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  الملخص

بوساطة العديد من فرز ضمن السموم الفطرية الأكثر خطورة والأشد سمية؛ يُ  B1يُصنف مركب الأفلاتوكسين    

. تُهدد سموم الأفلاتوكسينات الأمن الغذائي العالمي لتسببها Aspergillus flavusالأجناس الفطرية؛ أغزرها إفرازاً فطر 

ا في تطور خلايا السرطان الكبدية في تلف المحاصيل الزراعية الاستراتيجية المُعرضة للغزو الفطري، كما ثبت دوره

خطورته من مقاومته لعمليات المعالجة والتفكيك؛ يُعزى ذلك لثباتية  B1عند البشر والحيوانات. يستمد الأفلاتوكسين 

هيكله الكيميائي. نظراً للدور الحيوي الفع ال الذي تؤديه جراثيم التربة في معالجة أنواع مختلفة من السموم البيئية 

 A. flavusات العضوية هدف البحث إلى عزل سلالات جرثومية وتقييم مقدرتها الحيوية في التثبيط الحيوي لفطر والملوث

بشروط المختبر،  AFB1وكبح إفرازه لسمومه، واختبار مقدرتها على التفكيك الحيوي لأشد الأفلاتوكسينات سمية 

 تها. والتوصيف الجزيئي لمسار التفكيك عند الجراثيم المُثبت كفاء

 A. flavusجُمع لهذا الهدف اثنتا عشرة عينة تربة محلية، وعُزلت منها الجراثيم بغية اختبار التضادية الحيوية ضد فطر 

الفطر السام وكبح تبوغه والحد من نمو انتُقيت العزلات الجرثومية التي أبدت تفوقاً في تثبيط ، NRRL 3357السلالة 

فت جزيئياً باستعمال  B1تمكنت من استقلاب الأفلاتوكسين من جهة، و  B1للأفلاتوكسين إفرازه  من جهة أخرى، ووص 

 16S rRNA. المورثة سَلْسَلِة تقانة

 ، A2b2 السلالة Delftia acidovorans :كالآتيالمتفوقة بمقدرتها الحيوية المُختبرة   الجرثومية العزلات هويةحُددت 

Bacillus licheniformis  السلالة B1a2 ، Bacillus  subtilis السلالة S2a1 ، Bacillus licheniformis السلالة 

S2b6 ، Bacillus anthracis  السلالة   .S1Aتقانة تقدير التفكيك الحيوي المتناقص تدريجياً بدقة بوساطة تم 

 ن لجنساسلالتان جرثوميتان تابعتانبثق عن البحث نتائج واعدة إذ تفوقت  ، TLC الرقيقة الطبقة غرافياكروماتو 

Bacillus (Bacillus subtilis  ،Bacillus licheniformis ) استقلاب السم الفطري وتفكيكه بنسبة على  بمقدرة فريدة

1 
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نزيمي عن طريق اختبارات حيوية اختُبرت فاعلية النشاط الإ % على الترتيب. 92.55%، 94.85 بنحوعالية قُدرت 

نزيمياً عالياً ومتنوعاً ميز السلالات الجرثومية بينت النتائج نشاطاً إ م.كيميائية؛ بهدف تفسير المقدرة على تفكيك الس

الكشف عن بروتينات كما تم تتبع الآلية الجزيئية لمسار التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين عن طريق المُثبت كفاءتها. 

د قبل المعاملة، إلى جانب تقدير الخلايا الجرثومية المُستخلصة بعد معاملتها بالسم ومقارنتها بالملف البروتيني للشاه

الحيوي في تفكيك  المُثبت مرجعياً دورهاأهم المورثات والتي تُعد  CotAللمورثة ورثي التعبير الم التغييرات الكمية في

عالجة الأفلاتوكسين. تترك نتائج البحث تطلعاً مستقبلياً لاستثمار المقدرة الحيوية للسلالات الجرثومية في عمليات الوقاية والم

 الحيوية.

 الكلمات المفتاحية:

النشاط ، التفكيك الحيوي، الفاعلية المضادة للفطريات، B1 الأفلاتوكسين، Aspergillus flavusفطر جراثيم التربة، 

 .CotAالمورثة ، 16S rRNAنزيمي، المورثة الإ
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 Introduction المقدمة

للحياة على الأرض، كما  ساس للسلاسل الغذائية؛ فهي مصدر  لأوتُشكل حجر ا ،أساسياً بيئياً كوناً تعد التربة م

 .إذ تُعد موئلاً لمليارات من الكائنات الحية الدقيقة تمثل التربة مهداً لنظام بيئي متنوع  . تقوم بدور أساسي في ترشيح المياه

حيث الكائنات الحية؛  ة، تؤثر إيجابياً في حياخالية من الملوثات وغنية بالمواد العضويةعندما تكون التربة 

يوية المضادات الحتكون غنية بالأحياء الدقيقة المفيدة للصناعات الطبية الصيدلانية إذ يُعتمد عليها في استخلاص 

تُوفِ ر المغذيات اللازمة لنمو المحاصيل، ويميز عملها أن دورتها المُستدامة قد تتجدد كما الأساسية لمكافحة الأمراض، 

كمخزناً لك تُساعد التربة الخالية من الملوثات على التخفيف من آثار تغير المناخ من خلال عملها فضلًا عن ذ .لعقود

البيت الزجاجي. وهي بذلك الغازات الدفيئة التي تساهم في ظاهرة وغيره من ي أكسيد الكربون ئانكميات هائلة من ثل

الكربون أكثر من الغابات، وتحتفظ بثلاثة  أكسيد ثنائي تحتجز غازثاني أكبر مصرف للكربون بعد المحيط، حيث 

  .أضعاف الكربون الذي يحتفظ به الغلاف الجوي للأرض

تعد الأحياء الدقيقة أساساً لكل أشكال الحياة على الأرض، تتنوع في شكلها ووظائفها، وتتبياين في بيئتها 

بيئة من بينها: تحسين خصوبة التربة والذي الحاضنة لها؛ مستوطنة للترب بغزارة حيث تقوم بمهام عديدة وجوهرية في ال

 الآزوتكالكربون و  المختلفة التغيرات الدورية للعناصر إضافة إلى ضبطينعكس بدوره على جودة نمو المحاصيل، 

تلوث التربة من  مصادرتقوم بدور  محوري في معالجة التلوث وتفكيك المواد السامة، إذ تتعدد كما  ،سفوروالكبريت والفُ 

جاعلًا إياها عاملًا لنقل التلوث، ، عضوية معقدة مقاومة للتفكك، مما ينعكس سلباً على المقدرة الإنتاجية للتربة ملوثات

معقدة من الملوثات  جراثيم التربة في معالجة أشكال   وهنا يبرز الدور الفعال الذي يميز أنواعاً من الأحياء الدقيقة لاسيما

 اً وخطورة أو تفكيكها كلياً والاستفادة منها كمصدر للطاقة والكربون.البيئية وتحويلها إلى مواد أقل ضرر 

تُفرز بوساطة بعض الأجناس الفطرية التي " Mycotoxinsالفطرية  السموممن السموم البيئية حيوية المنشأ "

لعالمي، ويتسبب في مسببة تلفاً في المحاصيل الزراعية المُصابة، وفساداً في الغذاء والعلف، مما يهدد الأمن الغذائي ا
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 B1يعد الأفلاتوكسين تدهور صحة الكائنات الحية المستهلكة مخلفاً آثار سمية جسيمة. من بين زمر السموم الفطرية 

 تؤكد الدراسات على تأثيره المسرطن.الأكثر انتشاراً في الغذاء والأشد سمية؛ كما 

التوصيف  يُعتمدة على نزع سمية هذه الملوثات ولتحديد هوية الأنواع الجرثومية المتميزة في قدرتها الحيوي

يتم ، ولفهم الآلية الدقيقة لمسار التفكيك الحيوي 16s rRNAتحليل التتالي النكليوتيدي للمورثة  تقنيةالجزيئي باستعمال 

عن الترميز  نزيمي، والكشف الجزيئي عن المورثات المسؤولةلتقييم النشاط الإ إجراء اختبارات حيوية كيميائيةاللجوء إلى 

 للبروتينات الفعالة في استقلاب السموم معقدة التركيب الكيميائي والمقاومة للتفكك.

 :The research problemالبحث  مشكلة

ات خطراً حقيقياً على الأمن الغذائي، وتهديداً للصحة العامة. لذلك برزت تمثل مشكلة التسمم بالأفلاتوكسين

الفطريات المفرزة لها، والحد من قدرته على إفرازها، ونظراً للمقدرة الحيوية التي تميز  أهممساع  لإيجاد طرائق لكبح نمو 

أقل سمية مركبات إلى بعض الأجناس الجرثومية في تثبيط الفطريات السامة والتعامل مع مستقلباتها الثانوية وتفكيكها 

الضوء على جراثيم ترب المحاصيل الزراعية لابد من تسليط  كانللطاقة اللازمة لنموها،  والاستفادة منها كمصدر  

، واختبار مقدراتها Aspergillus flavusالمُعرضة للإصابة الفطرية، والبحث الدقيق عن دورها في السيطرة على فطر 

، والتحري عن الآلية التي تمكنها وظيفياً من التعامل B1الكامنة في التفكيك الحيوي لأخطر هذه المركبات الأفلاتوكسين 

 ع السم.م

 :Research questionsتساؤلات البحث 

 مقاومة جرثومية لها المقدرة على عزل سلالات  يةفي هذا السياق يبرز تساؤل علمي محوري حول إمكان

الذي يعد من أشد السموم الفطرية خطورة. وانطلاقاً من ذلك  B1. وتفكيك الأفلاتوكسين المُنتجة للأفلاتوكسينالفطريات 

  ح هذه التساؤلات: فإن البحث يطر 

  فطر نمو ما هي هوية العزلات الجرثومية القادرة على تثبيطAspergillus flavus؟ 
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  لسم الأفلاتوكسين هل ستتمكن من كبح إفرازهB1؟ 

 الأفلاتوكسين  هل تمتلك المقدرة على النمو باستعمالB1 كمصدر وحيد للكربون والطاقة؟ 

 هي الآلية الحيوية التي تمكنها من ذلك؟وفي حال تحققت القدرة على استقلابه؛ ما 

 :Research Hypothesesفرضيات البحث 

 يفترض البحث ما يلي:

  حيوية فعالة في مكافحة العوامل الممرضة أهمها الفطريات  خصائصالترب غنية بسلالات جرثومية ذات

 .المنتجة للسموم

  فطر بعض سلالاتAspergillus flavus  فلاتوكسين مفرز للسموم، أخطرها الأB1. 

  المقدرة على تفكيك الملوثات البيئية والسموم ذات البنية الكيميائية معقدة تمتلك بعض السلالات الجرثومية

 التركيب، والمقاومة لعمليات المعالجة.

 :Basic Research Assumptionsمسلمات البحث 

 .تُعد الترب موئلًا هاماً للأحياء الدقيقة لاسيما الجراثيم 

 لالات جرثومية المقدرة على السيطرة الحيوية على الفطريات السامة وتحد من إفرازها للسموم.تمتلك س 

 الفطرية نزيمات لها دور مهم في التفكيك الحيوي للسمومتفرز بعض الأنواع الجرثومية إ. 

 :Research importanceأهمية البحث 

العالية  ثباتيته بسبب،  B1 الأفلاتوكسين ؛ لاسيمااتالذي تمث له سموم الأفلاتوكسين نظراً إلى التهديد البالغ

الكيميائية والفيزيائية  للوسائللية عافالفي ظل محدودية و المباشر بتطور السرطان الكبدي في الإنسان والحيوان.  وارتباطه

لحاجة إلى حلول ، تبرز االمعرضة للتلوث بهاهذه السموم دون الإضرار بالقيمة الغذائية للمنتجات  تفكيكالتقليدية في 

فعالة وآمنة. ومن هنا، يكتسب البحث الحالي أهميته لكونه يستكشف القدرة الحيوية لسلالات جرثومية معزولة  حيوية
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لسم، إضافة إلى قدرتها على تفكيك ل هوتقويض إنتاج Aspergillus flavusنمو فطر محلية في تثبيط  تربمن 

المسارات الجزيئية لهذه العمليات يفتح آفاقاً لتطوير استراتيجيات حيوية تتبع  نحيث إبشكل فع ال.  B1 الأفلاتوكسين

صديقة  ائقلحد من مخاطر السموم الفطرية بطر تطبيقية في الوقاية والمعالجة، مما يسهم في تحسين سلامة الأغذية وا

 ، وأقل تكلفة اقتصادياً.للبيئة

 :Research objectivesالبحث  أهداف

 Aspergillus   ضد فطر  التضاديةاعتماداً على مقدرتها محلية من عينات تربة عزل سلالات جرثومية  .1

flavus. 

 .وكيميائياً  اختبار الفاعلية الجرثومية التضادية حيوياً  .2

 .بشروط المختبر B1دراسة المقدرة الحيوية للسلالات الجرثومية على تفكيك أشد الأفلاتوكسينات سمية  .3

 لات الجرثومية إيجابية التضادية الحيوية.والوظيفي للسلاالجزيئي التوصيف  .4

 .B1التوصيف الجزيئي لآلية التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين  .5

 تقييم الفاعلية الجرثومية في حماية عينة غذائية من الإصابة الفطرية بشروط المختبر. .6

 :Research rationaleمبررات البحث 

حيوية فريدة أهمها المقدرة  بخصائصا بأحياء دقيقة تمتاز نظراً إلى التنوع الميكروبي الهائل في الترب وغناه

في استقلاب أنواع مختلفة ال فع  تتسم بدور حيوي جراثيم التربة لسموم والمركبات العضوية المعقدة، كما أن على تفكيك ا

فحة الحيوية للفطريات تتوجه الأبحاث العلمية الحديثة إلى استثمار هذه المقدرة في عملية المكالذلك من السموم البيئية، 

الدراسة إلى البحث عن سلالات جرثومية معزولة من الترب السورية وتقييم كفاءتها مما جعلنا نتوجه في هذه السامة، 

 في تحقيق هدف البحث.
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  Research Limitations: البحث محدوديات
واحد من  رتها على تثبيط نموالدراسة العزلات الجرثومية المنتجة للمضادات الفطرية بهدف دراسة مقد شملت

وتقييم كفاءة التفكيك الحيوي للمركب الأشد ،  Aspergillus flavusفطر الفطريات المعروفة بغزارة إفرازها للسموم وهو

 كما تمنانوغرام/ميكرولتر.  20"، حيث اعتُمد تركيز محدد B1الأفلاتوكسين "ثر تعقيداً في بنيته الكيميائية سمية والأك

 الطبقة غرافياكروماتو  تقانةاءة التفكيك الحيوي بظروف محددة من درجة حرارة ودرجة حموضة، واعتُمد على اختبار كف

 .لتقدير التراكيز المتناقصة أسبوعياً   Thin Layer Chromatography (TLC)الرقيقة

يوي؛ مما يعطي تحليل أكثر دقة يمكننا من تحليل المركبات الناتجة عن عملية التفكيك الح تقنياتإن توفر 

نظرة أكثر شموليةً. لفهم الآلية الدقيقة لمسار التفكيك الحيوي للمركب نحتاج لدراسة جزيئية للمورثات المسؤولة مرجعياً 

 .CotAواحدة من المورثات وهي المورثة لعن استقلابه، في بحثا المقدم دُرس التعبير المورثي 
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 :Soil microbiologyميكروبيولوجيا التربة  -1-1

ضبط دورها في إضافة إلى لتأثيرها في حياة الكائنات الحية،  تُمثل الترب جزءاً أساسياً من العناصر البيئية،

 ي أكسيد الكربون ئانثوغاز كالأكسجين  مخزناً للغازاتكما تُعد ، تدفق الماء والمواد الكيميائية بين الغلاف الجوي والأرض

 Lal, et)، فضلًا عن دورها في احتباس الماء وتخزينه بعد تنقيته بوساطة المادة العضوية الموجودة في التربة وغيرها

al., 2021, Gerke, 2022). 

معندة  تتفرد بمقدرات هائلة تمكنها من التعامل مع ملوثاموئلًا لمليارات الكائنات الحية الدقيقة التي تالتربة تعد 

 عن تعايشها في ظروف متباينة وقدرتها على إيجاد سبل للتكيف مع الشروط البيئية القاسية فضلاً  وسموماً بيئية

Bhattarai, et al., 2015, Balasubramanian, 2017)). 
طريق تدخلها في زيادة خصوبة التربة، ودورها في  تؤثر الأحياء الدقيقة في جودة المحاصيل الزراعية عن 

في  جراثيم التربة تتحكمكما . (Hayat, et al., 2010, Younas, et al., 2022)حماية النباتات من العوامل الممرضة 

كما تسهم في تفكيك  وتقوم بضبط تغيراتها الدورية، سفوروالكبريت والفُ  الآزوتكالكربون و  المختلفة لعناصردورات ا

  (.Bhattarai, et al., 2015, Kumar et al., 2021) قدةمركباتها العضوية المع

في تثبيت جزئيات التربة الرملية والطمية والطينية وتجميعها  دور  محوري   ؛لهذه الكائنات ذات البنية المجهرية

ت سكرية ابوساطة المواد التي تُفرزها من سكريات متعددة وبروتينالفراغية في كتل دقيقة ثابتة مما يحسن بنية التربة 

 (.Javed, et al., 2022) سطح جزيئات التربةأتُغلف 

لا يتوقف تأثير ميكروبات التربة لاسيما الجراثيم على مستوى بنية التربة وخصوبتها؛ إنما يمتد تأثيرها في 

 ها مسبباً لخفض خصوبتهاخصائصحماية التربة وعلاجها من التلوث الناجم عن أي تغيير فيزيائي أو كيميائي في 

الة في تفكيك الملوثات وتحويلها إلى مواد  (.Xiang, et al., 2022) ومقدرتها الإنتاجية إذ تمتلك هذه الكائنات آلية فع 

وبالتالي يُمكن الاستفادة من النواتج بوساطة ، detoxificationالسمية إزالة أقل ضرراً وخطورة بما يُعرف بعملية 

اة حاسمة عند الحديث عن تُعد جراثيم التربة أد لذا. (Devi, et al., 2021, Fouad, et al., 2022)متعضيات أخرى 
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حلول لمشكلات التلوث البيئي، ويُعزى ذلك لسهولة تكاثرها السريع ومرونتها في العيش وتكيفها مع بيئات متعددة، 

نزيمية تجعلها تتفرد بمقدرات استقلابية عالية لسموم إ وجاهزيةوتطويرها لوسائل تمكنها من تحمل الظروف القاسية، 

 مليات التفكك والمعالجة.وملوثات معندة مقاومة لع

تتنوع السموم البيئية وتتابين في خطورتها وتأثيراتها السمية وتتعدد مصادرها، وتتفاوت في ثباتيتها ومقاومتها 

للتفكك ومن بين السموم البيئية التي استحوذت على اهتمام الباحثين في مجال علم الأحياء الدقيقة "السموم الفطرية 

Mycotoxins." 

 :Mycotoxinsموم الفطرية الس -1-2

 secondary صنف ضمن المستقلبات الثانويةتُ ة، فطرية متعددوية المنشأ، تُفرزها أجناس  حي تُعرف بأنها سموم

metabolites  ،اً في مجموعة متنوعة منتلوث تنمو الأعفان السامة بظروف مناسبة من الحرارة والرطوبة مسببة 

تأثيرات ينجم عنه مما ؛ ((Khodaei, et al., 2021, Khan, et al., 2024 انيةالمحاصيل الزراعية والأعلاف الحيو 

تتراوح بين أعراض التسمم الحاد إلى آثار طويلة المدى مثل والتي  الماشيةحيوانات المزارع و ند البشر و صحية جسيمة ع

 (Furian, et al., 2022). ات المختلفةنقص المناعة والسرطان

 ,Aspergillus, Fusariumأغزرها إفرازاً نوع، لكن  200يُقدر عدد الفطريات المفرزة للسموم بأكثر من 

Penicillium, Alternaria, Claviceps (Eltariki, et al., 2018). 

ذه السموم استحوذت السموم الفطرية المختلفة والمكتشفة حتى الآن؛ لكن من بين ه زمر هناك مئات عدة من

الية تلوث لاحتم وتبعاً ست زمر سمية على أكبر قدر من الاهتمام والدراسة نظراً إلى آثارها شديدة السمية وطويلة الأمد، 

،  Ochratoxins، الأوكراتوكسينات Aflatoxinsبأحد أنواعها، تشمل هذه المركبات: الأفلاتوكسينات  الغذاء

 Trichothecenes التريكوثيسينات ،Zearalenoneالزيارالينون  ، Fumonisinsات الفيومونسن ، Patulinالباتولين

 ,T-2, HT-2 (Milićević, et al., 2016 مركبات ،Deoxynivalenol نول لي، الديوكسي نيفاNivalenolالنيفالينول 

Alshannaq, et al., 2017, Khan, et al., 2024). 
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 :Aflatoxinsالأفلاتوكسينات  -1-3

أحد زمر السموم الفطرية، تُفرز كمستقلبات ثانوية بوساطة فطريات عديدة؛ إلا أن النوعين تُصنف ك

Aspergillus flavus Aspergillus parasiticus, تشمل الأفلاتوكسينات أربعة ، ثر إفرازاً لمركبات الأفلاتوكسينالأك

نواتج استقلاب المركب  ,M1 M2والمركبين  ؛1 الشكل ((G2,G1,B2,B1 Mahato, et al., 2019سموم رئيسة وهي: 

B1  ً2في الأثر السمي الشكل  والأشدالمركب الأكثر انتشارا . 

يتألف الهيكل الكيميائي للأفلاتوكسينات من نواة كومارين مرتبطة بحلقة فوران ومجموعة لاكتون. وتختلف 

توجد حلقة فوران خماسية،    B اة: ففي المجموعةمن حيث نوع الحلقة المؤكسجة المرتبطة بالنو  G عن B مجموعة

 ,Guchi and Nutrition) يتميز التركيب بوجود حلقة سداسية تحتوي على ذرة أكسجين إضافية G بينما في المجموعة

)2015. 

