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يُعــد فطــر الرشاشــيات الدخنــاء Aspergillus fumigates مــن الفطريــات المخزنيــة الشــائعة التــي تُاجــم بــذور الحنطــة وتُنتــج 
ــاشًرا عــى جــودة الحبــوب وســامة المســتهلك. هدفــت هــذه  ــدًا مب ــة خطــرة مثــل الجليوتوكســن، ممــا يشــكل تهدي ســمومًا فطري
ــا، وتقييــم تأثــر المعالجــة بالمايكروويــف عــى مســتوى  الدراســة إلى عــزل وتشــخيص هــذا الفطــر مــن عينــات حنطــة مخزونــة محليً
ــة مــن صوامــع الخــزن  ــن عين ــم جمــع عشري ــاج الجليوتوكســن. ت ــم وإنت ــي gilz و gila ، المســؤولين عــن تنظي ــر الجينــي لجين التعب
في مدينــة تكريــت بمحافظــة صــاح الديــن، وزُرعــت العينــات عــى وســط PDA بعــد تعقيمهــا. جُعــت عــزلات نقيــة مــن الفطــر 
وشُــخصت مظهريًــا ومجهريًــا باســتخدام الصفــات الشــكلية والمفاتيــح التصنيفيــة المعتمــدة. تعرضــت المســتعمرات الفطريــة 
للمعالجــة بالموجــات المايكروويفيــة لفــرات زمنيــة تراوحــت بــن 10 و 60 ثانيــة، تلاهــا اســتخلاص RNA وتحويلــه إلى الحامــض 
النــووي التكميــي cDNA، ثــم تحليــل التعبــر الجينــي باســتخدام تقنيــة تفاعــل البلمــرة المتسلســل اللحظــي )RT-qPCR(. أظهــرت 
النتائــج أن التعبــر الجينــي لــكل مــن الجينــن gilz و gila اتبــع نمطًــا زمنيًــا مميــزًا ، حيــث ارتفــع تدريجيًــا مــع ازديــاد زمــن المعالجــة 
ليبلــغ ذروتــه عنــد 40 ثانيــة، ثــم انخفــض بشــكل ملحــوظ عنــد 50 و60 ثانيــة. ســجل الجــن gilz أعــى قيمــة Folding بلغــت 
157.99، في حــن ســجل الجــن  gila قيمــة قياســية وصلــت إلى 240.79. تشــر هــذه النتائــج  إلى أن التعريــض الحــراري 
بالمايكروويــف قــد يُفــز مؤقتًــا اســتجابة فســيولوجية في الفطــر تُنشّــط المســارات الجينيــة المرتبطــة بإنتــاج الســموم، قبــل أن تــؤدي 
الفــرات الأطــول إلى تثبيــط تلــك المســارات. تُــرز هــذه الدراســة إمكانيــة اســتخدام المعالجــة بالمايكروويــف كوســيلة فعالــة للحــد 

مــن نشــاط الفطريــات المخزنيــة الســامة، ممــا يُســهم في تحســن ســامة تخزيــن الحبــوب.
الكلمات المفتاحية : الرشاشيات الدخناء ،جليوتوكسين، جينات  gilz و glia ، مايكروويف ، rt-qPCR ، الحنطة.

	

Assessment of Gene Expression of Some Genes Responsible for Toxin 
Production and Secretion in Aspergillus fumigates, Parasitizing on Wheat Seeds 

in Silos in Salah al-Din Governorate, Tikrit
Abstract :

Aspergillus fumigates is a common storage fungus that invades wheat seeds and produces haz-
ardous mycotoxins such as gliotoxin, posing a direct threat to grain quality and consumer safety. This 
study aimed to isolate and identify this fungus from locally stored wheat samples, and to evaluate 
the effect of microwave treatment on gene expression levels of the gilz and gila genes, responsible 
for regulating and producing gliotoxins. Twenty samples were collected from storage silos in Tikrit, 
Salah al-Din Governorate, and cultured on sterilized PDA medium. Pure isolates of the fungus were 
collected and characterized morphologically and microscopically using morphological characters 
and validated taxonomic keys. Fungal colonies were microwaved for 10–60 seconds, followed by 
RNA extraction and conversion to cDNA, and gene expression analysis using real-time quantitative 
polymerase chain reaction (RT-qPCR). The results showed that gene expression of both gilz and gila 
followed a distinct temporal pattern, gradually increasing with treatment time, peaking at 40 seconds 
and then declining significantly at 50 and 60 seconds. The gilz gene recorded the highest Folding 
value of 157.99, while the gila gene recorded a record value of 240.79. These results suggest that 
microwave exposure may temporarily induce a physiological response in fungi that activates gene 
pathways involved in toxin production, before longer periods of exposure lead to inhibition of these 
pathways. This study highlights the potential of microwave treatment as an effective means of reduc-
ing the activity of toxic storage fungi, thereby contributing to improved grain storage safety.

Keywords: Aspergillus fumigates, gliotoxin, gilz and gila genes, microwave, rt-qPCR, wheat.
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 Aspergillus fumigatus المتطفلــة علــى بــذور الحنطــة  ...................... أيــه فاضــل نــوري   ,  أ.م.د. رافــع زيدان مخلف

