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 :Callosobruchus maculatus(F.)  (Coleoptera التوزیع الوراثي لخنفساء اللوبیا الجنوبیة
Brachidae)  العراقفي  مناطق مختلفةثلاث  في  

 3حقي إسماعیل خلیل،  2برهان مصطفى محمد ، 1عادل علي حیدر

  ، جامعة كركوك ، كركوك ، العراقكلیة العلوم قسم علوم الحیاة ،  1
  ، تكریت ، العراق  جامعة تكریت،  كلیة التربیةالحیاة ، قسم علوم  2
   ، تكریت ، العراق جامعة تكریت، كلیة الزراعة  3

) 2013/  3/  17تاریخ القبول:  ----  2013/  1/  15( تاریخ الاستلام:   
  الملخص

 يفـ Callosobruchus maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae)حشـرة  خنفسـاء اللوبیـا الجنوبیـة  حولالجزیئیة نظرا لقلة الدراسات الوراثیة 
ومضــاعفة المورثــة  Polymerase Chain Reaction) (PCRتــم دراســة الاختلافــات الوراثیــة فیهــا بتقنیــة التفاعــل البنــائي ألتتــابعي  ، فقــدالعــراق

 تكریـت، اربیـل و  كركـوكهـي دن عراقیـة لهـذه الحشـرة أخـذت مـن ثـلاث مـبوادئ متخصصة لثلاث مجتمعات سـكانیة  باستعمال 28SrDNAالنوویة 
أظهـرت النتـائج تشـابه الأنمـاط المظهریـة . .Vigna unguiculata L  (Leguminaceae or Fabaceae)المصـابة بـذور اللوبیـا المحلیـة   مـن

  ).    0 - 0.26ت (للحشرات وظهور أنماط حیاتیة تختلف مع بعضها في تتابعات النیوكلوتیدات وتراوحت المسافة الجینیة بین العینا
 المقدمة 

) مـن أهــم  Leguminaceae or Fabaceaeتعتبـر العائلـة البقولیـة (
ـــة لكونهـــا تضـــم عـــددا كبیـــرا مـــن المحاصـــیل الاقتصـــادیة  ـــل النباتی العوائ

ــــــي تســــــتعمل كغــــــذاء للإنســــــان   ـــــــها  ،المهمــــــة الت والــــــبعض مــــــن أجزائــــ
ـــها  ـــوانات، ومــن أهمـــــ   .Cowpea(Lوبیـــا  (اللبــذور كأعــــــلاف للحیــ

Walp.      Vigna unguiculata  وتــــأتي بالمرتبــــة الثانیــــة بعــــد ،
ــــة محصــــولي الحنطــــة والشــــعیر ــــة مهمــــة ومصــــدرا  الحبوبی كمــــادة غذائی

.  بالإضـافة 2&1] [% مـن مكوناتهـا32-20للبروتین الذي یؤلف مـن 
، B1إلى احتوائها على نسب عالیة من الكالسیوم ، الحدیـد ، فیتامینـات 

B2 بزیادة خصـوبة التربـة مـن خـلال تثبیتهـا  وتقوم .والأحماض الامینیة
 [للنایتروجین نظرا للعلاقـة التكافلیـة التـي تجمعهـا ببكتریـا العقـد الجذریـة 

ـــب  2009عــام فــي العــراق   وقــدرت المســاحة المزروعــة بهــا.   4&3]  ـ
تحتــوي   .] 5 [كغــم   1534.4 لغــتمتوســط إنتاجیــة  ببدونــم  46712

ـــــــذور ـــــــا ب ـــــــى مثبطـــــــات للتربســـــــین   اللوبی والكیموتربســـــــین  Trypsinعل
Chymotrypsin  وكذلك على مركبـات سـیانوجینیة ،Cyanogenic 

compounds  ، هـــــــــذه الا أن وجمیعهـــــــــا مركبـــــــــات ضـــــــــارة بالصـــــــــحة
. تهــاجم  [6] المركبــات تــتحطم بــالحرارة ویــتم الــتخلص منهــا عنــد الطــبخ

ـــــــات الحشــریة فـي الحقـل والمخــزن العدیــد مـن الآفمحاصـیل البقولیــــــات  
 .Callosobruchus maculatus F وتعد خنفسـاء اللوبیـا الجنوبیـة  

(Coleoptera:Bruchidae)  واحــدة مــن أكثــر الآفــات إصــابة لهــا فــي
. تنتشـــر هـــذه الحشـــرة فـــي معظـــم [7]الحقـــل والمخـــزن علـــى حـــد ســـواء  

الشـــمالیة ، وفـــي  أنحــاء العـــالم وخاصـــة أفریقیـــا وأمریكـــا الجنوبیـــة وكـــذلك
. وتكمـن  [8]العراق  فهي منتشـرة فـي المحافظـات الوسـطى والجنوبیـة  

) ولیرقـــات هـــذه  (Polyphagousخطورتهـــا  فـــي انهـــا متعـــددة العوائـــل 
نوعـا مـن أنـواع بـذور  35الآفة القدرة علـى  النمـو والتطـور علـى حـوالي 

یــا التــي إن نســب فقــد الــوزن فــي بــذور اللوب[10] ووجــد . [9]البقولیــات 
بعــد ســتة  90%مـن قبــل  هــذه الحشـرة لبــذوراللوبیا  قــد تصــل تصـل إلــى 

فــــي بعــــض ســــلالاته  100%أشــــهر مــــن الخــــزن . وأحیانــــا ترتفــــع إلــــى 

إن الحشرة الواحدة من خنفسـاء اللوبیـا تسـتهلك مـا  [12]. ولاحظ  [11]
غـــم مـــن وزن بـــذرة اللوبیـــا . ونظـــرا للأهمیـــة الاقتصـــادیة  0.026یقـــارب 

