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الخلاصة:

Peicilliumكفاءة فطر اختباراستهدف البحث الحالي  marneffei في مكافحة الاطوار الیرقیة للبعوضةCx.

quinquefasciatus,لت سجحیث .في یرقات هذا النوع من البعوضةاثرت تراكیز المعلق الفطري ونواتج الایض الثانوی

120عد بربوغ/مل من المعلق الفطري  للفط410x2بتركیز معاملةال% عند 77.70الطور الیرقي الاولاعلى نسبة هلاك 

, اما بخصوص تاثیر تراكیز نواتج ذاتهافي المدة210×2ز % عند تركی59.5نت اوطأ نسبة هلاكساعة , في حین كا

% 100% عند معاملة یرقات الطور الاول بتركیز 78.93بلغت اعلى نسبة هلاك فقدP. marneffeiللفطرالایض الثانوي 

%وفي المدة ذاتها .25% عند تركیز 55.77نسبة هلاك فبلغت ساعة من المعاملة اما اوطا72بعد 

Culex quinquefasciatusالمفتاحیة:الكلمات  Say,Wuchereria bancroftiPeincillium marneffei,,

Bioassay

الأول* البحث مستل من رسالة ماجستیر للباحث 

المقدمة :

بكونها ناقلا Culexتخصصت انواعا من جنس بعوض 

.Cxفمثلا عد النوع,)11(كفواءا لبعض الممرضات

quinquefasciatusفایروس سانت لویسا لناقلا رئیس

Wuchereriaدیدان الفیلاریا فضلا عن ) 13(

bancroftiبلدا 73تهدر حیاة مئات الملایین في التي

). ولما كانت السیطرة على النواقل اسهل 37(حول العالم

,فقد اهتم ).29(المسبب الممرض نفسهمن السیطرة على 

ولعل المكافحة الكیمائیة الناقل الباحثون بمكافحة البعوض 
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لكن یه كانت ولا زالت الاكثر فعالیة في القضاء عل

الاضرار الناجمة عنها لم تكن بالشيء القلیل فقد ادى 

ا الى ظهور المقاومة في النواقل وتلوث البیئةتعمالهاس

والحیوان والكلفة للإنسانة للمركبات الكیمیائیة والسمیة العالی

Biologicalالعالیة لها وحدوث ظاهرة التضخیم الحیوي 

amplification)18  ،(بدائل منهالبحث عنلذلك دعا

وعدت طرائق المكافحة الحیویةضمن المكافحة الجرثومیة

الفطریات الممرضة للحشرات من بین عواملها المهمة 

ق سهولة اطلاقها في الطبیعة وتطبیمنهاولعدة اسباب

.Pفطر یعد ال.)19(تقنیات الهندسة الوراثیة علیها

marneffei  من الفطریات المرافقة للحشرات یعود الى

ثنائیة Ascomycotaشعبة الفطریات الكیسیة 

حیث یمتك العدید من ) Dimorphism(15لالشك

(ضراوة وهيالانزیمات المهمة التي تعتبر عوامل 

Histidine Kinase ,Catalase Peroxidase,

Superoxide dismutase (SOD),Glyceral

dehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH),Isocitrate Lyase, صبغة