المقدمة

أهــم  مــن   Triticum aestivum L الحنطــة  تُعــدّ 
المحاصيــل الاســراتيجية التــي يعتمــد عليهــا الإنســان 
لأحتوائهــا  وذلــك  الغذائيــة،  احتياجاتــه  تأمــن  في 
عــى مكونــات غذائيــة متكاملــة تشــمل النشــويات، 
الفيتامينــات  الى  بالإضافــة  والأليــاف،  البروتينــات، 
والمعــادن. تحتــل الحنطــة مكانــة متقدمــة ضمــن الســلع 
ــكل  ــي، وتُش ــتوى العالم ــى المس ــية ع ــة الأساس الزراعي
غــذاءً رئيســيًا لمليــارات الســكان، خاصــة في بلــدان 
المكــوّن  الــرق الأوســط والعــراق، حيــث تشــكل 
ورغــم   .]1[ اليوميــة  الغذائيــة  الأنظمــة  في  الرئيــس 
أهميتهــا الاقتصاديــة والغذائيــة، تواجــه الحنطــة بعــد 
الحصــاد مجموعــة مــن التحديــات التــي تهــدد جــودة 
حبوبهــا وســامتها أثنــاء التخزيــن، حيــث تتعــرض 
لإصابــات متعــددة مــن كائنــات حيــة دقيقــة، مثــل 
الحــرات والبكتيريــا والفطريــات. وتُعتــر الفطريــات 
ــوب  ــى حب ــر ع ــي تؤث ــة الت ــات الحيوي ــرز الملوث ــن أب م
الحنطــة خــال مراحــل التخزيــن، لمــا تمتلكــه مــن قــدرة 
ــاج ســموم  ــة، وإنت ــة مختلف ــر في ظــروف بيئي عــى التكاث
فطريــة ضــارة بصحــة الإنســان والحيــوان ]2[. ممــا 
يــرز الحاجــة إلى دراســة خصائــص هــذه الفطريــات 
والعوامــل البيئيــة التــي تســهم في انتشــارها، مــع تطويــر 
اســراتيجيات فعالــة للحــد مــن آثارهــا الســلبية.إن نمو 
ــوب لا يحــدث بمعــزل  ــات وتطورهــا عــى الحب الفطري
عــن الظــروف البيئيــة المحيطــة، إذ تلعــب العوامــل مثــل 
درجــة الحــرارة والرطوبــة دورًا حاســاً في تحديــد مــدى 
نجــاح هــذه الفطريــات في التكاثــر وإنتــاج الســموم. 
ــل  ــة داخ ــة العالي ــة والرطوب ــرارة المرتفع ــات الح فدرج
مخــازن الحبــوب )صوامــع( توفــر بيئــة مثاليــة لنمــو 
تلــف  خطــر  مــن  يزيــد  ممــا  وتكاثرهــا،  الفطريــات 

الحبــوب وانتشــار الســموم ]3[]4[. عــى ســبيل المثــال، 
تــؤدي الرطوبــة المرتفعــة إلى زيــادة احتماليــة تكويــن 
الأبــواغ الفطريــة التــي تســاهم في انتشــار الفطــر داخــل 
الصوامــع، كــا تتيــح تراكــم الســموم الفطريــة الخطــرة 
والتــي  والجليوتوكســن،  الأفلاتوكســينات  مثــل 
تُعــرف بتأثيراتهــا الســامة والمسرطنــة ]5[. مــن بــن 
ــة الأكثــر شــيوعًا في تلــوث الحبــوب  الفطريــات الخيطي
هــو فطــر رشاشــيات الدخنــاء A.fumigatus ،ينتمــي 
ــعة  ــة واس ــيات Aspergillus إلى مجموع ــس الرشاش جن
مــن الأنــواع التــي تمتلــك قــدرة عاليــة عــى مقاومــة 
الظــروف البيئيــة الصعبــة وإنتــاج الســموم. ومــن أشــهر 
 Aspergillus ــاء ــيات الدخن ــو الرشاش ــواع ه ــذه الأن ه
fumigatus الــذي يزدهــر في البيئــات الرطبــة والدافئــة، 

يلعــب   .]6[ الجليوتوكســن  الفطــري  الســم  ويُفــرز 
ــى  ــر ع ــدرة الفط ــز ق ــاً في تعزي ــن دورًا مه الجليوتوكس
ــن المضيــف، ممــا يســمح  مقاومــة الجهــاز المناعــي للكائ
ــم  ــة، ويت ــوب المخزن ــل الحب ــار داخ ــاء والانتش ــه بالبق ل
انتــاج هــذا الســم عــر نظــام جينــي منظــم يضــم جينــات 
مثــل gliz وglia التــي تنظــم إنتــاج وإفراز الســموم ]6[. 
ــات  ــذه الفطري ــن ه ــج ع ــرر النات ــل ال ــدف تقلي وبه
ــن  ــرة، م ــة مبتك ــات معالج ــر تقني ــم تطوي ــموم، ت والس
ــت  ــي أثبت ــة، الت ــات المايكروويفي ــة بالموج ــا المعالج بينه
قدرتهــا عــى تقليــل نمــو الفطريــات وإتــاف الأبــواغ، 
مــع الحفــاظ عــى جــودة الحبــوب الغذائيــة ]7[. هدفــت 
الدراســة الحاليــة إلى عــزل وتشــخيص هــذا الفطــر مــن 
عينــات حنطــة مخزونــة محليًــا، وتقييــم تأثــر المعالجــة 
 gilz بالمايكروويــف عــى مســتوى التعبــر الجيني لجينــي
و gila ، المســؤولين عــن تنظيــم وإنتــاج الجليوتوكســن. 
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طرق العمل

ــذور  ــة مــن ب جمــع العينــات : تــم جمــع عشريــن عين
الثــاني )نوفمــر( مــن  الحنطــة خــال شــهر تشريــن 
عــام 2024، مــن صوامــع خــزن في مدينــة تكريــت 
ــن. شــملت العينــات صنفــن  بمحافظــة صــاح الدي
محليــن: »بخضــم« و»بــدون خضــم«. نُقلــت العينــات 
كليــة  الحيــاة،  علــوم  قســم  في  الفطريــات  مختــر  إلى 
العلــوم، جامعــة تكريــت، لتقييــم التلــوث الفطــري 

تحــت ظــروف التخزيــن المحليــة.
بــذور  تــم تعقيــم  الفطريــات وزراعتهــا :  عــزل 
بتركيــز  الصوديــوم  هيبوكلوريــت  بمحلــول  الحنطــة 
%1 لمــدة دقيقــة واحــدة، ثــم شُــطفت ثــاث مــرات 
بالمــاء المعقــم. زُرعــت البــذور عــى وســط غذائــي مــن 
)PDA(، وأُضيــف إليــه   Potato Dextrose Agar نــوع
مضــاد حيــوي )تتراســيكلين، 100 ملغم/لــر( لمنــع 
التلــوث البكتــري. احتضنــت الأطبــاق في حاضنــة 
بدرجــة حــرارة C°2± 25 لمــدة 5–7 أيــام. تــم الحصــول 
عــى مســتعمرات فطريــة نقيــة مــن جنــس الرشاشــيات 
ونُقلــت   fumigatus. A منهــا  وعُــزل   ،Aspergillus

إلى أوســاط جديــدة لاســتكمال التشــخيص المظهــري 
والمحهــري.

