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 معلومات البحث:   الخلاصة: 

والفطريات المرافقة لحبوب    B1لغرض التحري عن الافلاتوكسين    هذا البحثاجري  

محافظة   في  الصفراء  والذرة  جمعت الحنطة  ومخازن    ميسان  اسواق  من  العينات 

الحنطة والذرة    50محافظة ميسان وبواقع   تقنية   الصفراء. عينة لكل من  تم استخدام 

الافلاتوكسين   انتاج  عن  السريع  للكشف  المتعدد  التسلسلي  البلمرة  من   B1تفاعل 

اظهرت النتائج   ,afIR1,afIR2زوجين من البوادئ    باستخدامالعزلات الفطرية وذلك  

لجنس   تابعة  الفطريات  من  نوعين  تشخيص   A. flavusوهي    Aspergillusالى 

% على  21% و4وبنسبة  ) الرشاشية السوداء (    A. nigerو)الرشاشية الصفراء (   

تلوثا وبنسبة   الصفراء هي الاكثر  الذرة  %  28% وبنسبة  72التوالي وكانت حبوب 

فطر   عزلات  جميع  ان  الدراسة  واظهرت  الحنطة  حاملة   A. flavusلحبوب  كانت 

فطر   عزلات  اما  الافلاتوكسين  الجي   A. nigerلجين  ظهر  عزلات  فقد  ثلاث  في  ن 
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 :المقدمة

الحبوب المحاصيل، وخاصة  والتغذية، مصدر  تعد  للطاقة  العالم. تستهلك   رئيس  أنحاء  البشري في جميع  الغذائي  النظام  في 

أو نيئة  كحبوب  عام  بشكل  مثل  الحبوب  مصنعة  منتجات  شكل  في  تستخدم   مطبوخة  وغالبا  والبسكويت  والخبز  والسميد  الدقيق 

محاصيل الحبوب ومنتجاتها الثانوية أيضًا كعلف للماشية والدواجن التي يتم تقديمها في النهاية كمصادر لمنتجات الألبان والدواجن 

البشري. للاستهلاك  اللحوم  العالم    ومنتجات  في  الحبوب  إنتاج محاصيل  إجمالي  ربع من  )الفاو(،  والزراعة  الأغذية  لمنظمة  وفقا 

استهلاك طعام ملوث   زاد عدد حالات التسمم الفطري لدى البشر في العقود القليلة الماضية  بسبب   [1,2]  ملوث بالسموم الفطرية

  ، الفطرية  السموم  من  أكثر  أو  والزراعية  التيبواحد  التجارية   الأعمال  استدامة  على  أيضا  أثرت  النهاية  السموم [5-3]     في 

لها    Penicillium و   Aspergillus   ، Fusarium تنتجيها مجموعة من الفطريات من أهمها  التيالفطرية هي مركبات ثانوية  

القابلية على التجمع في الانسجة المختلفة ، نتيجة  القدرة على إنتاج مركبات أيض ثانوية عندما تنمو على بيئة مناسبة لها، وتكون لها 

تشكل السمية الحادة والتأثيرات المسببة للسرطان   .[6]والاغذية ومحاصيل الحبوب لنمو بعض الفطريات في مختلف أنواع النباتات

الحبوب   في  وتلوثها  الفطرية  القائمةللسموم  ومنها    والمنتجات  الأغذية  لسلامة  كبير  قلق  مصدر  الحبوب  جانب    البشر،على  إلى 

 [7]خسائر اقتصادية فادحة 

،  الحنطة  الذرة،الأفلاتوكسينات هي نوع من السموم الفطرية التي تنتج من العفن الذي يلوث مختلف المحاصيل بما في ذلك   

آثار صحية خطيرة  الطعام غير صالح للأكل والتسبب في  إمكانية جعل  لها  القطن. الافلاتوكسينات  الحقل ومحاصيل بذور  فستق 

 Aspergillusالرشاشية الصفراء    على البشر حسب المستويات الموجودة.فيها . الفطريات الأولية التي تنتج السموم الفطرية هي

flavus        والرشاشية الطفيلية Aspergillus parasiticus    تتعرض لظروف   الحبوب التيويمكن أن تنمو على المحاصيل أو

