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 ةــالخلاص
شممت الدراسة الحاليةة ممةع نيتةات مةن يروةات ىنةلارط المةلحشرت الحشةرية اللة  ل ةامم 

الملغلية نمى اىراق أشةمار السةدر  ة  محا  ةة  Tarucus rosaceaيروات أبى دويق أىراق السدر 
اد نمةى الفةشات المئيةيةةذ لل أ  ةرت تلةةاة  بالإضةا ة للةى لشة يل المةلحشرت با نلمة القادسةية

لةةم لشةة يل ى  لشةة يل المةةت  ةة   PCRالدراسةةة أتةةد نتةةد اسةةل دام لقتيةةة لشانةةل سمسةةمة البممةةرة 
        ى يروةةةةةات  راشةةةةةة أىراق السةةةةةدرنمةةةةة Cotesiaتىنةةةةةان مةةةةةن المةةةةةلحشرت الحشةةةةةرية اللاب ةةةةةة لممةةةةةت  

T. rosacea مةةةةع التةةةةى   99%مت للةةةةى يةةةةة أحةةةةدسما لةةةةد تسةةةةبة لحةةةةابق ىفةةةةديىات ةةةة  محا  ةةةةة ال        
C. sesamiae  ذ أما الآ ر   ى تى   ريدUnique  ن ىللك حسب اللشر  الشمري لللك المت ذ ىا 

 كل تى  يملمك فشات م  رية م لمشة لماماً نن التى  الآ ر.
 
 
 

 .Cotesia sesamiaeذ  Braconidaeذ  PCRحية: غشاةية الأمتحة ذ كممات مشلا
 

 حرىحة دكلىراه لمباحث الأىل.* البحث مسلل من أ
 



 ةــالمكدم
 Lepidopteraللةةى رلبةةة حرشةةشية الأمتحةةة  T. rosaceaل ةةىد حشةةرة  راشةةة اىراق السةةدر 

ىاللةة  سةة  ناةمةةة لات اتلشةةار ىاسةةعذ لل لضةةم نةةدد كبيةةر  Lycaenidaeناةمةةة الةةئرق ىالتحاسةةيات 
ألةةىان م لمشةةة للةةدرج مةةن  مةةن الأتةةىا  الفةةغيرة للةةى ملىسةةحة الحمةةم يقةةدر ب ةةدة الآ ذ ىسةة  لات

 (.1 ذ 13الأئرق للى البتشسم  ىالتحاس  )
مةةةن الأمتةةةا  الم مةةةة ىاللةةة  بةةةدأت ل  ةةةل حيةةةئاً  ةةة   .Cotesia spيُ ةةةةد مةةةت  الحشيمةةة  

الدراسات الحيىية المل مقة بمكا حةة الآ ةات الحشةريةذ لل أن مميةع الأتةىا  اللة  ل ةىد لليةد    سة  
 .(5 ; 6 ; 9)  تحة نمى ىمد ال فىللأمحشيميات نمى الحشرات من حرششية ا

سةةةى مةةةت  كبيةةةر مةةةداً ىمممىنةةةة ىاسةةة ة مةةةن المةةةلحشرت الأىليةةةة  Cotesiaلن مةةةت  الةةةةةة 
primary parasitoids  لآ ات نديدةذ ىيُ ةد مت  لى اتلشار نالم  ىمىمىد  ة  كةل مكةان لقريبةاًذ

  Microgasterinaeل اةمةة تى ذ ىسةى المةت  الشةاةع لقريبةاً للحةت ا 0111-1011لل يضم ما بين 
كما أتةد اةات  أكبةر مةت   ي ةاذ ىي ةد مةن أكاةر الممةاميع ل قيةداً  ة  لحةت سةله الرلبةةذ ىأن أغمةب 

 . (4 ; 12 ; 11 ; 7 ; 14 ; 8) ىحىال  ربع نددسا  ردية الم يشةأتىاند س  لملمانيةذ 
 ةةةد لات اتلشةةار لُ  Braconidaeأشةةارىا  ي ةةا للةةى ان أ ةةراد ناةمةةة  (10)ى ةة  دراسةةة أمراسةةا 

ىاسةع ىكبيةر  ة  كةل اتحةاا ال ةالم لقريبةاًذ  قةد لكةرىا لسةميل نشةرة أحةىار يرويةة لمةلحشرت مرا قةةة 
 Chilo partellus (Swinhoe)مةةع حشةةارات سةةيقان الةةلرة الفةةشراا ىالبيضةةاا ى فىفةةاً التةةىنين 