شــرة وقلــة الدراســات الوراثیــة عنهــا فــي العــراق  فقــد تمــت دراســة لهــذه الح
 Polymerseبطریقـة التفاعـل البنـائي التتـابعي  28SrDNAالموروثة 

Chain Reaction PCR)  لدراســـــة أخــــتلاف المواقـــــع الجغرافیـــــة  (
القریبــــة مــــن بعضــــها علــــى التنــــوع الــــوراثي لخنفســــاء اللوبیــــا الجنوبیــــة و 

ل هــذه الحشــرة والحصــول علــى شــجرة تطورهــا لتــوفیر قاعــدة بیانــات حــو 
(Phylogenitic tree)   لغرض الاستفادة منها في التصـنیف و بـرامج

 المكافحة . 

   المواد وطرائق العمل
  جمع العینات: -1

ـــم جمـــع بالغـــات خنفســـاء اللوبیـــا الجنوبیـــة    Callosobruchusت

maculatus F.   المحلیـــــة  مـــــن بـــــذور اللوبیـــــا الحمـــــراء(Local) 
) ،  (Tikritسـواق ثلاثـة مـدن فـي العـراق وهـي  تكریـت  المصابة من ا

ونسـبت إلیهـا شـفرات ) 1()  جدول  (Erbilوأربیل  (Kirkuk) كركوك 
EC, KC ,TC   علـى التـوالي ، شخصـت الحشـرات الكاملـة فیمـا بعـد

في المتحف التاریخ الطبیعي في جامعة بغـداد وسـجلت إحـداثیات مواقـع 
 -GPS-etrexام جهـاز تحدیـد المواقـع العالمیـة (جمـع العینـات باسـتخد

Tiwan  وبیانـــات المنـــاخ لكـــل منطقـــة مـــن الهیئـــة العامـــة للأنـــواء ، (
ـــا  ـــل الحمـــراء  الجویـــة والرصـــد الزلزالـــي ، وشخصـــت بـــذور اللوبی مـــن قب

الهیئــة العامــة لفحــص وتصــدیق البــذور فــي أبــي غریــب . ربیــت  عینــات 
الحمـراء مختبریـا فـي الحاضـنة   من حشرات كـل منطقـة علـى  بـذوراللوبیا

ْ ورطوبة نسـبیة  2+30في درجة حرارة  لغایـة الجیـل الرابـع %  5+70 م
)4G ـــة لكـــل ـــت مـــن كـــل عین ـــا ،عزل ـــة وراثی ـــال نقی ـــى أجی ) للحصـــول عل

إنـاث ) بعمـر یـوم  5ذكـور +  5منطقة  خمسة أزواج مـن الكـاملات  ( 
ات  لكـل واحد و وضعت كل زوج من  ألأزواج الخمسـة مـن هـذه الحشـر 

ــــى  5ذكــــر +  5عینــــة ( ــــى) عل ــــا المعقمــــة  20أنث ــــذور اللوبی غــــم مــــن ب
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مــــل  معقمــــة   (800)(خمــــس مكــــررات ) داخــــل قنــــاني زجاجیــــة ســــعة 
وأحكمت فوهاتها بواسطة قماش الملمـل ذو تهویـة جیـدة وربطـت بأحزمـة 

ْ  2+30علــى درجــة حــرارةمطاطیــة ووضــعت فــي الحاضــنة  وضــبطت   .م
حشـرة ( زوج  [30حفظـت جمیـع الحشـرات و  % 5+70الرطوبة النسـبیة 

خمســة أزواج  لكــل منطقــة أو مدینــة  بعــد نفوقهــا  بواقــع ] لكــل مكــرر)
داخـــــل أنابیـــــب اختبـــــار   70%مباشــــرة  وكـــــلا علـــــى حـــــدة فــــي كحـــــول 

مـــــــــــل مرقمـــــــــــة لحـــــــــــین الاســـــــــــتعمال . 5بلاســــــــــتیكیة معقمـــــــــــة حجـــــــــــم 

  

  )  توضح مناخ ومواقع وسنة جمع العینات1جدول (

  
  

ـــوزي (اســـتخلاص ا 2- ـــدي اوكســـي رایب ـــووي ال  DNAلحمـــض الن

extraction  من ( C.maculatus 
قســم علـوم  –تم إجـراء هـذه العملیـة فـي مختبـر البحـوث فـي كلیـة العلـوم 

)  مــن الحشــرات Thorax( جامــــــــعة  كركــوك ، أزیــل الصــدر –الحیــاة 
.  [13]كــــــلا علــــــى حــــــدة وأهملــــــت الأجــــــزاء الأخــــــرى  لتجنــــــب التلــــــوث 

ــــــــباستعمــــ ـــــــــغیر معق ـــــــــرط صــــ ـــــــــال مشـــ ـــــــــت المجهــــــــر التشــــــــریحي   مـــ تحــ
Japan)(Olympus    ـــمض النـــووي ـــ ( . واســتخلص الحـ ) DNAألـ

 G-spin Genomic DNA Extractionباسـتعمال الطقـم الجـاهز  

Kit ForCell/Tissue(Promega,USA)نقــــــاوة جمـــیـــــع   ت.  قیـــــــس
 Nano Drope Spectrophotometreجـــــــــهاز  العینـــــات بواســـــــطة

(ND 1000, USA) ) وباســــتخدام البــــادئprimer2 () جــــدول (
) تــــــــــــم مضــــــــــــاعفة الموروثــــــــــــة  (Cinnagen–Iranوالمجهــــــــــــزة مــــــــــــن 

28SrDNA gene  
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  المستخدمة في الدراسة 28SrDNA) أسم وموقع وتتابع الموروثة 2جدول (