شُــخّصت   : والمجهــري  المظهــري  التشــخيص 
الصفــات  خــال  مــن  مظهريًــا  الفطريــة  العــزلات 
الشــكلية مثــل اللــون والملمــس. أُعــدت شرائــح مجهريــة 
الأزرق  القطنــي  اللاكتوفينــول  صبغــة  باســتخدام 
لفحــص التراكيــب المجهريــة، مثــل الحوامــل الكونيديــة 
والكونيديــا. جــرى التشــخيص بالاعتــاد عــى المفاتيــح 
المفاتيــح  اســتُخدمت  وقــد  المعتمــدة.  التصنيفيــة 
التصنيفيــة المعتمــدة في تصنيــف الفطريــات وفقًــا لمــا 

.]8[ في  ورد 

المعاملــة الحراريــة بالمايكروويــف لفطر الرشاشــيات 
التجربــة إلى  : هدفــت هــذه   fumigatus. A الدخنــاء 
دراســة تأثــر إشــعاع الموجــات المايكرويــة عــى مســتوى 
التعبــر الجينــي للجينــات المســؤولة عــن إنتــاج الســموم 
المســتعمرات  وُضعــت   .fumigatus. A في  الفطريــة 
ــدرة  ــل بق ــزلي يعم ــف من ــاز مايكرووي ــة في جه الفطري
1000 واط، وتــم تعريضهــا لأزمنــة إشــعاع مختلفــة 
بلغــت: 10، 20، 30، 40، 50، و60 ثانيــة. تكــررت 
المعامــات ضمــن ثــاث مجموعــات تضمنــت: مكــرراً 
ــب  ــررات. عق ــرة مك ــررات، وع ــة مك ــداً، خمس واح
ــوزي  ــووي الرايب ــض الن ــتخلص الحم ــة، أس كل معالج
)RNA( مــن العينــات، تمهيــدًا لتحليــل التعبــر الجينــي 

.RT-qPCR ــة ــتخدام تقني باس
الجينــي  التعبــر  لتحليــل   :  RNA اســتخلاص 
باســتخدام تفاعــل البلمــرة المتسلســل الكمــي اللحظــي 
 RNA اســتخلاص  عــدة  اســتُخدمت   ،)RT-qPCR(

 .TRANS مــن شركــة )Transzol Up Plus( الجاهــزة
باســتخدام  المجمــدة  الفطريــة  الكتلــة  ســحق  تــم 
النتروجــن الســائل داخــل هــاون خــزفي حتــى تحولــت 
أنابيــب  في  العينــات  وُضعــت  ناعــم.  مســحوق  إلى 
ــت  ــم خضع ــل، ث ــعة 2 م ــدورف )Eppendorf( س إيبن
لعمليــة الاســتخلاص التــي تضمنــت اســتخدام محلــول 
Transzol Up، ثــم إضافــة الكلوروفــورم، تلاهــا الطــرد 

الشــفاف.  المائــي  الطــور  عــى  للحصــول  المركــزي 
ــي  ــووي الرايبوزوم ــض الن ــيب الحم ــك، ترس ــد ذل بع
ــت  ــق )≤%96(. نُقل ــول المطل ــتخدام الإيثان RNA  باس

العينــات إلى أعمــدة ترشــيح ثــم غُســلت بمحلــولي 
ــة  ــن مرحل ــاء م ــد الانته Washing 1 وWashing 2. بع

الغســل،جُففت الأعمــدة بواســطة الطــرد المركــزي، ثــم 
Elution buf� بإضافــة محلــول RNA صأُعي�ـد اس�ـتخلاص
fer الخــالي مــن RNase. حُفظــت العينــات المســتخلصة 
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ــا إلى الحمــض  ــى تحويله في ظــروف مجمــدة مناســبة حت
.cDNA النــووي التكميــي

 RNA ــل ــراء تحوي ــم إج ــل RNA الى cDNA : ت تحوي
 Easy Script First Strand باســتخدام عــدة cDNA إلى
شــملت   .TRANS شركــة  مــن    cDNA synthesis

المكونــات: 7 ميكروليــر مــن RNA، و1 ميكروليــر مــن 
 ،Reaction Mix و10 ميكروليتر من ،ES Reaction Mix

و1 ميكروليــر مــن Anchored Oligo، و1 ميكروليــر 
.EasyScript RT/RI Enzyme Mix مــن إنزيــم

 :)RT-qPCR( البادئــات المســتخدمة واعداد تفاعــل
صُممــت بادئــات خاصــة للكشــف عــن التعبــر الجينــي 
ــي  ــن المرجع ــتُخدم الج ــن اس ــي gilz و gila في ح لجين
ــذه  ــز ه ــم تجهي ــد ت ــر fumigatus. A وق tubulin-β لفط

البادئــات مــن شركــة Macrogene )كوريــا(. حُــرت 
بيكومول/ميكروليــر،   10 نهائــي  بتركيــز  البادئــات 
وذلــك مــن خــال إذابــة 10 ميكروليــر مــن محلــول الـــ 
ــن  ــالٍ م ــاء خ ــن م ــر م stock solution في 90 ميكرولي

ــات. ــل ازواج البادئ ــدول )1( تسلس RNase-Free. ج

البادئ التسلسل
gilZ ’ACGACGATGAGGAATCGAAC-3-’5
gilZ ’TCCAGAAAAGGGAGTCGTTG -3-’5
gilA ’TTT GCG ATC AAC GAA CTC TG-3-’5
gilA ’CCC TTG ACG GAC TGG AAG TA-3-’5

    b-tublin ’CTAGGCCAACGGTGACAAAT-3-’5
     b-tublin ’GTTGTTACCAGCACCGGACT-3-’5

RT-qP�  اع�ـداد تفاع�ـل البلمرةالمتسلس�ـل اللحظ�ـي
ــر  CR: أُجــري التفاعــل النهائــي بحجــم 20 ميكرولي