 .[8]دافئة ورطبة 
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 والمحاصيلبعضها خطير بشكل خاص على الحيوانات والبشر    الطبيعة،من الأفلاتوكسين في    14على الرغم من وجود أكثر

مواد سامة للجينات ومسببة   وهيهو الأكثر شيوعًا في الطعام    B1( الأفلاتوكسين  B1, B2, G1, G2ة. ومن اهمها )الغذائية الرئيس

، وهو مستقلب الأفلاتوكسين M1للسرطان.  وقد يزيد من سرطان الكبد على البشر. مادة مسرطنة أخرى محتملة هي الأفلاتوكسين  

B1    الأفلاتوكسين ابتلعت  التي  الماشية  من  المأخوذ  اللبن  يلوث  أن  يمكن  يمكنالذي  كابوسًا   الملوثة  الأفلاتوكسينات  تكون  أن 

يمكنك أن تأخذ تدابير لإزالة هذه السموم من الغذاء وضمان سلامة الأغذية والمخاوف الصحية   الحظ،لمصنعي الأغذية. لكن لحسن  

 . [9]للمستهلكين 

حاليًا،    لذلك، الخام  والمكونات  الغذاء  في  الأفلاتوكسينية  الفطريات  واكتشاف  لتحديد  فعالة  طرق  تطوير  الطرق    تعديجب 

( المتسلسل  البلمرة  تفاعل  مثل  أو  PCRالجزيئية  الفعلي  الوقت  في  المتسلسل  البوليميراز  تفاعل  أو   ،)PCR  ( (، qPCRالكمي 

فعالة للكشف عن   loop-mediated isothermal amplification (LAMPوالتضخيم المتساوي الحرارة بوساطة الحلقة )

 .[10] تلوث الغذاء بالكائنات الحية الدقيقة

كون الفطريات الممرضة وفي اغلب الاحيان تظهر تبايننا واضحا حتى بين العزلات العائدة للنوع نفسه لذلك تم اللجوء الى  

ها الجسمية او التكاثرية في الكشف عن وجود الانواع في هيئت   DNAاستخدام التقنيات الجزيئية المعتمدة على دراسة تتابع قواعد الـ 

تظهر باتباع طرق الفحص او   لا  التيتكشف وجود الانواع التي لايمكن زراعتها مثل متبقيات الفطريات الميتة او المنقوصة    وهي

له في حبوب الحنطة والذرة الصفراء باستخدام   والفطريات المنتجة  B1التحري عن الافلاتوكسين    البحث عن. يهدف    [11]العزل  

 . PCRتقنية الـ 

 

 المواد وطرق العمل 

ومخازن الحبوب في محافظة ميسان ووضعت    عينة لكل من الحنطة والذرة الصفراء من مناطق مختلفة لاسواق  50جمعت  

 في اكياس البولي اثيلين ونقلت الى المختبر.

 

 عزل وتشخيص الفطريات  

%   3ا تم غمر حبوب القمح  في محلول هايبوكلورايد الصوديوم بتركيز  هلتقنية العزل المباشر و في   [12]تم استخدام طريقة

باستخدام ورقتي   الرج و جففت  المعقم بطريقة  المقطر  بالماء  دقيقتين و غسلت ثلاث مرات  لمدة  السطحي لحبوب  التعقيم  لغرض 

 .ترشيح معقم لازال اثر هايبوكلورايت  الصوديوم و الماء 

   and Dextrose Agar SDA  sabourausd سم( تحوي على وسط    8أطباق بلاستيكية )قطرها    زرعت في  وبعدها تم

البكتريا  وذلك بوضع أربع حبات من على بعد    40مع اضافة   سم عن حافة الطبق خامسة في 3ملغم/ لتر من امبسلين لمنع نمو 

لمدة سبعة أيام  2مْ ± 25وسط الطبق وكررت العملية ثلاث مرات )مكررات( لكل مادة حضنت جميع الاطباق  تحت درجة حرارة 

العزلات حسب  طريقة   والمجهرية  المظهرية  على صفاتها   اعتمادا  الفطريات وشخصت  تنقية عزلات  تم  تم     [12,13]بعدها 

 حساب نسبة الظهور والتردد وفقا للمعادلات التالية :  

                     

         عدد العينات التي ظهر فيها النوع الواحد       

  100×      _________________________________النسبة المئوية للظهور) % ( =   

 