ولیس معروفا ان الفطر المذكور )Melaninالمیلانین

هذا الفطرلم یذكر استعمال,)17( یفرز سموما او لا 

ولكون Cx. quinquefasciatusفي مكافحة بعوضسابقا

هذا النوع من البعوض الناقل الرئیسي لداء الفیلاریا في 

فطر العزل عالم فقد استهدف البحثانحاء مختلفة من ال

لم یسبق عزله من یرقات حیث من یرقات البعوض المصابة

افحة هذا النوع من البعوض في العراق  واستعماله في مك

تراكیز مختلفة من المعلق في المختبر باستعمالالبعوض

الفطري ونواتج الایض الثانوي الخام في الاطوار الیرقیة 

.Cx. quinquefasciatusلبعوضة 

المواد وطرائق العمل :.2

:P. marneffei:عزلة الفطر2-1

من یرقات البعوض P. marneffeiفطرالتم عزل 

بركة خلال شهر تشرین التي جمعت من المصابة

,ونقلت الیرقات 2015ولغایة شهر مایس 2014الاول

بواسطة ملقط معقم بعد تعقیمها وزرعت على الوسط الزرعي 

وتم ایام , 7-5)وحضنت لمدة 3- 2المذكور بالفقرة (

بالاستعانة بالاستاذ الدكتور توفیق محمد محسن ه تشخیص

/كلیة التربیة /جامعة البصرة 

.Cxلبعوضة اعداد المزرعة الدائمیة :2-2

quinquefasciatus:

غیر البالغة (الیرقات والعذراى ) دوارالالفجمعت مخت

من احد اماكن Cx. quinquefasciatusلبعوضة 

تصریف المیاه والبرك والمستنقعات والمبازل وحقول الرز 

2014من مدینة الدیوانیة خلال شهر تشرین الاول لعام

وتم تشخیصها حسب ) في تربیة البعوض 5طریقة (واتبعت 

,29,8(الصفات  التصنیفیة الواردة في المفاتیح التصنیفیة

وذلك بواسطة اعداد شرائح للبالغات وتم تأكید التشخیص )
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من قبل الاستاذ المساعد الدكتورة غیداء عباس / كلیة 

الطب البیطري / جامعة القادسیة على أنها 

Cx.quinquefasciatus ولغرض تهیأة الاعداد الكافیة من

كل طور یرقي والعذارى والبالغات فقد عزلت أعداد كافیة 

من البیوض للحصول على الطور الیرقي الاول أما الطور 

الثاني والثالث والرابع فقد هیأ كل منها للتجربة وذلك بعزل 

ضعها في تم وهأعداد كافیة من یرقات الطور الذي سبق

التربیة فرادى ومراقبتها لحین الانسلاخ ووصولها انابیب 

الطور المطلوب.

P. marneffeiالاوساط الزرعیة للفطر :2-3

الخمیرةكار السابروید المدعم بخلاصة وسط أاستعمل 

Sabouraud dextrose agar supplemented with

yeast extract (SDAY) في )12(واستعملت طریقة

كما استعمل وسط الزرعیة .تحضیر الاوساط 

Sabouraud dextrose broth supplemented with

yeast extract (SDBY) لغرض إكثار الفطر والمكون

Sabouraud dextrose agarمن مكونات وسط 

supplemented with yeast extract (SDAY) ولكن

بدون إضافة الاكار .

:P. marneffeiحفظ عزلة الفطر :2-4

نمیت العزلات ) في حفظ عزلة الفطر اذ9اتبعت طریقة (

وحضنت Slantالصلب بسطح مائل SDAعلى وسط 

مْ لمدة أسبوع ثم حفظت في الثلاجة 28±1بدرجة حرارة 

لاستعمالها في التجارب اللاحقة . وقد تم تجدید المزروع كل 

.ثلاثة أشهر

.Pتحضیر المعلق الفطري للفطر:2-5

marneffei:

حضر المعلق الفطري بتنمیة الفطر على وسط

(SDBY) مل 250في دوارق زجاجیة سعة كل منها

مل من الوسط المستعمل ، حضنت الدوارق 150بمقدار 

ساعة وكانت ترج یومیاً 168مْ لمدة 2± 25بدرجة حرارة 

لتوزیع النمو الفطري بعدها رشحت المزرعة بوساطة قطعة 

ل من الراشح ووضع على شریحة عد م1من الشاش وأخذ 

Improved Neubauerكریات الدم المحورة لعد الأبواغ  

Haemocytometer, لتقدیر عدد الأبواغ لكل وحدة حجم

بالنسبة (بوغ/مل)510×2تركیز حیث تم الحصول على 

ولغرض الحصول على )P. marneffei)14رللفط

-:) 20تركیز اقل طبقت المعادلة الاتیة (

!خطأالحجم (مل) المأخوذ من المعلق الاصلي  = 

ثم یضرب الناتج في حجم المعلق الذي نرغب بالحصول 

)210×310,2×410,2×2(علیه، وهكذا حضرت التراكیز

:Bioassayالاختبار الحیوي :2-6
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الاختبار الحیوي لمختلف تراكیز معلق :1- 2-6