التفاعــل )10 ميكروليــر مــن  باســتخدام مكونــات 
 Perfect Start Green qPCR Super Mix خليــط 
الجاهــز، 1 ميكروليــر مــن cDNA، 0.5 ميكروليتر من 
كل مــن البــادئ الأمامــي والعكــي، 8 ميكروليــرات 
مــن مــاء RNase-Free(. تــم خلــط المكونــات برفــق 
وتوزيعهــا في أنابيــب PCR، وأُجــري التفاعــل في جهــاز 
RT-qPCR وفــق البرنامــج الحــراري )المســخ الابتدائــي 

ــخ  ــن: المس ــق، 40 دورة تتضم ــدة 3 دقائ ــد C°94 لم عن
ــد C°60 لمــدة  ــاط عن ــة، الارتب عنــد C°94 لمــدة 15 ثاني
45 ثانيــة، الاســتطالة عنــد C°72 لمــدة دقيقــة واحــدة(.
 RT-qPCR نتائــج  تحليــل  تــم   : البيانــات  تحليــل 
النســبي  التغــر  لحســاب   ΔΔCt طريقــة  باســتخدام 

للجينــات   Ct قيــم  مقارنــة  عــر  الجينــي،  التعبــر  في 
ــة  ــة إلى مقارن ــي، بالإضاف ــن المرجع ــع الج ــتهدفة م المس
مســتويات التعبيرالجينــي بــن العينــات المعاملــة والعينــة 

الضابطــة.

النتائج والمناقشة

ــول  ــن الحص ــة م ــت الدراس ــات: تمكن ــة العين زراع
ــي  ــر fumigatus. A ، والت ــن فط ــة م ــزلات نقي ــى  ع ع
  ،PDA أظهــرت نمــواً جيــداً عنــد زراعتهــا عــى وســط
بعــد فــرة حضانــة تراوحــت بــن 5 إلى 7 أيــام عنــد 

درجــة حــرارة 25°م.
عنــد فحــص  والمجهــري:  المظهــري  التشــخيص 
ــي  ــا تنتم ــن أنه ــاً، تب ــاً ومجهري ــاً مظهري ــزلات فحص الع
مملكــة  ضمــن  الُمصنــف   ،Aspergillus جنــس  إلى 
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الفطريــات Fungi، تحــت مملكــة Dikarya، والشــعبة 
 ،Pezizomycotina الشــعبة  وتحــت   ،Ascomycota

Eurotiomy� طائفــة  تحــت   ،Ascomycetes  والطائفـ�ة
Trichocoma� وفصيلــة ،Eurotiales ورتبــة ،cetidaee

ceae.تميــزت عزلــة fumigatus. A بنمــو مســتعمرات 

وجــود  مــع  مــزرق،  أخــر  إلى  رمــادي  لــون  ذات 
ــة تُرتــب عــى شــكل سلاســل، كــا هــو  ــا كروي كونيدي
العــزلات  أظهــرت  وقــد   .)1( الشــكل  في  موضــح 

ملمســاً  شــملت  مميــزة  مظهريــة  صفــات  المدروســة 
ــة ذات  ــا كروي ــتعمرات،وتكون الكونيدي ــاً للمس مخملي
ــي  ــل، وه ــكل  سلاس ــى ش ــة ع ــي ومنظم ــر مخم مظه
صفــات تصنيفيــة بــارزة لهــذا النــوع. ورغــم تطــور 
تــزال  التشــخيص الجزيئــي، لا  تقنيــات  الحاصــل في 
الصفــات الشــكلية تُعــد عنــرا اساســياً في تشــخيص 
إلى  تفتقــر  التــي  المختــرات  في  لاســيما  الفطريــات، 

تقنيــات التحليــل الجزيئــي ]9[.

دراســة التعبــر الجينــي بأســتخدام تفاعــل البلمــرة 
ــة إلى  ــت الدراس ــي RT-qPCR :هدف ــل اللحظ المتسلس
gilz و  التعبــر الجينــي لجينــي  تقييــم دقيــق لمســتوى 
تعريضــه لإجهــاد  عنــد   fumigatus. A فطــر  في   gila

ــة.  حــراري ناتــج عــن المعالجــة بالموجــات المايكروويفي
ــات  ــط الجين ــي ينش ــخ رئي ــل نس ــن gilzعام ــد الج يُع
الأخــرى في العنقــود الجينــي المســؤول عــن إنتــاج الســم 
 gila الفطــري الجليوتوكســن، في المقابــل يُســهم الجــن
ــة مــن خــال ناقــل مــن  ــر الســم خــارج الخلي في تصدي
مــا   ،)MFS )Major Facilitator Superfamily نــوع 
ــرض  ــد تع ــمية الذاتية.عن ــب الس ــر في تجن ــاعد الفط يُس

مــن  سلســلة  يُفّــز  المايكروويــف،  لأجهــاد  الفطــر 
الاســتجابات الخلويــة تشــمل تنشــيط جينــات تنظيميــة 
بإنتــاج  المرتبطــة  الجينــات  ضمنهــا  مــن  ودفاعيــة، 
الســموم. وفي هــذا الســياق، تــم تحليــل مســتوى التعبــر 
الجينــي للجينــن المدروســن بعــد تعريــض المســتعمرات 
ــة )10، 20، 30، 40،  ــة مختلف ــة معالج ــة لأزمن الفطري
 ،  RT-qPCR تقنيــة  باســتخدام  ثانيــة(،   60  ،50
وقورنــت النتائــج بالعينــة الضابطــة غــر المعالجة.تــم 
 )Folding( ــي ــر الجين ــبي في التعب ــر النس ــاب التغ حس
ــد مــدى  ــك لتحدي ــة ΔΔCt−^2، وذل باســتخدام معادل
التغــر في التعبــر الجينــي لــكل معاملــة نســبةً إلى العينــة 