(Crambidae : Lepidoptera) ىSesamia clamistis (Hampson) (Noctuidae : Lepidoptera) 
            ةةةةة  كيتيةةةةةاذ ىوةةةةةد الضةةةةةل أن مةةةةةن بةةةةةين الأتةةةةةىا  ال شةةةةةرة المسةةةةةممة  ةةةةة  سةةةةةله الدراسةةةةةة كةةةةةان التةةةةةى  

C. sesamiae  سى أكار تى  من الملحشرت كان شاة اًذ ىود أفاب مميع أتىا  حشارات السيقان
 %.20,0ىبتسبة لحشل كمية نمى اليروات بمغت 

مُمبةةةت مةةةن لسةةةع  Cotesiaلمشةةةة لاب ةةةة لممةةةت  نمةةةى أتةةةىا  م  (11)ى ةةة  دراسةةةة أمراسةةةا 
متةةةةاحق مغرا يةةةةةة م لمشةةةةة ىمةةةةةن  مةةةة  وةةةةةاراتذ لل لةةةةةم لش يفةةةة ا ىم ر ةةةةةة أتىان ةةةةا نةةةةةن حريةةةةةق 

 .Cذىوةد لبةين مةن التلةاة  ىمةىد التةى  PCRللمك ال يتات باسل مال لقتية الةةة  DNAاسل رل الةة 
flavipes   ة  كةل مةن نيتةات لايمتةد ىكيتيةاذ ىىمةىد التةى C. sesamiae  ة  نيتةة كيتيةا أيضةاًذ 

 ةة  نيتةةات كةةلٌ مةةن لةةايىانذ ماليئيةةاذ بريحاتيةةاذ كيتيةةاذ بتةةينذ لايمتةةدذ  C. plutellaىىمةةىد التةةى  
 ة  نيتةة  C. rubecula ة  نيتةة ال تةد ىالتةى    C. glomerataىمتىب أ ريقياذ كما ىمةىد التةى  

 أسلراليا.
 
 
 



 المواد وطرائق العمل
 llectionSamples co عينـاتجمع ال

 

مةةةن نمةةةى شةةةميرات السةةةدر ىبشةةةكل يةةةىم  ىاللةةة  لةةةمم الحشيةةةل  Cocoonsشةةةراتق لةةةمم ممةةةع         
ا ليارسةةةا ىبشةةةكلٍ نشةةةىاة  ىب ىوةةةات م لمشةةةة أيضةةةاً  ةةةرل الت ةةةار ىمةةةن مححةةةات الممةةةع الةةةارثذ 

ىلغايةة ت ايةة شةة ر  0112ىاملةدت مةدة الممةع نمةةى مةدار نةام كامةل ابلةةدااً مةن بدايةة شة ر  يةةار/
 .0112/تيسان

ب ةةد ممةةع ال يتةةات ىضةة ت بةةدا ل أحبةةاق بلةةري برسةةليكية ىمةةن اةةم  ةة  حا  ةةة  افةةة         
 مغمقةذ ىتُقمت نمى الشىر للى م لبر الحشرات    وسم نمىم الحية بكمية اللربية.
م حسب ما لكره    2حُش ت التمالج الم ئىلة لمحشيميات البالغة    الارمة ىبدرمة حرارة 

نن حرق حش  ال يتات المماامة من الحشيميات الحشريةذ ىمن أماكن ىأىوات    دراسل م  (3)
الممع الملكىرة    أنره. شممت ال يتات المسل دمة    الدراسة المئيةية مممىنلين؛ الأىلى 

 Red waspىالااتية تمالج بالغات التى  الأحمر  Black waspمامت تمالج بالغات التى  الأسىد 
( تمالج لكل نيتة لغرض اللحميل المئية  ىاسل رل الحمض التىىي 11لمحشيم  ىبم دل )

DNA. 
 

 حفظ وإدامة العينات

( Gallenkamp)شةركة  cooled incubatorىض ت التمالج    دا ةل حاضةتة مبةردة  افةة      
ذ كمةةةةا ئىدت (0)ىسةةةة  درمةةةةة الحةةةةرارة المرةمةةةةة ل ةةةةا ىحسةةةةب مةةةةا لكةةةةره  0+م    21ىبدرمةةةةة حةةةةرارة 
 ات.غرض لى ير الرحىبة المرةمة لم يتبلري ئمامية لحىي ماا ل الحاضتة ب حباق

 

 تشخيص العينات

نُئلةةت ب ةةض التمةةالج ال افةةة ببالغةةات الحشيمةة  البائغةةة اللةة  لةةم الحفةةىل نمي ةةا بةةال حىة      
 ethanol افةةة حاىيةةة نمةةى كحةةىل اايمةة   test tubesالسةةابقة ىىضةة ت بةةدا ل أتابيةةب ا لبةةار 