 عدد العينات الكلية                                                    

 

 عدد عزلات النوع الواحد                                                       

    100=    ___________________________________    ×  النسبة المئوية للتـردد )% (

                                                 

 العدد الكلي لعزلات جميع الانواع                                                       

 

 الدراسة الجزيئية 

   تحضير البوادئ

البوادئ  ( ذوبت باستعمال ماء مقطر منزوع الايونات للحصول على تركيز 1الخاصة والمدرجة في جدول رقم )  تم اختيار 

 ( بيكومول.100نهائي ) 
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 تتابع القواعد النتروجينية للبوادئ   :1جدول 

الموقع 

 المستهدف

 حجم الناتج (5-3) تتابع البادئ 

bp 

 المصادر 

AfIR1 5`-AACCGCATCCACAATCTCAT-3` 

5`-AGTGCAGTTCGCTCAGAACA-3` 

798 Manonmani et al., 

2005 [14] 

AfIR2 5`-GCACCCTGTCTTCCCTAACA -3` 

5`-ACGACCATGCTCAGCAAGTA -3` 

400 Manonmani et al., 

2005 [14] 

 

 استخلاص الحامض النووي  

النووي   الحامض  العزلات  DNAتم استخلاص  الفطري بعد تنميته     0.5الفطرية باخذ    من  للغزل  غرام من الوزن الرطب 

النتروجين السائل وبعدها تطبيق خطوات الاستخلاص باستخدام   SDBعلى وسط  السابرويد دكستروز السائل   و من ثم نقله الى 

الاستخلاص   الشركة    EZ-10 Bio basic ,Canada))  spin column fungal Genomic DNAعدة  تعليمات  وحسب 

 المصنعة .

 الترحيل الكهربائي  

مع     3مزج المحضر مسبقاً  التحميل  دارىء  الـ    7مايكرولتر من محلول  المراد ترحيله وبعد عملية   DNAمايكروليتر من 

لحين وصول الصبغة   دقيقة   30فولت/سم لمدة  7مرر بعدها تيار كهربائي بفــرق جــهد    ،المزج بينهما تم التحميل في حفر الهلام

 [15].نانوميتر  320مصدر للأشعة فوق البنفسجية عند طول موجي  باستخدامالدالة الى الجهة الثانية من الهلام. فحص الهلام 

  PCR التسلسلي تفاعل البلمرة

ال ـ تقنية  المشفر     PCR  استخدمت  الدنا  من  للبادئاتلتضخيم  زوج  )  هاواستخدمت  وبتركيز  1جدول  اجريت    10(  بيكمول 

 ( 2مايكروليتير وحسب ما موضح في جدول رقم ) 25طريقة العمل بحجم 

التفاعل بؤادى تشفر للجينات   الفطريات    المسؤولةاستخدم في هذا  وفي    ,AfIR2  AfIR1  وهيعن انتاج الافلاتوكسينات في 

 تفاعل واحد.

 

 AfIR2 AfIR1 بادئاتالمواد مزيج التفاعل الخاص لتشخيص  :2جدول ال

 المكونات الحجم بالمايكرولتر 

5 Master max 

1.5 AfIR1F 

1.5 AfIR1R 

1.5 AfIR2F 

1.5 AfIR2R 

5 DNA 

9 D.W 

 الحجم النهائي 25

 

 PCRبرنامج تفاعل 

 (.3)كما في الجدول  PCRضبطت الظروف المثلى لتنفيذ تقنية 
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 .  AfIR2 AfIR1 بادئات الظروف المثلى للكشف عن :3جدول ال

درجة الحرارة   الوقت  عدد الدورات 

 المئوية

 التسلسل  المرحلة

DNA مرحلة المسخ C° 94 5دقائق دورة واحدة الأولي    1 

مسخ   C DNA° 94 1 دقائق 30 دورة  2 

 3 الإلتحام C° 56 1 دقائق

 4 الإستطالة C° 72 2 دقائق

 5 مرحلة الإستطالة النهائية C° 72 10 دقائق دورة واحدة

 

  PCRالترحيل الكهربائي لنواتج الـ 

الصبغة  ساعة )لحين وصول    2فولت ولمدة    70% وبفولتية  2بتركيز    اجريت عملية الترحيل الكهربائي على هلام الاكارو

