضرورية لهذه الفطريات 

( ضخامة التلوث ما بعد حصاد الحبوب لمحصول الحنطة  2004آخرون )و  Kosiakت دراسة أوضح            

و ارتفاع درجة  التهوية ( أن عدم2010) و آخرونRiba وضح أ. Fusarium  و Alternaria بفطريات جنس

    Penicilliumو Aspergillus الحرارة يشجع على نمو فطريات التخزين مثل



 

 

  Mycotoxinsالسموم الفطريـة  -2-2

السموم الفطرية هي منتجات ايضية ثانوية تنتج من بعض الفطريات الخيطية المنتجة للسموم بشرط توفر  

من اللغة اليونانية  Mycotoxinالسموم الفطرية   ءت تسمية وجا , والرطوبةالظروف المناسبة من درجات الحرارة 

لأول مرة في عام  Mycotoxinولقد استعملت كلمة تعني السم ,   toxicomتعني الفطر و   mykesمشتقة من  

 .  (2011نخيلان ,)بعد كارثة الديك الرومي التي حدثت في بريطانيا 1962

 لمرض واحيانا موت للإنسان والحيوان , حيث تم اكتشافن تسبب السموم الفطرية اأيمكن           

 نحاء العالمأمن السموم الفطرية في مناطق مختلفة في جميع  ا"نوع 400حوالي اكثر من  

 (, Matny2020 .) 

 ن الانسانأطريق ملامسة الجلد , بما عن والاستنشاق أواطريق الابتلاع  عنيحدث التسمم اما          

يوميا , فقد تكون هذه الأغذية ملوثة  بالسموم  مثل تناول اللحوم أو الحليب أو البيض لحيوانات سبق يتناول الغذاء  

(. حيث وجد إن وجود 2018واخرون  Majeed؛ 2017واخرون   (Sunعلاف ملوثه بالسموم أوإن تغذت على 

 لعوز, مثل تأثيراتها المسرطنة واصحة الانسان  فيوف تكون له تأثيرات بعيدة المدى السموم الفطرية في الأغذية س

 (. Matny2020 ,المناعي )

,  Aflatoxinsتم إلى يومنا هذا اكتشاف مئات من أنواع السموم الفطرية لعل أهمها الأفلاتوكسينات          

, وجميعها سامة Zearalenoneالزيرالينون Ochratoxins , الأوكراتوكسينTrichothecenالترايكوثسين

فعاليات الحيوية لجسم الكائن الحي بشتى الصور وقد تؤدي إلى الموت إذا تم تناولها بمستويات عالية تفوق تؤثر في الو

الحدود التي اتفق دولياً على السماح بوجودها في المواد الأولية التي تستخدم في غذاء الإنسان أو التي تدخل في صناعة 

  (.Creppy, 2002) الأعلاف الخاصة بالحيوانات الزراعية

لغرض الدراسة والاهتمام الواسع نظرا لما لها من تأثيرات خطيرة على من السموم الفطرية  "اسم 12خذ أ          

 ( .WHO,2018  ) صحة الأنسان ولسعة انتشارها في الأغذية

اراً حيث تمتاز تعود الأنواع الفطرية المنتجة للسموم إلى ستة أجناس مهمة من الفطريات وهي الأكثر انتش            

نتاج السموم الفطرية بتراكيز عالية والعيش في بيئات مختلفة  وبمتطلبات نمو بسيطة مثل درجة الحرارة أبالقدرة على 

 Aspergillus spp.   ,Penicillium, Fusariumوالرطوبة ومن هذه الأجناس هي

,ClavicepsStachybotrysوNeotyphodium(  .(2003,Cast أخرى يمكن أن  اً أجناسفي حين أن هناك

,  MucorTrichothecium , Trichodermaو Alternaria  ,Rhizopusتنتج السموم بنسب متفاوتة مثل 

Rhizoctonia (2011نخيلان, )وغيرها . 



 

 

 وإنتاجاً اً هي الأكثر وجود Fusariumو Aspergillus ,Penicillium تعد الأجناس الثلاثة من الفطريات          

الحبوب في الحقل وتستمر مع الحبوب   Fusariumو Aspergillusطرية  في مخازن الحبوب إذ يهاجم للسموم الف

 . ,2013 )  للأمم المتحدة ةمنظمة الأغذية والزراع)أثناء الخزن 

وبنسبة   .Aspergillus sppسيادة النوع الفطري  جراها في العراقأدراسة ب( 2023سدي )وجد الأ          

  2005)وجد الفيصل ) كما والشعير.حبوب الذرة والحنطة % في جميع 98

  واجد لكل كيلو من الحنطة المستخدمة في صنع البرغل  والجريش .يت الافلاتوكسينملغم من  0.11ان 

 Rhizopus , Aspergillus , Fusarium جناس ن الأأ(  وجد 2012و أخرون )Kumar في دراسة قام بها 

, Alternaria و Chaetomium الأجناس الفطرية التي لها القدرة على النمواهم من 

 ( ان الأنواع التي2020في حين بينت دراسة الحميري ) .ز السموم الفطرية راعلى الحبوب واف 

 وAspergillus  ,Fusarium,Alternaria , Penicilliumأصابت حبوب الحنطة بشكل متكرر هي  

Rhizopus  وان  A.flavus  وA.niger ر الانواع العائدة للجنــسهي اكثAspergillus    في اصابة الحبوب

جاء في  المرتبة الثانية من حيث  Fusarium % من الحبوب المصابة , كما كشفت النتائج أن الفطر 43شكلا فقد 

( على بعض الحبوب وجد أن بذور عباد 2011نعمة ) اما في دراسة % . 26الاصابة فكانت نسبة الإصابة به 

 . Fusariumوالذرة الصفراء والحنطة كانت جميعها مصابة بالفطر  فستق الحقلو الشمس

 مخاطر تواجد السموم الفطرية في الحبوب -2-2-1

 التي تهدد العديد من الدول النامية التي تفتقر كليعد تلوث الحبوب بالسموم الفطرية من المشا     

صحية  مصادر غذائيةمر الذي جعلها تبحث عن لك الدول الألظروف الخزن الصحية  مما يوحي بمصدر قلق دائم لت 

يؤدي الى انخفاض  تلوث المحاصيل بالسموم الفطرية  نأ( , كما 2010واخرون,Makum لتحقيق أمنها الغذائي )

 ; Castواخرون, Bhatnagarمراض المعدية المرتبطة بالمناعة )كفاءة الإنتاج ويزيد من التعرض لكثير من الأ

2002  ,2003. ) 

 العالمتصيب السموم الفطرية الأغذية المعدة للاستهلاك البشري بمستويات مختلفة ومتفاوتة في جميع أنحاء            

(Shapira و Paster  ,2004وفقا  .)"  من إنتاج 25لبيانات برنامج الأغذية العالمي الحالية, فإن ما يقرب من ٪

مليون شخص أو أكثر من الجوع والفقر في جميع  815حين يعاني الحبوب ملوث بالسموم الفطرية كل عام, في 

 (.Pal ,2017أنحاء العالم )

اكتشفت العديد من السموم الفطرية من قبل الباحثين وان اكثرها انتشارًا وضررًا وربما خطورة على صحة          

 سمومالزيرالينون  والنيفينول,  وتنتشر هذه الالكائنات الحية هي الأفلاتوكسين, الباتولين, الأوكراتوكسين, الفيومنزين, 



 

 

في اثناء الإنبات او بعد جني او عبر السلسلة الغذائية وتنشأ بسبب تلوث المحاصيل بالفطريات المكونة لها قبل الحصاد

 (.World Health Organization ,2018المحاصيل  وهي تنتقل خلال السلسلة الغذائية )

ادية السنوية الناتجة عن انخفاض الإنتاجية الناجمة عن السموم الفطرية بأكثر من مليار تقدر الخسائر الاقتص       

 (.Jackson  ,2017و  Matnyمليون دولار أمريكي ) 500و

 ال  حدوث مشاك  صحية الا عمة الملوثة بالسمو  الفطرية يؤدي نسان والحيوانالا تناولان              

 تمتد ال  ا رار في ولد   المناعي والفش  الكلوي وسر انات الكبدتأثيرها عل  الجهاكثيرة مث   

   Makunال  الموت )ولد يؤدي الجها  العصبي المركزي والاوعية الدموية والجها  التنفسي والقناة الهضمية  

ان والحيوان عن  تناول الأطعمة الملوثة بالسموم الفطرية اضطرابات حادة أو مزمنة للإنس ينتجكما  . ( 2010واخرون 

, اذ وجدت سموم الافلا في كبد الأطفال المصابين بمرض  سوء التغذية ونقص البروتين لدى الأطفال الأفارقة وسمي 

الف حالة وفاة سنويا بسرطان الكبد   20, وعلى نحو مماثل, تم تسجيل ما يقارب   Kwashiorkorهذا المرض بـ 

مليون حالة تسمم في كل  3.2الأفلا  , اما في الاتحاد الأوروبي تحدث في إندونيسيا بسبب تناول الأطعمة الملوثة ب

 (. Matny ,2020مليارات دولار ) 5عام , ومن المتوقع أن تبلغ الخسائر في الولايات المتحدة وكندا حوالي 

 تقوم الفطريات بتغيير كل من الخواص الكيميائية والفيزيائية للمواد المتعفنة حيث تغيير           

مرارة( والمظهر )الوان العفن السوداء وغيرها( وتغير التركيب و القيمة الغذائية مثل نقص فيتامين و الطعم )تزنخ

A( .وتحلل الدهون واكسدتها ,Garnier   2017واخرون. ) 

 فقوى  مما لو كانت تعمل بمفردها, اذ تم استكشاأ "ي للسموم المعقدة  تأثيراتأزريسبب التأثير ال          

 (DON)و ,B2مع الأفلاتوكسين  B1والأفلاتوكسين  B1العديد من أمثلة التآزر , مثل فيومونيسين مع الافلاتوكسين  

Deoxynivalenol  ( مع الفومونيسينHarvey   1995واخرون.)  كما أنها تثير مخاوف جدية عندما يتعلق

الطعام والدم وعينات البول للأفراد  وجودة في وجباتالأمر بالنظام الغذائي البشري, يتضح من التركيزات العالية الم

للوفيات في أفريقيا وجنوب شرق آسيا.   سبب رئيس , مما يشير إلى أن هذه السموم هينامية الذين يعيشون في الدول ال

(Pitt  ,2000.) 

 

 

 

 



 

 

 غذية البشرية مستويات تواجد السموم الفطرية في الأ -2-2-2

اون مع منظمة الأغذية والزراعة للأمم المتحدة من أجل حماية الإنسان من التعرض لمخاطر قامت الدول بالتع         

السموم الفطرية بوضع التشريعات لتحديد مستويات السموم الفطرية المسموح تواجدها في أغذية الإنسان أو الأعلاف 

فيها قوانين مراقبة جودة الأغذية بوجود تجدر الإشارة هنا إلى أن بعض دول العالم التي لا تسمح  , المقدمة للماشية

, لأي نوع من السموم الفطرية في أغذية الإنسان أو أعلاف الحيوانات "أي مستوى, مهما كان منخفضا

 (.  2007)اسماعيل,

 تم وضع وتحديد النسب المسموح بها للأفلاتوكسينات في غذاء الإنسان والحيوان من         

 .  ففي غذاء الإنسان Food and Administration (FDAالأمريكية )قبل إدارة الغذاء والدواء  

 لتغذية 1-مغك رامغميكرو 300تم السماح بحد أقصى  , 1-مغك رامغميكرو 20يسمح بحد أقصى 

 (.  لا يُسمح ببيع المواد الغذائية التي تحتوي على نسبة تلوث بالأفلاتوكسين Felicia ,2004الأبقار ) 

  ( .Jonker,2005و  Van Egmond)ي البليون عبر الدول جزءًا ف 20تزيد عن 

 وفقًا للائحة المفوضية الأوروبية, يجب ألا يزيد الحد الأقصى المسموح به لإجمالي سموم الافلا

 Europeanميكروجرام/كجم ) 4في جميع الحبوب ومنتجاتها المشتقة المخصصة للاستهلاك المباشر عن  

Commission ,2010في  للافلاتوكسينهو الحد الأقصى المقبول  1-مغك. رامغميكرو 20فإن   ( . مع ذلك

 الحد الأقصى لسم الباتولين في عصيركان  في حينالولايات المتحدة 

 )DON  (المسـتوى المسـموح بـه لسم ماأ ( .WHO,2018) 1-مغك رامغميكرو 50التفاح هو  

Deoxynivalenol  1-كيلوغرام ملغرام( 2  - 3,0) فقد بلغ خرىالأفـي حبـوب الحنطة وفي بقية الحبوب 

(Maresca , 2002وآخرون(  . 

 
  Aflatoxins    الافلاتوكسين -2-3

( وتعريضها للأشعة فوق TLCهي مواد غير بروتينية, عند فصلها على ألواح كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة )        

,   2Bو   1Bعند فصل كـل مـن الافلاتوكسينات  ازرقاً ويظهرلقاً فمنها مــا يعطي تأ  مضيئة.البنفسجية, تنتج ألوانًا 

   2Gو  1G بالافلاتوكسينوهناك مادتان أخريان يُشار إليهما باللون الأخضر وتتوهجان باللون الأخضر أطلق عليهما 

بالرقمين  TLC المشار إليه بالبقع الموجودة على ألواح Rate of flow(  (Rfيتم تمثيل معدل تدفق عامل النقل )و

 ( .  1984واخرون, Cocker) 2و  1

 تم عزلها من الحليب تسمى سموم  اذ ,لاحقًاتم اكتشاف فئة أخرى من الأفلاتوكسينات           

التي عزلت من حليب ابقار تناولت اعلاف ملوثة بالفطريات المنتجة لسموم الافلا  أطلق   Milk toxins الحليب 

( وتمتاز 1986واخرون,  Forbish)  B2و B1, وهي مستقلبات الأفلاتوكسين M2و M1 بالافلاتوكسينعليهما 

 . (Meerdink,2004هذه السموم بذوبانها في الكلوروفورم والميثانول والداي مثيل سلفوكسيد )



 

 

 ( , Gold blatt, 1969؛ 1963واخرون  Chang أخطرها و أكثرها سميةً  )  1Bالافلاتوكسين يعد           

  .( 2009واخرون,  1B )Sundhakarضعاف من أقل سمية بعشرة أهو  1Mمن نوع  الافلاتوكسينا بينم

اكتشفت الأفلاتوكسينات في ستينيات القرن الماضي, و سميت بهذا الاسم بعد اكتشاف ان مصدر الاصابة         

 في طيور الديك الرومي كانت بسبب السموم المنتجة من قبل فطر turkey Xلمرض 

 A. flavus (Patel  , 2015واخرون  . ) 

انواع من سموم الافلا التي انتجت  واستخلص اربعة( اول من عزل 1963واخرون ) Hartleyيعد العالم         

  Asaoa بينما قام العالم , B2, B1, G2G ,1بشكل بقع متألقة اطلق عليها  A. parasiticusو A. flavusمن قبل 

 . لصيغة الجزيئية لمركبات  سموم الافلا(  بتحديد ا1963واخرون)

عندما  1987هما الوحيدان المنتجان لهذا السم حتى عام  A.parasiticus  و A. flavus النوعينيعتقد ان         

منتج هو ايضا  A. flavus لـ والذي يمتلك خصائص مشابهة A. nomius ان الجنس Kurtzmanبين العالم  

( ان اكثر سموم الافلا سمية تنتجها 2012واخرون ) Kumarوجد ( . كذلك 2004ن واخرو Yu لسموم الافلا ) 

والتي تنتشر على نطاق واسع في التربة ومخلفات النباتات  A.nigerو  A.flavusأنواع عديدة من الرشاشيات مثل 

 والحبوب وغيرها .

عندما  الأزرق او الاخضرع ميل نحو اللون ها عديمة الرائحة, صلبة, بيضاء شفافة مأنب الافلاتوكسينتتميز         

في المذيبات العضوية  تذوب "يضاأ, 1-مجم  لتر 20-10تذوب في الماء بمعدل  , البنفسجيةتتعرض الى الأشعة فوق 

 مثل الميثانول والكلوروفورم والأسيتون والمذيبات العضوية القطبية 

وغير  عديمة الطعم بأنها مركبات كيميائية الفطرية . كما تتميز السموم  (Waliyar,2000 و  (Reddy  الأخرى

 حيث يتباين الوزن الجزيئي ذات أوزان جزيئية واطئة نسبياً (.وJallow  , 2015) مرئية 

 دالتون وهنا تكمن خطورتها مناعيا وذلك من خلال عدم قدرة الجهاز المناعي للإنسان97-710لها 

  ( .2014)اسماعيل ,  و الحيوان على إنتاج الأجسام المضادة لها 

درجة مئوية, م °269-268 حوالي إلى تصل مرتفعة انصهار بدرجة B1الأفلاتوكسينات من النوع  تمتاز         

 الضعيفة إلى المتعادلة الأوساط في مستقرة تكون أنها كمافي درجات الحرارة العالية. النسبي مما يدل على ثباتها 

 أعلى أو( الحموضة شديد وسط) 3 من أقل pHقيم عند استقرارها تفقد لكنها (.10و 3 بين pH) القلوية أو الحموضة

 )  السام نشاطها فقدان إلى يؤدي ما التفكك, في للأفلاتوكسينات الكيميائية البنية تبدأاذ ( القلوية شديد وسط) 10 من

Megan وOlsen ,2004. ) 

تؤدي الى تحلل حلقة اللاكتون مما  اذمونيا , د القاعدية مثل الأعند معاملتها ببعض الموا الافلاتوكسينتتفكك           

يتسبب في تفكك السموم, هذا التحلل قابل للعكس, مما يعني أن الأفلاتوكسينات يمكن أن تشكل حلقة اللاكتون عند 

 ( .Vankayalpati,2018)تعرضها لبيئات حمضية, مثل حمض الهيدروكلوريك  



 

 

, بما في ذلك نوع الفطر, نوع العزلة, نوع الوسط عدة  واملبععدلات إنتاج الأفلاتوكسين تتأثر بشكل عام م          

, مستويات الأوكسجين  المغذي وتركيبه الكيميائي, المنافسة من الكائنات الحية الأخرى, درجة الحرارة والرطوبة

 ( . Bullerman ,1981 ؛1966واخرون ,  Davis)  وعوامل اخرىوثاني أكسيد الكربون,  

   spp. Aspergillusالفطر  -2-4

 واسعة الانتشار في الطبيعة  حيث يوجد في التربة  من الفطريات Aspergillus لـيعد فطر ا         

(, يوجد ايضا على المواد العضوية المتفسخة وفضلات Hocking, 2009و  Pittوالهواء والمحاصيل الغذائية )

في  Micheliلأول مرة من قبل عالم الفطريات   Aspergillusوصف جنس (.ولقد تم 1998الحيوانات )العاني,

 .1729عام 

نوع ويكون اوسع انتشارا في المناطق الحارة منها   250ما يقارب   Aspergillusالفطر يبلغ عدد أنواع         

 ن هناكأ(. وتتكاثر معظم أنواعه لاجنسيا فقط  إلا 2008واخرون   Arukweفي الباردة )

حيث تسلك سلوك الفطريات الكيسية  وذلك من خلال تكوين سبورات كيسيه  "ض منها تتكاثر جنسيابع 

Ascospores ( مرتبة داخل أكياسAsciوتكون هذه الأ ) كياس مطمورة داخل جسم ثمري كروي الشكل

Cleistothecium Webster)  وWeber ,2007 .)  

العديد من المحاصيل الزراعية  فياس الفطرية المعروفة بتأثيرها من اهم الاجن Aspergillus يعد الفطر          

 وذلك لقدرته على أنتاج مواد أيضية ثانوية ذات تأثيرات سامة ومسرطنة للإنسان والحيوان

, كما تشير معظم الدراسات إلى إن لهذا الجنس القدرة على إنتاج أكثر من  Mycotoxins  تدعى السموم الفطرية 

 ( . Abdel Hafez , 1981سموم اثناء نموها )نوع من هذه ال

مركز الصدارة في إصابة وتلوث الحبوب وخاصة الفطرين  Aspergillus نواع التابعة الى الجنستحتل الأ        

A.flavus  و A.nigerبالافلاتوكسين  تقليل نسب إنباتها وتلويثها عبر , إذ أنهما يؤثران في حيوية الحبوب وذلك

 ( .1996النزال,)

 

 

 

 

 



 

 

  A.  flavus النوع -2-4-1

 : Position in classification  الموقع التصنيفي

Domin : Eukaryota 

             Kingdom : Fungi (Eumycota ) 

Phylum :  Ascomycota                                                 

Class:   Eurotiomycetes                                

Order :  Eurotiales                           

Family :  Aspergillaceae        

Aspergillus       : Genus 

Species:  flavus                                        

 

 ينلم,ثم قام كل من العا Fennell (1965 )و  Raper العالمان A. flavus  ول من وصف الفطرأ         

Klich  و Pitt(1985)  بوصف دقيق للمتيولات لتميزه عن الفطرA. parasiticus   وهو فطر ذو انتشار

عالمي يشتهر باستعماره للحبوب ويسبب لها التعفن اثناء الحصاد ومابعد الحصاد واثناء النقل والتخزين ,كلمة 

flavus   مشتقة من اللغة اللاتينية وتعنيyellow ة الى لون الكونيديا التي يكونها ) اي الاصفر اشار

Agrios,2005. ) 

أحد الأنواع الرئيسة المنتجة لسموم الافلاتوكسين ,وهو من اكثر الملوثات للأعلاف  .flavus  Aيعد الفطر 

( .ويوجد في بيئات مختلفة في مناطق العالم وخصوصا في المناطق الاستوائية 2020واخرون   Savicوالغذاء  )

 (.  كما يوجد 2014واخرون   Millerات المناخات الدافئة والرطبة )والمدارية ذ

 و  Mehl( وايضا تم عزله من الهواء)2014واخرون  Bhatnagarفي المناطق المعتدلة اذ تم عزله من التربة )

cotty,2010  .) 

رجات حرارة ن أقصى دأم , في حين  26-32بمدى حراري واسع يتراوح بين  A.flavusينمو الفطر          

 تكون عند  AFB1 ( .إن الدرجات الحرارة المثلى لإنتاج سم 1998واخرون  Marin ) 0م 48تسمح بنموه هي 

 (.2019واخرون  Gizachew( 0م27

في  إلى التداخلذلك , يعود   A.flavusيصعب التميز بين الصفات المظهرية للضروب التابعة لنوع    

ن جميعها تمتلك مستعمرات خضـراء اللون مع تضليل اصفر اما أبشكل عام ف ,الخصائص المظهرية والكيموحيوية 

 ) عند تقدم المستعمرة بالعمر فأنها تتحول إلى اللون البني ,ظهر المستعمرة فيكون لونها ذهبي إلى بني محمر 

Koh 1975) و, Tseng . 



 

 

  Sclerotiumما يعرف بالجسم الحجري تعرض إلى ظروف بيئية غير مناسبة إلى عندما ييتحول الفطر             

تنتج  Sالسلالة حيث  , Lو S  هما إلى سلالتين  A.flavusوحسب معدل نمو وشكل الجسم الحجري فقد قسم  ,

 قلأمن الأجسام الحجرية صغيرة الحجم إذ يبلغ قطرها  ا"كبير ا"عدد

من الأجسام الحجرية  "قليلا ا"تنتج عدد L إما السلالة , الافلاتوكسين% من 98مايكرو متر وتنتج  حوالي  400من  

 . (1998واخرون   (Nelsonكبيرة الحجم  

  A. nigerلنوع ا -2-4-2

   Position in classifica : الموقع التصنيفي

 

Domin : Eukaryota 

    Kingdom : Fungi (Eumycota )      

        Phylum :  Ascomycota 

            Class:   Eurotiomycetes 

                 Order :  Eurotiales 

                        Family :  Aspergillaceae  

           Aspergillus  :                                    Genus 

                                                Species:  niger    

يعد أحد أنواع الرشفففاشفففيات الأكثر انتشفففاراً  ,  1767في عام  Tiehem ول مرةلأ A. niger الفطروصفففف       

ويسفففففبب التعفن للفواكه والخضفففففراوات ويدعى بالعفن الأسفففففود ويتنشفففففر بشفففففكل واسفففففع في مناطق التربة والهواء 

(Samson  , 2001واخرون. )  

كريات والأملاح التي لا تسففففتطيع أغلب القدرة على النمو في المحاليل المركزة من السفففف A.nigerيمتلك الفطر      

الفطريات الأخرى من النمو عليها وكذلك قدرة أنواع الفطر على إفراز إنزيمات مختلفة ومضفففففففادات حيوية تنافس 

 ( 2001مو )العروسي, الأحياء المجهرية في منطقة الن

لحيوان مثل سففموم الأفلاتوكسففين صففحة الأنسففان وا فيالعديد من السففموم التي تؤثر  A.nigerينتج الفطر           

(.   ينتج ايضففففا مادة المالفورين  2000والأوكراتوكسففففين وجليوتوكسففففين وحامض السففففايكلوبيزونك )عبد الحميد ,

(Ciegler , 1981واخرون  .) 



 

 

من المنتجات الغذائية مما يسفففبب خسفففائر اقتصفففادية كبيرة في الحقل  في كثيرالتعفن  A.nigerيسفففبب الفطر         

فسففففففففاد الطماطة والعنب والمانكو  "(. وينمو على الحبوب والفواكه مسفففففففببا2009واخرون  (Curtisلمخزن  وا

Parkash)  و Raaof,1989. ) 

 A. terrusلنوع ا -2-4-3

  Position in classification :  الموقع التصنيفي

 

Domin : Eukaryota 

       Kingdom : Fungi (Eumycota)   

          Phylum :  Ascomycota 

               Class:   Eurotiomycetes 

                     Order :  Eurotiales 

                         Family :  Aspergillaceae  

 Aspergillus  :                               Genus 

                                                     Species:  terrus        

 Fennell (1965)و   Raperن العالميمن قبل  1965مرة في عام  لأول A. terreusوصف الفطر      

ماكن , مثل التربة من أهم الأنواع التي لها توزيع عالمي , يوجد في مجموعة واسفففففففعة من الأ A. terreusيعد 

 "يضففففففففففاأليففففه يمكن العثور ع(, Kozakiewicz   ,1989وأكوام السفففففففمففففاد والغبففففار والمواد الغففففذائيففففة )

   (1988واخرون  Moore )في الهواء وله آثار على أمراض الإنسان والتطبيقات الصناعية وإنتاج المحاصيل 

والفول لرز وخاصة المنتجات النباتية مثل الذرة المخزنة وا النباتية المهمةالمحاصيل  A. terreus يصيب         

عددًا كبيرًا من المستقلبات  A. terreusينتج الفطر  ( ,2000واخرون   Lass-Flörl)السوداني  والشعير 

من السموم  (  . وجد ان الفطر ينتج مجموعة  متنوعة2008واخرون , Arakawaالثانوية والسموم الفطرية  )

 ( . Samson ,2011الفطرية, مثل سيتريوفيريدين, وباتولين, وسيترينين, وتيريتونين, وجليوتوكسين)

من حيث الحساسية المضادة للفطريات, مقاومة لبعض الأدوية المضادة  A. terreus أظهرت عزلات       

أظهر المضاد الفطري لوليكونازول نشاطًا ممتازًا في المختبر  في حين B . ا في ذلك الأمفوتيريسينللفطريات, بم

 .( Segal ,2018و  Elad)    A.terreus  ضد

 

 

 



 

 

 A. tubingensisلنوع   ا -2-4-4

  Position in classification :   الموقع التصنيفي

Domin : Eukaryota 

      Kingdom : Fungi (Eumycota)   

           Phylum :  Ascomycota 

                Class:   Eurotiomycetes 

                      Order :  Eurotiales 

                              Family :  Aspergillaceae  

         Aspergillus  : Genus 

                                           tubingensis Species:  

                                       

بعة الى  جنس الرشاشيات , تم اكتشاف النوع لأول احد انوع الفطريات التا A. tubingensisيعد الفطر           

.  غالبا ما يشارك في تلف  Mosseray ,1934))1934في عام  Raoul Mosserayمرة من قبل العالم 

( .  يُعد هذا النوع عاملًا نادرًا للعدوى Oisewacz ,2002) الأغذية من الفواكه والحنطة والتخمير الصناعي

 ( .2007ون واخر Perroneالانتهازية )

يصعب التمييز بينهما,  ومن اذ الشكل والمعيشة في  A. nigerو A. tubingensisهنالك تشابه بين الفطرين       

, الذي يستفسر عن  Ehrlich reactionالاختبارات السريعة المستخدمة في التمييز بين الصنفين, هو تفاعل إيرليك 

 سلبيةالذي يعطي نتيجة  A. nigerعلى عكس إيجابيا"  A. tubingensisوجود الإندول.  في هذا الاختبار يكون 

(Bennett ,2010  .) 

يميزه عن باقي أنواع الرشاشيات الأخرى  الذي asperazine بإنتاج مادة  A. tubingensis يتميز الفطر      

ادة محللة للبكتين م أيضا" A. tubingensis( . ينتج الفطر Samson ,2007المماثلة من الناحية الشكلية  )

 Gielkens :1994واخرون  pectinolytic (Graaff و xylanolytic  arabinoxylanolytic,  وانزيمات  

 Dihydrocarbazole ( Perrone ( , كما ينتج  قلويدات تحتوي على ثنائي هيدروكاربازول1997واخرون 

 ( .2006واخرون 

-30لبنفسجية ويمكن أن ينمو في درجات حرارة مرتفعة   يتراوح بين يظهر الفطر مقاومة عالية للأشعة فوق ا       

 World درجة مئوية ويتحمل درجة الحموضة المنخفضة ويفضل البيئات ذات النشاط المائي المنخفض نسبيًا. 37

Health Organization)  ,2008  .) 