 

 

 

 

 

 

 

 ((Chandra, 2021 البنية الكيميائية لمركبات الأفلاتوكسين: 1 الشكل
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 .(Nazhand, et al., 2020)( M1,M2المركبين: ) B1: نواتج استقلاب الأفلاتوكسين 2 الشكل

  Characterization and detection of aflatoxins: توصيف الأفلاتوكسينات والكشف عنها -1-4

، يقاوم مركب تُصن ف الأفلاتوكسينات ضمن المركبات المستقرة كيميائياً، حيث تقاوم عمليات معالجة الأغذية

لعمليات المعالجة الحرارية:  نطاق واسع من درجات الحرارة، ومن الجدير بالذكر مقاومته العالية B1الأفلاتوكسين 

كالطهي، والقلي، والخبز؛ حيث يحتفظ بفعاليته السمية حتى بعد عمليات المعالجة، مما يجعله من أكثر السموم الفطرية 

 .(Kumar, et al., 2017) يةاتاً وخطورة في السلسلة الغذائثب

الوزن الجزيئي لمركب  ،(El-Sayed, et al., 2022)ذات وزن جزيئي منخفض  الأفلاتوكسين باتتعد مرك 

مركبات صلبة عديمة الرائحة، وذات بأنها تتسم الأفلاتوكسينات كما غرام/مول،  312.27يقدر بـ  B1الأفلاتوكسين 

؛ مما يتيح الكشف UVفوق البنفسجية  الأشعةتمتاز بمقدرتها على التألق تحت و انحلال في المحلات العضوية، ة قابلي

 .(Nazhand, et al., 2020) عنها وتحليلها بطرائق التحليل الكروماتوغرافي

، على عكس الأفلاتوكسينات Blue باللون الأزرق للأشعة عند تعرضها    B المجموعةأفلاتوكسينات  تتألق

 التسمية بهذه الرموزتمت ، ومن اختلاف اللون عند التألق، Green التي تعكس وميضاً أخضراً  Gالمجموعة 

(Kensler, et al., 2011). 
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 :( المختلفة منهاالكروماتوغرافيا) الاستشراب توكسينات تقنياتعن الأفلاطرائق الكشف تشمل 

بسهولة الاستعمال،  لتي تمتاز؛ اThin Layer Chromatography (TLC) الرقيقة كروماتوغرافيا الطبقة 

جموعة عينات على نفس الصفيحة، كما تتيح تحليل منسبياً مقارنة مع الطرائق الحديثة، المنخفضة  تكلفة الاقتصاديةوال

التقدير الكمي التقريبي بمقارنة  ةوإمكاني ،عن وجود الأفلاتوكسينات كما تساعد في الكشف المبدئيمما يوفر الوقت، 

 شدة التألق مع محاليل قياسية معلومة التركيز.

 ذات ؛ ((High Performance Liquid Chromatography  HPLCعالية الأداء ةكروماتوغرافيا السائلطريقة 

 قدرة على الفصل النوعي والكمي.العالية و الدقة ال

-Enzyme ةينزيمالمقايسة المناعية الإطريقة مثل  ؛تُستخدم تقنيات الامتصاص المناعي يمكن أن كما 

linked immunosorbent assay  (ELISA)سهولتها وسرعتها في الكشف المبدئي.إلى نظراً  ؛ 

الكتلي المقترن  تقنيات متقدمة كالمطياف باستعمال اً التحليل تطور  طرائقشهدت  يرة،في السنوات الأخ 

 . (Yao, et al., 2015, Miklós, et al., 2020)  حساسية وانتقائية فائقةب تتسمتي ال ،(LC-MS/MS) ابالكروماتوغرافي

على نوع العينة، ومستوى الدقة والكشف عن الأفلاتوكسينات عموماً  ر المناسب لطريقة التحليلالاختيا يعتمد

 .المطلوب، والإمكانات التقنية المتوفرة في المختبر

  Aflatoxins spread: انتشار الأفلاتوكسينات -1-5

من أهم النباتات والمحاصيل و ة والأعلاف، تُصيب الفطريات السامة المفرزة للأفلاتوكسينات المنتجات الزراعي

 التي تتعرض للتلوث بالأفلاتوكسينات: 

 رز والقمح والذرة والشعير والدخن.الحبوب: ال -

 : كالفلفل الأسود والفلفل الأحمر.التوابل -

 المجففة: كالتين والتمر والزبيب. الفواكه - 
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 الشمس، والقطن، والفول السوداني(.بذور السمسم، وفول الصويا، ودوار البذور الزيتية ) - 

 المكسرات: كاللوز والجوز والفستق والكاجو. - 

 وز الهند.ثمار الكاكاو وج - 

 ,.Kumar, et al., 2017, Benkerroum and health, 2019, Kumar, et al)ومختلف منتجات الألبان   -

2021). 

أن يصيب الفطر المفرز للأفلاتوكسين منتجات تجارية مثل مستحضرات التجميل، زيت الطهي، كما يمكن  -

 (Nazhand, et al., 2020).وزبدة الفول السوداني 

إذ  وتخزين المحاصيل الزراعية. عددة من سلسلة إنتاجيمكن أن يحدث التلوث بالأفلاتوكسينات في مراحل مت

عرضة لنمو الفطريات المنتجة خطورة و  من أكثر المراحل الحصاد، أثناء التجفيف والتخزين تُعد مرحلة ما بعد

 Wild and)الملائمة لنمو الفطر المفرز للسم توفر الظروف يما في البيئات الحارة والرطبة، عند للأفلاتوكسينات، لاس

Gong, 2010). 

% 25تشير أن  (؛FAO)Food & Agriculture Organization عة بحسب إحصائيات منظمة الأغذية والزرا 

-2010ففي الفترة ما بين عام  .(Grain, 2016) ة يمكن أن تُلوث بالسموم الفطريةمن المحاصيل الغذائية العالمي

نتج حيث % من القمح الغذائي بحسب معيار الجودة نتيجة للتلوث بالأفلاتوكسين، 4.2تم تخفيض تصنيف  2020

 .(Latham, et al., 2023)مليار يورو  2.5 بنحوك خسائر قد رت عن ذل

تأثرت صناعة الذرة في الولايات المتحدة بسبب التلوث بالأفلاتوكسين وقد رت  2016عام  وفقا لدراسة نشرت

 .(Mitchell, et al., 2016) مليار دولار سنوياً  1.68مليون دولار و  52.1الخسائر بما يتراوح بين 

ن مليار شخص يعيشون في الدول النامية معرضون بشكل مزم 4.5ير الإحصائيات العالمية؛ أن نحو كما تش

 .((Gong, et al., 2016للأفلاتوكسينات من خلال الغذاء 
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 aflatoxins secretion:  الأفلاتوكسينات فرازإ -1-6

لأفلاتوكسينات؛ لاسيما الأفلاتوكسين  في إنتاج اغزراةً الأنواع الفطرية  أكثرمن  Aspergillus flavus فطر يُعد

B1إلى شعبة الفطريات الزقية  هذا الفطر . ينتميAscomycota التصنيف العلمي للفطر.  1، يوضح الجدول 

يميزه تحمله وما بكونه أكثر الأجناس الفطرية انتشاراً في البيئات الزراعية والغذائية،  Aspergillusيتسم فطر 

الذي يتكاثر  A. flavusأنواعاً عديدة؛ أبرزها  الجنس الفطري هذا  قاسية من حرارة مرتفعة وجفاف. يضمالئية بياللشروط ل

ينجم عن ذلك مما في البيئات الحارة والرطبة، ويصيب محاصيل استراتيجية مثل: الذرة والفول السوداني والقمح والرز، 

 Klich, 2007, Wild)  مليات التصدير ويتسبب بخسائر فادحةعبذلك يعيق و تلوث غذائي مقاوم للمعالجة الصناعية، 

and Gong, 2010) . 

 Aspergillus flavus (Samson, et al., 2014) : التصنيف العلمي لفطر1 الجدول

 التصنيف العلمي:

Fungi  المملكة kingdom 

Ascomycota  الشعبة Phylum 

Eurotiomycetes   الصف Class 

Eurotiales  الرتبة  Order 

Aspergillaceae  الفصيلة Family 

Aspergillus  الجنس Genus 

Aspergills flavus  النوع Species 

أبرز هذه العوامل درجة و وإنتاجه للأفلاتوكسين،  A. flavus تؤثر مجموعة من العوامل البيئية في نمو فطر

مْ الأمثل لنمو الفطر، في حين أن إنتاج الأفلاتوكسين يبلغ ذروته عند  37-25الحرارة؛ إذ يعد المجال الحراري بين 
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. كما تعد الرطوبة النسبية عاملًا حاسماً، إذ تعزز (Medina, et al., 2017)مْ  30-28درجات حرارة معتدلة بين 

تشكيل الأفلاتوكسين. فعلى سبيل الاستقلابي لمسار ال% نمو الفطر وتحفز 85مستويات الرطوبة العالية؛ لاسيما فوق 

 ,Gasperini)الفطري  للنمو وحدوث التلوثبيئة مثالية % 15الذي يتجاوز  في الحبوب المثال؛ يمثل محتوى الرطوبة

et al., 2025). 

 ةإذ تُعد درجنزيمي في خلايا الفطر، في ضبط التوازن الإرئيساً  دوراً  pHي درجة حموضة الوسط كما تؤد

 .(Bata‐Vidács, et al., 2025) 6-5لإنتاج الأفلاتوكسين بين المُثلى  pHالحموضة 

عوامل أخرى كتركيز الأكسجين، وثنائي أكسيد الكربون، وتوفر بعض المعادن النادرة  كما تبين الدراسات  تأثير

أو الإجهاد  للجفافتأثير الإجهاد البيئي كالتعرض و  في تنشيط أو كبح عملية الاصطناع الحيوي للأفلاتوكسين.

ي في تحفيز إنتاج السم، كنوع من استجابة الفطر للتهديد البيئي، وإفراز مستويات أعلى من التأكسدي أو الإجهاد الغذائ

 .(Schmidt-Heydt, et al., 2009)قلبات الثانوية كآلية دفاعية تالمس

ن مما لا يقل عن عبر مسار  B1الأفلاتوكسين  Aspergillus flavusيُنتِج فطر   تفاعلاً  27حيوي معق د يتكو 

ل تدريجيإلى مركبات وس " Aأ بتحويل مركب "أسيتيل كوإنزيم ، يبداً إنزيمي  ,.Yu, et al) إلى المركب النهائي اً طية، تُحوَّ

2002, Yabe, et al., 2004) . 

المجمعة ضمن كتلة واحدة تقع على صبغي  المورثاتعبر مجموعة من ( 3)الشكل  يتم تنظيم هذا المسار

ر هذ نة للمادة الوراثية للفطر، وتُقد   30 نحووتحتوي على  kb 75 بنحو ه الكتلةواحد من بين الصبغيات الثمانية المكو 

 aflY .(Yabe, et al., 2004, Caceres, et al., 2020) بالمورثةوتنتهي  aflAمورثة تبدأ من 

بترميز  aflR مورثةم القو تفي تنشيط هذا المسار، حيث  الرئيسين تاحينالمف aflSو aflRان تالتنظيمي المورثتانتُعد 

 المورثاتمن بين هذه و البنيوية في المسار.  مورثات، وهو عامل نسخ يعمل على تحفيز التعبير عن الAFLRبروتين 

 sterigmatocystinمركب  تحويل عن مسؤولاً  اً تشف ر إنزيمالتي ، (omt-1)تسمى أيضاً  omt Aالمورثة البنيوية، تبرز 
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(ST )  إلى مركبO-methyl sterigmatocystin (OMST ) وهو المركب السابق مباشرة للأفلاتوكسينB1  في سلسلة

 . (Kumar, et al., 2017, Caceres, et al., 2020)تركيبه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ,Guo)ت المرمزة لها ونواتج التفاعل نزيماوالإ ضح المورثات يُو ات، رسم تخطيطي لمسار الاصطناع الحيوي للأفلاتوكسين: 3 الشكل

et al., 2009) 
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 :Aflatoxins toxicity سمية الأفلاتوكسينات -1-7

يحدث تسمم البشر يُعد التسمم بالأفلاتوكسينات من التهديدات الخطيرة لصحة الإنسان والحيوانات، 

بالأفلاتوكسين إما من خلال التعرض المباشر بتناول محاصيل زراعية أو منتجات غذائية ملوثة، أو بطريقة غير مباشرة 

جملة من التأثيرات الصحية  . إذ ينتج عن ذلك(Nazhand, et al., 2020)حيوانية ملوثة  عند استهلاك منتجات

طنة بحسب ضمن المجموعة الأولى للمواد المسر  B1يُصنف مركب الأفلاتوكسين إذ الجسيمة، أبرزها السمية الكبدية؛ 

تشير حيث  .International Agency For Research IARC))  (IARC, 2012) الوكالة الدولية لأبحاث السرطان

 hepatocellular الكبدية% من إجمالي حالات سرطان الخلايا 28صل إلى ها بنسبة تإلى تسببالإحصائيات 

carcinoma ( (HCCفي جميع أنحاء العالم Liu, et al., 2012)). 

 AFB1-exoحدث السمية الكبدية نتيجة استقلاب الأفلاتوكسين وتشكل مستقلبات وسطية تفاعلية كمركبت

8,9-epoxide  نزيم السيتوكروم إ بوساطة(Verga, 2024) CYP450. 

%، وارتفعت النسبة 17.4دى الدراسات المنفذة في الصين؛ بلغت نسبة تلوث الأغذية بالأفلاتوكسينات في إح

ر متوسط الاستهلاك اليومي بين 20.4إلى  نانوغرام/ كيلو غرام من  8.3 -2.4% في عينات المكسرات والبذور، وقد 

 .((Qin, et al., 2023د سرطان الكب حالة سنوية من 44.900 -13.100بين ما وزن الجسم، مما يسهم في حدوث 

ات على السمية الكبدية، بل تشمل أيضاً تثبيط الجهاز المناعي لا تقتصر آثار الأفلاتوكسين 

immunosuppression الطفرات، وإحداثmutagenicity ،  والتسبب في السمية الخلويةcytotoxicity إضافة إلى ،

اضطرابات هرمونية تؤدي إلى مشكلات في التأثير في الجهاز التناسلي والتسبب في ضعف الخصوبة، وإحداث 

 neurotoxicity (Benkerroum and، فضلًا عن دورها في ظهور أمراض سوء التغذية، والسمية العصبية بالإنجا

health, 2020). 

الأطفال وتسببها في  لدى؛ الأثر السمي الناجمة عن التعرض للأفلاتوكسينات من الآثار الصحية المؤسفة  

% 100-85حيث تؤكد الدراسات أن مابين  ،((Watson, et al., 2018, Matchado, et al., 2023اضطرابات النمو 
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 ,Grace)جة التعرض المزمن للأفلاتوكسينات من الأطفال في بعض دول إفريقيا يظهرون علامات تأخر في النمو نتي

et al., 2015). 

للآثار السمية العالية الناجمة عن الأفلاتوكسينات ومقاومتها للتفكك تتوجه الجهود العلمية نحو الحد من  نظراً 

 إنتاجها من خلال كبح نمو الأعفان المفرزة لها، وإيجاد طرائق ناجعة لمعالجتها والتقليل من تأثيرها في الأغذية.

  Aflatoxins treatment: معالجة الأفلاتوكسينات -1-8

وذلك عند تطبيق  ؛مثل مرحلة ماقبل الحصاد محطة حاسمة لتجنب الفساد الفطري والتلوث بالأفلاتوكسيناتت

أهمها زراعة الأصناف المقاومة للآفات، والتسميد Good Agriculture Practices (GAPs) الممارسات الزراعية الجيدة 

 وقاية من الإصابة الفطرية.المناسب، ومن ثم مراعاة ظروف التخزين والتجفيف المناسبة لل

لكن في ظل غياب هذه الممارسات والحاجة الماسة للحفاظ على سلامة المحاصيل الزراعية والمنتجات الغذائية 

للأغذية والأعلاف، مثل: بروبيونات استعمال مواد حافظة  نحوتوجهاً في بداية العصر الصناعي ظهر 

 potassium sorbate، سوربات البوتاسيوم sulfur dioxideالكبريت ثنائي أكسيد ،  calcium propionateالكالسيوم

ن هذا حلًا ناجعاً لحد  ما؛ لكن تبين أن هذه الناتج عن نمو الأعفان المفرزة للسموم، كاالغذائي تجنباً للفساد وذلك 

 .((Leyva Salas, et al., 2017من المواد الكيميائية الاصطناعية خالية التعارض مع هدف المنتجات الغذائية الوسائل ت

استُعملت مجموعة من الطرائق الفيزيائية لنزع السموم الفطرية اعتماداً على استعمال الحرارة، التأين ومن ثم 

، المختلفة الإشعاعي، والأشعة فوق البنفسجية، أو بالاعتماد على طرائق المعالجة الكيميائية من خلال استعمال الحموض

 د مرجعة، أو مواد مؤكسدة، أو مواد مكلورة، أو مواد حلمهةأو الألكينات، أو مواد ذات طبيعة قلوية، أو موا

(Karlovsky, et al., 2016, James and Zikankuba, 2018). 
هذه الوسائل وتمتلك المقدرة على مقاومة هذه الأساليب المعتمدة كل لكن تبين وجود سلالات فطرية تتحدى 

في عمليات الوقاية والمعالجة، فضلاً عن تأثير هذه الطرائق سلباً في جودة المنتج الغذائي إضافة إلى تكلفتها الاقتصادية 
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الة واقتصادية التكلفة للتغلب ، هناك قبالنظر إلى ما سب. العالية رغم كفاءتها المحدودة حاجة لإيجاد بدائل آمنة وفع 

 على مشكلة التلوث الفطري في الغذاء.

  Bioremediation: المعالجة الحيوية -1-9

محددة وهي أنواع  bio-preservatives الحيوية المواد الحافظةبزغ في الآونة الأخيرة توجه كبير نحو استعمال 

مركبات حيوية مثبطة لنمو الفطريات المفرزة للسموم، مما يعزز من سلامة الغذاء  قادرة على إنتاجة من الأحياء الدقيق

 .yeastالخمائر و  bacteriocinsالبكتيروسينات و  حيته، أهمها أنواع من الجراثيموإطالة مدة صلا

ليتين أساسيتين: من خلال عم Detoxificationالسموم  إزالةيميز هذه العوامل الحيوية مقدرتها على 

 .4 الشكل، enzymatic decadenc (Jard, et al., 2011)نزيمي ، والتحلل الإ absorptionالامتصاص

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: مخطط يوضح الآلية الحيوية للمعالجة الحيوية للسموم الفطرية إما من خلال التفكيك بوساطة إنزيمات خارج خلوية، أو الارتباط 4 الشكل

 .(Liu, et al., 2022) سطح الخلوي، أو الاستقلاب الخلوي بال

ئية الناتجة وية، وتتمثل النواتج النهايمكن أن تتفكك الأفلاتوكسينات بوساطة إنزيمات إما داخل أو خارج خل

 .(Aliabadi, et al., 2013)  ي الماء وغاز ثنائي أكسيد الكربون نزيمعن عملية التفكيك الإ
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 دور الإنزيمات الجرثومية في التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين: -1-9-1

The role of bacterial enzymes in the biodegradation of aflatoxin           

، laccasesنزيمات اللاكيز تفكيك الحيوي للأفلاتوكسين مثل: إتسهم إنزيمات رئيسية في مسارات ال

 reductases (Wang et al., 2019, Xiong et al., 2022, Xu et كتازو الريد ، إنزيمات peroxidase البيروكسيداز

al., 2025)إبيوكسيد مما يؤدي إلى تشكيل مركب  للأفلاتوكسين في استهداف حلقة الفوران الرئيس حيث يتمثل دورها ؛

الأفلاتوكسين الثبات  مركب يكسبهدم الهيكل الكيميائي الذي ب آخر يُعنى ثم مركب ثنائي الهيدرويول، وفي مسار

 ,.Cao et al) الأفلاتوكسين لها دور في عملية أكسدةوالتي  aflatoxin oxidase (AFO ) والمقاومة؛ تتدخل إنزيمات

ماض تشكيل أح إلىمؤدية التي تستهدف حلقة اللاكتون  hydrolytic enzymesإضافة إلى إنزيمات الحلمهة ، (2011

   (Sun et al., 2023).  كربوكسيلة

 D1غير سامة مثل مركب الأفلاتوكسين أو  أقل سمية مستقلباتتهدف عملية التفكيك الحيوي إلى تشكيل 

 مسار التفكيك الحيوي. 5. يلخص الشكل D2 (Ouyang, et al., 2025) والأفلاتوكسين 

 

 

 

 

 

 

 (Sun, 2023) كب الأفلاتوكسين، وتحويله إلى مستقلبات غير سامةالإنزيمية لتفكيك مر : مخطط يوضح الآلية 5 الشكل

 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=laccases&mstk=AUtExfCUiNDEDo1lxCA5E0KFPZbtIRaJqJsKWp--jCn96wqfjeqgRRDZIdlDPwaFf-UH3m-ODhTl8rJ-hIIOgcxvX4WxmPvVfOq2wxz6MFz2tbwH1vcjhysFmWbhAinnMN3UE2qSF1dp-S8ckP24r6aAI4WTLvTI372-pC7f0Fh4WYaEz4EGOOugyWZQIiA2HRDh5tKW&csui=3&ved=2ahUKEwjlh7DY2uSPAxVG-AIHHZQzMyAQgK4QegQIARAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=reductases&mstk=AUtExfCUiNDEDo1lxCA5E0KFPZbtIRaJqJsKWp--jCn96wqfjeqgRRDZIdlDPwaFf-UH3m-ODhTl8rJ-hIIOgcxvX4WxmPvVfOq2wxz6MFz2tbwH1vcjhysFmWbhAinnMN3UE2qSF1dp-S8ckP24r6aAI4WTLvTI372-pC7f0Fh4WYaEz4EGOOugyWZQIiA2HRDh5tKW&csui=3&ved=2ahUKEwjlh7DY2uSPAxVG-AIHHZQzMyAQgK4QegQIARAG
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=aflatoxin+oxidase+%28AFO%29&mstk=AUtExfCUiNDEDo1lxCA5E0KFPZbtIRaJqJsKWp--jCn96wqfjeqgRRDZIdlDPwaFf-UH3m-ODhTl8rJ-hIIOgcxvX4WxmPvVfOq2wxz6MFz2tbwH1vcjhysFmWbhAinnMN3UE2qSF1dp-S8ckP24r6aAI4WTLvTI372-pC7f0Fh4WYaEz4EGOOugyWZQIiA2HRDh5tKW&csui=3&ved=2ahUKEwjlh7DY2uSPAxVG-AIHHZQzMyAQgK4QegQIARAH
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=hydrolytic+enzymes&mstk=AUtExfCUiNDEDo1lxCA5E0KFPZbtIRaJqJsKWp--jCn96wqfjeqgRRDZIdlDPwaFf-UH3m-ODhTl8rJ-hIIOgcxvX4WxmPvVfOq2wxz6MFz2tbwH1vcjhysFmWbhAinnMN3UE2qSF1dp-S8ckP24r6aAI4WTLvTI372-pC7f0Fh4WYaEz4EGOOugyWZQIiA2HRDh5tKW&csui=3&ved=2ahUKEwjlh7DY2uSPAxVG-AIHHZQzMyAQgK4QegQIARAI
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؛ من العوامل الإنزيمية المُفرزة بوساطة الجراثيم والتي تؤدي دوراً مهماً في مسار التفكيك الحيوي للأفلاتوكسينات

ة في البنية العطرية مجموعات أُكسجينيفي إدخال  مثل دور الأول، يتCatalase والكاتالاز Oxidase كسيدازإنزيمي الأو 

 دي إلى تشكيل مركبات أقل تعيقداً وقابلة للتحلل، لاسيما حلقة الفوران المزدوجة، مما يؤ B1المعقدة للأفلاتوكسين 

(Qin et al., 2021)،  يؤدي دوراً غير مباشر عبر تفكيك أحد نواتج عمليات الأكسدة ومنها: بيروكسيد فأما الكاتالاز

بوساطة حماية إنزيمات التفكيك من التأثير التثبيطي على استقرار عملية التفكيك الحيوي الهيدروجين، مما يحافظ 

 .(Yanhua et al., 2023, Wang et al., 2025)المُحتمل من نواتج الأكسدة السامة 

 Bacillusوالمُفرز بوساطة أنواع جراثيم جنس  B1أما الإنزيم المحوري في عملية التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين 

 متعدد النحاسأكسدة يميزه كونه إنزيم وما  حمض أميني، 500يتكون من نحو، والذي CotA laccaseإنزيم 

Multicopper oxidase ،يمنحه الثبات والمقاومة للشروط البيئية  الأمر الذي، يرتبط عادة ببنية الأبواغ الجرثومية

 .(Guo et al., 2017) القاسية من حرارة عالية أو تغيرات درجة حموضة الوسط

، CotA laccase لإنزيم Bacillus licheniformis و Bacillus subtilisعند جراثيم  CotAتشفر المورثة 

، highly conserved regions تبين الدراسات الجزيئية والتحاليل الوراثية امتلاك هذه المورثة على مناطق حفظ عالية

  .(He et al., 2025) ء عمليات الأكسدةأثناللإنزيم  مما يدل على ثبات وظيفي عال  

الملوثات البيئية معقدة في أكسدة العديد من  CotA laccase يتدخل إنزيميمكن أن إضافة لسموم الأفلاتوكسين 

نولية والعطرية، والأصبغة الصناعية، وبعض أنواع المبيدات، البنية والمقاومة لعمليات التحلل، كالمركبات الفي

 Lyagin and) متعددة الحلقات العطرية، والسموم الفطرية كالزيرالينون، والأوكراتوكسين، والباتولينوالهيدروكربونات 

Efremenko, 2019, Edoamodu and Nwodo, 2022, Qi, et al., 2025,  ) . 