PDA بعد تنميته على وسط fumigatus. A لفطر eوالشكل المجهري Eالشكل)1(: الشكل المظهري 
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ــة. المرجعي
قيــم التعبــر الجينــي لجــن gilz : أظهــرت نتائــج 
تحليــل RT-qPCR أن الجــن gilz عــرّ عــن نفســه في 
جميــع العينــات، بــا في ذلــك عينــات الســيطرة غــر 
المعالجــة. تــم احتســاب قيــم ΔCt لــكل عينــة بطــرح 
للجــن   Ct قيمــة  مــن  المرجعــي  للجــن   Ct قيمــة 
المســتهدف، ثــم حُســبت قيــم ΔΔCt بمقارنتهــا مــع 
متوســط ΔCt لعينــات الســيطرة، ممــا أتــاح اشــتقاق قيــم 

.ΔΔCt−^2 معادلــة  باســتخدام   )Folding(
ثــوانٍ، أظهــرت   10 قــدره  تعريــض  عنــد زمــن 
مســتويات   T10-R10و  T10-R5و  T10-R1 العينــات 
تعبــر منخفضــة نســبيًا، تراوحــت بــن 1.12 و1.65. 

في  ثانيــة   20 عنــد  التعبــر  في  معتــدل  ارتفــاع  وُثــق 
في  انخفــض  حــن  في   ،T20-R5و  T20-R1 العينتــن 
T20-R10. أمــا عنــد 30 ثانيــة، فقــد لوحــظ ارتفــاع 
ملحــوظ في مســتويات التعبــر، حيــث ســجلت العينــة 

T30-R1 أعــى قيمــة ضمــن هــذه المجموعــة.

إذ  ثانيــة،   40 عنــد  ذروتــه  الجينــي  التعبــر  بلــغ 
بلغــت   Folding قيمــة   T40-R1 العينــة  ســجلت 
157.99، بينــا تراوحــت القيــم في المكــررات الأخــرى 
هــذه  عقــب  و78.31.   59.91 بــن   )R10و  R5(

الــذروة، انخفــض مســتوى التعبــر الجينــي بشــكل حــاد 
 T60-R10 عنــد 50 و60 ثانيــة، حيــث ســجّلت العينــة

أدنــى قيمــة تعبــر بلغــت 0.07.

fumigatus A.لفطر gilz لجين Folding جدول) 2( قيم
Seq Sample ID Target Hous ΔCt Pat ΔCt  Control mean ΔΔCt Folding

1 عینة السیطرة 24.228 22.736 —- 1.716 0.000 1.000
2 عینة السیطرة 24.756 22.703 —- 1.716 0.000 1.000
3 عینة السیطرة 24.562 22.959 —- 1.716 0.000 1.000
4 T10-R1 23.296 24.076 -0.780 1.716 -2.496 5.62
5 T10-R5 25.138 27.686 -2.548 1.716 -4.264 19.43
6 T10-R10 24.25 22.834 1.416 1.716 -0.300 1.23
7 T20-R1 25.141 24.289 0.852 1.716 -0.864 1.82
8 T20-R5 24.45 25.27 -0.82 1.716 -2.536 5.81
9 T20-R10 25.394 23.354 2.04 1.716 0.324 0.80

10 T30-R1 27.957 23.645 4.312 1.716 2.596 0.16
11 T30-R5 25.487 26.508 -1.021 1.716 -2.737 6.65
12 T30-R10 23.889 24.049 -0.16 1.716 -1.876 3.67
13 T40-R1 23.387 28.971 -5.584 1.716 -7.3 157.99
14 T40-R5 25.091 27.917 -2.826 1.716 -4.542 23.56
15 T40-R10 24.527 28.241 -3.714 1.716 -5.43 43.48
16 T50-R1 25.467 25.897 -0.43 1.716 -2.146 4.37
17 T50-R5 27.763 23.968 3.795 1.716 2.079 0.23
18 T50-R10 25.347 24.51 0.837 1.716 -0.879 1.83
19 T60-R1 27.536 24.944 2.592 1.716 0.876 0.55
20 T60-R5 28.507 22.946 5.561 1.716 3.845 0.07
21 T60-R10 28.728 23.969 4.759 1.716 3.043 0.12
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ــن  ــي للج ــر الجين ــج إلى أن التعب ــذه النتائ ــر ه تش
gilZ يتبــع نمطًــا زمنيًــا مميــزًا؛ يبــدأ بمســتوى منخفــض، 

ــض  ــن تعري ــد زم ــه عن ــغ ذروت ــا ليبل ــع تدريجيً ــم يرتف ث
40 ثانيــة، يليــه تراجــع حــاد مــع زيــادة مــدة التعريــض. 
ــن زمــن  ــة ب ــة طردي ــرز هــذا الســلوك وجــود علاق ويُ

التعريــض والتعبــر الجينــي حتــى الوصــول إلى الحــد 
الإجهــاد  نتيجــة  عكســية  علاقــة  يعقبهــا  الأقــى، 
ــى  ــر ع ــدرة الفط ــوق ق ــد يف ــذي ق ــرط ال ــراري المف الح

التكيّــف الفســيولوجي.

gilz لجين rt-qPCR  الشكل)2( تفاعل البلمرة المتسلسل اللحظي
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تُظهــر نتائــج التعبــر الجينــي لجــن gilz اســتجابة 
ــاء  فســيولوجية واضحــة مــن فطــر الرشاشــيات الدخن
الإجهــاد  تعريضــه  عنــد   Aspergillus fumigatus

الحــراري الناتــج عــن الموجــات المايكروويفيــة. تمثلــت 
في ارتفــاع تدريجــي في مســتوى التعبــر الجينــي لجــن 
gilz بلــغ ذروتــه عنــد زمــن تعريــض 40 ثانيــة ،ثــم 