 

 

 ت المناخ الدافئ , يتم عزلفي جميع أنحاء العالم في المناطق ذا A. tubingensisيوجد الفطر       

 هذا النوع عادة من بقايا التربة والنباتات وكذلك المحاصيل الزراعية مثل العنب والكاكاو والقهوة 

 ( . يسبب الفطر ايضا تعفن على التفاح والعنب والحبوب2007واخرون , Samsonوالحبوب ) 

 (Anderson و Thrane,2006يكون هذا النوع قادرًا على إن  , )( تاج السموم الفطريةBotana و 

Sainz,2015. ) 

 

  A. caespitosus لنوعا -2-4-5

   Position in classification : الموقع التصنيفي

 

Domin : Eukaryota 

     Kingdom : Fungi (Eumycota)   

          Phylum :  Ascomycota 

              Class:   Eurotiomycetes 

                  Order :  Eurotiales 

                       Family :  Aspergillaceae  

 Aspergillus  :                              Genus 

                                                                      Species :caespitosus  

وصفففه  ول من أنواع  الفطريات التي تتبع جنس الرشففاشففيات ,  أمن نوع  A. caespitosusيعد الفطر            

 اللذين عزلاه من التربة ) Charles Thom و Kenneth B. Raper  ينمن قبل العالم 1944علميًا في عام 

Raper و Thom ,1944. ) تلف الأغذية, وإنتاج  و يعد من الفطريات المجهرية المهمة المسببة في تلوث الهواء

( . ويسفففففففبب مرض الرشفففففففاشفففففففيات Nováková ,2016و Hubkaالبشفففففففرية  ) السفففففففموم الفطرية والأمراض

aspergillosis (Vivek-Ananth,2017 . ) 

المهمة لما له أهمية خاصففة بسففبب موقعه الانتقالي الواضففح  لأنواعامن   A. caespitosus  الفطريعد             

في طبيعة حوامل الأبواغ, وتصففففففبغه الأرجواني المحمر, وفي اللون A. ustus  و A. nidulansبين مجموعة 

الأكياس شففففكل والأنواع ذات الصففففلة الوثيقة. وفي  A. nidulansالعام وعلامات أبواغه, فإنه يحتفظ بخصففففائص 

, والشفففكل شفففبه الكروي السفففائد لرؤوس Ascosporesكيسفففية والأبواغ الCleistothecia الحاضفففنة الخصفففبة  

كل المتغير وغير المنتظم لخلايا Conidial headأبواغه  نه الأقرب إلى  hülle cells, وفي الشففففففف قد أ ,  ويعت

 A. nidulans (Charles thom,1945. )مجموعة 

https://en.wikipedia.org/wiki/Kenneth_B._Raper
https://en.wikipedia.org/wiki/Charles_Thom


 

 

 في دراسة مجموعة واسعة من الموضوعات بما في ذلك إعادة التركيب A. caespitosus الفطريستخدم            

recombination  وإصلاح الحمض النوويDNA repair  والطفرةmutation  والتحكم في دورة الخلية

والتطور   metabolism ب في المرض والتمثيل الغذائيوالتسب chromatinوالكروماتين  ,tubulin والأنابيب

 , وهو أحد الأنواع  experimental evolution التجريبي

, مما يسمح بتهجين  meiosis القليلة في جنسه القادرة على تكوين جراثيم جنسية من خلال الانقسام الاختزالي  

ني أنه قادر على التلقيح الذاتي وتكوين أجسام ثمرية , مما يع homothallicالسلالات في المختبر. هو فطر متماثل 

Fruiting bodies ( في غياب شريك التزاوج Schoustra , 2005واخرون). 

  P. camembertiلجنس ا -2-5

  Position in classification : الموقع التصنيفي

Kingdom:Fungi 

            Phylum:Ascomycota 

                   Class:Eurotiomycetes 

                           Order:Eurotiales 

                                  Family:Eurotiaceae 

                                      Genus : Penicillium  

           Species :camemberti          

يوجد في التربة والهواء , يصيب اذ نتشار في الطبيعة من الفطريات الواسعة الا  Penicilliumيعد الفطر 

 النبات ويعمل على تلوث مختلف المنتجات الاغذية , كما له تأثير كبير على الانسان من الناحية

 .   (2014واخرون,  Houbrakenالصحية و الاقتصادية  )  

 الخارجي  شير الى المظهر" التي تpenicillusتسمية البنسيليوم من اللفظ اللاتيني " ءت جا      

 بشكل يشبه فرشاة الرسام conidiophoresالشبيه بالفرشاة , اذ تترتب التراكيب الكونيدية  

   Yin) ,2017واخرون )                                                                                                                              .      

 ستخدموا, 1906لأول مرة من قبل العالم تشارلز توم في عام  P. camembertiوصف النوع           

, له  درجة مئوية 25و 20( .  يتراوح نطاق درجة حرارة نموه الأمثل بين Dox ),1910 ,في صناعة الجبن 

 Activity of water (aw )0.93القدرة على  تحمل الملح وهذا إلى جانب قدرته على النمو عند نشاط مائي

(Abbas  وDobson ,2011. ) 



 

 

 يضية ثانوية سامة وتعتمد كمية السم المنتجة أبإنتاج مواد  P. camembertiيتميز الفطر  

في ظل   Cyclopiazonic acid على السلالة وعلى درجة الحرارة التي تنمو بها المستعمرة  . كما ينتج الفطر

 في P. camemberti. تم نشر التسلسل الكامل للجينوم لـ ( Bars,1979ظروف معينة )

 (  .2014واخرون, Cheeseman) 2014 عام  

 في وصف الانواع التابعة blue moldبعض الباحثين مصطلح العفن الازرق  عمليست  

سطح هذه  لفطر البنسليوم التي تصيب مجاميع مختلفة  من محاصيل الفاكهة , وذلك  لأن النمو الفطري يظهر على 

 (.  2009واخرون, Jurick النباتات  باللون الازرق )

   A.alternata   لجنسا -2-6

  Position in classification : الموقع التصنيفي

Domain: Eukaryota 

        Kingdom: Fungi 

              Division: Ascomycota 

                   Class:   Dothideomycetes 

                         Order: Pleosporales 

                              Family: Pleosporaceae 

                                   Genus: Alternaria 

                                         Species:    alternate 

يعد  ( ,Fries 1821 -1832 (اطلقت من قبل العالم alternata  Alternariaول تسمية للفطر  أ              

كالماء والهواء والتربة  في العـالم إذ يتواجد في مختلف البيئاتواسعة الانتشار  من الفطرياتAlternaria    جنسال

 وفي كل أنحاء العالم وحـين تسنح الفرصة له يتحول إلى ممرضات تصيب

 كما  ,  Thomma ,2003))ة خـسائر اقتصادية كبيرة العديد مـن المحاصـيل الحقليـة مـسبب 

 يسبب تلف العديد من الخضروات والفواكه الطازجة مثل الفلفل ,القرنابيط , الموز ,التفاح , الفول ,

اضافة الى الحبوب وخاصة  الحنطة   , (Mundt1978; 1991, Snowdon , و (Webbالخيار , البطيخ  

(Clear  , 2005واخرون ; Fakhrunnisa , 2006واخرون  ). 

تعزى قدرة هذه الفطريات على إصابة انواع واسعة من النباتات إلى إنتاجهـا العديد من السموم الفطرية      ُ        

بإنتاجه لصبغة   A.alternata. كما يتميز الفطر  )2009, واخرون   (Stuartالمتخصصة لمضائف مختلفة

 Tsuge و Kimura  يلانين هو الأخر ناتج ايضي ثانوي تفرزه هذه الفطريات )والم الميلانين السوداء في الغالب ,



 

 

الفطريات للمحاصيل النباتية وكذلك مقاومتها للظروف القاسية  ةفـي امراضي "مهما ", يعتقد بان لها دورا (1993,

  ( .Jacobson ,2000  (من جفاف وحرارة

 انتاجه للأنزيمات الخارج خلويهفي إمراضيته على   Alternataيعتمد الفطر         

 enzyme Extracellular  يبيز وغيرها فالنوعلاكالسيلوليز وال A.alternata  له القدرة على انتاج عدد من

 . (  Aba alkhail,2005الأنزيمات التي تمكنه من اصابة العديد من العوائل النباتية )

  .equiseti F س لجنا -2-7

                                                       :Position in classificationالموقع التصنيفي 

Domin : Eukaryota  

      Kingdom : Fungi (Eumycota ) 

            Phylum :  Ascomycota 

                  Class:   Sordariomycetes 

                         Order :  Hypocreales 

                               Family :  Nectriaceae  

                                       Genus: Fusarium 

                                                Species: equiseti 

  Fusarium يعد الفطر  Booth  (1971. )قبل العالم  للفطر منول تسجيل للطور الجنسي أ           

واخرون  Goswamiيوجد في المناطق الاستوائية وشبة الاستوائية ) , "نواع الفطرية الشائعة في التربة عالمياحد الأأ

سجل وقد  الحبوب, "محاصيل وخصوصايسبب العديد من  الأمراض النباتية على مجموعة متنوعة من ال,  (2008

  . ( Hocking,1997 و  Pittوجوده كممرض للعديد من الحبوب مثل الحنطة والشعير والذرة والرز  )

 نة,والمخزوالذبول الوعائي في النباتات كما يسبب تلف الحبوب تعفن الجذور     Fusarium equisetiيسبب الفطر 

 ( .2023واخرون ,   Hazzat)    الاقتصادي لفقدا وزيادة الجودة فقدان إلى يؤدي مما

  Fusarium مــن الحبــوب الناتجــة مــن النباتــات المصــابة تحمــل الفطــر %50وجــد أن مـا يقارب 

(1991,Robledo)  وكسجين  ,كما يسبب تلف العصائر بسبب قدرته على النمو في مستويات منخفضة من الأ

Hocking ),1990  . ) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Hypocreales


 

 

الرئيسة المسببة للذبول وتعفن جذور الحمص في المغرب  Fusarium أحد أنواع  F. equiseti  عدي        

Hazzat) ,المحاصيل وخاصة البطيخ , فول الصويا ,  عديدة من ( .كما يوجد الفطر في أنواع2023واخرون

  ( .  2014واخرون, Chen) لهانةالكمون ,القرنبيط , نبات الطماطم, الفلفل  وال

  Talaromyces columbinusلجنس ا -2-8

     Position in classification : الموقع التصنيفي

Domain: Eukaryota 

      Kingdom: Fungi(Eumycota ) 

            Division: Ascomycota 

                 Class:   Eurotiomycetes 

                       Order: Eurotiales  

                             Family: Trichocomaceae  

                                  Genus: Talaromyces  

                                         Species:  tiftonensis  

( 1955) في عام Chester Ray Benjaminالفطريات الأمريكي  قبل عالممرة من  لأولوصف الفطر         

يرمز إلى  مغطاة بخيوط متشابكةالذي ينتج جراثيم ذات جدران ناعمة  Penicillium بأنه شكل جنسي من الفطر

 (  . 2008,واخرون (Penicillium Kirk لفطر Teleomorphالشكل النهائي 

. ( 2014واخرون Yilmaz)يوجد في الهواء والتربة والنباتات والبيئات الداخلية  مختلف البيئات اذيوجد في         

زيادة تركيزات الملح  والحموضة المنخفضة  الحرارة,و انخفاض درجات أمثل ارتفاع  قد ينمو في الظروف القاسية

 ( .2014, واخرون Houbraken)أو مستويات الأوكسجين المنخفضة 

الغذائية قبل وبعد  من المُحلِّلات التي تفسد الطعام وتتسبب في تدمير المحاصيل Talaromycesيعد فطر        

 والعديد من هذه الأنواع التي تفسد الطعام هي أيضًا منتجة للسموم الفطرية. الحصاد

 (Pitt  2009و ,Hockin) .متاز ت, والأسوأ من ذلك, إن بعضها عوامل معدية وتسبب امراض للإنسان والحيوان

 د العصائر المبسترةفأنها تسبب فسا نها تكون مقاومة للحرارة ولهذاأالأبواغ الكيسية ب

 .( Hocking, 2009و  Dijksterhuis   , 2007;   Pitt)و غيرها من المنتجات المصنعة من الفواكه  

 

 

 



 

 

  Polymerase Chain Reaction ( PCR)تقنية تفاعل البوليميراز المتسلسل  -2-9

 قاطع محددة من الحمض النووي هي إحدى أهم الابتكارات في علم الأحياء الجزيئي, حيث تسمح بتضخيم م        

( DNA) منذ تطويرها في ثمانينيات القرن العشرين, أصبحت حجر الزاوية في مجالات متنوعة   ,بسرعة وفعالية

 (Nobel Prize) ,1993مثل التشخيص الطبي, الطب الشرعي, والبحوث الجينية  

ر العالم كاري موليس )       أثناء عمله في شركة سيتوس  1983ام ع PCRتقنية  (  (Kary B. Mullisطوَّ

  تقديراً لهذا الإنجاز .  1993كوربوريشن, وحصل على جائزة نوبل في الكيمياء عام 

ساهمت هذه التقنية في تحويل المختبرات البيولوجية من خلال تمكين العلماء من دراسة كميات ضئيلة من           

 ( .1985واخرون,  Saikiالحمض النووي  ) 

العينة المراد تضخيمها ,  البادئات (   (DNAمكونات أساسية وهي القالب من  PCRتتكون تقنية           

(Primers   وهي )( سلاسل قصيرة من النيوكليوتيدات ترتبط ببداية ونهاية المقطع المستهدف , إنزيم البوليميراز  

(Taq Polymerase إنزيم مستخلص من بكتيريا  وهوThermus aquaticus مقاوم للحرارة ,النيوكليوتيدات ,

((  dNTPs  لبناء شريطDNA ( جديد  والمحلول المنظم ( Buffer يوفر الظروف الكيميائية المثلى للتفاعل  

Old )  و Primrose,1994. ) 

في هذه الخطوة يتم  Denaturation )   خطوات أساسية  وهي خطوة  التسخين )بعدة   PCRتمر تقنية          

تنخفض درجة  اذ  Annealing)  م , تليها خطوة التلدين )°95العالية عند درجة حرارة    DNAصل شريطي ف

 Taqأنزيم  وفيها يقوم Extension) م لارتباط البادئات بالقالب , ثم خطوة  التمديد )°65-50الحرارة الى 

Polymerase  ينتج مليارات النسخ من  مرة, مما 40-20م ,تتكرر هذه الدورة °72بأضافة النيوكليوتيدات عند

 ( . World Health Organization (WHO)2020, المقطع المستهدف 

في عدة تطبيقات منها مجال الطب اذ تم تشخيص الأمراض الوراثية والكشف عن   PCRاستخدمت تقنية        

وراثية وفي مجال البحوث , وفي مجال الطب الشرعي من خلال تحليل البصمة ال  COVID-19الفيروسات مثل  

  ( Primros,1994 و  ( Old  العلمية  من خلال استنساخ الجينات ودراسة التعبير الجيني

 

 

 



 

 

   AFLDالجين  -2-11

 geneجيني  تجمعإنزيماً مشفراً بواسطة  ٢٥تنتج الأفلاتوكسينات عبر مسار كيميائي حيوي يتضمن أكثر من         

cluster     يحتوي هذا العنقود على جينات هيكلية )تُنظم التفاعلات الكيميائية( وجينات تنظيمية   في جينوم الفطر

 ( .Cotty,2004 و  (AFLD  Ehrlich)تُشغّل أو توقف التعبير الجيني( ومن هذه الجينات الجين 

 , يشفر هذا الجين إنزيماً من نوع أوكسيدوروكتاز  nor-1بأسم علمي   AflDيعرف الجين        

oxidoreductase))( مسؤول عن تحويل مركب نورسولورينك أسيد ,norsolorinic acid  الى أفيرانتنين )

(averantin  وهي خطوة مبكرة في مسار تخليق الأفلاتوكسين  , اذ ان بدون نشاط ,)AflD  يتعطل تكوين

 .( ( Yu  ,2004الأفلاتوكسين, مما يجعله هدفاً محتملاً لتقنيات منع التلوث الفطر

   Aspergillusيرتبط ارتباطًا وثيقًا بقدرة سلالات  AflDأظهرت الدراسات أن تعبير الجين         

 السلالات ,  في    aflSو  aflRعلى إنتاج الأفلاتوكسين. حيث يتم تفعيله بواسطة جينين تنظيميين هما 

) ؤكد دوره المركزي في العملية , مما يAflDغير المنتجة للأفلاتوكسين, لوحظ وجود طفرات أو حذف في جين 

Gangurde . 2024واخرون. )   

(   PCRوهي تقنية تفاعل البوليميراز المتسلسل ) AflDهنالك عدة تقنيات مستخدمة للكشف عن الجين         

قة في والتمييز بين السلالات المنتجة وغير المنتجة للأفلاتوكسين. تم تطبيق هذه الطري AflDتُستخدم لتضخيم الجين 

عينات الأعلاف الحيوانية في سوريا وإيران, حيث أظهرت نتائج متطابقة مع تحاليل الكروماتوغرافيا السائلة عالية 

, مما يساعد AflD( يكشف عن نشاط التعبير الجيني لـ   RT-PCR( , وتقنية  التحليل النسخي )HPLCالأداء )

 .( 2015واخرون ,  Arias) سين في تحديد السلالات السامة حتى قبل إنتاج الأفلاتوك

 

 

 

 

 

 



 

 

  Biological Control المكافحة الأحيائية -2-12

 احدى الإجراءات الوقائية التي تعمل على اختزال شدة المرض عن هيالمكافحة الأحيائية           

 هاطريق اضافة الكائنات الحية الدقيقة المضادة وتنشيط عنطريق خفض كثافة لقاح المسبب المرضي  

 . ( 2021اخرون ,Kader  Abdel- ; 2000, ابوعرقوب في البيئة لمكافحة المسبب المرضي ) 

نها مستحضرات أب  أيضا"منتجات حاوية على خلايا من الميكروبات الحية المختلفة , يمكن وصفها  تعد         

 لدقيقةمصنعة تجارية تحتوي على الكائنات الحية او خلايا نامية من الكائنات الحية ا

 (Khanna   2019واخرون.) 

 "تعد المكافحة الأحيائية من الاتجاهات البحثية الحديثة التي حظيت باهتمام الباحثين في العقود الأخيرة وحلا          

 مقارنة مع المبيدات الكيميائية المستعملة لمكافحة العديد من أمراض النبات والآفات التي تصيبها,  "وأمينا "علميا

 ) Manganiello ,2018  ) ض نفسهللغر

 الا ان لها تأثيراتالنبات  المكافحة الكيميائية من الوسائل الفعالة في المكافحة والسيطرة على امراض دتع

 للبيئة  وتلويثهاجانبية للمبيدات الكيميائية مثل تأثيرها في الصحة العامة 

الباحثين الى  ألامر الذي دفع  الممرضة مة في الآفاتظهور صفة المقاوالقاتل للأحياء غير المستهدفة و تأثيرهاو

 ( . 2016واخرون ,  (Rania استخدام المبيدات وايجاد وسائل بديلة  التقليل من

تعد الكائنات الدقيقة الموجودة في منطقة الجذور من الوسائل الأحيائية التي استعملت لمكافحة الامراض النباتية         

 نشاطاتها ضد مسببات الأمراض المختلفة , لذا فان طريق استغلال منوذلك 

امتصاص العناصر المغذية يعتمد بدرجة كبيرة على تواجد احياء التربة المجهرية الحرة  فيزيادة كفاءة النبات  

   .( 2020واخرون, (Ozdemir التكافلية المعيشة في هذه المنطقة

 لنمو النبات الجذرية المعززة منها البكترياكثير من الأحياء المجهرية في التربة  تعيش        

growth promoting rhizobacteria ( PGPR)  Plant  من العوامل الأكثر نجاحا في برامج والتي تعد

 واحيانا تعد طريقة بديلة عن استعمال المبيدات الكيميائية المكافحة الأحيائية

 Vocciante) 2022وآخرون  Massa ;, منهاالبكتريا انواع (. لهذه 2022وآخرون 

 Azospirillum spp.   و Azotobacter spp.  . وغيرها 

 , بالإضافة إلى أعداد قليلةتمتاز هذه البكتريا على الاستيطان في جذور النباتات ومنطقة الجذور            

 حمايتهامنها لها القدرة على التغلغل في أنسجة الجذر.  كما أنها تعمل على تعزيز نمو النباتات و 

 على الوسائط الغنية مع الكائنات الاخرى آليات مختلفة, مثل قدرة هذه البكتيريا على التنافس عبرمن الأمراض  



 

 

, ( وتحفيز مقاومة النبات ضد العديد من المسببات المرضية وانتاج  2021واخرون ,  (Silva Dias الأوليةبالمواد 

 ( 2004واخرون , Ryu    ; 2019واخرون ,    Egamberdievaمضادات حيوية )

  .Azotobacter spالبكتريا الاحيائية -2-12-1

                                                                :Position in classificationالموقع التصنيفي 

Domain: Eukaryota 

      Kingdom: Bacteria 

            Division: proteobacteria 

                 Class:   Gammaprotobacter 

                       Order: Pseudomonodales 

                             Family:Pseudomonodaceae  

                                  Genus:Azotobacter  

                                         Species:chroococcum    

 

فيما  عدة تختلف ا"من الأجناس البكتيرية واسعة الانتشار, اذ تضم أنواع   Azotobacter د بكتريا تع            

 و A. nigricans, A. tropicalis , A. paspali   بينها في الصفات الكيميائية و الحيوية و من أهمها

chroococcum   A. هو نوع "انتشاراالأنواع وغيرها , واكثر chroococcu  ي اكتشفه العالم الهولنديالذ 

Beijerinc k1901في عام (Mali  وBodhhanker,2009  ;  Garrity ,2005   (  . 

سالبة لصبغة كرام, هوائية اجبارية , حرة المعيشة , متباينة التغذية , تعمل على   Azotobacterبــــكتريا          

 د صفة مهمة ومميزة لها إذ لهاتحليل المواد العضوية كمصدر للكاربون والطاقة وهذه تع

  ( .Dolatabad  ,2020 و Khosravi  ) قدرة على الاعتماد على مصادر كاربوهيدراتية عديدة 

 عصوية قصيرة او بيضوية او كروية ,  كبيرة الحجم   Azotobacterتكون خلايا بكتريا        

 ا"سل أو تجمعات ولا تكون ابواغ, توجد بشكل مفردة او بهيأة سلا mµ 10 - 5وطولها  mµ 2قطرها 

 وعند توفر الظروف Slime ف خارجي سميك يدعىلانها تكون حويصلات أو كبسولة أو غلك 

 درجة  الظروف المثلى لنموها وتطورها هي عند, المناسبة تنبت الكبسولة ,وتعطي خلايا خضرية  

 ( . Jensen  ,2021 ; 2018واخرون , Mahdi   )  pH 6.5-7.5 و º م 31  -28حرارة 

 بشكل شائع في منطقة الجذر وقسم منها يدخل في النظام  A. chroococcumتوجد بكتريا          

 قة تعايشيه معها وقسم آخر يعيش بصورة حرة في منطقة الرايزوسفير , الجذري للنباتات مكون علا 

 رضية الموجودة في تعمل على توفير حماية للنبات من الإصابة بالعديد من المسببات الم بذلك



 

 

 الإحياء  اميعطريق تأثيراتها المباشرة وغير المباشرة في مج عنوذلك   Soil pathogens التربة

 بوساطةوحماية النبات   منافستها على المكان والمواد الغذائية  عبرالممرضة وذلك 

 ;Jensen ; Hillel 2020, واخرون Aydi-Ben-Abdallah)وصول المسبب المرضي لمناطق الإصابة  منع 

2021,  ,2005  . ) 

على افراز انزيمات خاصة مضادة للمسببات المرضية مثل الفطريات   A. chroococcumتعمل بكتريا           

الذي ينظم عمل منظمات النمو وايضا الأنزيمات المحللة لجدران خلايا   ACC deaminaseوالبكتريا مثل انزيم 

 حاوية على الكايتين مثلالمسببات الممرضة للنبات وال

 Endochitinase و Chitobiosidase   مما يوفر حماية للنبات من المسببات المرضية(Pandey  واخرون

,2019    Aasfar ; , 2021وآخرون Riaz ;   ,2022وآخرون  . ) 

 تعز  تيال والسععععععيتوكينينعععات الجبرلينعععات,الاوكسععععععينعععات , الفيتعععامينعععات  Azotobacter  بكتريعععا تنتج       

 ا عععععععععافعععة ال  , (2001واخرون, Verma)لمغعععذيعععة ا العنعععاصععععععر امتصعععععععععا  في وتسعععععععععاععععد الجعععذور نمو 

  Conactine و Azotobacterin الععععديعععد من المركبعععات مثععع  مركعععج سععععععيعععانيعععد الهيعععدروجين وانتعععاجهعععا  

 الممر ععععععة الفطريات التي لها دور في تثبيط نمو العديد من   Pyrrolnitin و Pyoiuteorin و Phenazine  و

Aydi-Ben-Abdallah)  2020,واخرون ) . 

 الحديد ووفي  يادة جاهزية عدد من العناصر المغذية كالفسفور  "مهما "دورا  Azotobacter  بكترياتلعج ال          

 . (2015واخرون , Jnawali) النحاس والكبريت

   A. chroococcumا هناك العديد من التقارير حول التأثيرات المفيدة للبكتري         

 تحمله  وزيادةنمو وإنتاجية المحاصيل ذات الأهمية الزراعية منها تحسين تغذية النبات  في

 للإجهادات الحيوية وغير الحيوية وتحسين خصوبة التربة من خلال القدرة على إنتاج

 (,          2001واخرون Verma) الأمونيا والفيتامينات والنمو والمواد التي تعزز إنبات البذور 

  indoleacetic acid و   ,riboflavin, nicotine thiamineتنتج البكتريا أيضًا هرمونات النمو  

 Shende) 1984واخرون) . 

