
 

                  

جمهورية العراق                  

العالي والبحث العلمي وزارة التعليم           و                            

جامعة ديالى                     

كلية التربية للعلوم الصرفة           

ةقسم علوم الحيا                  

  

ودراسة   Bacillus thuringiensisالبكتيريا  عزل وتشخيص
 الحياتية لذبابة ثمار القرعيات المقاييس تاثيرها في بعض

(Diptera : Tephritidae    ) Dacus ciliatus 
               

                                          رسالة مقدمة إلى

 مجلس كلية التربية للعلوم الصرفة / جامعة ديالى

درجة الماجستير في علوم الحياة جزء من متطلبات نيلك  

 الاحياء المجهرية

 تقدم بها الطالب 

  لـــيـــالح جلـــس صــــدريإ

 بكالوريوس علوم الحياة

0132 -2012كلية التربية للعلوم الصرفة / جامعة ديالى    

    بإشراف

  أ.د عدنان نعمة عبد الرضا   

محرم        هـ1436 م2015  كانون الثاني          

 



 بسم الله الرحمن الرحيم
 

 

 

  تنزيلا ممّن خلق الأرض والسّماوات العلى 
الرّحمن على العرش استوى له ما في 
السّماوات وما في الأرض وما بينهما 

 {وما تحت الثّرى 
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  (  5-4:  الآية    طه سورة )                                              

 



 

 

 

 

 مالك الأزل والسرمد وبه الخطى تتسدد إلى

 الله سبحانه وتعالى 

 

 نبي الرحمة وصفوة العالمين سيد المرسلين إمام المتقينإلى 

 ) صلى الله عليه وآله وصحبه وسلم(النبي الأعظم محمد الأمين رسول رب العالمين 

 

 إلى شهداء العراق على طول الزمن ...

 

 ما انفكت تضيء لي الطريقوإلى الروح الطاهرة التي 

 ـيـــــــــــــــــــبأ.. وتوقد روح الأمل

 

 إلى خيمة الحنان وغيمة المكان

 لسماءا  إلى ملني دائماً بين يديها دعاء متصل..حتت

 هي الحبيبـــــــــــــأم

 

 ....إلى من رووني من ينابيع الفضيلة، وأخذوا بيدي إلى منهل المعرفة

 الإيمانوأظلوني بشجرة 

 يأخوت

 

 بنجواه يقلب’ عيني برؤياه ويطرب’ من تسعد ىإل

 من جمعني بهم القدر وربطتني بهم مودة الصداقةإلى 

 لله د و عبدـــــسرم

 ذروة العلم إلىالطريق امامي للوصول  ُمن مهد إلى

 الأفاضلأساتذتي 

 

 عرفانا مني بفضلكم علي ثمرة جهدي المتواضع  كم جميعا أرفعليإ

 

                                                                                                     

 إدريــــــس



 
 

 

 

الحمد  لله رب العالمين والصلاة والسلام على أشرف المرسلين سيدنا محمد وعلى آله وصحبه أجمعين.   

من قول  انطلاقا ....   و على توفيقه هذا العمل المتواضع بإتمام  َّعليَّ أشكر الله مولاي وخالقي الذي من

بفضل  وإيمانا ﴿لا يشكر الله من لا يشكر الناس﴾ :) صلى الله عليه وآله وصحبه وسلم(رسول 

الاعتراف بالجميل وتقديم الشكر والامتنان  لأصحاب المعروف فإني أتقدم بالشكر الجزيل والثناء العظيم 

ومشرفي الفاضل الدكتور عدنان نعمة أستاذي    لكل من ساعد في إنجاح هذا الرسالة وأخص بالذكر :

الأولى وعلى ما  هعبد الرضا حفظه الله على قبوله الإشراف على هذا البحث ومتابعته له منذ خطوات

منحنى من صدر الواسع ونصح وإرشاد ساعد على إخراج هذا العمل بهذه الصورة . أسأل الله أن يجزيه 

مسؤول مختبر تحليلات الوراثية والجزيئية وأخص   الى عني خير الجزاء. أتوجه بشكري وتقديري

 عدة وتعاونه معي.عمار أحمد سلطان  لما قدم لي من العون والمسا  الأستاذ مساعد بالذكر

غالب إدريس عطية  الدكتوربالصرفة المتمثلة لتربية للعلوم وكما أتقدم بالعرفان  وتقدير إلى عمادة كلية ا

 فترة الدراسة.  ةورئاسة قسم علوم الحياة ومنتسبيه ، و لما قدموه لي من العون والمساعدة طيل

 قلب ينبض بكِ ويحيى بذكركِ ويسترجع لحظات وان فرقتنا الأيام وتباعدت الاجساد .. فإن في الصدر   

ً .. بل  عُذاب .. ولقاءات الأحباب .. وبسمات صادقة ..ونفوس محلقة في سماء الخُلق ، لن نقول وداعا

ستبقى الذكرى .. وصور المحبة شامخة في الذاكرة مع امل بلقاء.. ووعد بدعاء لا ينقطع.. وحب متجدد 

محمد سائلين المولى وووافر الامتنان إلى رفاق دربي سرمد وعبدالله  ينضب، لكم نتقدم بخالص الشكر لن

 عز وجل أن يجعلنا وإياكم من أهل القران .. وأن يرزقنا وإياكم الفردوس الاعلى من الجنان.                                     

ولايفوتني ان أشكر جميع زميلاتي وزملائي من طلبة الدراسات العليا وجميع المنتسبين في مختبر   

الاحياء المجهرية داعيا لله لهم بدوام النجاح والموفقية والتمس العذر ممن فاتني أن أشكرهم ,جازهم الله 

من الباري ً دتهم لي داعياعني خير الجزاء.و كما اقدم شكري العميق الى عائلتي  على تشجيعهم ومساع

 عليهم بالصحة والعافية.ّ أن يمن

 وخاتما آمل من الله أن أكون قد وفقت في إعداد هذا البحث بالطريقة التي تنفع وتخدم الدارسين وأن أنال

 .رضى الله   

      

 شكر وتقدير



 

 

 Bacillusعزل وتشخيص البكتيريا )}أشهد أن أعداد هذه الرسالة الموسومة بـــ 

thuringiensis   ودراسة تاثيرها في بعض المقاييس الحياتية لذبابة ثمار القرعيات

Diptera : Tephritidae) ) Dacus ciliatus}   التي قدمها طالب الماجستير.

 ( قد جرى تحت أشرافنا في قسم علوم الحياة / كلية التربية للعلوم الصرفة / جليل صالح إدريس)

 جامعة ديالى وهي جزء من متطلبات نيل درجة الماجستير في علوم الحياة / علم الاحياء المجهرية . 

 

 التوقيع :

  عبدالرضا نعمة عدنان.د :المشرف 

 اللقب العلمي :أستاذ

 2015التاريخ           /         /         

 

  لجنة الدراسات العلياتوصية رئيس  

 التوصيات المتوافرة نرشح هذه الرسالة للمناقشةبناء على 

 

 التوقيع :

 الاسم: مثنى محمد أبراهيم

 اللقب العلمي :مدرس 

 العليا رئيس قسم علوم الحياةلجنة الدراسات رئيس 

 2015  /           /         التأريخ

 أقرار المشرف



  

 

 إقرار لجنة المناقشة على رسالة

 
نشهد أننا قد اطلعنا على هذه الرسالة وقد ناقشنا الطالب في  أعضاء لجنة المناقشة , و رئيس نحن

محتوياتها وفيما له علاقة بها ونعتقد أنها جديرة بالقبول لنيل درجة الماجستير في علوم الحياة / 
 .(ازـــــــــــأمتي) تقديرب  الأحياء المجهريةعلم 

 رئيس اللجنة                                 
 التوقيع :                                     
 عباس عبود فرحان  . د الأسم :                                     
  دكتور أستاذ : اللقب العلمي                                    

 2015/         /        التاريخ :                                    
 

 عضو اللجنة                                                 عضو اللجنة
 التوقيع :                              التوقيع :                       

 حميد مجيد جاسم      . د الأسم :                               أحمد سلطان رعما. .دالأسم :
  دكتور أستاذ :اللقب العلمي                                  أستاذ مساعد: اللقب العلمي

 2015/        /      التاريخ :                                2015/      /       التاريخ :  
 المشرف عضو اللجنة

 التوقيع :                           
 عدنان نعمة عبدالرضا أ. د. الأسم :

 دكتور أستاذ :اللقب العلمي                              
     2015/       /        التاريخ :                              

                          

 مصادقة عمادة كلية التربية للعلوم الصرفة 
 

                         

 

 التوقيع :

 أدريس عطيةغالب الأسم : د. 

 مساعد:أستاذ اللقب العلمي

 2015/        /          التاريخ :



 
 

 
 بسم الله الرحمن الرحيم

 
 إقرار المقوم العلمي

 
 

 Bacillusعزل وتشخيص البكتيريا )}أشهد أن هذه الرسالة الموسومة بـ 

thuringiensis   ودراسة تاثيرها في بعض المقاييس الحياتية لذبابة ثمار

التي قدمتها  {Diptera : Tephritidae) ) Dacus ciliatusالقرعيات 
تمت مراجعتها من الناحية العلمية  قد ( إدريس صالح جليل )   طالب الماجستير

  وبذلك أصبحت الرسالة مؤهلة للمناقشة.
 
 
 
 
 
 
 
 

 التوقيع:                                              
 رشيد أ.م.د هادي رحمن: الاسم                                             

 2015 \      \      التأريخ:                                             
    



 
 

 
 بسم الله الرحمن الرحيم

 
 إقرار المقوم العلمي

 
 

 Bacillusعزل وتشخيص البكتيريا )}أشهد أن هذه الرسالة الموسومة بـ 

thuringiensis   ودراسة تاثيرها في بعض المقاييس الحياتية لذبابة ثمار

التي قدمتها  {Diptera : Tephritidae) ) Dacus ciliatusالقرعيات 
تمت مراجعتها من الناحية العلمية  قد ( إدريس صالح جليل )   طالب الماجستير

  وبذلك أصبحت الرسالة مؤهلة للمناقشة.
 
 
 
 
 
 
 
 

 التوقيع:                                              
 رشيد أ.م.د هادي رحمن: الاسم                                             

 2015 \      \      التأريخ:                                             
    



 
 
 

 

 

 

محافظة  في من مصادر بيئية مختلفة  Bacillus thuringiensisتضمنت هذه الدراسة عزل البكتيريا 

عينة من ترب مختلفة  51الجزئية ،أذ جمعت والوراثية و الكيموحيويهبالطرق  ديالى وتشخيصها

)بعقوبة وكذلك من الماء ،من خمسة أقضية في محافظة ديالى )زراعية و حديقة و غير زراعية (وهي

 \ 11 \20         لغاية   2014 \ 9 \ 1  بلدروز( للمدة من وخانقين، ودادية ،المقوالخالص،  و،

 سالب نمو% كانت ذات 7.8عينات وبنسبة  وجود اربع الكيموحيويهأظهرت  نتائج التشخيص  .2014

  41 أن وتبين  للزرع البكتيري نمو موجب كانت ذات 90.1% وبنسبة  عينة 46 للزرع البكتيري و

ووصلت  Bacillus   thuringiensis وللنوع   Bacillus للجنستعود  %80.3 وبنسبة منها عينة

، %75و من الماء   %93ومن الترب الحدائق  %94الترب الزراعية نسبة  البكتيريا المعزولة من 

من البكتيريا  Bacillus thuringiensis تعد البكتيريا الممرضة %.44ومن الترب غير زراعية  

وأكثر المواطن الطبيعية لهذه البكتيريا هي التربة.تم أختبار جميع  غللأبوا الموجبة لصبغة كرام ومكونة

 Acetate Sodium Selectiveالنمو على الوسط الأنتقائي  استطاعتالعزلات لهذه البكتيريا التي 

 (ICP)                                                          والمكونة  للبروتينات البلورية المبيدة للحشرات

insecticidal crystalline proteins عند تصبيغها بصبغة براقة                   

CBB))Coomassie brilliant blue   لأجراء التشخيص  الوراثي بأستخدام عدة

وكانت نقاوة الدنا  Bioneerالمجهزة من قبل شركة  Mini DNA Bacteria Kit))الأستخلاص

لجميع العزلات المختارة، تم تشخيص البكتيريا على مستوى  (2.01-1.22بين) المستخلص تتراوح ما

زوج قاعدي حيث أظهرت نتائج  380ذو الوزن الجزيئي 16S rDNAالجنس والنوع بأستخدام الجين 

أن جميع العزلات تحتوي على هذا جين وبنفس الوزن الجزيئي  (PCR)تفاعل البلمرة التسلسلي 

،كذلك تم تشخيص العزلات الحاوية على الجين المكون للبروتينات البلورية وهو ي زوج قاعد 380وهو

 Summary الخلاصة

 



 
 
 

 

cry  وبأستخدام بادئ متخصص لهذا الجين في تفاعل البلمرة زوج قاعدي  200  الجزيئيذو الوزن

الوزن  التسلسلي وأظهرت نتائج تضاعف الجين أن جميع العزلات كانت تحتوي على هذا الجين وبنفس

  Bacillusللجنس تعود  من البكتيريا الممرضة بأنها  التأكدبعد  .زوج قاعدي 200وهو الجزيئي 

حسب التشخيص الكيميائي الحيوي والتشخيص الوراثي   Bacillus thuringiensisوالنوع 

(غم /لتر من المستحضر 1،2،3،4،5وهي ) من المستحضر الحيوي الجزيئي، حضرت تراكيز مختلفة

 . Dacus ciliatusتأثيرها على الأدوار المختلفة لذبابة ثمار القرعيات الحيوي لهذه البكتيريا لدراسة 

ى الماء علوربة تأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لهذه البكتيريا المعزولة من الت تم أختبار

 أدوار هذه الحشرة وهي البيوض واليرقات والعذارى والكاملات .

بلغ  اذِ(يوم 2-1أظهرت نتائج أختبار تأثير المستحضر الحيوي لهذه البكتيريا  على البيوض بعمر )

الحيوي  لبكتيريا  غم/لتر من المستحضر1تركيز ال( عند %89( وبنسبة)3.2معدل فقس البيض )  أعلى

B. thuringiensis ( عند  19(وبنسبة) 0.6وأقل معدل فقس البيض )%غم/لتر من 5تركيز ال

المعزولة من  لبكتيريالبالنسبة (%96( وبنسبة )3.2المستحضر الحيوي  مقارنة بمعاملة السيطرة)

غم/لتر من 1تركيز العند    (92%)وبنسبة (3.1)   معدل فقس البيضبلغ أعلى  اذِ .و التربة

 غم/لتر من المستحضر5تركيز ال% عند 62( وبنسبة 2.1معدل فقس )أقل و المستحضر الحيوي 

وعلى  .المعزولة من الماء لبكتيريا%(بالنسبة 96( وبنسبة )3.2مقارنة بمعاملة السيطرة )  الحيوي  

غم /لتر من 5تركيز ال( عند %99( وبنسبة)2.0) هلاك،أذ بلغ أعلى معدل  يرقات الطور الأخير

غم /لتر من المستحضر 1تركيز ال( عند %26( وبنسبة)0.5معدل هلاك ) وأقل  المستحضر الحيوي

بلغ  و. التربةالمعزولة من  بكتيرياللبالنسبة  (%3( وبنسبة)0.07الحيوي مقارنة مع معاملة السيطرة )

المستحضر الحيوي  وأقل معدل  غم/لتر من5(عند تركيز %57( وبنسبة  )1.2الهلاك )معدل أعلى 

مستحضر الحيوي مقارنة بمعاملة الغم/لتر من 1%( عند التركيز 6(( وبنسبة 1.0هلاك)

( يوم 7-6لعذارى بعمر )اوعلى  .المعزولة من الماء لبكتيريالبالنسبة  (%3)  ( وبنسبة0.07السيطرة)



 
 
 

 

الحيوي   غم/لتر من المستحضر1تركيز ال( عند %92( وبنسبة)3(1.لعذارىلبزوغ  معدل  بلغ أعلى اذِ،

غم/لتر من المستحضر الحيوي 5تركيز ال%( عند  13( وبنسبة) 0.4)عذارى لبزوغ لوأقل معدل 

  بلغ أعلى اذِ .وبكتيريا المعزولة من التربةللبالنسبة  (%96( وبنسبة )3.2مقارنة بمعاملة السيطرة)

الحيوي  وأقل معدل  غم/لتر من المستحضر1تركيز ال( عند %92( وبنسبة)3(1.عذارىلبزوغ ل معدل

غم/لتر من المستحضر الحيوي مقارنة بمعاملة 5تركيز ال%( عند  62)   ( وبنسبة2.1)عذارى لبزوغ ل

بلغ أعلى   إذوعلى قتل بالغات، . لة من الماءزوالمع بكتيريالل( بالنسبة %96( وبنسبة )3.2السيطرة)

غم/لتر من 5تركيز ال( عند %30( وبنسبة )1.5)  الإناث( و %32(وبنسبة )1.6معدل قتل للذكور)

(، %13( وبنسبة )0.4) الإناثو( %10( وبنسبة )0.5المستحضر الحيوي وأقل معدل قتل للذكور )

 لبكتيريالبالنسبة  (%2( وبنسبة)0.1) الإناثو( %2( وبنسبة)0.1مقارنة بمعاملة السيطرة للذكور)

( وبنسبة 0.7)  الإناثو ( و%32(وبنسبة )0.8للذكور)بلغ أعلى معدل قتل  و المعزولة من التربة.

( %4( وبنسبة )0.2غم/لتر من المستحضر الحيوي وأقل معدل قتل للذكور )5%( عند تركيز 30)

غم/لتر من المستحضر الحيوي مقارنة بمعاملة السيطرة 1تركيز ال( عند %13( وبنسبة )0.4) الإناثو

وعلى المعزولة من الماء ،  بكتيرياللبالنسبة (%2( وبنسبة)0.1) الإناثو( %2( وبنسبة)0.1للذكور)

عند بيضة للأنثى الواحدة  84.5بلغ أعلى معدل إنتاج البيض  أذ الأنثى الواحدة من البيض إنتاجية

عند بيضة للأنثى الواحدة  54.5معدل إنتاجية البيض  ،وأقل الحيويمستحضر الغم/لتر من 1لتركيز ا

 87.5 معدل إنتاجية البيضبلغ  ذإ مقارنة بمعاملة السيطرة الحيويمستحضر الغم/لتر من 5لتركيز ا

( %85بلغ أعلى معدل إنتاج البيض )والمعزولة من التربة . لبكتيريال ةبالنسب الواحدةبيضة للأنثى 

معدل إنتاجية البيض  ،وأقل الحيويمستحضر الغم/لتر من 1عند لتركيز بيضة للأنثى الواحدة 

مقارنة بمعاملة  الحيوي مستحضر الغم/لتر من 5لتركيز اعند %( بيضة للأنثى الواحدة 79.5)

معزولة من  لبكتيريالبيضة للأنثى الواحدة بالنسبة %( 85.5) معدل إنتاجية البيض ذ بلغإ السيطرة

 الماء.



        I                                                                                                                                                                            

                                           

 المحتويات
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في النظم البيئية  B.thuringiensisالنسبة المئوية لانتشار البكتيريا 

 المختلفة.
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( يوم لذبابة 2-1النسبة المئوية  لمعدل فقس البيوض المعاملة  بعمر )

 بالمستحضر الحيوي لبكتيريا  Dacus ciliatusثمار القرعيات 
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 .65±5%رطوبة نسبية
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 .65±5%رطوبة نسبية
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 143 أنواع البوادئ المستعملة في الدراسة   1ملحق

 100bp DNA Ladder 144الدليل الحجمي المستخدم في الدراسة   2ملحق

 PCR 145دليل مكونات خليط التفاعل الرئيسي لـ  3ملحق
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 (5-4شكل)

المعزولة من  B.thuringiensis   تأثير المستحضر الحيوي  لبكتيريا 
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Dacus ciliatus والمعرضة الى تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي 

غم/لترالمعزولة من التربة وبدرجة حرارة  B.thuringiensis لبكتيريا

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (2±25)

88 

 (8-4شكل)

غم/لتر المعزولة B.thuringiensis لبكتيريا تأثير المستحضر الحيوي

من التربة في معدل هلاك يرقات الطور الأخير لذبابة ثمارالقرعيات 

Dacus ciliatus  م و رطوبة ˚  (25±2)بالأيام و بدرجة حرارة

 ..  65±5%نسبية
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 (9-4شكل)

النسبة  المئوية لمعدل هلاك يرقات الطورالأخير لذبابة ثمار القرعيات 

Dacus ciliatus والمعرضة الى تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي 

غم/لترالمعزولة من التربة وبدرجة حرارة  B.thuringiensis لبكتيريا

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (2±25)
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 (10-4شكل)

غم/لتر المعزولة B.thuringiensis لبكتيريا تأثير المستحضر الحيوي

من الماء في معدل هلاك يرقات الطور الأخير لذبابة ثمارالقرعيات 

Dacus ciliatus   م و رطوبة ˚  (25±2)وبالأيام وبدرجة حرارة

   65±5%نسبية
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 (11-4شكل)

لذبابة القرعيات  الكلي ليرفات الطور الأخير  هلاكمعدل النسبة المئوية  ل

Dacus ؤciliatus لمستحضر الحيوي لبكتيري المعرضة للB. 

thuringiensis  المعزولة من الماء والتربة.و 

92 
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 (12-4شكل)

( يوم لذبابة 7-6العذارى المعاملة  بعمر )النسبة المئوية  لمعدل بزوغ

المعاملة بتراكيز مختلفة من  Dacus ciliatusثمار القرعيات 

المعزولة من التربة  B.thuringiensis المستحضر الحيوي لبكتيري 

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2)بدرجة حرارة 
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 (13-4شكل)

 .Bكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا اتأثير تر

thuringiensis    المعزولة من التربة في النسبة  المئوية لبزوغ

وبالأيام في  Dacus ciliatus( يوم  لذبابة القرعيات 7-6العذارى بعمر)

   65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2)درجة حرارة 
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 (14-4شكل )

( يوم لذبابة 7-6النسبة المئوية  لمعدل بزوغ العذارى المعاملة  بعمر )

المعاملة بتراكيز مختلفة من  Dacus ciliatusثمار القرعيات 

المعزولة من الماء و B.thuringiensis المستحضر الحيوي لبكتيري 

 .65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2)بدرجة حرارة 
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 (15-4شكل)

 .Bكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا اتأثير تر

thuringiensis    نسبة  المئوية لبزوغ العذارى الفي  الماءالمعزولة من

وبالأيام في درجة  Dacus ciliatus( يوم  لذبابة القرعيات 7-6بعمر)

 .65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2)حرارة 
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 (16-4شكل )

نسبة المئوية  للمعدل الكلي لبزوغ العذارى المعاملة بالمستحضر ال  

تربة لذبابة الالمعزولة من الماء وdh  B.thuringiensisبكتيرلالحيوي 

 .Dacus ciliatusالقرعيات 
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 (17-4شكل )

 Bacillusتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  لبكتريا   

thuringiensis  بالغات)ذكور( لذبابة الالمعزولة من التربة في معدل قتل

م و (°25±2بالأيام و بدرجة حرارة) Dacus ciliatusثمار القرعيات 

 ..65±5رطوبة نسبية%

107 
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 (18-4شكل)

 Bacillusتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا 

thuringiensis  بالغات)اناث( لذبابة ثمار الالمعزولة من التربة في قتل

م و رطوبة (°25±2بالأيام و بدرجة حرارة) Dacus ciliatusالقرعيات 

 .65±5نسبية%
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 (19-4شكل )

المعزولة من التربة في معدل  Bacillus thuringiensisتأثير بكتريا   

بدرجة  Dacus ciliatusقتل بالغات)ذكور وإناث( لذبابة ثمار القرعيات 

 65%±5م ورطوبة نسبية (°25±2حرارة)
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 (20-4شكل )

 Bacillusتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتريا 

thuringiensis  المعزولة من الماء في قتل بالغات)ذكور( لذبابة ثمار

م و رطوبة (°25±2بالأيام وبدرجة حرارة) Dacus ciliatusالقرعيات 

 .65±5نسبية%
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 (12-4شكل)

 Bacillusتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  لبكتريا 

thuringiensis  المعزولة من الماء في معدل قتل البالغات)أناث( لذبابة

م و (°25±2بالأيام و بدرجة حرارة) Dacus ciliatusثمار القرعيات 

 .65±5رطوبة نسبية%
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 (22-4شكل)

 Bacillusتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  لبكتريا 
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 Introduction ةـــــــالمقدم .1

ويطلق على محاصيل الخضر التابعة لها اسم  Cucurbitaceaeباسم  ةـالعائلة القرعي عرفت      

من المحاصيل الحولية ، إذ يعد البطيخ والخيار وقرع الكوسة من  معظمهاو  Cucurbitsالقرعيات 

 ،أهم محاصيل الخضر التابعة لهذه العائلة في المنطقة العربية بشكل عام وفي العراق بشكل خاص

 44.05 من البطيخ والخيار بلغت العراق المساحات المزروعة في 2007وبموجب الإحصائيات لعام 

العربية زراعة للخيار وثاني بلد  البلدان ، وتميز العراق بأنه أكثر ترتيبالألف هكتار على  49.95و 

ة من البطيخ والخيار ـإن الإنتاجي هاعربي في زراعة البطيخ بعد مصر ، وتشير الإحصائيات نفس

 افبلغ ، أما مجمل الإنتاج من البطيخ والخيار الترتيبكغم/هكتار على 6954 و 11882بلغت 

 .(2008للإحصائيات الزراعية ،  الكتاب السنوي ) الترتيبف طن على أل 347.35و  523.40

من أهم العوائل   التي تضم  ( (Family:Tephritidaeثمار القرعيات ةذباب عائلة تعد        

ذات اهمية اقتصادية خاصة على ثمار الفاكهة  والخضر في المناطق الأستوائية وشبة  ًأنواعا

 ؛ Hancock 2002و Royerمن الحاصل  )  %70-30وتسبب خسارة تتراوح بين  الأستوائية

Gillani نوع يعود الى هذه العائلة يعود الى  4000حوالي اكثر من   يوجد(. 2012، وآخرون  

    SubFamily:Dacine ومن بين اهم اجناسهاDacus وBactorcera الذي يعود لهما 

العائلة القرعية فضلا عن انواعها  الاشد ضرر بثمار الخضرانواع الذباب  منً نوعا 50اكثرمن 

 Luffaلليفاو Citrullus colocynthus schardالبرية الأخرى مثل الحنظل البري 

eaegyptiaca Miller ،من انواع ذبابة الفاكهة المهمة في العراق ذبابة ثمار  (،2002)مهدي

  Cucurbit  Ethiopian fruit fly or Dacus ciliatusذبابة الفاكهة الاثيوبية  القرعيات او

عائقا لتقدم زراعة  هذه الذبابة اتتبAbdul-Rassoul(1988) و Moanasالتي سجلت من قبل 

مرة  في معظم بلدان أسيا وأفريقيا ومنها العراق خاصة بعد ظهورها لأول القرعية محاصيل عائلة
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                     في منطقتي الكوت والعمارة وتشخيصها على ثمار القرعيات 1988عام فيه 

(Moanas 1989) و,Abdul-Rassoul  .    

عائلة الذباب الحقيقي من الآفات  إلىالتي تنتمي  D.ciliatusذبابة ثمار القرعيات  د  تع       

تسبب ذبابة ثمار القرعيات  إذ .(Aldawood ,2013)الرئيسة على محاصيل العائلة القرعية 

ذه الخسائر في العـراق بأكثـر من ـقدرت ه لمحاصيل العائلة القرعية إذ هامةاقتصادية  ا  أضرار 

وتختلف نسبة  . (1999الجبوري ،) 1999و  1998من حاصل القرعيات للموسمين  50%

في بعض  السنين خاصة في المناطق   %90 لىإ ًلى أخرى تصل احياناإ الإصابة من سنة

 على اليرقات تغذية عن الناجمة راضر الأ (. أن2014الوائلي، الوسطى والجنوبية من العراق)

 . (Deguine ,2015  و Delpoux ) المحصول من ٪90إلى تصل أن يمكن الفاكهة

 ،ن في السنة االزراعة الواسعة لثمار القرعيات في العراق خاصة إذ إنها تزرع مرت َّنإ      

أو قلتها كل هذه عدم وجود الأعداء الحيوية لها  و، لملائمة لمعيشة الحشرة االمناخية  ظروفوال

انتشار هذه الحشرة وازدياد أضرارها على ثمار العائلة القرعية وبالتالي زيادة  إلى تأد العوامل

 أضرارا   مسببهت القطر معاناة المزارعين بسبب شدة إصابتها لثمار القرعيات في معظم محافظا

ل هذه الحشرة قرع الكوسة وخيار القثاء ـار إذ تفضـات على الثمـة اليرقـتغذي بسببرة ـكبياقتصادية 

 .(2000،  مهدي)  الثمار  ة اقل خيار الماء والقرع العنكابي من خلال درجة إصابتها لهذه ـوبدرج

زاء هذا الواقع ولوضع حلول ، مما يؤدي إلى تعفنها ورداءة نوعيتها وبالتالي صعوبة تسويقها  وا 

ن في مختلف مناطق العراق و ناجحة وشاملة لمشكلة ذبابة ثمار القرعيات التي يعاني منها المزارع

أثيرات وبسبب ما لهذه الطريقة من ت، ميائية بشكل رئيس يفي البداية المبيدات الك عملتإذ است

شعبان والملاح ، تشكل اليوم احد عناصر التلوث المهمة في البيئـة ) إذسلبية على النظام البيئي 
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خفاقهـا فـي السيطـرة التامـة علـى الآفـات وبالأخص الحشريـة منها ولاسيما تلك التي  (1993 وا 

 .Hugue، (1969و  (Ahmedا داخـل أجزاء النبـات ـض ادوار حياتهـي بعـتقض

يهدد ثمار القرعيات التي  ًللانتشار السريع لهذه الآفة في العراق فقد اصبحت خطرا ًنظرا      

في سد جزء كبير من الاحتياجات الغذائية للشعب العراقي ، لعدم جدوى   ًفعالا ًتسهم اسهاما

هذه المبيدات على تلويث النظام  ضافة لقدرةإاستعمال المبيدات الكيميائية في الحد من اضررها ، 

البيئي ،فقد ينتج عن ذلك تأثيرات سلبية على الأنسان والحيوان وظهور سلالات حشرية مقاومة 

 ًمن الناحية الصحية واقل ضررا ًلفعل هذه المبيدات، مما يؤدي للبحث عن وسائل بديلة اكثر أمانا

 (.2005الطويل وآخرون، على النظام البيئي )

نحو استخدام الوسائل الحيوية في مجال مكافحة الآفات الحشرية  اتجهت الانظار  لذا      

باستخدام الممرضات الحشرية ومن بينها البكتيريا ومن أهمها البكتيريا المنتجة للبروتينات البلورية 

Bacillus thuringiensis (1997،توفيق  .) ونتيجة لامتلاك البكتيرياBacillus 

thuringiensis  البلورات البروتينية  نتاجإ القدرة على Crystal Proteins(Cry التي تكون )

تنتج هذه البكتيريا الكثير من عوامل الضراوة مثل بروتينات  إذمسؤولة عن صفة السمية للحشرات 

   والسموم الداخلية دالتا  vegetative insecticidal proteinsالمبيدات الحشرية الخضرية 

delta-endotoxins وانزيم chitinase   والتنوع في أنتاج هذه العوامل المختلفة جدا بين ،

تختلف بين العزلات العائدة  ً، وأحيانا Bacillus thuringiensisالأنماط المصلية العائدة لبكتيريا 

(. لذا ركزت البحوث حول استخدام هذا النوع Maureen،2000وTravisللنمط المصلي نفسه)

بلاسم للآفات الزراعية ) ًمن البكتيريا في مجال السيطرة البيولوجية بوصفها مبيدا
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 لديهوكل بروتين بلوري  للحشرات ةمراضيإ أهم ميزة لهذه البروتينات هي  (.2014وآخرون،

  .مميز مضيف

بالتخصص الدقيق وتدني كلفة الانتاج وعدم احداثها  B.thuringiensisامتازت مستحضرات     

تلوث بالبيئة ولا تترك متبقيات في التربة ولا تضر بالأعداء الحيوية لكونها مبيدات متخصصة في 

 (.2014جميل وحمد،تأثيرها وغير سامة للزواحف وللبائن والبرمائيات)

 Aim of study:        ةـــــالدراس من دفـــــاله 1-2
ولقلة وجود الدراسات حول أستخدام  D.ciliatus لما تقدم من أهمية ذبابة ثمار القرعيات  ًنظرا    

في السيطرة على الحشرة ولكون المبيدات الكيميائية غير  B.thuringiensisالبكتيريا الممرضة 

لكونها ملوثات بيئية لذا تم اقتراح موضوع الدراسة ليشمل  كفوءة في القضاء على الحشرة وكذالك

 الجوانب الآتية:

 هاوتشخيص من نظم بيئية مختلفة  B. thuringiensisالممرضة  البكتيريا امكانية عزلأولا: 

 .ويةطة بعض الأختبارات الكيمو حياوتوصيفها بوس

بأستخدام معلمات جزيئية متخصصة  ًوراثيا B.thuringiensisتصنيف البكتيريا الممرضة ثانيا: 

 PCR .وبأستخدام تقنية S rDNA16من دنا النواة وهي 

 هذا في Crystal Proteinsالذي يشفر للبروتينات البلورية  cryوجود الجين  نالكشف عثالثا: 

 النوع من البكتيريا بأستخدام معلمات جزيئية متخصصة.

المعزولة من التربة والماء في بعض  B. thuringiensis  دراسة تأثير البكتيريا الممرضةرابعا: 

 .D.ciliatus القرعيات المقايس الحياتية لذبابة ثمار 
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 Literature Review عـــــاستعراض المراج. 2

 

    Dacus ciliatus (Loew) )المقات(: ذبابة ثمار القرعياتالعلمي ل التصنيف 2-1

ذبابة  ةـعائل Dipteraإلى رتبة ثنائية الأجنحة  Dacus ciliatusتنتمي ذبابة ثمار القرعيات      

وتعـد رتبـة ثنائيـة  ، Insecta (2013, Aldawood)صنف الحشرات  Tephritidae الفاكهة الحقيقي

(  80000 –10000ثانـي اكبـر الرتــب التابعـة لصنـف الحشرات إذ تضم حوالي ) Dipteraالأجنحة 

وصنفت ذبابة ثمار القرعيات James, 1979).  و  ( Harwood عائلة 140نوع موزع ضمن 

Dacus ciliatus (Loew)  من قبل(Norrbom   1999)،وآخرونa  إلى: 

Kingdom:  Anemalia 
      Subkingdom:Metazoa       
           Phylum:Arthropoda 

               Subphylum : Mandibulata    
                    Class: Insecta 

                         Subclass: Pterygota 
                              Division: Endopterygota               
                                   Order: Diptera 

                                        Suborder: Brachycera 
                                             Section: Cyclorrahapha 

                                                  Series: Aschiza 
                                                      Superfamily: Tephirtoidea 
                                                          Family: Tephritidae New man, 1834. 