كوسيلة حيوية واعدة في مجال المعالجة الحيوية  CotA laccaseإنزيم إمكانية عد تشير الدراسات إلى 

حيث تعتمد  ،B1 السموم، لاسيما مقدرته على أكسدة الأفلاتوكسين إزالةقاتها، نظراً لثباتيته العالية وكفاءته في وتطبي
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يتم نقل الالكترونات من جزيء السم إلى إذ  ،(T1, T2, T3) آلية الأكسدة على مراكز النحاس النشطة في الإنزيم

، وحلقة الهدف الرئيسي لعملية الأكسدة على أكسدة حلقة الفورانله الأكسجين الجزيئي ليتم تشكيل الماء، تزامناً مع عم

 .الكومارين العطرية

مركب كذلك و  ،Q1 aflatoxin )7O12H17(C ؛ مركب الأفلاتوكسينينتج عن مراحل الأكسدة مركبات منخفضة السمية

epi-aflatoxin Q1الإطراح حيوياً  ، وهي مركبات قابلة للانحلال في الماء، قابلة للتحلل الكامل، أو (Guo et al., 

2020, Liu et al., 2023). 

تعمل المنظومة الإنزيمية المتكاملة والتآزر في فاعلية الإنزيمات المسؤولة عن مسار التفكيك الحيوي والمفرزة 

 بوساطة الجراثيم النشطة حيوياً على تسريع عملية خفض السمية وتفكيك الأفلاتوكسين.

لتحديد هوية  التي تمثل طريقة عالية الكفاءة 16S rRNA تقنية تسلسل المورثةأهمها ة تساعد التقنيات الحديث

تضخيمها بالتفاعل التسلسلي  حيث يتمالأنواع الجرثومية المعزولة من بيئات طبيعية وإنشاء علاقات تطورية فيما بينها، 

سلات الموجودة في قواعد لمورثة بالتسلتسلسل ناتج التضخيم، يتبع ذلك مقارنة تسلسل ا تحديدثم PCR  للبوليمراز

عالمية خاصة بها،  ادئاتسمح بتصميم بيمما  محفوظة بدرجة عالية؛تحتوي هذه المورثة على مناطق  DNA. بيانات 

تعد دراسة تسلسل  ، لذاوعليه يتم التمييز بين الأنواع ،تختلف من نوع لآخروجود مناطق شديدة التباين إلى ضافة إ

 .(Church et al., 2022) الأكثر اعتماداً وعلى نطاق واسع في توصيف الأنواع الجرثومية المختلفة 16S rRNA مورثة

المسؤولة عن تفكيك السموم البيئية أهمها الجرثومية للكشف الدقيق عن مستويات التعبير عن المورثات و 

بالحساسية العالية والدقة في  تتميز التي "RT-qPCR تقانةيتم اعتماد واحدة من أحدث التقنيات "ت؛ الأفلاتوكسينا

كشف التغيرات الدقيقة في التعبير المورثي، ولإجراء تفاعل التضخيم والكشف الجزيئي بهذه التقانة لابد من وجود أصبغة 

ن من رصد ناتج التضخيم حيث تزداد شدة التألق طرداً مع تراكم جزئيات  fluorescent dyes متألقة خاصة التي تمك 

DNA جة عن التضاعف في كل دورة والنقطة الزمنية التي يصل فيها التألق إلى عتبة حديةالنات  threshold  تحدد

 .(Jeong et al., 2022) مستوى التعبير المورثي
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يفتح استعمال هذه التقانات مجالًا واسعاً للكشف عن الأحياء الدقيقة التي تتميز بكفاءة عالية في التفكيك 

هوية هذه الكائنات بدقة، وفهم دقيق للآلية الجزيئية التي تتبعها في التفكيك، مما يتيح اعتمادها  الحيوي للسموم وتحديد

الة في تطبيقات المكافحة والمعالجة الحيوية.  كوسائل فع 

الحيوي في تثبيط الفطر السام والتفكيك الحيوي  المُثبت دورهادراسات سابقة حول الأجناس الجرثومية 

 :B1للأفلاتوكسين 

Previous studies on bacterial genera proven to play a vital role in inhibiting the toxic fungus 

and biodegrading aflatoxin B1: 

وفاعلية حيوية مضادة للفطريات المنتجة مميزة  خصائصب Lactic Acid Bacteria (LAB ) جراثيم حمض اللبنتتسم 

السيطرة على سمومها مثبطة للنمو الفطري، كما تمتلك المقدرة على ال ن المستقلباتم طيفاً واسعاً  تنتجللسموم، حيث 

ذا يجري ل ،Detoxification السمية، أو نزع degradation التفكيك، أو adsorbtion الامتصاصالمُفرزة من خلال 

جم عن التلوث الفطري في للحد من التلف النا biopreservative agentsكعوامل حفظ حيوي ها العمل على استثمار 

  .(Sadiq, et al., 2019) مجموعة متنوعة من الأغذية وعلف الحيوانات

غرام، غير متحركة، وغير قادرة على التبوغ، هوائية مخيرة، بصبغة إيجابية بأنها جراثيم حمض اللبن تعرف 

 :مثلالمركبات المضادة للفطريات مفرزة للعديد من أنواعها إما مكورات، أو عصيات مكورة، أو عصوية الشكل. 

، بيروكسيد البكتيريوسيناتالعضوية، ثنائي الاستيل، الببتيدات، الحموض الدسمة، الحموض الكربوكسيلية،  الحموض

 .(Crowley, et al., 2013, Wang, et al., 2021) الكحولاتالهيدروجين، 

 تثبيط في YML007 السلالة Lactobacillus plantarum دور جراثيمبينت  2013ففي دراسة أجريت عام 

 Aspergillus niger ،Aspergillus flavus ،Aspergillus oryzae ،fusarium يات سامة تعود إلى الأنواع:ر فط

oxysporum  . تحليل السائل الطافي الخالي من الخلايا الجرثومية الدراسة عن نتائج  كشفتكماcell-free 
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supernatant، 1256,6وزن جزيئي ذو  وجود بروتين جديد تبين إذ kDa  ياتيعد المسؤول عن نشاطها المضاد للفطر 

(Jung, et al., 2013). 

 بوساطةذات الطبيعة البروتينية المُنتجة  أثير المستقلبات المضادة للفطرياتتومن بين الدراسات التي تشير إلى 

خفض نمو  دورها في Lactobacillus brevis أجريت على جراثيم  بينت دراسة، أنواع مختلفة من جراثيم حمض اللبن

% تقريباً، تم تأكيد ذلك في دراسة مستوى النسخ حيث 96وإنتاجه للأفلاتوكسين بنسبة   Aspergillus flavusفطر 

 .(Gomaa, et al., 2018) % مقارنةً مع الشاهد80بنسبة  omt-Aلُوحظ انخفاض التعبير عن المورثة 

 Aspergillus المقدرة على تثبيط النشاط الفطري لكل من L. plantarumكما تمتلك بعض سلالات 

parasiticus  ، Penicillium expansum  حيوياً بوساطة إنتاج ببتيدات فعالة (Luz, et al., 2018). 

 الحموض العضوية التي تُفرزها جراثيم حمض اللبن بدور  حاسم  في تثبط نمو الفطريات السامةكذلك تقوم 

 ,Oliveira, et al., 2015, Guimarães) والحد من مقدرتها على إنتاج السموم أو تأثيرها في ثباتية هذه السموم المُفرزة

et al., 2018) . التثبيطي لعملية التبوغ عند الفطر كما يمكن للحموض العضوية أن تثبط إنتاج السم من خلال تأثيرها

Svanström, et al., 2013)). 

الوسط؛ مما يؤثر في ثباتية السموم الفطرية،  pHالحموض العضوية بتسببها بتغيير درجة حموضة  يُفسر دور

 .lactic acid (Aiko, et al., 2016) اللبن% من الأفلاتوكسين بوساطة حمض 85تبين تفكك أكثر من  دراسةفي 

 بالتآزر مع جراثيم Saccharomyces cerevisiaeتبين دور خميرة   2021وفي دراسة أجريت عام 

Pediococcus pentosaceus  في تثبيط  فطرAspergillus flavus  من خلال إنتاج مستويات عالية من الأحماض

 .lactic acid (Jin, et al., 2021)وحمض اللبن   acetic acid  العضوية لاسيما حمض الخل

 الشعياتومن الأنواع الجرثومية التي تتسم بمقدرة حيوية تمكنها من تفكيك السموم الفطرية جراثيم 

Actinomycetes دور جراثيم بينت إحدى الأبحاث ، حيث Streptomyces cacaoi  السلالة(K234) لى تفكيك ع

 .(Harkai, et al., 2016) %88الأفلاتوكسين بنسبة 
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كما أشارت دراسة تم من خلالها اختبار ثلاثين عزلة من جراثيم الشعيات المعزولة من التربة على تثبيط نمو 

خلصت نتائج البحث إلى نشاط مضاد للفطر أظهرته ستة عزلات جرثومية، بلغت نسبة و ، Aspergillus flavusفطر 

 .((Wongsariya and Thawai, 2019% 42.85 -21.42التثبيط بين 

في كفاءتها في تفكيك  Pseudomonasغرام تتفوق أنواع جرثومية تابعة لجنس لصبغة  السالبةومن الجراثيم 

المعزولة من نبات قصب  Pseudomonas putidaالسموم الفطرية لاسيما الأفلاتوكسين. من بين هذه الأنواع جراثيم 

 السكر  

. (Samuel, et al., 2014).   نخفضة التي تمكنت من خفض سمية الأفلاتوكسين بتفكيكه لمركبات أقل سمية وبثباتية م

 و  P. stutzeriالتي أثبتت تفوق في التفكيك الحيوي للأفلاتوكسينات نوعي Pseudomonasومن بين أنواع 

aeruginosa P. (Tang, et al., 2021). 

ع أدواره الحيوية، نتيجة لتنو لتي تستأثر اهتمام الباحثين بشدة من الأجناس الجرثومية ا Bacillusيُعد جنس 

ومقدرته على التعايش بظروف بيئية متنوعة، ومقاومته لشروط النمو القاسية، ومقدرته على تشكيل الأبواغ الداخلية، 

بشروط المختبر، وسرعة تكاثره، إضافة إلى تنوعه الكبير إذ ينتمي  مغذية أوساطفضلًا عن سهولة عزله وتنميته على 

  .(Das et al., 2014, cho et al., 2020) نوع 200لهذا الجنس أكثر من 

على إنتاج مركبات مثبطة للميكروبات  Bacillusتؤكد نتائج الأبحاث على مقدرة بعض الأنواع التابعة لجنس 

الممرضة، إلى جانب القدرة العالية على التفكيك الحيوي للملوثات والسموم البيئية معقدة التركيب الكيميائي؛ لعل أهمها 

 .B1كسين الأفلاتو 

خياراً واعداً في تقانات الحفظ الحيوي للغذاء  Bacillusبعض الأنواع الجرثومية التي تنتمي إلى جنس تمثل كما 

الأعفان المسببة للفساد الغذائي، يُعزى ذلك لإفرازها مركبات ذات نمو والمعالجة الحيوية، نظراً إلى مقدرتها على تثبيط 

   .(Abdel-Nasser,et al., 2024) مفككة، ومركبات سطحية نشطةطبيعية بروتينية دسمة، وإنزيمات 
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وتُستعمل ، recognized as Generally Regarded AS Safe (GRAS) في كونها آمنةتها تكمن أهمي حيث

الة كعوامل في  مهماً  ، وتعزز المناعة، وتؤدي دوراً (الفلوراالنبيت المعوي )، تسهم في دعم  Probiotics بروبيوتيك فع 

الثبات  منتمكن هذه الأنواع تمقاومة مسببات الأمراض الهضمية، وبسبب أبواغها المقاومة للظروف الحرارية الشديدة 

 .(Payne et al., 2024) أثناء المعالجة الحرارية للمنتجات الغذائية، لذا يسهل اعتمادها في التطبيقات الغذائية والوظيفية

على التفكيك   DY3108 السلالة Bacillus velezensisة جراثيم مقدر  ؤكد إحدى الدراسات السابقة حولت

خلصت نتائج  حيث  من خلال تنميتها في وسط يحتوي الأفلاتوكسين كمصدر وحيد للكربون، B1الحيوي للأفلاتوكسين 

  و A. flavus  إلى جانب تثبيطها لنمو فطر %،91.5لمقدرة تفكيك عالية قُد رت بنسبة  (Shu, et al., 2018)دراسة 

A. parasiticus، بينت نتائج البحث مقدرة سلالة تابعة للنوع الجرثومي  2024 في عام وفي دراسة حديثة Bacillus 

velezensis على تثبيط نمو فطر A. flavus  وتفكيك أشد الأفلاتوكسينات سميةB1 (Li, et al., 2024)  . 

من المخلل،  ةالمعزول WF2020السلالة   B. amyloliquefaciensالنوع  Bacillusومن أنواع جراثيم جنس 

في مجال حراري بين ، ميكروغرام 8-1فعاليته في تفكيك الأفلاتوكسين بتركيز  ((Chen et al., 2022أثبتت دراسة 

كما سببت السلالة مات مفرزة خارج خلوية. إنزيلإفراز  . عُزيت فعالية التفكيك=8pHمْ، ودرجة حموضة  45 -37

في مسار تشكيل الأفلاتوكسين عند عشر مورثات التعبير عن كبحت  كما، A. flavus فطرالجرثومية خللًا في نمو 

    B1. تثبيط إفراز الفطر للأفلاتوكسين نجم عن ذلك (aflR ،aflS)وعوامل النسخ الفطر، 

لسلالة الجرثومية تعد عامل بروبيوتيك مُحتمل نظراً لاصطناعها فضلًا عن ذلك أشارت الدراسة أن هذه ا

 .وحساسيتها لصادات حيوية متنوعة، virulence genesمركبات نشطة، وافتقادها لمورثات الفوعة 

  الجرثومي النوع فلاتوكسين، والمثبت مقدرتها على تفكيك الأ Bacillus من بين الأنواع الجرثومية التابعة لجنس

B. subtilis  السلالة منتجات الألبانأن أحد السلالات المعزولة من  2023سة أُجريت عام دراحيث أثبتت YGT1 

 Al- Mamari et)مْ  30% في وسط الزراعة، بعد الحضن بدرجة 83.8تمكنت من تحليل مركب الأفلاتوكسين بنسبة 

al., 2023.) 
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على تفكيك  B. subtilisالتابعة للنوع   HQ3؛ تبينت مقدرة السلالة الجرثومية 2025وفي دراسة حديثة 

 تبين أن .pH=9مْ، ودرجة حموضة  35ة حرارة بلغت %، وذلك بدرج81.34درت بنسبة الأفلاتوكسين بكفاءة عالية قُ 

 HQ3-Laccase  ،myo-inosose-2 dehydratase (Feng et al., 2025.)فراز أنزيمات لإالنشاط التفكيكي نتيجة 

 Nabti et) دراسة فيف B. licheniformis لنوع الجرثومي الفاعلية الحيوية ل إلىالدراسات السابقة أشارت 

al., 2013)  أكدت النتائج على نشاط أنزيمي عالي لدى سلالات عدة تنتمي للنوع الجرثوميB. licheniformis ، إضافة

 .A. nigerو  A. flavusلمقدرة حيوية مميزة على تثبيط العديد من الفطريات السامة الممرضة للنباتات ومنها 

إفراز مركبات مضادة على  B. licheniformisقدرة النوع الجرثومي لسابقة حول مكما برهنت الدراسات ا

للميكروبات ومنها البكتيروسينات وهي ببتيدات أو بروتينات تعمل على تثبيط العوامل الممرضة من جراثيم، أو فطريات 

 (.Shleeva et al., 2023) سامة
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 :Soil samples collection التربةجمع عينات  -2-1

 Lopes, et)التربة في تعزيز نمو النباتات وإنتاج المحاصيل  جراثيموالفع ال الذي تقوم به  الرئيسنظراً للدور 

al., 2021) ، وكفاءتها في تثبيط العوامل الممرضة للنبات وأهمها الفطريات المنتجة للسموم(Jousset, et al., 2014, 

Li, et al., 2017, Bonaterra, et al., 2022, Lahlali, et al., 2022) بحثاً عن سلالات  عينات تربة زراعية، انتُقيت

محافظة موقعين من الترب  جُمعتحيث ، Aspergillus flavusجرثومية تمتلك المقدرة على كبح الغزو الفطري لجنس 

 محافظة الحسكة )تربة قمحن م(، و Zea ، تربة نبات الذرةHelianthus annuus القنيطرة )تربة نبات دوار الشمس

Triticum قطن، تربة Gossypium ،) نواع محاصيل زراعية اقتصادية أاستهدف  تربالانتقاء أن إلى  الإشارةتجدر

 بمرحلة الحصاد ومابعدها، عينات التربتم جمع ، A.  flavusمن بينها فطر و ومعرضة للإصابة بالفطريات السامة 

 باستعمال مجرفة سم 10-5عمق غ تربة من 500خذ حيث أُ ، على حِدة موقعة لكل ممثليرت ثلاث نقاط متفرقة ختُ ا

spade ، الجدول . يوضح لحين بدء التجارب مْ  4في درجة حرارة حُفظت عينات التربة في أكياس بلاستيكية عقيمة ثم

 مواقع جمع عينات التربة. 2

 : مواقع جمع عينات التربة2الجدول 

 عينات التربةرموز  لمزروعا المحصول النباتي الموقع

 A1, A2, A3 دوار الشمس القنيطرةمحافظة 

 B1, B2, B3 ذرة

 

 S1, S2, S3 قمح الحسكةمحافظة 

 M1,M2,M3 قطن
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، ومحتوى المادة pH)قياس درجة الحموضة  Analysis of soil samples الترب تحليل عينات -2-2

 measuring pH and organic matter content):  العضوية

مل باستعمال  100أُكمل الحجم إلى ومن ثم غرام من كل عينة،  20قيست درجة حموضة عينات التربة بوزن 

دورة في الدقيقة، مدة ساعة، تم سحب السائل  150مْ، مع الرج  25الماء المقطر، حُضنت أنابيب الاختبار بدرجة 

ضمن مختبر  pHت درجة الحموضة باستعمال جهاز شوائب، ثم قيسالالطافي للتثفيل مدة ثلاث دقائق للتخلص من 

 كلية العلوم. -قسم علم الحياة النباتية -الدراسات العليا

كما حُلل محتوى المادة العضوية في عينات الترب المدروسة في مختبرات الهيئة العامة للبحوث العلمية 

 الزراعية.

لى تقدير محتوى الكربون العضوي في التربة ( التي تعتمد عWalkley-Blackباستعمال طريقة والكي_ بلاك )

ومن ثم حساب محتوى المادة العضوية. تم تجهيز كل عينة التربة بعد التجفيف، ثم عملية طحن الترب ونخلها، ثم 

 تقدير وزن كل عينة تربة.