بشكل واسع في برامج مكافحة الامراض النباتية  مثل مكافحة امراض تعفن  A.chroococcum استخدمت بكتريا  

 ( .   2014ن , الجذور وموت البادرات ) وحيد واخرو

تمتلك فاعلية كبيرة في تثبيط نمو مسببات تعفن  A.chroococcum  ( أن البكتريا  2021وجد دخيل  )          

  ,اذ بلغت النسبة المئوية لتثبيط  الفطريات PDA الجذور لعدد من نباتات الزينة على الوسط الزرعي

Trichocladium griseum , Fusarium oxysporum , Curvularia lunata  لتعفن جذور  والمسببة

, في حين بلغت النسبة المئوية لتثبيط  لتتابع% على ا 96.08, %  76. 08, %  87.45نبات اصابع العروس

 75.62والمسببة لتعفن نبات تراجي العروس   Fusarium oxysporum , Fusarium equiseti  الفطريات

 المئوية لتثبيط , وبلغت النسبة تتابع% على ال 84.87, % 



 

 

 , Trichocladium griseum Marcelleina persoonai الفطريات المسببة لتعفن جذور الكزانيا 

Fusarium oxysporum (55.72  % ,55 .72  % ,96.08 على الت % )وبلغت النسبة المئوية  تابع ,

ة لتعفن جذور نبات المسبب  Fusarium  oxysporum , Lasiodiplodia theobromaeلتثبيط الفطريات 

( ان هذه البكتريا لها القدرة على  Hillel 2005( وجد , كما  تتابععلى ال 75.29, %  79.61%  دم العاشق 

 مائي لبعض السموم المنتجة من قبل بعض الفطريات الممرضة بحيث يصبح اقل سمية على النبات .التحلل ال

عطت نسبة تثبيط أ Azotobacter الى ان بعض سلالات (  ( 2009واخرون  Zarrin ثبتت دراسةأ           

 % 99-55المسبب لمرض تعفن جذور الحنطة حيث تراوحت النسبة بين  solani  Fusarium للفطر الممرض 

بتراكيز مختلفة مؤديا زيادة معنوية في معدل انبات البذور وصلت الى  IAA وبنفس الوقت انتجت حامض الاندول

100  . %   

التي عزلت من  A. chroococcum ان بكترياHussain   (2019 )و Alwan دراسة  "يضاأثبتت أ         

 , Fusariumقدرة عالية للتضاد مع الفطريات الممرضة لها من التربة  Rhizosphere منطقة الرايزو سفير

Aspergillus و Rhizoctonia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Materials and Methodsالمواد وطرائق العمل     -3

  المستعملـة والأدوات الأجهزة 1-3-

 (:1-3) الأجهزة والمعدات المختبرية التي استخدمت في الدراسة مع أسم الشركة وبلد المنشأ الجدول

 

 في الدراسة استخدمت(: الأجهزة والمعدات المختبرية التي 3-1) الجدول

 الشركة المصنعة أسم الجهاز ت

 Electric Oven Blinder-Germanyفرن كهربائي  1

 Sensitive electronicميزان الكتروني حساس  2

balance 

Sartorius-

Germany 

 Incubator Blinder-Germany حاضنة 3

-Compound Microscope NOVEXمجهر مركب  4

HOLLANND 

-Hood Tiauja Taisiteحجرة تلقيح  5

China 

 Autoclave Lab Tech-Koreaجهاز التعقيم البخاري  6

 Distilled water apparatus Arston-Turkeyجهاز تقطير الماء  7

 Refrigerator Arston-Turkeyثلاجة  8

 Vortex Bionerr-Koreaمازج كهربائي  9

 Magnetic Stirrer Chinaمحرك مغناطيسي  10

 Benzene Burner Iraqمصباح غاز  11

 Vacuum Pump Yangyiمفرغ هوائي  12



 

 

 Laboratoryت زجاجية مختلفة الأشكال أدوا 13

glassware 

Germany 

 Cork Borer Indiaثاقب فليني   14

 Stander Wirel Loop Indiaالناقل الزرعي القياسي  15

 Disposable Petri dishes Chinaأطباق بتري بلاستيكية  16

 شرائح زجاجية مع غطاء الشريحة 17

 Slides and cover slide 

China 

 Local market شاش طبي 18

 Shaking Incubator Koreaحاضنة هزازة  19

 Centerfuge Hitechجهاز الطرد المركزي  20

 Turkey تيوبات+كبات 21

 Parafilm Indiaشريط بارافليم  23

 China سلفون+قطن 24

 Latex gloves+Face mask Chinaكفوف+كمامات  25

 فوق البنفسجيةمقياس الطيف المرئي للأشعة  26

 Spectro photo meter 

Japan 

 Filter Paper Citotest-Chinaأوراق ترشيح  27

 Milipore  (Filter Type AC,SC )0.2 Sartorius Stedimمرشح 28

Biotech-Germany 

 Blender Jlassco-Indiaخلاط كهربائي  29

 Digital Camera Canon-Japanكاميرا رقمية  30



 

 

 Hlalab-China قمع ترشيح 31

 3ml Nusafe-Indiaمحاقن طبية   32

 Stirrer&Hot Plate Koreaجهاز تسخين    33

 China أواني تجفيف خزفية 34

 Sterilized cotton Swabs Sterellin Ltd-UKمسحات قطنية معقمة  35

 Micropipettes Brand-W –Germanyماصات دقيقة بأحجام مختلفة  36

  test tubeر انابيب اختبا 37

 

 

 

 ( المواد الكيميائية التي استخدمت في الدراسة3-2) الجدول

 الشركة المصنعة أسم المواد ت

 Methylene blue Hoechstأزرق المثيلين 1

 _ صوف زجاجي 2

 Fluka سليكا جل 3

 1Standard AFB         Promegaالسم القياسي      4

 TLC Fluka    صفائح الترحيل الكروماتوغرافي 5

 BDH كبريتات الصوديوم الامائيه 6

 wax Paraffin BDHشمع البارافين             7

 BDH كبريتات الصوديوم الامائيه 8

 Paraffin wax BDH   شمع البارافين 9



 

 

10 CL Buffer Bioneer 

11 TE buffer Bioneer 

12 Purrification  buffer Bioneer 

 Ethidum bromide        يديومصبغة بروميد الأث 13

stain 

Bioneer 

 Gram ’s stains Oxoidصبغة كرام    14

 Ethanol alcohol BDH        كحول الايثانول  15

 Methanol alcohol BDH       كحول الميثانول 16

 BDH بنزين 17

 Cholorophorm Fluka    كلوروفورم      18

 Sdium chloride BDH كلوريد الصوديوم 19

 Glycerol BDHكليسرول     20

 Balsam Candia Mercy    كندا بلسم     21

 Samarra كاربونات الكالسيوم 22

 تجاري هايبو كلورات الصوديوم 23

 BDH هكسان 24

 Mercy صبغة السفرانين 25

 Mercy بلورات البنفسجية 26

 

 

 



 

 

 الاوساط الزرعية المستخدمة( 3-3الجدول)

 الشركة المصنعة المواد أسم ت

 Himedia اكار-اكار 1

 PDA Himediaوسط اكار البطاطا والدكستروز  2

 Nutrient agar Himediaوسط الاكار المغذي  3

 Nutrient broth Himediaوسط المرق المغذي  4

 تصنيع مختبري وسط جوز الهند 5



 

 

  Methodطرائق العمل -3-2

 غات المستخدمة في الدراسةتحضير المحاليل والصب -3-2-1

 Gram Stainمحلول صبغة كرام  -1 -3-2-1

 والسفرانين  Crystal Violetالبلورات البنفسجية  غم من 1 كرام بإذابةحضرت صبغة          

Safranin  ساعة من دون استعمال لضمان  24مل من الماء المقطر , تركت لمدة 100كلا على حدة في

حلول , ثم وضعت في قناني زجاجية معتمة وذلك لمنع التأكسد ,ثم تركت في تخمر الصبغة وتجانس الم

  Colleeأماكن مظلمة لحين  الاستعمال , الغرض من استخدام الصبغة هو تصبيغ الخلايا البكتيرية )

 ( .1996واخرون ,

 

 محلول الفصل لصفائح الكروماتوغرافي -2 -3-2-1

, الغرض من استخدام المحلول هو لفصل  2):  (98: ميثانول حضر المحلول باستخدام كلوروفورم        

 ( . 1996بقع السموم على صفائح الكروموتوغرافي ) ألجميلي,

 

 1Aflatoxin Bلسم القياسي    ا-3 -3-2-1

  شركة عبوة بلاستيكية معتمة من في متبلور بشكل 1Bالقياسي الافلاتوكسين سم على الحصول تم    

Hi-media200 التركيز ليصبح الكلوروفورم محلول من مل 5  في وأذيب عبوة لكل مملغ 1  بوزن 

 معقمة زجاجية قنينة في , ثم وضع( Stock Solution) الأساس محلول واعتبر ,1-مليلتر مايكرو غرام

 الضوء بعيدا عن بقائها( وذلك لغرض  Aluminium foil) الألمنيوم بورق وتم تغليفها بإحكام وأغلقت

 . الاستعمال لحين م˚ 18  بدرجة حرارة  ظت, بعدها حف

 

 Preparing the media Culture      تحضير الأوساط الزرعية   -3-2-2

  Potato Dextrose Agar( PDAدكستروز اكار) وسط بطاطا -3-2-2-1

غم من المسحوق  39وذلك بإذابة  (HIMEDIA) المصنعةتعليمات الشركة  الوسط حسبحضر         

 Chloramphenicolالبكتيري ثم أضيف اليه المضاد  والمعقم, مل من الماء المقطر 1000ي الجاهز ف

 121ملغم/لتر ثم رج الدورق جيدا لضمان تجانس الوسط وعقم في المؤصدة بدرجه حرارة  250تركيز

 الفطرية.ترك الوسط ليبرد وأستعمل لتنمية وحفظ العزلات  ,دقيقه 15جو ولمدة  واحدوضغط  م˚

 

 

 

 



 

 

  Coconut agar mediumI (CAوسط جوز الهند )  -3-2-2-2

 ( وذلك بأخذDianese ,19976و   Linحضر الوسط حسب التعليمات التي وضعها الباحثان )       

 مل من الماء 300غم من مبروش جوز الهند والمتوفر في الاسواق المحلية  واضيف اليها 100كمية 

 سطة قطعة من الشاش الطبي. واضيف عدها فصل الراشح بوادقيقة ب  30 المقطر , سخن المزيج لمدة 

المؤصدة بدرجه  , ثم عقم في جهاز مل من الماء المقطر300 % أكار واكمل الحجم الى 15للراشح 

انتاج  سط لاختبار قابلية الفطريات على. استخدم هذا الودقيقه 15جو ولمدة  واحدوضغط  م˚ 121حرارة 

 السم .

   Nutrient Agar  (NA)المغذي رالاكا وسط  -3-2-2-3

غم من 28وذلك بإذابة  Difco BDالأمريكية   الشركة المجهزة حسب تعليمات حضر الوسط        

جو ولمدة  واحدوضغط  م˚ 121مل ماء مقطر, ثم عقم في جهازالمؤصدة بدرجه حرارة 1000الوسط في 

 دقيقه , أستعمل الوسط لتنمية واكثار البكتريا . 15

 

   Nutrient Broth (NB)المرق المغذي  وسط  -2-2-34-

غم من الوسط 13الأمريكية وذلك بإذابة  BD  Difco تعليمات الشركة المجهزة وفق الوسطحضر        

دقيقه  15جو ولمدة  واحدوضغط  م˚ 121مل ماء مقطر ثم عقم في المؤصدة بدرجه حرارة 1000في 

 , أستعمل الوسط  لتنمية البكتريا.  

 

   Collection of samplesعيناتالجمع  -3-2-3

 مختلفة في محافظة كربلاء  سايلواتمن والمخزونة الجافه  الحنطة جمعت العينات من حبوب        

غم من كل نوع وبصورة عشوائية , وضعت العينات في أكياس 250بمعدل  12/10/2023بتاريخ 

 لتربية للعلوم الصرفة / جامعة كربلاء.نايلون ونقلت إلى مختبر الدراسات العليا في كلية ا

 

 عزل وتشخيص الفطريات المرافقة لبعض انواع الحبوب المحلية     -1 -3-2-3

عقمت كمية من كل عينة من الحبوب سطحيا كلا على حدة بمادة هايبوكلورات الصوديوم            

لحبوب إلى إطباق حاوية على ورق لمدة دقيقتين , ثم غسلت بماء مقطر معقم , نقلت ا        2%بتركيز

بواقع أربع حبات عند  ( معقمPDAسم حاوية على وسط ) 9ثم زرعت في إطباق قطرها  لتجفيفها نشاف

أيام  7مْ لمدة  37-25محيط الطبق والبذرة الخامسة في مركز الطبق, ثم حضنت الأطباق بدرجة حرارة 

بأخذ لقاح بسيط من طرف المستعمرة عزلات الفطرية (, بعد انتهاء مدة الحضن تم تنقية ال2013)الاسدي, 

, كررت العملية مرات عديدة وذلك للحصول على في طبق اخر يحتوي على نفس الوسط الزرعي  وزرع



 

 

 على بالاعتمادوالمجهرية تبعا للصفات المظهرية  "وشخصت الفطريات مظهرياعزلات نقية للفطريات 

  . (2016واخرون, Whiten, 1970 ; Moniو  armeterP) "المعتمدة علمياالمفاتيح التصنيفية 

النسبة , و( 1988واخرون, (Boothحسج معادلة النسبة المئوية لظهور الانواع الفطرية  حسبت            

 ( :1988واخرون,(Booth ة حسب معادلالمئوية لتردد ك  نوع من الانواع الفطرية المعزولة 

 

 100   ×      لتي ظهر فيها الفطر     عدد العينات ا     % =نسبة الظهور

 عدد العينات الكلية  

                  

 

   100    ×     عدد عزلات الفطر       نسبة التردد % =                       

  العدد الكلي للعزلات                                               

 

 حفظ العزلات الفطرية   -2 -3-2-3

( PDAحفظت العزلات الفطرية المنقاة في أنابيب زجاجية نظيفة ومعقمة حاوية على وسط )         

بة وحضنت لمدة أسبوع بدرجة الزرعي في كل أنبوزرعت أقراص منها على الوسط  اذوبصورة مائلة 

 .(Richardson ,1989و  Evansبعدها حفظت في الثلاجة لحين الاستعمال )° , م 27- 25 حرارة

 

 اختبار قدرة العزلات الفطرية على إنتاج سم الافلا  -3 -3-2-3

 Ammonia Test اختبار الامونيا  -1 -3 -3-2-3

 الهند جوز وسط علىيتها تنموذلك من خلال  الافلا لسموم المنتجةيات الفطر عن الكشف تم         

 ملم من5  بقطرالنقية  ( لقح بأقراص من العزلات الفطرية 2-2-2-3حسب الفقرة ) المحضر مسبقا 

 الحاضنة بدرجة حرارةلمدة عشرة  ايام في  الاطباق طرف العزلة النقية وبعمر سبعة ايام , ثم حضنت 

أوراق ترشيح مبللة بقطرات من الامونيا بتركيز  تظهور الغزل الفطري تم وضع الى,   °م 25-27

تمييز أيام بصورة مقلوبة وتم % على غطاء الاطباق , حضنت الاطباق مرة اخرى لمدة أربعة 20

المنتجة للسموم من غيرها بتلون قواعد المستعمرات بالون الأحمر أو البرتقالي بدلا من اللون  الفطريات

 ( .Machida1999 ,و(Saito الشفاف

  

 باستعمال تقنية صفائح الكروماتوغرافيا الرقيقة  B1 الكشف عن سم الافلا  -2 -3 -3-2-3

Thin Layer Chromatography (TLC) 

( وذلك بوضع أقراص من الفطريات  (PDAتم تنمية عزلات الفطريات المدروسة  على وسط            

الاطباق  ثلاث مكررات لكل عزلة فطرية , ثم حضنت بواقعملم بعمر أسبوع في مركز كل طبق  5وبقطر 



 

 

 الزرعي الوسط قطعو عزلة كل من ثلاث اطباق واختيرت , أسبوع ولمدة  °م 27 -25 حرارة درجة عند

 كهربائي خلاط إلى القطع نقلت بعدها  ,  قطع صغيرة شكل على معقمة سكين بوساطة الفطر عليه المنمى

 وارقا بوساطة المزيج رشح بعدها,  دقائق  10 لمدة الخليط مزج , الكلوروفورم من مل20  على حاوي

 بدرجة كهربائي فرن في ثم جففمعقم  رقدو في ووضع  الراشح . أخذ  Whatman  No.1نوع ترشيحال

باستخدام   1Bتم الكشف عن وجود سم الافلا  ,  فقط  مل1يقارب  ما إلى الكمية حتى وصول م˚ 40 حرارة

 الفرن في نشطت الصفائح اذ( سم  2020( ذات إبعاد )TLC(صفائح الكروماتوغرافي الرقيقة  تقنية

 98(لمدة ساعة قبل الاستعمال  واستخدم نظام الفصل كلوروفورم: ميثانول  o( م120الكهربائي بدرجة  )

 ( . 1996) الجميلي ,   2): 

 ( سففففم من قاعدة الصفففففيحة1.5يبعد بمسففففافة ) TLCتم عمل خط مسففففتقيم خفيف على صفففففيحة          

 سم 2الخط بمسافة  ووضع على  1AFBمايكروليتر بواسطة أنبوبة شعرية من السم القياسي   15 وأخذ 

 سففم من البقعة الخاصففة بالسففم القياسففي الأول كما تم وضففع 2من الحافة اليسففرى للصفففيحة وعلى مسففافة 

الحافة  سففففففم من 2نفس الكمية من كل عينة من عينات الفطريات المدروسففففففة وعلى نفس الخط اعلاه اي 

 لى مزيجوضفففففففعففت في حوض الفصفففففففففل الحففاوي عواليسفففففففرى للصففففففففيحففة, ثم تركففت البقع لتجف 

 مسففـففففففففافة مراقبتها لحين وصففول المحلول إ حجم/حجم وتمت 2):  (98الكلوروفورم والميثانول وبنسففبة 

من النهاية العليا للصففففيحة  , بعدها أخرجت الصففففائح وجففت تحت ظروف المختبر لمدة  سفففم 2تقارب 

كشففف عن وجود نانوميتر وتم ال360 فحصففت تحت الأشففعة فوق البنفسففجية وبطول ألموجي ودقائق , 5

 و Sobolev(ولون التففألق للسفففففففم القيففاسفففففففي  Rfبمطففابقففة معففامففل الترحيففل  1Bالافلاتوكسفففففففين 

Dorner,2002 . ) 

 

 HPLC  باستخدام تقنية B1 قياس تركيز سم الافلا -3 -3 -3-2-3

  High-Performance Liquid Chromatography 

حيث اتبعت الخطوات  B1س تركيز سم الافلا ( لكشف وقيا2012)واخرون  Linaاتبعت طريقة        

 التالية:

 مل. 250غم من العينة بعد التجفيف والطحن ووضعت في دورق سعة  25اخذ وزن  -1

 كلوروفورم. مل 25ومل ميثانول  25اضيف اليه  -2

 دقيقة لغرض التجانس. 60( لمدة Sheakerوضعت على جهاز الهزاز ) -3

% وفصل بواسطة قمع 90مل ميثانول  25و Whatman No 1رشحت العينات بورق ترشيح  -4

 الفصل.

 % وفصل بقمع الفصل.90مل ميثانول  25مل هكسان و 25نقل الراشح الى قمع الفصل واضافة  -5

 تؤخذ الطبقة السفلى الحاوية على الميثانول التي يتم تجفيفها بالحمام المائي. -6



 

 

في قمع الفصل وغسل مرتين  مل 25: 25 بنسبة  اخذ النموذج واضيف إليه الكلوروفورم وماء مقطر -7

 بالماء المقطر بعد رج القمع وتركه لحين انفصال الطبقتين )تهمل الطبقة العليا(.

غم من كبريتات الصوديوم 10مررت الطبقة السفلى الكلوروفورم خلال ورق ترشيح حاوية على  -8

 .وذلك لامتصاص الرطوبة  اللامائية

 ام المائي.اخذ الراشح وتم تبخيره لحد الجفاف على الحم -9

 دائرة البيئة والمياه باستخدام  –تم اجراء الفحص في مختبرات وزارة العلوم والتكنولوجيا           

 تم اذ( الماني المنشأ ,   - SYKAMجهاز كرموتوغرافيا السائل ذو الاداء العالي موديل ) سيكام 

 ((ODS عمود الفصل  استخدم , (30: 70)بنسبة ماء مقطر واستخدم الطور الناقل : اسيتونترايل  

Octadecyl Silane C18 – ( 4.6  -سم  25بحجم  ) استخدم و, لفصل السموم الفطرية مليمتر

عن السموم الفطرية , وكانت  للكشف   ( em= 445nm )وضبط طاقة الامتصاص عند كاشف الفلورة

 مل/دقيقة . 0.7  سرعة جريان  الطور الناقل هي  

 

    Molecular Identificationالتشخيص الجزيئي  -4 -3 -3-2-3

 المظهري التشخيص تأكيد لغرض Polymerase chain reaction (PCR) فحص اجري         

وتشخيصها على مستوى النوع حسب طريقة    1Bللفطريات المعزولة والمنتجة لسم الافلا

(Narayanasamy ,( 2011   : وكما يأتي 

 

   DNA   DNA extraction and purificationال تنقية و استخلاص :أولا

من المستعمرات  للفطريات  النقية باستخدام العدة التجارية    DNAأجريت عملية تنقية واستخلاص لل     

DNeasy Plant Kit   المجهزة من الشركة الالمانيةQIAGEN  :ومن خلال اتباع الخطوات التالية 

 انبوبة الى حده على ونقلت كلا ايام 10 وبعمر الافلا ملس الفطرية المنتجة العزلات جمعت -1

 المحلول من مايكروليتر 400  اليها واضيف مل 1.5 بسعة معقمة(  Eppendrof tube)اختبار

( Micropestle) المعقمة  الصغيرة البلاستيكية المدقة باستخدام العينة سحقت ثم,  AP1 الدارئ

 و( vortex)الهزاز جهاز باستخدام مرات عدة لعينةا رج مع الفطرية الخلايا جدران لتحطيم

 .الفطرية الخلايا تحطيم هو الخطوة هذه من الغرض

مْ  مع  65دقائق في حمام مائي بدرجة حرارة  10حضنت الانبوبة الحاوية على الخليط لمدة  -2

مرات اثناء فترة الحضن والغرض من هذه الخطوة هو  2-3الحرص على رج الانبوبة يدويا 

 ل الخلايا الفطرية.تحلي

 buffer Proteins and(P3مايكروليتر من المحلول الدارئ )  130اضيفت -3

Carbohydrate rempval  الى الانبوبة الحاوية على الخليط ثم مزجت المحتويات بشكل جيد



 

 

دقائق . في هذه الخطوة تترسب المنظفات  5باستخدام جهاز الهزاز وحضنت على الثلج لمدة 

 البروتينات والسكريات المتعددة الخاصة بالفطر.كذلك و الدارئ وللالخاصة بالمح

دقيقة , ثم نقل المحلول  دورة/ 1400دقائق بسرعة  5لمدة  للأنبوبةاجريت عملية الطرد المركزي  -4

التي   QIAshredder Mini spin columnالطافي الى الانبوبة ذات اللون الارجواني نوع 

يت لها عملية الطرد المركزي لمدة دقيقتين وبنفس السرعة تحتوي على مرشح خاص وأيضا أجر

  الرواسب.اعلاه . يعمل مرشح هذه الانابيب على إزالة حطام الخلايا الفطرية ومعظم 

مايكرو لتر من  700مل و اضيف اليه   2نقل الراشح الى انبوبة اختبار جديدة معقمة سعة  -5

ومزجت المحتويات بواسطة ماصة صغيرة   Purrification  buffer (AW1)الدارئ  المحلول

 معقمة .

 ميكرولتر من الخليط باستخدام ماصة صغيرة الى انبوبة ذات اللون الابيض نوع 650نقل  -6

 DNeasy Mini spin column  والتي أيضا تحتوي على مرشح خاص لغرض تنقية

 اجرت عملية الطرد المركزي للأنابيب لمدة دقيقة واحدة بسرعة , DNAال

تم التخلص من الراشح ونقل المتبقي من الخليط الى نفس الانبوبة  , بعدها 1- دورة دقيقة 0800 

وأجريت عملية الطرد المركزي بنفس السرعة والفترة الزمنية لغرض التخلص من الراشح أيضا  

.  

اعلاه مع اجراء عملية  نفس الانبوبةالى  AW2ميكرولتر من المحلول الدارئ  500أضيف  -7

تم التخلص من الراشح  , بعدها1- دورة دقيقة 8000مركزي لها لمدة دقيقة واحدة بسرعة الطرد ال

وأجريت لها  AW2ميكرو لتر من المحلول الدارئ  500ثم أضيف مرة اخرى لنفس الانبوبة 

.  , و تم التخلص من الراشح  1- دورة دقيقة 1400عملية الطرد المركزي لمدة دقيقتين بسرعة 

 العالق بالمرشح. DNAلتنقية الـهذه الخطوة هو راء اجان الغرض من 

مل  2 بداخل انبوبة اختبار معقمة سعة DNeasy Mini spin columnوضعت الانبوبة  -8

  TE( Elutionميكرو لتر من المحلول الدارئ )  100واضيف الى غشاء مرشح الانبوبة  

buffer ة الغرفة , ثم أجريت عملية دقائق بدرجة حرار 5مباشرة , بعدها حضنت الانبوبة لمدة

لمدة دقيقة واحدة للحصول على الراشح الذي  1- دورة دقيقة 8000الطرد المركزي وبسرعة 

العالق بغشاء  DNAالكلي. ان الغرض من اجراء هذه الخطوة هو إزالة الـ   DNAيحوي على الـ

 .مرشح الأنبوبة 

 .لحين الاستخدام ° م -20تحت درجة حرارة  DNAحفظت الأنبوبة الحاوية على الـ -9

 

 

 

 



 

 

   DNAتحديد تركيز ونقاوة الحامض النووي :  "ثانيا

 Nanodropباستخدام جهاز  DNAتم حساب تركيز ونقاوة الحامض النووي    

spectrophotometer ( 260/280عند الطولين الموجيين  )من خلال قياس الكثافة الضوئيةنانوميتر 

 

 Chain Reaction (PCR ) Polymerase تفاعل: "ثالثا

  البادئات المستخدمة في التفاعلاختيار  -ا

الكورية  Bioneerالمتخصصة لتشخيص الفطريات المنتجة لسموم الافلا من شركة   جهزت البوادئ     

 (:4-3الجدول )

 Polymerase chain reaction (PCR)( البوادئ المستخدمة في تقنية  4-3جدول )

PCR product 

size 

equenceS 

3                       5 

Primer 

bp 530-590 

 

/TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC  F ITS4 

GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG 

G 

R ITS5 

 

 الخزين محلول الباديءتحضير  -ب

ليتر من  ميكرو 10 وذلك بأخذحضر محلول العمل لكل بادئ حسب تعليمات الشركة المجهزة         
أو الماء المقطر ليصبح التركيز  nucleaseميكرو ليتر من الماء الخالي من  90لمخزون في محلول ا
 .1-ليتر بيكومول ميكرو100النهائي 

 
 PCR الـشروط جهاز التدوير الحراري حالة  -ج 
 

 : (5-3الجدول ) PCRتم إدراج مكونات خليط التفاعل وبرنامج 
 

 PCRامج لبرن التفاعل  خليط(  مكونات 5-3جدول ) 

 µL الحجم المكونات

Green master mix 12.5 

Nuclease free water 9 

forward primer 1 

Reverse primer 1 

Template DNA 1.5 

Total volume 25 



 

 

 
 
 
 
 ظروف تفاعل البلمرة -ج

الذي   PCR الخاص بالـ   حسب برنامج التضاعف  DNAتمت مضاعفة  الحامض النووي           
 . ( 6-3يتكون من عدة خطوات الجدول )

 
 

 PCRخطوات تفاعل ( 6-3جدول )

               

 غا  1المحضر بإضافة  %1وتم ترحيلها على هلام الاكاروز  PCRرفعت الانابيب من جهاز الـ       

 في درجا حرارةا  مائي حم تا و عا في ( محلول الترحي  وTBE-bufferم  )100من الأكارو  في  

مايكروليتر من صبغة بروميد  5إضافة  ها تمبعد .ذوبان الاكارو  لغرضربع ساعة  مدة ل       100  

 محلول التحميل الازرق اللون وذلك من خلال وصول استخدام جهاز الأشعة فوق البنفسجيةوالاثيديوم , 

  بواسطة كاميرة جهاز تصوير الهلام .سم تقريباً وتم تصويره  2الى ما قبل نهاية الهلام بـ  

 تحديد تسلسل القواعد النيتروجينية وتحليل المعلوماتية الحيوية :رابعا 

المنتجة لسم الافلا إلى شركة   العينات الفطريةأرسلت  PCRبعد اجراء عملية التضاعف الـ           

Macrogen ينية لكل عينة فطرية, وسجلت في كوريا الجنوبية لغرض تحديد تسلسل القواعد النيتروج

الفطريات المشخصة في البنك الجيني العالمي وذلك لغرض معرفة التشابه بين الفطريات المدروسة 

 عدد الدورات )°م(درجة الحرارة  الوقت الخطوات

 

 1 95 دقائق Initial Denaturation 5 مسخ اولي

 Denaturation Final 40 مسخ نهائي  

 ثانية

 

95 
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 Annealing  40الالتصاق           

 ثانية

55 

 72 دقيقة Extention Initial  1استطالة اولية    

 1 72 دقائق Final Extension  5استطالة نهائية    



 

 

 Basic Local Alignment Search Toolالمسجلة عالميا , ولقد تم الاستعانة ببرنامج   والفطريات

(BLASTالتابع لموقع المركز الوطني لمعلومات التقانة ا  ) لحيويةNational Center for 

Biotechnology Information  في رسم الشجرة الوراثية . 

  ( RT-qPCR)الحقيقي الوقت في العكسي الكمي المتسلسل البلمرة تفاعل -4 -3-2-3

Real-Time Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction 

 وبكمية B1التي كانت اكثر انتاجا لسم الافلا  A. flavus1زلة الفطر عتم اختيار عزلتين هما          

 215.9 ppb   وعزلة الفطرA. niger1    30.5التي كانت اقل انتاجا لسم الافلا وبكمية ppb  

) تقنية تفاعل البوليمرايز المتسلسل الكمي في الوقت اللحظي لإيجاد المقارنة بينهما من خلال اجراء  

للدلالة على  ( mRNA )عكسي ( وذلك لقياس المستويات الكمية للحمض النووي المرسل الاستنساخ ال

وتطبيعها بواسطة الجين الذي يعبر عن انتاج الافلاتوكسين  ( AFLD gene )مقدار التعبير الجيني لجين 

راء هذا . تم اجمكررات ثلاث وبواقعبوصفه جينا منظما قياسيا لحساب التعبير الجيني  ( ITS4)المحافظ 

 -كما في الخطوات الاتية :( 2010واخرون ) Nailis   الفحص حسب طريقة 

  RNAاولا" : استخلاص الحامض النووي 

المجهزة من لدن  Trinzol kitوذلك  باستخدام   عدة  الـ  RNAتم استخلاص الحمض النووي        

  -خطوات الاتية:الصينية وحسب تعليمات الشركة المصنعة كما في الTransgen  شركة 

  PDAتنمية العزلات الفطرية على وسط  -1

 من التحلل . RNAحفاظ على الحمض النووي للتجميد العينة الفطرية في النيتروجين السائل  -2

 وطحنها جيدًا باستخدام هاون حتى تتحول إلى مسحوق. واحيانا يتم نقل العينة المجمدة بسرعة إلى اناء  -3

 أن الطحن غير الكامل يؤثر على إنتاج اذلنيتروجين السائل إذا لزم الأمر. استخدم المزيد من ا

 وجودته.RNA الحمض النووي الريبي  

 لكل  TransZolمل من  1نقل مسحوق العينة إلى أنبوب الطرد المركزي الدقيق . ثم أضافة  -4

تمريرها بشكل متكرر  ثم, تجانس العينات باستخدام جهاز التجانس وتم مليغرام من العينة.  50-100 

 دقائق. 5حضنها في درجة حرارة الغرفة لمدة و , للأعلى والأسفل

 مع الرج بقوة, وحضنة لمدة TransZolمل من 1ميكرولتر لكل  200أضافة  الكلوروفورم بمقدار -5

 دقائق. 2-3 

 د دقيقة عن 15لمدة  1-دورة دقيقة 10000وضع العينة في جهاز الطرد المركزي بسرعة  -6

 يحتوي ينفصل الخليط إلى طور عضوي وردي سفلي اذ. oم 8- 2حرارة تتراوح بين  درجة

 الذي يمكن ان يحتوي , وطور بينيعلى الكلوروفورم والدهون والبروتينات والاجزاء غير قابلة للذوبان  

 ىمائي علوي عديم اللون يحتوي عل , وطورعلى مكونات اخرى مثل البروتينات وهو اقل وضوحا  



 

 

% من حجم كاشف 60. يبلغ حجم الطور العلوي المائي حوالي RNA الحمض النووي الريبي 

TransZol. 