                                                               Subfamily: Dancinae 
                                                                    Genus: Dacus 

                                                                         Species: Dacus ciliatus   
     

                     

 Dacus ciliatus (Loew) انتشار ذبابة ثمار القرعيات 2-1-2

ية التي العوائل الحشر  أهممن  (Family:Tephritidae) الحقيقي عائلة ثمار الفاكهة تعد          

، وتعد عائلة  (2013الجوراني،) من الحاصل %30-70بينتتراوح  ذات اهمية اقتصادية ًتضم أنواعا
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Tephritidae  من اشهر عوائل رتبة ثنائية الأجنحةDiptera  والتي تنتشر في المناطق المعتدلة

وهي تضم العديد من الاجناس  Chaudhary ; 2005, 2013) وآخرون،(Dhillon  والاستوائية

قليل في الامريكيتين واستراليا ، والانواع والتي تتركز معظمها في مناطق افريقيا الاستوائية وبشكل 

 ُنه  يعزاإة فـونظرا للتنوع الكبير في انواع عائلة الذباب الحقيقي في المناطق الافريقية والاستوائية القديم

 (Hancock ,1986;لها الاصل لهذه الحشرات ومنها انتشرت إلى مناطق العالم القديم 

1994,Norrbom) . 

في العديد من الدول الأفريقية ومنها مصر وموريتانيا ،  واريتيريا ،  Dacusأنواع الجنس تنتشر      

وأثيوبيا ، وغانا ، ونايجيريا ، وانغولا وجنوب أفريقيا والسودان وكذلك تنتشر في العديد من دول آسيا 

يران ، والباكستان ، والسعودية  واليمن ، الباكستان   وكما سجلت في ومنها بنغلادش ، والهند ، وا 

( ولأتنتشر في  Kapoor , 2005 ؛1978، الحريري ؛  Aldawood ،2013ريـا والأردن )وسو 

ذبابة في العراق الفاكهة المهمة  ذباب ثمار أنواعمن  .Castro ,2014))المناطق الباردة من العالم 

 - Abdulو Moanas  التي سجلت لأول مرة في العراق من قبل  Dacus ciliatusات يثمار القرع  

Rassoul ((1988  فـي محافظتـي الكـوت والعمـارة . 

   Dacus ciliatus The economic impact of ثمار القرعياتالتأثير الاقتصادي لذبابة  2-1-3

 َّنا  جنسـا  و  470نـوع ونويـت تعـود إلـى  4200حـوالي   Tephritidaeعائلـة الـذباب الحقيقـي تضم      

ولا سـيما مـن آكــلات   Phytophagusنوعـا  منهـا تعـد افــات اقتصـادية، لأنهـا مـن آكــلات النبـات  250

ن العديـــد مـــن انواعهـــا تقضـــي جـــزاا  مـــن دورة ا  ، ومـــن هنـــا جـــاات تســـميتها ، و  Frugivorousالفواكـــه 

يهــاجم حياتهـا دالــل الفواكـه او فــي اجـزاا الــرا مـن النبــات كالسـيقان والازهــار والبـذور كمــا ان بعضـها 

 . (Maria,2010)اللضراوات 
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حيث  القرعيات لمن الآفات اللطرة على محاصيتعد   Dacus ciliatus  ذبابة ثمار القرعيات     

الحي  النسيجعلى ل التطف إجباريةولاسيما يرقاتها التي تعد  ،دورة حياتها كمالإتكمن لطورتها في 

( ، 2005الطويل وآخرون ،)هذه العائلة  ل الثمرة وبالتالي تسبب لسائر جسيمة في محاصيل دال

المحصول                 من٪ 90إلى تصل نإ يمكن الفاكهة على اليرقات تغذية عن الناجمة والأضرار

( Delpoux, 2015  و, Deguine) 

التــي تنتمـي إلـى عائلــة الـذباب الحقيقـي تعــد مـن الآفـات الرئيســة  D.ciliatusذبابـة ثمـار القرعيـات     

ـــة  ـــة القرعي ـــل  (Aldawood,2013)علـــى محاصـــيل العائل ـــواع العوائ ويعتمـــد ضـــرر الحشـــرات علـــى أن

ن الضــرر الــذد تحدثــه حشــرة ذبابــة ثمــار القرعيــات إالنباتيــة التــي تتغــذا عليهــا وعلــى طبيعــة تغــذيتها، 

بثمار عوائلها ولاصة القرعيات يمكن أن يـددد إلـى انلفـاو جـودة الثمـار بسـبب ثقـوب وضـت البـيو 

لــى تغذيــة اليرقــات علــى لــب تلــك الثمــار مســببه تعفــن إضــافة إومــا تســببه مــن تشــوه أو تجعــد للثمــار ، 

القرعيـات تتعـرو لاصـابة بذبابـة ثمـار  َّنإ (1977)حمـاد ، وذكـر Kira ,1954)و  (Azab الثمار 

القرعيــات بمجــرد عقــدها كمــا تصــاب أيضــا الثمــار الكبيــرة ، إذ تضــت الأنثــى بيضــها دالــل الثمــار كمــا 

وتظهر أماكن ولز آلة وضت البيو كأماكن طرية تلرج منها مـادة لزجـة   1موضح في الصورتين رقم

ة مســـتديرة ، وبعـــد فقـــس البـــيو تتغـــذا اليرقـــات دالـــل ن تجـــف ويظهـــر مكانهـــا ثقـــوب صـــغير إلا تلبـــ  

الثمار وتتست الأماكن الطرية تدريجيا بحسب زيادة تغذية اليرقات وربما تتلف الثمرة كلها ، ويتسبب عن 

 إصابة الثمار بهذه الحشرة الإصابة بالفطريات والبكتريا مما يزيد من تلف الثمار.
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 1صورة 
 لمحصول القرع D. ciliatus ( Loew )مظهر الإصابة لذبابة ثمار القرعيات 

 10Xقوة التكبير 

لى إصابتها قرع الكوسـة وليار إضافة إالحشرة  َّنإأوضحت نتائج إحدا الدراسات في العراق      

إذ تتفاوت  .(2000مهدي ، القثاا وليـار الماا إلا أنها قد تصيب القرع العنكابي والبطيخ والليف )

النسبة المئوية لاصابة بهذه الحشرة في العراق على بعو عوائلها النباتية إذ كان أشدها إصابة في 

% على ثمار القرع  60القرع العنكابي يليه نبات الليف بنسبة إصابة  1988الموسم اللريفي عام 

ين في الموسم الربيعي % على ثمار الليف في نهاية شهر تشرين الأول ، في ح 30العنكابي مقابل 

كانت النسبة المئوية لإصابة الثمار على العائلين النباتيين القرع العنكابي والبطيخ واطئة إذ  1999لعام 

% على الترتيب في حين تباينت نسب الإصابة للال الموسم اللريفي لعام  20% و  30بلغت 

نكابي بأعلى نسبة مئوية لاصابة والتي بين العوائل النباتية الثلا  وقد تفوق أيضا القرع الع 1999

 عموق

 الإصابة
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% على ثمار الليف في حين ظلت نسبة الإصابة  20% في نهاية تشرين الأول مقابل  50بلغت 

 (. 2000مهدي ، المئوية على ثمار البطيخ واطئة ) 

   Dacus ciliatus  Life cycle of  دورة حياة ذبابة القرعيات  1-4--2

 D. ciliatusأنثى ذبابـة ثمار القرعيـات تتلاقح الذكور والإنا  وتبدأ  ًاجنسي الذبابة بعد إكمال نمو    

 دالل ثمار القرع وليار الماا وليار القثاا والليف تحت قشرة الثمرة )حديثة التكوين( بوضت بيضها

تتراوح ما  بواسطة آلة وضت البيو الحادة الموجودة في مدلرة بطنها. يوضت البيو في مجموعات

بيضة ويستمر وضت البيو لمدة  8 – 12وكل مجموعة بها ما بين  ثلا  إلى تست مجموعات نبي

  .Jeyasankar,2009)و (Hancoc,1989  بيضة 200أيام وتضت الأنثى ما يقارب  10

إهليلجيه متطاولة ذات لون ابيو كما موضح في  D. ciliatusبيوو ذبابة ثمار القرعيات  َّنإ   

ثم تتغذا على  عديمة الأرجل صغيرة معطيا  يرقات بيضاا ايام( 10-5للال) يفقس البيو  2صورة 

أنسجة الطبقة السطحية تحت القشرة صانعة أنفاقا  متعرجة دقيقة وتقذف برازها لللارج فيتجمت على 

تنسلخ ن إ سطح الثمرة ويعتبر هذا البراز أحد الدلائل التي تستلدم في التعرف على الإصابة. وبعد

إلى الدالل ثم  اليرقات تبدأ في التحرك نحو قلب )لب( الثمرة محدثة أنفاقا  تتست كلما اتجهتاليرقات 

انسلالات بعد إكمالها تكون قد وصلت منطقة تكوين  ةيتحول لون الأنفاق إلى اللون البني. لليرقة ثلاث

 . (Maher ,1957)البذور في الثمرة

طريقة وضت البيو وثقب القشرة اللارجية للثمرة )كما في جميت حشرات ذبابة الفاكهة(  د  تع     

ثغرات لدلول جراثيم العفن الذد يتكاثر في أنسجة الثمرة مما يسهل عملية هضم الأنسجة الصعبة 

 هضم غذائها وربما تموت جوعا  في بعو اليرقات . وبدون إفرازات العفن لا تستطيتت)القوية( لليرقا

 10 – 12يصبح طولها ما بين  اليرقات وعند اكتمال نمو،  1970)وآخرون،  El-Nahal)الأحيان
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رقيقة ملروطية الشكل رأسها دقيق يظهر على هيئة نقطة  تضعفا  عما كانت عليه عند الفقس. واليرقا

. بعد اكتمال النمو اليرقي فإنها تثقب جسم 3كما في صورة  سوداا ومدلرتها أعرو من منطقة الرأس

يكون غلاف العذراا بيضود نهايته الثمرة وتسقط إلى الأرو حي  تتحول إلى لادرة مستورة برميلية 

الأمامية مدببة أكثر من الللفية ، يكون السطح الظهرد محدبا في حين يكون السطح البطني مستويا ، 

وتكون عذارا الإنا   4ح ابيو ذهبيا  كما موضح في صورةلونها عاجي بعد التعذر مباشرة ثم يصب

اكبر حجما من عذارا الذكـور دائما و تلـرج من العذارا بالغات متوسطة الحجم يبلغ معدل طول 

 ، يوما  لتبدأ دورة حياة جديدة 15-10بعد و  5ملم كما في صورة رقم 7.5ملم والذكور  8الإنا  

 ( Hancock ;1970, 1989 وآخرون، Azab  1976; )حسني وآخرون،

 

 
 2صورة 

 داخل نسيج ثمرة القرع D. ciliatus ( Loew )دور البيضة لذبابة ثمار القرعيات 

 10Xقوة التكبير 
 
 
 
 
 

 البيوض
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 3صورة 

 10Xقوة التكبير  داخل نسيج ثمرة القرع D. ciliatus ( Loew )دور اليرقة لذبابة ثمار القرعيات 

 

 
 4صورة 

 D. ciliatus ( Loew )دور العذراء لذبابة ثمار القرعيات
 10Xقوة التكبير 

 
 

 

 اليرقة
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  5صورة 

  D. ciliatus ( Loew )دور الحشرة الكاملة لذبابة ثمار القرعيات 
 10Xقوة التكبير 

 

  Dacus ciliatus (Loew) ثمار القرعيات مختبرياتربية ذبابة   2-1-5

كثارها بالأعداد المطلوبة تعد  َّنإ      الأساسية في الدراسات والأبحا   اللطوةتربية الحشرات وا 

بالحشرات من الناحيتين العلمية والتطبيقية ، من أجل إيضاح الكثير من اللصائص البيئية   اللاصة

ن تكون هذه الدراسات مقبولة علميا فلا بد من توفير عدد وفير إوالوظيفية والسلوكية وغيرها ومن أجل 

انفسهما   من الحشرات الأمر الذد يصعب توفيره في الطبيعة بالشكل المناسب و بالكيفية والتوقيت

ولاصة إذا ما تمت الدراسة على طور محدد من اطوار الحشرة ، وفي مجال مقاومة الحشرات 

 Bacillusومكافحتها بالطرائق البيولوجية بما فيها المسببات المرضية حي  تستلدم البكتيريا 

thuringiensis   ةعمليفي مكافحة هذه الحشرة إذ تلزمنا أعداد كبيرة من الحشرات لذلك أصبحت 

الة وضع 

 البيض

 ذكر -ب انثى-أ
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تربية الحشرات لطوة أساسية في الملتبرات والمراكز البحثية المتلصصة لمثل هذه الدراسات  

وذبابــة  D. dorsalis (Hendle)يتم تجهيـز كـل مـن ذبابـة الفاكهـة الشرقيـة  .(2014الوائلي ، )

البازغـة حديثـا بالسكر لافتقادها للطاقة الملزونة أو أنها  D. cucurbitae (Coquillett)البطيـخ 

بتوفير أغذية ( 1970)وآخرون  El-Nahal قام، و 1968)،وآخرون  (Harris  تمتلـك القليـل منهـا

ملتلفة لبالغات ذبابة ثمار القرعيات لمعرفة مدا تأثيرها في أعمار البالغات المتزاوجة وغير المتزاوجة 

ذاا المكون من العسل والماا وشرائح من القرع كان الأفضل لكل من الذكور والإنا  ن الغإمنها فوجد 

كمية الماا المقطـر المضافـة إلى الغـذاا الاصطناعـي ( 1983) وآخرون  Srivastava،وذكر 

فـي   D. ciliatusات ـ( من تربيـة ذبابـة ثمـار القرعي2000) مهـديليرقـات ذبابـة البطيـخ ،وتمكن 

الملتبـر على ثلاثـة عوائـل طبيعيـة لهـا هي قـرع الكوسـة و ليـار القثاا و ليار المـاا لدراسة بعو 

 المقاييس الحياتيـة لهـذه الحشرة ومـن ثـم إجراا بعـو طرائـق مكافحتها . 

 Biocontrol of  Dacus ciliatus القرعيات لذبابة الأحيائية المكافحة  2-1-6

الكائنات الحية الطبيعية )الاعداا الطبيعية( للتقليل من  تدديهالمكافحة الحيوية هو الدور الذد      

من اهم عناصر المكافحة الحيوية َّ نوا   كثافة اعداد الكائنات الحيوانية والنباتية الالرا الضارة )الآفات(.

الامراو  أفيروس(، تنش - بكتيريا -مسببات الامراو ) فطرو المفترسات، و الرئيسية هي)الطفيليات، 

ها ويرتبط بذلك افراز    لفيروس( دالل عوائ -بكتيريا  -نتيجة لنشاط الكائنات  الدقيقة) فطر يةالحشر 

هذه الكائنات لمواد كيميائية تضر بها و يظهر على الحشرة المريضة اعراو تتمثل في التغير في 

من اكثر الانواع اهمية في مجال   B. thuringiensisاوفي تركيب جسمها، تعتبر البكتيريا  السلوك

المكافحة  الميكروبية للآفات إذ تتميز بنموها على بيئات صناعية صلبة او سائلة وبالتالي امكن 
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        انتاجها بكميات كبيرة في شكل مساحيق قابلة للبلل او مستحلبات او مساحيق التعفير  

 .      (2011القناوي ،)

 تاـــلآفا ـــورهوظ ةـــلبيئا ـــ يوتل ـــلمث الكيميائية ـــداتلمبيا لتعماـــسا ـــنم ةـــلناتجا ررالإضا َّإن    

 ـوانلحيوا ناـلانس لسميةا بسروالالى إضافة إ فةدلمستها رغي تللكائنا ممـــلتسوا ميةـــلسوا ةـــمولمقاا

 ناـــلإنسا حةـــصو ةـــبيعيطلا ـــداالأعوا ة ـــلبيئا ىـــعل  اـمانأ ـركثأة ـمكافح ـلمواع ـنع ـ لبحا ىـلإ أدت

                 تاـــسرولفايوا ودااتـــلنيما و اـــيرلبكتوا تاـــيطرلفامثل  تراــللحش المسببات المرضية ومنها 

 Bacillus thuringiensisاستلدمت البكتيريا  (. 2015وآخرون، Badii   2012 ;كريم ومحمد،)

في مكافحة ذبابة ثمار القرعيات بصورة  Beauveria  bassiana الممرضة للحشرات والفطر 

 (.2014الوائلي،عامة)

 Microbial Insecticides المبيدات الحشرية الميكروبية 2-2

كانت المبيدات في البداية المواد الكيميائية مصنوعة من لصائص معينة يجعلها مفيدة، مثل         

منها قد يددد إلى  فادةلإاَّ فعالة لمجموعة واسعة من الحشرات. ومت ذلك، فإنالسمية الطويل و الالعمل 

المبيدات الحشرية الكيميائية المستلدمة اليوم أنها أكثر أمانا من تلك التي استلدمت  د  نتائج سلبية. وتع

لهذه المواد الكيميائية التعرو الطويل المدا  َّنإذ في الماضي، ولكن لا تزال هناك بعو الملاوف. إ

 تسبب السرطان، وتلف الكبد، والعيوب الللقية والمشاكل الإنجابية في البشر والحيوانات, نيمكن إ

 بقاا الطويل وهي المللفات السامة في التربة والماا والغذاا.التراكم و التسبب  نوكذلك فإنها يمكن إ

ممرضة  . فهي غير سامة وغيرالبيئينظام اعلى النقيو من ذلك، المبيدات الميكروبية هي آمنة لل

 .(Apaydin,2005للحياة البرية والبشر )
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نهاية  في الأولى للمرة الحشرية لتنظيم الآفات للحشرات الممرضة الدقيقة الحية الكائنات استلدام َّنإ   

 من كبيرة مجموعة وهناك. باستور ذلك الرائد لويس في بما ، العلماا من العديد من قبل 19 القرن 

والأوليات  والفطريات الفيروسات على التعرف تم الحين ذلك البكتيريا، ومنذ مثل الدقيقة الكائنات

 للآثار ونظرا الحشرية ضد الآفات البيولوجية المكافحة استراتيجيات في لاستلدامها محتملين كمرشحين

 و الاستوائية، في البلدان العامة الصحة ومشاكل الكيميائية الحشرية في المبيدات المرغوبة غير

 (.Bourguet ,2008 و Sanchisالبيئة) على طفيف الحيوية لها تأثير المبيدات

بالعوامل الإحيائية كوسائل لمكافحة الآفات ً ةمتزايدً اهتماماشهد العالم للال العقدين الأليرين      

يهدد  ̋ميائية التي أصبحت لطرابهدف ترشيد استلدام المبيدات الكي الاقتصاديةالحشرية ذات الإضرار 

تطور مقاومة العديد من الآفات الحشرية لمثل تلك المبيدات لى إضافة صحة الإنسان وبيئته إ

 . 2000),المعاضيدي وآخرون الكيميائية نتيجة الاستعمال العشوائي والمتكرر )

لصوصية الالمبيدات الحشرية الميكروبية تقدم بديلا للمبيدات الحشرية الكيميائية مت زيادة       

تحتود على  التي هذه المبيداتلسلامة لذا يتم استلدامها في برامج الإدارة المتكاملة للآفات الو 

ا استلدام عوامل مزاي ،الميكروبات أو المواد الكيميائية الحيوية التي تنتجها الكائنات الحية الدقيقة

المكافحة الميكروبية هي كفااتها والسلامة للبشر والكائنات غير المستهدفة الألرا، والحد من بقايا 

 المبيدات الحشرية  في الغذاا، والحفاظ على غيرها من الأعداا الطبيعية، وزيادة التنوع البيولوجي في

للغاية ضد الآفات المستهدفة بحي  تسهل  متلصصةأيضا العوامل الميكروبية و  البيئية نظمةالأ مدار

ويجرد    (. ; Çinar,2005  2001وآخرون،Lacey) بقاا الحشرات المفيدة في المحاصيل المعالجة

 البيولوجية للال العقود الثلاثة الماضية تنتمي كعوامل السيطرةتطوير المبيدات الحشرية الميكروبية 

 Bacillus والتي هي بكتيريا إلى جنس العصيات ممرضة للحشراتة كعامل ستلدمالمالبكتيريا 

thuringiensis, B.lentimorbus, B. sphaericus   والمبيدات الحيوية الأكثر شيوعا تطبيقها في
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  B.thuringiensis  (Entwistleمنالزراعية هي المستحضرات التجارية  البيئيهالعديد من النظم 

 (. 1993وآخرون،
 The Genus Bacillus   جنس البكتيريا 2-3

لاهوائية  وأ هوائية عصوية الشكل ومكونة للسبورات، هي بكتيريا أفراد جنس العصيات        

. جنس العصيات وصفت Firmicutesالتيارية, ايجابية لصبغة غرام وهي تابت إلى شعبة الليطيات 

 على عصيةجنس  وقد تم تقسيم  .1872سنة  كوهن في كوهن فرديناندوصنفت على يد العالم الياباني 

 لانبات, المجموعةتورم في الكيس البوغي الو  السبورعلى شكل  امورفولوجيا اعتمادثلا  مجموعات 

عددا كبيرا  المجموعةوتضم هذه  المنتفلة و غير الللية الأم في ةبيضوي السبوراتوجود بالأولى تتميز 

   B.subtilis     B.thuringiensis,  , sphaericus بكتيريا في التربة مثل التي تعيشنواع الأمن 

B.,  B. anthracses   و B. cereus شكل ة جدا وتبعو هذه الأنواع هي ذات صلة مرتبط

 .Bمجموعة هذه المجموعات الفرعية يتضمن  أحد. و المجموعة الأولىمجموعات ملتلفة دالل 

cereus (Økstad2011  و,Kolstø                  . ) 

     The Bacillus cereus Group بكتيريا مجموعة 2-3-1

 B. cereus, B. mycoides, Bacillus thuringiensis المجموعةوتشمل هذه         

B.anthracses, B. pseudomycoides,,  , B.weihenstephanensis                                  الأنواع الثلاثة السابقة

ها نظام التصنيف مت بعضها البعو        ًالأنها تتصل اتصالا وثيق cereus B.تحت نوع من    عد 

)  Ibrahim،لاللصائص الوراثية والمظهرية  (.2010وآخرون Bacillus thuringiensis  هي

بإنتاجِ واحد أَو أكثرِ من الأجسام  B. cereusمي زَ مِنْ تفقط أَنْ  يمكن . cereus .B لمشابهة جدا 

لأنواع اً ولصوصا،  ياتِ ر ، التي وُجِد بأنها تكُون سامَّه للافق لسبوراتأثناا عمليةِ تكوين افي  البلورية

ضد الللايا و  ,حرشفية الأجنحةِ  رتبةثنائية الأجنحةِ و  ورتبة الأجنحةِ، غمدية التابعة إلى رتبةالحشريةِ 
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 Kondo ;  2000وآخرون،  (Charles السرطانية البشرية والطفيليات المسببة للأمراو البشرية

  .(2002 وآخرون ،

 History of B.thuringiensisالبكتيريا   نبذة تاريخية عن  2-4

وتكون لها  ,هوائية او لاهوائية التيارية للسبورات مكونة ، غرام لصبغة موجبة ريايبكتوهي         

 بالبلورات أو ما يعرف Parasporal bodies   للسبورات  يةاذالمح الجسيمات القدرة على تكوين 

 ,2011;وآخرونAssaeedi السبورات ) نتكوي ةلمرح لللا  Crystal Protein  البروتينية

Youssef 2013و, Hassan           تحتود هذه البلورات المحاذية للسبورات سموم داللية دلتا )

δ-endotoxin  المهمة طبيا لعدة التي تظهر نطاق واست قاتل للحشرات الزراعية والآفات الحشرية

 غشائية الأجنحة،   Diptera ,وثنائية  Lepidoptera لأجنحةا حرشفية رتبة رتب منها

Hymenopter   شعريات الأجنحة Trichopteraغمدية الأجنحة, Coleoptera متشابهة ،

غير الحشرية مثل الديدان  واللافقريات   Orthoptera ،مستقيمات الأجنحة Homoptera الأجنحة

                                           mitesوالع    protozoa والأوليات nematodes الليطية

Obeidat) و  AL-Momani 2013,.) 

لأول مرة في اليابان عام   Bacillus thuringiensis البكتيريا الممرضة للحشرات اكتشفت      

  sotto-disease ًمرضياً امسبببوصفه     Ishiwata Shigetane العالم الياباني يد على1901

الشيء   sottoذ  تعني كلمة إ Bacillus sottoحيث كان يطلق عليها Bombyx mori    زدودة القل

ثم سجلت من  الطري الرخو لأنها كانت تسبب ليونة ورخاوة جسم الحشرة التي تصاب بهذه البكتيريا

عثة طحين البحر ذ عزلها من يرقات إ  1911سنة  Ernst Berliner  لمانيالا الأحيائي قبل العالم

في مطاحن محافظة    ًمرضياً مسببا Anagasta kuehniella  الأبيو المتوسط

  ألمانيةالمحافظة   لاسموذلك تلليدا   Bacillus thuringiensisوسميت  ،  Thuringeورينجياث
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 Bourguet,2008وSanchis ات)وكما أثبت وجود بلورات سامة للحشر  thuringiensis ميتس

1915, Beliner ; 2011, George;  تحت نوع لبكتيريا  13م تم اكتشاف 1977(  حتى عام

Bacillus thuringiensis   1977في عام  يرقات حشرات رتبة حرشفية الأجنحة ،لسامة ل 

الأجنحة على  وغمديهم تم اكتشاف تحت نوعين سامين لحشرات كل من ثنائي الأجنحة 1988و

الأجنحة عرفت  وغمديةحشرة تابعة لرتبة حرشفية وثنائية  150فهناك أكثر من  ألانالتوالي وأما 

  . Kogan ,2001 )و  (B.thuringiensis Bajwa بأنها حساسة لبكتيريا

بفاعليتها السامة ضد الحشرات التابعة لرتبة حرشفية   B.thuringiensisتلتص هذه البكتيريا     

 عزلات وفي الوقت الحاضر  تم تسجيل Ahmad ,2013 )و (Hakoori وثنائية وغمدية الأجنحة 

B.thuringiensis بديلا بالفعل تعد   أيضا و والبروتوزوا الع  الليطية، الديدان النشطة ضد بعو 

دارة التجارية، الزراعة التطبيقات نطاق في الاصطناعية الكيميائية للمبيداتً مكملا أو مفيدا  الغابات وا 

للآفات                   المقاومة النباتات فيً وراثيا المعدلة الجينات للتعبير عن رئيسيا مصدرا وأيضا

(Jisha ،2013وآخرون )كان اول استلدام لبكتيريا .  ًا تجارياالاهتمام به إلى . مما أدا   

B.thuringiensis  للسيطرة الاوربية على حفار ساق الذرة1920 على النطاق التجارد سنة   

Sesamia cretica ( في اوربا Gorashi ،لدمت في فرنسا لأول مرة تاس, و  2014)وآخرون

              م 1961عام  في الولايات المتحدة  ̋م وسجلت تجاريا1938كمبيد حشرد عام 

(Bajwa  2001 و, Koganو كما سمحت الولايات المتحدة أيضا ،)ً  ̋مركبا 410باستلدام حوالي 

ذ أصبحت إوبأشكال ملتلفة ضد الآفات الحشرية   B.thuringiensisمن البكتيريا  ًمسجلا ًتجاريا

من مستحضرات طن  13000واستلدما في العالم حي  يوزع  ̋الآن أكثر المبيدات الحيوية شيوعا

B.thuringiensis سنويا (2000, WHO). 
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  Classification of Bacteria Bacillus thuringiensis تصنيف البكتيريا  2-4-1

 في ًفردابوصفها   الستينات في B.thuringiensis بكتيريا لتحديد الكلاسيكي العمل دأب         

 الكلاسيكية والمصلية الحيوية والكيمياا البكتريولوجية،الطرائق  واستلدمت. Bacilliceae عائلة

تحت  في B.thuringiensis يستلدم كدليل للبكتيريا  د الذدالحشر  المبيد نشاط إلى بالإضافة

 B.thuringiensis السلالات تصنيف يتم. وثيقة صلة ذات تحت أنواع  بين ومتباينة ملتلفة لأنواع 

دات الأسواط ) أساس على ملتلفة،ال تحت أنواع  في  و (H )H antigen  de-Barjacمُسْتَض 

,Bonnefoi  1962) تحت أنواع  بين لصوصا تماما مقنعه  غير الطرائق  ههذ تكان ذلك، ومت

                               المصلية الأنماط نفستتشارك  التي B.thuringiensis بكتيريا

(Dulmage  1982و,  Aizawa.) ة مثل البصمة الوراثية الجزيئي الوراثية التقنيات ظهور أن 

finger printing     DNA البلازميد ونسق plasmid profiling ، البروتين ونتسق protein 

profiling  ًوتقنية تباين أطوال قطت الدنا المصممة عشوائيا RAPD PCR  وفرت طرائق جديدة

 (.(Apaydin,2005 في تصنيف البكتيريا

 على pathotypes انماط مرضية لمسة إلى أيضا  B.thuringiensis سلالات تصنيف تم    

متلصص بالحشرات حرشفية الأجنحة  (var. berlinerالنوع الأول ) لحشراتل مداها القاتل أساس

Lepidopteran-specific ( والنوع الثانيvar. israelensis)  متلصص بالحشرات ثنائية الأجنحة

Dipteran-specific   ( والنوع الثالvar. tenebrionsis)   متلصص بالحشرات غمدية الأجنحة

Coleopteran-specific  ( والنوع الرابت(var. aizawai  نشطة  ضد كل من حرشفية وثنائية

 بكتيريا نشاط حول التقارير من العديد نشر تم مدلراو  (.(Mushtaha,2013الأجنحة 

B.thuringiensis  مبيد قاتل للدودة الليطية(في قتل الديدان الليطيةNematicidal)   

Mozgovaya) ،حثون في تصنيف البكتيريا ركز البا.  ( 2002وآخرونB.thuringiensis  على
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التي  B. mycoides و  B.thuringiensis ،B. cereus لبكتيريا ل  16S rDNA  دراسة تسلسل 

 بالنيوكليوتيدات التي تقل عن تسعة   B . anthracis  و B. cereus عن الرا وعن ةتلتلف واحد

 Tsen    و Chen  الباحثين َوجد. (Ramírez-Suero،2012 و Ramírez-Lepe) نيوكليوتيد

 gyrBوجينات  16S rDNAبوساطة تضخيم  B. cereusوBt  التميز بين سلالةن إ( 2000)

كانت هناك صعوبة   Bacillusعندما تم اختبار عدد كبير من سلالات البكتيريا  PCRبوساطة تقنية 

او  cry عن طريق ميزة واحده وهي وجود جينات  B. cereus عن  Bt سلالة تميزن واقترحوه إ

 البروتينات البلورية . 
 بلوريةالنظام تصنيف وتسمية للبروتينات  Whiteley(1989) و   Höfteقترح العالمانأ      

على تركيب تسلسل الاحماو الأمينية المستنتج من الدنا وعلى مدا المضيف . البروتينات بالأعتماد 

 على والتي قسمت همجموعة متميز  14 علىوالتي قسمت ً ابلوريً ابروتينيً اجين 42بلورية صنفت الى ال

(, Lepidopter- specificلرتبة حرشفية الأجنحة ) متخصصةCryI  اصناف رئيسة وهي اربعة

CryII متلصصة لرتبة حرشفية وثنائية الأجنحة (Lepidoptera & Diptera-specific ,)       

CryIII لرتبة غمدية الأجنحة متلصصة (Coleoptera-specific,) CryIV   متلصصة لرتبة

على  ًأعتمادا  B.thuringiensisوتم تصنيف البكتيريا   .(Diptera-specificالأجنحة  ) ثنائية

((1915,Berliner 

    Kingdom: Eubacteria 

        Phylum: Firmicutes 

               Class: Bacilli    

                    Order: Bacillales 

                        Family: Bacillaceae 

                            Genus: Bacillus 

                                Species: Bcillus thuringiensis      (1915,Berliner). 
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 Morphological  Features of  Bacillus لبكتيرياالخصائص المورفولوجية  2-4-2

thuringiensis 

 ،ةنتشر م ولشنة و اللون  بيضاا تكون مستعمرات  Bacillus thuringiensis  البكتيريا        

. , وتكون حافات المستعمرات متموجةكبيرة بسرعة الطبق واست في مدا على تمتدن إ ويمكن

 معايير أفضلالام، و  الللية في طرفي تموق في تظهرو  وغير منتفلة  ،بيضوية تكون  سبوراتال

البلورية  الجسيمات وجود هو لرا الأ بكتيرياال أنواع نم Bacillus thuringiensis    للتمييز

 وحجم ،شكل َّنإ ،التباين مرحلةفي  المجهر تحت بسهولة ملاحظتها يمكن التي سبوراتلل المحاذية

                 B. thuringiensisأفراد بكتيريا  بين لتلفي قدالبلورية  الجسيمات وعدد

(Schnepf 1998وآخرون،;  Schünemann  ،2014وآخرون  .)  

, bipyramidal (Cryl ) بلورات ثنائية الهرم وهي  متميزة كريستالللل شكاأ لمسة هناك      

 flat rectangular  بلورات مستطيلة مسطحة, cuboidal (Cry2)  بلورات مكعبة الشكل

(Cry3A) ،بلورات غير منتظمة irregular (Cry3B) ،بلورات دائرية Cry4B) spherical و   

(Cry4A   وبلورات شبيه بالمعين  (rhomboidal (Cry11A   2006 ,Laridon)). 