انخفــض بشــكل ملحــوظ مــع زيــادة زمــن المعالجــة 
Zn₂�  .يُع�ـد ه�ـذا الجيـن عام�ـل  نس�ـخ تنظيم�ـي م�ـن ن�ـوع 
Cys₆، ويشــكل عنــراً محوريــاً ضمــن العنقــود الجينــي 

المســؤول عــن إنتــاج الســم الفطــري الجليوتوكســن 
ــات  ــة الجين ــن بقي ــر ع ــز التعب ــى تحفي ــل ع ــث يعم ،حي
ــا أورده  ــا لم ــم، وفقً ــوي للس ــق الحي ــاركة في التخلي المش

.]10[
تتوافــق الــذروة المســجلة في زمــن التعريــض 40 
ثانيــة بلغــت 157.99 مــع مــا اشــارك اليــة ]11[، 
الذيــن بينــوا ان الجــن gilz يتفاعــل بشــكل ملحــوظ 
عنــد التعــرض للإجهــادات البيئيــة مثــل الحــرارة أو 
الإجهــاد التأكســدي، مــن خــال تفعيــل المســارات 
الثانويــة المرتبطــة بإنتــاج الســموم. يُفسرهــذا النمــط 
التصاعــدي في التعبــر بأنــه ناتــج عــن تنشــيط مســارات 
التأشــر الخلوي،مثــل cAMP-PKA أو MAPK، والتي 
ــة أســتجابة للاجهــاد. تحفــز بدورهــا الجينــات التنظيمي
أن   ،]13[]12[ اخــرى  دراســات  اظهــرت 
أنتــاج  في  تــام  توقــف  الى  يــؤدي   gilz جــن  تعطيــل 
ــتجابة  ــة في اس ــه الحيوي ــد اهميت ــا يؤك ــن، مم الجليوتوكس
الفطــر للضغــوط البيئيــة ،ودوره في بقــاء الفطــر وتكيفه. 
أمــا الانخفــاض الحــاد في التعبــر الجينــي بعــد زمــن 40 
ثانيــة، فقــد يُعــزى إلى تجــاوز الفطــر لعتبــة التحمــل 
ــات  ــاط الجين ــط في نش ــؤدي إلى تثبي ــيولوجي،مما ي الفس
التنظيميــة أو إلى حــدوث تلــف خلــوي ناتــج عــن فــرط 
التعــرض للحــرارة. كــا يُتمــل أن يكــون هــذا التراجــع 

نتيجــة تنظيــم اليــات التنظيــم الــذاتي الســالبة التــي 
تلعــب دوراً في كبــح انتــاج المفــرط للســموم، وهــو مــا 
اشــار اليــه ]14[ في ســياق تنظيــم الثانــوي للفطريــات.  
ويُلاحــظ أيضًــا وجــود تبايــن في مســتويات التعبــر بــن 
المكــررات عنــد الزمــن ذاتــه، مثــل العينــات T40-R1 و
T40-R10، وهــو مــا قــد يُعــزى إلى اختلافــات في الكتلــة 

ــة،  ــة الفطري ــة الفســيولوجية للعزل ــة أو في المرحل الحيوي
أو إلى تأثــر التكــرار في المعالجــة، الــذي قــد يُــدث 
اســتجابة تراكميــة أو متفاوتــة تبعًــا للحالــة الأيضيــة 
للخليــة. بنــاءً عــى مــا تقــدم، تؤكــد نتائــج هذه الدراســة 
ــى  ــة ع ــؤشرات الجزيئي ــم الم ــن أه ــد م ــن gilz يُع أن ج
 fumigatus A الدخنــاء  الرشاشــيات  فطــر  اســتجابة 
ــا  ــا زمنيً ــره نمطً ــس تعب ــة، إذ يعك ــة المايكروي للمعالج
يتناســب طرديًــا مــع شــدة الإجهــاد حتــى زمــن معــن، 
ــة للفطــر. ــه تراجــع بســبب تجــاوز القــدرة التكيفي يعقب
قيــم التعبــر الجينــي لجــن: gila أظهــرت نتائــج 
تحليــل RT-qPCR أن الجــن gila عــرّ عــن نفســه في 
جميــع العينــات المدروســة، بــا في ذلــك عينــات الســيطرة 
غــر المعالجــة. وكــا في تحليــل gilz ،تــم احتســاب قيــم 
 Ct Ct الجــن المرجعــي مــن  ΔCt مــن خــال طــرح 

مقارنــةً   ΔΔCt حســابات  تلتهــا  المســتهدف،  الجــن 
بالمتوســط الحســابي لعينــات الســيطرة، ممــا أتــاح اشــتقاق 
ــر  ــبي في التعب ــر النس ــس التغ ــي تعك ــم Folding الت قي

ــي. الجين
ثــوانٍ، أظهــرت   10 قــدره  تعريــض  عنــد زمــن 
العينــات تباينـًـا ملحوظًــا؛ إذ ســجّلت T10-R1 قيمــة 
 T10-R5 ســجلت  بينــا   ،0.257 بلغــت  منخفضــة 
قيمــة  كانــت  حــن  في   ،)19.715( مرتفعًــا  تعبــرًا 
اســتمر  التبايــن  هــذا   .)1.532( معتدلــة   T10-R10

ــت T20-R1 مــن مســتوى  ــث اقترب ــة، حي ــد 20 ثاني عن
 T20-R5 انخفضــت  بينــا   ،)0.960( الســيطرة 
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نســبيًا  ارتفاعًــا   T20-R10 وســجلت   ،0.170 إلى 
)1.294(. وعنــد 30 ثانيــة، لوحــظ تفــاوت في التعبــر 
 )0.190( T30-R1 ــح في ــاض واض ــن انخف ــراوح ب ت
فيــا   ،)2.395(  T30-R5 في  ملحــوظ  وارتفــاع 
ســجلت T30-R10 تعبــرًا متوســطًا )1.686(. بلغــت 
 T40-R1 ذروة التعبــر عنــد 40 ثانيــة، حيــث ســجلت
أعــى قيمــة Folding بلغــت 240.792، كــا أظهــرت 
مرتفعــة  مســتويات   T40-R10و  T40-R5 العينتــان 
ــذروة،  ــب ال ــوالي(. عق ــى الت )45.325 و84.262 ع
بــدأ التعبــر الجينــي بالتراجــع عنــد 50 ثانيــة، وسُــجلت 
ــت 0.120 في  ــث بلغ ــة، حي ــد 60 ثاني ــم عن ــى القي أدن
T60-R10. تُظهــر هــذه النتائــج أن جــن gila يتبــع نمطًا 