  المصدر  بع البادئتتا  اسم البادئ  موقعه  اسم الموروثة

  
  
  

28S rDNA 
  
  
  
  

  
نواة

ال
    

  
D2CFD45F  

  
  
  

D2CRD45R  
  

  
  

5’–TACCGTGAGGGAAAGTTGAAA- 3’  
  
  
  

5’-AGACTCCTTGGTCCGTGTTT-3’     
  

  
  
  

[14]    

  
 GoTaq® Green باستخدام   PCRبعملیة التفاعل البنائي التتابعي

Master Mix( Promega USA)  الذي یتكون من GoTaq®  

DNA Polymerase  2X  400وμM dATP  ، 400μM 

dGTP، 400μM dCTP، 400μM   dTTP  3 وmM 

MgCl2 .بجمع ظروف التفاعل  )3(موضح في جدول  وكما هو ،
ومن ثم 1.5Ml) حجم (Eppendorfعینة داخل أنبوبة ابندروف  30

إلى أنابیب ابندروف حجم   µl 750من المجموع الكلي  µl 25نقل 
0.5Ml   المبلمر الحراري  ، وضعت جمیع الأنابیب في جهاز30عدد 

PCR( Techne  Tc.512,  UK) ) 4بعد برمجتها جدول. (  
لحشرات DNA ألــالمستعملة لغرض مضاعفة المحالیل ) أحجام 3جدول (

C.maculatus  
  حجم المحالیل المستعملة

 ـعینة الواحدةلل

  المواد

10µl Master mix 
2.5µl F.Primer 
2.5µl R. Primer 
3.0µl DNA template 
7.0µl Nuclease free water 
25 µl Total 

 

  gene   28SrDNAللموروثة   PCR) یمثل برنامج 4جدول (
Cycle Time  Temperature Program of 

PCR  
1  2 min. 95 °C  Initial 

denaturation 
  

35  
50 

sec. 
95°C  Denaturation  

50 
sec.  

48°C Annealing 

50 
sec.  

72°C Extension 

 3min. 72°C Final extension 
Total time of PCR=2hr. and 5min 

  

دقــائق ) ، نـقلت مـــن كـــــل  5ساعــة و2بــعد انتــهاء وقت البرنــــامــج ( 
إلى شریط  PCR  (PCR product)مـــن نــــــاتـــج  ألــ  10µlأنبـــوبـــــة 

 مـــن صبــــغة التحمــیل 3µlى سطح معقم محمـــلة بــ لــــلاصــق مثبتة ع

blue)  Loding dye ( Bromophenol بعد المزج نقلت إلى  و
  ethidium bromideمع   gel agarose %1.5هلام الاكاروز(

2µl) وتم الترحیل بجهـاز  (Gel electrophoresis (Akhtarian, 

Iran  حص مباشرة تحت جهاز یفثم اللمدة ساعة واحدة  110بفولتیة
) وصور الهـــــلام Major science UKالأشعة فوق البنفسجیة (

. وقبل Sony 14.1, Mega Pixel, Japan)باستخدام كامــــیرا (
)، أجریت DNA sequencingإجراء عملیة تتابع الحمض النووي (

حزم   6مرة ثانیة وأزیلت  (PCR) تفاعل البنائي التتابعيعملیة ألـ
لغرض دراســـــــة وج أحدهما ذكر والاخر أنثى لكل منطقة تمثل ز 

ننقیته باســــتعمال وجرت  التتــــــــابع فیه من الــــــهلام بعد انتهــــاء العمــــلیة
Korea) Gel purification kit (Geneaid-  وتم إجراء التتابع

صحة ) فــــي كلیة العلوم وال(Genome Centerفــــي مركز الجینوم 
 Sanger) بطریقة سنجر   (Koya Universityفـــي جامعــــة كویـــــة 

procedure)  ، ( باستخدام(Gene analytical sequencer AB 

Applied (Biosystems HITACHI, USA) وبمسـاعدة برنامــــــج 
(Chromas software version 5.3.1,Germany)  من

 Sequenceفاف التتابــــع (الحاسوب مباشرة . اجریت عملیة اصط

Alignment بالتتابع الموجــود لهذه المــــوروثة فـــي مصرف الجینــات (
 CBI (National Central Biotechnologyفــــي ( 

Information   في الانترنیت مع التتابع الناتج من هذه الدراسة
 Geneious  5.5.6والحصول على شجرة التطور باســـــــتخدام برنـــــامج 

version)  .وتحدید مناطق حدوث الطفرات فیها (  
  النتائج والمناقشة

) نقاوة مستخلصات الحمض النووي 1یوضح النتائج في الشكل (
) لجمیع العینات فقد تراوحت (1.80 -2.00التي تراوحت بین DNAألــ

 TC)وتكریت ( EC)) وأربیل (KCنقاوتها في حشرات مدینة كركوك (
)  على التوالي 1.80-1.96) و (1.80 -1.95) و ( 1.80-2.0بین (

  .[14] مما یدل على نقاوتها وانعدام الفروق المعنویة فیما بینها 
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ــــــلام ( صـــــورة  ــــــائج الهـ ــــــزم (1وبینـــــت  نتـ ــــــع Bands) تكـــــوین حـ ) لجمیــ
هـذه  ق) وتتفـ500bp-600بــیـــن  (  DNAحجـــم ألــ العینـات تـــراوحـــت

  ) على 600bpو (  550bp)حیث كانت(  [16]و [15]النتیجة مع 

التـــي  [18]و [17]التـــوالي لـــنفس الحشـــرة فـــي الســـنغال .ولا تتفـــق مـــع 
  على التوالي في غرب أفریقیا .   724bp)) و  (404bpكانت (