  Natural Habitats of B. thuringiensisالمواطن الطبيعية لبكتيريا   2-4-3

في جميت أنحاا العالم ,توجد بكتيريا  ًطبيعياB.thuringiensis تنتشر بكتيريا         

B.thuringiensis   ،بشكل طبيعي في البيئة, إذ عزلت من الحشرات المصابة، وأسطح النباتات

ذ عزلت لأول مرة في العراق من اليرقات الميتة  لفراشة إوالماا والحبوب الملزونة ، ومن التربة, 

دولة تم الحصول على  80(. وفي دراسة شملت 2012جعفر واخرون ،) Pieris rapae اللهانة

عزلت من التربة %25منها عزلت من مواد ملزونة و B.thuringiensis 45% عزلة من  5303
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عزلت من مواد ملتلفة  %15عزلت من أجزاا النباتات و %3عزلت من بقايا الحشرات و %10و

من التربة كانت  B.thuringiensisعزلات لبكتيريا  6ألرا ، وفي نيجيريا تم الحصول على 

 B.thuringiensisعزلة من  102ندا تم الحصول علىجميعها سامة ليرقات البعوو، وفي ك

بيئة   12عزلت من الحبوب الملزونة وللال أجراا مسح في  %66عزلت من التربة و 33%،

عزلة من بكتيريا  299في شمال الأردن تم الحصول على  ̋موقعا 17من ملتلفة

B.thuringiensisعزلة من البكتيريا 299تم الحصول على   د، وفي دراسة في تايلان 

B.thuringiensis  من عينات التربة جمعت من مناطق زراعة القمح ومطاحن الحبوب وتم

من التربة لمناطق ملتلفة ووجد  B.thuringiensis عزلة من  58على  ًالحصول في كوريا حصرا

نحة ممرضة للحشرات ثنائي الأج %20من العزلات ممرضة للحشرات حرشفية الأجنحة و  %35 َّنإ

 (.2011مهيار،) غير سامة %9و

 B.thuringiensis of  delta ( δ) endotoxins  لبكتيريالالسموم الداخلية دالتا  2-4-4

بروتين كبير واحد او اكثر يتكون من  B. thuringiensisللال مرحلة التبوغ تنتج البكتيريا         

محتويات بلورية , السموم الداللية دالتا التي يمكن ملاحظتها بسهولة تحت المجهر للال مراحل 

 (crystal) وهي سموم  delta ( δ) endotoxinsمتباينة , هناك نوعين من السموم الداللية دالتا 

cry لاصة , وسموم تعمل عن طريق مستقبلات  التي ةعالية اللصوصي cyt  تحلل الللود( 

(cytolytic ،تشليص أساس على كلاهما تصنف غير متلصصة مت مستقبلات غير معروفة 

 (. Juá rez-Pérez ,2003و  (Porcar  الأمينية الأحماو تسلسل

 َّنإمميز ، مضيف لديهوكل بروتين بلورد  مراضيه للحشراتإ أهم ميزة لهذه البروتينات هي      

على  ̋اواعتماد Bt  سلالةليحدد النشاط الحيود   δ- endotoxin السموم الداللية  دالتا  ونوععدد 
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، وقد تم تقسيم مجموعة 47إلى  cryجين  300 عنتصنيف ما يزيد  تم الأحماو الأمينيةتسلسل 

 .(WEB ,2005) فئتين على cytً جينا 22

 Cry The Crystal Proteins) ) البلورية البروتينات 2-4-4-1

تراكم  ، أنcry جينات بوساطة ةبلوريالالبروتينات تشفر  هي النوع السائد Cryالبروتينات         

جعفر ) المتبوغة من الوزن الجاف للللايا %30-20في الللية الأم يمكن أن يشغل  Cryالبروتين 

على تشابهه  ااعتماد Cryتقسم البروتينات  .Lereclus , 1995) و ; Agaisse  2012واخرون ،

( وهذه الاصناف  .Cry1,Cry2,Cry3…etc) classes  ًصنفا 51تسلسل الاحماو الامينية إلى

( وهذه .Cry1A, Cry1B, Cry1C,.. etc) subclasses تحتود على العديد من تحت الاصناف

                                 Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac,etc)مقسمة على تحت العوائل )

( Sanchis 2008 و,Bourguet  ). هللحشرات اللاصة بً قاتلا ًابلورد طيف نبروتي كل  ذ ان لإ .

تركيب الأحماو الأمينية و على أساس لصوصية المضيف  Cryولذلك، تم تصنيف البروتينات 

 .  2003) وآخرون، Jensen ;1998وآخرون، (Schnepf   االلاصة به

(، مستطيل Cry2إلى مكعب ) (Cry1) الهرممن ثنائي لها أشكال ملتلفة  ةبلوريالالبروتينات      

 (Cry11A) (، ومعينيCry4Bو Cry4A(، كروية )Cry3B) غير منتظم(، و Cry3A) مسطح

(Schnepf    ،1998 وآخرون.) تظهر البروتينات Cry1 ،Cry2و ،Cry9 عالية للحرشفية  سمية

 Cry4 صنف البروتينات التي تنتمي إلى Lepidopterans  (2000,Crickmore.)الأجنحة 

، Cry3 ،Cry7 ،Cry8 تظهر البروتينات ،Dipteran  جنحةالأسامة لثنائية  كلهما Cry11و

Cry14 ،Cry18 ،Cry34و ،Cry35  غمدية الأجنحة لحشرات مبيدد نشاطColeopteran  . أن

كثر من صنف واحد من الحشرات على سبيل المثال، أسمومها على  تظهر Cryبعو البروتينات 



  Literature Review                                      24 عـــــاستعراض المراج  الفصل الثاني: 
              

 

Cry1I كل من حرشفية الأجنحة نشطة ضد Lepidopterans   غمدية الأجنحة وColeopterans 

(Ellis  ،2002وآخرون  de Maagd;،2001 وآخرون)  في حين ،Cry1B يظهر سمية ضد 

  الأجنحة وثنائية Coleopteran الأجنحةمدية ، غ Lepidopterans  الأجنحة حرشفية

Dipteran (Zhang  ،2000 وآخرون .) 

  The Cytolytic  Cyt  Protein                          بروتينات التحليل الخلوي  2  -2-4-4

 Cyt التحليل الللود بروتينات  تنتجأيضا  Btبعو سلالات  أن، Cry  إلى بروتينات ةإضاف     

تي الو  B.thuringiensis المجاورة للسبور الطرفي لبكتيريا ةالبروتينيالمحتويات  التي  هي ايضا من

 للبروتين المعروفِ  مشابه تسلسل واضحيه لد الذد يكون  أد بروتين هو ، أو للدم ًتظهر نشاطا حالا

Cyt  ،هذه البروتينات تكون ذات تلصص عالي ضد الحشرات وتكون غير ضارة لانسان  َّنإ

لارج  التي تقت cyt طة الجيناتابوس ه شفر والفقريات والنباتات وقابلة للتحلل الحيود الكامل, وت

 . (2013وآخرون،Jisha على البلازميدات  ) تالكروموسوما

في  Cryالسموم عن تلتلف   -endotoxins δة السموم الداللي- دلتا من الصنفهذه َّ نإ   

مت  بالأشتراكهذه السموم  َّنإ. 1983 )وآخرون، (Thomas  تكوين الأحماو الأمينية وآلية العمل

 Cyt1Aa المثال السموم  على سبيلmosquitocidal   للبعووً قاتلا ًبوصفها مبيدا Cryالسموم 

بالأغشية الللوية المعوية لبعوضة  Cry11Aa تكون كمستقبلات لارتباط  السموم َّنإتستطيت 

تلتلف عن السموم  Cytالسموم  َّأن .(2012وآخرون،   Correˆa) Aedes aegypti الإيدز 

Cry   نالذيفاأولية  كتلة من حي protoxin   لسموم لCyt  هي(30  kDa )التي كيلو دالتون 

 (.1994 ,وآخرون ، Poncet)  Cry مأصغر من السمو تكون 



  Literature Review                                      25 عـــــاستعراض المراج  الفصل الثاني: 
              

 

 Dipteran  ذ تكون سامة ضد رتبة ثنائية الأجنحةإمتلصصة سلالات  هي Cytالسموم       

ذ تكون واست إ يمضيفمدا مت  Btهي موجودة في العديد من سلالات  Cry، بينما السموم  فقط

أن  ، ولكن يمكنBt من سلالات سلالة كل في واحد Cyt يوجد  سم  . سامة ضد العديد من رتب 

 منل . على الرغم من أن ك Btفي سلالة Cryاثنين أو أكثر من الفئات الفرعية من السموم  يوجد

، الغشاا السايتوبلازمي مسامات اوفتحات في تحد من هذه السموم يمكن أن  النشطة شكالهذه الأ

   ات الحمرملتلفة بما في ذلك الكريالفي الللايا حقيقية النواة ً اللويً تحليلاتسبب  Cytإلا أن السموم 

( Gill،وآخرون Soberón ; 1992،0122وآخرون . ) يمكن استلدام السمومCyt  للتغلب على

               الميكروبية  ريةالحشالمبيدات مقاومة المبيدات الحشرية وزيادة نشاط 

(Guerchicoff ،2001 وآخرون.) سموم َّنإ Cyt1 وCyt2  من  للتحليل الللود هي فئتين

ً افرعيً سماق 22الأحماو الأمينية وتنقسم إلى تشليص التي تم تحديدها على أساس  Cytالسموم 

(2005,WEB ،من بين هذه الفئات الفرعية .)Cyt1Aa وCyt2Aa عالي في قتل نشاط تظهر 

   (.Ellar, 1994 و Koni) Mosquitocidal  لبعووا

 Classification of Insecticidal للحشرات المبيدةتصنيف البروتينات البلورية   4-3-5

Crystal Proteins 

لبكتيريا ICP) )منذ تشليص واستنساخ جينات البروتينات البلورية المبيده للحشرات         

B.thuringiensis على نشاط  ًاعتمادا المبيده للحشرات البلوريةالبروتينات صنفت ، 1981سنة

لرتبة حرشفية الأجنحة  متلصصةCryI  المثال البروتينات البلورية القاتلة للحشرة على سبيل

(Lepidopter- specific ,)CryII  متلصصة لرتبة حرشفية وثنائية الأجنحة(Lepidoptera & 

Diptera-specific,)  CryIIIمتلصصة لرتبة غمدية الأجنحة (Coleoptera-specific,) 

CryIV   متلصصة لرتبة ثنائية الأجنحة(Diptera-specific) (2014,Palma.)  
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 Toxin Structure  تركيب السموم  2-4-6

 لسموملهيكل ثلاثي الأبعاد ال لحل   X-ray crystallographyاستلدمت الأشعة السينية         

هي Cry3,Cry2,Cry1  م السمو  .(Cyt2A, CryA3, CryA2, CryA1) الداللية دالتا الاربعة

ول الأالمجال  .6, كل منها يتكون من ثلاثة مجالات كما في صورة رقم ،متشابهة بشكل ملحوظ

. ستة من هذه α (α-helices )–لوالبمن سبعة  مكونة حزمة هو،  N -   ( N-terminal) الطرفي

            β-صفائح يحتود على ثلاثةالثاني  الالمج.  مركزد اللب الحلزون ب تحيط اللوالب متقابلة الزمر التي 

(β-sheets مت ثلاثة  طيات متناظرة ) اليوناني مفتاحال" ىما يسم التشكل وهذا" (Greek Key). 

 "للفة الهلامية" عكسية التوازد تشكل β -يتكون من صفيحتين C   (C-terminal)-المجال الطرفي

(jelly-rollو ،) دلال السم إلىإ في له علاقة  الأول المجال. السم عمل طريقة في أثر له مجال لك 

 مستقبلاتال التعرف على في ذو علاقة كلاهما والثال  الثاني لاتالمجا. الفتحات كوينوت الغشاا

  ذلك، ومع ، تكوين الفتحات في له أثر الثال  لمجالا فان ذلك، إلى بالإضافة الأرتباط المحدد،و 

Cyt2A   وهو يتألف من  ،تراكيب الثلاثة السابقة  التركيب  ملتلف بشكل جذرد عن يتكون من

(  (alpha helix الحلزون ألفا من  المجال تركيب ويتكون، 6صورة رقممجال واحد، كما في 

 Cry  لسموما (، أنmixed beta-sheet) ملتلطةال صفيحة بيتا حول ملفوفة الخارجية الطبقاتو

مستقبلات معينة ببط تنشيط ير الالسم  ،مستقبلات ونشاط القناة الايونيةارتباط ال النشيطة  لها وظيفتين: 

مرحلتين تشمل  الارتباط هي عبارة عن  عملية ، انلحشرةالنسيج الظهارد للمعي المتوسط لعلى 

دلال السم و مستقبلات، ال مت السم تتضمن ارتباط هذه اللطوات َّنإ , الرجعي وغير الرجعي طالارتبا ا 

ويكون عملها  ليس لديها مستقبلات محددة Cytلغشاا القمي أو كليهما. من ناحية ألرا، السموم في ا

من ذلك فهي تكون الفتحات وتدخل مباشرة إلى الغشاء  على الرغم و غير متلصص

 للسموم الأولية  C-طرفية الالمنطقة   ;  Ҫetinkaya ,2002 ).  2011وآخرون،Cohenالدهني)
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protoxins  يسينلاتحتود على بقايا  lysine والسيستين cysteine   في التجمت  هي ضروريةالتي و

ذو   تشبه Cryلسموم  وابطالتي توفر ر  يةلها وظائف الكربوهيدرات N -المنطقة الطرفية .بلوراتالابة ا 

-N-aminopeptidasesor E  مثل   glycoproteinsة سكريال بروتيناتال مستقبلاتبال

Cadherins  حشراتللفي المعي المتوسط( Angst،2001) وآخرون  . 

                                                                            

A)                              (                                                                 )(B 

 Cry 3A بروتين البلوريال( تركيب (A:      6صورة                    

                                            (B) يتركيب بروتين التحليل الخلو Cyt  2A    

 (2002,  Ҫetinkaya) 

 Action Mechanism of δ-Endotoxins  ليه عمل السموم الداخلية دلتاآ  2-4-7

 insecticidalالمتبوغة مت البروتينات البلورية المبيده للحشرات  B.thuringiensisبكتيريا  َّنإ      

crystalline proteins (ICP يجب أن تبتلت من قبل يرقات الحشرات المعرضة , كفااة )ICP 

 إلى يددد مما (10 <)الرقم الهيدروجيني ةفي بيئة قلوية في المعي المتوسط الحشر  الإذابةتعتمد على 
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 المحللة تبوساطة الأنزيما بيولوجيا نشط ذيفانإلى  غير النشط  protoxin الأولي الذيفان تحويل

ط نش ذيفان من  C (C-terminal domain)الطرفي المجال, proteolytic enzymes  للبروتين

، للحشرة  لمعي المتوسطل ةلظهارياعلى أغشية الللايا المتلصصة الموجودة  الغشاا ستقبلاتيرتبط بم

 تحلل متN (termminal domain - N ) الطرفي المجال قبل من نانومتر( 1-0.5)ثقوب وتشكيل

يددد الى دلول السبورات والبروتينات البلورية وانتشارها في الجوف الدمود إلى   الظهارية للليةل لاحق

 (.Caroline,2012)8،7كما في صورة رقم  حشرةالموت وينتج عن ذلك  تسمم الدم

إذ ان السموم الداللية  المضيف للصوصية الرئيس المحدد يه  ICPالمستقبلات المرتبطة ب       

يكون ارتباطها عالي الألفة  مع البروتينات الموجودة في حافة الفرشاتية  delta-endotoxins دلتا 

 الفتحات شاا عن طريق تكوينالغإلى  سمالمعي المتوسط للحشرة الحساسة ويدلل جزا من اللغشاء 

يواني بين لاشاا البلازمي للللية يسبب عدم الاتزان االغفيه، وان تكوين الفتحات في  الموجودة

التأثير الاولي هو توقف الحشرة عن التغذية وشلل في الامعاا و السايتوبلازم والبيئة اللارجية للللايا  ،

 (.  2013وآخرون، Fiuza)  موت الحشرة بمما يسب

تعتبر  chymotrypsin, thermolysin, elestase مثل Serine proteases الأنزيمات َّنإ      

أنزيم  إلى وبالإضافة .Gill ,1993) و  Dai )البروتوتوكسين تنشيطمهمة في كل من الإذابة و 

مت  بالأشتراك عمليحشرة لل  DNase الدنازوجدا أن أنزيم ، للحشرة البروتياز في الجهاز الهضمي

                اليرقات معينشط في  DNAمن  حر سمإلى  اتحويلهو البروتين والكريستال 

(Clairmont ،1998وآخرون  ) همبيداللبلورات ا فعاليةفي  تشترك ومن المعروف أن الأبواغ 

من الجوف الدمود غزو  في هذه قد تكون ذات صلةو عند التباره ضد الحشرات.  ((ICPلحشريةل

 1987). وآخرون،Li ) تسمم الدم المستمر يددد إلى متقرح والتطورالالمتوسط  المعيللال 



  Literature Review                                      29 عـــــاستعراض المراج  الفصل الثاني: 
              

 

في تحضيرات  enzyme  chitinase زيتيناكتزداد بإضافة انزيم  Cryكفااة وفعالية السم  َّنإ   

B.thuringiensis .حول الغذاا على الغشاا يعمل انزيمذ أن هذا إ peritrophic  الذد يتكون من

  حول الغذاا الغشاا يحطمفي الكيتين لذلك قد  β -1,4 يحلل الروابطو  ,نينالكيتين والبروتيشبكة من 

peritrophic  سموم              الاتصال بين عملية يسهلهذا و  في الغشاا  الثقوبعمل  للال   من 

δ-endotoxins   أس الهيدروجيني بعو العوامل مثل  .المتوسط المعيومستقبلات الغشاا في ظهارة

pH حول الغذاا ، والإنزيمات، الغشاا peritrophic ،إزالة السموم أنزيم  enzyme 

detoxification  معاا الحشرة تجعل لا المعود  عصيرفي ال، واللصائص المضادة للميكروبات

 (.(Mushtaha,2013  الحشرات مقاومة للسموم

 .2001) وآخرون،cry δ-endotoxin (de Maagd لجين  لية العملآ 7صورة: 
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 ( 2012ن،وآخروSchünemann ) Btآلية السمية  لبكتيريا  8صورة:

 Safety of Bt  Biopesticides   المبيدات الحيويةسلامة  2-4-8

الناتجة عن الانتقائية والذد يتأثر  اهي سلامته B.thuringiensis الميزة الرئيسة لمنتجات        

طة المحاليل القلوية وربما تتطلب ابوس  endotoxins-δ السموم الداللية دالتا . يتم تنشيطعدة عواملب

إلى العناصر السامة  لتكسيرها بلوراتالملتلفة. أيضا، تحتاج القيم الرقم الهيدروجيني  من ملتلفةً اأنواع

من قبل بعو الأنزيمات التي يجب أن تكون موجودة في أمعاا الحشرة. وبالإضافة إلى ذلك، 

 بالمستقبلات الذيفان الداللي على ارتباطئص للية معينة في القناة الهضمية للحشرات تشجت لصا

 مجموعة علىلة  فعاال السامة البروتينات انتاج على هقادر  سلالة كل ذلك،الفتحات ل ويددد إلى تشكيل

 المفيدة  الحشرات مثل المستهدفة غير الأنواع تتأثر لا. الحشرات من محددة مجموعات من قليل عدد أو

 الثدييات سموم لعلم وفقا نليست سامة لانسان والحيوا هي عموماو  البرية الحيواناتو  الأليفة الحيواناتو 

 Environmentalالبيئة حماية كالةو  قبل من لبتط والتي ةالملتبر  قابلية الهضم ودراسات

Protection Agency (EPA) ( Flexner; 2005,Apaydin 1999و,Belnavis.) 
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، ويستمر الأثر الأبقى لفترات القصير والتحلل البيولوجي الكامل تأثيرهاهو هذه السموم  مزايا ان      

و تؤدي إلى خفض  الكفاءة التناسلية لإناث الحشرات، حي  توثر على الاجيال المتعاقبة  طويلة

 (.2011القناوي،)والمحافظة على التوازن الطبيعي بين الآفة واعدائها الحيوية 

 Other Pathogenic Features of Bacillusلبكتيريا الخصائص الأمراضية الأخرى   2-4-9

thuringiensis 

 

الألرا وهي بيتا السموم لارج للوية              تنتج السموم  B.thuringiensis  بكتيريا        

β -exotoxins   الفا السموم الدالليةو-endotoxins α، مجموعة بيتا السموم اللارجية َّنإ β – 

exotoxins   تتضمن flytoxin, thuringiensin  يا, وهذه السموم تكون غير حرار مستقرة  وتكون

 بيتاالسموم  َّنإ( . Rand ,2009) مرغوبة في المكافحة البيولوجية  بسبب سميتها العالية للفقريات

ضد العديد من الحشرات بالمقارنة مت الفا  الفعاليةمن  أكبر طيف لديها exotoxin - β لارج للوية

ناحية ألرا، لم (. من  Lewis ,1982 و (endotoxins  - α Mohd-Salleh   دالليالذيفان ال

لأنها  ؛في أجزاا كثيرة من العالم exotoxin  - β لارج للوية بيتاالسموم يتم تسجيل استلدام 

 الطيف في الفقاريات واللافقاريات و ةمما أدا إلى سمية واسع RNA ل ا الحيود  البناا تتعارو مت

سموم  َّنإ .( 1995 وآخرون، McClintock)  البيئة بمثابة اللطر البيئي من قبل وكالة حماية تعد

 في الدهون المفسفرة على ىالأول الدرجة دثر في( ت phospholipase C) C الفوسفوبيدات هي ألفا

 هذه أن كما Heimpel   ;  1962 ,Bonnefoi , 1954) .  و (De-Barjac        غشاا الللية

 وانزيمات phospholipasesالفوسفاتية  للدهون  المحللة الأنزيمات مثل مركبات بإنتاج تقوم البكتريا

 تساهم التي البروتينات من ذلك غير الى chitenases الكيتين تحلل وأنزيمات  proteases البروتييز

 تتنجبعو سلالات ان  كذلك 1998 ) . وآخرون،  (Sela.الحشرات على للقضاا ضرواتها زيادة في

الحشرية اللضرية  اتمبيدالوتسمى بروتينات  ،في مرحلة النمو اللضرد   اتلحشر ل همبيدالالبروتينات 
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vegetative insecticidal proteins (VIP)( 2001, Reddy) وعلى الرغم من تراكم .

، الأمر الذد يحد من تطبيق الوسط الزرعيمن الللية في يفرز  VIP أن في الللية، Cryالبروتينات 

لاصة والالهامة  المحاصيلهذه البروتينات هي فعالة ضد العديد من الآفات هو إن  ،هذا المجال

                             endotoxins-δللسموم الداللية دالتا  التي هي أقل حساسية بالحشرات حرشفية الأجنحة 

(Estruch ،1996وآخرون Yu; ،1997 وآخرون.) 

 Bacillus thueingiensis لبكتريا الوراثي المحتوى 2-4-10

( وحجم %35-%32) ًيحتود على كوانين وسايتوسين تقريبا ، B. thueingiensis بكتيريا كروموسوم

عوامل لارج كروموسومية تلتلف بأعدادها و    ،ًقاعدياً زوجا مليون ( 5.7-2.4الجينوم يتراوح مابين )

 البروتينات أن اعتبار تم وقد تكون دائرية أو ليطية ولطالما و اوزانها الجزيئية من نمط مصلي لألر

 . الكبيرة بواسطة بلازميدات عموما تشفيرها ويتم parasporal crystal من الأجسام البلورية  تتألف

 ترتيب بلازميدد معقد هي وجود B. thuringiensis لبكتريا ن الانماط المصليةالصفة المشتركة بيَّ إن

                إذ يكون الالتلاف في عدد و حجم تلك البلازميدات، فيكون التغاير كبير بالوزن الجزيئي

 (180 -1.4 ) Stahly ) MD اذ اشارت  1 – 8 و كذلك عددها يتراوح بين  (1978،وآخرون ،

 B. thuringiensis subsp. الى امتلاك تحت النوع (1987،وآخرون  Aronson)دراسة 

israelensis   ، 4.2،  4.9،  10.6، 68،  75نسق بلازميدد معقد من ثمانية بلازميدات بأوزان 

ان ويمكن ان يكون اكثر من ثمانية بلازميدات  ،   MD 105,135 ،  هي ملتلفة جزيئية  3.3، 

العديد من الجينات المشفرة للبلورات البروتينية تكون بلازميدية المنشأ كما ان بعضها كروموسومية 

وبالتالي فأن غالبية هذه  –MD150  40 وتكون هذه الجينات محمولة على بلازميدات كبيرة . المنشأ

يدات الحاملة تستطيت البلازم، [Conjugative Plasmids) البلازميدات هي بلازميدات اقترانية
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             للجينات المشفرة لهذه الصفة تحت الظروف الملتبرية الانتقال بين و ضمن الانواع البكتيرية

     B. thuringiensis, B.anthracis,B. megaterium   B.cereus    (،2013جعفروآخرون)                                                

 PCR بتقنية Bacillus thuringiensisبكتيريا  في cry جين التحري عن 2-4-11

 أهم أحد  Polymerase Chain Reaction (PCR) الدنا لسلسلة التضاعفي التفاعل تقنية تعد    

 جائزة على kary mullis ميلس كيرد  ملترعه حصل وقد ، الوراثية الهندسة في العملية التطورات

 أو جين مثلا   ، DNA الــ من قصير تسلسل أد تضليم في التقنية هذه تستلدم ،1983سنة نوبل

 جدا   قيمة التقنية ذات هذه وتعد DNA polymerase  أنزيم بأستلدام عديدة لمرات ذلك ، جين قطعة

 قالب شريط الطريقة لهذه القياسي البروتوكول يتطلب إذ ، بها التلاعب و الجينات تعريف مجال في

DNA ن  تضليمه المطلوب التتابت على يحتود  الذد  من الآلاف عشرات أو عشرات من والمتكو 

 المراد  الدنا جزيئة تسلسل أطراف بأحد يرتبطان اللذان primers البوادئ من زوج و ، النيوكليوتيدات

 يُمثل دارئ  لى محلولإضافة إ  حراريا   الثابت  Taq DNA Polymerase أنزيم بوجود و  تضليمها

  Nicholl ) dNTPs الأربعة النيتروجينية القواعد على يحتود  الذد التفاعل حدو  أو لإجراا وسطا  

 القالب لشريط  Denaturation مسخ تتضمن الأولى: لطوات بثلا  العملية هذه تتم( . 2008  ،

 الثانية اللطوة أما ، القالب شريط على لها المكمل التتابت مت بالارتباط للبوادئ للسماح شريطيه فك أد

 الاستطالة بلطوة عليها يطلق التي والثالثة ، القالب شريطي مت البوادئ Annealing ارتباط فتضم

Extension النهاية من البادئ لشريط النيتروجينية القواعد بإضافة البلمرة إنزيم للالها من يبدأ والتي 

3̀- OH  الحرة  Sambrook)  وRussell   ،2001)  .بإستعمال التفاعل نواتج عن الكشف يتم ثم 

 للكشف Gel electrophoresis الهلامي الترحيل هوً استعمالا أكثر و أهمها ومن طريقة من أكثر

 DNA الوزن  و الحجم معروفة  DNA قطت مت بالمقارنة حجومها معرفة و المستهدفة القطت عن
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ladder  ، الاثيديوم بروميد مثل مواد أو صبغات بإستعمال الاظهار و الكشف عملية تكون  و 

Ethidioum bromide البنفسجي فوق  للضوا تعريضه عند تألقا   يعطي والذد Ultra violet 

light   (2013، محمود وحسن الخفاجي  . )تقـنية تمكنـت PCR عالية دقة ذات نتائج إعطاا من 

 من العديد التصار للالها من يتم التي التشليصية التقنيات أهم  أحد من تعد إذ  نوعية وحساسية

 . (2013خرون، آو  (cry Nazemi جينات عن الكشف منها التقليدية الالتبارات
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 Materials &Methodsل  ــالمواد وطرائق العم .3

 المواد 3-1

     (3-1)جدول  المبينة في الاجهزة و الادواتأستخدمت في هذه الدراسة كل من  

 ت
 اسم الجهاز

Apparatus Name 

 الشركة المصنعة او المنشأ

Company and 

Origin 

 Autoclave Human Lab (Korea)                     موصدة  1

                      Electric Ovenفرن كهربائي 2
Memmert  

(GERMANY) 

 UV. Cabinate Memmert  (Germany)         كابينة الاشعة فوق البنفسجية 3
 Millipor filter AFMA( JORDAN)                  مرشحات دقيقة  4

 Water bath Memmert  (Germany)                       حمام مائي  5

 Incubator                          حاضنة    6
Memmert 

(GERMANY) 

 صنع محلي shaking incubation             حاضنة اهتزازية 7

 Deep freeze Sanyo  (Japan)                       مجمدة  8

 Refrigerator Qean (Egypt)                              ثلاجة  9

 Water Distillator Lab tech (Korea)              جهاز تقطير الماء    10

 dH2O Lab tech (Korea)            الايونات منزوع ماءجهاز   11

 pH  pH - meter Walk Lab (Malaysia)  الأس الهيدروجيني جهاز قياس  12
 Vibration Qingdao (Huanya)                جهاز هزاز كهربائي   13

 Gel Electrophoresis Helena ( USA)       جهاز ترحيل كهربائي  14

 Multigene optimeax cycler PCR    USA جهاز البلمرة  15
 Gel documentation Herolab ( Germany)        الهلامجهاز تصور   16

 Micro centrifuge Biomeriex (France)        جهاز طرد مركزي دقيق  17

18 
                                       رطوبةالة و حرار جهاز مقياس ال

Temperature and Humidity                       
KEHANG  (China) 

 Spectrophotometer         Shimadzu ( Japan)مقياس الكثافة الضوئية   19

20 Hot plate magnetic stirrer          Stuart (UK) 
 Dissection Microscope Nikon ( Japan)             مجهر تشريح 21

 Compound Microscope Nikon ( Japan)            مجهر مركب 22
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 Laptop China                                      حاسبة  23

 Vortex Lab.Tech (Korea)                                  مازج دوار 24

 pasteur pipette Millipore System             ماصة باستور  25

(UK) 

 Micropipettes Brand ( Germany) مختلفة بأحجام دقيقة ماصات 26

 Cold Microfuge                   Heraeus ( Germany)منبذ صغير جهاز  27

 Power supply Consort  (Germany)                 مجهز للطاقة 28

 Sensitive Electric      ميزان كهربائي حساس 29

Balance 
Sartorius ( Germany) 

 Balance E.L.E.     (BRITISH)                       عادي     ميزان 30

 Eppendrof   tubes Bioneer ( Korea)              انابيب ابندروف  31

32 Tips Bioneer ( Korea) 

 Glass flask Brand ( Germany)            مختلفة بإحجامدوارق  33

 Glass tube Brand ( Germany)         أنابيب اختبار زجاجية  34

 Glass beaker Brand ( Germany)              كؤوس زجاجية 35

 Glass cylinder Brand ( Germany)         اسطوانات مدرجة 36

 (3-2جدول ) المبينة في والمحاليل المواد الكيميائيةكل من  أستخدمت في هذه الدراسة   

 المنشأ المحاليل والمواد الكيميائية ت
 Glucose B.D.H ( England)                                     كلوكوز        1

  Sucrose B.D.H                                         سكروز 2

  Dextrose                                         B.D.Hدكستروز    3

 water Peptone Difco( USA)                                      ببتون    4

 Urea Hi media(India)                                                 يوريا    5

 yeast extract Hi media                            الخميرة خلاصة 6

  Glycerol B.D.Hكليسرول                                          7

  Starch B.D.H                                               نشأ   8

  Iodine B.D.Hيود                                                   9

 Potassium Iodide Ajax ( AUSTRALIA)       يوديد البوتاسيوم                 10

 Potassium nitrate Hi Media                 نترات البوتاسيوم     11

  4PO2KH B.D.H الهيدروجين     ثنائيةالبوتاسيوم فوسفات  12

  Chloroform B.D.H                                   لوروفورمك  13
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 .(3-3) جدول المبينة فيالكواشف  أستخدمت في هذه الدراسة
 المنشأ Reagents الكواشف  ت

 α- naphthylamine Hi Media( India)                            نفثايل امين-الفا 1

2 Sulphanilamide                                           Hi Media( India) 

 Kovac`s reagent Hi Media( India)كاشف كوفاك                                3

 Tetra methyl – p-  phenylen      كاشف الأوكسيديز       4

diamine dihydrochlorid                                        

B.D.H ( England) 

 Phenol red B.D.H ( England)      أحمر الفينول                                 5

 naphthol                                     α B.D.H ( England) -نفثول –الفا    6

 Ethidium bromide                      Promega ( USA) بروميد الأثيديوم    7

 
 

  Bromothymol blue B.D.Hالبروم الأزرق                     14

  Absolute ethanol alcohol B.D.H كحول ايثانول المطلق      15
 Glacial acetic acid USA حامض الكبريتيك الثلجي        16

 Acetic acid                               USAحامض الخليك  18
  Paraffine Himediaبارافين                                          19

  2BaCl   B.D.H                                                       كلوريد الباريوم  20
 Boric acid  Fluka( Switzerland) البوريك                        حامض  21

  Sodium acetate B.D.Hخلات الصوديوم                       22
 NaCl Alpha ( India)                                  كلوريد الصوديوم  23

  3CaCo                              Alpha              كاربونات الكاليسوم 24
 NaOH B.D.H                           هيدروكسيد الصوديوم  25

 KOH                             B.D.H البوتاسيوم هيدروكسيد  26

 Phenol red   B.D.Hأحمر الفينول                                      27

  EDTA B.D.Hك   أثيلين ثنائي الأمين رباعي حامض الخلي  29
  Tris – HCL                            B.D.H ترس الحامضي  30
  Tris – basic                                                         B.D.H ترس  القاعدي 31
 Agarose   USA الأكاروز                                  32

 dH2O Bioneer ( Korea)ماء منزوع الايونات                       33

  Hydrogen peroxide            Oxoid ( England) الهيدروجين بيروكسيد  34

 phenol B.D.H            فينول                             35
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 .(  4-3جدول: )المبينة في  لصبغاتا أستخدمت في هذه الدراسة
 المنشأ سم الصبغةأ ت

 Crystal violet                    البلور البنفسجي 1
Hi media (India)      

         
 Iodine Gram's                         يودينأ 2

 Safranin                    سفرانين 3

       Ethidium Bromide Sigma (USA)     يومالإثيد صبغة برومايد 4

           coomasie brilliant blue Hi media (India)  قاء البراقةرصبغة الز 5

      Malachite Green Hi media (India)                صبغة الملاكايت 7

      fuchsin basic stain Hi media (India)              صبغة كاربول  8

 (. 35-)  جدولالمبينة في   العدة المختبرية أستخدمت في هذه الدراسة

 العدة المختبرية ت
الشركة المصنعة 

 )المنشأ(

 