عوملت عينات الترب مع حمض الكبريت المركز، ومحلول كرومات البوتاسيوم )وسط مؤكسد قوي(، حيث 

عل الكرومات مع المادة العضوية ويتم إرجاع الكروم سداسي التكافؤ إلى كروم ثلاثي التكافؤ، وتحويل الكربون تتفا

العضوي إلى ثنائي أكسيد الكربون. تمت معايرة الكرومات غير المتفاعلة باستعمال محلول كبريتات الحديدي، ثم حُسب 

 . (Kellogg, 2014)يرة العينة مقارنة مع الشاهدمحتوى المادة العضوية رياضياً اعتماداً على حجم معا

 :soil Bacteria isolation التربةعزل جراثيم  -2-3

 Mineral salt mediumمل من وسط ملحي  5غرام تربة، وإضافة  1حُضر معلق تربة من كل عينة بوزن 

"MSM"   قيقةدورة/ د 100بسرعة مْ، مع الرج  30درجة حرارة ام مائي عند حُضنت الأنابيب في حم، 3الجدول ،

–LB  (Luria ميكرولتر من معلق التربة وفُرش باستعمال ممص باستور معقم على وسط   100ليلة كاملة. زُرع  
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Bertani) ، باق حُضنت أط، لزيادة كثافة النمو الجرثومي في العيناتتبعاً ( 10-4 إلى 210-)منتمديد أُجريت سلسلة

تم توصيف المستعمرات الجرثومية النامية مورفولوجياً من حيث ساعة.  24مدة مْ،  30حرارة الزراعة الجرثومية عند 

  CFU (colony forming unit)خواص: الشكل، اللون، الحواف، القوام، الارتفاع. كما تم تقدير الكثافة الجرثومية 

 :وفق القانون  عينة التربة،من غ من الوزن الجاف 1 لكل

 .أو غ مل واحدةمعامل التمديد/ حجم العينة المزروعة مقدرة ب×  ستعمرات= عدد المالكثافة الجرثومية

 MSMتركيب وسط : 3الجدول 

 الكمية)غ/ل(  المادة الكيميائية

غ   NaNO3 نترات الصوديوم 4  

غ K2HPO4 3 فوسفات ثنائي البوتاسيوم  

غ NH4Cl 4 كلوريد الأمونيوم  

غ MgSO4_7H2O 0.2 كبريتات المغنزيوم  

د الصوديومكلوري  NaCl 1 غ  

غ KCl 1 كلوريد البوتاسيوم  

غ   CaCl2.2H2O كلوريد الكالسيوم 0.1  

  0.2 غ  Na2HPO4_12H2O فوسفات الصوديوم 

  0.01 غ  FeSO4_7H2O كبريتات الحديد

 B1واختبار مقدرته على إنتاج الأفلاتوكسين  Aspergillus flavusزراعة فطر  -2-4

 Culture of the fungus Aspergillus flavus and testing its ability to produce aflatoxin B1: 

هيئة الطاقة الذرية تم الحصول عليها من مختبرات ) NRRL 3357السلالة   Aspergillus flavus فطرزُرع 

، مْ  28درجة حرارة  عندتم الحضن   "Patato Dextrose Agar "PDA آغار تروز بطاطاالسورية( على وسط ديكس
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مُغذي في وسط زُرع الفطر حيث أوساط متنوعة، في  B1على إنتاج سم الأفلاتوكسين  اختُبرت مقدرة الفطر .مدة أسبوع

غرام رز  100 نحونُقع  بعد ؛غذائية )الرز(في عينة و ، وفي معلق تربة،  "Patato Dextrose Broth "PDBسائل 

غلقت أُ  حُضر معلق بوغي لتلقيح الوسط،ثم  ،أرلينتين معقمتين علىتوزيع كمية الرز و  التصفية تثم تم مدة ساعتين،

. في كل الاختبارات ع، مدة أسبو مْ  28تم الحضن بحرارة  سدادة قطنية مغلفة بقطعة قصدير، بوساطةفوهة الأرلينات 

 :(Wacoo, et al., 2014)الآتية  الخطوات وفقB1 استُخلص الأفلاتوكسين 

 دقائق. 10دقيقة مدة /ةدور  14000عبوات الزرع  تثُفل .1

وُضعت  ثمعضوي الكلورفورم، من المذيب المل  100نُقل السائل الطافي إلى أرلينة زجاجية، ثم أُضيف  .2

 .دورة/ دقيقة 100 وبسرعة ، بدرجة حرارة الغرفة،على الرج مدة ساعة اتالعين

 باستعمال ورقة ترشيح مُضاف لها سلفات الصوديوم، كُرر الترشيح مرتين. الوسطرُشح  .3

ميلي  474، والضغط مْ  درجة 40 عند العينة باستعمال جهاز المبخر الدوار بعد ضبط حرارته تبخيرتم  .4

 بار.

 ميكرولتر كلورفورم. 500بعد تمام التجفيف حُلت العينة في  .5

 ""Thin Layer Chromatography TLCبطريقة الكروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة بر إنتاج الأفلاتوكسين اختُ  .6

 .1:9، ضمن محلول الترحيل المركب من: كلورفورم، أسيتون السيلكابترحيل العينة على صفيحة 

عند طول  UV البنفسجيةالأفلاتوكسين في العينات بوساطة جهاز وحدة الكشف بالأشعة فوق  تم تتبع تألق .7

 .نانومتر 366موجة 

 .مْ  20-عينات الأفلاتوكسين المستخلصة بدرجة حرارة  تفظحُ  .8
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 Studying the effect في بنية المجتمع الجرثومي في عينات التربة A. flavusفطردراسة تأثير  -2-5

of A. flavus on the structure of the bacterial community in soil samples: 

الجرثومية في عينات الترب الزراعية المدروسة، أُجريت تجربة بغية دراسة تأثير فطر  الفلورابعد دراسة 

Aspergillus flavus ثومية في عينات الترب الملقحة من حيث الكثافة الجر  ؛في بنية المجتمع الجرثومي لكل عينة تربة

بأبواغ الفطر، مقارنة مع نتائج الكثافة الجرثومية في عينات التربة قبل التلقيح بالفطر المدروس، حيث هدفت التجربة 

 والحد من تأثيره السمي. تمت التجربة وفق الخطوات A. flavusلانتقاء أنواع جرثومية تمتلك فاعلية مضادة لنمو فطر 

 الآتية:

باستعمال مسبر معقم  ،أسبوع مدة PDA بعد تنمية الفطر على وسط ،A. flavus ر معلق بوغي لفطرحُض .1

قلت الأسطوانات باستعمال الملقط المعقم إلى الوسط المغذي المنمى عليه الفطر، نُ  من أقراص حفرتم 

بعد الرج الجيد % إذ يعمل على تشتيت وبعثرة الأبواغ الفطرية، 0.01الأنبوب الحاوي على محلول توين 

ر عدد الأبواغ في ميكرولتر من المعلق البوغي وأُضيف لصفيحة العد،  20للأنابيب، أُخذ  مل  1قُد 

  .باستعمال المجهر الضوئي

 بنحولُقحت كل عينة تربة غرام من كل عينة تربة على حِدة، ثم أُضيفت لأرلينة معقمة،  100وزن  .2

جميع مراحل الزراعة تمت دادة قطنية مغلفة بقطعة قصدير. ، أغُلقت فوهة كل أرلينة بسمل/وغب 610×2

 مْ. 28حرارة  عند درجةحُضنت الأرلينات في حاضنة مضبوطة و بشروط عقيمة ضمن خيمة الزرع، 

غ من الترب وتحضير معلق  1بأخذ وذلك تم تتبع التغير في نمو الأنواع الجرثومية أسبوعياً مدة شهرين،  .3

. لضمان A. flavusثومية وتوصيف الأنواع الجرثومية النامية إلى جانب فطرتربة، لتقدير الكثافة الجر 

من  عينةعند أخذ  MSMمل من وسط  1توفر الرطوبة اللازمة لنمو الفطر خلال أسابيع التجربة أُضيف 

 الترب في كل أسبوع.
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فت الأنواع الجرثومية المعزولة من التربة خلال أسابيع التجربة مورفولوجياً، ثم  .4 جُددت الزراعة على وص 

مْ، لحين اختبار مقدرتها الحيوية  4درجة على عزلة نقية، تم حفظ العزلات عند  بهدف الحصول LBوسط 

 .B1وإفرازه للسم  A. flavusفطرفي تثبيط نمو 

 B1  Isolation of symbiotic bacteria عزل الجراثيم المتعايشة في التربة المعاملة بالأفلاتوكسين -2-6

in soil treated with aflatoxin B1: 

حيوية فريدة تمكنها من تثبيط نمو  من العزلات الجرثومية التي تتسم بخصائصبهدف التحري عن المزيد 

نانوغرام/ميكرولتر  20غ من كل عينة تربة على حِدة بتركيز  1الفطر ومعالجة سمومه المفرزة؛ أُجريت تجربة تلقيح 

، حُضنت أنابيب الزراعة في حمام مائي درجة MSM من محلول ميكرولتر 200 مُضافاً إلى B1من الأفلاتوكسين 

 دورة/ دقيقة، مدة أسبوع. 135، مع الرج بسرعة مْ  30حرارته 

، أُجري تحضير سلسلة من LBميكرولتر من معلق التربة المعاملة مع الأفلاتوكسين على وسط  50زُرع 

. ساعة 24مدة مْ،  30حرارة في كل عينة، ثم حُضنت الأطباق عند درجة  يتمديدات الزراعة تبعاً لكثافة النمو الجرثوم

 تم توصيف العزلات الجرثومية النامية مورفولوجياً، وعزلت على أطباق خاصة لكل عزلة على حِدة.

 مُضاف إليه الغليسرول LBأن جميع العزلات الجرثومية المدروسة تم حفظها ضمن وسط  تجدر الإشارة إلى

 لحين إتمام التجارب.، مْ  20- عند درجة حرارة% 50 بنسبة

 Bacterial antifungal :حيويا   Aspergillus  flavusالفاعلية الجرثومية المضادة لفطر  اختبار -2-7

activity test against Aspergillus flavus  

والترب  A. flavusفطرباختُبرت المقدرة التضادية الحيوية للعزلات الجرثومية المعزولة من الترب الملقحة 

 اعتماداً على مقدرتها الحيوية على تثبيط نمو الفطر وتأثيرها المحتمل في كبح تبوغه. B1   المعاملة بالأفلاتوكسين

، (El-Debaiky, 2017) ريقة الزراعة المزدوجةوفق ط  LB  على وسط مغذي درست التضادية الجرثومية

غُمست أقراص و المُختبر في أربعة نقاط حول مركز الطبق بطريقة الوخز، بالنوع الجرثومي  وسط الاستنباتلُقح  حيث
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حُضنت . الترشيح العقيمة بالمعلق البوغي، ثم نُقلت باستعمال الملقط المعقم وغُرست في منتصف الوسط المغذي

تم  عين مدة أسبوعين.مْ، تم تتبع النمو الفطري والجرثومي والتأثير المتبادل بين كلا النو  28 عند درجة حرارةالأطباق 

وتثبيط مقدرته على  A. flavusفطرالتأكد من نتيجة التضادية الحيوية للنوع الجرثومي المُختبر وتأثيره في الحد من نمو 

 طريقة الزراعة. 6 يوضح الشكل كشاهدفقط التبوغ بالمقارنة مع الوسط الملقح بالفطر 

 

 

 

 

 

تظهر المستعمرات الجرثومية في النقاط الأربعة ، A. flavusفطرلتضادية الجرثومية ضد اطريقة الزراعة المزدوجة لاختبار  :6الشكل 

 حول المركز المغروس بمنتصفه قرص ترشيح ملقح بالمعلق البوغي.

 : (Wongsariya and Thawai, 2019) القانون الآتي وفق التثبيطفي نهاية التجربة تم حساب نسبة 

)نمو مستعمرة الفطر في الوسط الملق ح  R2 -الفطر الشاهد( )أقصى نمو لمستعمرة D  =%R1 النسبة المئوية للتثبيط

 R1×100بالنوع الجرثومي(/ 

 B1: Study of theللأفلاتوكسين  Aspergillus  flavusدراسة التأثير الجرثومي في إفراز فطر  -2-8 

Bacterial effect on the secretion of aflatoxin B1 by A. flavus: 

اثيم المدروسة حيوياً بتثبيط نمو الفطر، اختُبرت مقدرتها في الحد من إفرازه للأفلاتوكسين بعد تقييم كفاءة الجر 

B1 بزراعة النوع الجرثومي في وسط زراعة سائل بأخذ مسحة من النوع الجرثومي المدروس ومزجها ضمن الوسط ،

ثم بخفة لضمان المزج الجيد، ، ثم أخذ كشطة من الفطر إلى أنبوب الزراعة، بعد الرج LB brothالمغذي السائل 

 دورة/دقيقة، مدة خمسة أيام. 100 بسرعة مْ، ورج 28 درجةعند  حُضنت الأنابيب في حمام مائي مضبوطة حرارته



واختبار مقدرتها على تفكيك الأفلاتوكسيناتة....لتأثير الصادي للسلالات الجرثومية المعزولة من التربدراسة ا ،محفوظ                         37  
 

  

ر أنبوب زراعة شاهد مزروع ضمنه الفطر المدروس فقط، لدراسة الفرق بين المقدرة الجرثومية المُحتملة  حض 

وإنتاجه للسم عند النمو في الوسط الزرعي بغياب النوع المثبط. بعد أسبوع التجربة ، B1في تثبيط إفرازه للأفلاتوكسين 

؛ وللكشف عن وجود الأفلاتوكسين أو غيابه في (4-2في الفقرة ) بالطريقة المذكورة سابقاً  B1استُخلص الأفلاتوكسين 

از وحدة الكشف باستعمال الأشعة وقراءة النتيجة بوساطة جه TLCالعينات المدروسة، تم ترحيل العينات على صفيحة 

 .UVفوق البنفسجية 

 B1: Studying the biologicalلأفلاتوكسين ا دراسة المقدرة الحيوية لجراثيم التربة على تفكيك -2-9

capacity of soil bacteria to degrade aflatoxin B1: 

بغية دراسة مقدرتها  يتها في تثبيط نمو الفطرثبت فاعلالأنواع الجرثومية إيجابية التضادية الحيوية والمُ  انتُقيت

 واستعماله كمصدر للكربون والطاقة. B1الحيوية في النمو بوجود الأفلاتوكسين 

مل حاوية على  1.5زراعة العزلات الجرثومية ضمن أنابيب سعة ولهذا الهدف صُممت تجربة تعتمد على  

 ،4 الجدولPBS" Phosphate-buffered saline" غذية محلول ملحي فوسفاتي عقيم فقير بالكربون والعناصر الم

نانوغرام/ميكرولتر، لق ح كل أنبوب على حِدة بالنوع الجرثومي المراد اختباره، حُضنت  20مُضافاً له الأفلاتوكسين بتركيز 

 دورة/دقيقة، مدة ثمانية أسابيع. 115 وسرعةمْ،  32 عند درجة حرارةأنابيب التجربة 

مع  بالمقارنة TLCالجراثيم أسبوعياً باختبار تألقه على صفيحة  بوساطةالأفلاتوكسين  تفككتم التحري عن 

 فقط.   الشاهد الأفلاتوكسين المضاف للوسط

 PBSط تركيب وس: 4 الجدول

 الكمية  المادة الكيميائية

غ NaCl 8 كلوريد الصوديوم  

غ NaCl 0.2 كلوريد البوتاسيوم  
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غ Na2HPO4 1.44 فوسفات الصوديوم الثنائية  

غ NaH2PO4 0.245 فوسفات البوتاسيوم الأحادية  

pH= 7.4   

 

الأنواع  بوساطة B1اختبار مقدرة التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين  كُررت تجربةبناءً على نتائج التجربة الأولى؛ 

ه تدريجياً، وذلك بهدف تأكيد ؛ من خلال النمو بوجود السم الحيوي وتفكيكأبدت تفاعلًا إيجابياً في الوسطالجرثومية التي 

ميكرولتر من الوسط الملحي الحاوي على الأفلاتوكسين  10نتيجة التفكيك وحساب التراكيز المتناقصة أسبوعياً بترحيل 

B1  بوساطةنانوغرام/ميكرولتر، والمُنمى ضمنه العزلة الجرثومية المُختبرة بنفس ظروف الحضن السابقة،  20بتركيز 

الة مختبر)(CAMAG- Automatic TLC Sampler 4 (ATS4)- Switzerland) جهاز  -تحليل الملوثات والمواد الفع 

 .7 الشكلهيئة الطاقة الذرية السوري ة(  -دائرة الكيمياء الحيوية والسميات

 0.156-0.3125-0.625 -1.25-2.5) بتراكيز B1بعد تحضير سلسلة عيارية من الأفلاتوكسين 

 أسابيع. 8 مدةالجراثيم المدروسة أسبوعياً  بوساطةتبع عملية تفكيك الأفلاتوكسين تم ت. نانوغرام/ميكرولتر(

 10از بحقن الجه يقوم ،نانومتر 366موجة وأُجري المسح عند طول  ،TLCتم الترحيل على صفائح الـ 

حساب التراكيز من  يتمثم  منو  التقييم الكمي لنتائج الكثافة المُقاسة،يعتمد عمل الجهاز على  ميكرولتر من العينة،

 . 1:9بعد الترحيل بمحلول كلوروفورم، أسيتون  .خلال المقارنة بنتائج السلسلة العيارية

       (:(Singh and Mehta, 2022 الآتيةتم تقدير النسبة المئوية للتفكيك الحيوي اعتماداً على العلاقة 

%𝐷 =
𝐴𝑐 − 𝐴𝑡 

𝐴𝑐
× 100 

 تبرة.تركيز الأفلاتوكسين في العينة المُخ Atتركيز الأفلاتوكسين الشاهد،  ACنسبة التفكيك الحيوي،   Dحيث: 
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B1المُستعمل لتقدير تركيز الأفلاتوكسين  TLC: جهاز 7 الشكل  

   16S rRNAسَلْسَلِة الـمـورثةالتوصيف الجزيئي للعزلات الجرثومية اعتمادا  على  -2-10

   characterization of bacterial isolates based on 16S rRNA gene sequence   :Molecular 

حيوياً، إلى  A. flavusفطرنتائج إيجابية في اختبار فعاليتها التضادية ضد ة جرثومية ثلاثون عزل أظهرت

تم غربلة العزلات بعد إجراء اختبار تفكيك الأفلاتوكسين ضمن ، B1جانب مقدرتها على تثبيط إفرازه للأفلاتوكسين 

سَلْسَلِة ا جزيئياً باستعمال تقانة شروط المختبر، وانتُقيت نتيجةً للاختبار خمس عزلات جرثومية، تم تحديد هويته

 . 16S rRNAالـمـورثة

 :DNA extraction الدنااستخلاص  -2-10-1

  DNA extraction KIT- QIAGENE باستعمال  gDNAاستخلاص الدنا الجينومي  في بداية العمل تم 

 :الآتية الخطوات وفق

 عسائل، وحُضنت أنابيب الزر   LB سطو  مل 10 فيفي أولى مراحل الاستخلاص زرعت الخلايا الجرثومية  .1

 . ساعة 24 مدة ،دقيقةة/دور  110 مع الرج بسرعة، مْ  30درجة حرارة عند 

 6000 السائلة بسرعة عالخلايا الجرثومية بتثفيل أنابيب الزر  جُمعت للحصول على الرسابة الجرثومية .2

 .دقيقة 15 دورة/دقيقة، مدة
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 :المكون من P1 buffer (resuspension buffer)  محلول الفصل ميكرولتر من 300 ضيفأُ  .3

يلين رباعي حمض تثنائي أمين الإيو ،50mM- pH=8)لضبط درجة حموضة الوسط ) Tris HCL موقيمحلول 

 الإيجابيةيونات يتمثل دورها بالارتباط مع الإ EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (10mM) الأسيتيك

  RNase A    (µg/ml 100) ،نزيم المحلل لهكذلك تثبيط عمل الإو  ،DNA سفات في جزيءلأملاح مجموعة الف

 .مرات 6-4رُجَّت الأنابيب جيداً  RNA. للتخلص من الحمض الريبي

م المكون من هيدروكسيد الصوديو P2 buffer (lysis buffer) محلول الحل ميكرولتر من 300 أُضيف .4

(mM 200) ومادة سلفات دودوسيل الصوديوم SDS (sodium dodecyl sulphates ) بهدف  %1تركيز

الغشاء السيتوبلاسمي للخلايا الجرثومية، كما تعمل القلوية العالية للمحلول على تخريب الجدار الخلوي و  تخريب

ت الأنابيب جيداً "DNA nucleaseنزيمات المحللة الإ وترسيب البروتينات وتثبيط مرات، ثم  6-4". رُجَّ

 بر.ترارة المخدقيقة في ح 20حُضنت مدة 

 الحاوي على أسيتات البوتاسيوم ،P3 buffer (neutralization buffer)  محلول ميكرولتر من 300أُضيف  .5

Potassium acetate ، دقائق. 5 البروتين. حُضنت الأنابيب بالثلج مدةبغية ترسيب 

( DNA )الحاوي على طافيدقيقة للحصول على الرُسابة البروتينية ونُقل السائل ال 15ثُفلت الأنابيب مدة  .6

 مل جديد. 1.5بندورف إلأنبوب 

وذلك بتثفيل الأنابيب  ،DNA بهدف فصل وترسيب ،iso-propanol ميكرولتر إيزوبروبانول 600 أُضيف .7

 .مْ  4بدرجة حرارة  دقيقة، 30دقيقة مدة  /دورة 15000بسرعة 

دقيقة، /دورة 10000فلت الأنابيب ، ثُ DNA% لرسابة 70 إيثانول نقي مل 1بعد التخلص من الطافي أُضيف  .8

 .دقيقة 15مدة 
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ماء مقطر  اً ميكرولتر  50في  DNA بعد التخلص من طافي الإيثانول تُركت الأنابيب لتجف جيداً، ثم حُل .9

 .مْ  4المُستخلص في درجة حرارة    DNAحُفظ  معقم.