  
  )1.5%على هلام الاكاروز ( PCRم تقنیة ألـلحشرات خنفساء اللوبیا الجنوبیة والمعزولة باستخدا DNAحجم  ألــ 1صورة 

, 6-10: Female, (M): Marker 1500bp            1-5: Male 
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  وكانت نتائج تتابعات الحامض النووي لجمیع العینات على النحو التالي  :
-sample-1-28s. KCM.seq…………..440bp 
CTTGAAAAGGGGTTCAGAAGTAAGTGAACCGTTCAGGGGTAACCTGAGAAACCCGAAAGGTCGAA
AGGGGAAAGAAAAAAAAAGGTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCGTGATGGAAGGCGTTCGCG
TTGTCCGCGCCTTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTTCCCCTAGTAGGACGTCGC
GATCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGTGCGATCGTTTCGGCGATTCGTGCT
CGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAGATGGCGCGAGGCCGCTACGTTAAT
TAGCGTCCGACCCACGGCAAGCGCGTTCGATGCTAAGACGGCGATCGGACCTAGTGCCGATTCCGT
TTCCGGACGACTGTTGGCCTTGTGTATATCTTGGGCAGATCCTCG 
 
|> gb|AY625367.1 Callosobruchus maculatus 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=724 
Score =  648 bits (718),  Expect = 0.0 
Identities = 407/436 (93%), Gaps = 3/436 (1%)  
Strand=Plus/Minus 
 

   یا المعزولة من كركوك مع تتابعات مصرف الجینات اصطفاف تتابعات ذكر خنفساء اللوب

CCTGAGAAACCCGAAA 58-CCGTTCAGGGGTAA-GTTCAGAAGTAAGTGAA-Sample  2    TTGAAAAGGG 
||||| || | |||||  |||| ||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||             

CTGAGAAACCCGAAA  G.bank  436  TTGAAGAGAGAGTTCAAGAGTACGTGAAACCGTTCAGGGGTAAAC
7  
 

GGTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCGTGATGGA  8aaaaaaaaaGSample  59   GGTCGAAAGGGGAAA 
|||||||||||||||   |        ||||||||||||||||||||||||||||| |||             

Sbjct  376  GGTCGAAAGGGGAAATTCATTCGCGTCTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCGTGACGGA  17 
 

119  AGGCGTTCGCGTTGTCCGCGCCTTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTT  8Sample   
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||              

Sbjct  316  TGGCGTTCGCGTTGTCCGCGCCTTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTT  57 
 

TTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTG  38Query  179  CCCCTAGTAGGACGTCGCGATCCG 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  256  CCCCTAGTAGGACGTCGCGATCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTG  97 
 

CTCGACGG 298Query  239  TGCGATCGTTTCGGCGATTCGTGCTCGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCG 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  196  TGCGATCGTTTCGGCGATTCGTGCTCGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGG  37 
 

Query  299  TATACAGATGGCGCGAGGCCGCTACGTTAATTAGCGTCCGACCCACGGCAAGCGCGTTCG  58 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  136  TATACAGATGGCGCGAGGCCGCTACGTTAATTAGCGTCCGACCCACGGCAAGCGCGTTCG  77 
 

Query  359  ATGCTAAGACGGCGATCGGACCTAGTGCCGATTCCGTTTCCGGACGACTGTTGGCCTTGT 418 
|||||||||||||||||||| ||||  | |||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  76   ATGCTAAGACGGCGATCGGACCTAGTGCCGATTCCGTTTCCGGACGACTGTNGGCCGNGN  17 
 

Query  419  GTATATCTTGGGCAGA  434 
| || ||| || ||||             

Sbjct  16   GGATCTCTCGGACAGA  1 
  

-sample 6-28s1.KCF.seq……………….460bp 
TTTAAAAGGCCCAGGGATTATAACTAATTTAGTCTCTGCTATCCCATATTTAGGAACTTCTATTGTT
CAATGAATTGGGAGGGGAATCGCAGTCGATAACGCAACTTTAACCCGATTCTTTGAATTTCATTTTT
TATTACCATTTATCGTTACTGCATTTGTAATTATCCATCTCTTATTCCTCCACCAAACAGGATCAAAT
AACCCCCTCGGAACTATAAAAAATATTGATAAAATCCCATTCCACCCCTATTTCACATATAAAGAC
ATTTTAGGCATATTAATTATATTATTTTTATTAACATTTTTAACACTCTATTCACCCTATTTTCTAGG
AGACCCTGATAATTTCACACCAGCGAATCCCTTAGTAACTCCTGCCCATATTAAGCCAAAATGATA
CTTCTTATTCGCCTATGCAATCCTACGGTCAATTCCTAATAAATTAGGAGGGGTAAAA 
 
> gb|EF484385.1 Callosobruchus maculatus isolate Africa cytochrome b (cytb) gene,  
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partial cds; mitochondrial 
Length=437 
Score =  690 bits (764),  Expect = 0.0 
Identities = 396/405 (98%), Gaps = 0/405 (0%)    
Strand=Plus/Plus 

 
   اصطفاف تتابعات أنثى خنفساء اللوبیا المعزولة من كركوك مع تتابعات مصرف الجینات 

    
TATAACTAATTTAGTCTCTGCTATCCCATATTTAGGAACTTCTATTGTTCAATGAATTG  Query  18   T

77 
|||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||              

Sbjct  33   TTATTACTAATTTAGTCTCTGCTATCCCATATTTAGGAACTTCTATTGTTCAATGAATTT  
92 

 
TTAACCCGATTCTTTGAATTTCATTTTTTAT Query  78   GGAGGGGAATCGCAGTCGATAACGCAACT

37  
|| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||             

Sbjct  93   GGGGGGGATTCGCAGTCGATAACGCAACTTTAACCCGATTCTTTGCATTTCATTTTTTAT  
52 

 
GAT Query  138  TACCATTTATCGTTACTGCATTTGTAATTATCCATCTCTTATTCCTCCACCAAACAG

97  
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  153  TACCATTTATCGTTACTGCATTTGTAATTATCCATCTCTTATTCCTCCACCAAACAGGAT  
12 