 

1 

وتحتوي المحاليل الكافية لإجراء  Master Mix PCR عُدة 

 .مايكرو ليتر( 20تفاعل كل تفاعل بحجم ) 100

 

 

 

Bioneer ( Korea ) 

 

 

 

2 

 

DNA Ladder 100bp 

135 ng \ µl 
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   3-6 ))  جدولالمبينة في    الأوساط الزرعية الجاهزة أستخدمت في هذه الدراسة

 الشركة المصنعة والمنشأ الأوساط الزرعية ت

 Nutreint agar Oxoid ( ENGLAND)               غار المغذيأ وسط  1

 Nutreint broth Oxoid ( ENGLAND)             وسط المرق المغذي 2

 Simmon citrate agar Biolife (ITALY)    ستريت -وسط أغار سيمون  3

 Blood agar Oxoid ( ENGLAND)                    أغار الدم وسط 4

 MacConkey agar Rashmi (INDIA)     وسطأغار الماكونكي      5

 Methyle Red/Vogas proskaur MR/VP    Oxoid ( ENGLAND) وسط 6

 .( 37- جدول )المبينة في   تفرقــةتمــــواد م أستخدمت في هذه الدراسة

 المصدر المادة ت

 محلي بذور الشعير المجروش 1

 محلي سكر الطعام 2

 محلي الخميرة 3

 راءسام ادوية معمل Amoxicillin نأمو كسيلي 4

 مستشفى بعقوبة العام التعليمي–مصرف الدم  +ABم بشرية صنف داكياس ال 5

 Enzymesت الإنزيما   8-1-3

 أستعمل في هذه الدراسة            

  ( أنزيمProteinase K  ) المجهز من شركة Korea )\ (Bioneer   

 ( أنزيمLysozyme  ) المجهز من شركة Korea )\ (Bioneer   

  طرائق العمل 2-3

 :  وكواشفتحضير المحاليل  1-2-3

المحاليل والكواشف والصبغات بالاعتماد على المصادر المتبعة في الدراسة ، عقمت  تحضر         

م ولمدة  121˚عند درجة حرارة  Autoclave المؤصدةالتي تحتاج الى تعقيم باستخدام جهاز  المواد

بينما عقمت بقية المواد الأخرى التي تتعرض للتلف عند  2باوند/ انج 15دقيقة وتحت ضغط  15
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 Milliporeدقيقة المرشحات باستخدام البالترشيح  والسكريات ت الحرارة المرتفعة مثل اليوريادرجا

filter  م   180˚، أما المواد الزجاجية فقد عقمت بالفرن عند درجة حرارة مايكرومتر 0.22بقطر

 .ولمدة ساعتين 

 :صبغاتالتحضير المحاليل الخاصة ب 3-2-1-1

 (Gram Stain)محاليل صبغة غرام  -1

وذلك لتصبيغ (  India\ Himedia  ) شركة الصبغات الجاهزة و المجهزة من تاستعمل         

       .وتصنيفها الى سالبة وموجبة البكتريا

 ((Malachite Green 5%ملكايت الاخضر ال صبغة محلول -2
غم من الملكايت الأخضر وبعدها تم ترشيحها 5مقطر , الماء ال من مل100يتكون من         
 .Steel,2004) و  (filter paper  Cawon الترشيح اوراق  بواسطة

 
 Coomassie brilliant blueمحلول صبغة الزرقاء البراقة - 3

وبعدها    acetic  acid  الخليك من حامض 50% فيCBB من الصبغ  %0.133 بأضافة يتم    

  (2014وآخرون، (filter papers  Subramaniam  تم ترشيحها بواسطة ورق الترشيح

  Carbol fuchsinمحلول صبغة  -4

 تتكون هذه الصبغة من محلولين:        

  محلول الفوكسين اساسيfuchsin basic 
 %95تركيزه  مل كحول اثيلي 10في  fuchsin basic غم من  3يحضر بإذابة 

  محلول الفينولphenol   (5تركيز%.) 
 مقطر.الماء المل  95مل من كرستال الفينول المتميعة  الى  0.5يحضر من اضافة 
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،وبعدها  ًاويمزج جيد  fuchsin basic الى المحلول  phenolوبعدها يتم اضافة الفينول 

  .( 2015وآخرون، Zi-shanبواسطة ورق الترشيح )يرشح 

 :المحاليل الخزينة الخاصة بالإختبارات الوراثيةتحضير  3-2-1-2

 

   Russel ,2001 و Sambrook  (في حسب ما جاءبالمحاليل الخزينة كافة  تحضير تم          

2003,Stephenson;    )و كالآتي :- 

 Tris – HCI  حامض الهيدروكلوريك –دارئ ترس  .1

 

  80من الترس الحامضي في   غم31.52بإذابة  ي مولار 2 بتركيز هذا المحلول  تم تحضير             

المركز   HCIحامض  خدامبإست 7.5إلى   pHالرقم الهيدروجين وضبطمــل من الماء المقطر، 

 .  المؤصدةمل وعُقــــم ب100 الحجـــم إلى  أكملو 

 

 EDTA ك  الخليأثيلين ثنائي الأمين رباعي حامض  محلول .2

 400في  EDTAمادة  منغم  93.06 بإذابة  ي مولار  0.5بتركيز هذا المحلول  تم تحضير 

عياري و  NaOH 10خدام بإست8 إلى  pH الرقم الهيدروجيني وضبطمن الماء المقطر،  مل

 .المؤصدةمل من الماء المقطر وعُقم ب 500الى  أكمل الحجم

 

   DNA- Bacteria  Solutions  البكتيريالمحاليل المستعملة في عزل الدنا 3-1-2-3

 لأستخلاص Bionner المجهزة من شركة   DNA الــ عدة أستخلاص التم أستعم              

 .( يوضح محتويات عدة الاستخلاص 8-3جدول )    DNAكتيري، الب دناالــ
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 .(3-8) ا المبينة في جدولالدنا البكتيري استخلاصمكونات عدة  جدولأستخدمت في هذه الدراسة 
Kit Components 

Pellet cells solutions : - 

 Gram + Buffer ( 30 ) ml . 

 

1 

 

Lyse cells solutions : - 

 Lysozyme ( 110) m.g 

 Proteinase K ( 1.1 ) m.g + 1.1 ml (ddH2O) . 

 GB Buffer ( 30 ) ml . 

 

 

2 

 

DNA Binding : - 

 Absolute ethanol alcohol  ( 25 ) ml . 

 GD Columns ( 100 ) . 

 

3 

 

 

Wash 

 W 1 Buffer ( 45 ) ml . 

 Wash Buffer ( 25 ) ml . 

 

4 

Elution 

 Elution Buffer ( 30 ) ml . 

 

5 

 الإنزيمات المستعملة  4-1-2-3

  إنزيمProteinase K   ماء مقطر منزوع الاستقطاب  مل  1.1ملغم في  11حضر بإذابة  

dH2O . 

 إنزيم Lysozyme  مل من 30ملغم في  110 بإذابةحضر Gram  Buffer  ومزج جيدا

مليغرام في  4وحدة يحضر من أذابة الولمدة اسبوعين )للعينة  C˚4 وبعدها يحفظ بدرجة

 .Gram  Buffer)من  رمايكرو ليت 200

     Electrophoresis solutionsالمحاليل المستعملة في الترحيل الكهربائي  5-1-2-3

  و Sambrook الكهربائي بحسب ما جاء في)لترحيل محاليل الخاصة باالحضرت      

2001,Russel.) 

                              Tris- Boric acid – EDTA (TBE) 10x                                                محلول  -1 
 مولار 0.002و  مولار من حامض البوريك 0.089، و Tris-OHمولار من  0.089من تم تحضيره  

 1000وأكمل الحجم إلى   8إلى  pHوضبط لتر من الماء المقطر ، ملي 800في  EDTA-2Naمن 

 .الاستعمال لحينم  ◦4، وحفظ في  المؤصدةلتر ، وعقم بيمل
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 x Loading buffer 6 دارئ التحميل -2

ماء  %20، الازرق صبغة بروموفينول %0.25،  كليسيرول TBE  ،30%%50  حضر من   

  .مقطر

    Ethidium Bromide Stock Solutionمحلول خزين بروميد الإثيديوم -3

من الماء المقطر ثم أكمل الحجم  مل 9 غم من صبغة بروميد الإثيديوم في 0.05إذابة من حُضر      

  .مل \ملغم  5 بالماء المقطر للحصول على تركيز نهائيمل  10 إلى

   PCRالتضاعفي لسلسلة الدناالمحاليل المستعملة في التفاعل  6-1-2-3 

  محلولPCR pre mix Master,  

 والذي يتالف من: 2ملحق رقم    Bioneer ( Korea )لمحضر مسبقاً والمجهز من قبل شركة ا    

 Taq DNA polymerase 2.5 U/ml 

 dNTPS 250 Mm  

 Tris – HCl 10 mM  

 KCL 30 Mm  

1.5 mM 2MgCl 

 محاليل البوادئPrimers Solutions     

وآخرون،  Nazemi) يف رذك لما وفقا   cryلجين  والمستهدفة المتخصصةالبوادئ  ختيرتأ          

البوادئ استخدم  Bacillus thuringiensis التي تعود الى النوع بكترياالتأكد من لاو (. 2013

16SrDNA يف رذكا وفقا  لم  (Greisen ،تم )  7-3) الجدول و كما موضح في  1993)وآخرون ،

للحصول  dH2O المُجهزة لها بإستعمال Bioneer حسب تعليمات شركةبتحضير المحاليل الخزينة 

 . 2ملحق رقم 10pmol/µL على تركيز 
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 .وحجم الناتج المتوقع لكل بادئ ئتتابعات وتراكيز البواد  (39-) :جدول 

 10مايكروليتر، وذلك بأخــذ  \بيكومول  10تم تحضير محلــول كل بــادئ وبشكل منفصل بتركيز 

ضافته إلى  جيدا   هومُزج dH2Oمايكروليتر من  90مايكروليتر من المحلول الخزين لكل بادئ وا 

مع مُراعاة  20-وحُفظه في الثلج لحين الإستعمال في حين حُفظت المحاليل الخزينة للبوادئ في درجة 

 . لمازج لمُجانسته قبل الإستعمالمزج المحلول بعد إخراجه من الثلج بإستعمال ا

 Macfarland Standard  محلول ثابت العكرة القياسي 7-1-2-3

وتم , لمُعايرة عدد الخلايا البكتيرية ،،   Mcfarland Standard ماكفرلاند المحلولاستعمل         

وحمض  (Barium Chloride)  بخلط كميات محددة من كلوريد الباريوم وذلكمقياس ماكفرلاند  أعداد

، يوجد مما يؤدي الى تكون راسب من كبريتات الباريوم يعكر المحلول   (Sulfuric acid)الكبريتيك

 \خلية  810×1.5و هو يعطي عددا  تقريبيا  للخلايا   0.5شائع هو اللمقياس ماكفرلاند و عدة معايير 

  مل من  0.5بخلط  ويتم تحضيره  ، (.  1998 وآخرون، Forbes) nm 625 عند طول موجي مل

مل 9.95( مع Barium Chloride dihydarte) من ثنائي هيدرات كلوريد الباريوم مولاري 0.048

 .(0.10- 0.08من)  ةويجب ان تكون الامتصاصي (2SO2H) حامض الكبريتيك  مولاري  0.18 من 

 

 البادئ ت

 تتابع البادئ

 `5ــــــــ`3

عدد 

القواعد

bp 

حجم 

 الناتج

bp 

1 

CU-F 5-GGA TTG GAA TGG GAA ACA- 3 18 

200 

CU-R 5- AAA TAG CCG CAT TGA CAC- 3 19 

2 

16SrDNA-F 5-  AAC TGG AGG AAG GTG GGG AT – 3 20  

380 16SrDNA-R 5 – AGG AGG TGA TCC AAC CGC A – 3 18 
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    Physiological Saline Solutionالمحلول الملحي الفسلجي 8-1-2-3

مل من الماء المقطر و أكمل الحجم   900  غم من كلوريد الصوديوم في 8.5إذابة من حُضر      

  Forbes)لحين الإستعمالم 4˚ وحُفظ في درجة حرارة المؤصدةإلى لتر بالماء المقطر، ثم عُقم ب

 ( 2002،وآخرون

 :البكترياالكواشف المستخدمة في تشخيص   3-3

 ( (Catalase reagentتحضير كاشف الكاتاليز  3-1-3

    مل من الماء المقطر9مع %22 المركز من بيروكسيد الهيدروجينمل 3من أضافة  حضر    

من بيروكسيد مل 1من أضافة  حضروبعدها  بيروكسيد الهيدروجين %3على تركيز للحصول

 بيروكسيد الهيدروجين %3على تركيز للحصول مل من الماء المقطر9مع %3 المركز الهيدروجين

 أنتاج أنزيم الكاتاليز   قابيله البكتيريا على عن في الكشف ويستخدم  ,ثلاجة في عبوة داكنة الوحفظ ب

Cawon)  2004) و,Steel. 

 ( (Oxidase reagentتحضير كاشف الأوكسيديز  3-3-2

 Tetra methyl – p - phenylene)غم من مادة 1الاستخدام وذلك بإذابة  عندًآنياحضر      

diamine dihydrochlorid)   هذا  مل .100الى  من الماء المقطر ثم أكمل الحجم مل90في

 .  Steel ,2004) و  (Cawon استخدم لمعرفة قدرة البكتريا على انتاج انزيم الاوكسيديز.كاشف ال

  VP (Voges – Proskauer reagent)بروسكاورتحضير كاشف فوكس  3-3-3

 من محلولين :  يتكون  الكاشف    

 نفثول -كاشف الفا ( α- naphthol) (5% : ) 

 . %99مل من كحول أثيلي بتركيز 100( في (α- naphtholنفثول  -غم من مادة الفا5أذيب       

  كاشف هيدروكسيد البوتاسيوم(KOH )(40% : ) 
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مل من الماء المقطر ثم اكمل الحجم الى  80في  KOHغم من هيدروكسيد البوتاسيوم 40أذيب   

 كاشف هيدروكسيد البوتاسيوم من مل1و نفثول -كاشف الفامل من 3مل. أضيف عند الكشف 100

Cawon)   2004) و,Steel. 

 (Phenol red reagent)(  (%0.2تحضير كاشف الفينول الأحمر 3-3-4

مل من الماء المقطر  100( في (Phenol redغم من الفينول الأحمر 0.2بإذابة حضر      

Cawon)   2004) و,Steel . 

      ((Bromothymol blueتحضير كاشف البروم الأزرق  3-3-5

 عياري  NaOHمل من هيدروكسيد الصوديوم 25غم من مادة البروم الازرق في 1إذابة من حضر   

 (.1988الحديثي , مل من الماء المقطر. ) 475بحجم نورمالي, وبعدها خفف  0.1

 (Iodine Solution ) تحضير كاشف اليود 3-3-6

 مل من الماء المقطر 90في  غم من يوديد البوتاسيوم 5.32غم من اليود و  2.03إذابة من حضر   

 .م°4 ل في قنينة معتمة ومعقمة بدرجةمحلو مل وحفظ ال 100بعدها اكمل الحجم الى 

 ((Methyl red reagentتحضير كاشف المثيل الأحمر  3-3-7

وأكمل  %95مل من الكحول الأثيلي بتركيز  300غم من أحمر المثيل في0.1إذابة من حضر    

 Steel,2004) و   (Cawonمل من الماء المقطر. 100مل بإضافة 400الحجم الى 

 Culture Mediaالاوساط الزرعية التركيبية     4-3

وبعد ضبط  والسائلة كل بحسب تعليمات الشركة المصنعة الأوساط الزرعية الصلبة تحضيرتم      

 وهذه الأوساط تشمل ما يأتي : Autoclave المؤصدةعقمت بوساطة  الأس الهيدروجيني
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 ريا يالوسط الانتقائي لعزل وتشخيص  البكت 3-4-1

 جاء في بحسب مالعزل البكتيريا     Acetate Sodium Selective  استخدم الوسط الانتقائي          

    Travers) ،مول  0.25 يضاف اليه مل من المرق المغذي10حيث ان كل   1987)وآخرون
  .اسيتات الصوديوم

 media  motility test  وسط اختبار الحركة 3-4-2

في لتر من الماء  غم من اكار اكار5غم من كلوريد الصوديوم و5غم من ببتون و10بإذابة  حضر    

 . Prescott ,1996)و (Harley 7.2عد ضبط الاس الهيدروجيني المقطر ثم عقم بالموصد ب

 (  (VP) )Voges- Proskauer media وسط فوكس بروسكاور 3-4-3

 الهيدروجين فوسفات البوتاسيوم احادية غمpeptone))  ,0.5 غم ببتون 0.5 بإضافة حضر   

K2HPO4), )1 غم دكستروزDextrose)،)مقطر. وبعد ضبط الأس الهيدروجينيمل ماء 100الى 

(7(PH   بالمؤصدةوزع في انابيب اختبار نظيفة وعقم Cawon)  2004) و,Steel . 

    (Urease hydrolysis media)وسط تحلل اليوريا 3-4-4

 (  (KH2PO4غم فوسفات البوتاسيوم ثنائية الهيدروجين2إضافة من حضر وسط اليوريا      

مل ماء Agar  , 1000غم اغار NaCl  ,20 مغم كلوريد الصوديو peptone) , )5غم ببتون 1, 

, وبعد تبريد الوسط بدرجة  بالمؤصدةعقم  pH) 6.8) الىالأس الهيدروجيني  عدل ذلك مقطر. وبعد

 ((Phenol redمل احمر الفينول  6غم من الكلوكوز المعقم بالترشيح , 1م تمت اضافة ˚45حرارة 

, بعدها وزع الوسط في أنابيب اختبار  %20مل  يوريا معقمة بالترشيح تركيز 100, و  %0.2تركيز 

 .Steel,2004) و  (Cawon نظيفة ومعقمة وتم تصليب الوسط بشكل مائل

 (  (Oxidation\Fermentation media (O\F)وسط الأكسدة/ التخمر  3-4-5

 غم0.5,و NaClغم كلوريد الصوديوم 2.5( ,و (peptone غم ببتون 1إضافةمن  ضرح     
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مل ماء مقطر, 500 و, agarغم اغار 1.5( ,و (K2HPO4فوسفات البوتاسيوم احادية الهيدروجين 

مل من البروم الأزرق  7.5ضاف الدليلي .PH((7.1 الهيدروجينيالأس  ها عدلوبعد

Bromothymol blue  م ˚45وتبريد الوسط الى درجة حرارة  المؤصدة, وبعد التعقيم ب%0.2تركيز

 (Cawon مل من الكلوكوز المعقم بالترشيح , ووزع الوسط في أنابيب اختبار نظيفة ومعقمة5اضيف 

 .Steel,2004) و 

 ( (Starch hydrolysis mediaوسط تحلل النشأ  3-4-6

 Nutrientار المغذي كمل الأpotato starch ,1000 غم نشأ البطاطا10إضافة من حضر     

agar  , الاغار المغذي  الى  ضافيو  مل الماء المقطر , وبعد مزج النشأ مع الماء50 الىالذائب

 و  (Cawon    بالمؤصدةبعدها يعقم الوسط   pH )7) الذائب وضبط الأس الهيدروجيني 

(2004,Steel. 

                            (Blood Agar Base )                                                     وسط الدم الصلب   3-4-7

هذا الوسط حسب تعليمات الشركة المصنعة  وعقم بالمؤصدة ، ثم ترك ليبرد الى درجة حرارة حضر 

على تحليل لمعرفة قابلية العزلات  من دم الانسان . استعمل هذا الوسط  %5م واضيف اليه    45

 .( 1994وآخرون، (Baron الدم 

 ( (Methyl red media وسط احمر المثيل 3-4-8
 احادية فوسفات البوتاسيوم غمPeptone)،) 5الببتون من  غم5إضافة من حضر احمر المثيل   

 pH   7.6الى   مل ماء مقطر. وبعد ضبط الأس الهيدروجيني1000الى, ( K2HPO4الهيدروجين )

حيث  من الكلوكوز المرشح %20قيم أضيف التعوبعد  , بالمؤصدةوزع في أنابيب اختبار نظيفة وعقم 

 و  (Cawon مل من الوسط  الى وسط المثيل المعقم5غم من الكلوكوز لكل 0.25اضافة  يتم 

(2004,Steel. 
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    (Pepton water medium)وسط ماء الببتون  34-9-

مل من الماء  100غم من كلوريد الصوديوم في  0.5غم من الببتون و  2إذابة من  حضر     

 هذا الوسط  ستخدما،  7الى  pHبعد ضبط الاس الهيدروجيني المؤصدة، عقم ب المقطر المعقم

 .Steel,2004) و   (Cawonالتحري عن إنتاج الاندول في 

 (Nitrate reduction )نتراتالوسط اختزال  3-4-10

غم beef extract   ،5غم من خلاصة الخميرة3 آذابةمن nitrate brothمرق النترات  حضر     

مل  ماء مقطر. potassium nitrate،1000 غم نترات البوتاسيوم1و،  NaClغم peptone ،5ببتون 

 الذي يختزل النترات nitrate reductase هذا الوسط لمعرفة قدرة البكتيريا على انتاج انزيماستخدم 

nitrate الى نتريت nitrite  وامونيا ammonia  Michaael)  2005)  و ,Burton. 

 Slant agarالحفظ على مائل الأكار    3-4-11

المحضر  Nutrient agarبعد التشخيص لقحت العزلات البكتيرية على وسط الأكار المغذي      

م 4˚ساعة ، ثم حفظت بدرجة  24م لمدة 37˚بشكل مائل وبطريقة التخطيط ، وحضنت بدرجة 

 المغذيللاستعمال اليومي ، ويتم تجديد العزلات بشكل دوري شهريا ، وذلك بتنشيطها على وسط أكار 

أو وسط نقيع القلب و الدماغ  ثم إعادة زرعها على وسط مائل جديد لضمان بقاء العزلات بشكل نشط 

 .Crocker,2005)و (Burnett طيلة مدة الدراسة 

   Collection of Samples جمع العينات  5-3

من خمسة اقضية تابعة لمحافظة ديالى)بعقوبة ، الخالص، و  والمياه تربةال من اخذت عينات        

. ازيلت   )  2014 \ 11 \ 20  لغاية  2014 \ 9 \ 1 )خلال الفترة من المقدادية، بلدروز، خانقين(

 قةعغم من التربة باستعمال مل20 هاخذو  باستعمال سكين معقمةسم 5-3السطحية للتربة بعمق الطبقة 

:اسم المنطقة، طبيعة  ليهمع تثبيت المعلومات التالية ع قةلغالى كيس نايلون معقم احكم  معقمة
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نسبة لعينات الماء فجمعت بواسطة قنينة معقمة واخذت عينات من اما بأ الارض وتاريخ اخذ النموذج

بالثلاجة لحين استعمالها واجراء  حفظت العينات الماء والتربة الماء وبعدهاسم من سطح -23مسافة 

من نظم بيئية مختلفة )تربة زراعية ، تربة حدائق، تربة غير زراعية ،  عملية العزل. شملت العينات

 .شواطئ( 

 Samples cultureزرع العينات   3-6

الى  لا تحتاج  1987)وآخرون) Traversحسب طريقة التي زرعت بها العينات ةريقالطنّ إ        

وذلك بالاعتماد على انبات الابواغ ومن ثم قتل الخلايا الخضرية بالمعاملة  من التخافيف ، ةسلسل

( الى دورق مخروطي بحجم 42غم من نماذج التربة البالغة ) 0.5الحرارية والتي اجريت كالتالي :نقل 

 بتركيز الصوديوم خلاتالحاوي على  Nutrient brothمل من المرق المغذي  10مل يحتوي  125

دورة/دقيقة على درجة حرارة  250ة حاضنة هزاز  ، وضعت الدوارق في [pH 6.8] مولاري  0.25

 B.thuringiensisاربع ساعات يتم من خلالها انبات جميع الابواغ باستثناء ابواغ بكتيريا  هم مد˚30

لت .عومSodium acetateالصوديوم  خلات المستعمل منتركيز ال هويثبط انبات ابواغها  يوالذ

م لمدة ثلاثة دقائق لقتل جميع الخلايا الخضرية الناتجة ˚80مباشرة على درجة حرارة  ًحراريا العينات 

مل من المعلق المعامل  0.1.نقل  ًالى الخلايا الخضرية الموجودة اصلا بالإضافةانبات الابواغ  من

م لمدة ˚30في اطباق بتري وحضنت على درجة  Agar Nutrientوزرع على الوسط الزرعي  ًاحراري

ما  .وحفظت بالثلاجة لحين اجراء بقية الاختبارات عليها ساعة ، فحصت بعدها المستعمرات 48

                 اجريت سلسلة من التخافيف لعينات الماء البالغ عددها ثمانية عينات لعينات الماء ةنسبالب

 مل  125الى دورق مخروطي بحجم  10ˉ4و 10ˉ3مل من التخفيف 1،وبعدها اخذ  (10 ˉ6 -10ˉ1)

 pH]مول اسيتات الصوديوم  0.25الحاوي على  Nutrient brothمل من المرق المغذي  10يحتوي 

 .بها عينات التربة عوملتالتي أي  نفسها لخطواتباواجريت عليها عملية العزل  [6.8
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 Diagnosis of Bacteriaتشخيص البكتريا  3-7

 Steel,2004) و   (Cawon ماورد في على ا  عتمادإ شخصت العزلات المستحصل عليها        
 -:  الاسس الاتية علىو 

  Morphological Characteristics والمجهرية الخصائص المظهرية  1-7-3

تضمنت شكل المستعمرات , التي على الصفات المظهرية ̋ شخصت العزلة البكتيرية مبدئيا اعتمادا     

وسط الاغار المغذي , اخضعت العزلات الى الفحص  ولونها , وخواصها , ورائحتها , وحجمها على

 ̋ المجهري باستخدام صبغة غرام للتعرف على شكل البكتريا وترتيبها وتفاعلها مع صبغة غرام ,ايضا

 الخضراء للتعرف على توافر السبورات العائدة لهذه البكتريا أخضعت العزلات الى صبغة ملكايت

و كاربول  Coomassie brilliant blueأخضعت العزلات الى صبغة الزرقاء البراقة  ̋يضااو ،

 .للتعرف على تكوين البروتينات البلورية العائدة لهذه البكتيريا Carbol fuchsin فوكسين 

    Biochemical Testsحيويةميائية الالفحوصات الكي 2-7-3

حيوية  لغرض تشخيص البكتريا النامية على الوسط يائية العدد من الاختبارات الكيم تأجري     
 .Steel,2004) و   (Cawonوردة في  لما̋ وفقا ساعة وهي المدة اللازمة لنموها 24الغذائي بعد 

 : هيالاختبارات و 
  Motility test اختبار الحركة 3-7-2-1

بطريقة  (،2-4-3وفق فقرة) على  لفحت الأنابيب الحاوية على وسط اختبار الحركة المحضر   

مع مراعاة  عدم دخول الطعن الى قعر  سم(3ان تكون مسافة الطعن عن ما يقارب ) على الطعن

على  ساعة.النتيجة الموجبة تدل 24م ولمدة ˚37انبوبة الأختبار، بعدها حضنت الأنابيب بدرجة 

 تضبب حول منطقة الطعن اي ان البكتيريا لها القابيلة على الحركة.

 (  (Catalase testاختبار الكاتاليز  3-7-2-2
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( الذي يعمل (Catalaseاجري هذا الاختبار للكشف عن قابلية البكتريا على انتاج انزيم الكاتاليز     

الى ماء واوكسجين  التي تعتبر مادة سامة للبكتريا ((H2O2على كسر جزيئة فوق اوكسيد الهيدروجين

على المحضر  %3. ان ظهور الفقاعات الغازية عند اضافة قطرة من فوق اوكسيد الهيدروجين تركيز 

 على البكتريا المنقولة الى شريحة زجاجية نظيفة دليل على ايجابية الاختبار.   (31--3) الفقرة قفو 

    (  (Oxidase testاختبار الاوكسيديز  3-7-2-3

والذي له القدرة على اكسدة  الاختبار لمعرفة قابلية البكتريا على انتاج انزيم الاوكسيديز اجري هذا    

 اللون  يذ وتكوين ناتج ((Tetra methyl – P – phenylene diamine dihydrochloride مادة

أعواد من الخشب  معقمة  مستعمرة بكتيرية باستخدام  5-3. اختبرت العزلات عن طريق نقل البنفسجي

ان ظهور اللون  ( 3-3-3 )الى ورقة ترشيح واضافة قطرات من الكاشف المحضر في الفقرة

 يجابية الاختبار.على ا لدلي هو ًعشر ثوانبعد  البنفسجي

  Indole testختبار الاندول ا 3-7-2-4

استخدم للكشف عن وجود الاندول ، الذي يعد أحد نواتج أيض الحامض الاميني التربتوفان نتيجة      

المحضر  ، إذ لقح وسط ماء الببتون السائلTryptophanase التربتوفانيز  لأنزيملامتلاك البكتريا 

ساعة ، ثم  84لمدة ° م 37بمزروع العزلة قيد الدراسة ، حضن الوسط بدرجة  (9-4-3وقف فقرة )

السطح الداخلي  ىعل بهدوء المجهز  Kovac's reagent قطرات من كاشف كوفاكس 5أضيف 

من إضافة  ثوان  عشرة ، تعد النتيجة موجبة عند ظهور حلقة حمراء خلال ̋اطلاقا ولأترج الاختبار لأنبوبة

 .الكاشف

 (  (Methyl red test المثيل أحمراختبار  3-7-2-5

 اجري هذا الاختبار لمعرفة قابلية البكتريا على تخمير الكلوكوز وتكوين كمية من الحامض    
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تكفي لتغير الأس  (نتيجة ايض الكلوكوز  Formicاو الفورميك Lactic acidاللاكتيك ) 

  المحضر في الفقرة (  (MR broth(. حيث لقح الوسط السائل 4 - 7.2من ) pHالهيدروجيني 

قطرات من  5ساعة. بعدها اضيفت  84م لمدة ˚37بنمو بكتيري وحضن بدرجة حرارة  (3-2-(3

 دليل على ايجابية الاختبار.  اللون الوردي المائل للاحمرار, ان ظهور ̋نبوبة جيداالأورج الكاشف 

 (  (Voges Proskauerاختبار فوكس بروسكاور  3-7-2-6

اجري هذا الاختبار لمعرفة قابلية البكتريا على تحليل الكلوكوز جزئيا وتكوين مركب وسطي       

(Acetoin اذ لقح الوسط السائل .)VP broth)بنمو بكتيري (  4-3-3 ) ( المحضر في الفقرة

   KOHمل من هيدروكسيد البوتاسيوم 1ساعة. بعدها اضيف   84م لمدة ˚37وحضن بدرجة حرارة 

نبوبة لأمع رج ا الى الانابيب الملقحة %5( تركيز(α-naphtholنفثول  امل من الف3و  %40تركيز 

 دقيقة, ان ظهور اللون الاحمر دليل على ايجابية الاختبار.   30وتهويتها لمدة  بلطف

 (  (Urease hydrolysis testاختبار تحلل اليوريا  3-7-2-7

الذي يحلل اليوريا الى امونيا  ((ureaseاجري هذا الاختبار لمعرفة احتواء البكتريا على انزيم      

تغير لون الكاشف يوثاني اوكسيد الكاربون مؤديا الى رفع قيمة الأس الهيدروجيني للوسط وبالتالي 

(Phenol red) اذ لقحت الانابيب الحاوية على الوسط الزرعي المائل .(Urea agar)  بالعزلات

ايام. ان تغير لون الوسط من الاصفر الى الوردي دليل  5م لمدة ˚37البكتيرية وحضنت بدرجة حرارة 

 على ايجابية الاختبار. 

 (  (Citrate utilization testاختبار استهلاك السترات  3-7-2-8

 ̋الصوديوم بوصفه مصدرا اجري هذا الاختبار لمعرفة ان البكتريا لها القابلية على استهلاك سترات    
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 Simmon citrateللكاربون. اذ لقحت الانابيب الحاوية على الوسط الزرعي المائل  ̋وحيدا    

agar) )ر ان تغير لون الوسط من الاخض ايام.7لمدة  م˚37ة زلات البكتيرية وحضنت بدرجة حرار بالع

 هو دليل على ايجابية الاختبار.  الى اللون الازرق 

 (  (OF)) Oxidation\ Fermentationالتخمر \اختبار التأكسد  3-7-2-9

 رئيسا̋ مصدرا بوصفه الكربوهيدراتاجري هذا الاختبار لمعرفة ان البكتريا لها قابلية استهلاك      

شبه الصلب  (6-3-3المحضر وفق فقرة ) للطاقة. حيث لقحت الانابيب الحاوية على الوسط الزرعي ̋

(O\F)  بالعزلات البكتيرية, الانبوبة الاولى تكون مغطاة بالبارافيين بشكل مضاعفParaffin) بسمك )

سم فوق السطح من اجل اختبار التخمر, والثانية بدون بارافيين من اجل اختبار التأكسد,  0.5

يوم. ان تغير لون الوسط من الاخضر الى اللون الاصفر في  14م لمدة ˚37وحضنت بدرجة حرارة 

التخمر دليل على ايجابية الاختبار, وان تغير لون الوسط من الاخضر الى الاصفر في انبوبة انبوبة 

 مؤكسدة(. –وان البكتريا )مخمرة  ̋التأكسد دليل على ايجابية الاختبار ايضا

 (  (Starch hydrolysis testاختبار تحلل النشأ  3-7-2-10

الذي يحلل النشأ الى  ( (Amylase انزيم قدرة البكتريا على نتاج اجري هذا الاختبار لمعرفة     

بالزرع (  4-4-3) المحضر في الفقرة ( (starch agarمالتوز. حيث خطط وسط اغار النشا 

المحضر وفق فقرة  اليود  كاشفساعة. بعدها اضيفت  24م لمدة ˚37البكتيري ثم حضن بدرجة حرارة 

النامي, ان ظهور هالة شفافة حول المستعمرات البكتيرية هو دليل على على الوسط الزرعي (3-3-7)

 .تحلل النشأ وايجابية الاختبار

 Nitrate reductase test               اختبار اختزال النترات 3-7-2-11
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 يحول الذي nitrate reductaseانتاج انزيم على  البكترياقدرة  اجري هذا الاختبار لمعرفة   

-3) المحضر في الفقرة (Nitrate Borth) ، لقح المرق النترات   nitriteالى نتريت  nitrateنتراتال

مل من 1، وبعدها اضيف  ساعة 96م لمدة ˚37بالزرع البكتيري ثم حضن بدرجة حرارة ( 4-10

ان تحول اللون  النتيجة أوتقر  sulphanilamide مل من كاشف 1و  α- naphthylamine كاشف

 الوسط الى اللون الوردي دليل على ايجابية الفحص.