في الأطوار الیرقیة المختلفةP. marneffeiالفطر

:Cx.quinquefasciatmsلبعوضه 

الأربعة الیرقیةیرقة من كل طور من الأطوار40أخذت 

لكل تركیز ووزعت على )2-2كما في الفقرة (والتي هیأت

مل) من كل 100أربع أوانٍ ثلاث یحتوي كلً منها على (

تركیز من تراكیز المعلق أما الرابع فیحتوي على ماء مقطر 

معقم فقط (معاملة السیطرة)  ولمدة دقیقتین ثم نقلت الیرقات 

250المعاملة بوساطة فرشاة ناعمة إلى أوان زجاجیة سعة (

مل) تحوي ماءً مقطراً معقماً اضیف الیه غذاء الیرقات 

عت الأواني في ملغم / مل بعد ذلك وض10بمقدار 

وفترة ضوئیة oم2± 25الحاضنة وحضنت بدرجة حرارة 

)L / D (10:14 ساعة ثم حسبت نسبة الهلاك خلال

وصححت )35(ساعة من المعاملة 120، 72، 24

) .Orell and Schneider)7القیم بحسب معادلة

100× !خطأ% الهلاك المصححة = 

:تحضیر نواتج الایض الثانویة الخام 2- 2-6

.Pللفطر marneffei:

5-2ت نواتج الایض الثانویة الخام كما في الفقرة (حضر 

مْ لمدة أسبوعین 2+25حضنت الدوارق بدرجة حرارة )و

Whatmanبعدها تم الترشیح باستعمال ورقة ترشیح

(No.1)بقمع بخنر وبمساعدة جهاز تفریغ الهواء

Vacuum pumpالمرشح الدقیق تعمالواعید الترشیح باس

Millipore filters)(0.22 µالتخافیف وحضرت

25 ,%50 , %75 ,%100%)32.(

تج الایض الثانویة الخام نوااثیر: ت2-1- 2-6

في الاطوار الیرقیة الاربعة P. marneffeiللفطر

:Cx.quinquefasciatusلبعوضة 

2- 6-2استعملت التراكیز المحضرة مسبقا في الفقرة (

1-6-2(طریقة نفسها المذكورة في الفقرة)واتبعت ال

ساعة 24,48,72,وحسبت نسبة الهلاك یومیا ولمدة )

.)1-6- 2(وصححت قیم الهلاك كما في الفقرة

:التحلیل الاحصائي:2-6

التجربة التجارب المختبریة على وفق نموذجصممت

العشوائي والنموذج)Factorial experimentالعاملیة (

Completely Randomized Designالكامل

(C.R.D)) وأستعمل اختبار أقل فرق معنوي ،L.S.D(

Least Significant Difference تحت مستوى معنویة

).1(بین المعاملات الفروقات العشوائیةلبيان( 0.05)

.النتائج والمناقشة :3
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الاختبار الحیوي لمختلف تراكیز معلق الفطر:3-1