-RNaseإلى أنبوب  RNAنقل الطور العلوي عديم اللون الذي يحتوي على الحمض النووي الريبي  -7

five  مل من  0.5. بعدها يتم أضافةIsopropanol   مل من 1لكلTransZol لط المستخدم مع الخ

 دقائق . 10ويتم حضنه في درجة حرارة الغرفة لمدة  الجيد .

 دقائق عند درجة 10لمدة   1-دورة  دقيقة 10000وضع العينة في جهاز الطرد المركزي بسرعة  -8

امكن رؤية الرواسب الغروية على  اذتخلص من السائل العلوي. تم ال, 0م 8- 2حرارة تتراوح بين  

 جداروأسفل الأنبوب.

 (, مع التقليب بقوة .RNase% )المحضر بماء خالٍ من 75مل من الإيثانول بنسبة  1افة أض -9

دقائق عند درجة حرارة  5لمدة   1-دورة دقيقة 7500وضع العينة في جهاز الطرد المركزي عند  -10

 .0م 8- 2تتراوح بين 

 5الهواء )حوالي  فيRNA التخلص من السائل العلوي  وتجفيف حبيبات الحمض النووي الريبي  -11

 دقائق(.

 . ميكرولتر من المحلول المذيب 100-50في  RNAإذابة حبيبات الحمض النووي الريبي   -12

دقائق. للتخزين طويل الأمد, خزن  10لمدة  0م 60- 55حضنها عند درجة حرارة تتراوح بين  -13

 .0م 70-عند درجة حرارة  RNAالحمض النووي المنقى 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

    Step RT-PCR System  ®GoTaq-1نظام احادي الخطوة   -ثانيا" : 

حسب تعليمات شركة بروميكا  GoTaq 1-Stepباستخدام  RT-qPCRتم إجراء             

(Promega Corporation,2021ويتضمن ) : الخطوات الاتية 

 . ( 3-7حضرت مكونات مزيج تفاعل الجدول ) -1

 ®GoTaqلنظام أحادي الخطوة  RT - PCR (:مكونات مزيج تفاعل 3-7) جدول
 المكونات

 

Volume per 20µl 

Reaction 

Final Concentration 

 

GoTaq® RT-PCR Master Mix, 2X µl10 1X 

Forward Primer, 10X µl2 nM 50 -300 

Reverse Primer, 10X µl2 nM 50-300 

GoScript™ RT Mix for 1-Step 

RT-PCR, 50X or Nuclease-Free  

Water for Minus-RT Control  

0.4 µl 1X 

RNA Template (500fg–100ng)or 

Nuclease-Free Water for No  

Template Control  

4 µl Variable 

Optional: MgCl2, 25mM µl___ ≥2 nM  

Optional: CXR Reference Dye. 

µM30  

 

µl___ ≥33  

Nuclease-Free Water µl20   __ 

Mgcl2   µl 1.6 2≥  

 CXR µl 0.33 500 nMصبغة 

 

 المركزي الطرد جهاز استخدم. لأسفلاو لأعلىل السحب طريق عن برفق المكونات خلطتم  -2

,  RNAالتي تعيق التفاعل بين الكواشف و المحتملة الهواء فقاعات من وجيزة للتخلص لفترة

 .الأنبوب قاع في التفاعل أحجام وجمع



 

 

 نفس يتلقى بئر كل أن من التأكد مع ,PCR أنابيب أو ةصفيح آبار في الرئيسي الخليط وزع -3

 .الحجم

 وايضا التلوث لتجنب الحذر توخي المناسبة مع الآبار إلىRNA   النووي الحمض عينة افةأض -4

 المباشر الضوء من GoTaq qPCR Master Mix على تحتوي التي الكواشف جميعحماية 

 .الشديد

 أخرى. مرة برفق خلطلا مع التبخر لمنع الأنابيب تأغلق -5

  واحدة بخطوة السريع أو القياسي الوضع في RT-PCR لـ الحظي الوقت في أداة برمجةتم  -6

 ( .3-8الجدول )

 RT – PCR( الظروف الحرارية المثلى لمراحل  3-8جدول ) 

عدد  المرحلة

 الدورات

درجة 

 الحرارة

 الوقت

RT inactivation/Hot-start activation -1 1 95 قدقائ 10 0م 

Reverse transcription -2 1 37 دقيقة 15 0م 

 RT-PCRمرحلة   -3

Denature-a     

-b Anneal/Collect data 

-c Extend 

 0م 95 40

 0م 60

 0م 72

 ثواني 10

 ثانية 30

 ثانية 30

Dissociation-4 1 95-60 0م  

 

 ى الفور.وضع لوحة التفاعل في الجهاز المسخن مسبقًا والمبرمج والبدا بتشغيل الجهاز عل -7

 عند اكتمال التشغيل, جمعت البيانات وتم تحليل النتائج . -8

 التي وضعت من قبل العالمان  Livak Methodتم تحليل البيانات حسب  طريقة         

 Livak و Schmittgen(2001 )هذه الطريقة تعتمد على وجود جين هدف الذي تمثل بهذه الدراسة , 

 Housekeepingفلاتوكسين وايضًا إلى جين محافظ او معياري الخاص بإنتاج الا (AFLD )الجين  

gene ( HKG )  وتمثل في الجين( ITS4) :وكما موضح في المعادلات الاتية 

 للجين الهدف بالنسبة إلى الجين المعياري  CTمعادلة  1-

CT  = CT  target  test  – CT  reference   

CT  target    جين الهدفلل: يشير إلى عتبة الدورة AFLD   

CT reference  يشير إلى عتبة الدورة  للجين المحافظ : ITS4 



 

 

 -باستخدام القانون  الاتي :              CTمعادلة  2-

CT  =     CT  –       CT Average .        

 ( , باستخدام القانون : Fold change ايجاد نسبة التعبير الجيني ) -3

 CT -Ratio =2 Gene expression                

 

    Azotobacter chroococcumوتشخيص بكتريا عزل - 4-2-3

دائرة وقاية المزروعات  مختبراتمن  A. chroococcum تم الحصول على عزلة البكتريا          

ثم على  agar  Nutrient, وجرى تنميتها واكثارها على الوسط الزرعي الى وزارة الزراعة التابعة

 . Nutrient broth السائل الوسط

 

 Microscopic propertiesفحص الصفات المجهرية   -4-2-3-1 

تم إجراء الفحص المجهري للبكتيريا بعد صبغها بصبغة كرام, وتم فحص شكلها وحجمها وتقنية     

 Black (1965.)تجمعها وقدرتها على الصبغ وكما وصفها 

 

   A. chroococcum   البكتيرية التشخيص الجزيئي للعزلة  -2 -4-2-3

    

 DNAالنووي  وتنقية الحامضاستخلاص /"اولا

Total DNA  TMspin-Gحسب عدة الاستخلاص البكتيري  DNAتم استخلاص الـ      

Extraction Kit  المجهزة من شركةIntron–Korea :وفق الخطوات الآتية 

 Nutrientق بتري حاوية على وسط بتخطيط اطبا   A. chroococcumحضرت عينة البكتريا -1

agar ساعة , ثم اخذت مستعمرة مفردة وتم تلقيحها في  24م ولمدة ° 28حضنت بدرجة حرارة  , بعدها

 ساعة. 24م لمدة ° 28مل , وحضنت بدرجة حرارة  5بحجم   Nutrient Brothوسط 

 مل . 2سة الى انبوبة سعة السائل الملقح بالبكتريا المدرو Nutrient Brothمل من الوسط  1.5نقل -2

 نبذت الانابيب الحاوية على العالق البكتيري  بجهاز الطرد المركزي لمدة دقيقة واحدة عند -3

الخلية بالكامل مع بقايا المادة  pelletبعدها تم تعليق  , و أهُملت المادة  الطافية. 1-دورة دقيقة 13000 

 . vortex جهاز الطافية من خلال استخدام

في أنبوب  RNase Aميكرولتر من محلول  5وايضا  CL Buff erمن مايكروليتر  200يف أض -4

 العينة , ومن ثم خلطت عن طريق الدوران بقوة .

 المائي.اما باستخدام الفرن أو الحمام دقيقة  30-10م لمدة ° 56حضنت الانابيب عند درجة حرارة -5



 

 

حرارة  عند درجةعينة ثم مزجت جيدا وحضنت إلى أنبوبة ال BLميكروليتر من البفر  200أضيف -6

 دقائق. 5 لمدة م° 70

 دقائق ,  ثم نقلت 5دورة في الدقيقة لمدة  13000في جهاز الطرد المركزي عند  الانابيبوضعت -7

 مل جديدة . 1.5ميكروليتر من المادة الطافية بعناية إلى انبوبة سعة  400 - 350 

لمركزي لعدة ثواني وذلك لإزالة القطرات من داخل الغطاء وجوانب بالطرد ا مل 1.5انبوبة سعة نبذت -8

  الانبوب.

 . بعد الخلط Vortexمايكروليتر من الايثانول المطلق الى الانابيب وخلطت جيداً بجهاز  200اضيف -9

 لإزالة القطرات من الغطاء وجوانب الانبوب. مل وذلك 1.5في أنبوب  طردت مركزياً لعدة ثواني

مل جديدة  2إلى اعمدة الفصل المجهزة مع العدة في انابيب سعة  9لمحلول بعناية من الخطوة نقل ا-10

لمدة دقيقة واحدة , للتخلص   1-دورة دقيقة 13000وأغلق الغطاء, وخضعت لعملية الطرد المركزي عند 

 مل. 2من الراشح , ثم وضع عمود الدوران في انابيب تجميع جديدة سعة 

الى اعمدة الفصل مع تجنب ترطيب الحافة , خضعت  WA Bufferوليتر من مايكر 700اضيف -11

وإعادة  لمدة دقيقة واحدة , اهمل الراشح  1-دورة دقيقة 13000الانابيب الى عملية الطرد المركزي  عند 

 الانابيب مرة اخرى .استخدام 

فة , خضعت الى اعمدة الفصل مع تجنب ترطيب الحا WBمايكروليتر من محلول  700اضيف -12

دورة / دقيقة لمدة دقيقة واحدة, اهمل الراشح واستخدمت  13000الانابيب الى عملية طرد مركزي  عند 

مل جديدة, وضعت الانابيب في جهاز الطرد المركزي لمدة دقيقة اضافية لغرض تجفيف  2انابيب سعة 

 الغشاء.

 مايكروليتر من  30ها مل, أضُيف الي 1.5نقلت اعمدة الفصل الى انابيب جديدة سعة -13

CE  Bufferمركزياً  مباشرة على الغشاء, حضنت لمدة دقيقة واحدة عند درجة حرارة الغرفة , ثم طردت 

, بهذا نحصل على الناتج النهائي  لأزاله الشوائبلمدة دقيقة واحدة وذلك   1-دورة دقيقة 13000عند 

 .DNAللمستخلص الحاوي على الـ 

 

   DNAاوة الحامض النووي حساب تركيز ونق /"ثانيا

 Nanodropباستخدام جهاز  DNAتركيز ونقاوة الحامض النووي  بحس       

spectrophotometer ( من خلال قياس الكثافة  280و 260عند الطولين الموجيين )نانوميتر

 الضوئية  . 

 

 

 

 



 

 

 Polymerase Chain Reaction (PCR ) تفاعل /"ثالثا

 16s rRNAفي مضاعفة الجين  البوادئ المستخدمةاختيار  -ا

من  16s rRNAمن خلال مضاعفة الجين  المتخصصة لتشخيص البكتريا المدروسة تم تجهيز البوادئ

 (:3-9الكورية الجدول )  Bioneerشركة 

 16s rRNAالبوادئ المستخدمة في مضاعفة الجين ( 3-9جدول )

 الحجم التسلسل اسم البادئ

F Primer 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ Pb1500     

R Primer  5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′ 

 
 البوادئتحضير  -ب
 

للحصول على تركيز  nucleaseمايكرو ليتر من الماء الخالي من  250المجفف في  البادئأذيب        
تر ميكرو لي  10ئ وذلك  بأخذ بيكومول / ميكرو ليتر( . حضر محلول العمل لكل باد 100قدره ) نهائي
أو الماء المقطر ليصبح التركيز  nucleaseميكرو ليتر من الماء الخالي من  90محلول المخزون في من 

 بيكومول / ميكرو ليتر . 10النهائي 
 

 PCRشروط جهاز التدوير الحراري حالة الـ ج/
 

 (  :3-10الجدول ) PCRتم إدراج مكونات خليط التفاعل وبرنامج 
 

 PCRبرنامج لمكونات خليط التفاعل ( 3-10جدول ) 
 

 µL الحجم المكونات

Green master mix 12.5 

Nuclease free water 5.5 

forward primer 1 

Reverse primer 1 

Template DNA 5 

Total volume 25 

 
 

  
 



 

 

 ( .3-11الجدول ) روط برنامج التدوير الحراريش اما

 PCR( شروط برنامج 3-11جدول )

 الوقت درجة الحرارة عدد الدورات لخطواتا ت

1 Initial Denaturation 1 95   دقيقة 5 °م 

2 Denaturation 
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 ثانية 10 °م   95

3 Annealing 55   ثانية 45 °م 

4 Extension 72   ثانية 55 °م 

5 Final extension 1 72  دقائق 7 °م 

 
 

 Agarose Gel Electrophoresisز الترحيل الكهربائي لهلام الاكارو/ "رابعا
         

 100في  Agaroseجم من مسحوق الاكاروز 1.5  اضافة حضر هلام الأكاروز عن طريق             

 لحينمع التحريك في حمام ماء مغلي  سخن المزيج( , 8المنظم الرقم الهيدروجيني ) TBEمل من محلول 

 درجة مئوية,  ثم اضيف بروميد الإيثيديوم 50جة حرارة , ترك الهلام  ليبرد حتى دراكتمال الإذابة 

. بعدها وضع شريط على نهاية علبة الجل . تم تثبيت المشط في أحد طرفي  1-م مللغم 0.5بتركيز 

الحوض لصنع آبار تستخدم لتحميل عينات نتائج تفاعل الخليط . ثم سكب الاكاروز في خزان الترحيل, 

دقيقة , ثم تمت إزالة المشط بلطف من الحفر بعد ذلك تم  30غرفة لمدة ترك  ليتصلب في درجة حرارة ال

التي غطت سطح الجل . تم  TBEتثبيت الأكاروز في غرفة الرحلان الكهربائي التي كانت مملوءة بمادة 

اروز ك, تم تحميل الخليط في الحفر الموجودة في هلام الأ PCR productميكروليتر من الـ  5إضافة 

فولت لمدة ساعة . تم استخدام الأشعة فوق البنفسجية عند  70السماح للتيار الكهربائي عند  . بعدها تم

 , تم تصوير الجل باستخدام الكاميرا  الرقمية DNAحزم الحمض النووي  لرؤيةنانومتر  320-336

(Sambrook ,2001. ) 

 ةتحديد تسلسل القواعد النيتروجينية وتحليل المعلوماتية الحيوي /"خامسا

إلى شركة   A. chroococcum عينة البكتريا أرسلت  PCRبعد اجراء عملية التضاعف الـ           

Macrogen  في كوريا الجنوبية لغرض تحديد تسلسل القواعد النيتروجينية لكل عينة فطرية, وسجلت

 ch ToolBasic Local Alignment Sear, ولقد تم الاستعانة ببرنامج   في البنك الجيني العالمي

(BLAST التابع لموقع المركز الوطني لمعلومات التقانة الحيوية  )National Center for 

Biotechnology Information   في رسم الشجرة الوراثية. 



 

 

 

      A. chroococcumحفظ عزلة البكتريا   -4 -4-2-3

 Nutrintائل في وسط , أيضا بشكل س Slantبشكل مائل   Nutrient agarحفظت العزلة على وسط  

broth  لغرض استخدامها في الاختبارات الأخرى , حفظت العزلة في الثلاجة تحت درجة , 

 . م   4حرارة  

      A. chroococcumحساب الكثافة العددية للبكتريا   -5 -4-2-3

اذ تم   ,للبكـــتريا  اتبعت طـــريقة عــــد المستعمرات المـــباشر فـي الأطباق لحــساب العدد الكلي        

 مل من الوسط السائل  1وذلك بأخذ  A.chroococcum تخافيف لعالق البكترياالسلسلة من  تحضير

Broth  Nutrent سطة محقنه طبية واضيف الى  9الحاوية على الأنبوبة الأولى النامية فيه البكتريا بوا

الى الأنبوبة الثانية  الانبوبة الاولى مل من1, ثم نقل  10 -1مل ماء مقطر معقم للحصففففففول على التخفيف

وكررت العملية على باقي أنابيب ,  10 -2مل ماء مقطر معقم  للحصففففففول على التخفيف  9الحاوية على 

سلة من ال سل  -6مل /طبق من تخفيف 1( .بعدها تم اخذ 10-8----10 -1افيف )تخالاختبار للحصول على 

لكي  دائريةووضفففع في الطبق وتم تحريك الطبق حركة من العالق البكتيري بوسفففاطة ماصفففة معقمة  10

, حضفففنت البكتيري المعقم فوق العالق  PDA الوسفففطيتم توزيع العالق البكتيري بشفففكل جيد ثم اضفففافة 

ساعة , بعدها حسبت عدد المستعمرات في كلطبق وضرب  48لمدة  º م 27الأطباق عند درجة حرارة 

 تفففففخفففففففففففيفففففف الفففففففففففعفففففالمفففففعفففففدل الفففففمسفففففففففففتفففففعفففففمفففففرات الفففففبفففففكفففففتفففففيفففففريفففففة ففففففي مفففففقفففففلفففففوب الففففف

 ( Clark,1965 . ) 

 

 في تثبيط  الفطريات المنتجة  A. chroococcumاختبار فعالية عزلة البكتريا -4-2-3-6 

 B1 للافلاتوكسين 

مل , ثم 100وبواقع  NBفي وسفففففففط المرق المغذي  A. chroococcumتم تنمية عزله البكتريا      

في اربعه دوارق زجاجية  PDAا تم تهيئة وسفففط سفففاعة , بعده 24لمدة  م   27حضفففنت بدرجة حرارة 

فة,  م   40مل وبعد تعقيمه وتبريده لدرجة حرارة  250حجم  ( مل من عالق  3,2,1)  تمت اضففففففففا

لدوارق جيدا لغرض مزج   A. chroococcum البكتيريا وبواقع تركيز واحد لكل دورق ثم رجت ا

في الوسط   لتوزيع اللقاح بصورة متجانسة مع تحريك الوسط حركة رحوية  الخميرة مع الوسط الزرعي

. بعدها صففبت مكونات الدوارق في اسففتعمل للمقارنة اذ لم يضففف فيه عالق بكتيري , اما الدورق الرابع 

المنمى عليها  PDAاطباق بتري وتركت حتى يتصفففففلب الوسفففففط  بعدها لقحت ثلاثة إطباق بأقراص من 

 الففففففففففففففعففففففففففففففزلات الفففففففففففففففففففففففففففففطففففففففففففففريففففففففففففففة قففففففففففففففيففففففففففففففد الففففففففففففففدراسفففففففففففففففففففففة 

من مزرعففة الفطر الممرض في مركزه و بواقع ثلاثففة مكررات لكففل نوع مع ترك ثلاث ملم  5بقطر و

نات قيد الدراسففففففففة بنفس الطريقة . بعدها  مكررات مقارنة من دون عالق بكتيري , عوملت جميع العي

أقطار مستعمرات الفطريات في لمدة أسبوع ثم حسبت   م   27-25حضنت جميع الإطباق بدرجة حرارة 



 

 

اق باسفففففففتخدام مسفففففففطرة مدرجه ومقارنتها مع أقطار نفس الفطريات في معاملة السفففففففيطرة الإطب جميع

 -معدل نمو الفـــطريات الممرضة والنسبة المئوية للتثبيط حسب المعادلة الآتية: حسب .(2013)الاسدي,

 النمو في المعاملة –نمو الفطر في معاملة المقارنة                       
 100×  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ% للــتثبيط  =  

 المقارنةنمو الفطر في معاملة                               

 

    A. chroococcumبكتريا  لقاح من الحيوي المستحضر تصنيعمراحل  -3-2-5

 A. chroococcumتنمية عزله البكتريا  -3-2-5-1

 مل في100وبواقع  NBفي وسففففط المرق المغذي  A. chroococcumتم تنمية عزله البكتريا       

ساعة لغرض استخدامها في  24  لمدة م  27مل, ثم حضنت بدرجة حرارة  250 سعةزجاجي  دورق 

 تصنيع لمستحضر الحيوي . 

 

  للقاح البكتريا حاملة كمادةCaCo3   الكالسيوم كاربونات مادةملائمة  اختبار -3-2-5-2

 مادة من غم100  بوضففففففع للقاح وذلك حاملة كمادة الكالسففففففيوم كاربونات مادةملائمة  تم اختبار       

 هم40  حرارة بدرجة الكهربائي الفرن في ووضففففع ومعقم نظيفزجاجي  اءإن في الكالسففففيوم كاربونات

  مسفففففبقا المحضفففففر ألتخمري الوسفففففط من مل 100 إليها أضفففففيف ثم.  لتبرد وتركت سفففففاعة 24 ولمدة

  حرارة بدرجة الفرن إلى نقل الاناء سفففاعة ثم24  بعمر  A. chroococcum ه بكترياعلي والمنمى

مدة  هم40 يام 5 ل ه لحين أ كد من عدم وجود  جيدا اجفاف تأ يا لل بة مرحلة الجفاف يوم عاة مراق مع مرا

 وقدرت( , Hood) معقمة غرفة في عليه البكتريا المحملة المسفففففففحوق طحن تم بعدهارطوبة تماما , 

 الفففففففففففففواحفففففففففففففد الفففففففففففففغفففففففففففففرام ففففففففففففففيالفففففففففففففبفففففففففففففكفففففففففففففتفففففففففففففريفففففففففففففا  إعفففففففففففففداد

 معقم طرمق ماء مل 9 على الحاوية الأولى الأنبوبة الى واضفففففففيفوذلك بأخذ ا غم من المسفففففففحوق  

  من سففففلسففففلة على للحصففففول الاختبار أنابيب باقي على العملية كررت,  10 -1التخفيف على للحصففففول

 حاوية  معقمة أطباق إلى  البكتيري للعالق الأخير التخفيف من مل1 نقل ثم ,(10-12 -10-1 (التخافيف

نت مكررات ثلاث وبواقع Nutrient agar  وسفففففففط على   هم 72  حرارة بدرجة الأطباق وحضففففففف

 حسففب الحاملة المادة من الواحد الغرام فيالبكتريا  أعداد وقدرت(  .  2001, حميد)   سففاعة24  لمدة

 . Clark(1965 )  معادلة 

 

 التخفيف مقلوب × طبق كل في المستعمرات عدد معدل( =  مل)  البكترياخلايا  عدد              

 



 

 

في حماية  A. chroococcumمصنع من بكتريا اختبار كفاءة المستحضر الحيوي ال -3-2-5-3

  B1 للافلاتوكسينالمنتجة  ياتالحنطة المأخوذة خلال فترة الحصاد من الإصابة بالفطر حبوب

 -اجريت هذه التجربة وفقا للخطوات  الاتية:
 تهيئة حبوب الحنطة  /  "اولا

 بلاء المقدسةتم جلب عينات من حبوب الحنطة خلال فترة الحصاد من بساتين محافظة كر
كغم بعدها وتم إجراء اختبار أولي عن مدى تلوث تلك الحبوب  10وبواقع  2/6/2024بتاريخ  

لمدة اسبوع وبدرجة حرارة  PDAبالأفلاتوكسينات من خلال زراعتها في اطباق بتري حاوية على وسط 
 .0م  20-27

 1B/  تحضير لقاح الفطريات المنتجة للافلاتوكسين  "ثانيا

 المعقم وكما مبين في  PDAللافلاتوكسين وتنميتها على وسط  "ر الفطريات الاكثر انتاجاتم اختيا

مل من الماء المقطر  20, بعدها تم تحضير لقاح الفطريات كلا على حده وذلك بإضافة  2.2.3) الفقرة  )

غ بواسطة المعقم لكل طبق ومن ثم حصاد الابواغ بواسطة قضيب زجاجي , بعدها تم حساب إعداد الابوا

Haemocytometer . 

 تنفيذ المعاملات  /"ثالثا

 . (3-12) نفذت المعاملات الأتية على حبوب الحنطة قيد الدراسة الجدول
 ( تنفيذ المعاملات للتجربة الخزنية3-12جدول)

 توصيف المعاملات

 حبوب دون اي معاملة

 حبوب ملوثه معاملة بالفطريات فقط دون اضافة المستحضر الحيوي

 كغم حبوب100غم/0.5حبوب ملوثة معاملة بالمستحضر الحيوي البكتيري بتركيز

 

كغم 100غم/0.5حبوب ملوثة معاملة بالفطريات ومعامله بالمستحضر الحيوي البكتيري بتركيز

 حبوب

 

 غم من حبوب الحنطة في كيس نايلون نظيف وإضافة 100تضمنت عملية المعاملات وضع        

ثم رج الكيس لنشر اللقاح الفطري , ثم إضافة  1Bفطريات المنتجة للأفلاتوكسين مل من لقاح ال 10 

الناتج إلى الكيس ورج الكيس بقوة لتوزيع المستحضر بالتساوي  حيوي رام من المستحضر الغ 0.5

 الحبوب .  أسطح على

عد ذلك في ثلاثة تم إجراء باقي المعالجات بنفس الطريقة وتم تعبئة الحبوب من كل معاملة ب          

غرام / كيس , حفظت الاكياس في ظروف خزن طبيعية   100كلوريد البولي فينيل بوزن  من أكياس



 

 

 10حيث درجات الحرارة والرطوبة والضوء والتلوث الخارجي لمدة ستة أشهر للفترة من من

 . 10/12/2024ولغاية  6/2024/

 HPLCتة اشهر من تخزين الحبوب  بطريقة بعد مرور س   B1الافلاتوكسين   تركيز/ حساب  "رابعا

في الاكياس التي  AFB1(  للكشف عن قياس تركيز 2012)واخرون  Lina اتبعت طريقة   

 تحتوي على  المعاملات وتم اتخاذ الخطوات التالية:

مل  25مل, بعدها تم اضافة  250جرام من الحبوب المطحونة في دورق سعة  25وضعت كمية  -1

مل من الكلوروفورم. تم رج الخليط لمدة ساعة باستخدام جهاز الهزاز  25من الميثانول و

Shaker . 

مل من  25ثم تمت إضافة ,  No.4 Whatmanرشحت العينة من خلال ورق الترشيح نوع  -2

 ٪ وفصلها بقمع الفصل.90بنسبة  الميثانول

٪ 90بنسبة  مل من الميثانول 25مل من الهكسان و 25نقل المرشح إلى قمع الفصل, وتم إضافة  -3

 إليه. تمت إزالة الطبقة السفلية المحتوية على الميثانول وتجفيفها في حمام مائي.