 Growth on NaCl 10% بتركيز اختبار الكشف عن النمو في تركيز ملحي 3-7-2-12
Test  

الملحي فيه    التركيزالحاوية على  ( بالعزلات البكتيرية ,(Nutrient Brothالمرق المغذي  لقحت     
هو  %10ساعة.   ان ظهور النمو في التركيز الملحي  24م لمدة ˚37, وحضنت بدرجة حرارة 10%

 دليل على ايجابية الاختبار

 Growth on Blood agar mediumاختبار الكشف عن النمو على وسط الدم  13 -3-7-2

 هذا الاختبار لمعرفة ان البكتريا مرضية ام غير مرضية , اذ خطط وسط اغار الدم    اجري     
(Blood agar)  ساعة. ان ظهور هالة من  24م لمدة ˚37بالزرع البكتيري وحضن بدرجة حرارة

 دليل على ان البكتريا مرضية التحلل في الوسط الزرعي

 Growth on MacConkyاختبار الكشف عن النمو على وسط الماكونكي   3-7-2-14

Test  

 خطط وسط اغار  إذ ,مخمرةان البكتريا مخمرة للاكتوز ام غير  اجري هذا الاختبار لمعرفة   

 ساعة.  24م لمدة ˚37بالزرع البكتيري وحضن في درجة حرارة  ((MacConky agar الماكونكي

 Bacterial DNA extractionالدنا البكتيري  أستخلاص3- 8 

المجهزة (  Mini gDNA Bacteria kit) لأستخلاصا عدة أستعمالبتم عزل الدنا البكتيري         

 -: الآتية وبأتباع الخطوات   Bionnerمن شركة 

 مل    1.5بيندروف أساعة الى انابيب  24مل من مزروع العزلات البكتيرية المنماه بعمر 1نقل  .1
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 دوره / دقيقة ، بعدها أهمل الطافي . 14000طردت الانابيب مركزيا  لمدة دقيقة بسرعة  .2

 اللايسوزايمبعد تأكد من اضافة  Gram postive محلول مايكروليتر من200 أضيف  .3

Lysozyme ومزجها جيدا  بيندروفأانابيب  الى (3-2-1-4وفق فقرة)على المحضر  اليه 

  . Vortexبوساطة المازج 

وبدرجة حرارة دقيقة  30لمدة  Water bathوضعت الانبوبة مع الانزيم داخل حمام مائي  .4

 أثناء فترة الحضن . فيكل ثلاث دقائق  انابيب ثلاث مراتلأقلب ا مع م37˚

الى  (3-2-1-4المحضر وفق فقرة ) Proteinase K  مايكروليتر من أنزيم   20أضيف .5

 Water bathحمام مائي ثم وضعت داخل  ًاجيد  Vortexمزجا بوساطة المازج نابيب ثم الأ

أثناء  فيكل ثلاثة دقائق  و قلب الانابيب ثلاث مرات م˚60وبدرجة حرارة  دقائق عشر همد

  فترة الحضن .

  Vortexبوساطة المازج  نابيب ثم مزجاالأالى  GB ئ دار من  مايكروليتر  200أضيف  .6

وبدرجة  دقائق عشرلمدة  Water bathحمام مائي ثم وضعت داخل لمدة عشر ثوان  ًاجيد

 أثناء فترة الحضن . في كل ثلاث دقائق نابيب ثلاث مراتلأا تو قلب م˚70حرارة 

 ثمنابيب الأالى Absolute ethanol   البارد مطلقال إيثانول من مايكروليتر 200أضيف  .7

   .   دناللترسيب ا نابيبالأبرفق عن طريق قلب  خلط المزيج

مل ونقل له  2سعة  Collection tubeفي انبوبة الجمع   GD Columnتم وضع عامود  .8

  .جميع الخليط

 دقيقة بعدها نقل المحتويات الى دورة / 14000نابيب مركزيا  لمدة دقيقتين بسرعة لأطردت ا .9

 جمع جديدة . أنبوبة

 .GDالى عمود  W1ئ مايكروليتر من دار  400أضيفت  .10
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في أنبوبة  GDثانية ثم وضع عمود 30 دورة / 14000 طردت الانابيب مركزيا  بسرعة   .11

   الجمع.

 .GDالى عمود  Wash buffer ئ مايكروليتر من دار  600أضيف   .12

 . دقيقةدورة /  14000أجري الطرد المركزي   .13

 .دوره / دقيقة لتجفيف العمود 14000أعيد الطرد المركزي لمدة ثلاث دقائق بسرعة   .14

 مل .1.5الى أنبوبة ابيندروف نظيفة  GDنقل العمود   .15

 وتركت الانابيبالى مسبقا  م ˚70بدرجة المسخن  Elution ئ مايكوليتر من دار  50أضيف   .16

 / دقيقة دورة 14000بسرعة  نصف دقيقةمركزيا  لمدةثم طردت  دقائق خمس لمدة الأنابيب

 . وبذلك يتم الحصول على الدنا

 Gel Electrophoresis الترحيل الكهربائي في الهلام 3- 9

( Russell   2001, و  Sambrook)حسب ماجاء في بأۥجري الترحيل الكهربائي للدنا المستخلص   

 ( وكالاتي :3-2-1-5المحاليل المحضرة وفق الفقرة ) بإستعمال

 10مل من محلول  100  غم من الأكاروز في 1باذابة   % 1حُضر هلام الأكاروز بتركيز       

x TBE    1مرات للحصول على  10بعد تخفيفهx TBEليان وتُرك إلى درجة الغ ، سُخن الأكاروز

 \مايكروغرام  0.5إليه صبغة بروميد الإثيديوم بتركيز نهائي  أضيفت، ثم م˚45 ليبرد إلى درجة حرارة

مل  بإستعمال المحلول الخزين المحضر لهذه الصبغة بعدها مُزج الأكاروز جيدا . تم إعداد صفيحة 

  Comb بإحاطة حافاتها بشريط لاصق وبشكل جيد ، ثم ثُبت المشط   Tray  لإسناد الأكاروز 

ومستمر لتجنب حدوث  هادئلتحميل العينات ثم صُبّ الأكاروز بشكل  المُعدة Wellsلتكوين الحفر 

فقاعات هوائية ، بعدها تُرك الهلام ليتصلب بدرجة حرارة الغرفة ، رُفِع المشط بهدوء ونُزِع الشريط 

اللاصق . بعدها نُقِل الهلام مع القالب إلى حوض الترحيل الحاوي على حجم مناسب يغطي الهلام 
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 3 معبعدها  خلطها و  من قالب الدنا مايكروليتر 5 ملت العينات المُعدة للترحيلثم حُ  1x TBEمن 

. بعدها تم إجراء عملية  Micropipette بإستعمال ماصة دقيقة  6xالتحميل  ئ مايكروليتر من دار 

حتى وصول العينات إلى ما قبل  دقيقة 45سم لمدة \فولت  100الترحيل الكهربائي بفرق جهد مقداره 

نهاية الهلام ، بعد الإنتهاء من عملية الترحيل نُقِل القـــــــالب لفحص الهـــــــلام بتعريضه إلى مصـــــــــدر 

 .نانوميتر  320عند طول موجي  UV-Transilluminatorللأشعـــــة فـــــــوق البنفسجيـــــــة 

 قياس تركيز الدنا ونقاوته 10-3

من   µL 5من الماء المقطر إلى   µL 495قيسَ تركيز الدنا من خلال تخفيف العينة بإضافة      

الذي  Spectrophotometerدنا العينة وقراءة امتصاص العينة للأشعة فوق البنفسجية بجهاز 

نانوميتر وتطبيق  280،  260( عند الطولين الموجيين  O.Dيستعمل لقياس الكثافة الضوئية ) 

 القانون الآتي :

 xلمل واحد من العينة  260( = مقدار الامتصاصية عند الطول الموجي  mg/ml) دنا لتركيز ا    

/ الامتصاصية عند  260، أما النقاوة = الامتصاصية عند الطول الموجي   50xمقلوب التخفيف 

، هذه النسبة هي إحدى المؤشرات الدالة على كفاءة الاستخلاص ومدى تلوث  280الطول الموجي 

 1982)وآخرون، (Maniatislالحامض النووي بالبروتين 

 ( PCR)  تفاعل البلمرة المتسلسل   11-3

 : وبأتباع الخطوات الاتية  PCR تقنية باستخدام 16SrDNA الجينو   cryتم الكشف عن الجين     

 كما معقمة أنبوبة في الآتية المكونات بإضافة وذلك Master Mix الرئيس التفاعل خليط حضر .1

    : أدناه الجدول في
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 Master Mix الرئيسي التفاعل خليط مكونات :( 10-3 ) جدول

Materials Concentration 

Manufacturer 
Volume For 1 Tube Final Concentration 

D.W 6 µL …….. 

Accupower ® PCR Premix 5 µL 1x 

Primer – F ( 10 pmol ) 2 µL 10 pmol 

Primer – R ( 10 pmol ) 2 µL 10 pmol 

Total reaction Volume  µL15 

 ثم مرات عدة بسحبها وذلك Particle Pipette دقيقة زجاجية ماصة بواسطة المكونات هذه ومزجت

 . ثوان 10 لمدة النبذ جهاز في وضعت

حسب العينات المراد دراستها وبواقع بمل ومعلمة  0.5أنابيب معقمة حجمها  8الخليط على  وزع .2
15 µL.وبالخطوات الآتيةمن الخليط لكل أنبوبة : 

 Master Mixـ لالدنا لكل عينة في الأنبوبـة المخصصة لهـا ، ووزع ا قالب من  µL 5اضيف  .3
 .لتجنب التلوث DNAـ لعلى الأنابيب قبل نقل ا

ثانية لجمع القطرات الملتصقة بجدار أنبوبة الطرد المركـزي  15استعمل جهاز الطرد المركزي لمدة  .4
نزالها إلى أسفـل الأنبوبة للحفـاظ على الحجم النهائي لخليط التفاعل والبالغ    µL 20.وا 

 PCR The cycling reactions programبرمجة جهاز  .5

على مستوى النوع  Bacillus thuringiensisعن البكتيريا للتحري  تم إجراء خطوات التضاعف      

 في ءما جاحسب ب  cry اتالجين عن للتحري و  (1994 وآخرون،  (Greisen    حسب ما جاء فيب في

(Nazemi  2013 ، وآخرون) إجراء بعض التحويرات ثم تمت برمجة جهازمع و PCR                          

 

 

 



           Materials &Methods               60              لـــرائق العمــواد وطــالفصل الثالث: الم
     

 

                ( 3 - 11 )  الجدول كما موضح في

 P.C.Rبرمجـة جهـاز   :(3-11الجدول )      

  يالكهربائناتج التضاعف للترحيل ( مايكروليتر من 10بعد ذلك )نقُل. 

 ( 20˚ -حُفظ المتبقي من نواتج التضاعف في درجة)م. 

 B. thuringiensis تحضير لقاح البكتريا 3-12

تعقيمه وصب في اطباق بتري و   بعد  تحضيره Nutrient agarنميت البكتيريا على الوسط        

 48م لمدة ˚35( ثم حضنت بدرجة streaking methodبطريقة التخطيط )،بعدها لقحت الاطباق 

غم من المرق 13ولغرض اكثار العزلة التي اظهرت بانها مكون للأجسام البلورية تم اخذ  ساعة،

تبريد ال،بعد  المؤصدةفي لتر من الماء المعقم ، وبعدها عقم ب تضعوو Nutrient brothالمغذي

اغار  طالمنماة على وس االبكتيريلقحت الدوارق الحاوية على الوسط بمعدل عشر مستعمرات /لتر من 

 (.1987وآخرون، Lebenساعة ) 48م لمدة ˚35المغذي ،ثم حضنت بدرجة

 

Type of  

primers 

PCR Conditions Temperature / Minute 

Denaturation 
Annealing 

DNA-

extension 

Expected 

size of 

products 

(bp) 

One cycle 35 cycles 

°C Min °C Min °C Min °C Min 

CU 94 2min 95 40s 52 1 72 40s 348 

16rDNA 94 2min 95 40s 56 1 72 40s 421 
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 مراحل إنتاج المستحضر الحيوي  3-12-1
 B.thuringiensis وسط التخمر الملائم لتنمية لقاح البكتريا  -1

لنمو البكتيريا بحسب  ًاملائم ًاوسط بوصفهالشعير  تخمري من جريش بذورالط وسالر يحضيتم ت   
 -وكما يأتي: (2009تويج،ماجاء في )

 لتر وثم أكمل لحجم 1وتم وضعها في دورق سعه  بذور الشعير جريش غم من200يئة هتم ت

 ساعة . 24معقم ويترك لمدة المقطر الماء ال من مل 1000الى 

  طة قطعة شاش نظيفة ومعقمةابوسرشح المزيج. 

  سكروزالغم من سكر  20اخذ الراشح ووضع فيه. 

 عقم الوسط التخمري بجهاز الموصدAutoclave)) م وتحت ضغط ˚121في درجة حرارة

 .دقيقة ثم برد 20جو ولمدة 15

  ووضع المضادAmoxicillin  ملغم/لتر 20بتركيز. 

 المنما على وسط المرق المعذي ، ثم حضنت بدرجة عالق البكتيري المل من  50لقح الدورق ب

اختبار  بيب( في أنا 610ˉ -110ˉساعة ،بعدها حضرت سلسلة من التخافيف ) 48 ولمدة˚م35

م ˚35 ة( على آغار المغذي بدرج610ˉمل من العالق المخفف)1، ثم زرع زجاجية معقمة 

ب بحس البكتريا كثافة واستخرجت الأطباق في النامية تالمستعمرا حسبت .  ساعة 48ولمدة 

معدل  =غم لقاح بكتيري 1عدد المستعمرات النامية في  :كالآتي   )Clark ,1965(معادلة

 مقلوب التخفيف ×المستعمرات النامية في الطبق

 B.thuringiensisللقاح البكتيريا  حاملة كمادة  الكالسيوم كاربونات مادة اختبار-2    

( في درجة Ovenوعقمت بفرن كهربائي ) 3oCaCكاربونات الكالسيومغم من 100اخذ        

مل من 100لمدة ساعة، تركت لتبرد ثم وضعت في أواني ضحلة معقمة ووضع  م˚160حرارة 
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بعدها نقلت الأواني الى فرن  ساعة. 48البكتيريا بعمر  على والحاوي  مسبقاالوسط التخمري المعد 

بعدها تم طحن المسحوق  ̋اخمسة أيام لحين جفافها جيدم ولمدة ˚35( بدرجة Ovenكهربائي)

بعد ذلك حضرت سلسلة من  .(2009تويج،)(Hoodفي غرفة معقمة ) المحمل علية البكتيريا

مادة المحملة الغم من 1يب اختبار زجاجية معقمة ، وذلك بأخذ بفي أنا  610ˉ-110ˉالتخافيف

طباق أ الى(610ˉمن المحلول المستحضر )مل 1معقم .ثم نقل المقطر الماء المل من 9ووضع في 

 ملغم/لتر 20بتركيز  Amoxicillinبتري حاوية على آغار المغذي ومضاف اليه المضاد 

 البكتريا كثافة وبعدها تم تقدير .ساعة 48ولمدة  ˚م35 ةبدرج وبثلاثة مكررات وحضنت الأطباق

 ب معادلةبحس في الغرام الواحد من المادة الحاملة وذلك بحساب معدل المستعمرات النامية الأطباق

(1965,Clark) .  

  رللمستحض الحاملة المادة إلى التخمر وسط نسبة تحديد-3    

ان   B.thuringiensis للقاح البكتيري امادة كاربونات الصوديوم كمادة حاملة  ائةفكبعدما اثبت       

من كاربونات الكالسيوم  غم100وذلك بأخذ  1:1هي  الى المادة الحاملة نسبة وسط التخمر افضل

لقاح البكتيري المنماة لمل من 100في اناء  تلمدة ساعة وبعدها وضع م˚160وعقمت بدرجة حرارة 

م ولمدة خمسة أيام بعد ˚35بعد ذلك وضعت بفرن كهربائي بدرجةو ،مسبقا على منقوع الشعير المعد 

وتم حساب  .9كما في صورة (2009تويج،)التجفيف تم  طحن  المسحوق في ظروف التعقيم انتهاء

 .Clark(Clark,1965) كثافة البكتيريا في وحدة الوزن )غم( بحسب معادلة
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 تربة والماءالالمعزولة من  Bt  لبكتيريا مستحضر الحيويال:9صورة                       

 الحيوي للمستحضر النهائي التحضير-4

المبيد الحيوي  لإنتاجوسط  هبوصفاختبار الوسط التخمري لمنقوع الشعير  ةتجربفي ضوء نتائج         

 1:1اح البكتيري اذ تم الاعتماد على نسبة قلالومادة كاربونات الكالسيوم  بكونها مادة حاملة 

 .(2009تويج،)

 Dacus ciliatus (Loew)تربية ذبابة ثمار القرعيات  3-13

الاراضي الزراعية  ار القرعيات منـة ثمـذباببالمصابة وخيار الماء  رع الكوسة ـار قـثم ـتجمع        

 الاراضي الزراعيةالثمار المصابة المجموعة من  تولغرض تربية الحشرة وضع, لمحافظة ديالى

مفتوحة من الأعلى وكل منها  (سم 60×60×60)بأبعاد  مصنوعة من الزجاج العضوي  بأقفاص

وثبتت على ،  10كما في صورة  وذو باب جانبي للتعامل مع الحشرات مغطى بقماش من الململ

الذرة لكي يمتص  فرشت أرضية الأقفاص بمسحوق كوالحسم و 2ارضية من الخشب الفايبر سمكه 

السوائل التي تخرج من الثمار المصابة وكذلك لكي تتعذر فيه اليرقات كما زودت الأقفاص بأطباق 

بتري صغيرة تحوي على خليط من خميـرة الخبز الجافـة مع سكر المائدة وكانت كمية الخميرة إلى كمية 
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              للإناث ًابروتيني ًاة مصدر الخمير  دتع غم سكر المائدة ، 3غم خميرة الخبز :  1سكر المائدة 

(,Dohary ; 1983,Drew 1987 )وكذلك لتحسين نشاط الذكور                                 

(  Schroeder،أطباق بتري أخرى تحوي على قطعة قطن مرطبة  توضع اكم،  1973)  وآخرون

داخل  % 10 ± 60بالماء المقطر لتوفير مياه الشرب للحشرة ولضمان نسبة رطوبة ملائمة مثلى 

أخرى غير مصابة وكذلك الماء والغذاء كل ثلاثة أيام وذلك لإدامة بستبدل الثمار التالفة وتالأقفاص ، 

( م ومجهزة X 4 2.8 X 4ى غرفة التربية التي كانت إبعادها )وبعد ذلك نقلت الأقفاص إل، المستعمرة 

 8ساعة اضاءة و 16مثبتة على جهاز منظم وقت الاضاءة حيث تكون  بمكيف هواء وشمعات إضاءة

بلاستيكية مملوءة بالماء لضمان  اوانيفي زوايا الغرفة  توضعو  والحرارة مقياس للرطوبة ساعات 

   % 10 ± 60م والرطوبة النسبية كانت  ˚2 ± 27حرارة الغرفة كانت درجة  إذالرطوبة المناسبة 

 . (2013غولي،ه لقر ا)

 

 : صناديق تربية الحشرات10صورة 

 المختلفة لذبابة الادوار على B.thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضر فاعلية اختبار 3-14
 Dacus ciliatus (Loew) القرعيات

واستعملت  %65±  5م ورطوبة نسبية °25±  2درجة حرارتها اجريت التجارب في حاضنة    

 سم .1للتعامل مع البيض و اليرقات. وشرائح قرع سمك  4فرشاة رقم 
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  Btالمستحضر البكتيري  من تخافيفتحضير   :11صورة 

نسبة  في B.thuringiensisلبكتيريا  ي تأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيو  3-14-1

  D.Ciliatus(يوم لذبابة ثمار القرعيات 2-1بعمر)فقس البيض 

( غم من المستحضر 1،2،3،4،5) التخافيف من لكل مكررات 3 بواقع وضبي 10 وضعت       

 معقمة( مل 50) سعة يدوية رش قنينة بوساطة رشت ثم قرع شرائح على الجاف/لتر ماء معقم

 بشكل قرعةو  البيوض تنقع حتى المستعملة،ستحضر وبحسب التراكيز مل محلول م1بمعدل  بالكحول

 نسبة لمعرفة يوميا   متابعتها تمت (.سم 9)قطر بتري  أطباق الى معقم ملقط بوساطة نقلت ثم, كامل

 .فقط محلول المادة الحاملة )كاربونات الكالسيوم(ب رشت التي السيطرة بمعاملة ومقارنتها البيض فقس

تطوريرقات الطور الأخير  في Btلبكتيريا  ي المستحضر الحيو تأثير تراكيز مختلفة من  3-14-2 

  D.Ciliatusلذبابة ثمار القرعيات 

 بتري  أطباق في التربية أقفاص في المصابة القرع تشريح خلال من الطور الأخير يرقات جمعت     

 , المعاملة قبل ساعة 24 مدة الأطباق في اليرقات تركت.   للتشريح معقم مشرط واستعمل معقمة

بواقع  ثلاثة  ماء لتر/الجاف المستحضر من غم( 1،2،3،4،5) بالتخافيف القرع شرائح رشتو 

 بحيث( مل 1) الرشة حجم( مل 50) سعـة معقمة يدوية رش قنينة بوساطة, مكررات لكل تخفيف

 فوق  ووضعت. معقمة بتري  أطباق الى معقم ملقط بوساطة نقلت ثم القرع شريحة جوانب جميع تغطي
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 هروب لمنع محكما   إغلاقا   الطبق وأغلق, ات بواقع ثلاثة مكررات لكل تركيزيرقعشر  قرع شريحة كل

 .12كما في صورة رقم  اليرقة

 السيطرة بمعاملة ومقارنتها البالغات  وبزوغ عذارى  الى اليرقات تحول لحين يوميا   الاطباق فحصت

 .فقط( الكالسيوم كاربونات) الحاملة المادة بمحلول رشت التي

 
 الأخير ياليرق الطورمعاملة: 12صورة 

معدل تطور العذارى  في Btلبكتيريا  يتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيو 3-14-3

  D.Ciliatus(يوم الى بالغات لذبابة ثمار القرعيات 7-6بعمر)
 بالتخافيف رشتو  ،رى في اطباق بتري اعذ ةعشر التربية ووضعت  أقفاص من عذارى ال عزلت     

 قنينة سطةاو ب ،بواقع  ثلاثة مكررات لكل تخفيف ماء لتر/الجاف المستحضر من غم( 1،2،3،4،5)

الى بزوغ  لحين يوميا   الاطباق فحصت .(مل 1) الرشة حجم( مل 50) سعـة معقمة يدوية رش

 .فقط( الكالسيوم كاربونات) الحاملة المادة بمحلول رشت التي السيطرة بمعاملة ومقارنتها البالغات
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معدل عمر البالغات  في Btلبكتيريا  ي تأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيو  3-14-4

  D.Ciliatusلذبابة ثمار القرعيات  المتغذيةعلى المستحضر
 من زوجا   40 منها أخذ بالغة حشرة الى التحول لحين وتركت الأخير الطور يرقات من مجموعة عزلت

 وضع آلة  من خلال الذكـور عنيمكن تميزها  الإناثذ إ تمييزها تم التي( واناث ذكور) بالغاتال

 تربية صناديق في لكل تخفيف مكررات  بواقع ثلاثة معاملة لكل ازواج خمسة بواقع وضع. البيض

 .13كما في صورة رقم  الململ قماش من بقطعةالصناديق  فوهة غطيتو سم  10×10×10بأبعاد

غم من سكر المائدة في طبق بتري معقم 3غم من الخميرة و1رش غذاء البالغات المكون من 

 حساب تم حيث. البالغات حياة مدة انتهاء لحين يوميا   القناني فحصت .  سابقا   المذكورة التخافيفب

 كاربونات) الحاملة المادة بمحلول رشت التي السيطرة بمعاملة ومقارنتها والاناث الذكور حياة مدة

  .فقط( الكالسيوم

أنتاجية أناث ذبابة  ثمار  في Btلبكتيريا  ي تأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيو  3-14-5

 للبيض   D.Ciliatusالقرعيات 
واحد زوج  وضعو حشرة بالغة  الى التحول لحين وتركت الأخير الطور يرقات من مجموعة عزلت     

 أقفاص في التزاوج تجارب عليها وأجريت بواقع ثلاثة مكررات لكل تخفيف معاملة لكل)ذكر وانثى ( 

داخل  وضعت ثمالململ  قماش من بقطعةالصناديق  فوهة غطيتسم و  10×10×10بقطر ةالتربي

 من غم1 من المكون  البالغات غذاء رشو  .13كما في صورة رقم  صناديق ثمار القرع غير المصابة

 ثمارال حصيتم ف.   سابقا   المذكورة بالتخافيف معقم بتري  طبق في المائدة سكر من غم3و الخميرة

 .لحساب عدد البيض الملقى من قبل الأنثى لكل تركيز يوميا  
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 :صناديق لمعاملة البالغات 13صورة 

 Data Analysisالبيانات    تحليل3-15

 Completely الكامل العشوائي التصميمباستخدام  ًحللت البيانات احصائيا                

Randomized Design(C.R.D) .التأثير)المدروسة الصفات على المعاملات تأثير فيه درس حيث 

اختبرت معنوية  (المعاملة البالغات قبل من الملقى البيض عدد معدل في و المختلفة الادوار قتل نسبة في

     .  عند مستوى معـنــوية Least  significant  different( L.S.D) الفروق باستعمال اختبار

0.05 ≥ p.  ( 1980 ،الله خلف و الراوي ). 
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 Results and Discussionالنتائج والمناقشة   4.

  .Bacillus thuringiensis الممرضة كتيرياالب عزل و تشخيص1 -4

  العزل 1-1-4

 نموا   (7.8%وبنسبة ) اتعين أربع عينة ، أظهرت 51 التربة والماء بلغ العدد الاجمالي لعينات     

عزلة  41 عزلت منها .للزرع البكتيري  موجبا  نموا  ( (90.1% وبنسبة عينة 46 وللزرع البكتيري  ًاسالب

زراعية تربة مختلفة شملت )   بيئية نظممن  جمعتالتي   Bacillus thuringiensis ستعود للجن

ت على وفق ما ذكر في الجدول توزعت العزلا  .1-4( ، شكل  الماءتربة غير زراعية و حديقة و تربة و 

(1- 4 . ) 

 نظم لمعزولة منا (CCBالزرقاء البراقة ) جبة لصبغةالمو : النسبة المئوية للعزلات  ((4-1جدول 

 مختلفة .بيئية 

 العيناتعدد  مصدر العزل
جبة لصبغة العزلات المو

 (CCBالزرقاء البراقة )

 النسبة المئوية

% 

 94.1 16 17 تربة زراعية

 93.3 14 15 تربة حديقة

 75 6 8 الماء

 50 5 10 تربة غير زراعية

 80.3 14 51 المجموع الكلي
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  B.thuringiensis  مدى أنتشار البكتيريالغرض معرفة  مختلفة بيئية نظمجمعت العينات من 

التحري و  ، Dacus ciliatus القرعيات ذبابة  ثمار  قتلودورها في لهذه البكتريا المدى الأمراضي و معرفة 

. خيصيةوما يترتب على ذلك من إجراءات تش ( (ICP للحشرات مبيدهالانتاجها للبروتينات البلورية عن 

زرعية و الصفات الم للخلايا البكتيريهتم تشخيص العزلات البكتيرية إعتمادا  على الصفات المجهرية 

حيوية يائية الو تم بعد ذلك تشخيصها حتى الجنس و النوع بأتباع الفحوصات الكيم للمستعمرات

 ضاء اللون بي، rough بعضها خشنة،وكانت المستعمرات . ( 4-2)  الخاصة بها و المبينة في الجدول

white متموجة وحافاتها ، وبعضها بيضاء منتشرة  ،منتشرة على طبقwavy ء وبعضها دائرية وبيضا

 .شنةخو 

 rod-like الشكل عصويةكانت  أظهرت نتائج الفحص المجهري أن خلايا  البكتريا المعزولة  

shaped  ،بشكل سلاسل Chains  ةإهليجي ، مكونة للسبورات14صورة ، موجبة لصبغة غرام 

، مكون 15صورة ةمتورمالفي خلية الام غير  subterminal طرفية الموقع  ellipsoidal  الشكل

  Coomassie البراقة الزرقاء صبغةبعند تصبيغها  ((ICPللبروتينات البلورية مبيده للحشرات 

brilliant blue صبغةو Carbol fuchsin لبكتيريا  وهي الصفة المميزةB.thuringiensis  التي

الفحوصات ظهرت أكما  و و   17و  16كما في صورة Bacillus بكتيريا تميزها عن بقية الانواع

وبعضها سالبة  السترات نتاجوا  للاوكسيديز و للكاتالـيز ، للحركة و موجبا   فحصا   حيويةال يائيةالكيم

و  MRواحمر المثيل  ( (VPفوكس بروسكاور  تحلل النشأ وختبار لأ، وموجبأ  السترات نتاجلإ

من خلال ملاحظة مناطق التحلل المحيطة  Hemolysinنتاج انزيم حال الدم أ واختزال نترات 

̋ عطت فحصاأ و  Urease  اليوريز لإنتاج انزيموكسدة لأواختبار التخمر/وا بالمستعمرات البكتيرية

 .ندوللل ̋ سالبا̋ وفحصا %  وهي ايضا صفة  مميزة لها10للنمو في  تركيز ملحي ̋ موجبا
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 .B. thuringiensis  لبكتيريا الممرضة الكيمـــــوحــــــيـــوية الاختبارات:   - 2  4جدول  

 
 

 
  

 

 نوع الاختبار

 الموجبة عدد البكتريا 

 للفحص

السالبة  عدد البكتريا 

 للفحص

 Gram stain 41 0       صبغة غرام

 0 41 الخضراء ملكايت صبغة 

 0 41 كاربول فوكسينصبغة 

 0 41 صبغة الزرقاء البراقة

 Motile 41 0الحركة  اختبار

 Catalase test 41 0اختبار الكتاليز  

 Oxidase test 41 0اختبار الأوكسيديز   

 Citrate 15 26 أستهلاك السترات

 Urease test 41 0اختبار اليوريز   

 Indole test 0 41  اختبار اندول

 VP) ) 41 0فوكس بروسكاور  أختبار 

 MR 39 2 اختبار احمر المثيل

 Nitrate test 41 0 اختبار النترات

 O/F test 41 0اختبار التخمر/الاكسدة 

 0 41 %10 النمو في تركيز ملحي
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 .Gram stainصبغة غرام : 14صورة                              

         
 لسبورات والبروتينات البلوريةا :16صورة             السبورات :15صورة       
    .كسين()صبغة كاربول فو                             . )صبغة الملكايت(               

 

           
 اشكال الكرستالات البروتينية المختلفة :  17صورة

   .( CBB)صبغة

     

Crystals 

Crystals  

Spore Crystal 
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 في نظم بيئية مختلفة B. thuringiensis الممرضة ع البكتيريا يتوز   4-1-2

تحت الدراسة في الترب  B.thuringiensis نسبة وجود البكتيريا أظهرت نتائج الدراسة الحالية       

بلورية الها في تكوين البروتينات تفي ضوء إيجابي ةالمختبر  الترية مجموع العينات من %83.3 أن

كانت  ذإوسة ر المد في الترب السورية من نسبة وجودها ًاتتقارب  جزيئ ذإ .(ICP)لحشرات امبيدة ال

 وMartin )  %85وصلت الى ذ إفي آسيا  ̋وايضا ،(2011مهيار،)% 97البكتيريا  ةنسب

Travers  1989,.)  26كانت نسبة البكتيريا ية حيث كندال الترب فيتكون أعلى من نسبة وجودها-

39% Morris)،70وفي نيوزيلاندا وصلت نسبة وجودها  ،(1998وآخرون% (Chilcott و 

(1993,Wigley  63، وفي الأردن% Obeidat)،57لادش غ، وفي بن2000 ) وآخرون% 

Sanchis2008) و, Bourguet،  جميلله  لمع ما توص ًانتيجة جزئيالوتتقارب تلك 

في الترب المدوسة في محافظة ديالى  B.thuringiensisبلغت نسبة البكتيريا  ذإ( 2014)وحمد

في مواقع الترب المدروسة  B.thuringiensisيرجع هذا الاختلاف في نسبة جود البكتيريا  %.75

 الاختلاف في البيئة التي اخذت منها العينات ونوع التربةالى الاختلاف في الموقع الجغرافي والى 

 (.2000وأخرون،  Obeidat ;1985, Aizawaو(Ohba بهاظروف البيئية المحيطة الالمدروسة و 

نسبة وجود البكتيريا في  بلغت ذإ ( نسبة وجود البكتيريا  في الترب المدروسة ،1-4يوضح شكل )

مقارنة مع المناطق غير % 75% والشاطئ 93.3والحدائق  % 94.1 قيد الدراسة الزراعية الترب

شار اليه أوهذا يتفق مع ما   النظم البيئيةالبكتيريا في  توافرفي  ًاهناك فرقان اي  %445. زراعيةال

بشكل اكبر في  B.thuringiensisبانتشار البكتيريا Travers ,1989) وMartin ) انالباحث

 زراعية.الالغابات والمناطق الزراعية والسهول مقارنة مع المناطق غير 
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ظم البيئية في الن B.thuringiensis الممرضة البكتيريا نتشارلا النسبة المئوية (: 1-4شكل)

 .المختلفة

 كون ت بوصفهافي النظم البيئية المختلفة  B.thuringiensis انتشار هذه البكتيريا  ى عز ي        

   ˚م20-تصل الى المنخفضةحرارة الالأبواغ المتحملة للظروف البيئية غير الملائمة من درجات 

(1993,Adison)  م80 تصل الى المرتفعةدرجات الحرارة ،و˚(Petras 1985) و, Casida    كما

% وتنمو جيدا 10اف والترب الرملية التي تكون فيها نسبة الرطوبة اكثر من فتنمو في ظروف الج انها

في انواع مختلفة من الترب  ظهروكما يمكن أن ت.(Adison ,1993)% 36 عندما تكون الرطوبة

           وتربة طينية غروية  (Clay )تربة طينية منB.thuringiensis البكتيريا  هذهحيث عزلت 

( Clay loam) رملية غروية ةوترب ( (Sandy loam في مصر (Salama  ،1986 وآخرون). 