P. marneffeiفي الأطوار الیرقیة المختلفة

:Cx.quinquefasciatmsلبعوضه 

) تأثیر تراكیز مختلفة لمعلقات الفطر قید 1الجدول (یبین

اذ Cx. quinquefasciatusبعوضفي یرقات بحثال

عند التركیزلیرقات الطور الأولكانت اعلى نسبة هلاك

بعد مرور % 77.70/مل والتي بلغت بوغ410×2

% عند 59.5بینما سجلت أوطأ نسبة هلاكساعة 120

. وبما للطور المذكور نفسه  بوغ /مل 210×2ز التركی

یشیر الى بما و للتراكیز كافة ، یؤكد وجود فروقات معنویة

المستعملة ومدة كیزاوجود علاقة طردیة بین كل من التر 

هلاك للاطوار الاربعة حیث الونسبالتعریض من جهة 

ازدادت نسب الهلاك مع ازدیاد التركیز ومدة التعریض عند 

فمثلا  P. marneffei,راستعمال  المعلق الفطري للفط

24)% بعد 26.56,41.15,50,34(بلغت نسبة الهلاك

102×2ساعة على التوالي  عند التركیز  120, 72,

35.21بوغ /مل  للطور الاول  بینما بلغت نسبة القتل(

)% في المدة الزمنیة ذاتها وعند التركیز 48.2160.00,

46.92بوغ / مل  نسب القتل (103×2

) % وبنفس المدد الزمنیة وفي التركیز 77.70,,57.07

الاعلى ایضا ,تعزى الزیادة بنسب الهلاك بزیادة التركیز الى 

الزیادة في عدد الابواغ ومن ثم ازدیاد نسبة الابواغ النامیة 

عند مهاجمة المضیف واضعاف النظام المناعي للحشرة 

الجهاز المناعي للیرقات یستطیع الدفاع فضلا عن كون

التركیز یفقد عن الجسم فقط عند التراكیز الواطئة وعند زیادة 

وبالتالي الزیادة في النسب )30(الجهاز المناعي كفاءتهُ 

المئویة للهلاك وقد اثبت التحلیل الاحصائي وجود فروقات 

معنویة في النسب المصححة للقتل بین الاطوار الیرقیة 

.وفضلا عن ذلك فان 0.05الاربع عند مستوى معنویة 

وعمر الیرقة النتائج تبین علاقة عكسیة بین نسب الهلاك

فمثلا عند حیث تقل نسب الهلاك كلما ازداد عمر الیرقة 

P. marneffei,للمعلق الفطرتعریض الاطوار الیرقیة 

الهلاك ساعة كانت نسب120یز الاعلى بعد وبالترك

و % 70.45و%77.70ار الاربعة وبالترتیب كالاتيللاطو 

,قد تعلل هذه العلاقة العكسیة الى %64.69و% 67.57

غیر مكتمل كما الاولى ان  النظام المناعي للاطوار الیرقیة 

ان  انسجة الجسم في الطور الیرقي الاول  تكون رهیفة مما 

یسمح بسهولة اختراقها من قبل ابواغ الفطر اذ ان الطریقة 

الاساسیة لدخوله بواسطة الاختراق المباشر للجدار الجسم 

یق الانبوب الجرثومي الذي یتكون بعد یومین من عن طر 

فر ملامسة الابواغ جدار الجسم وتحصل الاصابة عند تو 

هذه النتیجة تتفق تتفق )35(الحرارة والرطوبة المناسبتین

الفطر استعمال ابواغ عند)27(مع ماوجده

Leptolegnia chapmanii ضد یرقات الطور الثالث

,لبعوضة Aedes aegpti ادى الى هلاكها  بنسبة

وتتفق النتتائج ایضا مع .105× 1.8بتركیز %  100
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% عند 90ذ حصلت على نسبة هلاك ا)5(ت وجدما

Cx. quinquefasciatusیرقات  لبعوضة تعریض 

بوغ 610×2بتركیز C.keratinophilumلأبواغ الفطر 

یرقات عثة هذا الامر عند تعر یض)6(واكدت./مل 

.Mالفطرلابواغ Galleria mellonellaالكبرىالشمع

anisopliae 100ادى الى هلاكها بنسبة%.