مل وفصلت باستخدام قمع الفصل,  بعدها 25:25اضيف للعينة كلوروفورم : ماء مقطر بنسبة  -4

غم من كبريتات الصوديوم اللامائية, 10مررت الطبقة السفلى خلال ورقة ترشيح حاوية على 

 في حمام مائي . 0م 50اشح وتم تجفيفه عند درجة حرارة أخذ الر

 .HPLCحفظت العينات في المجمدة لحين استخدامها في قياس تركيز الافلاتوكسين بتقنية   -5

دائرة البيئة والمياه باستخدام  –اجري فحص العينات في مختبرات وزارة العلوم والتكنولوجيا 

( الماني المنشأ , حيث   - SYKAMNلي موديل ) سيكام جهاز كرموتوغرافيا السائل ذو الاداء العا

 C18 – ODS( وكان  عمود الفصل : )    30:   70استخدم الطور الناقل : اسيتونترايل : ماء مقطر ) 

( 25cm * 4.6 mm   ( لفصل السموم الفطرية واستخدم كاشف الفلورة  )ex=365nm , em= 

445nm  0.7 كان سرعة جريان  الطور الناقل هي :  (  للكشف عن السموم الفطرية , اذ  ml / min  

 للخزن  الحيوي المستحضر / قابلية "خامسا

)بولي  نايلون قناني في خزنه تم الجاف الحيوي المستحضرمسحوق  إنتاج عملية من الانتهاء بعد   

 الإنتاج منواحد هرمرور ش بعد الواحد الغرام فيالبكتريا  إعداد وقدرت,  المختبر ظروف وفي (اثلين

سابقا الوارد  الأسلوب وبنفس الحيوي المستحضر إنتاج من أشهر( 3) مرور بعد  العملية ولقد كررت

 ( .2005, العاشور ; 2013وايضا كررت بعد مرور ستة أشهر )الاسدي, 

 



 

 

 التحليل الإحصائي  -3-2-6

 نت المتوسطات باستعمال ال  فرـولور ANOVAتا  التحلي  الاحصائي باستخدا  تحلي  التباين         

 لععععيععععة وعععععلعععع  مسععععععععععتععععو  احععععتععععمععععا L.S.D (Least significant Difference)  معععععععععنععععوي

 .(2000) الراوي. 0.05

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

   Results and Discussionالنتائج والمناقشة   

 عزل الفطريات  -4-1

 حبوب الحنطة  والتي اخذت المعزولة من وضحت نتائج دراسة عزل وتشخيص الفطرياتأ            

 عزلة تمثلت 349(   الحصول على 4-1)الجدول  من سايلوات مختلفة لمحافظة كربلاء المقدسة 

 , Aspergillius, تمثلت بالأجناس اجناس من الفطريات الخيطيةخمسة انواع , تعود لـتسعة بـ 

Penicillium  ,Alternaria  ,Fusarium   وTalaromyces   ,هي  اع   نوما الأأA. flavus 

 ,A. niger  ,A.terrus  ,  A.tubingensis ,A. caespitosus, Alternaria alternate  

 , F. equiseti ,P. camemberti   و Talaromyces tiftonensi اذ كانت عدد عزلات الفطر

Aspergillus spp.  عزلة . 258هي الأكثر سيادة من بين الأنواع الفطرية المعزولة حيث بلغت 

وتم ترميزها   A. niger و A. flavus ظهور سلالات للنوع  ( 4-2يتضح من الجدول )         

 A. niger3 و A. flavus1 , A. flavus2  ,3 A. flavus , A. niger1, A. niger2بالأرقام 

  A.niger , A.flavus   ,A.terrusظهرت نتائج العزل والتشخيص سيادة العزلات الفطرية أ        

, Alternaria alternate و F. equiseti جميع أنواع الحبوب المدروسة حيث سجلت أعلى  في

 .Aلباقي العزلات الفطرية نسبة الظهور . في حين كانت  (4-2الجدول ) %100نسبة ظهور 

caespitosus و P. camemberti  باقي الاجناس % , اما  83.33هي Talaromyces 

tiftonensis و  A.tubingensis التتابع% على  33.33 و  50.00ة  فظهرت بنسب  

 ( .4-2الجدول )

 ( فقد كانت أعلى نسبة تردد4-2العزلات الفطرية المشار إليها في الجدول )           

 أما الفطر% , 11.17بنسبة  A. flavus2  % يليه الفطر 16.04بنسبة   A. flavus1 للفطر 

 2A. niger ما باقي العزلات الفطرية أ% , 9.74بنسبة تردد  الثةأحتل المرتبة الثA.terrus  ,

Alternaria alternate  ,F. equiseti  ,A. flavus3  ,A. niger1  ,P. camemberti  

A. caespitosus, ,A. niger3   وTalaromyces tiftonensis  9.20فكانت نسبة التردد ,

اما ادنى تردد فكانت   التتابع% على  4.01, 5.20, 5.44, 6.01, 6.60, 7.20, 7.73,  8.30

 ( .4-2جدول )% ال 3.43  حيث سجل  A.tubingensisللعزلة الفطرية 

 (2013واخرون )   Nyirahakizimana( و2013نتائج هذه الدراسة مع نتائج الأسدي ) تماثلت     

تستطيع النمو و انتاج  هبعض أنواعهو السائد في الحبوب وان  Aspergillusكدوا ان الجنس  أحيث  

 ( ان اكثر الاجناس المعزولة من حبوب الحنطة2008) Ribaوضحت دراسة أ, كذلك السموم الفطرية

 .  Alternariaو  Aspergillus  ,Penicillium  ,Fusarium  ,Mucor  الاجناس كانت 

 Alternariaو A. niger ,ِ A. flavus ( أن الاجناس2013) Srpskaو  Sad بينما وجد 



 

 

alternate   ( 2010وضح الراوي وأخرون )أكانت الأكثر انتشارًا في عينات حبوب الحنطة , في حين

المعزول من  حبوب  A.flavusكانت أعلى من نسبة ظهور الفطر   A.nigerان نسبة ظهور الفطر 

 محافظة الموصل .  الذرة في

 غذائية البسيطة , فضلاً عن قدرته العالية إلى متطلباته ال Aspergillusتعود سيادة  الجنس            

 على إنتاج وحدات تكاثر لاجنسية وامتلاكه نظامًا متعدد الإنزيمات يسمح لها باستغلال مصادر غذائية 

 بكفاءته العالية في الانتشار والنمو في الاوساط الغذائية ( . يتميز ايضا 1998مختلفة )العاني ,

 منخفض سواء كانت الرطوبة اثناء التخزين  وتكيفه مع العيش في مستوى رطوبة

   Abdullah( , كما انه يتحمل الجفاف وظروف الرطوبة العالية )2004او اثناء الحصاد )الساعدي ,

 (, بالإضافة الى مقاومته الشديدة للظروف المناخية الحرجة فانه يستطيع تحملAl-Bader,1990 و

 (.2004,واخرون Gabler) 0م50درجات حرارة تصل الى  

ينتج السموم الفطرية التي  Alternaria( ان الفطر 2003واخرون )  Logriecoاظهرت دراسة        

تضر بصحة الإنسان والحيوان ويمكن أن تتراكم هذه السموم في الحبوب, مما يؤدي إلى مخاطر صحية 

, توجد بشكل Alternaria alternata, وخاصة Alternariaكما ان أنواع  كبيرة عند الاستهلاك ,

أن يتكاثر  Alternaria alternataمتكرر في الحبوب مثل الحنطة والشعير والذرة . كما يمكن للفطر 

 (.Perrone  ,2002و   Bottalico في ظل ظروف درجة الحرارة والرطوبة العالية أثناء التخزين )

 درجة الحرارة , درجة الحموضة يتحدد وجود الفطريات في الحبوب على العوامل البيئية مثل             

(  أن درجة الحرارة 2011)   Ababutainونوع المادة الغذائية التي تدعم نمو الفطريات. اذ اوضح 

( أن نمو 2008)  Nawar. كما اوضح A. nigerوالرطوبة من العوامل الحاسمة في نمو فطر 

 الرطوبة يمنع نمو الفطريات .الفطريات يرتفع مع زيادة الرطوبة النسبية , في حين أن انخفاض 

, ومع  0م 30(  أن درجة الحرارة المثلى لنمو الفطريات هي 2008) ALwakeel في حين اكتشف 

 .  0م 25(  أن درجة الحرارة المثلى هي 2007واخرون ) Garni-AL ذلك حدد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 لمخزونة ( العدد الكلي لمستعمرات الفطريات المعزولة من حبوب الحنطة ا4-1جدول ) 

العدد  عدد المستعمرات المعزولة في مناطق مختلفة

 الكلي

 

 الاجناس والانواع
عين 

 التمر

 1سايلو 2سايلو 3سايلو 4سايلو الحسينية

16 - 12 10 - 18 56 A. flavus1 

15 - - 11 13 - 39 A. flavus2 

- 1 4 - 8 12 25 A. flavus3 

3 6 5 - 6 3 23 A. niger1 

5 3 - 10 7 9 34 A. niger2 

- 5 7 6 - - 18 A. niger3 

3 5 9 7 5 3 32 A.terrus 

- 4 - - 8 - 12 A.tubingensis 

2 2 7 5 3 - 19 A. caespitosus 

3 4 8 4 7 3 29 Alternaria 

alternate 

5 6 4 6 4 2 27 F. equiseti 

2 - 4 7 3 5 21 P. camemberti 

4 - 3 7 - - 14 Talaromyces 

tiftonensis 

 المجموع الكلي 349 55 64 73 63 36 58

 

 

 

 

 

 



 

 

 وتردد الفطريات المعزولة من حبوب الحنطة المخزونة المئوية لظهور( النسب 4-2جدول )

 النسبة المئوية للتردد النسبة المئوية للظهور الاجناس والانواع

A. flavus1 66.67 16.04 

A. flavus2 50.00 11.17 

A. flavus3 66.67 7.20 

A. niger1 83.33 6.60 

A. niger2 83.33 9.74 

A. niger3 50.00 5.20 

A.terrus 100 9.20 

A.tubingensis 33.33 3.43 

A. caespitosus 83.33 5.44 

Alternaria alternate 100 8.30 

F. equiseti 100 7.73 

P. camemberti 83.33 6.01 

Talaromyces 

tiftonensis 

50.00 4.01 

 

 والمعزولة من حبوب الحنطةجة للافلاتوكسين تشخيص الفطريات المنت -4-2

 التشخيص المظهري والمجهري -4-2-1

 morphologicalتم تشخيص الفطريات المعزولة حسب صفاتها المظهرية         

characteristics  مثل لون المستعمرة والنسجة  والخصائص المجهريةmicroscopic 

characteristics  الحامل الكونيدي ,  الكونيدات , الحوصلة ولونوخاصة شكل الخيوط الفطرية , 

وحسب  0م 27-25ولمدة سبعة أيام وفي درجة حرارة  PDAالكونيدات وغيرها عند زراعتها على وسط 

 .المفاتيح التصنيفية المعتمدة 



 

 

 

  A.flavusاولا : الفطر 

ختلفة على المستوى شخصت ثلاث سلالات مختلفة تعود لهذا النوع وقد تم تشخيص السلالات الم     

تم تحديد الاختلافات بين السلالات الثلاثة  الجدول  "الجزيئي ورسم الشجرة الوراثية لكل منها ,ايضا

(18-4 .) 

  : Colony charactersصفات المستعمرة  

مستعمرات مخملية معتدلة الكثافة متناثرة خضراء مصفرة اللون بحافات  A.flavusيكون الفطر          

 ملم خلال سبعة ايام وبدرجة حرارة70 -60, تبلغ اقطار المستعمرات  PDAعلى وسط  بيضاء

 ( . 4-1, ظهر المستعمرة بني الى بني محمر الشكل )  °م 27- 25 

 : Microscopic morphologyالخصائص المجهرية  

ار سميك عادة الغزل الفطري مقسم ,  الكونيدات صغيرة تكون كروية او شبه كروية محاطة بجد        

خشن ونادرا أملس )ناعم(, ذات لون أصفر واخضر تتحول الى اللون الرصاصي الغامق مع تقديم عمر 

واضحة وأحيانا يمكن مشاهدة الفيالديات  Phialidesوالفياليدات  Metulaeالمستعمرة تظهر المتيولات 

 ( .  4-1فقط  الشكل )

 رة وخصائصها المجهرية مع ما جاء به كل مننتائجنا في وصف صفات المستعم تماثلت         

(Moubasher,1993 ;  Scheidegger  و Payne,2003 )  . 

        
A                    B 

  
  C  D  

  PDAعلى وسط  A.flavus( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر 1-4شكل )  
(  40x: صورة مجهرية)C  : الجهة الخلفية للطبقBطبق   الجهة الامامية لل: A °.م 27- 25وبدرجة حرارة 

 ( الراس الكونيدي للفطر40x: صورة مجهرية)  D الخيوط الفطرية المقسمة
 

Septa filament 

filament 

conidia 

 mutulae vesicle 

conidiophore 



 

 

  A. nigerالفطر  ثانيا :

شخصت ثلاث سلالات مختلفة تعود لهذا النوع ,وتم تشخيص السلالات على المستوى الجزيئي            

 ( . 18-4تم تحديد الاختلافات بين السلالات الثلاثة الجدول ) "ل منها , ايضاورسم الشجرة الوراثية لك

 :Colony charactersالمستعمرة صفات 

ملم خلال سبعة  70-66قطرًا يبلغ  PDAالمزروعة على وسط  A.nigerالفطر ظهرت سلالات        

مع مرور الوقت لونًا أسود , مع نمو أولي بلون ابيض والذي يكتسب  °م 27- 25ايام وبدرجة حرارة 

 .  (4-2)الشكل  عديم اللون إلى أصفر فاتح اما ظهر المستعمرةإنتاج الكونيدات.   بسبب

  

 : Microscopic morphologyالمجهرية الخصائص 

 الغزل الفطري متفرع بغزارة شفاف ومقسم بحواجز , الحامل الكونيدي طويل يصل طوله تقريبا     

, تكون من , يحمل في طرفه حوصلات كروية ذات لون بني غامق إلى أسود رتمايكروم 400-300  

الكونيدات كروية الشكل خشنة بشكل مايكرومتر ,  75-30 يصل قطرها تقريبا  uniseriateالنوع   

Stevens (2003 )و  Steinbachوهذا يتفق مع الباحثان  ترمايكروم 5 –3بقطر حوالي غير منتظم

  ( .4-2حوصلة بالكامل والكونيدات كروية خشنة ذات لون بني غامق جدا الشكل ), الفياليدات تغطي ال

 اتفقت نتائجنا في وصف صفات المستعمرة وخصائصها المجهرية مع ما جاء به كل من     

  ) Cruz  ,2014 ;  Vega ,2012واخرون ; Silva  2011واخرون. ) 

        
A                               B 

         
C 

  PDAعلى وسط  A.niger( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر 4-2شكل )
 ( 40x: صورة مجهرية)C  : الجهة الخلفية للطبقBالجهة الامامية للطبق   : .A°. م 27- 25وبدرجة حرارة 

 للفطر
 
 

conidiophore 

 

conidia 

 

vesicle 

 

phialid 



 

 

 A. terrus ثالثا : الفطر

 : Colony charactersصفات المستعمرة  

تظهر باللون البرتقالي إلى القرفة عند زراعتها على  بسرعة , A. terreusالفطر  نمت مستعمرة    

ما ظهر الطبق فظهر أصبحت اكثر قتامة مع تقدم العمر, أو °م 27- 25عند درجة حرارة  PDAوسط 

 ( .  3-4صفر فاتح الشكل )أبلون 

 

 : Microscopic morphologyالخصائص المجهرية  

قسمة ومتفرعة , الحوامل الكونيدية طويلة, عديمة اللون, مع كونيديا مرتبة في الخيوط الفطرية م     

, وهي كروية إلى بيضاوية ذات مايكرومتر  2.3-1.5صفين.  الكونيدات صغيرة يبلغ قطرها حوالي 

 .  (4-3جدران ناعمة يتراوح لونها من الاصفر البراق الى الشفاف الشكل ) 

 صف صفات المستعمرة وخصائصها المجهرية مع ما جاء به كل مناتفقت نتائجنا في و          

  (Cruz  ,2014;  Louis ,2013واخرون ; Balajee ,2009. ) 

          
                              A                                                           B           

 
C 

  PDAعلى وسط  A.terrusية والمجهرية للفطر ( الصفات المظهر4-3شكل )
 (للفطر  40x: صورة مجهرية)C  : الجهة الخلفية للطبقBالجهة الامامية للطبق   : A °م 27- 25وبدرجة حرارة 

 
 

 

 

Food cell 

conidiophore 

 

conidiohead 

 



 

 

    A. tubingensis: الفطر "رابعا

 : Colony charactersالمستعمرة صفات  

ومحاطه مائلا الى السواد لون بني غامق PDA وسط المستعمرة الفطرية النامية على  أظهرت       

, اما الجهة الخلفية للطبق فظهرت المستعمرة بلون   A.nigerمن النمو الأبيض وكانت تشبه الفطر  بهالة

ملم واحيانا تغطي الطبق  50-70وقد بلغت اقطار المستعمرات تقريبا من بني فاتح وذات شكل أملس .

 ( .4-4وخلال سبعة ايام من الحضانة شكل ) 0م 27- 25بالكامل عند درجة حرارة 

 : Microscopic morphologyالخصائص المجهرية  

الغزل الفطري مقسم وغزير التفرع , ظهرت  الروؤس الكونيدية  محاطة بالفياليدات , الحويصلات       

لشكل ملساء وسوداء مايكرومتر , والكونيديا كروية ا 8-21كبيرة تقريبا ويبلغ متوسط  قطر الحويصلات 

اتفقت نتائجنا في وصف صفات المستعمرة وخصائصها المجهرية  مايكرومتر , 5-3ويبلغ قطرها اللون 

 ( .  2021واخرون , Abdel-Motaal  ; 2011واخرون , Silvaمع ما جاء به )

                            
                           A        B 

 
  C   

 
 وبدرجة  PDAعلى وسط  A. tubingensis( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر4-4شكل )  

( الراس 40x: صورة مجهرية)C  : الجهة الخلفية للطبقBالجهة الامامية للطبق   : A°. م 27- 25حرارة 

  الكونيدي
 
 
 
 

big vesicle 

 

 

phialid 

 

conidiophore 

 

conidia 



 

 

   caespitosus.A: الفطر"خامسا

 :  Colony charactersصفات المستعمرة  

 0م 27أيام عند درجة حرارة  10غضون  ملم في PDA  22-25بلغ قطر المستعمرة على وسط       

خضر زيتوني  , تنتج المستعمرة إفرازات بشكل قطيرات كثيفة أخضر باهت او أ, المستعمرة ذات لون 

 ( .4-5ما ظهر المستعمرة  فتميز بصبغة برتقالية  باهتة شكل)أعديمة اللون, 

 

 : Microscopic morphologyرية الخصائص المجه

و عمودية فضفاضة ذات لون أمخروطية الشكل  conidial headsيمتلك الفطر روؤس كونيدية       

طبق كان عديم اللون الى ما ظهر الأ,لامع بلون بني محمر  myceliumصففففر مشفففمشفففي , المايسفففيليم أ

به كروي   vesicles  لامع , الحويصفففففففلات بني محمر ية التفرع كروية الى شففففففف نائ ة , الفرشففففففففاة ث

biseriate  اعلى الحوصلة , الفياليدات   3-1, المتيولات منphialides   ذات  مايكرومتر 3.7تبلغ

  .(4-5شكل قاروري , الكونيدات كروية الى شبه كروية شكل)

 اتفقت نتائجنا في وصفففففففف صففففففففات المسفففففففتعمرة وخصفففففففائصفففففففها المجهرية مع ما جاء به كل        

 . ) 2000واخرون,Scott ;1980واخرون,  Domsch ; 1959واخرون, Al-Dooryمن )

                      

             A                                                                B 

 
C 

 وبدرجة  PDAعلى وسط A. caespitosus( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر 4-5شكل )  
 ( للفطر40x: صورة مجهرية)C  : الجهة الخلفية للطبقBالجهة الامامية للطبق   : A.  °م 27- 25 حرارة

 

 

 

conidiophore 

 

conidiohead 

 



 

 

  P.camemberti الفطر  :"سادسا

 :Colony charactersالمستعمرة صفات 

ملم واحيانا تغطي الطبق بالكامل  80-60 بلغ قطرهابشكل سريع  PDAنمت المستعمرة على وسط        

 عطت العزلة على الوسط شكل مخملي أ ايام ,وخلال سبعة  0م27- 25ارة عند درجة حر

اصفر غامق   اما قاعدة المستعمرة فظهرت بلونوتميزت المستعمرة بلون زيتوني داكن مع حافات بيضاء 

 (. 4-6الشكل )

 

 : Microscopic morphologyالخصائص المجهرية  

 , الحوامل الكونيدية متفرعه وتنتهي بأفرع قصيرة  الخيوط الفطرية متفرعة ومقسمة بحواجز        

الى شبه كروية الشكل  ة, الكونيدات بيضوي phialidsيطلق عليها اسم الفريعات التي تنشأ منها الفياليدات 

الصفات  وهذه  phialidوذات لون اصفر منتظمة على شكل سلاسل غير متفرعة على قمة الفياليد 

 (. Pitt1988; larone ,1996 ,مع ما ذكره )  تتطابق 

              
                      A   B 

                                                        

     
C 

 
 وبدرجة PDA وسط   P.camemberti( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر 4-6شكل )
 ( للفطر40x: صورة مجهرية)C  لجهة الخلفية للطبق: اBالجهة الامامية للطبق   :  . A°م 27- 25حرارة 

 

 

phialid 

conidia 



 

 

 Alternaria alternate: الفطر  "سابعا

 :Colony charactersصفات المستعمرة  

ملم واحيانا تغطي الطبق بالكامل عند  70-50من  "تقريبا PDAالمستعمرة على وسط  قطر بلغ       

بكونها كثيفة الوفر ذات لون بني زيتوني او رمادي وخلال سبعة ايام  , تمتاز  0م 27- 25درجة حرارة 

 ( .4-7, ظهر الطبق بني غامق او اسود شكل )

 

 : Microscopic morphologyالخصائص المجهرية  

الغزل الفطري مقسم , تنتظم الكونيدات بشكل سلاسل طويلة على حوامل قصيرة ومتفرعة بشكل           

وحدات , تمتاز الكونيدات بكونها مقسمة طوليا وعرضيا ذات عشرة  غير منتظم , قد تصل الكونيدات الى

 .  مايكرومتر  20–40شكل كمثري مستدق عند القمة ويبلغ قطرها 

 اتفقت نتائجنا في وصف صفات المستعمرة وخصائصها المجهرية مع ما جاء به كل         

 .Simmons ,2007)  ; 2015واخرون, ; Mundt 1978   Wouden berg ,و ( Webbمن 

                     

A                                                                                   B 

 

 C                                    

 PDAوسط  علىAlternaria alternate ( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر 4-7شكل )
 40x: صورة مجهرية)C  : الجهة الخلفية للطبقBالجهة الامامية للطبق   : A°.  م 27- 25وبدرجة حرارة 

 الكونيدات 
  

 

Septate filament    



 

 

   .equiseti F : الفطر "ثامنا

 :Colony charactersصفات المستعمرة  

بنمو وبري كثيف باللون الابيض او الكريمي يتحول مع  PDAامتازت المسففتعمرات على وسففط         

الأصفففففر اللون البني وبمراكز ذات لون برتقالي , اما ظهر المسففففتعمرات فقد كان باللون تقدم العمر الى 

, كانت المسفففففتعمرات  0م 30 -27ايام بدرجة  7سفففففم خلال  6-5, بلغت اقطار المسفففففتعمرات  الفاتح 

 (. 8-4الشكل )  0م 37ي نمو عند درجة أولم يظهر  0م 30سريعة النمو عند درجة 

 : Microscopic morphologyالخصائص المجهرية  

مايكروميتر وتمتاز  -1019بلغت اقطارها حوالي    macroconidiaينتج الفطر كونيدات     

بالاستطالة مع انحناء في الخلايا القمية  , الخيوط الفطرية مقسمة , الحوامل الكونيدية ذات اشكال غير 

 مايكروميتر 9-8لتي بلغت اقطارها متاز الفطر بإنتاجه للسبورات الكلاميدية اامحددة , كما 

     ( . 4-8الشكل )  

 اتفقت نتائجنا في وصفففففففف صففففففففات المسفففففففتعمرة وخصفففففففائصفففففففها المجهرية مع ما جاء به كل من   

 Hocking و Andrews,1987 ;   Hestbjerg  2002واخرون . ) 

       
A                                                                                     B 

 
C 

  PDAعلى وسط  F. equiseti ( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر4-8شكل)
( 40x: صورة مجهرية)C  : الجهة الخلفية للطبقBالجهة الامامية للطبق   : . A °م 27- 25وبدرجة حرارة 

 الكونيدات الكبيرة

 

 

 

macroconidia 

 



 

 

 Talaromyces tiftonensis: الفطر "تاسعا

 :Colony charactersلمستعمرة  صفات ا

, لونها أبيض مع رؤوس سريعة النمو بأنها  0م 25امتازت مستعمرات الفطر عند درجة حرارة       

 الى اللون البرتقالي   "صفر تحول تدريجياأما قاعدة المستعمرة فظهرت بلون أ خضراء زيتونية . مخروطية

 (. 4-9الشكل )

 

 : Microscopic morphologyالخصائص المجهرية  

, الخيوط الفطرية قصيرة ومفصولة ومتفرعة وتنتج تفرعات  penicilliumالفطر يشبه الفطر         

والكونيدات تكون بيضوية او كروية   Penicillus structureقصيرة تحمل في نهايتها تراكيب تدعى 

 , 0م 30 -27م بدرجة أيا سبعة لسم خلا 7-6غت اقطار المستعمرات وبلالشكل وذات جدران رقيقة , 

 ( .4-9الشكل ) 

 اتفقت نتائجنا في وصف صفات المستعمرة وخصائصها المجهرية مع ما جاء به كل من         

 ( Yilmaz,2016واخرون ;  Jurjević و Peterson,2017. ) 

             
 A B 

 
C 

على وسط  Talaromyces tiftonensis( الصفات المظهرية والمجهرية للفطر4-9شكل)
PDA  م 27- 25وبدرجة حرارة.° A : الجهة الامامية للطبقBالجهة الخلفية للطبق :  C صورة مجهرية :

(40x  للفطر) 
 

 

Penicillus structure 

Septa filament 

 

conidia 



 

 

 1Bالكشف عن قدرة العزلات الفطرية على إنتاج الافلاتوكسين  -4-2-2

لى إنتاج الافلاتوكسين استخدمت تقنيات مختلفة في الكشف عن قدرة عزلات الفطريات المدروسة ع     

 وهي:

  مونيااولا/ طريقة الأ

 اجناس من 9أظهرت نتائج هذا الاختبار باستعمال وسط جوز الهند والامونيا قدرة  

, A. flavus, A. niger بوالتي تمثلت  المعزولة من أنواع مختلفة من حبوب الحنطة  الفطريات  

A.terrus , A.tubingensis ,, A.  caespitosus P. camembert , Alternaria 

alternate , F. equiseti و Talaromyces tiftonensis  على انتاج الأفلاتوكسينات إذ ظهر

 .     تغير واضح في لون قواعد المستعمرات وظهور اللون الأحمر وبدرجات مختلفة  

 فالعزلات فلاتوكسيناتان التدرج في اللون يعود ربما إلى اختلاف قدرة العزلات على انتاج الا        

 هذا يتفق مع ما ذكره , للسمية هي الاكثر تغيرا في لون قاعدة المستعمرة  "الفطرية الاكثر انتاجا 

 إذ اوضحت هذه الدراسات  ,الاختبار نفسه ( عند اجراء 2023( و)الاسدي,2017)علي ,كل من  

 أن درجة اللون الأحمر تعود إلى الكميات المنتجة من الافلاتوكسينات  فالعزلة ذات اللون الاحمر الغامق

 تدل على قدرتها في انتاج كميات أكبر من العزلات التي تكون قواعد مستعمراتها حمراء فاتحة او وردية 

 وكسينات فأنها غير قادرة على إنتاج السموم قد  يعود اما العزلات الاخرى غير المنتجة للافلات. 