 Measuring DNA concentration and assessing its وتقدير نقاوته DNA قياس تركيز -2-10-2

purity: 

، nmنانومتراً  260 على طول موجة،8الشكل  Nanodrop جهازحُدد تركيز كل عينة على حِدة باستعمال 

  .2-1.8بين  بنقاوة

 

 

 

 

 Nanodropجهاز  بوساطة  DNA الدنا : قياس تركيز عينة8 الشكل

 16S rRNA gene تفاعل التسلسلي للبوليميرازباستعمال ال 16S rRNAتضخيم المورثة  -2-10-3

amplification using polymerase chain reaction: 

المواد  حيث كانت ،ميكرولتر 25من الدنا الجينومي بحجم تفاعل نهائي 16S rRNAجري تضخيم المورثة أُ 

حر ة  ، نكليوتيدات10x))تركيز  Taq polymerase buffer واقمحلول  كالآتي: الكيميائية المستعملة في التفاعل

 (MgSO4 المغنزيوم كبريتات (،mMميلي مولر25 ) dioxynucliotid triphosphat dNTPs)) الأكسجين منقوصة

 Primers  (16S rRNA Forward , 16S rRNAبادئات، Taq polymerase (1.5U )البلمرةنريم إ ميلي مولر(،3

Reverse)  عينة ، 5الجدول ح في بالتسلسل الموض   ميكرو مولر، 10تركيزDNA  ،مقطر معقم لإتمام حجم  ماء
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 Thermal يجابي، تم التضخيم باستعمال جهازدُرست سابقاً كشاهد إ DNAعملت عينة عند إجراء التفاعل استُ  التفاعل.

cyclers حة  .9 بالشكل، وفق المراحل الموض 

 .PCR تسلسل البادئات المستعملة لتفاعل :5الجدول 

 PCRحجم ناتج ال 

Amplicon(bp) 

يوتيديالتسلسل النكل   البادئة  

 

500 '3GCACAAGCGGTGGAGCATGTGG '5  16 S rRNA F 

'3GCCCGGGAACGTATTCACCG  '5 S rRNA R16 

 تم تصميم وإنتاج البادئات المستعملة في الدراسة ضمن مختبرات هيئة الطاقة الذرية.*              

 

 

 

 

 

 

 

 PCR: برنامج عمل جهاز 9 الشكل

 :electrophoresis Gel ائيالرحلان الكهرب -2-10-4

غاروز من بودرة الآ غ1 لتحضير الهلام وُزِن ، الدنا بعد تضخيمها% لترحيل قطع 1تركيز بغاروز عملت هلامة الآستُ ا

 الجدول، يبين pH 8.3مضبوطة درجة Tris-acetate-  EDTA (x1) (TAE) رئة الرحلانامل من د 100 وحُلَّ في

والصبغة المستعملة بروم  DNA Staining ميكرولتر من ملون الدنا 3لهلام إلى ا أُضيفئة الرحلان. ر امكونات د 6
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عند تعرضها للأشعة فوق  متـألقةعصائب  على هيئةيثيديوم وهو ملون يرتبط مع الدنا ويظهر شدف الدنا الإ

 . UVالبنفسجية

 (TAE50x ( تحضير دارئة الرحلان :6 الجدول

 الكمية المادة الكيميائية

Tris base 242غ  

Glacial acetic acid  57.1مل 

EDTA 0.5M 100 مل   

مل 600 ماء مقطر معقم  

لتر 1الحجم النهائي   

مُزج و ، DNA loading Dyeميكرولتر ملون التحميل  5ها يلإأُضيف  PCRناتج تضخيم تفاعل عند ترحيل 

ر ولدور الصبغة في رؤية ومتابعة سير مع العينة المدروسة لاحتوائه على مواد كثيفة لتسهيل حقن العينة في البئ

لت العينات  وهي قطع من الدنا معلومةDNA Ladder ميكرولتر من  5حقن في أول بئر الرحلان.  الوزن الجزيئي. رُح 

قراءة نتيجة الرحلان الكهربائي باستعمال تمت  دقيقة. 20مدة ميلي فولط  125لرحلان الكهربائي باستعمال وحدة ا

  .nmنانومتر 256عند طول موجة  GEL Documentation ((uvitec-Japan مةتصوير الهلا جهاز

 Reading the 16S rRNA gene الجراثيم لتحديد هوية 16S rRNAقراءة تسلسل المورثة  -2-10-5

sequence to identify bacteria : 

 ,ABI 310 Genetic Analyzer)باستعمال جهاز لنواتج التضخيمقراءة التسلسل النكليوتيدي  تمت  

Applied Biosystems )- قسم التقانة الحيوية والبيولوجيا الجزيئية وحدة السلسلة في. 
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بالتسلسلات  زلةالخاص بكل ع 16S rRNA تسلسل المورثة ؛ بمقارنةحُدد جنس ونوع كل عزلة على حِدة

   National Center for Biotechnology Information الوراثية الخاصة بالمعلومات ياناتالبالموجودة في قاعدة 

(NCBI)  بـاستعمال برنامج خاص بقراءة التتالي النكليوتيدي (Chromas- version 2.6.6). 

 Microscopic and التوصيف المجهري، والمورفولوجي للسلالات الجرثومية المُختبرة -2-11

morphological characterization of the tested bacterial strains: 

غرام، كما دُرست خواص صبغة لمجهر الضوئي بعد تلوينها بحصت السلالات الجرثومية باستعمال افُ 

 الشكل، اللون، الحواف، القوام، الارتفاع.من حيث:  ورفولوجياً م LB مستعمراتها على الوسط الزرعي

 Characterization of the الحيوية الكيميائية للسلالات الجرثومية المُختبرة الخصائصتوصيف  -2-12

biochemical properties of the tested bacterial strains : 

فة على أوساط مغذية انتقائية  السلالات الجرثوميةزُرعت  تم  حيثالمتنوعة  خصائصهابهدف دراسة الموص 

الطريقة  بذاتاعتها واختُبرت حركتها بزر  زراعتها في الآغار العميق بطريقة الوخز، بوساطةاحتياجاتها الهوائية اختبار 

الحاوي على مشعر لوني يمكننا من تمييز امتلاكها لسياط تساعدها  Motility Test mediumفي وسط اختبار الحركة 

 على الحركة.

، EMB (Eosin methylene blue) يسلبية الغرام على وسط Delftia acidovorans جراثيم زُرعت كما  

الغرام، واختُبرت مقدرة الجراثيم على تحمل الملوحة بنسبة  بالجراثيم سلبيةالخاص  MacConkey agarووسط ماكونكي 

عن  قدرتها على حل الدممودُرست ،  NaCl مُضافاً له النسبة المطلوبة من ملحMYP % بزراعتها على وسط 7.5

  .Blood agarغار المُدمى الجرثومية على وسط الآ السلالات زرعطريق 

زراعتها على وسط  بوساطة (Amylase)اختبار الأميلاز  لجرثومية على حل النشاءاختُبرت مقدرة السلالات ا

جميع تمت ي للزراعة باستعمال محلول اليود اليودي، لواختُبر إيجابية الاختبار في اليوم التا، starch agarآغار النشاء 
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على الأوساط، أُجري الحضن الجرثومية  في الزراعةالتخطيط اعتُمدت طريقة اختبارات الزراعة الجرثومية بشروط عقيمة، 

  .ساعة 24مْ،  30درجة حرارة عند 

 :B1نزيمي للسلالات الجرثومية المفككة للأفلاتوكسين اختبار النشاط الإ  -2-13
            Enzymatic activity test for aflatoxin B1 degrading bacterial strains: 

    

د السلالات الجرثومية النشطة والتي امتازت بكفاءة عالية على النمو بوجود مركب نزيمية عناختُبرت الفاعلية الإ

نزيمي مرتبط بمسار للكربون والطاقة، بحثاً عن نشاط إالسمية واستقلابه بغرض استعماله كمصدراً عالي  الأفلاتوكسين

فكيك، في أولى الاختبارات فُحصت مقدرة ثابت الهيكل الكيميائي والمقاوم للمعالجة والت B1تفكيكها لمركب الأفلاتوكسين 

في حال قدرتها على إنتاجه؛ أُجري  Catalaseنزيم الكاتالاز إ بوساطة 2O2Hالجراثيم على تفكيك الماء الأوكسجيني 

الاختبار باستعمال أنابيب اختبار حاوية على الماء الأوكسجيني ثم لُقح الأنبوب الخاص بكل سلالة بمسحة من 

ساعة(، سُجلت إيجابية الاختبار عند انطلاق فقاعات الأوكسجين  48-24ثومية المدروسة بعمر )المستعمرة الجر 

 مباشرةً بعد التفاعل. 

باستعمال أقراص الاختبار الخاصة  Oxidase cytochromالسيتوكروم أوكسيداز نزيم كشف عن نشاط إتم ال

الجرثومية المُختبرة ومسحها على قرص الاختبار؛ تم بالكشف عنه وباستعمال إبرة الزرع تم أخذ كشطة من المستعمرة 

(. كما أُجري -أو غيابه )تمييز بين السلالات سلبية أو إيجابية الاختبار بملاحظة ظهور اللون الأزرق البنفسجي )+( ا

نزيم الستراز بزراعة السلالات الجرثومية على وسط سيمون سترات الحاوي على سترات الصوديوم كمصدر اختبار إ

المفكك للسترات، حيث يتم ارتفاع  citrataseنزيم الستراز أزرق بروموتيمول للكشف عن وجود إ وحيد للكربون ومشعر

 .ساعة 24مْ،  30درجة لاختبار بعد حضن أطباق الاختبار عند الوسط فيتغير اللون للأزرق دليلًا لإيجابية ا pHقيمة 

المدروسة في حال مقدرتها على تفكيك الحمض الأميني السلالات  بوساطة Indoleاختُبر إنتاج الاندول  

بعد زراعة الجراثيم في أنابيب اختبار حاوية على الماء  Tryptophanaseنزيم التريبتوفيناز إ بوساطةالتربتوفان 

 -لخباليوم التالي للزراعة تم ملاحظة نتيجة الاختبار بإضافة بضع قطرات من كاشف إير  ،الهضموني الغني بالتريبتوفان
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، في حال إيجابية الاختبار تتشكل حلقة حمراء كدليل على تحرر الاندول ناتجاً عن عملية  Ehrlich- Kovacs كوفاكس

بتلقيح أنابيب الجيلاتين  proteaseنزيم البروتياز الجراثيم المنتجة لإ بوساطةالتفكك. أُجري اختبار إماهة الجيلاتين 

تيجة الاختبار بعد حفظ الأنابيب بالثلاجة مدة نصف ساعة؛ في حال كان بطريقة الوخز، بعد الحضن، تمت قراءة ن

 الاختبار إيجابية يبقى الوسط سائلًا.

بزراعتها ضمن أنابيب حاوية على وسط البولة ومشعر أحمر  Ureaseنزيم اليورياز اختُبر إنتاج الجراثيم لإ 

در ومن ثم فحمات الأمونيوم يتحول الوسط لقلوي ويظهر الفينول، في حال مقدرتها على تفكيك البولة وتحويلها إلى نشا

 اللون الوردي دلالة على إيجابية اليورياز.

 ,MacFaddin) الآتية: تم إجراء الاختبارات الحيوية الكيميائية وفق الطرائق المعتمدة والموصفة في المراجع

2000, Cappuccino and Sherman, 2013).   

 :B1عن آلية تفكيك الأفلاتوكسين المسؤولة  CotA المورثةدراسة التعبير المورثي عن  -2-14

Studying the gene expression of CotA gene which responsible for the mechanism of aflatoxin 

B1 degradation: 

 RT-qPCR ل التسلسلي للبوليميراز الكمي في الزمن الحقيقيتفاعالالتعبير المورثي  اعتماداً على تقانة اختُبر 

(Real time-Quantitative PCR ،) الجرثومي انتُقي النوعحيث Bacillus licheniformis السلالة S2b6 الأكثر كفاءة 

ه مرجعياً تفكيك المورثات المسؤولة عنإحدى لاختبار التعبير المورثي عن  B1تفكيك الأفلاتوكسين  وظيفياً والأسرع في

 .8،6،4،2ضمن نقاط زمنية: الأسبوع  رة النموتتبع التغيرات في التعبير المورثي خلال فتتم  ،"CotA مورثة"

 كمورثة مرجعية. 16S rRNA المورثةمدت عتُ ا و الهدف،  ةبالمورث ةخاصبادئات نوعية تصميم  تم 
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 :RNA extraction الرنا استخلاص -2-14-1

 وفق الآتي: RNA رنافي بداية خطوات العمل تم استخلاص الـ 

المنماة بوجود الأفلاتوكسين  S2b6السلالة  Bacillus licheniformisع الخلايا الجرثومية لنو من  RNAعُزل 

B1 باستعمال (RNA extraction KIT- QIAGENE) ،أُضيف حيث الخطوات المرفقة مع طقم الاستخلاص. وفق 

ميكرولتر  5ممزوجاً مع  RLT(lysis Buffer)  حلالمن محلول  اً ميكرولتر  450لرسابة الجرثومية إلى ا

نُقل المزيج ثم  دقائق. 3-2مدة  مْ، 50درجة حرارة عند حُضنت الأنابيب و،  Mercaptoethanol βتوإيتانولبيتامركب

 دقيقة. 2تثفيل مدة  تلاهالجينومي،  DNAإلى أنبوب تجميع حاوي على عمود ربط 

لأنابيب ثم نُقل إلى ا ،زج محتوى الأنابيب جيداً مُ و %، 100 إيثانولأضيف إلى السائل الراشح نصف حجمه 

ميكرولتر من  600أضيف إلى العمود  ثانية للتخلص من الراشح. 15 مدة تثفيلال، ثم RNAالحاوية على عمود ربط 

الغسل  ميكرولتر من محلول  600أضيف ثم  ثانية والتخلص من الراشح. 15ثم تثفيل    RW1محلول الغسل الأول

كُررت هذه الخطوة مرة ثانية تلاها تثفيل  والتخلص من الراشح. ةثاني 15تثفيل ثم  انول،يثالمُضاف إليه الإ RPE الثاني

ضمنه  RNA ميكرولترات ماء مقطر معقم لحل 10مل وأُضيف  1.5نقل العمود إلى أنبوب إبندورف  دقيقة. 2مدة 

دورة /  14000بسرعة مئوية، )جميع خطوات التثفيل تمت  20-مدة دقيقة. حُفظت العينات في درجة  بعد التثفيل

 (.دقيقة

 Measuring RNA concentration and assessing its وتقدير نقاوته RNA قياس تركيز -2-14-2

purity: 

طول وقدرت نقاوته على nm 260على طول موجة  nanodropجهاز  باستعمال RNAقيس تركيز كل عينة 

 .ميكروغرام/ميكرولتر قد رت التراكيز بواحدةو ميكرولتر للعينة،  2، بمعايرة 260/230و 260/280 موجة
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 cDNA: RNA reverse transcription andوتركيب الدنا المتمم  RNA ـرناالنسخ العكسي لل -2-14-3

cDNA synthesis: 

 Gscript First-Strand Synthesis) باستعمال  Complementary DNA (cDNA)المتمم الدنا صُن ع

Kit- GeneDirex)، الآتية مراحلال وفق:  

ميلي  10بتركيز  نكليوتيداتميكرولتر 1( إلى المزيج الأول المكون من: كغم 5-0.1)بتركيز RNAنة عيإضافة  .1

 13لإتمام الحجم إلى  ميكرومولر، ماء مقطر معقم 50بتركيز oligo (dT) ميكرولتر بادئة نوعية 1مولر، 

 دقائق. 5مدة  مْ  65درجة حرارة ، حُضنت العينات عند ميكرولتر

  ديثيوثريتول ،ميكرولتر st strand buffer 5x 1(  4( قيمو ات المزيج الثاني المكون من: محلول لعينإلى اضيف أُ  .2

Dithiothreitol (DTT)-(0.1  )نزيم النسخ العكسيإ ميكرولتر، 1مول Gscript  RTase 1 ميكرولتر، ماء 

 ميكرولتر. 20لإتمام الحجم النهائي إلى معقم  مقطر

دقيقة، وبعدها رُفعت حرارته لدرجة  55مدة  Thermo-mixer ضمن جهاز مْ  55ت العينات بدرجة حرارة ضنحُ  .3

 .دقيقة 15مدة  مْ  70

 .التاليةلحين إجراء التجربة  مْ  20- حرارة درجةالعينات عند  تحفظ .4

  :RT-qPCR تقانةتقدير التعبير المورثي باستعمال  -2-14-4

Gene expression estimation using RT-qPCR technique: 

 : reference gene مرجعيةال المورثةو  target gene: CotAللمورثة الهدف دراسة التعبير المورثي  أُجريت

16S rRNA،  جهاز باستعمال، 7تسلسل المورثات في الجدول(AriaMx Real-time PCR System from Agilent 

technologies, USA)، مزيج التفاعل باستعمال (EVA Green q-PCR System Rox I Kit- GeneDirex- 

Taiwan)10 بالشكلالموضحة الخطوات  وفق .8 الجدولالمواد الكيميائية المستعملة في التفاعل موضحة في  ؛. 
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 .RT-qPCRالكشف الجزيئي باستعمال تسلسل البادئات المستعملة في   :7 الجدول

 PCRحجم ناتج 

Amplicon(bp) 

 التسلسل النكليوتيدي

Oligo Sequence (5' - 3') 

 Primers البادئات

 

 المورثة الهدف

161 AGTTTATCCCGGCCCTACCT Cot A –Forword CotA 

CTCCGTGCAAATGAACGACC Cot A- reverse 

 

 .RT-qPCRتراكيز وأحجام المواد الكيميائية المُستعملة في تفاعل  :8 الجدول

 الحجم التركيز المادة الكيميائية

إيفاغرينمزيج   

EVA Green q-PCR System 

Rox I 

1x  µl10 

 البادئات

Forward & reverse primers 

10µM 1µl 

 

 )لكل بادئة(

cDNA 1/10عينة   µl3 

 µl5  ماء مقطر معقم

   µl 20  الحجم النهائي للتفاعل
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 .RT-PCRجهاز  برنامج عمل: 10 الشكل

ر التغير الكمي في التعبير المورثي من خلال حساب  CT∆∆-(2(  بطريقة (، RQ )quantificationrelative قُد 

  حيث:

∆CT= CT(target gene)- ct(reference gene) ،∆CT(sample)- ∆CT(control)=∆∆CT 

 

وفصلها بطريقة  B1معايرة البروتينات الكلية في الخلايا الجرثومية المُعاملة بالأفلاتوكسين  -2-15

 :SDS-PAGEالرحلان الكهربائي على هلامة عديد الأكريلامايد 

Total protein titration in aflatoxin B1-treated bacterial cells and separation by SDS-PAGE 

polyacrylamide gel electrophoresis: 

 S2b6السلالة  Bacillus licheniformisية للنوع من الخلايا الجرثومالمعزولة البروتينات الكلية أُجريت دراسة 

بهدف مقارنتها مع الملف البروتيني العام للسلالة ذاتها ، B1في نهاية تجربة تقييم كفاءتها في تفكيك الأفلاتوكسين 

محلول ميكرولتر من  40حُلت رسابة كل من العينة المدروسة والشاهد في حيث ، LBالمنماة ضمن وسط زرعي 

رارة
الح

جة 
 در

 عدد الدورات

 الانصهار التضخيم
بدء 

 التسخين
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PBS  (1x) 5ميكرولتر من دارئة معالجة العينة  25، ثم أُضيف لكلا العينتينx ثم سُخنت الأنابيب الحاوية على ،

 دقائق. 10العينات في وعاء يحوي ماء مغلي لمدة 

-Bradford Assay (Bioالسلالة الجرثومية بطريقة برادفورد حُدد تركيز البروتينات الكلية المُستخلصة من 

Rad) ، الطريقة على تفاعل الصبغة في الكاشف مع البروتينات في الوسط المعتدل وتشكيل معقد تعتمد هذه حيث

 10حُضن المزيج مدة  ميكرولتر من الكاشف، 900ميكرولتر من العينة وإضافتها إلى  100أزرق اللون، إذ تم مزج 

جهاز مقياس الطيف الضوئي نانومتر، باستعمال  595قيست الامتصاصية على طول موجة . دقائق بدرجة حرارة الغرفة

(6850 UV/VIS. Spectrophotometer, JENWAY, UK). 

 بروتين محلول باستعمال إنشاؤها تم معيارية سلسلة على بالاعتماد العينات في البروتين تركيز تم تقدير

ها بحجم تراكيز السلسلة المعيارية التي جرى تحضير بلغت ميكروغرام/ ميكرولترBSA (2  ،) العياري  الكازئين

تراكيز العينات بهدف فصلها على  تم توحيد ميكروغرام/ ميكرولتر. 10،8،6،4،2،0ميكرولتر:  1000نهائي 

 ميكروغرام/ ميكرولتر. 500هلامة بتركيز ثابت 

( (SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate–polyacrylamideتم فصل العينات البروتينية على هلامة 

يعتمد مبدأ هذه  ،Gel electrophoresis  (Electrophoresis, Cleaver,UK)ربائيالرحلان الكه باستعمال جهاز

 دودسيل فوسفات مادة تعمل حيثالطريقة على فصل البروتينات عن بعضها اعتماداً على الكتلة الجزيئية النسبية، 

 β-Mercabtoithanolركب على تفكيك البنية الثالثية للبروتينات وشحنها بشحنة سالبة، بينما يعمل م SDSم الصوديو 

على تحطيم الجسور الكبريتية، عند وصل التيار الكهربائي ترحل البروتينات من القطب السالب إلى القطب الموجب 

 المواد المستعملة في الرحلان الكهربائي للبروتينات. 9 الجدولعلى الهلامة. يوضح 

 

 



واختبار مقدرتها على تفكيك الأفلاتوكسيناتة....لتأثير الصادي للسلالات الجرثومية المعزولة من التربدراسة ا ،محفوظ                         52  
 

  

 SDS-PAGEهلامة وتينات على : المواد المُستعملة في الرحلان الكهربائي للبر 9الجدول 

 المكونات المواد المُستعملة

ميلي  Tris-HCl (16مل  SDS 10 ،%1.5غرام  1 مل5x (10 ) دارئة معالجة العينة

ملغ أزرق  5%(، 25غليسرول ) 2.5مولر(، 

 Bromophenol blue (0.05 ،)%0.5بروموفينول 

، ماء مقطر لإتمام β-Mercabtoithanolمل 

 الحجم.

(30%) Acrylamide\Bis  

 (مل 100)

 Acrylamideغرام  29.2

 N'N'-bis-methylene-acrylamideغرام  0.8

 (مل 100) محلول موقي

1.5 M Tris-HCl, PH, 8.8   

 مل 100غرام/  18.5

 )تمت معايرة درجة الحموضة قبل إتمام الحجم(

 (مل 100) محلول موقي

0.5 M Tris-HCl, pH, 6.8 

 مل 100غرام/  6

APS (Amomonium Persulfate) 10% 

TEMED 

(Tetramethylethylenediamine ) 
0.1% 

SDS 10% 

 مل1x(1000 ) دارئة الرحلان 

(Running Buffer) 

 ،Glycineغليسين  Tris-base ،14.1غرام  3

 SDSغرام  1 

 Coomassieصبغة أزرق الكوماسي غرام  0.25 مل( 100ملون الهلامة )

Brilliant blue R 
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 40 -مل ميثانول 50 -مل حمض الخل الثلجي 10

 مل ماء مقطر.