الهلام نهاية  الى  )الزرقاء  موجي  بطول  البنفسجية  فوق  الاشعة  تحت  الهلام  فحص  تم  بواسطة  320(   U.Vنانوميتر( 

Transilluminater .وتم تصوير الهلام باستخدام كاميرا خاصة 

 

 لنتائج والمناقشة ا

  Aspergillus  الرشاشيات  عينة بالفطريات التابعة لجنس   100عينة من مجموع    25الدراسة الحالية اصابة  اظهرت نتائج  

% وتليها عينات 72بلغت    إذ واظهرت النتائج ان اعلى نسبة اصابة بفطريات الاسبرجلس كانت في عينات حبوب الذرة الصفراء  

 .(1شكل رقم ) %28حبوب الحنطة بنسبة 

 

 
 في بذور الحنطة والذرة الصفراء  النسب المئوية للتلوث بالفطريات :1 شكلال

 

والرشاشية السوداء   Aspergillus flavusللتلوث بفطري الرشاشية الصفراء    نتائج تشخيص العينات والنسب المئوية  :4جدول  ال

Aspergillus niger  التي شخصت على انها مصاية 25في البذور الـ 

 Aspergillus نوع العينة

flavus 

Aspergillus 

niger 

 النسب المئوية المجموع

 %28 7 6 1 الحنطة 

 %72 18 15 3 الذرة الصفراء 

 %100 25 21 4 المجموع 

 

المسؤول عن    afIRالـ    بادئقدرة العزلات الفطرية المدروسة على انتاج الافلاتوكسن من ظهور   qpcr اظهرت نتائج تقنية

الجزئي   الموقع  عند  الافلاتوكسين  تخليق  )  400pbو  pb  798عملية  رقم  الدراسة    (.2شكل  في  المستخدمة  البؤادي  كانت 

0
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واوضحت النتائج ان حجم التضخيم جاء مطابق للحجم المتوقع ولم تظهر   afIR  لبادئ المشفر     DNAمتخصصة لتضاعف قطع الـ  

الـ    تفاعل  نتائج  او غير محددة .تشير  المستهدف وحجم   qPCRاي حزم اضافية  للجين  المستخدمة كانت محددة  البؤادى  ان  الى 

المتوقع . البذور على  16وقد شخص    التضخيم كان مطابق للحجم   Aspergillusمصابة بفطرالرشاشية الصفراء    انها % من 

flavus مصابة بفطرالرشاشية السوداء   انها %من البذور على 84  وAspergillus niger . 

 
الحامض النووي القياسي مسار    يمثل   M%  2على هلام الاكاروز بتركيز    qpcr  لـالترحيل الكهربائي لناتج تضخيم ا  :2شكل  ال

يمثل نتائج   6, مسار      الرشاشية الصفراء لعزلات تمثل نتائج موجبة  11,10,9,8,5,2,1مسار, البادئين   نتيجة موجبة لكلا   4-3

 .7مسار    وهي غير موجودة في  ) واطئ التعبير( الرشاشية السوداء موجبة لعزلة   

 

الذي يمتلك وظيفة التنظيم afIR (. [16,17] جينًا    39جينًا منها    53ما لا يقل عن  التخليق الحيوي لللافلاتوكسين ميتم تنظيم  

من نوع بولي ببتايد يعمل  كبروتين مرتبط بالحامض النووي ثنائي النواة  في   Gal4-type 47-kDaالذاتي يقوم بتشفيربروتين  

التركيبة في مجموعة الجينات الافلاتوكسين. وان عدم وجود   promoterمنطقة الحفاز   وهوة خاص بتنشيط نسخ معظم الجينات 

توقف    الافلاتوكسين. نتيجةهذا الجين او وجود جين شاذ )غير طبيعي( يعد مؤشرا قويا على عدم قدرة العزلات الفطرية على انتاج  

 .[18,19]او توقفه عن العمل   afIRبسبب غياب بروتين  afIRالتعبير الجيني لجين 

دراسة   عن  [20] وفي  الكشف  عند     afIR  الـتم  موجبة  نتيجة  العزلات  هذه  واعطت  خمسة  اصل  من  عزلات  اربع  في 

ايضا تم الكشف   .)منتجة للافلاتوكسين ( في حين اعطت العزلة الخامسة نتيجة سالبة وكانت فاقدة للجين    TLCاختبارها بتقنية الـ  