مختلفةالاطوار الیرقیة الهلاكفيP. marneffeiر تراكیز مختلفة من معلقات الفطتداخلتأثیر) 1جدول (

Cx.quinquefasciatusلبعوض 

9.7للتداخل بین جمیع العوامل=L.S.Dقیمة 

.Pتأثیر نواتج الایض الثانویة الخام للفطر:3-2

marneffei في الاطوار الیرقیة الاربعة لبعوض

Cx.quinquefasciatus

) تأثیر تراكیز مختلفة من نواتج الایض 2الجدول (بینی

في الاطوار الیرقیة الاربعة لبعوض الخام الثانویة 

Cx.quinquefasciatus 100حیث سبب التركیز %

في جمیع الاطوار الیرقیة فمثلا بلغت نسبة هلاكأعلى

ساعة ، بینما 72% بعد 78.93الطور الأول نسبة هلاك

% 55.77بلغت % أوطأ نسبة هلاك25سجل التركیز 

عمال ان است)21(اوضح الباحثان،الزمنیةالمدة بنفس

نواتج الایض الثانویة للفطریات الممرضة للبعوض تكون 

اكثر تاثیرا من استعمال المعلق الفطري  ضد یرقات 

النسبة المئوية للهلاك بعد(ساعة)التراكيزالطور
الفترة 
الزمنية

2448120

21026.5641.1559.5×2الاول

2×31035.2148.2160

2×41046.9257.0777.70

06.146.13السيطرة
21026.5639.3355×2الثاني

2×31035.2143.0758.41
2×41041.1553.3470.45

06.1466.14السيطرة
21025.7237.1447.00×2الثالث

2×31030.7840.9354.89
2×41035.2150.3467.57

6.146.1412.14السيطرة
21023.8530.9941.15×2الرابع

2×31026.5637.4250.34
2×41030.4846.0364.69

012.2912.29السيطرة
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تقلیل القدرة على الهالبعوض حیث وجدو ان هذه النواتج 

لو استعملت على بركة او الیرقات لمدة شهریناعداد

علاقة بین كل من وتجدر الاشارة الى ان  المستنقع .

قتل  ونسب النواتج الایض الثانویة ومدة التعریضكیزاتر 

تتفق .مشابه لما حصل عند استعمال معلق الفطریات

مع ما توصل الیهلنواتج الایض الثانویة النتائج الحالیة ل

ملغرام/مل من المستخلص 20عندما استعملا تركیز )16(

الذي ینتجه فطر)Beauvercinالخام للفطر ( 

B.bassiana ضد یرقاتAe.eagyptiأدى الى حیث

ساعة من مدة 48% بعد مرور 86هلاكها بنسبة 

%100هلاك بلغت نسبة على)36(التعریض ، وحصل

) ToLypinعندما استعمل المستخلص الخام لمركب ( 

100بتركیز Tolypocladium niveumالمنتج من فطر

و Cx.pipiensبعوضتيضد یرقات كل منلتر/غممل

An.maculipennis، ان تراكم یرجع السبب في ذلك

المركبات الهیدروجینیة في كتلة خلایا الفطر الممرض 

تعطي هذا الفطر الممرض ضراوة كامنة كمبید حیوي 

نواتج الایض )22,23ختبر الباحثان(ا,)26(حشري 

Trichophyton ajelloi,C.lobtumینر الثانویة للفط

.An. stephensi Cxبعوضیرقات ضد

quinquefasciatus تاثیرا على یرقات كثركانت احیث

وقد بین .ول من بقیة الاطوار و في كلا النوعین الطور الا

هو الفطر الاكثر A.flavusان الفطر )16(الباحث

.Cxلیرقات البعوض امراضیة quinquefasciatus

وبذلك كان اكثر تاثیرا على یرقات الطور الثالث  من 

.A.parasiticus, Pالفطریات المستعملة  falicum,

F.vasinfectum, T. virideمذكور حیث على الطور ال

ذات للفطر المذكورثانویةالیض الانواتج اشار الى ان

اختبر الافلاتوكسین .تاثیر سمي عالي اي یفرز سموم

الفطرتاثیر نواتج ایض )28(الباحث 

F.oxysporium على یرقات الطور الاول والرابع

,An. stephensi,Cx. quinquefasciatusتي لبعوض

فوجد ان نسب هلاك الطورین المذكورین للنوع الثاني كانت 

اعلى من النوع الاول وعلل ذلك بان المساحة السطحیة 

امراضیة )24(الباحثانختبرللنوع الثاني تكون اكبر .ا

C.pseudomerdariumسبعة اجناس من الفطریات 

,C. verruculatum,A. nigerA. flavus.