 -مل حمض الخل الثلجي 100 -مل ميثانول 300 مل( 1000مزيل اللون )

 مل ماء مقطر. 600

، ثم صُبت قي قالب الهلامة بين الصفيحتين 9 الجدولكما يوضح % 15حُضرت هلامة الفصل بتركيز 

الذي يعمل على تسوية سطح الهلامة،  iso-propanol الإيزوبروبانولمن  مل 1الزجاجيتين، ثم أُضيف بعدها مباشرة 

دقائق لُوحظ تبلمر الهلامة، تم التخلص من الإيزوبروبانول بإمالة القالب، ثم تم الغسل بالماء المقطر للتخلص  10بعد 

 ثم صُبت فوق هلامة الفصل. 10الجدول كما يبين % 5من آثاره. حُضرت هلامة التجميع 

%5 التجميع%، وهلامة 15مكونات هلامة الفصل  :10 ولالجد  

 الكمية المكونات

 %15هلامة الفصل 

30%) Acrylamide\Bis ) 2.5 مل 

1.5 M Tris-HCl, pH, 8.8 1.25 مل 

SDS 50 ميكرولتر 

TEMED 10 ميكرولتر 

APS 50 ميكرولتر 

 مل 1.2 ماء مقطر

 %5 التجميعهلامة 

(30%) Acrylamide\Bis  850 ميكرولتر 
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0.5 M Tris-HCl, pH, 6.8 1.25 مل 

SDS 50 ميكرولتر 

TEMED 10 ميكرولتر 

APS 50 ميكرولتر 

 مل 2.85 ماء مقطر

تم حفر الآبار باستعمال أمشاط، وتركت الهلامة لتتبلمر، ثم نُزعت الأمشاط بحذر ونُقلت الصفائح الزجاجية 

 ن، ثم صُب فوق قالب الترحيل دارئة الرحلان.الحاوية على هلامة الترحيل إلى حوض الرحلا

ميكرولتر مقياس الأوزان الجزيئية  5في بداية الترحيل حُملت العينات في الآبار، كما حُمل في البئر الأول 

Protein ladder 180 KDa (Jena Bioscience .) فولط إلى حين دخولها في هلامة  100رُحلت العينات تحت تأثير

في نهاية الرحلان تم نزع الهلامة من الصفائح وإضافتها إلى وعاء  فولط. 140تدريجياً إلى   ت الفولطيةالفصل، ثم رُفع

يحوي صبغة ملون الهلامة مدة ساعة، تلا ذلك عملية نزع اللون بغسل الهلامة بمحلول مزيل اللون، تم تكرار الغسل 

 مرات عدة.

 Evaluating the microbial للغذاء بشروط المختبرتقييم المقدرة الجرثومية في الحفظ الحيوي  -2-16

capacity for food biopreservation under laboratory conditions: 

سيطرة حيوية عالية في ضبط نمو الفطر ومنع  S2b6السلالة  Bacillus licheniformisجراثيم بعدما أثبتت 

في الحفظ الحيوي للمادة الغذائية كفاءتها  بغية اختبارجربة تبوغه، ومقدرة متميزة في تفكيك الأفلاتوكسين، أُجريت ت

غ من حبات الرز، تم تعقيمها باستعمال  10لهذا الغرض اختيرت عينة رز، وُزن مقدار و وحمايتها من الإصابة الفطرية، 

العينات تركت ثم بالماء المقطر المعقم؛ للتخلص من آثار الكحول.  عدة%، ثم غسلها مرات 75الكحول الإيتيلي 

 لتجف. 



واختبار مقدرتها على تفكيك الأفلاتوكسيناتة....لتأثير الصادي للسلالات الجرثومية المعزولة من التربدراسة ا ،محفوظ                         55  
 

  

في كل مكرر؛ لُقح طبق  وُزعت حبات الرز على أطباق بتري عقيمةحيث تم تصميم التجربة على مكررين، 

، A. flavus ، إضافة إلى نصف مل من المعلق البوغي لفطربنصف مل من المعلق الجرثومي اختبار المقدرة الجرثومية

مْ،  30رارتها البوغي فقط. حُضنت الأطباق في حاضنة درجة حتلقيح حبات الرز بالملعق أما في الطبق الشاهد تم 

  مدة أسبوع، تم خلالها تتبع نمو الفطر وتبوغه، والتأثير الجرثومي المُحتمل.
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  Statistical study: الدراسة الإحصائية
خاص بقراءة التتالي ج ، كما تم استعمال برنامالبيانية المخططاتلرسم  Excelبرنامج الإكسل استعمال تم 

 .لتحليل نتائج التوصيف الجزيئي للعزلات الجرثومية (Chromas- version 2.6.6) النكليوتيدي

لمعرفة  one sample t test اعتُمد اختبار لمعالجة البيانات إحصائياً وتحليلها. spss V25استُعمل برنامج 

، محافظتي القنيطرة والحسكةفي  التربةعينات بين ة عضويالمادة ال محتوى و  pHفي درجة الحموضة الفروق المعنوية 

 . لدراسة الفروق المعنوية بين المكررات في جميع عينات الترب one Way Anovaبينما اعتُمد اختبار 

وفق معامل  التربةعينات بين ة المادة العضوي محتوى و  pHكما درس الارتباط بين قيم درجة الحموضة 

 .P < 0.05 الدلالة مستوى  قيمة كانت حيثبيرسون، 

وذلك لمعرفة الفروق المعنوية للكثافة الجرثومية بين  Repeated Measures ANOVAكما اعتُمد اختبار  

 قبل وبعد تلقيح التربة.أسابيع التجربة المناطق الأربعة خلال 

اختبار  أيضاً  المختلفة أُجري  الفروق المعنوية بين نسب التثبيط الحيوي للعزلات الجرثومية في عينات التربةولمعرفة 

one Way Anova. 
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  Soil samples analysis: ةتحليل عينات الترب -3-1

  pH: درجة الحموضة -3-1-1

ما يشير إلى أن جميع ، 8.6 إلى  7.6ينتراوحت القيم المقاسة بعينات التربة، ل درجة الحموضة قياستم  

 . 11 الشكل العينات تقع ضمن المجال القلوي للتربة

إحصائياً تبين وجود فروق معنوية بين متوسطات درجة الحموضة في الموقعين بين جميع عينات التربة عند 

 .P<0.05قيمة المعنوية 

، مما يعزز Bacillusتلك التابعة لأجناس  لاسيمااثيم، تُعد هذه البيئة القلوية مناسبة لنمو العديد من أنواع الجر 

إذ تبين الدراسات . (Zou, et al., 2024) من فرص عزل سلالات ذات كفاءة حيوية في التثبيط الفطري أو تفكيك السموم

 للسلالاتالمجتمع الميكروبي في التربة، وبالتالي على الخصائص الحيوية  بنيةالتأثير على  لدرجة الحموضة دور فيأن 

 .(Cho, et al., 2016, Xiong, et al., 2024)المعزولة من تلك الترب الجرثومية 

 تحليل محتوى المادة العضوية في الترب: -3-1-2

تراوحت القيم  حيثالمدروسة تفاوتاً ملحوظاً، التربة  عيناتالمادة العضوية في أظهرت نتائج تحليل محتوى 

 .11 الشكلكما هو موضح في ،  %4.8- 1.04بين

إحصائياً تبين وجود فروق معنوية بين متوسطات محتوى المادة العضوية في الموقعين بين جميع عينات التربة 

 .P<0.05عند قيمة المعنوية 

لاختلاف طبيعة  يُعزى قد  الذيالخصائص الفيزيائية والكيميائية للترب المدروسة،  اختلافتعكس هذه النتائج 

. وتُعد هذه النسب مؤشراً مهماً على في الترب المدروسة لنشاط الزراعيوا، ونوع الغطاء النباتي، افيالجغر  قعالمو 

ارتفاع إن (، FAO)الزراعة للأمم المتحدة فبحسب منظمة الأغذية و دعم النشاط الميكروبي،  على وقدرتهاخصوبة التربة 
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محتوى المادة العضوية يرتبط غالباً بزيادة وفرة الكائنات الدقيقة ونشاطها الحيوي، مما يعزز فرص عزل سلالات 

 . (Bot and Benites, 2005)ذات فعالية حيوية محتملةجرثومية 

بينت نتائج الدراسة الإحصائية وجود ارتباط سلبي ضعيف بين درجة الحموضة في عينات التربة ومحتوى المادة 

 ، )الجداول الإحصائية في ملحق الرسالة(.(0.4-) بلغت قيمتهعضوية ضمنها حسب معامل بيرسون، إذ ال

عندما يتم تفكيك المادة العضوية ينتج عن ذلك مجموعة من الأحماض العضوية؛ مما يسهم يمكن تفسير ذلك 

 بانخفاض درجة حموضة التربة.

 
ة، ومحتواها الكلي من المادة العضوية%: نتائج تحليل درجة حموضة عينات الترب11 الشكل  

 (M، ترب القطن S(، ترب محافظة الحسكة )ترب القمح Bترب الذرة  ،Aترب محافظة القنيطرة )ترب دوار الشمس 

 B1للأفلاتوكسين   Aspergillus  flavusفطرإفراز  -3-2

       Secretion of aflatoxin B1 by Aspergillus flavus: 
غزارة شديدة  B1على إفراز الأفلاتوكسين  NRRL 3357السلالة   A.flavusفطرتبار مقدرة اخأظهرت نتائج 

( A,B,C) 12 الشكل، يوضح سائل، عينة تربة، عينة رز"البطاطا الفي أوساط متنوعة: "ديسكتروز  لسمفي إفراز ا
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بعد الترحيل  UVق تحت أشعة الـ حيث يظهر تألق العصابة باللون الأزر  B1للأفلاتوكسين  A. flavus فطرنتائج إفراز 

 .TLCعلى صفيحة 

لمجموعة واسعة من المستقلبات الثانوية أكثرها  A. flavus فطرتتوافق النتائج مع الدراسات التي تؤكد إفراز 

 ,.Nierman, et al., 2015, Cary, et al., 2018, Rajarajan, et al))الأفلاتوكسينات(  خطورة السموم المسرطنة

2021) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aflatoxin 

B1 

 ميكرولتر 1

S1                S2             S3           S4 S5 

S1 :1 الأفلاتوكسين  ميكرولتر من العينة المُستخلصة (B1 )المُفرز بواسطة الفطر المزروع في عينة التربة. 
S2 :5 ميكرولتر من العينة المستخلصة ،S3 :10  .ميكرولتر من العينة المستخلصة 
S4 :15 ميكرولتر من العينة المستخلصة ،S5: 20 .ميكرولتر من العينة المستخلصة 
 

Aflatoxin B1 

 الأفلاتوكسين العياري

 ميكرولتر 1

S 

 ميكرولتر 15

Sالأفلاتوكسين المُستخلص من وسط الزراعة السائل: العينة ، 

 نانوغرام/ميكرولتر 20لعياري: ا B1تركيز الأفلاتوكسين 

A. 

B. 
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عند تألقها تحت  في أوساط متنوعة B1للأفلاتوكسين  A. flavusفطرإفراز توضح نتيجة  التيTLC صور صفائح :  12 الشكل
   .UVأشعة 

 
 Studying the effect في بنية المجتمع الجرثومي في عينات التربة A. flavusفطردراسة تأثير  -3-3

of A. flavus on the structure of the microbial community in soil samples: 

(؛ 16،15،14،13) الأشكالبينت نتائج الدراسة كثافة المجتمع الجرثومي المعزول من عينات الترب المدروسة 

 كل ملحوظ بعد تلقيح الترب بالفطر.والتي انخفضت كثافتها بش

ين وجود فروق معنوية بين قيم الكثافة الجرثومية في الموقعين بين جميع عينات التربة عند قيمة إحصائياً تب

 )ملحق الرسالة(. P<0.05المعنوية 

انتخاب الأنواع الجرثومية القادرة على سمح بيُفسر ذلك لسيطرة الفطر الحيوية وإفرازه لسمومه في الترب مما  

في الوسط، أو الأنواع التي تمتلك مقدرة حيوية تمكنها من الحد من نمو الفطر  التعايش مع الفطر بالنمو إلى جانبه

 وكبح إفرازه لسمه.

 

 

 

Aflatoxin B1 

 
S1 S2 S3 

S1 :1 الأفلاتوكسين  ميكرولتر من العينة المُستخلصة (B1 )المُفرز بواسطة الفطر المزروع في عينة الرز. 
S2 :1 عينة المستخلصة بعد التمديد عشر مراتميكرولتر من ال ،S3 :4  تمديد ميكرولتر من العينة المستخلصة بعد ال

 عشر مرات.

C. 
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تربة الذرة  موقع القنيطرة عينات التربةتأثير الفطر في بنية المجتمع الجرثومي في : 14الشكل 
B1,B2,B3 
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 أسابيع التجربة

 A1,A2,A3 موقع القنيطرة تربة دوار الشمس عينات التربةالجرثومي في تأثير الفطر في بنية المجتمع : 13الشكل 
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موقع الحسكة  عينات التربةتأثير الفطر في بنية المجتمع الجرثومي في : 16الشكل 
 M1,M2,M3 تربة القطن

 S1,S2,S3 موقع الحسكة تربة القمح عينات التربةتأثير الفطر في بنية المجتمع الجرثومي في : 15الشكل 
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 :B1ومقدرة الجراثيم على الحد من إفرازه للأفلاتوكسين  A. flavusفطراختبار التثبيط الحيوي ل -3-4

Bioinhibition test of A. flavus and the ability of bacteria to reduce its aflatoxin B1 secretion 

انتُقيت العزلات الجرثومية وقد بنية المجتمع الجرثومي في عينات الترب المدروسة،  في A. flavusفطرأث ر 

والتي تبيانت  لوسط الزرعي،؛ بعد تنقية العزلات تم اختبار فعاليتها التضادية على امتعايشة في الترب إلى جانب الفطرال

على حساب المستعمرات  Myceliumبين غياب مقدرة التثبيط الحيوي عند بعض العزلات الجرثومية؛ إذ نمت الُأفطورة 

(، كما ظهرت نتائج مميزة للتضادية الحيوية إما بحد نمو A،17) الشكلالجرثومية وتوسع نموها بكامل وسط الزراعة 

دون تشكيل هالة حوله  (، أو بحصر نموه ومنع تبوغهB،17حول المستعمرة الفطرية الشكل ) الفطر وتشكيل هالة تثبيط

 (.D،17(. جميع نتائج دراسة التضادية تمت مقارتنها بنمو مستعمرة الفطر الشاهد الشكل )C، 17الشكل )

وتمت التجربة ، قبل تلقيحها بالفطر A,Bالقنيطرة  يعزلة جرثومية من عينات تربة موقعإحدى وتسعون زل عُ 

 تبين من خلال تجربة دراسة التضادية الحيوية فاعلية .خلال أسابيع التجربة الثمانيةعلى جميع العزلات الجرثومية 

تزامنت كفاءة تثبيط نمو الفطر وتبوغه مع المقدرة على كما ؛ من إجمالي العزلات فقط جرثوميةت عزلا إيجابية لِسبع

انخفاض فيها لُوحظ فقط  S,Mترب موقع الحسكة . أما السائل في الوسط الزرعي B1كبح إفراز الفطر للأفلاتوكسين 

عزلة تسع عشرة  قي منهاعزلة جرثومية، انتُ  اثنتان وخمسون  زلعُ التنوع الجرثومي وفق الناحية المورفولوجية حيث 

 تفوقت في تثبيط نمو الفطر وحدت من إفرازه للسم في وسط الزراعة.جرثومية 

، تم انتخاب أربع B1عزل الأنواع الجرثومية المتعايشة في الترب المُعاملة مع الأفلاتوكسين بتجربة  فيما يتعلق

عزلات جرثومية من أصل سبع عشرة عزلة، تبعاً لإيجابية فاعليتها التضادية من جهة ومقدرتها على منع الفطر من 

ية التضادية للعزلات الجرثومية المتباينة وفق نسبة نتائج الفاعل 11يلخص الجدول  إفرازه للأفلاتوكسين من جهة أخرى.

 .Bioinhibition التثبيط الحيوي 
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نمو مع ملاحظة . غياب التضادية Aتعمرة الفطر الشاهد، : نتائج اختبار التضادية الحيوية لعزلات جرثومية مقارنة مع مس17الشكل 
تشكل هالة تثبيط حول الفطر، بملاحظة ية حيوية إيجابية لأحد العزلات الجرثومية تضاد .Bعلى حساب المستعمرات الجرثومية، الفطر 

C نمو الفطر إضافة إلى تثبيط تبوغه، من حد إذ لُوحظ ال. تضادية حيوية إيجابية لأحد العزلات الجرثوميةD فطر. مستعمرةA. flavus 
 .الشاهد

 

 B1ية ضد الفطر وتمكنت من تثبيط إفرازه للسم العزلات الجرثومية التي أثبتت فاعلية تضاد :11 الجدول

 هالة التثبيط العزلة الجرثومية الموقع
غياب(-)+وجود/  

قطر مستعمرة 
 الفطر)مليمتر(

 نسبة التثبيط

 موقع القنيطرة
A,B 

 

A3b0 - 22  60%  
B1a0 + 

62قطر الهالة   
81  67.2%  

B1b0 + 
20قطر الهالة   

41  74.5%  

B1c0 - 92  47.2%  
B2p0 - 01  81.8%  
A2b2 _ 03  45.4%  
B1a2 + 42  56.3%  

D. 

A. 
B. 

C. D. 

C. 

C. 
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73قطر الهالة   
 

 موقع الحسكة

S,M 

 

 

M2bo - 72  50.9%  
S1b1 - 61  70.9%  
S1c1 + 

23قطر الهالة   
01  81.8%  

S2a1 - 21  78.1%  
M1b1 - 21  78.1%  
M2a1 + 

01قطر الهالة   
5 90.9%  

M2b1 - 5 90.9%  
M3a2 

 
+ 

31قطر الهالة   
01  81.8%  

S1b3 + 
02قطر الهالة   

01  81.8%  

S2a3 + 
02قطر الهالة   

01  81.8%  

S3a3 - 92  47.2%  
M1a3 + 

41قطر الهالة   
01  81.8%  

M1a4 + 
52قطر الهالة   

7 87.2%  

M1b4 + 
62قطر الهالة   

01  81.8%  

S1a6 + 
20قطر الهالة   

7 87.2%  

S2a6 + 
51قطر الهالة   

7 87.2%  
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S2b6 + 

  13قطر الهالة 
21  78.1%  

M1a6 + 
42ر الهالة قط  

01  81.8%  

S2a8 + 
11قطر الهالة   

7 87.2%  

 :B1العزلات الجرثومية المتعايشة في التربة المُعاملة بالأفلاتوكسين 
A,B A2B + 

32قطر الهالة   
12  61.8%  

B3A - 21  78.1%  
S,M S1A - 01  81.8%  

S1B + 
52قطر الهالة   

01  81.8%  

 .P<0.05عند قيمة المعنوية نسب التثبيط الحيوي الجرثومي تؤكد الدراسة الإحصائية وجود فروق معنوية بين 

 :B1المقدرة الجرثومية على التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين  -3-5

Bacterial capacity for the biodegradation of aflatoxin B1:                

غربلة العزلات بعد إجراء  تة الكفاءة في تثبيط الفطر والحد من إفراز سمومه، تمثلاثون عزلة إيجابيعُزل 

بينت نتائج التجربة تفوق خمس عزلات جرثومية فقط؛ والتي أظهرت ، B1اختبار لمقدرتها على تفكيك الأفلاتوكسين 

للكربون والطاقة، بعد تتبع  وحيد  والحاوي على الأفلاتوكسين كمصدر  تفرداً مميزاً في النمو بالوسط الفقير بالمغذيات 

وسط في  TLC على صفيحة  B1تفكك الأفلاتوكسين أسبوعياً لمدة ثمانية أسابيع، تبين اختفاء تألق الأفلاتوكسين 

 ,A2b2 ,B1a2تركيز، أما العزلات الثلاث  مما يدل على مقدرتها على تفكيكه لأدنى؛ S2a1, S2b6العزلات زراعة 

S1A، ألق بوضوح مما يدل على مقدرة العزلات الجرثومية على تفكيك الأفلاتوكسين جزئياً، وذلك لُوحظ انخفاض الت

 .18ارنة بالأفلاتوكسين العياري الشكل مق
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التوصيف الجزيئي للعزلات الجرثومية التي أبدت أعلى كفاءة في الفاعلية التضادية والتفكيك  -3-6
 :B1الحيوي للأفلاتوكسين 

Molecular characterization of the bacterial isolates that showed the highest antagonistic 

activity and biodegradation of aflatoxin B1: 

 

فت العزلات الجرثومية الخمس ذات التأثير الفع ال والتي فاقت قدراتها تثبيط نمو الفطر والحد من سميته  وص 

مية والأكثر مقاومة لعمليات المعالجة جزيئياً اعتماداً على التتالي النكليوتيدي للمورثة إلى تفكيك أشد الأفلاتوكسينات س

16s rRNA ، الآتية:  الأنواعتبين انتماؤها إلىDelftia acidovorans  ،Bacillus licheniformis، Bacillus 

subtilis ، Bacillus anthracis استبعاد السلالة  بعد الحصول على نتائج التوصيف تم ،12 الجدولS1A  التي تنتمي

 إمراضيتها المحتملة. بسبب Bacillus anthracisلنوع 

 

A .1  ،ميكرولتر من الأفلاتوكسين العياريB. 15 وسط  ميكرولتر( من التجربة الشاهدPBS  ،)ملقحا  بالأفلاتوكسينC .15 كرولتر من عينة مي
S2a1 

D  .15  ميكرولتر من عينةA2b2 ،E .15  ميكرولتر من عينةS2b6 ،F .15  ك.التفكيميكرولتر من عينة أحد العزلات سلبية مقدرة 

 B1لاتوكسينالأف : صورة تمثيلية توضح تباين نتائج المقدرة الحيوية للعزلات الجرثومية على تفكيك18ل الشك
 B1الأفلاتوكسين 

B A C D E F 
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نتائج التوصيف الجزيئي للعزلات الجرثومية :12 الجدول  

ف العزلة  الرقم التعريفي %نسبة التشابه النوع الجرثومي الموص 
A2b2 Delftia acidovorans 98.81 PQ533193 
B1a2 Bacillus licheniformis 99.07 PQ533194 
S2a1 Bacillus subtilis 98.28 PQ533196 
S2b6 Bacillus licheniformis 98.95 PQ533197 
S1A Bacillus anthracis 95.98 PQ533195 

 :B1الكشف الدقيق عن مقدرة السلالات الجرثومية المنتخبة على تفكيك الأفلاتوكسين  -3-7
Accurate detection of the ability of selected bacterial strains to degrade aflatoxin B1: 

خلال أسابيع   B1بينت نتائج التجربة مقدرة مميزة للسلالات الجرثومية على التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين

تألق تبين اختفاء ال حيث% 94.85 بنسبةمقدرة  Bacillus subtilisالتجربة، كانت أعلى نسبة تفكيك للنوع الجرثومي 

بنسبة تفكيك مميزة كما كانت أسرع   S2b6 السلالة Bacillus licheniformisفي نهاية التجربة، تلاها النوع الجرثومي 

 في مقدرتها على التفكيك؛ حيث لُوحظ اختفاء التألق في الأسبوع السادس من التجربة. 