زمنيًــا مشــابًها لجــن gilz، إذ يرتفــع التعبــر تدريجيًــا مــع 
زيــادة مــدة التعريــض حتــى الوصــول إلى الــذروة عنــد 
ــر  ــاوز الفط ــة تج ــا نتيج ــص تدريجيً ــم يتناق ــة، ث 40 ثاني
ــاد. ــت الإجه ــة تح ــه التكيفي ــن قدرت ــى م ــد الأق للح
ــتخدام  ــي باس ــر الجين ــل التعب ــج تحلي ــرت نتائ أظه
gila عــرّ عــن نفســه في  أن الجــن   RT-qPCR تقنيــة

ــر  ــيطرة غ ــات الس ــك عين ــا في ذل ــات، ب ــع المعام جمي
المعالجــة، مــع تبايــن ملحــوظ في مســتويات التعبــر تبعًــا 
 gila لمــدة التعريــض للموجــات المايكروويفيــة. يُعــد
ــي  ــود الجين ــية في العنق ــة الأساس ــات التنظيمي ــن الجين م
ــهم في  ــث يُس ــن، حي ــاج الجليوتوكس ــن إنت ــؤول ع المس
Ma�  تصدي�ـر الس�ـم خ�ـارج الخلي�ـة عبـر ناق�ـل م�ـن ن�ـوع 
jor Facilitator Superfamily ، ممــا يُســاعد الفطــر في 

تجنـّـب التأثــرات الســمية الناتجــة عــن تراكــم الســم 
ــا. ــل الخلاي داخ

ســجّلت أعــى قيمــة للتعبــر الجينــي عنــد زمــن 
ــة  ــة، إذ بلغــت قيمــة Folding في العين تعريــض 40 ثاني
T40-R1 نحــو 240.79، وهــو ما يمثل ذروة اســتجابة 

الفطــر للجهــاد الحــراري. تتوافــق هــذه النتيجــة مــع 
  gila ــن ــدت أن الج ــي أك ــة ]14[، الت ــا ورد في دراس م
بيئيــة  لظــروف  التعــرض  عنــد  كبــر  بشــكل  يُفعــل 
ضاغطــة، خاصــة تلــك المرتبطــة بالإجهــاد التأكســدي 
أو الحــراري، باعتبــاره جــزءًا مــن آليــة الدفــاع الخلويــة 

ــموم. ــد الس ض

fumigatus A. لفطر gila لجين Folding جدول )3( قيم

 Seq  Sample ID  Target  Hous  ΔCt Pat ΔCt  Control
mean  ΔΔCt  Folding

عینة السیطرة  1 23.715 22.736 —- 0.920 0.000 1.000 
عینة السیطرة  2 23.663 22.703 —- 0.920 0.000 1.000 
عینة السیطرة  3 23.78 22.959 —- 0.920 0.000 1.000 
4  T10-R1 26.948 24.076 2.872 0.920 1.952 0.257 
5  T10-R5 24.311 27.686 -3.375 0.920 -4.259 19.715 
6  T10-R10 23.138 22.834 0.304 0.920 -0.616 1.532 
7  T20-R1 25.267 24.289 0.978 0.920 0.058 0.960 
8  T20-R5 28.728 25.270 3.459 0.920 2.538 0.170 
9  T20-R10 23.901 23.354 0.547 0.920 -0.373 1.294 

10  T30-R1 26.956 23.645 3.311 0.920 2.391 0.190 
11  T30-R5 26.169 26.508 -0.339 0.290 -1.259 2.395 
12  T30-R10 24.213 24.049 0.164 0.290 -0.756 1.686 
13  T40-R1 21.997 28.971 -6.974 0.290 -7.894 240.792 
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gila لجين rt-qPCR الشكل )3( تفاعل البلمرة المتسلسل اللحظي

 Seq  Sample ID  Target  Hous  ΔCt Pat ΔCt  Control
mean  ΔΔCt  Folding

14  T40-R5 23.333 27.917 -4.584 0.290 -5.504 45.325 
15  T40-R10 22.750 28.241 -5.491 0.920 -6.411 84.262 
16  T50-R1 23.991 25.897 -1.906 0.920 -2.826 7.031 
17  T50-R5 23.463 23.968 -0.505 0.920 -1.425 2.684 
18  T50-R10 24.015 24.510 -0.495 0.920 -1.415 2.662 
19  T60-R1 25.631 24.944 0.687 0.920 -0.233 1.176 
20  T60-R5 23.609 22.946 0.663 0.920 -0.257 1.196 
21  T60-R10 22.602 23.969 -1.367 0.920 -2.287 4.891 
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يشــر هــذا الارتفــاع الكبــر في التعبــر الجينــي عنــد 
ــوى  ــز قص ــة تحفي ــود نقط ــة إلى وج ــض معين ــدة تعري م
تُفعــل فيهــا الخليــة الفطريــة آليــات تصديــر الســموم 
ــة.  ــامة الداخلي ــرات الس ــادي التأث ــف لتف ــكل مكث بش
كــا تدعــم هــذه الاســتجابة الفرضيــة القائلة بــأن معالجة 
الفطــر بالموجــات المايكروويفيــة تحفّــز تنشــيط مســارات 
 Ca²⁺-calmodulin استشــعار الإجهــاد، مثــل مســارات
ــات  ــم الجين ــن تنظي ــؤولة ع ــد مس ــي تُع أو MAPK، الت