نس على مستوى الج B.thuringiensis التشخيص الوراثي الجزيئي للبكتيريا الممرضة 4-3
يم البلمرة تفاعل أنز  بأستخدام تقنية cry والنوع والكشف عن الجين المكون للبروتينات البلورية 

    P.C.R المتسلسل

                                                                                                                                            والتي تحمل التسلسلات من نظم بيئية مختلفة  B.thuringiensis نوعل تعود لاتعز  ثمان اختبرت
          إذ اختيرت العزلات التي نمت على وسط الانتقائي (.5،10،12،17،20،24،26،28)
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(Acetate Sodium Selective )   البروتينات المبيده للحشرات  أنتاجها عن فضلاICP) عند  ،) 
 Cryلهذه البروتينات البلورية ) تشفر وذلك للكشف عن وجود جينات ((CBBتصبيغها بصبغة 

proteins) تقنية بأستعمال (PCR )ادىب أستعمال خلال من Primers بالجين متخصص cry 
 Nazemi)قبل من المصمم التسلسل وفق على ((Bioneer \ Korea شركة قبل من المجهز

رتباط أفيما يتعلق بدرجة حرارة  مع إجراء بعض التحويرات على برنامج التفاعل .(2013 وآخرون، 

 برمجة تمت ثم   16S rDNAبالنسبة لبادئ الجين م53بدلاً من ̊  م 52̊أصبحت  إذ  Annelingالبادئ
 template DNA القالب الدنا إستعمال تم قد( .  11-3)  الجدول في موضح كما  PCR جهاز

 قبل من المجهز Mini DNA Bacteria kit)) بأستخدامالمستخلص  بواسطة عدة الأستخلاص 
 الكهربائي التحليل عن طريق تقنية البكتيري  الدنا أستخلاص نواتج عن الكشف وتم Bioneer  شركة

   Spectrophotometer الضوئية الكثافة مقياس جهاز أستخدمو  العزلات لبعض على هلام الأكاروز

  (.3-4)  الجدول في موضح كما و العزلات من المستخلص نقاوة لتحديد 

  المستخلص البكتيري  الدنا  وتركيز اوةقن : (3-4) جدول   

 

                                 والجنس عالنو  على مستوى   B.thuringiensisالكشف عن البكتيريا  4-3-1
 إذ% 1 بتركيز الأكاروز هلام على srDNA16 تفاعل البلمرة التسلسل الخاص بالجين تجان  رحل
 فوق  للأشعة الهلام تعريض بعد ذلك و نفسه بالمستوى  الحفر جميع في واحدة حزمة ظهور لوحظ

 شريط على له المكمل التسلسل مع البادىء إرتباط على يدل مما ،19كمافي صورة رقم  البنفسجية
 شركة قبل من المجهز DNA Ladder الحجمي الدليل مع المتضاعفة الحزم مقارنة عند القالب

(Bioneer \ Korea   )للحجم مماثلة الحزم أحجام جاءت. الجزيئية الأحجام المعروفة الحزم ذي 
واحد من الطرق  ribotyping s rDNA16 وان طريقة  16S rRNAبالنسبة( 380bp) وهو المتوقع

Sample ID 
Abs260 Abs280 

 

 نقاوة
Sample Type 

260/280 

5 0.319 0.171 1.86 dsDNA 

10 0.246 0.124 1.98 dsDNA 

12 0.242 0.120   2.01 dsDNA 

17 0.169 0.130 1.23 dsDNA 

20 0.250 0.207 1.20 dsDNA 

24 0.336 0.177 1.89 dsDNA 

26 0.244 0.199 1.22 dsDNA 

28 0.149 0.074 2.01 dsDNA 
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 النتائج مع مقارنتها عند وذلك على مستوى النوع، B.thuringiensisالموثوقة للتعرف على البكتيريا 
جميع العزلات  أن الحالية الدراسة نتائج أظهرت .(1993خرون، آو Greisen)  اليها توصل التي

  .(Çetinkaya ,2002)وهذا يتفق مع ما توصل اليه    B.thuringiensisهي الدراسة  قيد البيئية

 
 على 16S rDNA الجين عن للكشفPCR  البلمرة لناتج تفاعل الكــــهـربائي الـــترحـيل :18صورة 

 قيقة.د 45 قدرها مدة فولت 100 جــهد وفــــــــرق  (%1) بتركيز الأكاروز هـــــــــــلام
 Marker 100-2000bp( :  1المسار رقم  )

 .16S rDNA جين تربة زراعية ) مقدادية ( تحتوي على   5(: عزلة  2المسار رقم  )

 .16S rDNA جين ) بعقوبة ( تحتوي على تربة زراعية  10(: عزلة   3المسار رقم  )

 .16S rDNA جينتربة زراعية ) خالص ( تحتوي على   12(: عزلة   4المسار رقم  )

 .16S rDNA جين تربة زراعية )بلدروز ( تحتوي على   17(: عزلة  5المسار رقم  )

 .16S rDNA جينتربة زراعية )خانقين ( تحتوي على  20(: عزلة  6المسار رقم  )

 .16S rDNA جين غير زراعية ) بعقوبة ( تحتوي على 24(:  تربة  7المسار رقم  )

 .16S rDNA جين )المقدادية ( تحتوي علىماء  26 عزلة(:  8المسار رقم  )

 .16S rDNA جين )بعقوبة ( تحتوي على ماء 28 عزلة (:   9المسار رقم  )

 

     cry المكون للبروتينات البلورية جينالالكشف عن  4-3-2
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 لوحظ إذ% 1 بتركيز الأكاروز هلام على cryتفاعل البلمرة التسلسلي الخاص بالجين تجان  رحل
 البنفسجية فوق  للأشعة الهلام تعريض بعد ذلك و نفسه بالمستوى  الحفر جميع في واحدة حزمة ظهور
 القالب الدنا شريط على له المكمل التسلسل مع البادىء إرتباط على يدل مما ،20في صورة رقم  كما
 Bioneer) شركة قبل من المجهز DNA Ladder الحجمي الدليل مع المتضاعفة الحزم مقارنة عند

\ Korea   )وهو المتوقع للحجم مماثلة الحزم أحجام جاءتو . الجزيئية الأحجام المعروفة الحزم ذي 
(200bp )للجين بالنسبة cry اليها توصل التي النتائج مع مقارنتها عند وذلك  Nazemi)  خرون، آو

  إذ الدراسة قيد الجينات تمتلك  العزلات من عالية   نسبة وجود الحالية الدراسة نتائج أظهرت .(2013
 .%100 بنسبة و cry للجين  إمتلاكها والماء  من التربة عزلاتجميع ال أظهرت

 
  cryللكشف عن الجين  PCR لناتج تفاعل البلمرة  : الـــترحـيل الكــــهـربائي10 صورة

 دقيقة . 45فولت مدة قدرها  100( وفــــــــرق جــهد %1هـــــــــــلام الأكاروز بتركيز ) على

  Marker 100-2000bp:  ( 1المسار رقم  )          

  cryن تحتوي على الجيتربة زراعية ) مقدادية (    5(: عزلة  2المسار رقم  )              

 cry.ن تحتوي على الجي(  بعقوبةتربة زراعية )   10(: عزلة   3المسار رقم  )              

   cry.تحتوي على الجين (  خالصتربة زراعية )   12  (: عزلة 4المسار رقم  )              

 .cryتحتوي على الجين تربة زراعية )بلدروز (    17(: عزلة  5المسار رقم  )             

  . cryتحتوي على الجين تربة زراعية )خانقين (  20عزلة (:  6المسار رقم  )              

  . cryجين تحتوي على الغير زراعية ) بعقوبة (  تربة  24 عزلة(:  7المسار رقم  )              

  . cryتحتوي على الجين )المقدادية (  ماء 26عزلة   (: 8المسار رقم  ) 
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 . cryتحتوي على الجين )بعقوبة (  ماء 28 عزلة (:  9المسار رقم  )           
 B.thuringiensis الحيوي  المستحضر إنتاج 4-4 

ي الوسط التخمري المحضر من ف B.thuringiensisتقدير كثافة البكتيريا   أظهرت نتائج      

 هذا يتفق مع ما توصل اليه الباحثو . وحدة تكوين المستعمرة /مل 610×239بلغت  إذجريش الشعير 

 610×232في وسط منقوع الشعير  B.thuringiensisحيث بلغت كثافة البكتيريا  (9200،تويج)

لى وان نمو البكتيريا في الوسط التخمري يرجع الى قدرة البكتيريا ع وحدة تكوين المستعمرة /مل،

 استغلال محتويات البذور بكفاءة عالية تضمن للبكتيريا الحصول على متطلبات تغذيتها ،ومتمثلة

تيريا البك عن بعض الفيتامينات المهمة في نمو هذه̋ بالكاربوهيدرات والدهون والبروتينات والمعادن فضلا

،انها  3oCCaبينت نتائج اختبار المادة الحاملة المتمثلة بكاربونات الكالسيوم  (. 1983السعدي،)

يا في ذ بلغت كثافة البكتير إ B.thuringiensisذات كفاءة عالية بكونها مادة حاملة للقاح البكتيري 

مع ما توصل اليه الباحث  ًوحدة تكوين المستعمرة /غم وهذا يتفق جزئيا 610×170 غرام واحد

 ًالائمم ًمادة طبيعية توفر وسطا كونهامادة كاربونات الكالسيوم الى  . وقد تعود كفاءة(2009،تويج)

ة ها مادلى انإضافة إعلى سطح جزيئات مادة كاربونات الكالسيوم  ابواغهالاستقرار الخلايا البكتيرية و 

ا كتيريلنمو الب ةالمائي وهذا بدوره يشكل نقطة إيجابيتجعل من الوسط يميل الى القاعدية عند تحللها 

B.thuringiensis (،1998قاسم.)  أكدت على نجاح هذه المادة  (2001حميد)في دراسة أجرتها

حيث بلغت كثافة  Pseudomonas fluorescensالحيوي من لقاح البكتيريا  في تحضير المنتوج

    .موحدة تكوين المستعمرة /غ 710×2هذه المادة على البكتيريا المحملة

 

ار القرعيات دوار ذبابة ثمأعلى  B.thuringiensisاختبار فاعلية المستحضر الحيوي  4-5

Dacus ciliatus .          
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 -:( يوم2-1بعمر ) لة البيضمعام 4-5-1

    المعزولة B. thuringiensisبكتيريا ل  من المستحضر الحيوي تراكيز مختلفةتأثير 4-5-1-1

   . م(يو2-1)وبعمر Dacus ciliatus  ذبابة ثمار القرعياتبيوض  معدل فقس تربة فيالمن 

  المختلفــةتراكيــز  تــأثير (3-4(و)2-4وفــي شــكل )  (4-4النتــائج المبينــة فــي جــدول) توضحح         

 لذبابـة ثمـار القرعيـات  فقـس البـيضمعـدل فـي   B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي  من المستحضر

D. ciliates (2-1وبعمر) عنـد  (%89)وبنسـبة (3) فقس البـيض معدل  بلغ أعلى كان معنويا  ،اِذ يوم

 وأقـــل معـــدل فقـــس البـــيض B. thuringiensis لبكتيريـــا  الحيـــوي  مـــن المستحضـــر غم/لتـــر1 تركيـــز

مقارنـة   B. thuringiensis الحيـوي مستحضـر الغم/لتـر مـن 5,4تركيـز عنـد  (% 19 )ةبوبنسـ(0.6)

لم يكن هناك فروقات معنوية  (.p=0.05) عند مستوى احتمال (%95)وبنسبة  (3.2)بمعاملة السيطرة

فكانـت أعلـى  ( ايـام7-5( ايـام. وهنـاك فروقـات معنويـة خـلال المـدة الزمنيـة )14-خلال المدة الزمنية )

معـدل  قيمـة قـلأو  مـن المعاملـة (%48.71وبنسـبة) (3.4)اليـوم السـابع  هـو فـي الأيـاممعدل فقس  قيمة

للتــداخل بــين  وهنــاك فروقــات معنويــة (.%11.4وبنســبة) (0.8)فــي اليــوم الخــامس مــن المعاملــة  فقــس

في  معدل فقس فكانت أعلى قيمة B. thuringiensis من المستحضر الحيوي  الأيام والتراكيز المختلفة

 غـــم /لتـــر مـــن المستحضـــر الحيـــوي 1( عنـــد تركيـــز %13( وبنســـبة)1.3) مـــن المعاملـــة لخـــامساليـــوم ا

غم /لتـر مـن 4،5عند تركيز  (%3وبنسبة) ( 0.3)فقس معدل قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا

 معـدل فقـس كانـت أعلـى قيمـةو  ، (%16)( وبنسـبة1.6مقارنة مع معاملة السيطرة ) المستحضر الحيوي 

 غــم /لتــر مــن المستحضــر الحيــوي 1( عنــد تركيــز %23( وبنســبة)2.3) مــن المعاملــة الســادسفــي اليــوم 

غـم /لتـر مـن 4،5( عنـد تركيـز %6( وبنسـبة)0.6)فقس معدل قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا

 معـدل فقـس كانـت أعلـى قيمـةو  (.%20( وبنسـبة)2.0مقارنـة مـع معاملـة السـيطرة ) المستحضر الحيـوي 

 غــم /لتــر مــن المستحضــر الحيــوي 1( عنــد تركيــز %5.3( وبنســبة)5.3) مــن المعاملــة بعالســافــي اليــوم 
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غم /لتر من 4،5( عند تركيز %10( وبنسبة)1.0)فقس معدل قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا

 (.%53( وبنسبة)5.3مقارنة مع معاملة السيطرة )  B. thuringiensis لبكتيريا المستحضر الحيوي 

المعزولحة   B. thuringiensisمن المستحضر الحيحوي  لبكتيريحا  تأثيرتراكيز مختلفة (:4-4جدول)

 (يوم2-1وبعمر) Dacus ciliatusذبابة ثمار القرعيات  بيوض معدل فقس في  التربةمن 

 Bt تركيز البكتيريا  

 غم /لتر

  (يوم2-1بعمر) معدلات  فقس البيض

  الأيام

تركيزتأثير  7 6 5  
Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D 

1 1.3±0.5 2.3±1.5 5.3±1.5 3±2.0 

2 0.6±0.5 2±1.0 4.3±0.5 2.3±1.7 

3 0.6±0.5 2±1.0 3.6±0.5 2.1±1.4 

4 0.3±0.5 0.6±0.5 1±1 0.6±0.7 

5 0.3±0.5 0.6±0.5 1±1 0.6±0.7 

 1.8±3.2 1.1±5.3 0.5±2.0 1.1±1.6 معاملة السيطرة

= LSD  للتداخل بين

 مياالتراكيز والأ
 1.022 (5%)  

 LSDلتركيز=2.301

 

  2.0±3.4 1.0±1.7 0.7±0.8  تأثير الأيام

 LSDالأيام =
 

 2.011 (5%) 
 

 

  
 

 

       
القرعيات  ثمار لذبابة( يوم 2-1المئوية  لمعدل فقس البيوض المعاملة  بعمر ) نسبةال (:2-4شكل)

Dacus ciliatus بالمستحضر الحيوي لبكتيريا  B.thurigiensis  بدرجة والمعزولة من التربة         

 .م و رطوبة نسبية˚  (25±2) حرارة
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نسبة الفي  ربةتالالمعزولة من  B.thuringiensis   لبكتيريا تأثير المستحضر الحيوي   (:3-4شكل)

وبالأيام  ( يوم2-1)بعمر Dacus ciliatusالمئوية لمعدل فقس البيض بعمر  لذبابة ثمار القرعيات 

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2)بدرجة حرارة و

المعزولة   B. thuringiensisبكتيريا ل  تراكيز مختلفة من المستحضر الحيويتأثير  4-5-1-2 

 (يوم1-2)وبعمر Dacus ciliatus  ذبابة ثمار القرعياتبيوض  معدل فقس في الماء من 

من   المختلفةتراكيز  تأثير( 5-4وشكل) (4-4وشكل) (5-4النتائج المبينة في جدول) توض          

 لذبابة ثمار القرعيات  فقس البيض في معدل  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضر

Dacus ciliates (2-1وبعمر)  (3.1)        فقس البيض معدلبلغ أعلى  معنويا  ،اِذلم يكن 

 فقس معدل قلأو   B. thuringiensis المستحضر الحيوي  غم/لتر من1عند تركيز    (92%)وبنسبة

  B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي  مستحضرلمن اغم/لتر 5 عند تركيز% 62( وبنسبة 2.1)

لم يكن هناك  (.p=0.05) عند مستوى احتمال ،(%96)( وبنسبة 3.2)مقارنة بمعاملة السيطرة 

 وهناك فروقات معنوية خلال المدة الزمنية ( ايام. 14-خلال المدة الزمنية ) ًايضا فروقات معنوية

 وبنسبة (4.8) من المعاملة اليوم السابع هو الأيام فيمعدل فقس  فكانت أعلى قيمة ( ايام5-7)

 وبنسبة  (1.3)من المعاملة في اليوم الخامس  معدل فقس قيمة قلأو  %( من المعاملة68.57)
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من المستحضر  للتداخل بين الأيام والتراكيز المختلفة وهناك فروقات معنوية المعاملة.%( من 18.5)

( 1.6) من المعاملة لخامسفي اليوم ا معدل فقس فكانت أعلى قيمةايام  B. thuringiensis الحيوي 

 قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 1( عند تركيز %16وبنسبة)

 .B لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 4،5عند تركيز (%6وبنسبة) (0.6)فقس معدل

thuringiensis  ( 20( وبنسبة)2.0مقارنة مع معاملة السيطرة%) .  معدل فقس كانت أعلى قيمةو 

 غم /لتر من المستحضر الحيوي 1،2( عند تركيز %23( وبنسبة)2.3) من المعاملة السادسفي اليوم 

غم /لتر من 4( عند تركيز %16( وبنسبة)1.6)فقس معدل قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا

 (.%23( وبنسبة)2.3مقارنة مع معاملة السيطرة )  B. thuringiensis لبكتيريا المستحضر الحيوي 

غم 3،1( عند تركيز %53( وبنسبة)5.3) من المعاملة بعالسافي اليوم  معدل فقس كانت أعلى قيمةو 

( 3.3)فقس معدل قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا من المستحضر الحيوي  لتر/

مقارنة مع   B. thuringiensis لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 5( عند تركيز %33وبنسبة)

 (.%53( وبنسبة)5.3معاملة السيطرة )

 معحدل فقحس المعزولة من الماء في B.thuringiensisتأثير تراكيز مختلفة من البكتيريا  (:5-4جدول)

 .( يوم1-2وبعمر)Dacus ciliatusبيوض ذبابة ثمار القرعيات 

Bt تركيز البكتيريا غم  

لتر/  

  ( يوم2-1بعمر) معدلات  فقس البيض

  الأيام

تركيزتأثير  7 6 5  
Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D 

1 1.6±1.1 2.3±0.5 5.3±0.5 3.1±1.8 

2 2.0±1.7 2.3±0.5 4.6±0.5 3.0±1.5 

3 1.0±1.0 1.3±0.5 5.3±0.5 2.5±2.1 

4 0.6±0.5 1.6±0.5 5.0±1.0 2.4±2.0 

5 0.6±0.5 2.3±1.1 3.3±1.1 2.1±1.4 

 2.2±3.2 1.1±5.3 2.5±2.3 1.7±2.0 معاملة السيطرة

 LSD =للتداخل بين 

مياالتراكيز والأ   

 
1.192 (5%) 

 

3.704N.S=لتركيزLSD 

 

1   تأثير الأيام .3±1.1  2.0±1.1 4.8±1.0 
  

 

 LSD  1.244 (5%) الأيام=
 

 

 



  

  Results & Discussion                        83                      الفصل الرابع :النتائج والمناقشة

  

   

 

 Dacusلذبابة القرعيات ( 2-1نسبة المئوية  لمعدل فقس البيوض المعاملة بعمر)ال (:4-4شكل)

ciliatus بكتيري ل ستحضر الحيوي اليوم  ب B.thuringiensis  بدرجة حرارةوالمعزولة من الماء 

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (2±25)

 

نسبة الفي  اءالمالمعزولة من  B.thuringiensis   لبكتيريا   المستحضر الحيوي تأثير (:5-4شكل)

بدرجة ووبالأيام  Dacus ciliatusالقرعيات  ثمار لذبابة  يوم (2-1)فقس البيض بعمرالمئوية لمعدل 

 .  65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2)حرارة 
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فقس الكلي ل معدللالنسبة المئوية ل B.thuringiensis لبكتيريا الحيوي المستحضر تأثير :(6-4جدول)

 Dacus ciliatusالبيض لذبابة ثمار القرعيات 

 معدل الكلي لفقس البيض%النسبة المئوية لل

 51.6 المعزولة من التربة   Btبكتيريا 

 78.2 المعزولة من الماء Bt  بكتيريا 

 96 معاملة السيطرة

 

 

 Dacus ciliatusذبابة ثمار القرعيات ل بيض  لفقس الكلي معدللنسبة المئوية  لال (:6-4شكل)

 .( يوم 2-1بعمر)المعامل 

 ريايالبيوض باستخدام البكت فقسأن نسب  (6-4( وشكل )6-4)من جدول يلاحظ     

B.thuringiensis في حالة استخدام  فقس البيوض نسب تزداد %( 51.6) المعزولة من التربة

مقارنة مع معاملة  ًوبفارق كبير نسبيا (%78.2)المعزولة من الماء B.thuringiensisالبكتيريا 

   ريايالبكت التي تنتجها Cry) ) بروتينات البلوريةال الاختلاف فيذلك  سبب ُى ز يعقد ( %96السيطرة)

B.thuringiensis  خلال مرحلة الثبوتStationary phase، كل بروتين بلوري له طيف أن إذ 

العزلة  أنالنتائج  تاشار  إذ (2009سعيد وآخرون ) أبو هذا يتفق معو  .بهللحشرات الخاصة  قاتل
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أدوار كروي الشكل اثبت فعالية ضد التميزت بوجود الكريستال التي   B .thuringiensisالبكتيرية 

 .  وبما فيها البيوض ثنائية الأجنحة ةالحشر 

 ذاإلى نف  B.thuringiensisند استخدام البكترياععدم فقس البيض  سبب زى قد يعو    

وبذلك تؤدي إلى إحداث خلل معين في الجنين يسبب  ,السموم التي تنتجها البكتريا إلى داخل البيوض

ن وجود البكتريا قد أدى إلى منع حدوث فقس البيوض وخروج اليرقات منها، الهلاك وذلك بفعل  ,وا 

     كما أشار . هلاكها ومن ثمية البيوض اذإحاطة تجمعات البكتريا بالبيضة مؤدية إلى التأثير في نف

Bone   (1987وآخرون)  إلى إن بكترياB.thuringienisis israelensis   ية بيوض اذتؤثر في نف

 النيماتودا بفعل سمومها.

 B .thuringiensisأن البكتيريا أوضح  ذإ (2000وآخرون)  Mohamedالنتائج مع هذه تتفق     

لمعرفة  (2008ألسلتي وآخرون )في بحث اجراه و  ،خفضت من عدد البيوض الفاقسة لفراشة القطن

 B ومنها بكتيريا   Jreus insulanaتأثير بعض المبيدات الحيوية في مكافحة دودة جوز القطن 

.thuringiensis وكانت  2007و 2005وسمين هما على م نسبة فقس البيض أنخفاضالتي أدت الى

الذي ذكر ان  (2007أحمد ) النتائج مع هذه  وتتفقعلى التوالي.  %13.40و %11.7 نسبة الفقس

  بين الهلاك نسب تراوحت ذإ فراشة اللهانة في بيوض ًاواضح ًاتأثير  Bacillus cereusللبكتيريا 

 هذه . ولم تتفقالتوالي على مل/خلية 2×710 إلى  1×510 من لتراكيزا عند30.6% إلى %5,13

 على تأثير أي Bacillus thuringiensis للبكتريا يكن لم انهذكرت  ذإ (2006العزاوي)النتائج مع 

 .البيضة داخل الجنين

 

 -:اليرقي الأخير الطورمعاملة  4-5-2
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المعزولة من   B. thuringiensisبكتيريا ل  تراكيز مختلفة من المستحضر الحيويتأثير 4-5-2-1

 .Dacus ciliatus  ثمار القرعيات ذبابةل اليرقي الأخير الطورهلاك  معدلفي   تربةال

 المستحضر من تراكيز مختلفة تأثير (8-4و) (7-4وشكل) (7-4النتائج المبينة في جدول) توض     

 .Dلذبابة ثمار القرعيات الأخير الطور يرقات معدل هلاك في  B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي 

ciliates ، منغم/لتر 5عند تركيز (%99)( وبنسبة  2.0هلاك ) قيمة أعلى تكان معنويا  ،اِذ بلغ 

%( عند التركيز 26(( وبنسبة 0.5وأقل قيمة هلاك) B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي  المستحضر

  ( وبنسبة0.07مقارنة بمعاملة السيطرة) B. thuringiensis اغم/لتر من مستحضر الحيوي لبكتيري1

 فكانت أعلى قيمةالايام  بين معنوية فروقات وجود لوحظ (.p=0.05) عند مستوى احتمال %( ،3)

( وأقل قيمة 56( وبنسبة)2.8)اليوم الخامس من المعاملة  هو في الأيام يرقات الطور الأخيرهلاك 

 فروقات وجود لوحظو  (.%6( وبنسبة)0.3)ول من المعاملة الأفي اليوم يرقات الطور الأخير هلاك 

 B. thuringiensis تراكيز المختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيرياالتداخل بين الأيام و في ال معنوية

غم /لتر من 5تركيز ال( عند %10( وبنسبة)1.0ول من المعاملة )الأاليوم في  هلاكعلى أ ،أذ بلغ 

 من غم /لتر4تركيز العند  (%6( وبنسبة)0.6و)  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي المستحضر 

( عند تركيز %0( وبنسبة)0.0هلاك ) قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا المستحضر الحيوي 

( 0.0مقارنة مع معاملة السيطرة )  B. thuringiensis لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 1،2

( عند تركيز %13( وبنسبة)1.3الثاني من المعاملة  ) في اليوم هلاك أعلى قيمة و . (%0وبنسبة)

غم /لتر 2،1تركيز ال( عند %0( وبنسبة)0.0) هلاك قيمة وأقل  غم /لتر من المستحضر الحيوي 5

( 0.0مع معاملة السيطرة ) مقارنة  B. thuringiensis لبكتيريا من المستحضر الحيوي 

( عند تركيز %16( وبنسبة)1.6الثالث من المعاملة )في اليوم  هلاك أعلى قيمة و (.%0وبنسبة)

غم /لتر 2،1تركيز ال( عند %0( وبنسبة)0.0هلاك) قيمة وأقل  غم /لتر من المستحضر الحيوي 4،5
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في اليوم  هلاك أعلى قيمة و (.%0( وبنسبة)0.0مقارنة مع معاملة السيطرة ) من المستحضر الحيوي 

 .B لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 3( عند تركيز %30( وبنسبة)3.0الرابع من المعاملة )

thuringiensis  غم /لتر من المستحضر 2،1تركيز ال( عند %3( وبنسبة)0.3) هلاك قيمة وأقل

 أعلى قيمة و (.%0( وبنسبة)0.0مقارنة مع معاملة السيطرة )  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي 

غم /لتر من المستحضر 4،5( عند تركيز %40( وبنسبة)4.0الخامس من المعاملة )في اليوم  هلاك 

غم /لتر 1تركيز ال( عند %23( وبنسبة)2.3هلاك) قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي 

 (.%3( وبنسبة)0.3)مقارنة مع معاملة السيطرة   B. thuringiensis لبكتيريا من المستحضر الحيوي 

تربة في معدل الالمعزولة من  B.thuringiensisتأثير تراكيز مختلفة من البكتيريا  (:7-4جدول)
 .Dacus ciliatusثمار القرعيات  لذبابة اليرقي الأخير الطورهلاك 

 تركيز  البكتيريا

Bt لتر/غم  

دور اليرقي الأخيرالامعدلات هلاك   

 الأيام  

 
 

تركيز تأثير 5 4 3 2 1  

Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D 

1 0.0±0.0  0.0±0.0 0.0±0.0   0.3±0.5 2.3±1.5  0.5±1.1 

2 0.0±0.0  0.0±0.0  0.0±0.0   0.3±0.5 3. 0±2.6  0.6±1.5 

3  0.3±0.5 0.6±0.5  0.6±0.5  3.0±1.0 3.3±2.8   1.6±1.8 

4 0.6±0.5  1.0±1.0  1.6±0.5   2.0±2.0  4.0±1.0   2.0±1.4 

5 1.0±1.0   1.3±0.5  1.6±1.1    2.0±1.0  4.0±1.7  2.0±1.4 

  0.2±0.07   0.5±0.3    0.0±0.0    0.0±0.0   0.0±0.0    0.0±0.0 معاملة السيطرة

 LSD للتداخل

 بين تركيز والأيام 
1. 410   

944.1=لتركيز LSD 

 

.50  0.5±0.3 تأثير الأيام  ±0.7   6.0 ±0.9   21. ±1.4    2.8±2.0   

  LSD الأيام=                                       1.607                                               
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 Dacus ciliatusت القرعيا ثمار لذبابة الأخيرالطوريرقات نسبة  المئوية لمعدل هلاك ال (:7-4شكل)

ة من المعزولغم/لتر B.thuringiensis لبكتيريا لحيوي ا المستحضروالمعرضة الى تراكيز مختلفة من 

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2) بدرجة حرارةوالتربة 

 

 

ي تربة فالمعزولة من الغم/لتر B.thuringiensis لبكتيريا لحيوي ا المستحضرتأثير  (:8-4شكل)

 رارةبدرجة ح بالأيام و Dacus ciliatus لقرعياتاثمار بةلذبا الأخير الطوريرقات  معدل هلاك

 .  65±5%م و رطوبة نسبية˚  (2±25)
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المعزولة من  .B.thuringiensis لبكتيريا لحيوي ا المستحضرتراكيز مختلفة من تأثير  4-5-2-2

 .Dacus ciliatus  ثمار القرعياتلذبابة  اليرقي الأخير لطورهلاك ا معدلالماء في 

 من تراكيز مختلفة تأثير (10-4و) (9-4وشكل) (8-4النتائج المبينة في جدول) توض       

لذبابة ثمار  الأخير الطور يرقات معدل هلاك في  B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي  المستحضر

(عند %57( وبنسبة  )1.2هلاك ) قيمة أعلى تكان معنويا  ،اِذ بلغ ، Dacus ciliates القرعيات

( وبنسبة 1.0وأقل قيمة هلاك) B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي  المستحضر منغم/لتر 5تركيز 

مقارنة بمعاملة  B. thuringiensis امستحضر الحيوي لبكتريالغم/لتر من 1%( عند التركيز 6(

 بين معنوية فروقات وجود لوحظ (.p=0.05) عند مستوى احتمال ( ،%3( وبنسبة) 0.07السيطرة)

( %20( وبنسبة)1.0) الخامساليوم هو  في الأيام اليرقي الأخير الطورهلاك  فكانت أعلى قيمةالايام 

( 0.06)ول من المعاملة الأفي اليوم  اليرقي الأخير الطورمن المعاملة وأقل قيمة هلاك 

الأيام وتراكيز المختلفة من المستحضر تداخل بين في ال معنوية فروقات وجود لوحظو  (.%1.2وبنسبة)

( 0.3ول من المعاملة )الأاليوم في  ،أذ بلغ اعلى معدل B. thuringiensis الحيوي لبكتيريا

 قيمة وأقل   B. thuringiensis لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 5تركيز ال( عند %3وبنسبة)

 .B لبكتيريا لتر من المستحضر الحيوي /غم 4،3،2،1،تركيز ال( عند %0( وبنسبة)0.0هلاك )

thuringiensis  ( 0( وبنسبة)0.0مقارنة مع معاملة السيطرة%) .  في اليوممعدل  أعلى قيمة و 

 قيمة وأقل  غم /لتر من المستحضر الحيوي 5،4تركيز ال( عند %6( وبنسبة)0.6الثاني من المعاملة  )

 .B لبكتيريا من المستحضر الحيوي  غم /لتر2،1تركيز ال( عند %0( وبنسبة)0.0) هلاك

thuringiensis  في اليوم معدل  أعلى قيمة و (.%0( وبنسبة)0.0مع معاملة السيطرة ) مقارنة

 قيمة وأقل  غم /لتر من المستحضر الحيوي 5تركيز ال( عند %16( وبنسبة)1.6الثالث من المعاملة )

مقارنة مع معاملة السيطرة  المستحضر الحيوي غم /لتر من 2،1تركيز ال( عند %0وبنسبة) (0.0هلاك)
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( عند %16( وبنسبة)1.6الرابع من المعاملة )في اليوم  هلاك أعلى قيمة و (.%0( وبنسبة)0.0)

( 0.3) هلاك قيمة وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 5تركيز ال

مقارنة مع   B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي غم /لتر من المستحضر 1تركيز ال( عند %3وبنسبة)

( 1.6الخامس من المعاملة )في اليوم  معدل هلاك أعلى  و (.%0( وبنسبة)0.0معاملة السيطرة )

 وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا  غم /لتر من المستحضر الحيوي 5تركيز ال( عند %16وبنسبة)

  B. thuringiensis لبكتيريا من المستحضر الحيوي غم /لتر 1تركيز ال( عند %3( وبنسبة)0.3هلاك)

           (.%3( وبنسبة)0.3مقارنة مع معاملة السيطرة )

من  المعزولة B.thuringiensisالبكتيريا  المستحضر الحيوي  تأثير تراكيز مختلفة من (:8-4جدول)

 .Dacus ciliatusثمار القرعيات  لذبابة اليرقي الأخير الطورالماء في معدل هلاك 

 تركيز  البكتيريا

Bt غم/لتر 

 معدلات هلاك دور اليرقي الأخير

 الأيام  

 
 

 تأثير تركيز 5 4 3 2 1

Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D 

1 0.0±0.0  0.0±0.0 0.0±0.0  0.3±0.5 0.3±1.1  0.1±0.3 

2 0.0±0.0   0.0±0.0  0.0±0.0 0.6±1.1  1.0±1.7  0.3±0.9 

3  0.0±0.0  0.3±0.5 0.3±0.5  1.0±1.0 1.3±1.5  0.6±0.9 

4 0.0±0.0  0.6±1.1 1.0±1.0  1.0±1.0  1.3±1.1   0.8±0.9 

5 0.3±0.5   0.6±0.5  1.6±0.5   1.6±0.5   1.6±0.5  1.2±0.7 

  0.2±0.07   0.5±0.3    0.0±0.0    0.0±0.0   0.0±0.0    0.0±0.0 معاملة السيطرة

 LSD للتداخل

 بين تركيز والأيام 
0.451 

0.552=لتركيز LSD 

 

  1.0±1.0    0.8±0.7  0.7±0.5  0.5±0.2  0.2±0.06 تأثير الأيام 

  LSD الأيام=                                        0.590                                               
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 Dacus ciliatusت القرعيا ثمار لذبابة الأخيرالطورالنسبة  المئوية لمعدل هلاك يرقات  (:9-4شكل)

ة من المعزولغم/لتر B.thuringiensis لبكتيريا لحيوي ا المستحضروالمعرضة الى تراكيز مختلفة من 

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2) بدرجة حرارةالتربة و

 

ي ف الماءلة من المعزوغم/لتر B.thuringiensis لبكتيريا لحيوي ا المستحضرتأثير  (:10-4شكل)

 رارةحبدرجة وبالأيام و  Dacus ciliatusلقرعيات ثمارا لذبابة الأخير الطوريرقات  معدل هلاك

 .  65±5%م و رطوبة نسبية˚  (2±25)
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هلاك ال معدلالنسبة المئوية ل في B. thuringiensisلبكتيريا  الحيوي المستحضر تأثير :(9-4جدول) 

 .Dacus ciliatusاليرقي الأخير لذبابة ثمار القرعيات  لطورالكلي 

 

 

 

 

 

 

 Dacusلذبابة القرعيات  ليرقات الطور الأخير الكلي لهلاكا لمعدل نسبة المئوية ال (:11-4شكل)

ciliatus  لبكتيري المعرضة بالمستحضر الحيويB. thuringiensis  تربةالالمعزولة من الماء و. 
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 %ليرقات الطور الأخيرالكلي الهلاك  معدل النسبة المئوية ل

 66 المعزولة من التربة   Btبكتيريا 

 29 المعزولة من الماء Bt  بكتيريا 

 3 معاملة السيطرة
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 لطورعلى يرقات ا Bacillus thringiensisبكتريا ل المستحضر الحيوي  تأثير: 20الصورة 
                            .45Xبوساطة مجهر ضوئي وبقوة تكبيرمصورة   القرعيات لذبابةالأخير 

A                                     )قبل المعاملة(: B      بعد المعاملة( :)                   
باستخدام اليرقي الأخير  الطور معدل هلاكأن نسب  (11-4( وشكل )9-4من جدول) يلاحظ     

في حالة  اليرقي الأخير الطورهلاك  عن نسب تزداد المعزولة من التربة B.thuringiensis ريايالبكت

هلاك لمعدل الكلي الان  ًوبفارق كبير نسبيا المعزولة من الماء B.thuringiensisالبكتيريا استخدام 

مقارنة مع معاملة %29الماءمن و  %66من التربة و كتيريا المعزولة البالمعامل ب الأخير الطوريرقات 

،اضافة الى ان عزلة الماء لم  ينللعزلت نفسها الكفاءةب،حيث ان عملية القتل لم تتم %6السيطرة 

هناك العديد من الاسباب التي تفسر هذه الظاهرة ،منها ان هذه تستطيع احداث قتل عالي لليرقات. 