 .Bين تنتميان لنفس النوع الجرثومي من الجدير بالملاحظة تباين نسبة التفكيك الحيوي لدى سلالتين مختلفت

licheniformis ،الفروقات 19المخطط البياني في الشكل كما يوضح ، يلخص نتائج التفكيك الحيوي  13 الجدول 

 بتركيز الأفلاتوكسين البدائي ونتيجة التركيز في نهاية التجربة.

  B1: نتائج التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين 13جدول ال

 %نسبة التفكيك السلالة النوع الجرثومي 
1. Bacillus subtilis S2a1 94.85% 

2. Bacillus licheniformis S2b6 92.55% 

3. Delftia acidovorans A2b2 87.90% 

4. Bacillus licheniformis B1a2 73.40% 
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.بعد ثمانية أسابيع هائي في نهاية التجربةوالتركيز النوكسين والفرق بين التركيز الأولي نتيجة التفكيك الحيوي للأفلات :19 الشكل  

 
فة في دراستنا  تؤكد الأبحاث العلمية السابقة على الدور الحيوي المميز الذي تؤديه الأنواع الجرثومية الموص 

 Delftiaمقدرة جراثيم  (Shetty, et al.,2015) دراسةإذ تبين على مستوى مقدرة المعالجة الحيوية للسموم، 

acidovorans  لأحد مركبات الهيدروكربونات العطرية  المعزولة من التربة على التفكيك الحيويPhenanthrene  وهو

تشير الدراسات لمقدرتها على تحويل المعادن السامة كشوارد السيلينيوم والكروم إلى أحد الملوثات البيئية الشائعة، كما 

 (. (Ubalde, et al., 2012 منتجات أقل خطورة

عمليات المعالجة الحيوية في  Delftia acidovoransأثبتت نتائج أبحاث سابقة كفاءة النوع الجرثومي  كذلك

.(Park and Lee, 2010, Kučić Grgić, et al. 2021, Bule Možar, et al., 2023) 

 ،B. subtilis :توافقت نتائج البحث مع دراسات سابقة تمحورت حول تفوق النوعين الجرثوميين

licheniformis B. في التثبيط الحيوي للفطرAspergillus flavus  ، ومنعه من التبوغ الإعاشيمن جهة كبح نموه ،

 والحد من إفرازه لسمومه من جهة أخرى.
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في مكافحة العوامل الممرضة للنباتات  Bacillus licheniformisتشير الأبحاث السابقة إلى كفاءة جراثيم حيث 

 .((Gomaa and Technology, 2013, Jeong, et al., 2017, Ling, et al., 2022 لاسيما الفطريات المفرزة للسموم

بتنوع مقدراتها الحيوية؛ فمن ناحية تثبيطها الحيوي للفطر السام  Bacillus licheniformisتميزت جراثيم  

أكدت على دورها الحيوي الفع ال  2019حول إيجابية التضادية الحيوية مع نتيجة دراسة في عام  البحثتوافقت نتائج 

 .Aspergillus, pencillium (Ul Hassan, et al., 2019) السامة تنتمي لجنسيفي تثبيط أنواع من الفطريات 

 A. flavusفطربقدرتها على كبح إفراز  Bacillus licheniformisن لجراثيم تفوقت السلالتان التابعتاكما 

التي أكدت على كفاءتها في خفض  (Risan and Muhsin, 2015) دراسةللأفلاتوكسين وبذلك توافقت نتائج البحث مع 

واختلفت مع نتائج هذه الدراسة من حيث نسبة تثبيط نمو الفطر إذ بلغت  B1 مقدرة الفطر على إفراز الأفلاتوكسين

% على 78.1%، 56.3لذات النوع  S2b6, B1a2أما في دراستنا فتم تقدير نسبة التثبيط للسلالتين التابعتين  85%

 الترتيب. 

في هدم مركب الأفلاتوكسين مع دراسات  .licheniformis Bكما توافقت نتائج دراستنا التي بينت كفاءة جراثيم 

انخفاض تركيز الأفلاتوكسين بنسبة  ((Rao, et al., 2017, Wang, et al., 2018أثبتت دراستي إذ سابقة متعددة؛ 

 بالمستخلص الخالي من الخلايا.  المعاملةعالية بعد 

هذا النوع، حيث أكدت دراسات عديدة دورها في بمقدرات حيوية مميزة ل  Bacillus subtilis تمتاز جراثيمكما 

 ,Aspergillus, Fusarium, Alternaria (Kim and Park 2024 التابعة لأجناس  التثبيط الحيوي للفطريات السامة

Narmukhamedova, et al., 2024) ، استعمال المستخلص الميثانولي للسائل  2016كما بينت دراسة أُجريت في عام

 Farzaneh, et)في المعالجة الحيوية لحبات الفستق  UTBSP1 السلالة  Bacillus subtilis الخلوي الطافي لجراثيم

al., 2016). 

وتفكيك  Aspergillus  parasiticus على تثبيط نمو فطر B. subtilisبينت دراسة مقدرة النوع الجرثومي  كذلك

أن  2017تشير دراسة أجريت في عام  ، كما(Siahmoshteh, et al., 2016)% 60بنسبة  B1, G1الأفلاتوكسين 
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  Aspergillus flavus عُزلت من التربة تمكنت من تثبيط فطر B. subtilisتابعة للنوع   JSW-1الجرثوميةسلالة ال

 Xia, et)%، وعُزي نشاط التفكيك لإنزيمات خارج خلوية 67.2نسبة ب B1% إلى جانب تفكيكها لمركب 58.3بنسبة 

al., 2017). 

 فطرفي السيطرة الحيوية على   Bacillus subtilis التابعة لنوع E11كما أثبتت أحدث الأبحاث دور السلالة  

A. flavus ية بهدف الحد من عدوى المحاصيل المُعرضة للإصابة لاسيما توابل الفلفل الحار، إضافة لقيامها بنزع سم

 .(Yuan, et al., 2023)% 81.34 بنسبةبنسبة عالية قُدرت  B1الأفلاتوكسين 

فت  كذلك  Bacillusجراثيم  بوساطةنزيمات المفرزة خارج خلوياً الإدور  ((Yang, et al., 2023دراسة وص 

subtilis   في التفكيك الحيوي للأفلاتوكسينB1. 

لحيوي في التفكيك السلالات الجرثومية عالية الكفاءة المجهري والمورفولوجي لتوصيف ال -3-8
 للأفلاتوكسين:

Microscopic and morphological characterization of highly efficient aflatoxin biodegrading 

bacterial strains 

نشاطها الحيوي في تثبيط الفطريات  التي أُثبتالدقيقة المميزة للسلالات الجرثومية  خصائصبغية معرفة ال

 في التعامل مع السم وتفكيكه حيوياً في شروط المُختبر، أجريت اختبارات لتوصيفها السامة والتي أبدت تفوقاً ملحوظاً 

نمو  20 الشكلكما يبين ، 14الجدول في الحيوية الكيميائية  وخصائصهاعلى المستوى المجهري والمورفولوجي 

خلاياها العصوي مع يميز جميع الأنواع الجرثومية المدروسة شكل  . LBالسلالات الجرثومية المدروسة على وسط

 .22الشكل في كما هو موضح ومقدرة جميعها على الحركة  ،21الشكل في تباين في أبعاد الخلية وطريقة تجمعها 

درة على حل النشاء وذلك متبوغة، لها القبأنها   Bacillusالأنواع الجرثومية المدروسة التابعة لجنس الـ تتميز 

نمو السلالات الجرثومية المدروسة  24الشكل يوضح كما   .23 الشكلموضح في  كما هونزيم الأميلاز لديها لفعالية إ

   على وسط الآغار المدمى.
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، يوضح نتائج اختبار الملوحة 25الشكل  ،تمتلك السلالات الجرثومية المدروسة المقدرة على تحمل الملوحة

ت الجرثومية المدروسة فقط النوع الجرثومي ، من بين السلالا26ختبار الستراز موضحة في الشكل نتيجة ابالنسبة إلى 

Delftia acidovorans .إيجابي الستراز 

الغرام لذا وصف نموه صبغة فقط ينتمي لسلبيات  Delftia acidovoransمن بين السلالات المدروسة النوع الجرثومي  

 .27 الشكلكما يبين على أوساط نوعية خاصة 

 الحيوية خصائصهارثومية مجهريا  ومورفولوجيا  و أهم : نتائج توصيف السلالات الج14الجدول 

النوع 
 الجرثومي

Delftia 

acidovorans 
Bacillus 

licheniformis 

Bacillus 

subtilis 

Bacillus licheniformis 

 A2b2 B1a2 S2a1 S2b6 السلالة

الفحص 
 المجهري 

عصيات مكورة سلبية 
الغرام، مفردة أو 

 مزدوجة.
 )غير متبوغة(

يجابية الغرام، عصيات إ
مفردة أو مزدوجة أو 

 بشكل سلاسل.
 )متبوغة(

عصيات إيجابية 
الغرام، تصطف 
بشكل خلايا مفردة 

 أو سلاسل.
 )متبوغة(

عصيات إيجابية الغرام، مفردة 
 أو مزدوجة أو بشكل سلاسل.

 )متبوغة(

التوصيف 
المورفولوجي 
على وسط 

 الزراعة

مستعمرات جرثومية 
 دائرية، متعرجة الحواف،

قليلة الارتفاع، لامعة 
بلون أصفر كريمي، 

 ملساء.

مستعمرات بيضاء 
اللون، مجعدة، الحواف 

مشرشرة، مسطحة 
 وخشنة.

مستعمرات بيضاء 
اللون شاحبة، 
مجعدة، متعرجة 
ومتفرعة الحواف، 

 مسطحة.

مستعمرات بيضاء اللون مائل 
للكريمي، متغيرة الشكل، خشنة 
وعاتمة، حواف مشرشرة، 

ها مسطحة بعض مستعمرات
 وأخرى مرتفعة منتفخة.

الاحتياجات 
 الهوائية

 هوائية اختيارية هوائية اختيارية هوائية اختيارية هوائية اختيارية

 + + + + اختبار الحركة
اختبار تحمل 

  الملوحة
+ + + + 

اختبار حل 
 الدم

- - + 
-hemolysis β 

+ 
-hemolysis β 

 الاختبار سلبي( -)+ الاختبار إيجابي، 
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 LBعلى وسط السلالات الجرثومية المدروسة نمو : 20 الشكل

Delftia acidovorans - A2b2 Bacillus licheniformis -B1a2    

Bacillus licheniformis - S2b6   Bacillus subtilis - S2a1 
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100×: السلالات الجرثومية المدروسة تحت المجهر الضوئي باستعمال العدسة الغاطسة 21 الشكل  

 

 

 
 لمدروسة جميعهانتائج اختبار الحركة للسلالات الجرثومية الأربع يوضح القدرة على الحركة لدى السلالات ا :22 الشكل

 

 

Delftia acidovorans - A2b2 Bacillus licheniformis -B1a2    

Bacillus subtilis - S2a1 Bacillus licheniformis - S2b6   

                   A2b2                  B1a2            S2a1             S2b6               
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نتائج اختبار حل النشاء، جميع السلالات الجرثومية إيجابية الأميلاز، حالة للنشاء.: 23 الشكل  
 
 
 

 

 

 

  Blood agar. نمو السلالات الجرثومية المدروسة على وسط الآغار المدمى: 24 الشكل
 

A2b2 B1a2 S2a1 S2b6 



واختبار مقدرتها على تفكيك الأفلاتوكسيناتة....لتأثير الصادي للسلالات الجرثومية المعزولة من التربدراسة ا ،محفوظ                         77  
 

  

 
 

 NaCl)الحاوي على تركيز ملح   MYP مية المدروسة على وسطنمو السلالات الجرثو : اختبار تحمل الملوحة، يوضح 25 الشكل
7.5.)% 

 
 
 
 
 
 
 
 

 S2a1يظهر تحول لون الوسط للأزرق، نتيجة سلبية للسلالة  A2b2. نتيجة إيجابية للسلالة A: اختبار الستراز: 26 الشكل
 

 

 

 .EMB)على وسط  .MacConkey agar ،Bعلى وسط  (.Delftia acidovorans Aالنوع الجرثومي نمو  :27الشكل 
 

A. B. 

A2b2 B1a2 

S2b6 S2a1 
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 Enzymatic activity in the studied نزيمي عند السلالات الجرثومية المدروسةالنشاط الإ  -3-9

Bacterial strains: 

نتائج الاختبارات الحيوية  15نزيمياً عالياً، ومتبايناً، يلخص الجدول سلالات الجرثومية الأربع نشاطاً إأبدت ال

فة للفع تائج أبحاث توافقت نتائج الفاعلية عند السلالات الجرثومية المدروسة مع نحيث ، الإنزيميةالية الكيميائية الموص 

أن الدور  (Harris et al., 2022)، إذ بينت دراسة للنوع الجرثومي نفسهنزيمي عند سلالات تابعة سابقة تثبت النشاط الإ

المتنوع، كما  الإنزيميالجة الحيوية يعود لنشاطها في عمليات المع Delftia acidovorans الحيوي الفع ال لجراثيم

الإنتاج الصناعي نظراً  في عمليات licheniformis Bacillusجراثيـم  استثمـار المقدرة الحيوية ل أثبتـت أبحاث سابقة

ل إفراز حو  كـما بينـت دراسة ،(Dumitru et al., 2021, Zhang et al., 2023) نزيماتمن الإلإفرازها مجموعة متنوعة 

نزيم نزيمات من البروتياز، إضافة لإإيمات الخارج خلوية من بينها ستة نز طيفاً واسعاً من الإ  B. subtilisجراثيم 

 . ,al.,2023) et (Eggert الأميلاز

اعلية إيجابية لنوعين من من الجدير بالملاحظة والاهتمام؛ اشتراك السلالات الجرثومية الأربع فيما بينها بف 

كاتالاز والأوكسيداز" نزيمي ال" إ B1مات المرتبطة مرجعياً كعوامل مؤثرة في آلية التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين نزيالإ

نزيمات في مسار تفكيك هذه الإ . إذ تشير دراسات سابقة حول الدور الحيوي الفع ال الذي تقوم به29، 28الشكلين 

 .  (Qin et al., 2021, Yanhua et al., 2023)ونزع سمية الأفلاتوكسين

لفوران واللاكتون لذلك بثباتية عالية ويستمد سميته من هياكل حلقتي ا B1تتسم البنية الكيميائية للأفلاتوكسين 

 عن طريق إضافة زمرة الهيدروكسيلغيير هياكل الحلقات بأساليب عدة إما نزيمات المفككة للأفلاتوكسين تتستهدف الإ

hydroxylation  كربون إلى إبيوكسيد -أو بتحويل الرابطة كربون epoxidation من خلال تفاعل الإرجاع أو 

reduction  يلتنزع جذر الميبأو demethylation (Guo et al., 2020, Loi et al., 2020). 

لبنية حلقة اللاكتون يسهل عمل  hydrolysis إلى أن التحلل المائي ((Gonzalez et al., 2019تشير دراسة  

الآليات  ، ومنBacillus subtilisمن بينها نوع   Bacillus جراثيم تابعة لجنس بوساطةنزيمات المفككة للسم والمفرزة الإ

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654523001300#bib117
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654523001300#bib56
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654523001300#bib95
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654523001300#bib46
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والذي يتحول بدوره  AFB1-epoxideأكسدة البنية ثنائية الهيدروفوران فيتكون مركب المحتملة لنزع سمية الأفلاتوكسين 

 .AFB1-dihydrodiol (sun et al., 2023) إلى مركب

 المدروسة نزيمي عند السلالات الجرثوميةنتائج اختبار النشاط الإ  :15 الجدول
 أميلاز

Amylase 
 اليورياز
Urease 

 بروتياز
Protease 

 اندول
indole 

 ستراز
Citrase 

 

 أوكسيداز
oxidase 

 الكاتالاز
Catalase 

السلالة 
 الجرثومية

+ - - - + + + A2b2 

+ - - - - + + B1a2 

+ - + - _ + + S2a1 

+ + - - _ + + S2b6 

بي(الاختبار سل -)+ الاختبار إيجابي،   
 
 
 

 

 

 
 
 
 

نتائج اختبار الكاتالاز للسلالات الجرثومية، تتضح الفاعلية الإيجابية لكل السلالات من تشكل الفقاعات الغازية الناتجة عن  :28الشكل 
الجراثيم. بوساطةنزيم الكاتالاز المُفرز إ بوساطةتفكك الماء الأوكسجيني   

 

https://www.creative-enzymes.com/similar/citrase_138.html
https://www.creative-enzymes.com/similar/citrase_138.html
https://www.creative-enzymes.com/similar/citrase_138.html
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لالات الجرثومية، يبين إيجابية التفاعل لكل من الأنواع المدروسة من خلال ظهور اللون : نتائج اختبار الأوكسيداز للس29 الشكل
 الأزرق البنفسجي.

 
 :B1المسؤولة عن تفكيك الأفلاتوكسين  CotAدراسة التعبير المورثي للمورثة  -3-10

Study of the gene expression of the CotA gene responsible for the biodegradation of  B1 

تتميز بفعالية حيوية عالية تمكنها من  S2b6السلالة  licheniformis Bacillusبينت النتائج أن جراثيم 

واستعماله كمصدر  وتثبيط إفرازه للسم، إلى جانب كفاءتها في استقلاب الأفلاتوكسين  A. flavus فطرالسيطرة على 

الآلية الجزيئية الدقيقة التي ولفهم  ،وذلك في أقصر مدة زمنية للكربون والطاقة عند زراعتها في وسط فقير بالمغذيات

 ، 30الشكل  Rt-qPCRةتقانتتبعها في عملية التفكيك الحيوي، تم تقدير التغييرات في التعبير المورثي الكمي باستعمال 

ات الذي يُعرف بـ نزيمثات المسؤولة عن إفراز نوع من الإتم تحليل نتائج التعبير المورثي عن واحدة من أهم المور 

CotA laccase  الدور الوظيفي الرئيسي في تفكيك الأفلاتوكسين  لهيُنسب الذيB1 .أشد السموم الفطرية سمية 

زيادة تدريجية خلال أسابيع التجربة تزامناً مع تحلل الأفلاتوكسين.  CotAبينت نتائج التعبير عن المورثة 

لتغييرات ا 31الشكل أضعاف. يبين  9ابع من الحضن، بزيادة قد رت بنحو بلغت ذروة التعبير المورثي بعد الأسبوع الر 

 في التعبير المورثي خلال أسابيع التجربة.

 S2b6                 S2a1                    B1a2              A2b2 
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 B. licheniformis S2b6 في جينوم السلالة الجرثومية CotA، 16S rRNA: التعبير المورثي للمورثتين 30 الشكل

 

  

 

 

بعد الحضن مع مركب  S2b6السلالة  licheniformis Bacillusجراثيم  عند CotAللمورثة مستويات النسخ  :31لكالش
، يشير مقياس والتي ترمز للنقطة الأولى قبل المعاملة بالأفلاتوكسين 0(، إضافة للنقطة 8,6,4,2في الأسابيع ) B1الأفلاتوكسين 
  ضعف( على الترتيب. 20، 10.0 ،1.0)زهر، أحمر، أسود( إلى التغيرات النسبية في معدل النسخ )التدرج اللوني 

 

 

ألق
 الت

 درجة الحرارة

 مدة الحضن )الأسابيع(
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 :B1بالأفلاتوكسين المُعاملة  .licheniformis B جراثيمالكشف عن البروتينات الكلية عند  -3-11

Detection of total proteins in aflatoxin B1-treated Bacillus licheniformis : 

تبايناً واضحاً قبل المعاملة  licheniformis Bacillusجراثيم بينت نتائج معايرة البروتينات الكلية عند 

بالأفلاتوكسين وبعد الحضن، كان من الجدير بالملاحظة ظهور شريط بروتيني جديد بعد معاملة السلالة الجرثومية 

       CotA. في مستوى التعبير عن المورثةمثبتة وهذا ماترافق مع زيادة ، kD 32بالأفلاتوكسين عند وزن جزيئي يقارب 

 نطاقينتحتوي كل منهما على  dimerفي هذه السلالة من وحدتين فرعيتين  CotA laccase إنزيم يتكون  

   .CotA laccaseنزيم لأفلاتوكسين مرتبط بتحفيز إنتاج إنستنتج مما سبق أن التفكيك الحيوي ل

 

 

 

 

 

 

-SDSهلامة عديد الأكريلامايد على  B. licheniformis S2b6 الجرثومية: نتائج ترحيل البروتينات الكلية للسلالة 32 الشكل

PAGE  المعاملة بالأفلاتوكسينوبعد قبل B1. 
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أنها تمتلك آليتين متكاملتين الأولى:  S2b6السلالة  .licheniformis Bجراثيم كشفت نتائج اختبار كفاءة 

الحيوي للسم في الوسط الذي  وقائية تتمثل في منع إنتاج السم بوساطة الفطر، والثانية: علاجية إذ تعمل على التفكيك

فريداً، والذي يُفسر بتطويرها لمسارات فيزيولوجياً ؛ مما يعكس تكيفاً ، واستثماره كمصدر للكربون والطاقةتعيش فيه

الة  -Rtةتقان، وهذا ماتم إثباته عند دراسة نتائج التعبير المورثي بوساطة CotA laccaseأهمها إفراز إنزيم إنزيمية فع 

qPCR  . 