من اصل خمسة وعشرون عينة واكد    afIRاذ اظهرت سبعة عشر عينة احتوائها على بادئ الـ    [21]عن نفس البادئ في دراسة  

.وايضا اظهرت دراسة   NCBIالفحص التطابق التسلسلي  لخمس عينات  لفطر الرشاشية الصفراء على موقع بنك  الجينات  الـ  

بحث اخر    يوف  [22].عينة  في الاسواق المحلية  والمطاحن في محافظة كربلاءتواجد فطر الرشاشية في مئة وخمسة واربعون   

عينة حبوب الحنطة اظهرت النتائج تلوثها بفطريات مختلفة منها اثنان وستون عينة بفطر    200اجري في نفس محافظة كربلاء لـ

 [23]عينة  200الرشاشية الصفراء من اصل 

عند الموقع   afIRالـ    بادئفي ظهور  [20,25] وتتفق ايضا مع ما توصل اليه   [24] اظهرت نتائج الدراسة توافقا مع ماذكره

798pb    400وpb    في نفس   البادئظهر    فقد  الرشاشية السوداءالمنتجة لللافلاتوكسين . اما  الرشاشية الصفراء  في عزلات فطر

 وهذه النتيجة متوافقة مع     مما يعني انها غير منتجة لللافلاتوكسين  واطيء  بتعبيرولكن    A.flavusالموقع الذي ظهر فيه في فطر  

يعني ان تلك العزلة غير منتجة للافلاتوكسين لان تعبير الجين في مثل   واطيء  بتعبير  afIR  الـ  بادئ ذكروا ان ظهور    إذ   [26]

 .هذه الحالة يكون ضعيف ولايؤدي  الى انتاج الافلاتوكسين

عند الموقع afIR حاملة لجين  الرشاشية الصفراء اظهرت ان خمسة عزلات من فطر إذ[27] وتوافقت نتائج هذه الدراسة مع 

الجين في اربع عزالات من    798pbو   400 السوداءوظهور هذا  الدراسة مع دراسة  و  .واطيء  بتعبيرولكن    الرشاشية  تتفق هذه 

ال  إذ  [28] جين  تستهدف  بؤادى  استخدام  ان  سهولة   afIR  ـذكر  اكثر  يكون  للافلاتوكسين  المنتجة  الفطريات  وجود  عن  للكشف 
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 الاستنتاجات 

با  الشائعةالفكرة   المصابة  الحبوب  السوداءان  بادئ  لرشاشية  باستعمال  اثبتنا  البحث  هذا  في  سامة   الموقععند    afIRالـ    تكون 

ولكن    ،الموقعفي نفس    البادئفقد ظهر    الرشاشية السوداء  منتجة لللافلاتوكسين. اما  الصفراءالرشاشية    عزلات فطر  ان  400pbو

 اي انها غير سامة للمستهلك. مما يعني انها غير منتجة لللافلاتوكسين واطيء بتعبير

المصابة    نسبةكانت   وكانت  25الحبوب  النماذج  مجموع  من  حبوب   حبوب%  من  للاصابة  عرضة  اكثر  الصفراء  الذرة 

الحنطة. يعود ذلك الى ان نسبة الرطوبة في حبوب الذرة الصفراء اعلى منها في حبوب الحنطة. وأن نسبة الرطوبة العالية تشجع  

   .الرشاشية السوداءكانت اصابتها  % من حبوب الذرة الصفراء والحنطة المصابة 80على انتشار الفطر. ان اكثر من 
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The research was conducted for the detection of aflatoxin B and toxin 
fungi associated with wheat and corn grain in Mysan. The samples were 
collected from markets and stores, with 50 samples of wheat and corn 
for each. Polymerase chain reaction technology has been used to rapidly 
detect aflatoxin B1 production of fungal isolates of a specific primer 
afIR1, afIR2. The results indicated the diagnosis of two types of fungus 
belonging to the genus Aspergillus, A.flavus, and A.niger, by 4% and 21%, 
respectively. Corn is the most polluted, with 72% and 28% of the wheat 
grain. The study showed that all isolates of. A.flavus was the carrier of the 
gene aflatoxin; for isolates of A.niger, the gene has appeared in three 
isolates but inconspicuously. 
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