 ،اك وعبداللهلسما) المختبر وهذا يتفق معالعزلة قد تفقد سميتها نتيجة الزرع المتكرر لها في 

نتاج السم القاتل لليرقات ليس ضروريا لنموها وانتشارها في البيئية، اوقد تفقد البلورات أ،أو ان (2010

المنتجة من قبل الجراثيم السمية عند انتاجها مختبريا وقد يعود الى اختلاف ظروف التهوية والدالة 

 ( .1993،وآخرون  Bhattacharyaا )الحامضية ودرجة الحرارة وغيره

B A 
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ي بالبكتريا تظهر عليها أعراض تغير ف المعامل القرعقطع من نبات بعد تغذي اليرقات على       

ساعة من بدء التغذي, حيث يلاحظ أن اليرقات تتباطأ حركتها تدريجيا حتى  24السلوك بعد مدة 

ركة. حيويتها وذلك بمحاولة وخزها وحثها على الحتتوقف عن الحركة وتبدو منكمشة, ويمكن التأكد من 

.وهذا 21كمافي صورة رقم  يبدأ لون اليرقة بالتغير نحو الاسوداد شيئا فشيئا وتنقطع عن الطعام وتموت

تأثير  بينوا أن امتناع اليرقات المصابة عن الغذاء يعود الىالذين  (2004،وآخرون  (Lacey يتفق مع

يرتبط الذي يتحلل في القناة الهضمية الوسطى لليرقات و  Crystal proteinالبروتين البلوري السام 

لغشاء القناة الهضمية الوسطى  Brush borderحافة الفرشاتية العلى  Receptorsبالمستقبلات 

لغشاء في ا ًثقوبا ًضعف الخلايا الطلائية وانتفاخها ثم انحلالها محدثا ًفيدخل السم بداخل الغشاء  مسببا

غير تثم  Septicemia  دموي لليرقة ويتسبب عنه تسمم الدمالالى السائل مما يسهل انتقال السبورات 

إلى  قد يعود B.thuringiensis هلاك اليرقات بفعل بكتريا أن،اللون الى البني ثم الاسود بعد الموت

الدم  تسمملليرقات مسببة  hemocoelأن البكتريا وجدت طريقها إلى داخل التجويف الدموي 

septicemiaي فمؤثرة  , و مؤدية إلى اسوداد اليرقات وموتها بفعل السموم التي تفرزها هذه البكتريا, و

ي أو أن سموم البكتريا قد أدت إلى حدوث خلل في الجهاز العصب ،الجهاز العصبي لليرقات المصابة

 ام مع ويتفقوهذا ثم موت اليرقات من الجوع مؤدية إلى شلل في الأعضاء المسؤولة عن التغذي ومن 

 ببكتريا الثالث هاالطور ب اللهانة فراشة يرقات معاملة أن في( 1990, العميدي) أورده

B.thuringiensis kurstaki  عن التوقف, الحركة في ؤبط وهي إصابة أعراض ظهور إلى أدى 

 .الأسود ثم الغامق البني إلى اللون  وتغير, العام الشلل, التغذية

 اليرقي الأخير لذبابة ثمار القرعيات  الطورن نسبة هلاك هذه الدراسة أمن نتائج  نستنتج        

Dacus ciliatus  المعامل بسمومBt   اليرقي المعامل  الطور% اما 66المعزولة من التربة كانت
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   Aboussaidنتائجمع  الدراسة الحالية%. تتفق نتائج 29المعزولة من الماء كانت  Btبسموم 

 Bacillusالفعالة للسلالات بكتيريا  ةللسيطرة الحيوي متهمن خلال دراس (2010وآخرون )

thuringiensis  ذبابة البحر المتوسطعلى يرقات وبالغات Ceratitis capitata،  اذ بلغت نسبة

 اما سلالة% 68 و Bt  A7  Bt M- Ag21.6 الثالث المعاملة  بسموم سلالات الطورهلاك يرقات 

 Bt A10   الحيوي  مستحضرللأن الذي ذكر  (2004تويج )وتتفق أيضا مع  ،%20 كانت 

B.thuringiensis   الأخضر الخوخ من حشرةاثر في جميع أطوار(Sulzer) Myzus persicae، 

 تقييم (2014) حمدو  جميلفي دراسة أجراها  .(%66-41,2) إذ سبب نسبة هلاك كانت تتراوح بين

على يرقات بعوضة  العراق في يةلمح ترب من لمعزولةا Bacillus thuringiensis  عزلات كفاءة

Cluex pipiens  بلغت  نسبة  أذقتل الحيث تفوقت عزلات محافظتي  الانبار والسليمانية في نسبة

5-10×5%  عند تركيز 96.6القتل 
 %.91مل/ بوغ  عزلة محافظة ديالى بلغت نسبة القتل  

 .B تركيز المستحضر البكتيري بزيادة  تزداد  نسبة هلاك اليرقاتأن نتائج ال أن وكما تبين

thuringiensis، كانت  تربةالمن المعزولة  البكتيرية العزلةبلليرقات المعاملة نسبة الهلاك  وجدذ أ

 .%99-%26 تتراوح بين

 %57-%6بين  التي يكون مصدرها الماءتتراوح لعزلة البكتيريةاباليرقات المعاملة  هلاك ماأ 

دة حساسية اليرقات تزداد بزيا الذي ذكر ان 2005)) وآخرون Huang الباحث نتيجةيتفق مع  وهذا

ين ان اذ ب( 2014) وآخرون  بلاسم أيضا معنتائج التفق تو ،  لهالمبيد البكتيري الذي تعرضت تركيز 

لبكتيري ابزيادة تركيز المبيد تزداد  Ephestia cautelal الأطوار اليرقية لحشرة عثة التين نسبة هلاك

Bt  هو 10-1 ×5الأول للعزلة المحلية عند التركيز   الطورفكان أعلى  معدل هلاك  يرقات  

 3-10في حين اقل معدل هلاك عند تركيز % 72.8
 . %22.7 هو 
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 ان نسبة اذ لوحظدور مهم في نسبة هلاك اليرقات  المعاملةان لمدة  ًأيضانتائج المن  لوحظ

توصل  ،وهذا يتفق مع ما الأيام الأخرى اكثر من  الخامس والرابعفي اليوم  الأخير الطور هلاك يرقات

ين ثالث اكثر من اليومالالذي ذكر ان نسبة هلاك يرقات عثة التين في اليوم  (2014بلاسم )اليه 

ل تأثير من خلاك دراسته حو  (2006العزاوي)مع  عليها نتائج التي حصلناالالأول والثاني، وكما تتفق 

ة قتل أن أعلى نسب درنات البطاطا ثةعلى الاطوار اليرقية الأولى لع Btلبكتيرية المحلية   ل العزلة

في   -x465-x46,  106 10ركيزين% في اليوم الاول عند المـعامـلة بالـت70الاول بلغت  الطورليرقات 

% 100نسبة قتل   وفي اليوم الثاني تم الحصول على .-x46 107 ركيز% للت60حين انخفضت الى 

 تتفقو، محليا   المعزلة B.t لبكتريا الاول اليرقي الطور حساسية يوضح مما  -x46 107 ركيز للت

 وديع قد المعاملة اليرقات موت سرعة في الاختلاف ان ذكراذا  (2003)الجبوري  مع ًالنتائج ايضا

 وتحلل ميةالهض القناة شلل الى تحللها يؤدي اذا البروتينية للبلورة بعضها وتكوين البكتريا جاهزية الى

 اضافيا   قتا  و  البكتيرية السبورات تحتاج بينما وفساده الدم لتجويف البكتريا غزو سهولة ثم من و,  جدارها

 في دورها لتؤدي البروتينية البلورة و السبورات تكوين ثم الحشرة ليرقات الهضمية القناة داخل لإنباتها

 . القتل

 -:( يوم7-6بعمر ) عذارىالمعاملة  4-5-3

المعزولة من   B. thuringiensisبكتيريا ل تراكيز مختلفة من المستحضر الحيويتأثير   4-5-3-1

 .Dacus ciliatus  مار القرعياتذبابة ثل ( يوم 7-6بعمر) عذارى ال معدل بزوغ في تربةال

 مستحضر الحيوي ال مختلفة من تراكيزتأثير  ( 13-4( و) 12-4وشكل) (10-4الجدول ) يوضح    

 Dacusذبابة ثمار القرعيات  ل اميأ( 7-6بعمر) عذارى ال بزوغمعدل في  B. thuringiensis بكتريال

ciliates وذلك اعتمادا على معدل نسبة العذارى التي تنجح في التحول إلى حشرة بالغة ،ًكان معنويا، 

  الحيوي  من المستحضر غم/لتر1( عند تركيز %92( وبنسبة)3(1.عذارى البزوغ  معدل  بلغ أعلى اِذ

غم/لتر 5تركيز ال%( عند  13وبنسبة)  (0.4) عذارى البزوغ وأقل معدل  B. thuringiensis لبكتيريا
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عند  (%96( وبنسبة )3.2مقارنة بمعاملة السيطرة)  B. thuringiensisمن المستحضر الحيوي 

( ايام. وهناك 16-لم يكن هناك فروقات معنوية خلال المدة الزمنية ) (.p=0.05) احتمالمستوى 

هو  الأيام في عذارى البزوغ معدل  فكانت أعلى قيمة ( ايام9-7فروقات معنوية خلال المدة الزمنية )

من  السابعفي اليوم  عذارى البزوغ  قيمة قلأو  (%35.5( وبنسبة)3.2) من المعاملة التاسعاليوم 

من  تداخل بين الأيام والتراكيز المختلفةفي ال وهناك فروقات معنوية ،( %11.1( وبنسبة)1.0)معاملةال

السابع من المعاملة في اليوم  عذارى البزوغ  فكانت أعلى قيمة B. thuringiensis المستحضر الحيوي 

 .B لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 2, 1تركيز  ال( عند %13( وبنسبة)1.3)

thuringiensis  غم /لتر من المستحضر 5تركيز ال( عند %0(وبنسبة)0.0) عذارى البزوغ  قيمة وأقل

في اليوم  بزوغ العذارى  كانت أعلى قيمةو  . (%16( وبنسبة)1.6مقارنة مع معاملة السيطرة ) الحيوي 

 .B لبكتيريا المستحضر الحيوي غم /لتر من 5تركيز ال( عند %23( وبنسبة)2.3الثامن من المعاملة )

thuringiensis غم /لتر من 5,4تركيز ال( عند %3( وبنسبة)0.3) عذارى البزوغ  قيمة وأقل

بزوغ   كانت أعلى قيمةو  (.%20( وبنسبة)2.0مقارنة مع معاملة السيطرة ) المستحضر الحيوي 

غم /لتر من المستحضر 1تركيز ال( عند %56( وبنسبة)5.6التاسع من المعاملة )في اليوم  العذارى 

غم /لتر من المستحضر 2تركيز العند  (%46( وبنسبة)4.6و) B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي 

تركيز ال( عند %10( وبنسبة)1.0) عذارى البزوغ  قيمة وأقل B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي 

( 6.0مع معاملة السيطرة )مقارنة   B. thuringiensis لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 5,4

 (%60وبنسبة)

المعزولة  B.thuringiensisلبكتيريا  المستحضر الحيوي  تأثير تراكيز مختلفة من (:10-4جدول)

 .Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات  يوم( 7-6بعمر) عذارى التربة في معدل بزوغ المن 
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Bt  تركيز البكتيريا

 غم /لتر

  يوم  (7-6بعمر) عذارىبزوغ معدلات  

  الأيام

لتركيزتأثير ا 9 8 7  
Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D 

1 1.3±0.5 3.2 ±1.1 5.6±1.1 3.1±2.1 

2 1.3±0.5 2.0±1.0 4.6±0.5 2.0±1.6 

3 0.3±0.5 1.6±1.1 3.6±0.5 1.8±1.6 

4 0.3±0.5 0.3±0.5 1.0±1.0 0.5±0.7 

5 0.0±0.0 0.3±0.5 1.0±1.0 0.4±0.7 

 2.2±3.2 1.1±6.0 1.0±2.0 1.1±1.6 معاملة السيطرة

 LSD =للتداخل بين 

مياالتراكيز والأ   
  1.081 (5%)   

 LSDلتركيز=2.704

 

  2.1±3.2 1.5±1.7  0.8±1.0  تأثير الأيام

  LSD  2.332 (5%) الأيام=

 

 
القرعيات  ثمار لذبابة يوم( 7-6المعاملة  بعمر ) بزوغ العذارىنسبة المئوية  لمعدل ال (:12-4شكل)

Dacus ciliatus لبكتيري  المعاملة بتراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي B.thuringiensis 

 65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2) بدرجة حرارةالمعزولة من التربة 
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المعزولة من    B. thuringiensisتركيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا تأثير  (:13-4شكل)

وبالأيام  Dacus ciliatusبة القرعيات لذبايوم ( 7-6بعمر) بزوغ العذارىالمئوية ل نسبة الي التربة ف

 .  65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2) درجة حرارةفي 

المعزولة من   B. thuringiensisتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا   4-5-3-2

 .Dacus ciliatesعيات  ذبابة ثمار القرل  يوم (7-6بعمر) عذارى الفي معدل بزوغ  الماء

ن المستحضر مختلفة م تراكيز تأثير (13-4( و)12-4وشكل ) ( 11-4يبين الجدول رقم )    

ذبابة ثمار القرعيات  لعذارى البزوغ  معدل في المعزولة من الماء B. thuringiensisبكتريا   ل الحيوي 

Dacus ciliates .وذلك اعتمادا على معدل نسبة العذارى التي تنجح في التحول إلى  ،ًمعنويا يكن لم

من  غم/لتر1تركيز ال( عند %92( وبنسبة)3(1.عذارى البزوغ  معدل  بلغ أعلى اِذ ،حشرة بالغة

%(  62وبنسبة)  (2.1) عذارى البزوغ وأقل معدل   B. thuringiensis لبكتيريا  الحيوي  المستحضر

( 3.2مقارنة بمعاملة السيطرة)  B. thuringiensisغم/لتر من المستحضر الحيوي 5تركيز العند 

  لم يكن هناك فروقات معنوية خلال المدة الزمنية  (.p=0.05) عند مستوى احتمال (%96وبنسبة )

 عذارى البزوغ  معدل  بلغ أعلى اِذ ( ايام9-7( ايام. وهناك فروقات معنوية خلال المدة الزمنية )16-)

 في اليوم السابع  عذارى البزوغ ( وأقل معدل %54.4( وبنسبة)4.9)يوم التاسع هو  في الأيام
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تداخل بين في ال فروقات معنوية ولوحظ، (.p=0.05)عند مستوى احتمال  %( 8.8(وبنسبة) 0.8)

 بزوغ عذارى  فكانت أعلى معدل B. thuringiensis من المستحضر الحيوي  الأيام والتراكيز المختلفة

 غم /لتر من المستحضر الحيوي 2تركيز ال( عند %20( وبنسبة)2.0السابع من المعاملة )في اليوم 

غم /لتر 5،4تركيز ال( عند %6(وبنسبة)0.6) بزوغ عذارى  معدل وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا

بزوغ وكانت أعلى معدل  . (%16وبنسبة)( 1.6مقارنة مع معاملة السيطرة ) من المستحضر الحيوي 

غم /لتر من 5،2،1تركيز ال( عند %23( وبنسبة)2.3الثامن من المعاملة )في اليوم  عذرى 

( عند %13( وبنسبة)3.1) بزوغ عذارى  معدل وأقل B. thuringiensis لبكتيريا المستحضر الحيوي 

وكانت  (.%23( وبنسبة)2.3السيطرة )مقارنة مع معاملة  غم /لتر من المستحضر الحيوي 3زتركيال

غم /لتر 3،1تركيز ال( عند %56( وبنسبة)5.6التاسع من المعاملة )في اليوم  بزوغ عذارى  معدلأعلى 

غم /لتر 4تركيز ال( عند %53وبنسبة) (5.3و) B. thuringiensis لبكتيريا من المستحضر الحيوي 

( %33( وبنسبة)3.3) بزوغ عذارى  معدل وأقل B. thuringiensis لبكتيريا من المستحضر الحيوي 

مقارنة مع معاملة   B. thuringiensis لبكتيريا غم /لتر من المستحضر الحيوي 5تركيز العند 

 (.%60( وبنسبة)6.0السيطرة )

 

 

 

 

 

 

 



  

  Results & Discussion                        101                      الفصل الرابع :النتائج والمناقشة

  

   

المعزولة  B.thuringiensisتأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا  (:11-4جدول)
 .Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات  يوم (7-6بعمر) عذارى من الماء في معدل بزوغ ال

 

 
القرعيات  ثمار لذبابةوم ي( 7-6ة  بعمر )النسبة المئوية  لمعدل بزوغ العذارى المعامل ( :14-4شكل )

Dacus Ciliatus لبكتيري  المعاملة بتراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي B.thuringiensis 

 .65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2) بدرجة حرارةالمعزولة من الماء 
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Bt  تركيز البكتيريا

 غم /لتر

  ام(أي7-6بعمر) بزوغ العذارىمعدلات  

  الأيام

تركيزتأثير  9 8 7  
Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D 

1 1.3±0.5 2.3±1.1 5.6±1.1 3.1±2.1 

2 2.0±1.7 2.3±0.5 4.6±0.5 3.0±1.5 

3 1.0±1.0 1.3±0.5 5.6±2.3 2.6±2.3 

4 0.6±0.5 1.6±0.5 5.3±0.5 2.5±2.1 

5 0.6±0.5 2.3±1.1 3.3±1.1 2.1±1.4 

 2.1±3.2 1.1±6.0 1.1±2.3 1.1±1.6 معاملة السيطرة

 LSD =للتداخل بين 

مياالتراكيز والأ   
  0.806 (5%)   

4.014 N.S =لتركيزLSD 

 

  1.1±4.9 1.1±2.3  0.3±0.8  تأثير الأيام

 

 
2.223 (5%) 
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المعزولة من    B. thuringiensisتركيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا تأثير  (:15-4شكل)

وبالأيام  Dacus ciliatusلذبابة القرعيات   يوم( 7-6نسبة  المئوية لبزوغ العذارى بعمر)ي التربة ف

 .65±5%م و رطوبة نسبية˚  (25±2) حرارةدرجة في 

 

 

 

الكلي  معدلال في B.thuringiensis الحيوي المستحضر تراكيز مختلفة منتأثير :(12-4جدول)

 .Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات  يوم( 7-6بعمر) ىلبزوغ العذار
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 %(يوم7-6بعمر) ىللبزوغ العذارمعدل الكلي ال

 43.8 المعزولة من التربة   Btبكتيريا 

 80 المعزولة من الماء Bt  بكتيريا 

 96 معاملة السيطرة
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A B 

 
  يالبكترمستحضر الحيوي لالنسبة المئوية  للمعدل الكلي لبزوغ العذارى المعاملة بال (:16-4شكل)

B.thuringiensisلذبابة القرعيات تربة الالمعزولة من الماء وDacus ciliatus . 

 

 

الى المستحضر  معرضةال( يوم 7-6بعمر) D.ciliatusذبابة ثمار القرعيات  عذارى :21الصورة 

 .45Xبوساطة مجهر ضوئي وبقوة تكبير مصورة B.thuringiensisالحيوي لبكتيريا 

A)قبل المعاملة(:  B)بعد المعاملة(: 

 البكتيريا باستخدام العذارى بزوغ معدلات نسب أن( 16-4) وشكل( 12-4)جدول من يلاحظ

B.thuringiensis حالة في عذارى بزوغ معدلات نسب عن من اقل( %43.8)التربة من المعزولة 

                        (. %80)الماء من المعزولة B.thuringiensis البكتيريا استخدام
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 فرزةالم السموم تأثير إلى Dacus ciliatusعذارى ذبابة ثمار القرعيات  هلاك في السببقد يعود     

 للحشرة العصبي الجهاز في تأثيرها طريق عن سواء العذارى  قتل إلى تؤدي التيBt  البكتريا من

 نسلاخالا على القدرة العذارى  فقدان إلى يؤدي مما, الانسلاخ هرمون  في تأثيرها طريق عن وأ المتعذرة

 اتالبالغ ورهظ فشل في السبب يكون  ، اوقد(2007أحمد )وهذا يتفق مع  البالغ الطور إلى والتحول

 هذا لىإ صلت أوقد الغالب الدور إلى م وصولهاعدم ث نوم العذارى  الدور في لمبيدل بيلالس التأثير إلى

 يكون  كما اتهتشو  فيه يحصل ما بسبب وربما العذارء فغلا نم الخروج  عطيلا تست هالكن الدور

                                                      .ى العذار  جدار رقة بسبب التعذر بداية في لفعا بكتيري ال المبيد

 بعض تأثير دراستهفي  الذي ذكر (2014الوائلي وآخرون )مع  انتائج التي حصلنا عليهالتتفق و 

ذ بلغت ا البصر في البطيخ نبات ىلع الكبرى  القرعيات ذبابة مكافحة في ةوالكيميائي ةالاحيائي العوامل

 .% Bt 56.9 عذارى بأستخدام المبيد البكتيري النسبة هلاك 

 -:معاملة غذاء البالغات تأثير 4-5-4

 المعزولة من  B. thuringiensis تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا تأثير  4-5-4-1

 .Dacus ciliatus  ذبابة ثمار القرعيات بالغات فيتربة ال

 من مختلفة تراكيز تأثير (19-4)شكلو  (18-4)و  (17-4( وشكل)13-4نتائج جدول) تبين      

  القرعيات ثمار ذبابة بالغات في تربةال من المعزولة  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضر

D. ciliates ( 1.5 )أناث  و (%32) (وبنسبة1.6)ذكورلل بلغ أعلى معدل قتل  إذ ،ًكان معنويا

وأقل  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضرغم/لتر من 5،4 عند تركيز (%30) وبنسبة

غم/لتر من 1 تركيزالعند  (%8( وبنسبة )0.4ناث )الأ( و %10( وبنسبة )0.5معدل قتل للذكور )

( 0.1)للذكور مقارنة بمعاملة السيطرة،  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضر

وجود فروقات  ولوحظ عدم، (P=0.05 )( عند مستوى دلالة%2( وبنسبة)0.1) ناثالأو  (%2وبنسبة)
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معاملة ولكن لوحظ ال من ولالأفي اليوم  تأثير البكتريا في مدة عمر البالغات )اناثا  وذكورا (معنوية في 

المستحضر تراكيز المختلفة من الباذ بدأت البالغات المعاملة ( ،6-2)الأيام  وجود فروقات معنوبة في

 هو الأيامفي  معدل موتوكان أعلى  من المعاملة الثانيفي اليوم ابالموت  B.thuringiensisالحيوي 

( 1.0( إمابالنسبة للأناث )%46.6( وبنسبة)1.4)للذكور بالنسبةمن المعاملة  السادساليوم 

( 0.5بالنسبة للذكور) اليوم الرابع من معاملة وأقل معدل موت في الأيام (%33.3وبنسبة)

ولوحظ (.(P=0.05مستوى دلالة  عند (%16.6( وبنسبة)0.5( إمابالنسبة للأناث )%16.6وبنسبة)

تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي التداخل بين الأيام و في الت معنوية وجود فروقا

في اليوم الثاني من المعاملة بالنسبة للذكور  نسبة موت كانت أعلىف،  B.thuringiensisلبكتيريا

من المستحضر  غم/لتر5، 4 تركيزالعند  (%23(وبنسبة)23( وبالنسبة للأناث)%26وبنسبة )(2.6)

( إمابالنسبة 0%( وبنسبة)0.0وأقل معدل موت بالنسبة للذكور) B.thuringiensisلبكتيريا  الحيوي 

لبكتيريا  من المستحضر الحيوي  غم/لتر 1 تركيزال(عند %0( وبنسبة)0.0للأناث )

B.thuringiensis وكان  ،( %0(وبنسبة)0.0وأناث ) مقارنة مع معاملة السيطرة بالنسبة للذكور

 3،4،5تركيز ال( عند %6( وبنسبة)0.6أعلى معدل موت في اليوم الرابع من المعاملة بالنسبة للذكور)

( %10( وبنسبة)1.0إمابالنسبة للأناث )  B.thuringiensisغم/لتر من المستحضر الحيوي لبكتيريا 

وأقل معدل موت بالنسبة   B.thuringiensisغم/لتر من المستحضر الحيوي لبكتيريا 3تركيز العند 

غم/لتر من المستحضرالحيوي لبكتيريا 2،1تركيزال( عند %3( وبنسبة)0.3للذكور)

B.thuringiensisغم/لتر من  1،2،4(عند تركيز  %3( وبنسبة)0.3) ،إمابالنسبة للأناث

%( .وكانت 0( وبنسبة)0.0ناث)الأالمستحضر الحيوي مقارنة مع معاملة السيطرة بالنسبة للذكور و 

تركيز  ال( عند %16( وبنسبة )1.6المعاملة بالنسبة للذكور )أعلى نسبة قتل في اليوم السادس من 

( وبنسبة 2.0ناث)الأأما B.thuringiensis  يالبكتير غم/لتر من المستحضر الحيوي  5،4
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وأقل معدل موت  B.thuringiensiغم/لتر من المستحضر الحيوي لبكتيريا 2تركيزال%(عند 20)

ناث الأأما   غم/لتر من المستحضر الحيوي  3،1تركيز ال( عند %13( وبنسبة )1.3بالنسبة للذكور )

  B.thuringiensis المستحضر الحيوي لبكتيريامن  غم/لتر 3تركيز العند (. %6(وبنسبة)0.6)

 %( .3( وبنسبة)0.3ناث)الأمقارنة مع معاملة السيطرة بالنسبة للذكور و 

 

   B. thuringiensisلبكتيري  تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي تأثير  :(13-4جدول) 

 Dacus ciliatus )ذكور واناث( لذبابة ثمار القرعيات   بالغاتالتربة في معدل قتل المن  ةالمعزول

 .5±%65ورطوبة النسبية م و °(25±2)بدرجة حرارة 

Bt تركيز البكتيريا   

  غم /لتر  

 بالغاتالقتل معدلات  
 

 الأيام
 

 

تركيزتأثير  6 4   2             
 Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D الجنس

1 
♂ 0.0±0.0 0.3±0.5 1.3±0.5 0.5±0.7 

♀ 0.0±0.0 0.3±0.5 1.0±1.0 0.4±0. 7 

2 
♂ 1.0±1.0 0.3±0.5 2.0±0.5 1.1±0.9 

♀ 0.3±0.5 0.6±0.5 1.3±0.5 0.7±0.6 

3 
♂ 1.6±0.5 0.6±0.5 1.3±1.1 1.2±0.8 

♀ 1.3±0.5 1.0±1.0 0.6±0.5 1.6±0.7 

4 
♂ 2.6±0.5 0.6±0.5 1.6±0.5 1.6±1.0 

♀ 2.3±0.5 0.3±0.5 1.5±0.5 1.5±0.8 

5 
♂ 2.6±0.5 0.6±0.5 1.6±0.5 1.6±1.0 

♀ 2.3±0.5 0.6±0.5 1.6±0.5 1.5±0.8 

 معاملة السيطرة
♂ 0.0±0.0 0.0±0.0 0.3±0.5 0.1±0.4 

♀ 0.0±0.0 0.0±0.0 0.3±0.5 0.1±0.3 

 LSD =للتداخل بين 

مياالتراكيز والأ    
     0.549 (5%)   

 LSDلتركيز=0.665

 

  تأثير الأيام
♂  1.4±1.2  0.5±0.5 1.4±0.7  

♀ 1.1±1.1  0.5±0.6  1.0±0.7 

= يامللأ  LSD  0.772 (5%) 
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 Bacillus thuringiensis بكتريال تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  تأثير : (17-4) شكل
 ام وبالأي Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات ( ذكور)بالغاتال قتل معدل فيتربة الالمعزولة من 

 .65±5%نسبية رطوبة و م(°25±2)حرارة بدرجة

 

 Bacillus thuringiensis تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي لبكتيريا تأثير :( 18-4) شكل
 بدرجة بالأيام و Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات ( ناثالأ)بالغاتال قتل في تربةالالمعزولة من 

 .65±5%نسبية رطوبة و م(°25±2)حرارة
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 Bacillus thuringiensis بكتريال تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  تأثير( 19-4شكل)
 Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات ( ناثالإذكور و )بالغاتال قتل معدل فيتربة الالمعزولة من 

 . 65±%5رطوبة نسبية و  م(°25±2)حرارة بدرجة

 المعزولة من  B. thuringiensisبكتيريا ل تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي تأثير   4-5-4-2

 .Dacus ciliatus  ذبابة ثمار القرعيات بالغات معدل قتل فيالماء 

 من مختلفة تراكيز تأثير (22-4( وشكل)21-4( و )20-4( وشكل)14-4جدول)ال النتائج تبين     

  القرعيات ثمار ذبابة بالغات في الماء من المعزولة  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضر

D. ciliates ( 0.7)   ناث الأو  (%25) (وبنسبة0.8بلغ أعلى معدل قتل للذكور)  إذ ،ًكان معنويا

وأقل معدل  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضرغم/لتر من 5 ( عند تركيز%22وبنسبة )

غم/لتر من 1 تركيزالعند  (%6( وبنسبة )0.2ناث )الأ( و %6وبنسبة )( 0.2قتل للذكور )

( 0.1للذكور) مقارنة بمعاملة السيطرة،  B. thuringiensis لبكتيريا الحيوي  المستحضر

وجود فروقات  ولوحظ عدم، (P=0.05 )( عند مستوى دلالة%2( وبنسبة)0.1) ناثالأ( و %2وبنسبة)

ول للمعاملة ولكن لوحظ الأفي اليوم  (رذكو الو  الأناثعمر البالغات )تأثير البكتريا في مدة معنوية في 
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بتراكيز المختلفة من المستحضر اذ بدأت البالغات المعاملة ( ،6-2)الأيام  ة فييوجود فروقات معنو 

وكان أعلى معدل موت في الأيام  من المعاملة السادسبالموت في اليوم  B.thuringiensisالحيوي 

( 0.8( إمابالنسبة للأناث )%15( وبنسبة)0.9من المعاملة بالنسبة للذكور) السادساليوم هو 

( 0.1من معاملة بالنسبة للذكور) الثانياليوم  هو ( وأقل معدل موت في الأيام%13وبنسبة)

(.ولوحظ وجود (P=0.05عند مستوى دلالة  (%3.3( وبنسبة)0.1( إمابالنسبة للأناث )%3.3وبنسبة)

تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي التداخل بين الأيام و في الفروقات معنوية 

الثاني من المعاملة بالنسبة للذكور  كانت أعلى نسبة موت في اليومف،  B.thuringiensisلبكتيريا

المستحضر الحيوي لبكتيريا من  غم/لتر3،4،5تركيز  العند  ( %3وبنسبة )(0.3)

B.thuringiensis من المستحضر  غم/لتر 4،5تركيز  العند  (%3(وبنسبة)0.3) وبالنسبة للأناث