 
57  tatttcaQuery  198  CAAATAACCCCCTCGGAACTATAAAAAATATTGATAAAATCCCATTCCACCCC 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||             
Sbjct  213  CAAATAACCCCCTCGGAACTATAAAAAATATTGATAAAATCCCATTCCACCCCTATTTTA 

72  
 

17  catataaagacattttaggcatattaattatattatttttattaacatttttaacactctQuery  258   
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  273  CATATAAAGACATTTTAGGCATATTAATTATATTATTTTTATTAACATTTTTAACACTCT  
32 

 
CTAGGAGACCCTGATAATTTCACACCAGCGAATCCCTTAGTAACTC  77attcaccctattttQuery  318   

||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||             
ct  333  ATTCACCTTATTTTCTAGGAGACCCTGATAATTTCACACCAGCAAATCCCTTAGTAACTC  Sbj

92 
 

Query  378  CTGCCCATATTAAGCCAAAATGATACTTCTTATTCGCCTATGCAA  422 
||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||             

37Sbjct  393  CTGCCCATATTAAGCCAGAATGATACTTCTTATTCGCCTATGCAA  4 
  

-sample1-28s1.ECM.seq…………………518bp 
CCTAGGAAAAGAATTCCAGAGTACGTGAACCGTTCAGGGGTAAACCTGAGAACCCGAAAGGTCGA
AAGGGGAGGGGGAGCTCCTCTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCGGAGGGATGGGGTTCGCGTT
GTCCGCGCCTTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTTCCCCTAGTAGGACGTCGCGA
TCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGTGCGATCGTTTCGGCGATTCGTGCTCG
AACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAGATGGCGCGAGGCCGCTACGTTAATTA
GCGTCCGACCCACGGCAAGCGCGTTCGATGCTAAGACGGCGATCGGACCTAGTGCCGATTCCGTTT
CCGGACGACTGTTGGCCGTGTGTTATCTCTCGGACAGACCTCGTTCGAAACGCTGATCTGCGACGC
TATAGCTTTGGGTACTTTCAGGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTATTAA 
> gb|HQ845243.1.Callosobruchus maculatus isolate KAMK-03 28S ribosomal RNA gene,  
partial sequence 
Length=551 
Score =  710 bits (786),  Expect = 0.0 
Identities = 458/493 (93%), Gaps = 6/493 (1%) 
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Strand=Plus/Plus 
    اصطفاف تتابعات ذكر خنفساء اللوبیا المعزولة من أربیل مع تتابعات مصرف الجینات 

 
-CCGTTCAGGGGTAAACCTGAGAA-Query  10   AGAATTCCAGAGTACGTGAA

CCCGAAAGGTCGAAA  67 
||| ||| |||||||||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||             

Sbjct  40   
CGTGAAACCGTTCAGGGGTAAACCTGAGAAACCCGAAAGGTCGAAA  99AGAGTTCAAGAGTA 

 
-CTCCTCTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCG-Query  68   GGGGAGGGGGAG

GAGGGATGGGGTTC  25  
|||||     |  | | | ||||||||||||||||||||| |||| || ||| || ||||             

Sbjct  100  
GCGTGACGGACGGCGTTC  59GGGGAAATTCATTCGCGTTTCGGATATCGGCGATGAGCAGTC 

 
GTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTTCCCCTAG -Query  126  GCGTTGTCCGCGCCTTCT

84  
|||| |||||| |||| | ||||| ||||||||| ||||||||||||||||||||||| |             

Sbjct  160  GCGTCGTCCGCTCCTTGTTGTTTTCCGAACCGGTAACGAACGCGTGCACTTTTCCCCTGG  
19 

 
y  185  Quer

TAGGACGTCGCGATCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGTGCGATC  44 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||             

Sbjct  220  
TAGGACGTCGCGATCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGCGCGATC  79 

 
Query  245  

AACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAG 304GTTTCGGCGATTCGTGCTCG 
|| ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  280  
GTCTCGGCGATTCGCGCTCGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAG  39 

 
Query  305  

GTTCGATGCTAA  64ATGGCGCGAGGCCGCTACGTTAATTAGCGTCCGACCCACGGCAAGCGC 
|||||||||||||||||||| |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||             

Sbjct  340  
ATGGCGCGAGGCCGCTACGTAAATTAGCGTCCGACCCGCGGCAAGCGCGTTCGATGCTAA  99 

 
Query  365  

GACGGCGATCGGACCTAGTGCCGATTCCGTTTCCGGACGACTGTTGGCCGTGTGTTATCT  24 
|||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| |  ||||             

GATCT -Sbjct  400  GACGGCGATCGGACCTAGCGCCGATTCCGTTTCCGGACGACTGTTGGCCGTGCG
58  

 
Query  425  

CTCGGACAGACCTCGTTCGAAACGCTGATCTGCGACGCTATAGCTTTGGGTACTTTCAGG  84 
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             

Sbjct  459  CTCGGACAGACCTCGTTCGAAACGCTGATCTGCGACGCTATAGCTTTGGGTACTTTCAGG 
18  

 
Query  485  ACCCGTCTTGAAA  497 

|||||||||||||             
Sbjct  519  ACCCGTCTTGAAA  531 

  
 