A.fumigatusP. chrysogenum راشحنافوجدا

الاكثر امراضیة اذ سبب نسبة هلاك كانT. ajelloi,رالفط

كما .Cx. quinquefasciatusعالیة  للیرقات البعوض

عندما عرض یرقات الطور الاول )4(اتفقت هذه النتائج مع 

Cx. quinquefasciatusو An.stephensiلبعوض

بتركیز M. anisopliaلنواتج الایض الثانویة الخام للفطر 

% لكلا 96.66% و 100نسبة الهلاك  كانت%  ف100

النوعین على التوالي. یعود سبب ارتفاع نسب هلاك الطور 

للاسباب التي سبق ذكرها الاول عن باقي الاطوار الیرقیة

)3(كما حصلت ).10(عند المعاملة بالمعلق الفطري .
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% لیرقات الطور الأول 100على نسب هلاك 

An.pulcharrhimus لیرقات 96.66و %

Cx.quinquefasciatus 100عندما أستخدمت تركیز %

.L.lundbergiiمن نواتج الأیض الثانویة الخام لفطر 

.Cان نواتج الایض الثانویة للفطر)5(اكدت 

keratinophilum كانت اكثر تاثیرا على الاطوار الیرقیة

وض في حین كانت للبعCx. quinquefasciatusالثلاثة 

وهذه النتائج مخالفة . اقل تاثیرا على یرقات الطور الرابع 

لبعوضة الطور الرابع یرقات وجد انحیث ) 33(لماوجده

Cx. quinquefasciatusالاطوار حساسیة لنواتج اكثر

.Verticillium lecaniiالایض الثانویة للفطر

الاطوار هلاكفيP. marneffeiتراكیز مختلفة من نواتج الایض الثانویة الخام للفطرتداخل) تأثیر2جدول (

Cx.quinquefasciatusلبعوض مختلفةالیرقیة ال

النسبةالمئوية للهلاك (ساعة )التراكيزالطور

244872الفترة الزمنية

2537.2248.9355.77الأول
5043.0755.560
7552.776070.45
10059.0070.4578.93
04.619.22السيطرة

2535.2143.1152.77الثاني
5040.0046.0859.00
7548.5957.0764.71
10054.7868.8571.21
04.619.22السيطرة

253344.9048.84الثالث
5041.1551.8554.77
7546.9254.7759.00
10052.5263.4470.45
4.614.619.22السيطرة

253040.0743.90الرابع
5039.2343.0750.34
7541.1550.3457.07
10052.7759.4466.14
09.2213.83السيطرة

7.3للتداخل بین جمیع العوامل=L.S.Dقیمة 

المصادر :

الراوي ، خاشع محمود وخلف االله ، عبد العزیز .1

. تصمیم وتحلیل التجارب 2000محمد . 

الزراعیة . وزارة التعلیم العالي والبحث العلمي . 

دار الكتب للطباعة والنشر . جامعة الموصل . 

صفحة. 488الطبعة الثانیة 
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The current research evaluate the efficacy of the fungus P. marneffei and using it as biological

agent in the control of larval instars of the mosquito Cx. quinquefasciatus. Different

concentrations of fungus suspention and its secondary metabolism were used in larvae of of

mosquito, the result showed that the higher mortality percentage of first larval instars was

77.70% at the concentration of 2×10 4spore / ml after 120 hours, while the lowest mortality

percentage was 59.5% at the lowest concentration of 2 × 10 2 spore / ml at the same period.

But the application secondary metabolism showed high mortality percentage when 100%

concentration was used against the mentioned instar and it reached 78.93% after 72 hours .while

alower mortality percentage was recorded 55.77% concentration of 25% of secondary

metabolism was used at the same period.

Keyword: Culex quinquefasciatus Say ,Wuchereria bancrofti ,Peincillium marneffei, Bioassay.
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