. او وجود اخطاء (Bayman  ,1993 و  (Cottyإلى المنافسة الحيوية بين العزلات الفطرية  السبب

( , اذ 2007واخرون ,  Kumar% )8إلى  تصل] بوسط جوز الهند والامونيا قدتحدث اثناء الكشف 

على انتاج  A.nigerو  A.flavusة الفطرين قدر(  2010واخرون )  Yazdani اختبر 

الافلاتوكسينات في وسط جوز الهند والامونيا و اعطى هذا الوسط نتائج سلبية لكلا  الفطرين , اذ ذكر إن 

وسط  جوز الهند لا يمكن الاعتماد علية في الكشف عن الافلاتوكسينات بسبب الحساسية العالية للفطر 

Aspergillus كما وجدت دراسة  . طالوس هذا لمكونات Abdel-Hadi ( ان 2011واخرون  )5 

كانت غير قادرة على إنتاج الافلاتوكسينات اما عند استخدام    A.flavusعزلة للفطر 18عزلات من بين 

  التي اثبتت ان جميع العزلات  كانت منتجة للافلاتوكسينات . PCRطريقة 

سط في الكشف عن سموم الافلا  حيث جاءت هذه الدراسة هذه النتيجة عدم كفاءة هذا الوبيتضح           

 Aspergillusاذ اوضحت قدرة بعض عزلات الفطر ( 2023الاسدي )متوافقة مع ما توصل اليه 

spp   . المعزولة من أنواع المكسرات والحبوب على انتاج الافلاتوكسينات 

( ان جنس 2018واخرون )  Balina مع ما توصل الية الباحث أيضا"توافقت النتائج             

Aspergillus   وخاصةA.flavus  وA.parasiticus نواع التي تفرز الافلاتوكسين , هي ابرز الأ

 (Thomma  ,2003يتميز بقدرته على افراز انواع مختلفة من السموم ) Alternariaكما ان الفطر 

 

 



 

 

  (TLC)ثانيا/ الكشف باستخدام طريقة صفائح الكروماتوغرافيا الرقيقة 

عزلة فطرية 13قدرة ( TLCأوضحت نتائج الكشف الكيمياوي باستعمال تقنية الصفائح الرقيقة )        

 A. flavus, A. niger ,A.terrus , A.tubingensis بوالتي تمثلت  والمعزولة من حبوب الحنطة

, A. caespitosus ,P. camembert , Alternaria alternate , F.equiseti و 

romyces tiftonensisTala  1على انتاج الافلاتوكسينB بقع ذات تألق أزرق عند  وذلك بظهور

 1B( و هذا يتطابق تماماً مع لون و معامل جريان البقع لسم الأفلا UVللأشعة فوق البنفسجية ) تعريضها

لات في انتاجها . وظهر تباين في شدة التألق للعزلات المختلفة مما يدل على اختلاف قابلية العزالقياسي 

 "ونوعا ", ويرجع سبب الاختلاف في قابلية العزلات على انتاج سم الافلا كمًا 1Bالكمي للافلاتوكسين 

  Schermالى جينات الفطر المتخصصة في تشفير الانزيمات المسؤولة عن تكوين وتخليق السم )

 اذ كلما احتوت المادة الاساس ( , كما ان للمادة الاساس علاقة كبيرة بتخليق سم الافلا2005واخرون ,

على تراكيز عالية من الكاربوهيدرات والاحماض الدهنية فأنها تعزز من انتاج سم الافلا 

Arseculeratne)  والساعدي 2023( . وهذه النتيجة مقاربة لما وجدته الاسدي ) 1969واخرون )

 .TLCباستعمال تقنية  1B(على قدرة بعض العزلات الفطرية على انتاج الافلاتوكسين  2012(

 

               HPLCللعزلات الفطرية المعزولة من حبوب الحنطة بتقنية   B1ثالثا/ تقدير تركيز سم الافلا 

ان   (4-3جدول ) HPLCظهرت نتائج التقدير الكمي بتقنية الكروماتوغرافيا السائل العالي الاداء أ        

  ppb 215.9وبتركيز  B1منتجة لسم الافلاتوكسين كانت اكثر عزلة  A. flavus1الفطر  عزلة

 ( , جاء بالمرتبة الثالثة 4-11الشكل ) ppb 184.9بتركيز  A. niger3 ( تلاها الفطر4-10الشكل)

 156.9بتركيز A. flavus2( , ثم العزلات  4-12الشكل ) ppb 162.5بتركيز A. flavus3الفطر 

pp ( 4-13الشكل) , P.camembeti 155.8بتركيز ppb (14-4الشكل) ,  Alternaria  

alternate 145.9بتركيز ppb ( 4-15الشكل) ثم ,  A. niger2  و A.tubingensis  بتركيز

في حين كانت  نتائج التقدير الكمي للافلاتوكسين  (4-17()4-16الشكل ) )ppb 114.5 و124.6)

 ppb 44.9بتركيز   A.caespitosus(,  4-18الشكل ) ppb 90.5بتركيز  A.terrusللعزلات 

 Talaromyces( و 4-20الشكل )   ppb 41.3بتركيز   F. equiseti , ( 4-19 ) الشكل

tiftonensis بتركيز ppb 35.61 ( اما اقل عزلة منتجة للافلاتوكسين 4-21الشكل ,)B1  كانتA. 

niger1  30.5بتركيز ppb  ( 4-22الشكل) .   ( يوضح تركيز السم ال4-23الشكل رقم ) قياسي لسم

والمعتمد عليه في قراءة تراكيز المعاملات كما هو واضح   HPLCجهاز الافلاتوكسين المحقون أولا في 

 . ppb  5عند تركيز

 



 

 

 

 HPLCبتقنية   B1( نسبة تركيز سم الافلاتوكسين 3-4جدول )
تركيز  النوع الفطري

 B1الافلاتوكسين

(ppb ) 

 B1تركيز الافلاتوكسين النوع الفطري

(ppb ) 

A. flavus1 

 

215.9 A.tubingensis 

 

114.5 

A. flavus2 

 

156.9 A.caespitosus 

 

44.9 

A. flavus3 

 

162.5 Alternaria alternate 

 

145.9 

A. niger1 

 

30.5 F. equiseti 

 

41.3 

A. niger2 

 
124.6 

P. camemberti 
155.8 

A. niger3 

 
184.9 

Talaromyces 

tiftonensis 

35.61 

A.terrus 

 

90.5  
 

      

احد الفطريات التي لها القدرة العالية على انتاج سم الافلا   .Aspergillus sppيعد الفطر        

( والسبب يعود إلى قدرته العالية على 2017( )الراوي,(PPb740-18.6وبتراكيز عالية تصل إلى 

 درته التثبيطية العالية لباقي الأنواعالنمو في بيئات مختلفة وبمديات حرارة و رطوبة مختلفة فضلا عن  ق

 وكذلك منافسته على الغذاء , ويتميز بسرعه انتشاره مقارنة مع باقي الأنواع في مختلف الظروف الفطرية 

الذي  -amylase  a(. كما ان للفطر القدرة على انتاج إنــزيم الألفــا أميليــز 2023)الاسدي, والبيئات

 ( . Woloshuk) ,1997ي تحفيـــز البنـــاء الحيوي للافلاتوكسين  يلعـــب دورا مهمـــاً فـــ

 ان انتاج السموم الفطرية ومنها الافلاتوكسينات يرتبط بصورة عامة بعوامل بيئية تشمل            

 درجه الحرارة والاس الهيدروجيني والنشاط المائي , وعندما تكون هذه العوامل



 

 

واخرون,  Baymanجيدة )وم فهذا يعني امكانية انتاجه للسموم بصورة مناسبة لنمو الفطر المنتج للسم 

ون فعالــة أو غيــر فعالة ,  كما إن جينــات البنــاء الحيــوي للــسموم الفطريــة ممكــن أن تكــ (0022

( 2021واخرون)  Thalijفقد اشار  ( ,Geisen,2003 و Mayerاعتمادا على الظروف البيئية )

مع زيادة درجة الحرارة والرطوبة النسبية في ثلاثة انواع من المحاصيل  B1الافلاتوكسين  ارتفاع تركيز

 الاقتصادية وهي الحنطة والرز والذرة المأخوذة من سايلوات مختلفة  لمحافظة صلاح الدين . 

 ( اذ وجدت ان نسبة2010)Atoui و  El Khouryتوافقت نتائج الدراسة مع نتيجة دراسة           

مع  أيضا". توافقت الدراسة  % من الحبوب تتلوث سنويا بمستويات عالية من السموم الفطرية  25-40 

( اذ وجد ان الاجناس الفطرية المعزولة من حبوب الحنطة والاكثر 2015واخرون)  الفيتوريدراسة 

 Rhizopusو  Fusarium  , Alternariaيليه الاجناس  .Aspergillus sppشيوعا كانت  جنس 

ينتج  Aspergillus( أن نفس النوع من جنس  2014واخرون) Haggagبنسب اقل . كما اشار 

 الأفلاتوكسين ولكن بكميات مختلفة .

 

 

 A. flavus1المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-10شكل )

 HPLCبواسطة 

 



 

 

 

 A. niger3المنتج من الفطر  B1فلاتوكسين ( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الا4-11شكل )

  HPLCبواسطة 

 

 A. flavus3المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-12شكل )

 HPLCبواسطة 



 

 

 

 A. flavus2المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-13شكل )

 HPLCبواسطة 

 

 

المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-14شكل )

p.camembeti  بواسطةHPLC 



 

 

 

 المنتج من الفطر B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-15شكل )

 Alternaria alternate  بواسطةHPLC 

 

  A. niger2المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-16شكل )

 HPLCبواسطة 



 

 

 

المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-17شكل )

A.tubingensis  بواسطةHPLC 

  A.terrusالمنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-18شكل )

 HPLCبواسطة 



 

 

 

 المنتج من الفطر B1كروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين ( المخطط ال4-19شكل )

 A. caespitosus  بواسطةHPLC 

 

 F. equisetiالمنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-20شكل )

 HPLCبواسطة 



 

 

 

المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-21شكل )

Talaromyces tiftonensis  بواسطةHPLC 

 

 A. niger1المنتج من الفطر  B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين 4-22شكل )

 HPLCبواسطة 



 

 

 

عند تركيز   B1( المخطط الكروماتوكرافي للستاندرد القياسي لسم الافلا 4-23شكل رقم ) 

5PPb  بواسطةHPLC 

 والمعزولة من حبوب الحنطة B1لات الفطرية المنتجة للافلاتوكسين التشخيص الجزيئي للعز رابعا /

 أ. تحليل تتابعات نواتج التضخيم

 فقد اختيرت العزلات  B1المظهري للفطريات المنتجة لسم الافلا لغرض تأكيد التشخيص        

 A. flavus1 , A. flavus2 , A. flavus3 , A. niger1, A. niger2والمتمثلة ب  الفطرية 

, A. niger3 , A.terrus  ,A.tubingensis , A.caespitosus ,  Alternaria 

alternate  , F. equiseti  و Talaromyces tiftonensis   لغرض تشخيصها على المستوى

 ( التي تعود اليها . AGالجزيئي وتحديد مستوى المفاغرة )

  - rDNA ITSفي  المنطقة ( ITS4 +ITS5) ةالمنطقة البينية الفاصلأظهرت النتائج ان               

 ثابتة وتستخدم بنجاح في تمييز انواع الفطريات المختلفة وتعطي نتائج حاسمة في التشخيص

 ( White,1990واخرون )قاعدة نايتروجينية  559  (, اذ تم الحصول على ناتج تضاعف بحجم )

( قاعدة  552و )  A. flavus2 فطرلل ( قاعدة نايتروجينية للفطر 574و )  A. flavus1 للفطر

( قاعدة  557و )   A. niger1قاعدة نايتروجينية للفطر   567)و) A. flavus3 نايتروجينية  للفطر

( قاعدة  570و ) A. niger3  ( قاعدة نايتروجينية  للفطر 558و )  A. niger2 نايتروجينية  للفطر

(  558و ) A.tubingensis تروجينية  للفطر( قاعدة ناي 567و ) A.terrus نايتروجينية  للفطر

 P. Camembertقاعدة نايتروجينية  للفطر (560و)  A.caespitosus قاعدة نايتروجينية  للفطر



 

 

( قاعدة نايتروجينية  للفطر  530و )  Alternaria alternate(   قاعدة نايتروجينية  للفطر  554و ) 

F. equiseti ( قاعدة نايتروجينية   590و )  للفطرTalaromyces tiftonensis . 

نفس البادئات بنجاح في تحديد تتابع القواعد النايتروحينية العائدة لهذه العزلات الفطرية  عملتاست         

 للمركز الدولي لمعلومات التقانات الأحيائية التابعة  Genbankوسجلت في قاعدة بيانات ال

 National Center of Biotechnology Information (NCBI)  وحدد لكل عزلة رمز ,

 (.4-4)تسلسلي خاص الجدول 

 

  B1 الرموز التسلسلية المحددة في البنك الجيني للفطريات المنتجة للافلاتوكسين (4 - 4جدول )
 المخزونة والمعزولة من حبوب لحنطة

الرمز التسلسلي في البنك  اسم العزلة ت

 الجيني

1 A. flavus1 PP577787.1 

2 A. flavus2 PP581359.1 

3 A. flavus3 PP593589.1 

4 A. niger1 PP581350.1 

5 A. niger2 PP593590.1 

6 A. niger3 PP593599.1 

7 A.terrus PP581362.1 

8 A.tubingensis PP 581356.1 

9 A.caespitosus PP216644.1 

10 Alternaria alternate PP216658.1 

11 F. equiseti PP216655.1 

12 P. camembert PQ151777.1 

13 Talaromyces tiftonensis PP216657.1 

 

  Phylogenyب/ تحديد تسلسل القواعد النيتروجينية وتحليل المعلوماتية الحيوية والشجرة الوراثية 

واتج الحامض لن (Nucleotide sequence)ظهرت نتائج تحليل تسلسل القواعد النتروجينية أ 

مقارنتها مع البيانات الموجودة في المركز الوطني وب BLASTالنووي المضاعفة باستعمال برنامج 



 

 

 ( بان العزلات المعزولة من حبوب الحنطة  تعود إلى الانواع(NCBIلمعلومات التقانة الاحيائية 

  A. flavus, A. niger , A.terrus  ,A.tubingensis , P. camember , 

A.caespitosus ,  Alternaria alternate  , F. equiseti  و Talaromyces 

tiftonensis . 

عمل تست  - rDNA ITSفي المنطقة  ITS4و  ITS5توضح النتائج ان  المنطقة البينية الفاصلة            

أداة كما انها تعد  (.2005واخرون,  Marcianoبنجاح في تشخيص وتمييز انواع الفطريات المختلفة )

 قوية تعزز دقة وسرعة التعرف على الفطريات .

( في التشخيص الجزيئي للفطريات, وخاصة في ITSلقد أصبح استخدام المنطقة البينية الفاصلة )         

(, حجر الزاوية في علم الفطريات حيث توفر المناطق البينية الفاصلة PCRتفاعل البوليميراز المتسلسل )

(ITSوهي تسلسلات غ ,) ير مشفرة تقع بين جينات الحمض النوويrRNA  وايضا توفر تنوعًا كبيرًا ,

فهم العلاقات الفطرية والتطور,  لتحديد الأنواع والدراسات النشوئية , وبناء أشجار التطور, مما يساعد في

  Schmidtكما تساعد في تحديد الأنواع الغامضة التي قد لا يمكن تمييزها من خلال الشكل وحده )

 (. 2013اخرون, و

( لغرض استهداف أنواع فطرية محددة, مما يسمح بالكشف ITSاذ تم تصميم بادئات مناطق )          

الحساس حتى في العينات ذات الكتلة الحيوية المنخفضة. وهذا مهم بشكل خاص في البيئات السريرية 

( , وفي 1990واخرون,  Whiteحيث يمكن للتشخيص المبكر أن يؤثر بشكل كبير على نتائج العلاج )

 (  .2008واخرون, Meyerالتشخيص البيئي والسريري  )

% مع العزلات 98ظهرت نسبة تشابه وراثي بلغت  أ A. flavus1النتائج  ان العزلة  عبرتبين          

% 97 المعزولة من الهند , الولايات المتحدة الامريكية ,كينيا وتركيا ونسبة  A. flavus1العالمية للفطر 

 ( .  24-4( شكل)  5-4مع العزلات المعزولة من العراق, الصين, مصر, والسعودية  جدول) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

المعزول في  A. flavus1 للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 5-4جدول )

 NCBIفي  هذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا

 لمنشأا الرمز التسلسلي نسبة التشابه  Bp اسم السلالة

Aspergillus 

flavus1 

559  PP577787.1 Kerbala/ 

Iraq 

Aspergillus flavus 571 %98 OR656460.1 India 

Aspergillus flavus 555 %98 MN893386.1 USA 

Aspergillus flavus 593 %98 MK493980.1 Kenya 

Aspergillus flavus 580 %98 MH137934.1 Turkey 

Aspergillus flavus 565 %97 OR656460.1 Najaf/ Iraq 

Aspergillus flavus 601 %97 MN856376.1 China 

Aspergillus flavus 607 %97 ON514221.1 Egypt 

Aspergillus flavus 571 %97 OR051631.1 Saudi 

Arabia 

 

 

)محددة باللون الاصفر( والتي أنشئت  A. flavus AJM-6(: الشجرة الوراثية للفطر 4-24شكل )

بالإضافة الى تتابعات سلالات  ITS-rDNA قواعدها النايتروجينية لمنطقة بالاعتماد على تتابعات

  GenBank عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR656460.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=E136ST1E016


 

 

    

% مع  سلالة الفطر المعزولة من الهند , 98نسبة تشابه  A. flavus2ظهرت  العزلة أ أيضا"        

 ( . 25-4( )شكل    6-4نيجيريا , ايران والسعودية )جدول  ماليزيا , السعودية , الصين ,

المعزول في   A. flavus2 للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 6-4جدول )

 NCBIهذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في 

 بة التشابهنس الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Aspergillus flavus2 574 Karbala/ Iraq  PP581359.1  

Aspergillus flavus 693 India MF152937.1 %98 

Aspergillus flavus 597 Malaysia JX501406.1 %98 

Aspergillus flavus 599 Malaysia MG575510.1 %98 

Aspergillus flavus 599 Malaysia MG575502. %98 

Aspergillus flavus 596 Saudi Arabia OP959990.1 %98 

Aspergillus flavus 580 Nigeria MW011208.1 %98 

Aspergillus flavus 595 Negeria MZ798382.1 %98 

Aspergillus flavus 590 Iran KY490710.1 %98 

Aspergillus flavus 816 Australia KY234263.1 %98 

 

 

)محددة باللون الاصفر( والتي أنشئت  A. flavus AJM- 8الوراثية للفطر  (: الشجرة4-25شكل )

بالإضافة الى تتابعات سلالات  ITS-rDNA بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

  GenBan عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات



 

 

% مع العزلات العالمية  لنفس السلالة 96كانت نسبة التشابه   A. flavus3في حين العزلة          

% مع العزلات المعزولة من  العراق , الصين 95المعزولة من العر اق , اليابان , مصر والهند ونسبة 

 ( . 26-4( )شكل   7-4والهند )جدول

المعزول في  A. flavus3 للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 7-4جدول )

 NCBIهذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في 

 نسبة التشابه الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Aspergillus flavus3 552 Karbala/ Iraq PP593589.1  

Aspergillus flavus 545 Iraq PP724390.1 %96 

Aspergillus flavus 559 Iraq PP577787.1 %96 

Aspergillus flavus 622 Japan LC602023.1 %96 

Aspergillus flavus 607 Egypt ON514221.1 %96 

Aspergillus flavus 581 India HQ122935.1 %96 

Aspergillus flavus 558 Iran PP446795.1 %96 

Aspergillus flavus 565 Iraq OR656460.1 95% 

Aspergillus flavus 590 China MZ047484.1 95% 

Aspergillus flavus 566 India KM389202.1 95% 

 

 

 

)محددة باللون الاصفر( والتي  A. flavus AJM-11(: الشجرة الوراثية للفطر 4-26شكل )

بالإضافة الى تتابعات  ITS-rDNA أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

 GenBank لمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بياناتسلالات عا

  



 

 

 وبين العديد من الفطريات فبلغت A. niger1أما نسبة التشابه بين العزلة الفطرية العائدة للفطر        

 ة % مع العزلات العالمية المعزولة من لوكسمبورغ , الولايات المتحدة الامريكية و السعودية , ونسب82 

 % مع عزلات مصر واليابان 80% مع عزلات الصين ومصر في حين بلغت نسبة التشابه 81تشابه 

 % مع العزلة المعزولة من الفلبين74% مع العزلة المعزولة من الصين ونسبة تشابه 79ونسبة تشابه 

 .(27-4( )شكل  8-4)جدول  

المعزول في  A. niger1 للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 8-4جدول )

 NCBIهذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في 

 نسبة التشابه الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Aspergillus niger1 567 Karbala/ Iraq PP581350.1  

Aspergillus niger 1516 Luxembourg PP504871.1 82% 

Aspergillus niger 586 USA JX043002.1 82% 

Aspergillus niger 588 Saudi Arabia LN482418.1 82% 

Penicillium griseofulvum 564 China JN032682.1 81% 

Aspergillus niger 562 Egypt MN818774.1 81% 

Aspergillus niger 623 Egypt MH168080.1 80% 

Aspergillus niger 561 Japan AB305171.1 80% 

Aspergillus niger 626 China LC632396.1 79% 

Aspergillus flavus 576 Philippines MT672726.1 74% 

 

 

)محددة باللون الاصفر( والتي أنشئت  A. niger AJM-5(: الشجرة الوراثية للفطر  27-4شكل )

بالإضافة الى تتابعات سلالات  ITS-rDNA بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

  GenBank عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات



 

 

مع    A. niger2التابعة لعزلة الفطر  BLAST analysisكما اظهرت نتائج تحديد التشابه        

ت العائدة لنفس الفطر المعزولة % بينها وبين العديد من العزلا 96العزلات العالمية ان هناك تشابه بنسبة 

% مع العزلة المعزولة من العراق والهند 95من نيجيريا , الهند ,ايران, الصين و كينيا ونسبة تشابه 

 .( 4-28شكل )( 4-9جدول)

المعزول في  A. niger2 للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 9-4جدول )

 NCBIعالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في هذه الدراسة مع العزلات ال

 نسبة التشابه الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Aspergillus niger2 557 Karbala/ Iraq PP593590.1  

Aspergillus niger 600 Nigeria OR731146.1 96% 

Aspergillus niger 575 India OQ120625.1 96% 

Aspergillus niger 614 Iran OP861489.1 96% 

Aspergillus niger 572 China OR399073.1 96% 

Aspergillus niger 602 Kenya OP737607.1 96% 

Aspergillus niger 603 China OP237386.1 96% 

Aspergillus niger 657 India MH511143.1 96% 

Aspergillus niger 558 Iraq PP593599.1 95% 

Aspergillus niger 588 India MZ647480.1 95% 

 

 

)محددة باللون الاصفر( والتي  A. niger AJM-12(: الشجرة الوراثية للفطر 28-4شكل ) 

بالإضافة الى تتابعات  ITS-rDNA أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

 GenBank ستوعب بياناتسلالات عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من م



 

 

% و 96%  و 97كانت نسبة التطابق مع العزلات العالمية بنسبة  A.niger3في حين العزلة       

 (. 4-29( شكل ) 4-10% مع العزلات العالمية جدول)95

 

المعزول في  A. niger3 للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 10-4جدول )

 NCBIع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في هذه الدراسة م

 نسبة التشابه الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Aspergillus niger3 558 Karbala/ Iraq PP593599.1  

Aspergillus niger 526 Mexico OQ338822.1 97% 

Aspergillus niger 562 Iraq OR243776.1 97% 

Aspergillus niger 656 Singapora KF305759.1 96% 

Aspergillus niger 653 Singapora KF305754.1 96% 

Aspergillus niger 2267 Egypt PP235807.1 96% 

Aspergillus niger 587 Malaysia PP217287.1 96% 

Aspergillus niger 607 Malaysia OQ132541.1 96% 

Aspergillus niger 639 Kenya OR397992.1 96% 

Aspergillus niger 557 Iraq PP593590.1 95% 

 

 

 

)محددة باللون الاصفر( والتي  A. niger AJM-13(: الشجرة الوراثية للفطر  4-29شكل )

بالإضافة الى تتابعات  ITS-rDNA أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

 GenBank الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بياناتسلالات عالمية لنفس الفطر 



 

 

وبين العزلات العالمية   A. terrus أما نسبة التشابه بين العزلة الفطرية العائدة للفطر           

% مع 96%, في حين كانت نسبة التشابه 97المعزولة من الصين , بلجيكا ,عمان ومصر فبلغت 

 (.4-30( شكل )4-11لعراق جدول )عزلات العربية السعودية , الصين وا

المعزول في  A. terrus للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 11-4جدول )

 NCBIهذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في 

 نسبة التشابه الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Aspergillus terrus 570 Karbala/ Iraq PP581362.1  

Aspergillus terrus 611 China KU594266.1 97% 

Aspergillus terrus 613 Belgium OW984512.1 97% 

Aspergillus terrus 601 Oman OR143782.1 97% 

Aspergillus terrus 669 Egypt MW789020.1 97% 

Aspergillus terrus 590 China MZ477205.1 97% 

Aspergillus terrus 588 Saudi Arabia ON834318.1 96% 

Aspergillus terrus 626 China MF962867.1 96% 

Aspergillus terrus 626 China MF972904.1 96% 

Aspergillus terrus 582 Iraq OR673618.1 96% 

 

 

 

للون الاصفر( والتي أنشئت )محددة با  A. terrus AJM-9(: الشجرة الوراثية للفطر 30-4شكل )

بالإضافة الى تتابعات سلالات  ITS-rDNA بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

 GenBank عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات



 

 

المعزولة من   % مع العزلات العالمية97كانت نسبة التشابه   A. tubingensفي حين العزلة         

% مع العزلات العالمية  المعزولة من كينيا , الصين , مصر و 96الهند , في حين بلغت نسبة التشابه 

 (.4-31( شكل )4-12السعودية  جدول ) 

 A. tubingens للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 12-4جدول )

 NCBIالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في المعزول في هذه الدراسة مع العزلات الع

 نسبة التشابه الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Aspergillus tubingensis  567 Karbala/ Iraq PP 581356.1  

Aspergillus tubingensis 644 India MH064483.1 97.24% 

Aspergillus tubingensis 854 India KJ881377.1 97.24% 

Aspergillus tubingensis 574 India KM359404.1 97.06% 

Aspergillus tubingensis 649 India MH062890.1 97.06% 

Aspergillus tubingensis 603 Kenya OP737608.1 96.93% 

Aspergillus tubingensis 586 China OQ954760.1 96.75% 

Aspergillus tubingensis 578 Egypt MW789027.1 96.74% 

Aspergillus tubingensis 574 Saudi Arabia ON845808.1 96.58% 

Aspergillus tubingensis 576 Egypt OL519514.1 96.58% 

 

 

)محددة باللون الاصفر(   A. tubingensis AJM-7(: الشجرة الوراثية للفطر  4-31شكل )

بالإضافة الى  ITS-rDNA ايتروجينية لمنطقةوالتي أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها الن

 GenBan تتابعات سلالات عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات



 

 

 لتسلسل العزلات الفطرية مع العزلات العالمية ان الفطر BLASTأظهرت نتائج تحليل 

  A. caespitosus لالة المعزولة من العربية مع الس 100%في هذه الدراسة كانت مشابهة بنسبة

% للسلالات العالمية  المعزولة من هولندا , مصر, الولايات المتحدة واليونان , نسبة 99السعودية و 

 (.  4-32( الشكل )  4-13% مع العزلات المعزولة من الولايات المتحدة وهولندا الجدول )98تشابه 

 A. caespitosus للفطر ITS منطقة ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية ل13-4جدول )
 NCBIالمعزول في هذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في 

نسبة  الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

 التشابه

Aspergillus caespitosus 558 Karbala/ Iraq PP216644.1  

Aspergillus caespitosus 525 Saudi Arabia MT328531.1 %100 

Aspergillus caespitosus 571 Netherland MH856127.1 %99 

Aspergillus caespitosus 555 Egypt MT362464.1 %99 

Aspergillus caespitosus 560 Netherland KU866578.1 %99 

Aspergillus caespitosus 591 USA NR131288.1 %99 

Aspergillus caespitosus 716 Greece MT990729.1 %99 

Aspergillus caespitosus 752 USA AY37841.1 %98ٍ 

Aspergillus caespitosus 752 Netherland KU866669.1 %98ٍ 

Aspergillus caespitosus 1670 USA OL711784.1 %98ٍ 

 
 

 

الاصفر(  )محددة باللون  A. caespitosus AJM-1ر(: الشجرة الوراثية للفط 4-32شكل )

بالإضافة الى  ITS-rDNA والتي أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

  GenBank تتابعات سلالات عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات



 

 

 % مع العزلات94ان هناك نسبة تشابه وراثي بلغت    P.camembertiاظهرت  نتائج العزلة  

 العالمية المعزولة من ايران , العراق, الولايات المتحدة الامريكية , الصين , تشيلي والبرازيل

 ( .4-33( شكل )4-14جدول )  

  P.camemberti للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 14-4جدول )
 NCBIسه والمسجلة عالميا في المعزول في هذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نف

نسبة  الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

 التشابه

Penicillium camemberti 560 Karbala/ Iraq PQ151777.1  

Penicillium camemberti 566  Iran PP479604.1  %94 

Penicillium chrysogenum 564 Iraq OR673660.1 %94 

Penicillium chrysogenum 549 Iraq OR660400.1 %94 

Penicillium chrysogenum 564 Iraq OR673662.1 %94 

Penicillium chrysogenum 627 USA JX160054.1 %94 

Penicillium chrysogenum 595 China KR011760.1 %94 

Penicillium chrysogenum 592 China ON545779.1 %94 

Penicillium sp. 594 Chile KY401079.1 %94 

Penicillium chrysogenum 836 Brazil MT524448.1 %94 

 
 
 

 

)محددة باللون الاصفر(   AJM-14 P.camemberti (: الشجرة الوراثية للفطر 4-33شكل )

بالإضافة الى  ITS-rDNA والتي أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

 GenBank طر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بياناتتتابعات سلالات عالمية لنفس الف



 

 

% مع العزلات العالمية 99نسبة تشابه وراثي بلغت   Alternaria alternateظهرت  العزلة أ        

% مع العزلة المعزولة من الصين 75المعزولة من الصين , باكستان , تونس , السعودية ومصر,  ونسبة 

 ( . 4-34(  شكل )4-15جدول ) 

 Alternaria للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 15-4جدول )
alternate  المعزول في هذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في

NCBI 
نسبة  الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

 التشابه

Alternaria alternate 554 Karbala/ Iraq PP216658.1  

Alternaria alternate 563 China MF683080.1 %99 

Alternaria alternate 568 Pakistan MH716004.1 %99 

Alternaria alternate 564 China MW961423.1 %99 

Alternaria alternate 553 Tunisia MT126620.1 %99 

Alternaria alternate 570 Pakistan OQ451833.1 %99 

Alternaria alternate 564 China KJ863530.1 %99 

Alternaria alternate 569 Saudi Arabia OP959991.1 %99 

Alternaria alternate 558 Egypt PP124942.1 %99 

Alternaria alternate 706 China MH581239.1 %75 

 

 

 

)محددة باللون   Alternaria alternate AJM-1 ر(: الشجرة الوراثية للفط 4-34شكل )

بالإضافة  ITS-rDNA الاصفر( والتي أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

 الى تتابعات سلالات عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات

GenBank       



 

 