، والتي تزامنت مع لتسعة أضعاف بعد الأسبوع الرابعتشير الزيادة التدريجية في التعبير المورثي وصولًا  ثحي

ي مسار التفكيك الحيوي ف CotA laccaseلإنزيم الدور الحاسم  إلى؛ انخفاض تركيز الأفلاتوكسين بنسبة كبيرة

اوي مو الخلايا الجرثومية في وسط فقير بالمغذيات والحنتيجة التحفيز الناجم عن ن والمعبر عنه بإفراط، للأفلاتوكسين

 على السم كمصدر وحيد للكربون.

،  وظيفياً بدراسة البروتينات الكلية بعد المعاملة بالأفلاتوكسين CotAتم ترسيخ نتائج التعبير المورثي للمورثة 

، وهو الحجم المتوقع kD 32در بـ ني جديد عند وزن جزيئي تقريبي يقكان من اللافت للانتباه ظهور شريط بروتيو 

لإفراز الإنزيم  وتفعيل  وغيابه قبل المعاملة يُفسر أن السم هو المحفز الرئيس، CotA laccaseللوحدة الفرعية لإنزيم 

         المسار الاستقلابي.

 CotA laccaseدور عملية الأكسدة بوساطة إنزيم على توافقت نتائج البحث مع الدراسات السابقة التي تؤكد 

 CotA laccaseإنزيم على فاعلية  (Guo, et al., 2020)حيث تؤكد دراسة في التفكيك الحيوي لسم الأفلاتوكسين؛ 

ى تفكيك ، إذ يعمل الإنزيم المُنقى عل  ANSB821 السلالة Bacillus licheniformisمن جراثيم  المُستنسخ

.epi- ، ومركب1Qالأفلاتوكسين في الوسط، كما تم التأكد من نواتج عملية التحلل إلى المركبين: الأفلاتوكسين 

1aflatoxin Q 
في التحليل  Bacillus licheniformisخلصت النتائج إلى كفاءة جراثيم  ((Sun, et al., 2023في دراسة و 

 .CotA laccaseنزيم إ وساطةب وسم الزيرالينون  بطريقة الأكسدة لنوعين من السموم أحدها الأفلاتوكسين

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus-licheniformis
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 :بشروط المختبر من الإصابة الفطرية لغذاءحماية االجرثومية في الفاعلية  يمتقي -3-12

Evaluating the effectiveness of Bacteria  in protecting food from fungal infection under 

laboratory conditions: 

يك الحيوي للأفلاتوكسين مخبرياً؛ اختُبرت كفاءتها عملياً في الحفظ الحيوي لتتويج دراسة الآلية الجزيئية في التفك

لأحد أهم الحبوب المُعرضة للإصابة، وهي الرز، إذ تم تقييم مقدرتها على حمايتها من غزو الفطر، وكانت النتائج 

 وجراثيم، S2b6السلالة  licheniformis Bacillusجراثيم مقدرة اختبار في ختام أسبوع تجربة حاسمة ومثيرة للاهتمام؛ ف

Bacillus subtilis  السلالة S2a1في منع نمو الفطر كلتا السلالتيننجحت ، الفطريةحفظ الرز من الإصابة  على 

 .33كما هو موضح في الشكل غزواً فطرياً كثيفاً الشاهد  في حين شهدت العينة، وبكفاءة عالية بشكل كامل
، ة التي تمتلكها هذه السلالات فحسب؛ بل يُضفي بعداً تطبيقياً بالغ الأهميةالحيوي الفاعلية على هذا لا يؤكد

نظراً لتفوق تلك السلالتين الجرثوميتين في تثبيط نمو الفطر وكبح إفرازه لسمومه، والتفكيك الحيوي لأخطر أنواع السموم 

عملت على منع الطبيعية، حيث  البيئة ة التي تحاكيالفطرية، تكللت هذه النتائج بنجاح الجراثيم المدروسة في التجرب

الإصابة، مما يحفظ المُنتَج من التلف، ويحمي المستهلك من خطر السموم، وهذا ما يفتح آفاقاً واسعاً للناحية التطبيقية 

لواحدة من أخطر المشكلات التي تهدد ثمار هذه السلالات كحل  متكامل  وواعد العملية وإجراء المزيد من التجارب لاست

في صحة الكائنات لأمن الغذائي العالمي، وتتسبب بخسائر اقتصادية فادحة، فضلًا عن التأثيرات السمية الجسيمة ا

 الحية المستهلكة.

همية السلالتين الجرثوميتين من ناحية تفوقهما في المكافحة الحيوية للفطر وتفكيك مفرزاته السامة لاتقتصر أ 

، فكلتا السلالتين Safeبأنها سلالات آمنة ة من المنظور التطبيقي، إذ تمتازان فحسب؛ بل تمتازان بخاصية بالغة الأهمي

من قبل  ((GRAS- Generally Reconized As Safeتنتميان إلى الأجناس الجرثومية المُصنفة عالمياً ككائنات آمنة 

 ,Cutting, 2011) روبيوتيكالهيئات الصحية الدولية، كما تُستعمل على نطاق واسع في المكملات الغذائية كعوامل ب

Elshaghabee et al., 2017, Ji, et al.,2024 ). 
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توسع هذه الخاصية التي تميز السلالتين الجرثوميتين الآفاق التطبيقية المُحتملة، من عامل حفظ حيوي إلى 

الطريق لاستعمالها في ، مما يضفي بُعداً اقتصادياً واستراتيجياً هاماً، ويمهد عامل بروبيوتيك مبتكر متعدد الوظائف

 المُستدامة والآمنة. برامج المكافحة الحيوية من جهة والحفظ الحيوي والمعالجة الحيوية من جهة أُخرى 

 

 

 

 

 

 
 Bacillusلجراثيم . الفرق بين عينة الرز المعاملة بالمعلق الجرثومي A: نتيجة الحفظ الحيوي للرز بشروط المختبر: 33 الشكل

licheniformis  لة السلاS2b6  ،الذي عمل على منع نمو الفطر مقارنة  مع العينة الشاهدB الفرق بين عينة الرز المعاملة بالمعلق .

 الذي عمل على منع نمو الفطر مقارنة مع الشاهد.   S2a1 السلالة  subtilis Bacillusالجرثومي لجراثيم 

B. 

A. 
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 الاستنتاجات 
 انخفاض والدليل على ذلك، في بنية المجتمع الجرثومي في عينات التربة المدروسة  A. flavus فطر يؤثر .1

 الكثافة الجرثومية بوضوح بعد تلقيح الترب بالعزلة الفطرية.

، ومنعه وكبح تبوغه A. flavusي تثبيط نمو فطر لسبع عزلات جرثومية ف الفاعلية الحيوية الإيجابية العالية .2

 .A,B موقع القنيطرةمن إفراز الأفلاتوكسين من مجموع إحدى وتسعون عزلة عُزلت من ترب 

الفاعلية الحيوية الإيجابية العالية في تثبيط نمو الفطر وكبح تبوغه والتحكم في إفراز الفطر للأفلاتوكسين لتسع  .3

 .S,M الحسكةموقع اثنان وخمسون عزلة عُزلت من ترب  عشرة عزلة جرثومية من مجموع

إيجابية التضادية الحيوية في الحد من  B1سين كعزل أربع عزلات جرثومية من الترب المُعاملة مع الأفلاتو  .4

 السم. وإفرازنمو الفطر ومنعه من التبوغ، 

من جهة، والتي تمكنت من الأكثر كفاءة في تثبيط الفطر وعملية تبوغه  هي تبين أن خمس عزلات جرثومية .5

الحيوي لأشد تفكيك المنعه من إفراز الأفلاتوكسين في وسط الزراعة من جهة أخرى، كانت الأكثر تفوقاً في 

 ".B1أنواع السموم الفطرية سمية "الأفلاتوكسين 

تبين  ،16sRNAبعد توصيفها جزيئياً باستعمال تقانة سلسلة المورثة  الخمسحُددت هوية العزلات الجرثومية  .6

، B1a2السلالة  A2b2 ،Bacillus licheniformis السلالة Delftia acidovoransانتماؤها للأنواع الآتية: 

Bacillus subtilis  السلالةS2a1 ،Bacillus licheniformis السلالة S2b6 ،Bacillus anthracis السلالة 

S1A )تم استبعادها لإمراضيتها المُحتملة(. 

 يليه النوع الجرثومي %94.85 بلغتإذ بأعلى نسبة تفكيك   Bacillus subtilisمي الجرثو تفوق النوع  .7

Bacillus licheniformis السلالة S2b6  92.55بنسبة تفكيك قدرت بـ.% 
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تميزت كما  نزيمياً عالياً لدى السلالات الجرثومية المدروسة.ارات الحيوية الكيميائية نشاطاً إبينت الاختب .8

نزيمات المرتبطة مرجعياً بآلية التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين ة الأربع بإيجابية عالية لأهم الإالسلالات الجرثومي

 )الكاتالاز، الأوكسيداز(.

على التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين  S2b6 السلالة Bacillus licheniformisترافقت الكفاءة العالية لجراثيم   .9

B1  بزيادة بالتعبير المورثي عن المورثةCot A  بلغت ذروتها عند الأسبوع الرابع من الحضن، والتي قدرت

 أضعاف. 9بنحو 

التي توافق ، kD 32بظهور حزمة بروتينية تقارب  CotAارتبط المستوى العالي من التعبير عن المورثة   .10

 لحيوي.نزيم هو العامل الرئيسي في مسار التفكيك ا، مما يؤكد أن هذا الإCotA laccaseنزيم الحجم المتوقع لإ

فاعلية  S2a1 السلالة  Bacillus subtilis وجراثيم، S2b6السلالة  licheniformis Bacillusجراثيم بينت   .11

مقارنة بالغزو الفطري الكثيف  ثبتت كفاءة النوعين في حفظ عينة الرز من الإصابة الفطريةإذ أُ  ،حيوية عالية

 في التجربة الشاهد.
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:توصيات ومقترحات البحث  

 التفكيك الحيوي من درجة حرارة، ودرجة حموضة الوسط.. فيراسة الظروف المؤثرة د .1

 دراسة التغييرات في التعبير المورثي الناجمة عن تغير ظروف الحضن. .2

 إجراء دراسة جزيئية دقيقة حول تأثير الجراثيم المفككة على المورثات الوظيفية المسؤولة عن إفراز السموم. .3

من السموم أخرى وية للسلالات الجرثومية الموصفة واختبار مقدرتها على تفكيك أنواع استثمار المقدرة الحي .4

 البيئية.

العمل على توظيف المقدرة الحيوية التي اتسمت بها السلالات الموصفة في البحث كعوامل حفظ حيوي  .5

 ومعالجة حيوية.

 S2a1 ،Bacillusلالة الس Bacillus subtilis كما يوصى بإجراء دراسة لتقييم استعمال جراثيم .6

licheniformis السلالة S2b6 ،.التي تمكنت من التفكيك الحيوي للأفلاتوكسين كعوامل بروبيوتيك غذائية 
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 ملحق الرسالة
 

 نتائج الدراسة الإحصائية:
أسابيع التجربة قبل وبعد تلقيح الفروق المعنوية للكثافة الجرثومية بين المناطق الأربعة خلال  بينت دراسة

 ، P<0.05الكثافة الجرثومية في الموقعين بين جميع عينات التربة عند قيمة المعنوية  وجود فروق معنوية بين قيمالتربة، 

 نتائج متوسطات الكثافة الجرثومية موضحة في المخطط البياني الآتي:

 
قبل المعاملة نتائج متوسطات الكثافة الجرثومية في عينات التربة في المواقع المدروسة بعد معاملتها بالفطر، مقارنة بالتجربة الشاهد 

w0 
 الجداول الإحصائية:

 في قيم درجة الحموضةفظتي القنيطرة والحسكة وذلك لمعرفة الفروق المعنوية بين محا one sample t testنتائج اختبار 
pH .ضمن التربة 

 .P<0.05إحصائياً تبين وجود فروق معنوية بين متوسطات درجة الحموضة في الموقعين عند قيمة المعنوية 
Independent Samples Test 

 

Levene's 

Test for 

Equality 

of 

Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 

Sig. 

(2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

-2000000

-1000000

0
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Lower Upper 

 درجة

PH 

Equal 

variances 

assumed 

.098 .760 -

4.953- 

10 .001 -.54333- .10969 -

.78774- 

-

.29893- 

Equal 

variances 

not 

assumed 

  

-

4.953- 

9.710 .001 -.54333- .10969 -

.78873- 

-

.29793- 

 

ي القنيطرة والحسكة وذلك لمعرفة الفروق المعنوية بين المناطق الأربعة في محافظت one Way Anovaنتائج اختبار 
 ضمن التربة. pHرجة على د

إحصائياً تبين وجود فروق معنوية بين متوسطات درجة الحموضة بين جميع عينات التربة في المناطق الأربعة في 
 .P<0.05المحافظتين عند قيمة المعنوية 

Multiple Comparisons 
:   Dependent Variableدرجة  PH_ 

  LSD 

(I) 

 المنطقة

(J) 

 المنطقة

Mean 

Difference (I-

J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

A B *29000. .09764 .018 .0648 .5152 

S *-25667.- .09764 .030 -.4818- -.0315- 

M *-54000.- .09764 .001 -.7652- -.3148- 

B A *-29000.- .09764 .018 -.5152- -.0648- 

S *-54667.- .09764 .001 -.7718- -.3215- 

M *-83000.- .09764 .000 -1.0552- -.6048- 

S A *25667. .09764 .030 .0315 .4818 

B *54667. .09764 .001 .3215 .7718 

M *-28333.- .09764 .020 -.5085- -.0582- 

M A *54000. .09764 .001 .3148 .7652 

B *83000. .09764 .000 .6048 1.0552 

S *28333. .09764 .020 .0582 .5085 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

وذلك لمعرفة الفروق المعنوية بين محافظتي القنيطرة والحسكة لمحتوى المادة العضوية   one sample t testنتائج اختبار
 ضمن التربة.

المحافظتين وبخطأ  فيمحتوى المادة العضوية  اتود فروق معنوية بين متوسطحيث أكدت نتائج الدراسة الإحصائية وج
 .%0.05مقداره 
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Independent Samples Test 

 

Levene's 

Test for 

Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 

Sig. 

(2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% 

Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

محتوى 

المادة 

 العضوية

Equal 

variances 

assumed 

10.935 .008 2.759 10 .020 1.67000 .60539 .32111 3.01889 

Equal 

variances 

not 

assumed 

  

2.759 5.192 .038 1.67000 .60539 .13093 3.20907 

 

وذلك لمعرفة الفروق المعنوية بين المناطق الأربعة في محافظتي القنيطرة والحسكة  one Way Anovaنتائج اختبار 
 لمحتوى المادة العضوي ضمن التربة.

إحصائياً تبين وجود فروق معنوية بين متوسطات محتوى المادة العضوية في جميع عينات التربة في المناطق الأربعة 
 .P<0.05في المحافظتين عند قيمة المعنوية 

Multiple Comparisons 
:   Dependent Variableالعضوي_المادة_محتوى   

  LSD 

(I) 

 المنطقة

(J) 

 المنطقة

Mean 

Difference (I-

J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

A B *2.09667 .60366 .008 .7046 3.4887 

S *2.65000 .60366 .002 1.2580 4.0420 

M *2.78667 .60366 .002 1.3946 4.1787 

B A *-2.09667- .60366 .008 -3.4887- -.7046- 

S .55333 .60366 .386 -.8387- 1.9454 

M .69000 .60366 .286 -.7020- 2.0820 

S A *-2.65000- .60366 .002 -4.0420- -1.2580- 

B -.55333- .60366 .386 -1.9454- .8387 

M .13667 .60366 .827 -1.2554- 1.5287 

M A *-2.78667- .60366 .002 -4.1787- -1.3946- 

B -.69000- .60366 .286 -2.0820- .7020 

S -.13667- .60366 .827 -1.5287- 1.2554 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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( بين درجة -0.4اسة الإحصائية باستعمال معامل بيرسون وجود علاقة ارتباط عكسية متوسطة )أظهرت نتائج الدر 
 الحسكة والقنيطرة.  في محافظتي ةومحتوى المادة العضوي الحموضة

Correlations 
 محتوى المادة العضوية PH_درجة 

 PH  Pearsonدرجة

Correlation 

1 -.455- 

Sig. (2-tailed)  .138 

N 12 12 

محتوى المادة 

 العضوية

Pearson 

Correlation 

-.455- 1 

Sig. (2-tailed) .138  

N 12 12 

الأربعة  المواقعوذلك لمعرفة الفروق المعنوية للكثافة الجرثومية بين  Repeated Measures ANOVAاختبار  نتائج
 .بالفطر قبل وبعد تلقيح التربة

قيم الكثافة الجرثومية في الموقعين بين جميع عينات التربة عند قيمة المعنوية  إحصائياً تبين وجود فروق معنوية بين
P<0.05. 

Tests of Within-Subjects Effects 
  Measure:   MEASURE_1 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F 

Sig

. 

Partial 

Eta 

Square

d 

time Sphericity 

Assumed 

47835429166666.6

40 

5 9567085833333.32

8 

22.94

5 

.00

0 

.741 

Greenhous

e-Geisser 

47835429166666.6

40 

1.153 41471767854953.1

40 

22.94

5 

.00

1 

.741 

Huynh-

Feldt 

47835429166666.6

40 

1.730 27657989691208.1

20 

22.94

5 

.00

0 

.741 

Lower-

bound 

47835429166666.6

40 

1.000 47835429166666.6

40 

22.94

5 

.00

1 

.741 

time * 

 المنطقة

Sphericity 

Assumed 

47268655499999.9

90 

15 3151243700000.00

0 

7.558 .00

0 

.739 

Greenhous

e-Geisser 

47268655499999.9

90 

3.460 13660131147297.3

26 

7.558 .00

6 

.739 

Huynh-

Feldt 

47268655499999.9

90 

5.189 9110095517844.60

0 

7.558 .00

1 

.739 

Lower-

bound 

47268655499999.9

90 

3.000 15756218499999.9

98 

7.558 .01

0 

.739 

Error(tim

e) 

Sphericity 

Assumed 

16678152000000.0

02 

40 416953800000.000 
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Greenhous

e-Geisser 

16678152000000.0

02 

9.228 1807427204174.65

0 
   

Huynh-

Feldt 

16678152000000.0

02 

13.83

6 

1205393586198.45

1 
   

Lower-

bound 

16678152000000.0

02 

8.000 2084769000000.00

0 
   

 

للعزلات الجرثومية المعزولة من لمعرفة الفروق المعنوية بين نسب التثبيط الحيوي  one Way Anovaاختبار  نتائج
 الأربعة في محافظتي القنيطرة والحسكة. المواقع

 .P<0.05عند قيمة المعنوية نسب التثبيط الحيوي الجرثومي ية وجود فروق معنوية بين تؤكد الدراسة الإحصائ
 

Multiple Comparisons 
:   Dependent Variableالتثبيط_نسبة   

  LSD 

(I) 

 المنطقة

(J) 

 المنطقة

Mean 

Difference (I-

J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

A B -11.78333- 8.24351 .165 -28.7281- 5.1614 

S *-23.00833- 7.52526 .005 -38.4767- -7.5399- 

M *-24.84444- 7.77205 .004 -40.8201- -8.8688- 

B A 11.78333 8.24351 .165 -5.1614- 28.7281 

S -11.22500- 5.82904 .065 -23.2068- .7568 

M *-13.06111- 6.14435 .043 -25.6910- -.4312- 

S A *23.00833 7.52526 .005 7.5399 38.4767 

B 11.22500 5.82904 .065 -.7568- 23.2068 

M -1.83611- 5.14073 .724 -12.4030- 8.7308 

M A *24.84444 7.77205 .004 8.8688 40.8201 

B *13.06111 6.14435 .043 .4312 25.6910 

S 1.83611 5.14073 .724 -8.7308- 12.4030 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ABSTRACT 

 Aflatoxin B1 is classified as one of the most dangerous and toxic mycotoxins. It is 

produced by several fungal species, the most notably produced by Aspergillus flavus. 

It threatens global food security by damaging strategic agricultural crops susceptible 

to fungal invasion. Its role in the development of liver cancer cells in humans and 

animals has also been proven. Aflatoxin B1 derives its danger from its resistance to 

processing and degradation processes, due to the stability of its chemical structure. 

Given the effective biological role played by soil microbes in treating various types 

of environmental toxins and organic pollutants, the aim of this study was to isolate 

bacterial strains and evaluate their ability to bioinhibit A. flavus and inhibit its toxin 

secretion. This study also aimed to test their ability to biodegrade the most toxic 

aflatoxin, AFB1 in vitro and to molecularly characterize the degradation pathway. 

For this purpose, twelve local soil samples were collected, and bacteria were isolated 

from them to test their antibiosis against A. flavus strain NRRL 3357. Bacterial 

isolates that demonstrated superiority in inhibiting the toxic fungus, suppressing its 

sporulation, and limiting its toxin secretion, on the one hand, and were able to 

metabolize aflatoxin B1, on the other hand, were selected. These isolates were 

molecularly characterized using 16S rRNA gene sequencing technology. The 

superior bacterial isolates were identified based on their tested bioactivity as follows: 

Delftia acidovorans strain A2b2, Bacillus licheniformis strain B1a2, Bacillus subtilis 

strain S2a1, Bacillus licheniformis strain S2b6, and Bacillus anthracis strain S1A. 

The progressively decreasing biodegradation was accurately estimated using thin-

layer chromatography (TLC), The research yielded promising results, as two 

bacterial strains belonging to the genus Bacillus (Bacillus subtilis, Bacillus 
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licheniformis) excelled with a unique ability to metabolize and degrade the AFB1 at 

high rates of 94.85% and 92.55%, respectively.  

The effectiveness of the enzymatic activity was tested using biochemical assays to 

interpret the ability to degrade the toxin. The results demonstrated a high and diverse 

enzymatic activity that distinguished the proven bacterial strains. The molecular 

mechanism of aflatoxin biodegradation was also tracked by detecting the proteins of 

bacterial cells extracted after treatment with the toxin and comparing them to the 

protein profile of the control before treatment. The quantitative changes in gene 

expression of the CotA gene, the most important gene with a proven role in aflatoxin 

degrading, were also assessed. The research results provide a future vision for 

exploiting the biological potential of bacterial strains in prevention and 

bioremediation processes. 

 

Key words: Soil bacteria, Aspergillus flavus, aflatoxin B1, antifungal activity, 

biodegradation, enzymatic activity, 16S rRNA gene, CotA gene. 
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