( إمابالنسبة 0%( وبنسبة)0.0وأقل معدل موت بالنسبة للذكور)  B.thuringiensisالحيوي لبكتيريا 

من المستحضر الحيوي لبكتيريا  غم/لتر 2،1تركيز  ال(عند %0( وبنسبة)0.0للأناث )

B.thuringiensis ( ،وكانت%0(وبنسبة)0.0ناث )الأو  مقارنة مع معاملة السيطرة بالنسبة للذكور 

 5،3،4تركيز العند  (%6( وبنسبة)0.6أعلى معدل موت في اليوم الرابع من المعاملة بالنسبة للذكور)

( %6( وبنسبة)0.6إمابالنسبة للأناث )  B.thuringiensisمن المستحضر الحيوي لبكتيريا  غم/لتر

وأقل معدل موت   B.thuringiensisمن المستحضر الحيوي لبكتيريا  غم/لتر5،4،3تركيز العند 

مابالنسبة للأناث )و  (%0( وبنسبة)0.0بالنسبة للذكور)  غم/لتر 1تركيز  ال(عند %0( وبنسبة)0.0ا 

%( 0( وبنسبة)0.0ناث)الأمقارنة مع معاملة السيطرة بالنسبة للذكور و  من المستحضر الحيوي 

عند  (%16( وبنسبة )1.6من المعاملة بالنسبة للذكور ) السادس.وكانت أعلى نسبة قتل في اليوم 

( وبنسبة 1.3أما أناث)B.thuringiensis  من المستحضر الحيوي لبكتيريا غم/لتر 5تركيز  ال

وأقل معدل موت  B.thuringiensi غم/لتر من المستحضر الحيوي لبكتيريا5تركيزال%(عند 13)
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من  غم/لتر 1تركيز العند  (.%6وبنسبة) (0.6ناث )الأ أماو  (%6( وبنسبة )0.6بالنسبة للذكور )

  (.%3( وبنسبة )0.3مع معاملة السيطرة) مقارنة B.thuringiensis    المستحضر الحيوي لبكتيريا

في  لماءا المعزول من  B.thuringiensis تراكيز مختلفة من المستحضرالحيويتأثير  :(14-4جدول)

 بدرجة حرارة Dacus ciliatus )ذكور واناث( لذبابة ثمار القرعيات  تقتل البالغامعدل 

 .65±%5ورطوبة النسبية م و °(2±25) 

 

 

 

Bt تركيز البكتيريا   

  غم /لتر  

  بالغاتالقتل معدلات  

  الأيام

 
تركيزتأثير  6 4 2  

 Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D Mean ±S.D الجنس

1 
♂ 0.0±0.0 0.0±0.0 0.6±1.1 0.2±0.6 

♀ 0.0±0.0 0.0±0.0 0.6±1.1 0.2±0.6 

2 
♂ 0.0±0.0 0.3±0.5 1.0±1.0 0.3±0.7 

♀ 0.0±0.0 0.0±0.0 1.0±1.0 0.4±0.7 

3 
♂ 0.3±0.5 0.6±1.1 0.6±1.1 0.5±0.8 

♀ 0.0±0.0 0.6±0.5 0.6±0.5 0.3±0.5 

4 
♂ 0.3±0.5 0.6±1.1 1.0±1.0 0.6±0.7 

♀ 0.3±0.5 0.6±0.5 1.0±1.1 0.6±0.9 

5 
♂ 0.3±0.5 0.6±1.1 1.6±0.5 0.8±0.7 

♀ 0.3±0.5 0.6±0.5 1.3±1.1 0.7±0.9 

 معاملة السيطرة
♂ 0.0±0.0 0.0±0.0 0.3±0.5 0.1±0.3 

♀ 0.0±0.0 0.0±0.0 0.3±0.5 0.1±0.3 

 LSD =للتداخل بين 

مياالتراكيز والأ   
0.425 (5%) 

 

 LSDلتركيز=0.520

 

 تأثير الأيام
♂ 0.1±0.3 0.5±0.6 0.9±0.9 

 
♀ 0.1±0.3 0.2±0.6 0.8±0.8 

  LSD 0.450 (5%) للأيام=
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 Bacillus thuringiensis بكتريال تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  تأثير: ( 20-4) شكل
 رجةبدو  بالأيام Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات ( ذكور)بالغاتال قتل في الماءالمعزولة من 

 .65±5%نسبية رطوبة و م(°25±2)حرارة

 

 Bacillus بكتريال تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  تأثير  :(21-4) شكل

thuringiensis  لذبابة ثمار القرعيات ( ناثالأ)بالغاتال قتل معدل في الماءالمعزولة منDacus 

ciliatus 65±5%نسبية رطوبة و م(°25±2)حرارة بدرجة بالأيام و. 
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 Bacillus thuringiensis بكتريال تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  تأثير:( 22-4شكل)
 Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات ( ناثالإذكور و )بالغاتال قتل معدل في الماء المعزولة من

 . 65±%5 ورطوبة نسبية م(°25±2)حرارة بدرجة

 

 في Bacillus thuringiensis بكتريال الحيوي المستحضرتراكيز مختلفة من  تأثير: (15-4جدول)

 .Dacus ciliatusلذبابة ثمار القرعيات  ( ناثالإو  ذكور)بالغاتال لقتلالكلي  معدل
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 بالغاتالقتل لمعدل الكلي النسبة المئوية لل

 المعزولة من التربة   Btبكتيريا 
♂ 72 
♀ 60 

 المعزولة من الماء Bt  بكتيريا 
♂ 31.2 
♀ 27.6 

 معاملة السيطرة
♂ 12 
♀ 12 
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 القرعياتثمار بة لذبا ( ناثالإو ذكورال)بالغاتال لقتلنسبة المئوية  لمعدل الكلي ال (:23-4شكل)

Dacus ciliatus يالبكتيرستحضرالحيوي المالمعاملة ب    B.thuringiensis ماء المعزولة من ال

 .تربةالو

باستخدام ( الأناثذكور و البالغات )القتل السب أن ن (23-4( وشكل )15-4من جدول) يلاحظ     

 تزدادللأناث وهذه  (%60)( للذكور  %72) بلغت المعزولة من التربة B.thuringiensis ريايالبكت

للذكور  (%31) المعزولة من الماء B.thuringiensisالبكتيريا في حالة استخدام  القتل عن نسب

الجهاز  الى التأثير السمي في سببهوان موت البالغات قد يعود  ، ًوبفارق كبير نسبيا  ناثللأ%( و 28)

   .الهضمي

ن ذ ذكر وجود فروقات معنوية بيإ( 2014)الوائلي وآخرون مع  الدراسة الحاليةتتفق نتائج      

 لكبرى ا القرعيات ذبابةبالغات لنسبة موت  Btمعلق البكتيري الفقد حقق  ،المعاملات ومعاملة السيطرة

Dacus Iongistylu  63.33%. 

  يةــــضرلما تبباــــلمسا رأثيــــتالذي ذكر في دراسته  (2012) كريممحمود و تتفق النتائج مع و       

 Steinernema ودالنيماتوا   Bacillus thuringiensisيارلبكتا و Beauveria bassiana طــــرلفا
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carpocapsa رى لكبا لشمعا دودة تبالغا ناثإعمر ذكور و في       Galleria mellonella   

 (2013محمد وأخرون )مع  ًجزئيا وتتفق النتائج يوما. 5.33فقد اعطت اقل معدل عمر بلغ  المعاملة

 ىلأع وأعطى النخيل حميرة حشرة في التأثير في فعالية الأكثر هو  Btان المبيد البكتيري  ذكر الذي

 %.73لت بغ كفاءة

 Bacillus البكتريا تأثير عدم تبين التي( 2007) العزاوي  نتائج مع نتائجنا تتفق لا   

thuringiensis البكتريا بتخافيف المعاملة البالغات بدأت اذ( وذكورا   اناثا  ) البالغات عمر مدة في 

 .السابع اليوم في الطبيعي بالموت السيطرة معاملة كذلك

 غاتالبال عمر على البكتريا تأثير عدم في (2003) الجبوري  نتائج معهذه النتائج  تتفقلا       

  .مل/610×4.8/ مل و  610×3.2/مل و  610×1.6 بتراكيز

المعزولة من B.thuringiensis  يابكتيرل تراكيز مختلفة من المستحضر الحيويتأثير  4-5-5

 :D.ciliatusالملقى للأنثى الواحدة لذبابة ثمار القرعياتفي معدل عدد البيض تربة الالماء و

 بكتريال تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  تأثير( 24-4وشكل )( 16-4) الجدول يوضج      

B.thuringiensis  القرعيات لذبابة ثمار  البيض إنتاج لمعد فيتربة الالمعزولة منDacus 

ciliatus لتركيز اعند  الواحدة للأنثى بيضة 84.5 البيض إنتاج،أذ بلغ أعلى معدل  ًمعنوياكان

 بيضة 54.5 البيض يةإنتاجمعدل  ،وأقل B.thuringiensisمستحضر البكتيري الغم/لتر من 1

مقارنة بمعاملة  B.thuringiensisمستحضر البكتيري الغم/لتر من 5لتركيز اعند  الواحدة للأنثى

 .(P=0.05) احتمال مستوى  عند الواحدة للأنثى بيضة 87.5 البيض يةإنتاجمعدل حيث بلغ   السيطرة

نتاجية البكتريا تركيز بين عكسية علاقة هنالك ولوحظ أن    البيض من الأنثى وا 
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المعزولة   B.thuringiensis بكتيريال تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  تأثير(:16-4)جدول   

 .Dacus ciliatus ثمار القرعيات  للأنتى الواحدة لذبابة البيض إنتاجية فيتربة  المن 

 

 

 Bacillus thuringiensisلبكتريا  مختلفة من المستحضر الحيويتراكيز تأثير  )24-4(شكل 

 Dacus  القرعيات ثمار لذبابةالملقى للأنثى الواحدة  في معدل عدد البيض  تربةالمن المعزولة 

ciliatus  65±5%.م و رطوبة نسبية°(25±2)بدرجة حرارة   

 الماءالمعزولة من  B.thuringiensis بكتريا تأثير( 25-4وشكل )( 17-4) الجدول يوضج      

بلغ أعلى معدل  ذإ، ًمعنويا يكنلم  Dacus ciliatusالقرعيات لذبابة ثمار  البيض إنتاج لمعد في

غم/لتر من مستحضر البكتيري 1لتركيز عند  الواحدة للأنثى بيضة (%85) البيض إنتاج

B.thuringiensis غم/لتر 5لتركيز عند  الواحدة للأنثى بيضة (%79.5) البيض يةإنتاجمعدل  ،وأقل

 البيض يةإنتاجمعدل  أذ بلغت مقارنة بمعاملة السيطرة B.thuringiensisمستحضر البكتيري المن 
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LSD 5.417 
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 بين عكسية علاقة هنالك ولوحظ أن .(P=0.05) احتمال مستوى  عند الواحدة للأنثى بيضة%( 85.5)

نتاجية البكتريا تركيز   البيض من الأنثى وا 

المعزولة   B.thuringiensis بكتيريال تأثير تراكيز مختلفة من المستحضر الحيوي  (:17-4)جدول

 .Dacus ciliatus ثمار القرعيات  للأنتى الواحدة لذبابة البيض إنتاجية في  الماءمن 

 

 

 Bacillus thuringiensisلبكتريا  تراكيز مختلفة من المستحضر الحيويتأثير ):25-4(شكل 

 Dacus  القرعيات ثمار لذبابةالملقى للأنثى الواحدة  في معدل عدد البيض  الماءمن المعزولة 

ciliatus  65±5%.م و رطوبة نسبية°(25±2)بدرجة حرارة 

 Bacillusلبكتريا ا استخدام حالة في أعلى كانت البيض إنتاجيةمعدل  أن يلاحظ

thuringiensis  لبكتريا ا استخدام حالة في الإنتاجية من %82.7بلغت  المعزولة من الماء

Bacillus thuringiensis  مقارنة مع معاملة السيطرة  68.6 حيث بلغت تربةالالمعزولة من 
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 الواحده للأنثى نتاجية بيضمعدلات أ

 معاملة السيطرة 5 4 3 2 1 غم/لتر  Btكيز البكتيريا اتر

 87.5 579. 81.5 83.5 84 85 الماءبكتيريا المعزولة من ال

LSD N.S  5.333    
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 نعمة وآخرون ، ويتفق مع ةــللبالغ ليــلتناسا زاــلجها يــف ــللحاصا ـررلضا ىــلإ ببــلسا ــوديع ــدق 87.5

 B.thuringiensis للبكتيريا  Bactospeinالى فعالية المستحضر التجاري  واشار ا ن( الذي1989)

وبيوضها  A grotis ipsiloوحشرة   S.exigua  وحشرة  spodoptera litoralis على بالغات

                                                               أعداد البيض الناتجة عند تغذية هذه الحشرات.   تفقد اختزلت أعمار البالغات وانخفض،

 Bacillusان بكتريا  ذكرالذي  (2003علي ) نتائج مع هذه الدراسةنتائج  هذه تتفق

thuringiensis var. thuringiensis   تؤثر في معدل عدد البيض الموضوع عند معاملة البالغات

 في يؤثر والذي البكتريا من الضرب هذا ينتجه الذي السم أن بسبب ،سبور /ملX12610 بتركيز 

 . الجنين نمو واستكمال البيض تكوين لعملية اللازمة البروتينات تصنيع

بكتيري المعلق البين ان الذي  (2012) كريممحمود و  نتائج مع تتفق النتائجلا 

B.thuringiensis   معاملة ثناإ مع معاملة وركذ طتعأ دفق  وعضولما ضلبيا ددع دلمعيؤثر في 

 .بيضة  96 بلغ دلمع لقا

 لم Bacillus thuringiensis ان بكتريا ذكرت  التي (2007العزاوي )لا تتفق النتائج مع  

 المحلول على البالغات تغذي عدم في السبب نفس يكون  قد ، والملقىتؤثر في معدل عدد البيض 

 . اليرقي الطور خلال المخزون  بالغذاء لاكتفائها السكري 
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 -:Conclusionsالاستنتاجات  

بيئية النظم الفي جميع  Bacillus thuringiensisنتشار الطبيعي لبكتيريا لاوفرة واال حظلو .1

 المختلفة.

 نسبة وجودها في الماءعلى من في التربة ا Bacillus thuringiensisنسبة وجود البكتيريا  .2

 وفي الترب الزراعية اعلى من نسبة وجودها في الترب الغير الزراعية

و  بلورية خلال مرحلة التبوغاللوجود البروتينات لوحظ هناك تقارب بين نتائج الفحص المظهري  .3

 بلوريةاللألية عمل البروتينات للجين المشفر  PCRتقنية  باستخداملفحص الجزيئي اطريقة 

Crystal proteins. 

 المشفر للبروتينات بلورية القاتلة للحشرات. cryالعزلات للجين  جميع متلاكا .4

 اضيةمرالإ قدرتها أثبتت قد وتشخيصها عزلها تم التي  Bacillus thuringiensis البكتريا إن .5

 الحياتية الجوانب بعض في تأثيرها طريق عن  Dacus ciliatusالقرعيات ذبابة ثمار  على

  . الحشرة لهذه

اكثر عند مستوى  معنوي تأثير ذاتالماء  عزلة مع نتائجها بمقارنة تربةال عزلة ان اتضح .6

 ..Dacus ciliatusالقرعيات لذبابة ثمار  المختلفة الادوار في P=0.05دلالة

 ري البكتيمستحضر ال  تركيز بزيادة طرديا تزداد المختلفة للأدوار الهلاك نسبةلوحظ ان  .7

Btغم/لتر. 

 24 بعد يبدأ  Bacillus thuringiensis بكتريا بفعل  القرعياتذبابة ثمار  يرقات موت إن .8

 .المعاملة من ساعة

  عدد ومعدل( واناثا   ذكورا  ) البالغات عمر على المحلية العزلة لتخافيف معنوي تأثير  حظلو .9

 .الملقى للأنثى الواحده البيض
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 -:Recommendations  التوصيات

 

لذبابة  المختلفة الأدوار في B.thuringiensis بكترياال تأثير من للتأكد حقلية دراسة إجراء .1

 .الطبيعية البيئية الظروف فيثمار القرعيات 

 منتوجات شكل على وتصنيعها العراقية البيئة من Bacillus thuringiensis بكتريا عزل .2

 .المعنية الجهات قبل من حيوية تجارية

 المشفرةالاخرى  cry  اتالجين عن للتحري  PCRالـ تقنـية باستعمال جزيئية دراسات أجراء .3

 .للبروتينات بلورية القاتلة للحشرات 

 .الحشرية الأخرىالبكتيريا على الآفات  ةإمراضياختبار  .4

 %10المبيد الكيمياوي سفن  مع المبيدات الحشرية الكيميائية  مثل Btخلط المستحضر الحيوي  .5

    .Dacus  ciliatus ودراسة تأثيرهما على الجوانب الحياتية لذبابة ثمار القرعيات
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 Bacillus(.عزل ودراسة البكتيريا النافعة  2009س. الموسمي وخ. اوفيدو )هدى؛  أبو سعيد،

thuringiensis  واستخدامها في المكافحة الأحيائية لذبابة ثمار الفاكهة .مجلة وقاية نبات

 .188:27العربية، 

على فراشة Bacillus cereus Fr.&Frالروز الحياتي للبكتريا  (.2007،هارون حسين) أحمد

. رسالة Sevinومقارنة النتائج مع المبيد الكيميائي  Pieris rapae (L)اللهانة 

 .ص 51 ماجستير.كلية علوم . جامعة بغداد:

. دور بعض عناصر  (.2008و بدي  العبد الله )  ، محمد نايف؛ جمال عبد الله الحمادةألسلتي 

لديدان جوز القطن في منطقة دير الزور/سورية .المؤتمر العربي الثاني  هالمكافحة الحيوي

 ص 39:21 لتطبيقات البيولوجية للآفات. القاهرة. جمهورية مصر العربية.

 بكتريا عزلات فاعلية تباراخ(. 2014حذام صالح؛ الطويل ،احمد اياد وجاسم، مها اسماعيل)بلاسم، 

Bacillus thuringiensis (Berliner) التين عثة لحشرة اليرقية الأطوار على 

Ephestia cautella (Walker). 951-943(:2)11للعلوم. بغداد مجلة. 

      (. دراسة إمكانية إنتاج مستحضر حيوي من لقاح البكتريا2009، نبيل سليم سعيد) تويج

Bacillus thuringiensis  لمكافحة حشرة من الخوخ ألخضر. Myzus persicae 

(Sulzer) ،)11-1(:2)14مجلة القادسية للعلوم الصرفة )فصيلة.. 

 Bacillus thuringiensis(  . استعمال بكتيريا  2003عميري محمد عبيد .)ا، خالد الجبوري

(Berl) البطاطا .  وبعض منظمات النمو الحشرية للسيطرة على عثة درنات

Phthorimaea operculella .دبلوم عالي. كلية التقنية. قسم التقنيات الحياتية النباتية .

 ص.78هيئة التعليم التقني

(. تنقية البلورات 2012محمد, علي صادق ) ،محمد عادل؛ القزاز, عبد الكريم عبد الرازق وجعفر 

الانظمة ثنائية الطور  باستخدام Bacillus thuringiensisالبروتينية المنتجة من بكتريا 

 .806-799(: 4)53المائية. المجلة العراقية للعلوم, 

دور البلازميدات (.2013محمد, علي صادق ) ،محمد عادل؛ القزاز, عبد الكريم عبد الرازق وجعفر 

المجلة  ًالمعزولة محليا Bacillus thuringiensisبكتريا  فيالبلورات البروتينية  نتاجإفي 

 .301307-(: 2) 54العراقية للعلوم, 
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 Bacillusبكتريا  عزلات كفاءة تقييم (.2014حمد، حسام الدين عبدالله ) و جاسر محمدجميل، 

thuringiensis مجلة  .العراق في الحشرية الآفات بعض على محلية ترب من المعزولة

 .221-214(:12)14جامعة تكريت للعلوم الزراعية ،

( . دراسة تصنيفيـة مظهرية ووراثيـة على حشرة ذبابـة فاكهـة البحـر 2012، محمد مهـدي ، ) جـواد

 Ceratitis capitata (Wiedemann1824) (Diptera : Tephritidae)المتوسط 

 –في بعض من محافظات وسط العراق ، أطروحة دكتوراه ، كلية التربية للعلوم الصرفة 

 العراق. ابن الهيثم ، جامعة بغداد ،

 Dacus frontalis   ثمار القرعيات الكبرى  لذبابة النسبي الوجود (.2013) صكب رضا ،يالجوران  

  Becke القرعيات ثمار وذبابة Dacus ciliatus Loew ثمارالخيار على Cucumis 

ssativuL.    

كلية العلوم.  –(.  " اساسيات علم الاحياء المجهرية " , جامعة البصرة 1988هديل توفيق ) الحديثي ,

 ص. 201مطبعة جامعة البصرة.

( . الحشرات الاقتصادية في سوريا والبلاد المجاورة، مديرية الكتب 1978، غازي )الحريري 

 صفحة. 260والمطبوعات الجامعية، دمشق، سوريا: 

( . الآفات 1976، محمد محمود وعاصم ، محمود عبد الحليم ونصر ، السيد عبد النبي ، ) حسنـي

 صفحة. 180الزراعية / الحشرات و الحيوانية، دار المعارف، القاهرة، مصر: 

( . الحشرات الاقتصادية، دار المعارف، مصر: 1977، شاكر واحمد لطفي عبد السلام ، ) حماد

 صفحة. 351

 البكتيريا  لقاح سلالة من  مبيد الحيوي ال تقنية المستحدثة في إنتاجال. (2001) اظمميرة كس ، حميد

Pseudomonas fluorescens CHAO الكوفة جامعة ،العلوم كلية ماجستير، . رسالة 

 ص :66

.  (. تفاعلات الكوثرة و تصميم البوادئ2013زهرة محمود , أبو المعالي ، حسن محمود )الخفاجي ، 

 ص.298.معهد الهندسة الوراثية والتقنيات الحيوية للدراسات العليا . جامعة بغداد

 التجارب تحليل تصميم(  1980. ) الله خلف محمد العزيز عبد,  محمود خاشع,لراويا

 .ص320 .العراق.الموصل جامعة مطبعة.الزراعية
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  العلمي ثوالبح العالي التعليم لةوكا مطابع.  الحبوب تكنولوجيا.(1923) عيسى عبد محمد ، السعيدي

 .فحةص 515

(. .تكنولوجيا الحبوب . مطابع وكارة التعليم العالي والبحث 1923، محمد عبد عيسى ) السعيدي

 صفحة. 212العلمي جامعة بغداد : 

فعالية القتل الحيوي لبعض السلالات التابعة  (.2010، اسراء غانم و عبدالله ، باسمة احمد )السماك

 .15 :1. مجلة تكريت للعلوم الصرفة. B. thuringiensis و B. sphaericus للنوعين 

( . المبيدات ، دار الكتب للطباعة والنشر ، وزارة 1993، عواد والملاح ، نزار مصطفى ، ) شعبان

 صفحة 520التعليم العالي والبحث العلمي ، جامعة الموصل ، العراق ، 

من      Tephritidae(. دراسة تصنيفية لعائلة ذبابة الفاكهة 2011،هناء هاني عبد الحسين)الصفار 

اق. أطروحة دكتوراه، كلية في بعض محافظات العر order: Dipteraرتبة ثنائية الأجنحة 

 ص. 181العلوم ، جامعة بغداد:

 بعض في جاما أشعة تأثير (.2005، اياد احمد؛ الشمري ، احمد جاسم واحمد رعد فاضل )الطويل

 :Dacus ciliatus (Loew) (Diptera القرعيات ثمار لذبابة الحياتية السمات

Tephritidae). (32) :3.المجّلد الزراعية، العلوم  

في  Bacillus thuringiensis دراسة تأثير بكتريا ( .2006، علياء عبد العزيز حميد )العزاوي

 Phthorimaea operculella)السيطرة على عثة درنات البطاطا 

(zeller(Lepidoptera: Gelechiidae.رسالة ماجستير.)  كلية العلوم للبنات ،جامعة

 . 109بغداد:

 Bacillus thuringiensis. تشخيص ثلاث عزلات من  (2003، جهينة ادريس محمد. )علي

 . مجلة التربية والعلم. تحت النشر. Ph. operculellaممرضة لدودة درنات البطاطا 

في مكافحة فراشة  Bacillus cereus kurstaki(.أستخدام البكتريا 1990, بهاء حمدي)العميدي

كلية .,رسالة ماجستير في قسم علوم الحياة ،الأحياء المجهرية،pieris rapae Lاللهانة 

 ص 76جامعة بغداد.علوم ،
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(.دراسة كفاءة كاربونات الكالسيوم ومستخلص سلالة البكتيريا 1998منال محمود) قاسم،

Pseudomona fluorescens pf-5s  في حماية حاصل الذرة الصفار من الإصابة

 في B2 و B1 الافلاتوكسينات  وتلوث بسموم  Aspergillus flavusبالفطر 

 صفحة.  58رسالة ماجستير ،كلية الزراعة، جامعة البصرة:المخزن.

 القرعيات ثمار ذبابة لمجتمعات خلوية وراثية دراسة (.2013) سلطان أحمد عمار ،غوليه القر

Dacus ciliatus ( Loew )(Diptera : Tephritidae) مختلفة مناطق من المجموعة 

 ص. 173.اطروحة دكتوراه ،كلية التربية  ،جامعة تكريت.العراق من

  Entomopathogenic Bacteria (. البكتريا الممرضة  للحشرات2011،احمد)القناوي 

(B.t) Bacillus thuringiensis الشبكة العراقية لنخلة التمر, المتوفر.

 ص 6.المقالة  datepalms.net-w.iraqihttp://wwفي

   العربية المنظمة – العربية الدول جامعة( . 2008) العربية الزراعية للإحصائيات السنوي الكتاب 

 . 59-65( : 28) 30 المجلد ، الزراعية للتنمية

 Beauveria  bassianaطر لفر اتأثي (.2012،حسنين طاهر ومحمد،عبدالجليل محمود) كريم

في  Steinernema carpocapsa ودا لنيماتوا Bacillus thuringiensisيا  رلبكتوا

 Galleria mellonella  ( Lepidoptera:Pyralidae ).   رىلكبالشمع ت دودة ابالغا

 .370-  360 2):) 10مجلة الانبار للعلوم الزراعية،

البو حسيني ،مصطفى ضي فاضل ؛ علي ،عبد الستار عارف؛ ا، جاسم خلف ؛ الجصاني ،رمحمد

 Bacillus thuringiensis Berlinerو  Spinosad  ( كفاءة المبيدات الإحيائية 2013)

 .225-220(:2)44مجلة العلوم الزراعية العراقية، ضد حشرة الحميرة على النخيل.

 Beauveria bassianaطر لفر ا(. تأثي2012ر)اهن طحسنيم، يركل ولجليد اعبد محم، ودمحم

في  Steinernema carpocapsa ودالنيماتوا Bacillus thuringiensis  يارلبكتوا

 Galleria mellonella  ( Lepidoptera: Pyralidae).رى لكبالشمع ت دودة ابالغا

 .10:1،عيةزارلوم اللعلر لانباامجلة 

ي . إنتاج واستخدام مبيدات البكتيريا ف(2000)،  جبار فرحان والربيعي ، حسين فاضل  المعاضيدي

مكافحة الحشرات . ورشة العمل القطرية الأولى في  المكافحة الحيوية للآفات الزراعية . 

 تشرين الثاني. 25-26منظمة الطاقة الذرية العراقية.  

http://www.iraqi-datepalms.net/
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 Dacus( . دراسات بيئية وحياتية لحشرة ذبابة ثمار القرعيات 2000، حسن سليمان احمد  ) مهدي 

Ciliatus (Loew) (Diptera : Tephritidae)          وبعض طرق مكافحتها ، أطروحة

 دكتوراه ، كلي الزراعة ، جامعة بغداد ، العراق .

في ترب   Berliner Bacillus thuringiensis(.انتشار وتوزيع بكتيريا  2011،مايسة) مهيار

 النظم البيئية وزراعية مختلفة في سورية. مجلة جامعة تشرين للبحوث والدراسات العليا

 ((1العدد  33)المجلد)

تأثير بعض  . (2014)خلف دومجدي, عبوعبد الوهاب  دالقادر, أيا, ضياء سالم ؛عبد  الوائلي

  Dacus Iongistylusالعوامل الاحيائي و الكيميائي في مكافحة ذبابة القرعيات الكبرى 

Tephritidae:Diptera))  37(:2)4علوم ذي قار، ةبصرة. مجلعلى نبات البطيخ في-

.44 
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This study included the isolation of pathogenic bacteria Bacillus 
thuringiensis from different environmental sources in Diyala province, 
diagnosis biochemical and genetic partial ways, Mar 50 samples collected 
from different soils, namely, (agricultural soils and  garden soils and non-
agricultural soils) as well as from the water, from five districts in the 
province of Diyala (Baquba, Khalis, Muqdadiyah, Khanaqin, Balad Ruz) for 
the period from 1 \ 9 \ 2014 to 20 \ 11 \ 2014. Showed the results of 
biochemical diagnosis and the presence of four samples and by  percent 8% 
It was of a negative for transplantation bacterial and 46 sample growth by 
percent 92% It was of a growth positive for transplantation bacterial and 
found that 41 samples of which by   percent 82% belong to the genus 
Bacillus and the species of Bacillus thuringiensis and the percentage of 
bacteria isolated of agricultural soils 94% and soils garden 93% and water 
75%, and soils non-agricultural 44%. The pathogenic bacteria Bacillus 
thuringiensis of positive bacteria a gram dye and spore forming and The 
most of the natural habitat this bacterium is soil and it is capable of 
producing the diversified varieties of crystalline proteins with insecticide 
property. All isolates were tested for this bacteria that  which were able 
growth on the media selective Acetate Sodium Selective and the production 
of  insecticidal crystalline proteins   ( ICP) When staining by dye Coomassie 
brilliant blue (CBB) to conduct genetic partial diagnosis using several 
extraction (Mini gDNA Bacteria kit) processed by Bioneer company was the 
purity of DNA extracted ranging between (20.1-1.22) for all selected 
isolates, have been diagnosed with the bacteria at the level of genus and 
species Using the gene  16S rDNA with a molecular weight of 380 base 
pairs where the results showed polymerase chain reaction (PCR) that all 
isolates contain this gene and the same molecular weight which is 380 base 
pairs, also was diagnosed isolates containing the gene component 
crystalline proteins which cry a e molecular weight 200 base pairs using 

Summary 

 



1 
 

primer a specialist for this gene in polymerase chain reaction showed the 
results of gene doubled that all isolates contained the gene and the same 
molecular weight of 200 base pairs. After making sure of pathogenic 
bacteria as belonging to the genus Bacillus and species Bacillus 
thuringiensis according to their chemical diagnostics biochemical and 
diagnostic genetic partial, attended different concentrations They 
(1,2,3,4,5) g/L Of thebio preparation for these bacteria to study their impact 
on the different roles of Cucurbits fruit fly Daus ciliatus.                                
  Has been tested the effect of different concentrations of bio-preparation of 
these bacteria isolated from soil and water on the roles of this insect which 

eggs and larvae and pupa and Adults 

The results of test the effect of bio-preparation of these bacteria on the eggs 
of age (1-2) Since the highest rate of hatchling  (3.2) and by (89%) at a 
concentration of 1 g / l of bio- preparation and lowest hatchling (0.6) and 
by (19%) at a concentration of 5 g / L of bio- preparation comparison with 
control (3.2) and by (96%) for the isolated bacteria from soil Since the 
highest rate of hatchling (3.1) and by (92%) at a concentration 1 g / L of 
bio- preparation and lowest hatchling (2.1) and by (62%) at a 
concentration of 5 ,4 g / L of bio- preparation comparison with control 
(3.2) and by (96%) for isolated bacteria from water, and on The last larval 
phase, The highest the value of the rate of highest (2.0) and by (99%) at a 
concentration of  5 g / L of bio- preparation and The less the value of the 
rate of loss (0.5) and by (26%) at 1g / L of bio- preparation concentration 
compared with the control treatment (0.07) and by (%3) for isolated 
bacteria from soil .reached its highest value the loss rate (1.2) and by (57%) 
at a concentration of 5 g / L of bio- preparation and less the value of the 
loss rate (1.0) and by( 6%) at a concentration 1 g / L of bio- preparation 
comparison with control ( 0.07) and by (3%) for the bacteria isolated from 
water and on pupa age(6-7) day, reaching the highest rate of emergence of 
pupa( 3.2) and by (92%) at a concentration of 1 g / L of bio- preparation 
and less the emergence of pupa rate (0.4) and (13%) at a concentration of 5 
g /L of bio- preparation comparison with control (3.2) and by 96% for 



1 
 

bacteria isolated from soil reaching the top of the emergence of pupa rate 
(3.1) and by (92%) at a concentration of 1 g / L of bio- preparation and less 
the emergence of pupa rate (2.1) and by (62%) at a concentration of 5 g / L 
of bio- preparation comparison with control (3.2) and by (96%) for 
bacteria isolated from water. and on kill adult, The highest killing rate for 
males (1.6) and by (32%) and females (1.5) and (30%) at a concentration of 
5 g / l of bio- preparation and  less killing of the male rate (0.5) and (10%) 
and females (0.4) and by (13%), comparison with control males (0.1) and 
by (2%) and females (0.1) and by (2%) for the isolated bacteria from soil. 
The highest kill the male rate (0.8) and by (32%) and females (0.7) and 
(30%) at a concentration of 5 g / L of bio- preparation ,and less killing of 
the male rate (0.2) and (4%) and females (0.4 ) and by (13%) at a 
concentration of 1 g / L of bio- preparation comparison with control males 
(0.1) and by (2%) and females (0.1) and by (2%)for the isolated bacteria 
from water and one female productivity of egg reached its highest 
production rate eggs 84.5 eggs per female at a concentration of 1 g / L of 
bio- preparation, and less egg production rate of 54.5 eggs per female at a 
concentration of 5 g / L of bio-preparation comparison with control eggs 
productivity rate of 87.5 egg female for isolated bacteria from soil reaching 
its highest egg production rate (85%) eggs per female at a concentration of 
1 g / L of bio- preparation, and  less egg production rate (79.5%) eggs per 
female at a concentration of     5 g / L of bio -preparation ,compared with 
treatment control productivity rate of whites (85.5%) eggs per female for 

isolated bacteria from the water                                                                       
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