٪ مع 100اثي بنسبة الدراسة أعلى معدل تشابه ورفي هذه  F.equisetiكان لعزلة الفطر             

% مع 99المعزولة من الصين ,الجزائر, اوكلاند وكينيا , ونسبة تشابه بلغت   F. equiseti سلالات

 ( .4-35(  الشكل ) 4-16السلالات المعزولة من منغوليا ,ايران والصين  الجدول ) 

 F. equiseti للفطر ITS لمنطقة  ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية16-4جدول ) 
 NCBIالمعزول في هذه الدراسة مع العزلات العالمية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا في 

نسبة  الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

 التشابه

Fusarium equiseti 530 Karbala/ Iraq PP216655.1  

Fusarium equiseti 552 China PP814859.1 %100 

Fusarium equiseti 557 Algeria PP345884.1 %100 

Fusarium equiseti 562 Auckland PP097805.1 %100 

Fusarium equiseti 562 China OR616754.1 %100 

Fusarium equiseti 558 Kenya MG664739.1 %100 

Fusarium equiseti 1148 Mongolia LC769424.1 %99 

Fusarium equiseti 551 Iran MH290485.1 %99 

Fusarium equiseti 551 Iran MH290489.1 %99 

Fusarium equiseti 579 China OQ561206.1 %99 

  

 

)محددة باللون الاصفر( والتي   F. equiseti AJM-1 ر(: الشجرة الوراثية للفط4-35شكل ) 

بالإضافة الى تتابعات  ITS-rDNA أنشئت بالاعتماد على تتابعات قواعدها النايتروجينية لمنطقة

 GenBank سلالات عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG664739.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=DPESZJUH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC769424.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DPESZJUH013


 

 

 المكررة  ITS5و ITS4يتروجينية لمقاطع بالإضافة إلى ذلك, أشارت مقارنة تسلسل القواعد الن         

% 99المعزول في هذه الدراسة إلى وجود تشابه وراثي بنسبة  Talaromyces tiftonensisللفطر 

% مع العزلات 98مع العزلات العالمية من الولايات المتحدة وجنوب أفريقيا , في حين بلغت نسبه التشابه 

% مع 93% مع العزلة المعزولة من هولندا , و94بلغت  المعزولة من جنوب افريقيا  , ونسبه تشابه

 ( .4-36(  الشكل ) 4-17العزلات المعزولة من كوريا ,السعودية والفلبين الجدول ) 

 Talaromyces للفطر ITS ( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 17-4جدول )
tiftonensis  ية التابعة للفطر نفسه والمسجلة عالميا المعزول في هذه الدراسة مع العزلات العالم

 NCBIفي 
 نسبة التشابه الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

Talaromyces tiftonensis 590 Karbala/ Iraq PP216657.1  

Talaromyces tiftonensis 562 USA NR155920.1 %99 

Talaromyces tiftonensis 541 South Africa MK087635.1 %99 

Talaromyces tiftonensis 549 South Africa MF928765.1 %98ٍ 

Talaromyces tiftonensis 872 South Africa OP595967.1 %98ٍ 

Talaromyces tiftonensis 549 South Africa MN384236.1 %98 

Talaromyces tiftonensis 583 Netherland KF984874.1 %94 

Talaromyces tiftonensis 1153 Korea HM469413.1 %93 

Talaromyces tiftonensis 910 Saudi Arabia LN482471.1 %93 

Talaromyces tiftonensis 596 Philippines MK646059.1 %93 

 
 

 

)محددة باللون  Talaromyces tiftonensis AJM-1 ر(:الشجرة الوراثية للفط 4-36شكل )

بالإضافة  ITS-rDNA بعات قواعدها النايتروجينية لمنطقةالاصفر( والتي أنشئت بالاعتماد على تتا

  الى تتابعات سلالات عالمية لنفس الفطر الممرض تم الحصول عليها من مستوعب بيانات 



 

 

الثلاثة التي عزلت من  A. nigerو  A. flavusأظهرت النتائج أيضا اختلافات بين سلالات الـ         

و   Transition طفرات وراثية وهي   الطفرات الانتقاليةحبوب الحنطة حيث تميزت بوجود عدة 

 (  .4-18الجدول )   Deletionوطفرات الحذف   Transvertionالطفرات العكسية 

 A. nigerو  A. flavusالسلالات الـمشخصة للـ  ( الاختلافات بين 4-18جدول ) 

 

Nucleotide Location Variation 

type 

Subject 

strain 

Query 

strain 

A - T /C - C /T /C 

G - C /G  /C -C /G 

0 

66-95-533 

19-65-538 

530 

Transition 

Transvertion 

Deletion 

A. flavus2  

 

 

A. flavus1 T/ G - T/ G- T /C 

T - G/C - C/G /A 

0 

23- 537- 547 

24- 39 -122 

504 

Transition 

Transvertion 

Deletion 

A. flavus3 

T /C - G/T – A/G 

G/C-  C/G - T/ C 

0 

236-247 -467 

-453446  -253 

400 

Transition 

Transvertion 

Deletion 

A. niger2  

 

A. niger1 

 T/ C - A/ C- T /G 

C  /G - G /C - T /A 

0 

235-283 - 405   

284- 454 -462  

401 

Transition 

Transvertion 

Deletion 

A. niger3 

 

الطفرات تعود لأسباب عديدة , قد تكون ناتجة عن العديد من العوامل البيئية ان سبب حدوث هذه            

 مثل التغيرات في الظروف البيئية  مثل درجات الحرارة والرطوبة, أو بسبب التعرض الى المواد

 الكيميائية السامة  أو الملوثات مثل المبيدات مما أن يؤدي إلى ظهور طفرات وراثية تنتج سلالات جديدة  

( 2022واخرون ,  Liu  ; 2021واخرون, Fengكون أكثر قدرة على التكيف مع هذه الظروف  )ت

 أثناء التكاثر اللاجنسي ,   DNAحدوث  اخطاء في عملية نسخ الحمض النووي عبرو تكون ناتجة أ.

( . او اثناء التكاثر الجنسي الذي يحدث في 2023واخرون, Zhuمما يؤدي إلى ظهور سلالات جديدة  )

 بوين  مما يسهم في انتاج سلالاتبعض الظروف غير المناسبة  , اذ يؤدي إلى خلط المواد الوراثية بين الأ

 ( 2015واخرون,  Greene,2018 ;  Cary و Hornزيادة التنوع الوراثي ) بوساطةجديدة 

 اج السموم الفطريةان السلالات الجديدة الناتجة من الطفرات الوراثية قد تكون أكثر قدرة على إنت         

 تكون "( , وايضا2023واخرون , Wuمثل سموم الأفلا  مما يزيد من خطورتها  على الصحة العامة )  



 

 

 ( . 2020واخرون, Geiserمع البيئات المتنوعة أو مقاومة للعوامل المضادة للفطريات )  "اكثر تكيفا 

( الذي اثبت ان للفطر 2017واخرون)  Sharmaتوافقت نتائج الدراسة مع دراسة            

Aspergillus   سلالات ناتجة من الطفرات الوراثية وتكون أكثر قدرة على التكيف مع الظروف البيئية

كما توافقت مع دراسة الباحث  المحلية وأكثر إنتاجًا للمواد الكيميائية مثل الأحماض العضوية والإنزيمات .

Dyer (حيث اكدت ظهور سلالات ج2022واخرون ) ديدة للفطرA. flavus  ناتجة من الطفرات

 الانتقالية والحذف وتكون اكثر مقاومة للأدوية . 

 

  ( RT-qPCR)في الوقت الحقيقي العكسي مع النسخفحص تفاعل البلمرة المتسلسل الكمي  -4-2-3

 A. flavus1في هذه الدراسة تم استخلاص الحمض النووي الكلي من  العزلتين الفطرتين          

-RT)تفاعل البلمرة المتسلسل الكمي العكسي في الوقت الحقيقياظهرت نتائج  . اذ A. niger1 و 

qPCR )   لقياس المستويات الكمية للحمض النووي المرسل( mRNA )  للعزلتينA. flavus1  و

A. niger1   الدالة على مقدار التعبير الجيني لجينAFLD الجينفلاتوكسين وكذلك استخدام لإنتاج الا 

 حيث ان  للافلاتوكسين, ان هنالك اختلاف في كمية الانتاج   Livakوحسب معادلة   ITS الـقياسي 

 مقارنه مع عزلة   fold change 5.27بمقدار الافلاتوكسينانتجت  A. flavus1عزلة الفطر 

 ى زيادةمما ادى ال  fold change 1.00بمقدار للافلاتوكسينالتي كان انتاجها  A. niger1الفطر 

 (4-19الجدول )   A. niger1مقارنه مع عزلة الفطر  A. flavus1 التعبير الجيني لعزلة الفطر 

 ( .  4-37الشكل ) 

 AFLDتحتويان على الجين  A. niger1 و A. flavus1أظهرت النتائج أن العزلتين الفطريتين        

في الوقت الحقيقي تعتمد على    RT-PCR ي كانت طريقة القياس الكمالمرتبط بإنتاج الافلاتوكسين . اذ 

 AFLD المستهدفلكشف التضخيم للجين التي تستخدم  Cycle Threshold   (CT)أرقام عتبة الدورة

  A. niger1 19.71 ,20.89للجين المحافظ للفطر  CT. حيث سجلت قيم ITSوجين المحافظ 

للجين  CTيم , في حين سجلت ق 23.43و 25.01,   24.09مقارنة مع الجين المستهدف   18.21و  

 23.45, 22.72مقارنة مع الجين المستهدف  18.44و A. flavus 20.19  ,21.65 1للفطرالمحافظ 

 ( . 39-4( ) 38-4( الشكل ) 19-4الجدول )  20.64و

 

 شارت الدراسات إلى وجود العديد من الجينات التي لها علاقة وثيقة بتكوين الافلاتوكسين أ          

 aflQو   aflO وايضا  (Taghizadeh,2018 و Sohrabi ) aflP و aflRمن هذه الجينات 

(Jamali .وإن سبب اختيارنا للجين 2013واخرون , )AFLD  في انتاج للدراسة الحالية لعلاقته

يلعب  aflD( , كما ان جين 2016واخرون ) Baquiãoالافلاتوكسين , وهذا ما اكده ايضا دراسة  

 ( 2016واخرون, Baquião) averantinالى  norsolorinic acid في التحويل المبكر  دورًا مهمًا



 

 

 

 دراسة قت مع نتائجتواف AFLDإن نتائج الدراسة الحالية في التعبير الجيني للجين              

 Sohrabi و Taghizadeh(2018 اذ وجدت  ان عزلات الفطر )A. flavus  وA. parasiticus 

ظهرت نتائج الدراسات السابقة أن هنالك العديد من الجينات والعوامل أ. كما aflD  ة لجين كانت إيجابي

منها العوامل البيئية التي  ,(  2008واخرون, Dehghanالأخرى مسؤولة عن إنتاج الأفلاتوكسين  )

 (.  2009واخرون  Schmidt-Heydt لها تأثير مهم على تنظيم جينات تخليق الأفلاتوكسين )

 ( إلى أن نقص إنتاج الأفلاتوكسين2018)Taghizadeh و Sohrabiأشارت نتائج دراسة             

 في بعض الأنواع المنتجة للأفلاتوكسين قد يكون بسبب حذف وتحور بسيط )استبدال بعض القواعد(  

روف لجينات أو فقدان جينات أخرى مسؤولة عن مسار إنتاج الأفلاتوكسين .  ومع ذلك, فإن بعض الظ

 ( .Yu.2012   (الفسيولوجية قد تؤثر على تخليق الأفلاتوكسين 

 علاوة على ذلك, فإن التعبير الجيني للجينات  المحتملة في مسار تخليق الأفلاتوكسين قد يكون         

 Mahmoud (2015)مفيدًا في التمييز بين السلالات الفطرية  السامة وغير السامة , فقد وجد الباحث  

المسببة للسموم وغير المسببة  A. flavusهو علامة جيدة للتمييز بين عزلات  aflQو  aflDخ ان نس 

 (.2013واخرون,   Jamaliالمنتجة ) AFB1لها , وايضا مرتبطة بكميات 

 أكثر حساسية من الزراعة )تنمية الكائن الممرض( ,  RT-PCRثبت في الوقت الحاضر أن           

 وقتًا طويلاً ويتطلب الكثير من العمل, كما أن اختيار الوسائط يؤدياذ ان التنمية تستغرق 

  A. flavusللكشف السريع عن  RT-PCRإلى تحيز من حيث الأنواع التي قد تنمو, اذ تم توحيد اختبار  

 بادئات حساسة ومحددة قد تكون مثل هذه الاختبارات القائمة على عمالفي محاصيل مختلفة باست

 PCR ية في صناعات الأغذية والأعلاف وكذلك في مختبرات الحجر الصحيمفيدة للغا 

 ( Shweta  ,يمكن 2013واخرون .)"أن تكون هذه الطريقة مفيدة للتنمية الزراعية والتنظيم أيضا 

 الطبي أو البيطري في ضوابط تنظيم الأفلاتوكسين  وفي التخطيط وتنفيذ الاستراتيجيات التي تستهدف 

 ( .Taghizadeh ,2018 و Sohrabiاء البشري أو الحيواني ) تحسين سلامة الغذ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

   methodباستخدام طريقة AFLD وجين الـ  ITS الـ لجين( التعبير الجيني 19- 4جدول )

Livak  1للعزلتين الفطريتينA. niger و A.flavus2 

 

 

 الفطر

Average CT 

ITS4 

 

Average CT 

AFLD 

∆CT ∆∆CT  Fold 

change 

)CT∆∆ -2( 

Average 

Fold 

change 

 

 

1A. niger 

1 19.71 24.09 4.38 0.193- 1.143  

1.00 2 20.89 25.01 4.12 0.453- 1.369 

3 18.21 23.43 5.22 0.647- 0.639 

 4.57 

 

A.flavus2 

1 20.19 22.72 2.53 2.043- 4.122  

5.27 2 21.65 23.45 1.80 2.773- 6.837 

3 18.44 20.64 2.20 2.373- 5.181 

 

 

 

 

 AFLD  وجين الـ  ITS الـ لجين( الشكل البياني للتعبير الجيني  النسبي  437 – شكل )



 

 

  A.flavus2 و 1A. nigerللعزلتين   

 

 منحني تضخيم التعبير الجيني لتقنية تفاعل سلسلة البوليمريز بالوقت الحقيقي ( 4-38شكل ) 

  PCR-time Real  الـ الخاص بجينو ITS   وجينAFLD  1للعزلتين الفطريتينA. niger 

 A.flavus2 و

 

    Azotobacter chroococcumعزل وتشخيص بكتريا  -4-3

 فحص الصفات المظهرية والمجهرية  -4-3-1

كانت لامعة , ناعمة , لزجة  NAأظهرت النتائج أن المستعمرات البكتيرية التي نمت على وسط        

طة إلى كبيرة الحجم , كما أن الصبغة البنية اصبحت واضحة مع الوقت مع ظهور صبغة برتقالية ومتوس

( من أن الصبغة البنية كانت واضحة مع مرور الوقت عند عزل 2013. هذا يتفق مع ما وجده الكعبي)

 بكتيريا

 A. chroococcum ( 4-39من التربة العراقية شكل. ) 

 الكاروتينات كمستقلبات ثانوية التي تساعدها في حماية الخلايا  A. chroococcumتنتج بكتيريا      

 من الإجهاد التأكسدي وايضا يمكن أن تساعدها في امتصاص الضوء لعمليات التمثيل الكاربوني

(Fuchs  ,كما ان للظروف البيئية دور مهم في نمو ونشاط التمثيل الغذائي للبكتريا 2017واخرون ,)

جين وتوافر الكربون ودرجة الحموضة مما يؤدي إلى إنتاج صبغات متفاوتة. على مثل مصدر النيترو

( Nisar,2020 و  Shahسبيل المثال قد تعزز الظروف الغنية بالمغذيات نموًا أكثر وتخليقًا للصبغات )

. 



 

 

خ أظهرت نتائج الفحص المجهري للشرائح الزجاجية المحتوية على الغشاء البكتيري الثابت الملط      

بصبغة كرام أن أشكال الخلايا البكتيرية كانت على شكل قضبان ) عصوية(  قصيرة غالباً ما تكون في 

 ( .4-39شكل ) اصطبغت باللون الاحمرأزواج, كما كانت سالبة لصبغة كرام اذ 

 التي ذكرها كل  Azotobacterهذه الخصائص تتوافق مع الخصائص المجهرية لجنس       

 (Holt ,1994واخرون   ; AL-Azawy, 2010   ; Prakash  وKarthikeyan,2013 ). 

 

       
 A  B 

 A. chroococcum( الصفات المظهرية والمجهرية للبكتريا 4-39شكل ) 

(A) الصفات المظهرية(B)  المجهريةالصفات (40x) 

   A. chroococcumالتشخيص الجزيئي  للعزلة البكتيرية -4-3-2

المظهري للبكتريا المدروسة  فقد تم تشخيصها على المستوى الجزيئي .  د التشخيصلغرض تأيي          

 اذ بينت النتائج ان البادئات  المستخدمة في هذا الاختبار كانت ناجحة في المضاعفة الكاملة

( 881(المهم في تشخيص البكتريا , اذ تم الحصول على ناتج تضاعف بحجم  16s rRNA للجين  

,   كما استخدمت نفس البادئات في تحديد تتابع القواعد   A. chroococcum نية للبكترياقاعدة نايتروجي

النايتروحينية العائدة لهذه البكتريا التي أودعت في قاعدة بيانات البنك الجيني التابعة للمركز الدولي 

 National Center of Biotechnology Information (NCBI)لمعلومات التقانات الأحيائية 

 . PQ516743.1حيث حدد للبكتريا رمز تسلسلي خاص بها وهو 

  A. chroococcumلتتابع عزلة البكتريا  BLAST analysisاظهرت نتائج تحديد التشابة           

 %  مع العزلات العالمية المعزولة من تايوان وايطاليا , 100مع العزلات العالمية ان هناك تشابه بنسبة 

 % مع العزلة المعزولة من الهند70لعزلة المعزولة من تايوان , ونسبة % مع ا99ونسبة  

 (4-40( شكل )  4-20جدول )  



 

 

في rRNA   16Sاختيار المنطقة الجينية (  في   2021كانت النتيجة متفقة مع دراسة العامري)          

 تشخيص البكتريا على مستوى الجنس والنوع .   

لتصنيف  PCRعلى نطاق واسع في تفاعل البوليميراز المتسلسل  rRNA   16Sيستخدم جين           

, نظرًا لطبيعته المحفوظة ووجوده في معظم A. chroococcumوتحديد الميكروبات , بما في ذلك 

( , مما يسهل تصميم البادئ الشامل 2007واخرون , Case ; 2014واخرون, Sadikالبكتريا  )

 .   (Abbott ,2007 و Jandaوالمحدد )

 

والمؤشرة باللون    A. chroococcumالمدروسة  للبكتريا (  : الشجرة الوراثية  4-40شكل )

الاصفر توضح العلاقة الوراثية بينها وبين العزلات الأخرى العائدة لنفس النوع و المسجلة سابقا في 

NCBI 

 

مع العزلات    A. chroococcum( مقارنة تسلسل القواعد النايتروجينية للبكتريا 20-4جدول )
 NCBIالعالمية التابعة لنفس النوع والمسجلة عالميا في 

نسبة  الرمز التسلسلي المنشأ Bp اسم السلالة

 التشابه

Azotobacter chroococcum 881 Karbala/ Iraq   

Azotobacter chroococcum 1527 Taiwan AB696769.1 %100 

Azotobacter chroococcum 1449 Italy 34034.1EF6 %100 

Azotobacter chroococcum 1401 Italy EF634038.1 %100 

Azotobacter chroococcum 1404 Taiwan AB696772.1 %100 

Azotobacter chroococcum 1367 Italy EF634036.1 %100 

Azotobacter chroococcum 1529 Taiwan AB696770.1 %99 

Azotobacter chroococcum 1408 India MK780064.1 %97 

 



 

 

 أشارت دراسات سابقة بآن تشخيص الأنواع البكتيرية بالاعتماد على الصفات المظهرية قد           

التي تصاحب اثناء  تيعطي نتائج خاطئة اثناء عملية التشخيص , كما ان هنالك العديد من المشاكلا 

خيص يمتلك خبرة عالية خاصة في الأنواع التشخيص المظهري للبكتريا منها ان يكون القائم بعملية التش

البكتيرية القريبة التشابه فيما بينها , كما ان عملية التشخيص المظهري تحتاج إلى وقت و جهد كبيرين )  

Tumbarski ,في هذه الدراسة فحص تفاعل البلمرة المتسلسل عملست( , لذلك ا2020واخرون 

(PCR) ن تشخيص البكترياو تسلسل القواعد النتروجينية للتأكد م A. chroococcum   . 

في تشخيص العديد من الكائنات   (PCR)ومن الدراسات السابقة التي  استعملت تفاعل البلمرة المتسلسل  

 Clavibacter michiganensis  ,Pseudomonas الحية و منها البكتريا مثل بكتريا

grimontii  ,Xanthomonas oryzae  ,Pseudomonas fuscovaginae  و

Xanthomonas spp.   (Sarjono  , 2020و آخرون ; Cellier .2020واخرون ; 

Bangratz ,2020واخرون. ) 

 

    A .chroococcum حساب الكثافة العددية للبكتريا-4-3-3

خلية  610×93مليلتر من المعلق البكتيري يحتوي على  1إلى أن اظهرت نتائج الدراسة          

, ان هذه الكثافة من الوحدات الحيوية    A.chroococcumمن نوع  ناء مستعمرةبكتيرية او وحدة ب

إلى جانب آلياتها العدائية والتنافسية المتعددة, تحد من تكاثر الفطريات المسببة للأمراض في بيئتها. 

ثبيط ونظراً لقلة عدد الوحدات التكاثرية الفعالة للبكتيريا في الوسط, فإنها ستكون أقل فعالية في ت

 الفطريات التي تغزو بسهولة وسطها المتخصص ومحتواه من العناصر الغذائية الجاهزة.

 

 في تثبيط العزلات الفطريات المنتجة  A. chroococcumاختبار فعالية عزلة البكتريا -4-3-4

                      B1للافلاتوكسين  

 وية بين العزلات الفطرية المنتجةود فروق معن( عدم وج4-21أظهرت نتائج الدراسة الجدول )           

  المعلق للافلاتوكسين , في حين اظهرت النتائج أن هناك فروقات معنوية  بين تراكيز

كفاءة  عالية   A. chroococcum البكتريا  المستخدمة . اذ اظهرت  A .chroococcum يريبكتال

 المعزولة من حبوب الحنطة والنامية على  B1ين ريات المنتجة للافلاتوكسفي تثبيط النمو الشعاعي للفط

 . PDAوسط 

 مل اذ  3 عند التركيز اعطت اعلى تأثير لهاA.chroococum بكتريا اوضحت الدراسة ان       

 والمعزولة من الحبوب,  B1سم ولجميع الفطريات المنتجة للافلاتوكسين  0.00بلغ قطر المستعمرة 

 .%  100ط ولجميع الفطريات المدروسة اذ  بلغت النسبة المئوية للتثبي



 

 

مل من المعلق البكتيري كفاءه عالية في تثبيط الفطريات المنتجة للافلاتوكسين  2اظهر ايضا التركيز     

B1   سم للأجناس 0.00اذ بلغ قطر المستعمرةA.niger1  ,A.niger2 , A.caespitosis , 

P.camemberti  ,Alternaria   Alternaria  وTalaromyces tiftonensis  , اذا بلغت

 , A.flavus1 في حين بلغت اقطار المستعمرات للأجناس% ,  100النسبة المئوية للتثبيط 

A.flavus2و A.flavus3 2.50  ,0.50  ,2.05  سم  على التتابع, اما الاجناسA.niger3 , 

A.terrus, A.tubingensis  و F. equiseti 3.70  ,1.25 ,2.45  على التتابع .  سم 1.12و 

 A.niger1مل من المعلق البكتيري اعطى نتيجة تثبيط عالية ضد الفطر  1بينت النتائج ان التركيز         

 .%  100النسبة المئوية للتثبيط  وكانت سم 0.00بلغ قطر المستعمرة 

 كتيري ضدمل من المعلق الب 2و 3في حين اعطى  نتائج تثبيط اقل من التركيزين السابقين         

سم  A.flavus1   3.25 , فقد كان معدل قطر المستعمرة للفطرB1باقي الفطريات المنتجة للافلاتوكسين  

 سم . A.flavus3  3.00سم , في حين الفطر A.flavus2 2.63 , الفطر

  A.niger3سم  للفطر  4.50و  ,سم 1.65 فقد كان قطر المستعمرة A.niger2لفطر اما ا      

  A.caespitosis سم للفطر A.tubingensis   ,1.6سم للفطر 3.00و A.terrus لفطرسم ل 3.25و

 . P.camembertiسم للفطر  1.60و 

 ,Alternaria alternateفي حين بلغت اقطار الاجناس الفطرية             

 F. equisetai و) Talaromyces tiftonensis 0.25  ,3.75 سم على التتابع . 0.75و ) 

 بين قطر المستعمرة الفطرية و تركيز البكتريا  عكسيا"اوضحت الدراسة ان هنالك تناسبا         

A. chroococcum في نمو  "معنويا ", اذ كلما كان تر كيز البكتريا اعلى ادى الى حدوث انخفضا

 . ( 4-41شكل )مقارنة مع معاملة الفطريات بمفردها  B1الفطريات المنتجة للافلاتوكسين 

 في تثبيط الفطريات المدروسة الى قابليتها العالية  A. chroococcumيعزى كفاءة البكتريا          

 على أنتاج بعض المركبات المضادة للفطريات وكذلك انتاج مواد ايضية ومركبات عضوية  

  و الأنزيمات التي لها القدرة على تحلل جدران الخلايا الفطرية  ومن هذه الأنزيمات

 Chitinase , Iaminarinaseو  Glucanase  كما تتميز البكتريا بإنتاج عدد من المضادات ,

 ( .2021وآخرون  Muslim)  herbicolinو Pyoluteorin , Phenazin الحيوية مثل

تمتلك القدرة على انتاج مركبات ذات أوزان جزيئية منخفضة   A. chroococcumالبكترياان            

( Kumar ,2021و  Pual Kumar  ; 2021واخرون  (Aasfar لفطرياتالتي تعمل على مقاومة ا

يعمل عند وجوده بتراكيز كبيرة على تثبيط نمو الفطريات الذي   ( HCN)وكذلك انتاج سيانيد الهيدروجين .