 
-sample6-28s1. ECF.seq………………..515bp 
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TTTTTCGGGTTCACCTTTAAGGATCAGAGTCGTGAACCGTTCGGGGTAATCCTGCCCTTTCCGAAAG
GTCGAAGGGGAAGAAAGGGGAAGGGGAATGGGAGGACTCTTGAGGAAAGAGAAGCGTGTCGGCC
TTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTGTTCCCCTAGTAGGACGTCGCGATCCGTTGGG
TGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGATTTCGTGTGCGTTCGTTTCGGCAATTCGTGCTCGAACCCGCGA
TGTTCCGGCCGACTCAGTCGACGGTAAACAGATGGGGCGAGGCCGCTACCTTAATTTGCGGCCGAC
CCCGGGACATTCCCCCCCCGGTGATAACCACAGGGAACGGCCCCCCTGCTGAATCCCTATCCGGAC
CTCTTGTTGTCTCTTTTGGATCCCCCGGGGAAAATTTCTAATAATGGGGGGGCTGAATAAACTTTCC
TTTGGGTAATTTTAGGACACGTCTTTAAAACATGCGACCAGGGGAACTTAC 
 
> gb|FJ000438.1Callosobruchus maculatus 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=428 
Score =  316 bits (350),  Expect = 8e-83Identities = 193/205 (94%), 
 Gaps = 0/205 (0%) 
Strand=Plus/Plus 

  
  اصطفاف تتابعات أنثى خنفساء اللوبیا المعزولة من أربیل مع تتابعات مصرف الجینات

 
Query  129  

GCCTTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTGTTCCCCTAGTAGGACGTCGCG  88 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||             

ACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTTCCCCTAGTAGGACGTCGCG  Sbjct  71   GCCTTCTGTTTTTCGA
30 

 
Query  189  ATCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGATTTCGTGTGCGTTCGTTTCGGCAATT 

48  
|||||||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||| |||||||||| |||             

GATCGTTTCGGCGATT Sbjct  131  ATCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGTGC
90  

 
Query  249  

CGTGCTCGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCAGTCGACGGTAAACAGATGGGGCGAGGC  08 
||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||| |||||||| |||||||             

Sbjct  191  
CGTGCTCGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAGATGGCGCGAGGC  50 

 
309  CGCTACCTTAATTTGCGGCCGACCC  333 Query  

|||||| |||||| ||| |||||||             
Sbjct  251  CGCTACGTTAATTAGCGTCCGACCC  275 

  
-sample 1.28s.TCM.seq………………..451bp 
CAACGGAGGGCCTTTCTCGGGATTCGAAGGACTAGGGCGGAAAAGCGAGGGCAGGAGCATGAGGC
GCTTGCCGTGGGTCGCACGCTGGTGACCATAGCGTGCTCTTTTCATCTGTTACCGTCCAGCGAGTCG
TGCGGGACATCCTGGGGTCCAGCACGAATCGCCGAAACGATCGCACACGGACTCTACCGCGAGCC
GTAGACCGACTCCCGACGAATCGCGCCGTCGTATTAGGGGAAAAGGGGGCCCCTTCGTCACCGGTT
CTAAAACCAAAAGGCGCGGACAACGCATAACGCCATCGGTAACGGGCCTGCTGCCGCTAATTTTCC
AGACCCAATGTTATTTTCCCTGTTCCTCTTTGAGGGTTCTCCATGTTAACCCTTAACCGGTTCCCCTA
TACTCTTTGAACTCTCTCTTCAACCCGTCTTTTAAACTTTCCCCACGGGAAAAT 
 
>gb|AY625367.1 Callosobruchus maculatus 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=724 
Score =  300 bits (332),  Expect = 5e-78 
Identities = 305/386 (79%), Gaps = 10/386 (3%) 
Strand=Plus/Plus 
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   اصطفاف تتابعات ذكر خنفساء اللوبیا المعزولة من تكریت مع تتابعات مصرف الجینات 
 

TACCGTC  -Query  64   GCGCTTGCCGTGGGTCGCACGCTGGTGACCATAGCGTGCTCTTTTCATCTGT
22 

||||||||||||||||| |||||  | | | |||||  |||    ||||||| |||||||             
TCGGACGCTAATTAACGTAGCGGCCTCGCGCCATCTGTATACCGTC Sbjct  82   GCGCTTGCCGTGGG

41  
 

Query  123  
CAGCGAGTCGTGCGGGACATCCTGGGGTCCAGCACGAATCGCCGAAACGATCGCACACGG  82 

|||||||||  ||| |||||  ||| || ||||||||||||||||||||||||||||||              
Sbjct  142  

CGAAACGATCGCACACGG  01GAGCGAGTCGGCCGGAACATCGCGGGTTCGAGCACGAATCGC 
 

Query  183  
ACTCTACCGCGAGCCGTAGACCGACTCCCGACGAATCGCGCCGTCGTATTAGGGGAAAAG  42 

|||| |||||||||||||||||||| ||| ||| |||||| |||| || |||||||||||             
Sbjct  202  

ACTCCACCGCGAGCCGTAGACCGACACCCAACGGATCGCGACGTCCTACTAGGGGAAAAG  61 
 

y  243  Quer
GGGGCCCCTTCGTCACCGGTTCTAAAACCAAAAGGCGCGGACAACGCATAACGCCATCGG  02 

|  | | |||||||||||||| |||| || ||||||||||||||||  ||||||||| |              
-Sbjct  262  TGCACGCGTTCGTCACCGGTTCGAAAAACAGAAGGCGCGGACAACGC