ــة. المرتبطــة بالنقــل الغشــائي والســمية الذاتي
الانخفــاض الملحــوظ في مســتويات التعبــر الجينــي 
بعــد زمــن التعريــض 40 ثانيــة، وتحديــدًا في عينــات 
ــم  T60-R10 بلغــت   ــة التــي ســجلت أقــل القي 60 ثاني
0.12ح، قــد يُعــزى إلى تــرر الأغشــية أو حــدوث 
ــرض  ــبب التع ــة بس ــة للخلي ــف الحيوي ــل في الوظائ خل
ــد  ــر ق ــا إلى أن الفط ــر أيضً ــد يُش ــرارة. وق ــرط للح المف
ــارات  ــط المس ــا أدى إلى تثبي ــة، مم ــه التكيفي ــاوز قدرت تج
التنظيميــة، وهــو مــا أُشــر إليــه في دراســة ]17[ حــول 
ــوط  ــر الضغ ــت تأث ــات تح ــي للجين ــم الديناميك التنظي
البيئيــة. ومــن اللافــت أن قيــم التعبــر الجينــي في بعــض 
 T10-R10و T10-R5  المكــررات ضمــن الزمــن الواحــد
أظهــرت تباينًــا كبــرًا، ممــا يــدل عــى وجــود اختلافــات 
في الاســتجابة بــن العــزلات أو في الحالــة الأيضيــة عنــد 
لحظــة التعريــض. يُتمــل أن يكــون ذلــك مرتبطًــا بتنــوع 
التعبــر الجينــي بــن الخلايــا أو باختــاف توزيــع الطاقــة 

الحراريــة داخــل وســط الزراعــة أثنــاء المعالجــة.
بنــاءً عــى هــذه النتائــج، يتبــنّ أن جــن gila يُظهــر 
نمــط اســتجابة مرتبطًــا بمــدة التعريــض للموجــات 
طــرد  في  التنظيمــي  دوره  يعكــس  إذ  المايكروويفيــة، 
الســموم عنــد تعــرّض الفطــر لإجهــاد متوســط، قبــل أن 
يتراجــع تعبــره نتيجــة للضغــط الحــراري المفــرط الــذي 
قــد يُضعــف النشــاط الخلــوي. وتُــرز هــذه الاســتجابة 

أهميــة gila كهــدف جزيئــي في الدراســات المعنيــة بالحــد 
ــة. ــة في الحبــوب المخزون ــاج الســموم الفطري مــن إنت

ال﻿استنتاجات 

الرشاشــيات  فطــر  أن  الدراســة  نتائــج  أظهــرت 
ــذور  ــن ب ــزول م ــاء fumigatus Aspergillus المع الدخن
ــم  ــى تنظي ــة ع ــدرة واضح ــك ق ــة يمتل ــة المخزون الحنط
ــؤولة  ــات المس ــيط الجين ــر تنش ــن ع ــاج الجليوتوكس إنت
ــتجاب  ــث اس ــر gila ، حي ــق gilz والتصدي ــن التخلي ع
بالموجــات  الفطــر  لمعالجــة  بوضــوح  الجينــن  كلا 
المايكروويفيــة، بنمــط تعبــري زمنــي بلــغ ذروتــه عنــد 
40 ثانيــة مــن التعريــض، تبعــه انخفــاض ملحــوظ عنــد 
ــة  ــج إلى أن المعالج ــذه النتائ ــر ه ــول. تش ــرات الأط الف
الجينيــة  المســارات  مؤقتًــا  تُفّــز  المتوســطة  الحراريــة 
ــة دفــاع فســيولوجية، إلا  ــاج الســموم كآلي المرتبطــة بإنت
أن التعريــض المطــول يتســبب في كبــح تلــك المســارات 
بفعــل الإجهــاد الحــراري المفــرط. كــا بيّنــت الدراســة 
ــر،  ــد الفط ــزل وتحدي ــري في ع ــخيص المظه ــاءة التش كف
وهــو مــا يدعــم إمكانيــة اســتخدام تقنيــات بســيطة 
الســامة في  الفطريــات  وفعالــة للكشــف الأولي عــن 
بيئــات التخزيــن. ومــن جهــة أخــرى، فــإن التبايــن 
يشــر  المكــررات  بــن  الجينــي  التعبــر  في  الملحــوظ 
التكــرارات والحالــة  تأثــر عــدد  إلى ضرورة مراعــاة 
ــة  ــارب الجزيئي ــم التج ــد تصمي ــزلات عن ــة للع الأيضي
ــج  ــذه النتائ ــد ه ــة، تؤك ــورة عام ــا. بص ــر نتائجه وتفس
إمكانيــة الاســتفادة مــن المعالجــة المايكروويفيــة كوســيلة 
ــة  ــات المخزني ــاط الفطري ــن نش ــد م ــة للح ــة وآمن طبيعي
الســامة، دون التأثــر المبــاشر عــى جــودة الحبــوب، مــع 
الحاجــة إلى إجــراء دراســات إضافيــة لتحديــد الظــروف 
المثــى التــي تضمــن تثبيــط إنتــاج الســموم دون تحفيزهــا 

ــا. مؤقتً
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التوصيات 

تشــمل  مســتقبلية  دراســات  بإجــراء  يُــوصى 
ــة  ــتجابتها للمعالج ــص اس ــرى لفح ــة أخ ــا فطري أنواعً
الدراســة  نطــاق  توســيع  يُفضّــل  و  بالمايكروويــف. 
ليشــمل جينــات إضافيــة مســؤولة عــن إنتــاج الســموم 
الجينــي  التنظيــم  عــن  متكاملــة  صــورة  لتكويــن 
تأثــر  اختبــار  يُستحســن  كــا  الســامة.  للفطريــات 
)رطوبــة،  مختلفــة  تخزيــن  ظــروف  في  المايكروويــف 
الظــروف  أفضــل  لتحديــد  خــزن(  فــرة  حــرارة، 
التطبيقيــة. و يُنصــح باســتخدام تقنيات جزيئيــة مكمّلة، 
مثــل تحليــل البروتينــات أو التشــخيص الجزيئــي متعــدد 

النتائــج. موثوقيــة  لتعزيــز  الجينــات، 
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