وبعض المضادات  ( , ايضا انتاج اندول حامض الخليك2004واخرون  Deniel)الممرضة للنبات 

  A. chroococcumوغيرها , كما تتميز البكتريا  Conactineو  Azotobacterinالحيوية مثل 

 (.Hillel ,2005 ; Nia ,2015بمنافستها للكائنات الممرضة على المكان والمواد الغذائية )



 

 

 دراسات اخرى توصلت الى الكفاءة التثبيطية  للبكتريا توافقت نتائج الدراسة مع نتائج          

A.chroococcum  ( كفاءة2022شيحان )اثبت الباحث  د  من الممرضات النباتية , فقدضد العدي 

 في تثبيط  الفطريات المسببة لتعفن جذور نبات عرف الديك  A.chroococcum البكتريا 

  Celosia argentea (2013المرعاوي واخرون )% . كما وجد  100نسبة التثبيط اذ بلغت 

 phaseolina  Macrophomona ط نمو الفطر الممرضالى ان هذه البكتريا لها القدرة في تثبي 

 PDA% على الوسط الزرعي 69المسبب لمرض التعفن الفحمي على نبات الباقلاء وبلغت نسبة التثبيط 

 الى توفير الحماية للنبات من الاصابة بهذا الفطر الممرض. مما ادى

(  التي اثبتت فعالية 2020)Al-Awsi و Alsudaniنتائج الدراسة مع نتائج دراسة  تماثلت         

المسببة لموت بادرات   F.solaniو  R.solaniفي تثبيط نمو الفطرين   A.chroococcumالبكتريا 

 F. equiseti, Curvularia lunata  , griseum وايضا تثبيط نمو الفطريات الطماطة .

Trichocladium, persoonia Marcelleina   نباتات الزينة المسببة لمرض تعفن جذور بعض 

 .(  2021)دخيل , 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

الفطريات   معدل قطر مستعمرة )سم(في   A. chroococcumالبكتريا ( تأثير 21-4الجدول )
 0م 2±  72بعد أسبوع من الحضن بدرجة حرارة  B1المنتجة للافلاتوكسين 

 
 

 

 

 

 تركيز البكتريا              

 

 

 الفطريات المعزولة   

  1 مقارنة

ml 

2 

ml 

3 

ml 

 المعدل

 

A.flavus1 9.00 3.25 2.50 0.00 3.70 

A.flavus2 9.00 2.63 0.50 0.00 3.03 

A.flavus3 9.00 3.00 2.05 0.00 3.51 

A.niger1 9.00 0.00 0.00 0.00 2.25 

A.niger2 00.8 1.65 0.00 0.00 2.41 

A.niger3 9.00 4.50 3.70 0.00 4.30 

A.terrus 9.00 3.25 1.25 0.00 3.38 

A.tubingensis 9.00 00.3 2.45 0.00 3.61 

A.caespitosis 8.00 1.60 0.00 0.00 2.40 

P.camemberti 8.00 1.60 0.00 0.00 2.40 

Alternaria  alternate 9.00 0.25 

 

0.00 

 

0.00 3.31 

F. equiseti 9.00 3.75 1.12 0.00 3.50 

Talaromyces tiftonensis 9.00 0.75 0.00 0.00 2.43 

 *LSD NS بين العزلات الفطرية

 LSD 0.75 بين التراكيز



 

 

 

 No significanعدم وجود فروق معنوية*       

 

 

 Control 1 مل 3 مل 2 مل 

A.flavus1 

 

Control                                 1        مل 3                 مل          2              مل 

A.flavus2 

 

Control                                      1        مل         2                      مل 

 A.flavus3 



 

 

   

Control                                      1        مل    2                      مل 

A.niger1 

  

Control                                           1        مل    2                         مل 

A.niger2 

 

Control                                   1        مل 3 مل    2                مل 

A.niger3 



 

 

 

                           Control   1 مل 3              مل 2                    مل

 A.terrus 

 

                            Control         1 مل 3                  مل 2                          مل 

A.tubingensis 

 

                                      Control   1 مل 2                                       مل  

A. caespitosus 

 



 

 

                          Control         1 مل 3                           مل 2                          مل 

P. camemberti 

 

                                       Control1 مل 2                                     مل 

Alternaria  alternate 

 

                                                 Control1 مل 2                                      مل 

F. equiseti 

 

                                      Control              1 مل 2                               مل  

Talaromyces tiftonensis 

 

  B1على نمو الفطريات المنتجة للافلاتوكسين   A. chroococcumالبكتريا أثير ( ت4-41شكل )
 0م 2±  72بعد أسبوع من الحضن بدرجة حرارة 



 

 

 

    A. chroococcumبكتريا  لقاح من الحيوي المستحضر مراحل تصنيع  -4-4

 اختبار نقاوة حبوب الحنطة  -4-4-1

حافظة كربلاء م عض حقولفترة الحصاد من ب ثناءاحبوب الحنطة المأخوذة ان  وضحت الدراسةأ   

سبوع ألمدة  PDAزراعتها في اطباق بتري حاوية على وسط  عبروذلك  2/6/2024بتاريخ  المقدسة

 كانت غير ملوثة بالفطريات .  0م 27-20وبدرجة حرارة 

 

 للقاح البكتريا حاملة كمادةCaCo3   الكالسيوم كاربونات مادةملائمة  اختبار -4-4-2

 أشارت نتائج الاختبار إلى أن كربونات الكالسيوم ليس لها تأثيرات ضارة على نمو بكتيريا       

 A. chroococcum وقد ثبت ذلك من خلال التركيز العالي للخلايا البكتيرية في غرام واحد من , 

 جة معوحدة تكوين مستعمرة/غرام . توافقت هذه النتي x1101210هذه المادة, والذي وصل إلى  

  Kumar في ملائمة هذه المادة لحمل خلايا بكتريا  (2020 (واخرونA. chroococcum  . 

 تعد كربونات الكالسيوم مهمة في زيادة فعالية المستحضرات البيولوجية المستخدمة في تصنيعها            

ثل تغيير طبيعة الوسط وذلك لقدرتها على تثبيط نمو الفطريات الممرضة من خلال التأثير غير المباشر م

المغذي وتغيير الرقم الهيدروجيني , اذ تقوم بتغيير الوسط المزروع إلى قلوي عند تحلله مائيا بإعطاء 

 ( ولأن الفطريات تفضل الوسط المحايد أو الحمضي قليلا للنمو 1986أيونات هيدروكسيل سالبة )عواد, 

وفر العناصر الغذائية التي تحتاجها الفطريات مما ت فيفإن تغير قيمة الرقم الهيدروجيني للوسط يؤثر  

 ( بالإضافة إلى كونها مادة متوفرة محليا 1988يثبط معدلات نموها )بلكارامي وفيرما, 

 ( .2023وغير مكلفة مما يخفض تكلفة الإنتاج على نطاق واسع )الاسدي,

 

 الحيوي  في الغرام الواحد من المستحضرالكثافة العددية للبكتريا حساب -4-4-3

في الغرام الواحد من   A.chroococcumظهرت نتائج الدراسة إن إعداد خلايا البكتريا أ         

وحدة تكوين مستعمرة/غم بعد التحضير مباشرة , ولقد  1210×110المستحضر الحيوي قد بلغت 

 . وحدة تكوين مستعمرة/غم  1210×80انخفضت بعد مرور ستة أشهر من التحضير إذ وصلت إلى 

لكل غرام في المستحضر البيولوجي الذي  A. chroococcumيعزى الانخفاض في عدد خلايا        

 يتضمن البكتيريا وكربونات الكالسيوم إلى عدة عوامل منها عدم توفر العناصر الغذائية اذ ان  وجود

 السيوم يعمل كعاملان كربونات الك كماكربونات الكالسيوم يؤثر على ديناميكيات العناصر الغذائية ,  

تخزين ولكنه لا يوفر العناصر الغذائية الأساسية, فقد تعاني البكتريا من تقييد النمو, مما يؤدي إلى  

بيئة للPH (  . كما ان كربونات الكالسيوم تغيير درجة Bock ,1996 و  Heggoالخلايا ) عدد انخفاض

 الأمثل بسبب إذابة كربونات الكالسيوم , وبما ان   إذا تحول الأس الهيدروجيني بعيدًا جدًا عن هذا النطاق 



 

 

البكتريا تزدهر عادةً في ظروف محايدة إلى قلوية قليلاً , فقد يؤثر ذلك سلبًا على قابلية الخلايا للبقاء على 

 ( .Shukla ,2019و   Hinton,2013 ;  Dileep و Fennقيد الحياة )  

( في انخفاض 2014و الهاشمي, 2005الباحثين  )العاشور,توافقت نتائج هذه الدراسة مع نتائج        

  اعداد البكتريا في المستحضر الحيوي البكتيري .

    A. chroococcumلقاح بكتريادراسة فعالية المستحضر الحيوي المصنع من  -4-4-4

 1Bبالفطريات المنتجة للافلاتوكسين   في حماية  حبوب الحنطة من الإصابة

  (3-4جدول ) B1لبعض الفطريات المنتجة الافلاتوكسين  B1الافلاتوكسين  تركيزتم تقدير         

بمنع انتاج الافلاتوكسين بعد مرور ستة اشهر من الخزن   A.chroococcumواختبار كفاءة البكتريا 

المستخدم لتحديد وجود وتركيز الأفلاتوكسين  HPLC, حيث كشفت نتائج تحليل  HPLCباستخدام تقنية 

1AFB ي جميع معاملات تجربة التخزين عن وجود فروق معنوية بين حبوب الحنطة دون اي معاملة ف

(Control مع حبوب الحنطة الملوثة بلقاح العزلات الفطرية المنتجة للافلاتوكسين )B1  وبين المعاملة

 (.4-22والملوثة باللقاح الفطري الجدول )  A.chroococcumبالمستحضر الحيوي البكتيري للبكتريا 

 HPLCبتقنية  AFB1( معاملات التجربة الخزنية ونسبة تركيز الافلاتوكسين 4-22جدول )

 بعد مرور ستة أشهر من الخزن

 

 المعاملات                                   

B1تركيزالافلاتوكسين  

( ppb) 

 4.1 (Controlالحبوب دون اي معاملة )

 UDL حبوب ملوثة بالبكتريا فقط 

 168.1 فقطA.flavus1 ملوثه بالفطر  حبوب

 41.6 +المستحضر الحيوي البكتيريA.flavus1حبوب ملوثة بالفطر

 173.9 فقطA.tubigensis حبوب ملوثه بالفطر 

 33.6 +المستحضر الحيوي البكتيريA.tubigensis حبوب ملوثة بالفطر

 132.8 فقط  A.terrusحبوب ملوثه بالفطر 

 27.9 + المستحضر الحيوي البكتيري A.terrus حبوب ملوثة بالفطر 



 

 

 142.9 فقطA.niger2 حبوب ملوثه بالفطر 

 41.0 + المستحضر الحيوي البكتيريA.niger2 حبوب ملوثة بالفطر

 166.9 فقط F. equiseti حبوب ملوثه بالفطر 

 27.9 + المستحضر الحيوي البكتيريF. equiseti حبوب ملوثة بالفطر

 174.2 فقط  A.niger 3فطرحبوب ملوثه بال

 25.6 + المستحضر الحيوي البكتيري  A.niger 3حبوب ملوثة بالفطر

LSD 5.07 

*UDL 0.25= تركيز السم PPb 

     

 

 ان عزلة الفطر HPLCظهرت نتائج التقدير الكمي بتقنية الكروماتوغرافيا السائل العالي الاداء أ        

A.flavus1 كانت منتجة لسم الافلا B1 168.1بتركيزوppm ( بينما في الحبوب4-42الشكل ) 

  السم المسجل تركيز لمستحضر الحيوي البكتيري فقد كانمع اضافة ا A.flavus1 الملوثة بالفطر 

 ( . 4-43الشكل )   PPb(  41.6) وه

 

 حبوب ملوثه المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-42شكل )

 فقطA.flavus1  بالفطر 



 

 

 

حبوب ملوثة  المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-43شكل )

 +المستحضر الحيوي البكتيريA.flavus1بالفطر

فقط بلغت  A.terrusوالفطر    A.tubigensisفي المعاملات الملوثة بالفطر فقط لك   أما            

في ( بالتتابع ,  4-45الشك  ) PPb ( 132.8( و)  4-44الشك  ) ) PPb 173.9 )السمية الفطرية 

اضافة المستحضر الحيوي  مع A.terrusو   A.tubigensisبنفس الفطرين ملوثة الحبوب الحين 

الشكل )   PPb(  27.9( , )4-46الشكل )   PPb( 33.6) وه السا المسج  كان تركيزفقد البكتيري 

 . بالتتابع (47-4

 



 

 

 حبوب ملوثه  المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-44شكل )

 فقطA.tubigensis بالفطر 

 

 حبوب ملوثه المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-45شكل )

 فقط  A.terrusبالفطر  

 

 حبوب ملوثة منتج منال B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-46شكل )

 +المستحضر الحيوي البكتيريA.tubigensis بالفطر 

 



 

 

 

 حبوب ملوثة المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-47شكل )

 + المستحضر الحيوي البكتيري A.terrus بالفطر  

 

كانت منتجة للافلاتوكسين  A.niger2 الفطرية لهبينت النتائج ان حبوب الحنطة الملوثة بلقاح العز        

B1 (142.9) اذ بلغ تركيز السم هو PPb (4-48شكل , ) معبنفس الفطر ملوثة الحبوب الفي حين 

-49الشكل )   PPb( 41.0)بـ يقدرالسا المسج   كان تركيزفقد اضافة المستحضر الحيوي البكتيري 

4) 

 

 



 

 

 حبوب ملوثه المنتج من B1لاتوكسين ( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الاف 4-48شكل )

 فقط A.niger2 بالفطر  

 

 حبوب ملوثة  المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-49شكل )

 + المستحضر الحيوي البكتيريA.niger2 بالفطر

 الناتج يقدر B1الافلا فقد بلغ تركيز سم  F. equiseti  في الحبوب المعاملة بالفطر أما           

 نفسه الناتج من حبوب ملوثة بالفطر B1الافلاتركيزسم  , بينما كان(4-50الشكل ) PPb( 166.9) بـ   

 ( .4-51الشكل)PPb  ( 27.9 قدربـ)ياضافة المستحضر الحيوي البكتيري مع 

 

 

 حبوب ملوثه المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-50شكل )

 فقط F. equiseti بالفطر  



 

 

 

 حبوب ملوثة المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-51شكل )

 + المستحضر الحيوي البكتيريF. equiseti بالفطر 

قدر بـ ي  A.niger 3 بالفطر الناتج من حبوب ملوثة الافلاتوكسينتركيز  في حين كان             

(174-4 )PPb من حبوب ملوثة بالفطر نفسه الافلاتوكسين الناتج تركيز , بينما كان(4-52ل )الشك 

 . (4-53الشكل ) PPb(  25.6 قدربـ)يمع اضافة المستحضر الحيوي البكتيري 

 

 حبوب ملوثه المنتج من B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-52شكل )

 فقط  3A.nigerبالفطر  



 

 

 

 حبوب ملوثة المنتج من B1المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين (  4-53شكل )

 + المستحضر الحيوي البكتيري niger3بالفطر   

 ( Controlايضا ان حبوب الحنطة دون اي معاملة ) HPLCاظهرت نتائج التقدير الكمي بتقنية          

 الافلاتوكسين الناتجتركيز بينما كان (4-54الشكل )  PPb( 4.1قدربـ)ي ةالافلاتوكسين الناتجتركيز  كان

 .(  4-55الشكل )  PPb( 0.25قدر بـ)يمن حبوب الحنطة المعاملة بالمستحضر البكتيري فقط 

 

 المنتج من الحبوب دون B1( المخطط الكروماتوكرافي لتركيز الافلاتوكسين  4-54شكل )

 (Controlاي معاملة ) 



 

 

 

حبوب ملوثة بالبكتريا  المنتج من B1افي لتركيز الافلاتوكسين ( المخطط الكروماتوكر 4-55شكل )

 فقط

 هذه النتائج ان الفطريات  تمتلك ضراوة عالية تمثلت بأحداث نسب عالية بوساطةيتضح            

 من الإصابة في حبوب الحنطة , في حين كانت في معاملة السيطرة )بذور غير ملوثه باللقاح الفطري(  

 بعد مرور ستة اشهر من الخزن , كما ان بعض الاجناس الفطرية وخاصةضئيلة   بنسبة

 تمتلك القدرة على النمو في ظروف مختلفة وقدرتها على المقاومة العالية   Aspergillusجنس 

 للتنافس والانتشار السريع وذلك بسبب افرازها منتجات ايضية ثانوية  مثل السموم الفطرية

  (Al-saraireh ,حيث اثبتت قدرة 2017( . توافقت النتائج مع دراسة الراوي )2015واخرون )

على انتاج الافلاتوكسين وبتراكيز عالية على الرغم من معاملته بمعاملات  .Aspergillus sppالفطر 

 تثبيطية حيوية , فيزيائية و كيميائية .

على إصابة حبوب  spp. Aspergillusأشارت العديد من الدراسات  إلى قدرة أنواع الفطر           

 هو السائد بنسبة عالية Aspergillus spp.( ان الجنس  2006و آخرون )  Alzweiالحنطة فقد وجد 

 في أصناف مختلفة من الحنطة المستخدمة في صناعة الغذاء ويستطيع النمو و انتاج السموم الفطرية في 

جناس ( ان اغلب الا2008)واخرون  Riba وجود محتوى رطوبي منخفض . أيضاً اشارت دراسة  

 و Aspergillus , Penicillium , Fusarium التي تصيب الحنطة اثناء الخزن هي الفطرية

Alternaria  .( الى أنواع تابعة للجنس 1995كما اشار سرحان )Aspergillus فقة لحبوب مرا

 Joshaghani ن وجد  الصفراء في سايلوات مختلفة لمحافظة القادسية . في حي الحنطة والشعير والذرة

 .Aأن اغلب الفطريات المعزولة من حبوب الحنطة المخزونة في ايران كانت   ( 2013 (و آخرون 

flavus , Fusarium spp.  ,A.niger ,Alternaria spp.  , 

Rhizopusspp,Penicillium spp.   و Cladosporiumspp. . 



 

 

فعالية   A. chroococcumلمصنع من بكتريا  ظهرت نتائج المستحضر الحيوي البكتيري  اأ        

كما إن المستحضر الحيوي البكتيري وفر حماية   .عالية في حماية حبوب الحنطة من الإصابة بالفطريات

 (.               Controlلحبوب  الحنطة المعاملة به من الإصابة الطبيعية مقارنة مع الحبوب دون اي معاملة )

 مستحضر الحيوي البكتيري  في اختزال نسب الإصابة في حبوب الحنطة إلى امتلاكتعود فعالية ال       

لآليات عديدة تمكنها من تثبيط نمو الفطريات الممرضة ومن أهم هذه  A. chroococcumالبكتريا  

 مركبات عضوية ومواد ايضية واندول حامض الخليك وبعض الأنزيمات التيالآليات إنتاج 

 حلل جدران الخلايا الفطرية وبالتالي تثبيط نمو الفطريات ومن هذه الأنزيمات تمتلك القدرة على ت 

Chitinase, Glucanase وIaminarinase (Sarhan  وOmar ,2012 ; El-Tarabily  و

Sivasithamparam ,2006. ) 

   , Herbicolin بعض المضادات الحيوية مثل  A. chroococcumتنتج بكتريا            

Pyoluteorin و Phenazin  , ان هذه المضادات الحيوية تعمل على تثبط نمو وإنبات الابواغ الفطرية 

 مما يؤدي إلى منع او تقليل حدوث الإصابات الفطرية للحبوب ومنها الحنطة وخاصة في المخازن 

 عن فصلي الخريف والشتاء اثناءالتي تنعدم فيها شروط الخزن الجيدة , إذ ترتفع الرطوبة النسبية 

 مستوياتها في فصل الصيف وهذا سوف يساعد البكتريا الموجودة على أسطح الحبوب بالنمو السريع 

نتيجة حصولها على الغذاء من نواضح الحبوب وبالتالي تقوم بإنتاج المضادات الفطرية والإنزيمات  

  Muslimات ), وايضا تنتج مركبات ذات أوزان جزيئية منخفضة  تعمل على مقاومة الفطري المحللة

منافستها على المكان والمواد بوتعمل على منع وصول المسبب المرضي وذلك ( .2021واخرون , 

 . (  Jensen)  ,2021 وحماية النبات من الاصابة بالأحياء الممرضة  الغذائية 

ية ( بشكل كبير في فعالA.chroococcum تساهم كربونات الكالسيوم )الحاملة للقاح بكتيريا         

المستحضر الحيوي في تثبيط نمو الفطريات عن طريق خفض محتوى الرطوبة في الحبوب إلى مستوى 

يمنع إنبات وتطور جراثيم الفطريات حيث تعمل هذه المادة على امتصاص الرطوبة من خلال اختلاف 

  . (1989سعة الرطوبة بينها وبين الحبوب, حيث لا ترطب بسرعة )الكبيسي 

( اذ وجد ان استخدام  2020 (واخرون  Kumarنتائج الدراسة مع نتائج الباحث  توافقت         

يؤدي إلى تقليل أعداد الفطريات في التربة, وبالتالي  A. chroococcumالكالسيوم كحامل لـ  كربونات

و اخرون  Rashid( ودراسة 2006) Zaidi و  Khanتحسين صحة النبات,  ايضا اشارت دراسة 

, والتي يمكن أن تتفوق A. chroococcumونات الكالسيوم تعزز قابلية بقاء البكتريا ان كرب.( 2020)

للفطريات وبالتالي حماية آليات مختلفة, مثل إنتاج مستقلبات مضادة  عبرعلى أو تمنع نمو الفطريات 

مع  A. chroococcumالمخزنة مثل القمح من مسببات الأمراض الفطرية  . كما ان تطبيق  الحبوب

 بونات الكالسيوم يقلل من الإصابة الفطرية في الحبوب المخزنة, ويحسن جودتها ومدة صلاحيتهاكر

 (Khan  ,2017واخرون. ) 



 

 

 ة في برنامج المكافحة البيولوجية على تقييد نموعملتعمل غالبية العوامل البيولوجية المست           

 غذاء, ولكنها لا تقضي عليها حيث تظل الفطريات المسببة للأمراض والتي تنتج السموم داخل ال 

بعض الخلايا الفطرية قابلة للنمو, فعند زراعة المادة الغذائية المصابة بالفطريات )الحبوب , البذور 

يظهر نمو للفطر على المواد الغذائية مع انخفاض  PDAوالمواد الغذائية المصنعة( على وسط نمو مثل 

يعني ان الفطر يبقى موجودا في مناطق محدودة   صغيرة دون ان  او عدم انتاج السموم الفطرية , وهذا

 ( .2022واخرون , Martínينتشر )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Conclusionsالاستنتاجات 

وسمومها بالعديد من الفطريات  المخزونة في السايلوات ليد الدراسة كشفت نتائج العزل عن تلوث الحبوب -1

 الفطرية

% من جميع حبوب الحنطة المحلية 100حيث سيطر بنسبة   .Aspergillus sppانتشار وسيادة الفطر  -2

 والمأخوذة من سايلوات مختلفة .

ة فطريالإل  أن العزلات  PCR  تقنية تفاع  البوليميرا  المتسلس  عمالأشار التحديد الجزيئي باست  -3

 ومات الجيني.كانت متوافقة مع العزلات العالمية في بنك المعل B1لأفلاتوكسين ل المنتجة

بالكش  يسمح  B1 في دراسة إنتا  الأفلاتوكسين Real-Time PCRتقنية التعبير الجيني  عمالاست ان -4

. كما يساعد في  المبكر عن الفطريات المنتجة للأفلاتوكسين في الحبوب, مما يسه  اتخاذ التدابير الولائية

 . في هذه العملية "فها الجينات التي تلعج دورًا رئيسا

للحبوب  B1وانتا  الافلاتوكسين   المستحضر الحيوي البكتيري بشك  فعال عل  تثبيط نمو الفطريات يعم -5

 . المعاملة بالمستحضر البكتيري

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

   Recommendationالتوصيات

 

 و aflRالتي لها علاقة وثيقة بتكوين الافلاتوكسين , ومن هذه الجينات  خرىدراسة الجينات الأ -1

aflP. 

التلوث  التجارية لتجنبتطبيق المستحضر الحيوي البكتيري على الحبوب المخزنة في المخازن  -2

  فعال.والعدوى الفطرية, حيث يعمل كمواد حافظة بشكل 

 الممرضة.دراسة تأثير المستحضر الحيوي البكتيري على أنواع إضافية من الفطريات  -3

 
مدى سلامته على الأنظمة البيولوجية اختبار السلامة الصحية للمستحضر الحيوي لتحديد   -4

 . مما سيكون بمثابة مؤشر على سلامته للإنسان المختبرية ,للحيوانات 
 

إعادة النظر في ظروف وطرائق وتقنيات تخزين الحنطة بما يجنب اصابتها بالفطريات وسمومها  -5
. 
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 .العراق/كربلاءكلية الزراعة/جامعة 

التكامل بين العوامل الأحيائية والمبيدات الكيميائية في السيطرة .  (2021) .دخيل, فيد عباس 

جستير, على مسببات امراض جذور نباتات الزينة في مشاتل محافظتي كربلاء وبابل , رسالة ما

 .كلية الزراعة/جامعة كربلاء/العراق

الفطريات المصاحبة للحبوب المخزونة في سايلو محافظة  (.1995سرحان, عبد الرضا طه. ) 

 .24: 19: 1القادسية, مجلة القادسية, المجلد, العدد 

فاعلية المكافحة المتكاملة في السيطرة على بعض مسببات   ( .2022شيحان ,صفا جميل .) 

كلية .  رسالة ماجستير.  Celosia argentea  ن جذور نبات عرف الديكمرض تعف

 الزراعـة ـ جامعة كربلاء .

جامعة  -الفطريات والسموم الفطرية .كلية الزراعة .2000)عبد الحميد محمد) عبد الحميد, 

 صفحة . 313المنصورة.

نمو عزلة الفطر  في تثبيط Baiarovin.تقييم كفاءة المبيد الحيوي 2017)صادق محمد ) علي, 

Aspergillius flavus  1والقدرة على انتاج سمAflatoxin B الزراعية. .مجلة الكوفة للعلوم

 155.-138(:3)9الزراعة. جامعة الكوفة. جمهورية العراق. النبات. كليةوقاية  قسم



 

 

 

جامعة -مبادئ كيمياء التربة .دار الكتب للطباعة والنشر . (1986عواد, كاظم مشحوت .) 

  . صفحه 296موصل.ال

 Food and Agriculture  (FAO )للأمم المتحدة ةمنظمة الأغذية والزراع 

Organization Of the united Nations( .2013) . موجز منظمة الأغذية

 . والزراعة عن امدادات الحبوب والطلب عليها

المملكة . دار دجلة . Mycotoxinالسموم الفطرية  (.(2011نخيلان ,عبد العزيز مجيد. 

 ص.320عمان :–الاردنية الهاشمية 

التحري عن بعض الفطريات المنتجة للافلاتوكسين في بعض  .2011)نعمة, عبد عقيل) 

الاغذية ومحاولة تقليل اضرارها باستخدام بعض المستخلصات النباتية والفيتامينات. رسالة 

 ماجستير, كلية التربية للعلوم الصرفة . جامعة كربلاء.

 ) . 2014د قحطان ووحيد رشيد حسن, وبالسم احمد عباس , وحيد حميد نوار. )وحيد, ايا 

على نباتات   solani  Rhizoctonia الفطرتقييم السالالت البكتيرية المحفزة لنمو النبات ضد 

 . عدد خاص . .Solanummelongena L.J.of Bio.Res الباذنجان  .
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SUMMARY 

          This study was conducted in the laboratories of the Department Biology / 

College of Education for Pure Sciences, University of Karbala, from 10/12/2023 

to 1/22/2025. Some fungi associated with local grain species stored in silos in 

Kerbala Governorate were isolated. Their ability to produce aflatoxin B1 was 

detected using ammonia detection and thin layer chromatography (TLC). 

Aflatoxin B1 concentrations were measured using high-performance liquid 

chromatography (HPLC). The isolated fungi were identified using the traditional 

method and molecularly using polymerase chain reaction (PCR) technology. 

 

        Two isolates were selected, one of which was more productive of aflatoxin 

B1 and the other less productive of aflatoxin B1, for comparison using real-time 

quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR). 

        The effectiveness of the Azotobacter chroococcum isolate in inhibiting 

aflatoxin B1-producing fungal isolates was tested. A biological preparation of A. 

chroococcum inoculum was prepared, and the effectiveness of the biological 

preparation in protecting wheat grains from infection by aflatoxin B1-producing 

fungi was tested. 

         The results showed that stored wheat grains were contaminated with 

aflatoxin-producing fungi in varying numbers. The total number of fungal 

isolates reached 349, representing nine species. These species belonged to five 

genera of filamentous fungi: Aspergillius, Penicillium, Alternaria, Fusarium, 

and Talaromyces. The other species were A. flavus, A. niger, A. terrus, A. 

tubingensis, A. caespitosus, P. camemberti, Alternaria, F. equiseti, and 

Talaromyces tiftonensi. Aspergillus spp. was the most dominant fungal isolate, 

accounting for 258 isolates.   

        High-performance liquid chromatography (HPLC) quantitative estimation 

results showed that the A. flavus1 isolate was the highest producer of aflatoxin 

B1, with a concentration of 215.9 ppb. This was followed by A. niger3, with a 

concentration of 184.9 ppb. A. flavus3 came in third place with a concentration 

of 162.5 ppb. A. flavus2 was then followed by P. camembeti, with a 



 

 

concentration of 155.8 ppb. Alternaria alternata was then followed by A. niger2 

and A. tubingensis, with concentrations of 124.6 and 114.5 ppb. The aflatoxin 

estimation results for the A. terrus isolates were 90.5 ppb, A. caespitosus, with a 

concentration of 44.9 ppb, and F. equiseti, with a concentration of 145.9 ppb.  

41.3 ppb and Talaromyces tiftonensis at 35.61 ppb. The isolate with the lowest 

aflatoxin B1 production was A. niger1 at 30.5 ppb. 
        The study confirmed the diagnosis of A. chroococcum bacteria 

morphologically and microscopically. The diagnosis was confirmed by PCR 

technique, by determining the sequence of nitrogenous bases belonging to this 

bacteria, which was deposited in the GenBank database of the National Center 

for Biotechnology Information (NCBI), as a special sequence code was assigned 

to the bacteria, which is PQ516743.1.  

       The study demonstrated that A. chroococcum bacteria are highly efficient in 

inhibiting the radial growth of isolated aflatoxin B1-producing fungi grown on 

PDA medium, particularly at a concentration of 3 ml of bacterial suspension. 

The fungal colony diameter reached 0.00 cm for all aflatoxin B1-producing 

fungi. The inhibition rate for all fungi studied reached 100%.  While the 2 ml 

concentration of the bacterial suspension showed high efficiency in inhibiting 

fungi producing aflatoxin B1, the colony diameters reached 0.00 cm for the 

genera A. niger1, A. niger2, A. caespitosis, P. cammemberti, Alternaria 

Alternaria, and Talaromyces tiftonensis. Meanwhile, the colony diameters for 

the genera A. flavus1, A. flavus2, and A. flavus3 reached 2.50, 0.50, and 2.05 cm, 

respectively. The colony diameters for the genera A. niger3, A. terrus, A. 

tubingensis, and F. equiseti reached 3.70, 1.25, 2.45, and 1.12 cm, respectively.  

      The results showed that the 1 ml concentration of bacterial suspension gave 

lower inhibition results against most fungi producing aflatoxin B1. 
 

         The results showed that wheat grains contaminated with fungal isolates 

produced aflatoxin B1 at higher concentrations than wheat grains treated with 

bacterial bio-infusions and contaminated with fungal inoculum after six months 

of storage. The aflatoxin concentration produced by wheat grains without any 



 

 

treatment (control) was estimated at 4.1 PPb, while the aflatoxin concentration 

produced by wheat grains treated with only bacterial bio-inoculum was 

estimated at 0.25 PPb. 
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