GAACGCCATCCG  20 
 

CCAATGTTATTTTCCCTGTTCCTCTTT  -AATTTTCCAGACGCCGCT-Query  303  TAACGGGCCTGCT
60 

| ||| | |||||   |||  || | | |||| | ||||  | ||||||  |||  | ||             
AATTTCCCCTTTCGACCTT  --Sbjct  321  TCACGCGGCTGCTCATCGCCGATATCCGAGACGCGAATG

78 
 

CTCTCTCTTCAA Query  361  GAGGGTTCTCCATGTTAACCCTTAACCGGTTCCCCTATACTCTTTGAA
20  

|||||   || ||| |||| | | ||||| | |  ||||| |||||||||||||||||               
TTGAACTCTCTCTTCAA  36-GTACTC-Sbjct  379  TCGGGTTTCTCAGGTTTACCCCTGAACGGTTTCAC 

 
CACGG  445-Query  421  CCCGTCTTTTAAACTTTCCC 

| ||||| ||||||||| |||||                
CTTTTCAACTTTCCCTCACGG  461-437  AGTG  Sbjct 

-sample6-28s1.TCF.seq…………..508bp 
  

GGAGGGTCAGAGTACGTGACGTTCAGGGTATCCTGAGCAACCCGAAGGTCGAAGGGGAAAGGGAG
GCGCGTCTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCGTGACGGAAGGAAGTTCGCGTTGTCCGCGCCTTC
TGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTTCCCCTAGTAGGACGTCGCGATCCGTTGGGTGT
CGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGTGCGATCGTTTCGGCGATTCGTGCTCGAACCCGCGATG
TTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAGATGGCGCGAGGCCGCTACGTTAATTAGCGTCCGACCC
ACGGCAAGCGCGTTCGATGCTAAGACGGCGATCGGACCTAGTGCCGATTCCGTTTCCGGACGACTG
TTGGTCTTGTTGTTTCTCTCGGACAGACCTCGTTCGAAACGCTGATCTGCGACGCTATAGCTTTGGG
TACTTTCAGGACCCGTCTTGAAAACTCGGGACCAAGGGAGTCTTA 
 
> gb|FJ000438.1 Callosobruchus maculatus 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=428 
Score =  704 bits (780),  Expect = 0.0 
Identities = 410/419 (98%), Gaps = 3/419 (1%) 
Strand=Plus/Plus 
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     اصطفاف تتابعات أنثى خنفساء اللوبیا المعزولة من تكریت مع تتابعات مصرف الجینات 
 

Query  67   
CGCGTCTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCGTGACGGAAGGAAGTTCGCGTTGTCCGCG  26 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||  ||||||||||||||||             
GTTCGCGTTGTCCGCG -GCGTCTCGGATATCGGCGATGAGCAGCCGCGTGACGGATGGCSbjct  13   C

71  
 

Query  127  
CCTTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACGCGTGCACTTTTCCCCTAGTAGGACGTCGCGA  86 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             
CGTGCACTTTTCCCCTAGTAGGACGTCGCGA  Sbjct  72   CCTTCTGTTTTTCGAACCGGTGACGAACG

31 
 

Query  187  
TCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGTGCGATCGTTTCGGCGATTC  46 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             
TTC Sbjct  132  TCCGTTGGGTGTCGGTCTACGGCTCGCGGTGGAGTCCGTGTGCGATCGTTTCGGCGA

91  
 

Query  247  
GTGCTCGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAGATGGCGCGAGGCC  06 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             
Sbjct  192  

GTGCTCGAACCCGCGATGTTCCGGCCGACTCGCTCGACGGTATACAGATGGCGCGAGGCC  51 
 

Query  307  
TAATTAGCGTCCGACCCACGGCAAGCGCGTTCGATGCTAAGACGGCGATCGGA  66GCTACGT 

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             
Sbjct  252  

GCTACGTTAATTAGCGTCCGACCCACGGCAAGCGCGTTCGATGCTAAGACGGCGATCGGA  11 
 

CTTGTTGTTTCTCTCGGACAGACCT Query  367  CCTAGTGCCGATTCCGTTTCCGGACGACTGTTGGT
26  

|||||||||||||||||||||||||||||||||| | || ||  |||||| |||||||||             
GACAGACCT  -TGGATCTCTC-Sbjct  312  CCTAGTGCCGATTCCGTTTCCGGACGACTGTTGGCCGTG

69 
 

Query  427  CGTTCGAAACGCTGATCTGCGACGCTATAGCTTTGGGTACTTTCAGGACCCGTCTTGAA 
548  

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||             
Sbjct  370  CGTTCGAAACGCTGATCTGCGACGCTATAGCTTTGGGTACTTTCAGGACCCGTCTTGAA  

428 
  

) (7)  جـــدول Alignmentوبینـــت نتـــائج الاصـــطفاف النیوكلوتیـــدات  (
) أن نسـب Gene bankمـع التتابعـات المسـجلة فـي مصـرف الجینـات (

) % وســجلت أعلــى 79-98) قــد تراوحــت بــین ( Identitiesالتعریــف (
نـاث  الحشــرة فـي كركـوك بلغــت  ٕ ) 98و (93نسـبة للتعریـف بــین ذكـور وا

) 79-98% على التوالي بینما سجلت تكریـت اقـل نسـبة تراوحـت بـین ( 

الـذین لاحظـوا وجـود   20] [% على التـوالي . وتتفـق هـذه النتـائج مـع  
نــــاث خنفســــاء اللوبیــــا اختلافــــ ٕ   C.maculatesات وراثیــــة بــــین الــــذكور وا

ي مســــتویات الــــوزن الجزیئــــي لكــــلا الجنســــین ضــــمن نفــــس المجموعــــة فـــ
  . Vigna radiata (L) (Mung)المرباه على حبوب ألماش 
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  نسب التعریف بین جمیع العینات مع مصرف الجینات )5( جدول
  رقم العمود

Lane No.  
  شفرة

  الحشرة
Insect code 

  الجنس
  

Sex 

  ألجین
  

Gene 

  أزواج القواعد
bp  

نسبة التعریف     
Identities 

%  

  التوافق
  

Accession 

  الموقع
 

Version 

 
1 

KC   
Male  

 
 

28SrDNA  
 

440 93 AY625367 AY625367.1  
EC 518 93 HQ845243 HQ845243.1  
TC 451 79 AY625367 AY625367.1  

  
6 

KC   
Female  

460 98 HQ845243 HQ845243.1 
EC 515 94 FFJ000438 

 
FJ000438.1 

TC 508 98 
  

) تتابعـــات الحشـــرة بطریقـــة ســـنكر ، وتظهـــر 6وأظهـــرت نتـــائج الجـــدول (
ـــــك  ـــــة هـــــذه التتابعـــــات مـــــع تل ـــــد مقارن ـــــة بوضـــــوح عن الاختلافـــــات الوراثی

ـــات ( ـــرجح هـــذه Gene bankالموجـــودة فـــي مصـــرف الجین ) ، وقـــد ت
تغیــرات فــي نیوكلوتیــدة  ثلــى الطفــرات النقطیــة نتیجــة لحــدو الاختلافــات إ

واحــدة أو أكثــر، ومــن خــلال الجــدول تــم تعــداد جمیــع أنــواع الطفــرات ، 
)  نســب عالیــة بلغــت Transvertionوقــد أظهــرت طفــرات الاســتبدال ( 

إذ بلغـــــــــــت    Transition)% تلاهـــــــــــا الإحـــــــــــلال المكـــــــــــافئ  (50.31

والتــي كانــت نســب الإحــلال  [16]% ولا تتفــق هــذه النتــائج مــع 38.36
علــــى التــــوالي ولكــــن نســــبة  28%و 62%المكــــافئ والاســــتبدال  فیهمــــا 
% كانـت قریبـة مـن نتائجنـا والتـي بلغـت 10الحذف المسجلة في دراسـته 

%. ووجدت جمیع حالات الحذف  بین الذكور في جمیـع العینـات 8.17
یعنـي بـان  وهذا [18]والتي قد تكون بسبب طول عمرها مقارنة بالإناث 

  فرص تعرضها للعوامل البیئیة  تكون أكثر من الإناث . 

  
  لجمیع المناطق 28SrDNA) أنواع التغیرات الوراثیة  ونسبها المئویة للمورثة 6جدول (

  
  اسم الموروثة

  
Gene name 

  
  رقم العمود

Lane   No.  

  
  شفرة العینة
Sample 

code  

  
  الإحلال المكافئ

 
Transition 

  
  الاستبدال

 
Transvertion  

  
  حذف

 
Deletion 

  
  إضافة

 
Insertion 

  
  المجموع

  
Total 

 
  
  
  
 

28SrDNA 

 
1 

KCM (%31.81)      7  12    54.54)(%  3     )13.63(%  0 22 )%16.92(  
ECM 15)44.11(%  13)38(%  6   )(%17.64 0 34)26.15(%  
TCM  28)%37.83(  40)54.05(%  4    )%5.40(  2 )2.70(%  (%56.92)74 

  
  لمجموعا

 

  
3 

 
50 )39.06(%  

 
65)50.78(%  

 
13 )10.00(%  

 
2 )1.56(%  

 
130  

 
6 

KCF 6   )66.66(%  3 )33.33(%  0 0 (%31.03)   9  
ECF 3)25(%  9)75(%  0 0 (%41.37) 12  
TCF  2)25(%  3)37.5(%  0 37.5) 3(%  8)27.58(%  

 29  %(10.34)  0.00  %)51.72(15 37.93%)(11 3 لمجموعا

  
  المجموع

  الكلي

  
6  

 
6 

 
61   )38.36(%  

  
80)50.31(%  

  
13)8.17(%  

  
5 )3.14(%  

 
159 

  
ـــد رســـم شـــجرة التطـــور ( ) وجـــدت المســـافة Phylogenetic treeوعن

ـــین  ـــد تراوحـــت ب ـــات ق ـــین العین ـــة  0-0.26الجینیـــة ب ـــى مدین وأظهـــرت أنث
ة  تكریت تباینا في المسافة مع قریناتها وقد تعود إلـى تكـوین أنمـاط حیاتیـ

)Biotypesوالتــي تكــون ســائدة فــي الآفــات الحشــریة المخزنیــة  أو ( 

إن   [21].ووجــد [20]طویلــة   تبســبب  نقــل البــذور المصــابة لمســافا
هـو المحفـز ) 1جـدول () Geographical factorالعامـل  الجغرافـي (

) ضمن المجتمـع السـكاني Subunitsالأساسي لتكوین أنماط شبیهة  ( 
)Populations. (  
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  ) شجرة التطور والمسافة الجینیة بین العینات لحشرة خنفساء اللوبیا الجنوبیة1شكل (
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Abstract 

Due to little information’s about the molecular genetics of the southern cowpea insect Callosobruchus maculatus 
Fab. (Coleoptera: Bruchidae)   in  Iraq , therefore this investigation was done to study the   genetic differences 
using of  PCR technique (Polymerase Chain Reaction) and amplifying nuclear gene (28Sr DNA) with specific 
primers for three community populations of this insect taken from three cities in Iraq Kirkuk, Erbil and Tikrit 
from infested local cowpea seeds Vigna unguiculata L. (Leguminaceae or Fabaceae). Results revealed the 
similarity in  phenotypes  of  C. maculatus  populations and  appearances biotypes difference from each other in 
nucleotide sequences ,and the genetic distance among samples ranged between ( 0 - 0.26). 

  