م ذ لل  مامةةةت    2ىبدرمةةةة حةةةرارة  freezing refrigerator ل ارمةةةة % ىىضةةة ت بةةةدا01بلركيةةةئ 
. كمةةةا لةةمم نةةةئل (3)حريقةةة   الةةةة لمحشةةا  نمةةةى تمةةالج الحشيميةةةات ىلشلةةرات حىيمةةةة حسةةب مةةةا لكةةره 

تمالج من الحشيميات البالغة )لكىر ىأتاث( نمى حده لغرض اللش يل المئية  باسةل دام لشانةل 
 .PCRسمسمة البممرة 



 

 Molecular Studyجزيئيـــة   الدراصة ال

 Primersالبادئات 

   مةةت   ال ةةال بلشةة يل أتةةىا   16S rRNA geneبادةةةات ال افةةة بمةةين اللةةم لفةةميم 
المىمةىد  ة   16S rRNA geneاللسمسةل الميتة  لمةين انلمةاداً نمةى بحةثال ا ة  سةل Cotesia الةةة

. Primer 3 plusالبادةةات ىللةك باسةل مال برتةام  لفةميم  NCB1-Genbankمىوع بتك الميتةات 
    كىريا. Bioneer ىلم لم يئ لمك البادةات نن حريق شركة 

 

     Cotesia sp. RSR-2005 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; mitochondrial 

                                                                                        GenBank: AY936218.1. 

 

  Methodsطريكة العمل 

                                                               Polymerase chain reaction (PCR)فحــص تفاعــل صلشــلة البلمــرة 
ال ةال بلشة يل  16S rRNAلم لمراا  حل لشانةل سمسةمة البممةرة  لملحةري نةن مةين   

 ةة  دراسةةل م نمةةى  Rattan et al. (2006)اللةة  لكرسةةا  حريقةةةالىحسةةب   Cotesiaأتةةىا  حشةةرة 
 ىكما ي ل : أتىا  المت 

 -يلكىن الشحل من ندة  حىات: 
      Tissue genomic DNAالنشيجي  الحمض النووي اصتخلاص -1

 extraction                    
ىللةك باسةل مال  Cotesia  مةت لم لمراا اسةل رل الحمةض التةىىي مةن تمةالج       

 Geneaidالمم ةةةئة مةةةن شةةةركة  (Genomic DNA extraction kit Tissue)نةةةدة الةةةة 
 .دمةالمر قة مع ال  الأمريكيةذ ىلم لمراا ا سل رل حسب ل ميمات الشركة

Amplicon Sequence Primer 

317bp 

TGCAGTATAAATAACTGTACAAAG

GCA 
F 

Cotesia sp. 

16S rRNA gene TGCTGTTATCCCTAAGGTAATTTA

ATT 
R 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 )مت ر ماتب (. Black waspالأسىد  Cotesia sesamiae(: لمال الحشيم  1فىرة روم )
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 )مت ر ماتب (. Red waspالأحمر  .Cotesia sp(: لمال الحشيم  0فىرة روم )
 
 



  DNA examinationفحص الحمض النووي المشتخلص   -2

 Nanodropلمسل مل ىللك باسل مال م ائ ا DNAلم الكش  نن الحمض التىىي  
spectrophotometer (THERMO. USA) لل  ةحماض التىىيال ال بالكش  ىويا  لركيئ الأ

ىويا   ) ng\µl DNA ( الحمض التىىي من  رل لحديد لركيئ الحمض التىىي نن يلم الكش 
بين  من  رل ورااة ا ملفافية بحىل مىم  يلراىح  DNAتقاىة الحمض التىىي 

(260/280nm). 
 
 

 PCR master mixتحضير مزيج تفاعل صلشلة البلمرة   

المم ئة  AccuPower® PCR PreMixلم لحضير مئي  لشانل سمسمة البممرة باسل مال ندة الةة 
 كما    المدىل اللال :ى الكىرية ىحسب ل ميمات الشركة  Bioneerمن وبل شركة 

 

Volume PCR master mix 

5µL DNA template 

1.5µL F. primer 

Primers 

15µL R. primer 

12µL PCR water 

20µL Total 

 

 

 



Thermocycler  PCR      حالت الدورات الحرارية لفحص البي صي ار
conditions 

                                                     

 .PCR thermocyclerر أ  س  لم لمراا  حل لشانل سمسمة البممرة باسل مال م ائ الب 
 

PCR Step Repeat cycle Temperature Time 

Initial denaturation 1 95 C 5 min 

Denaturation 

30 

95 C 5 sec. 

Annealing 60 C 30 sec 

Extension 72 C 45 sec 

Final extension 1 72 C 7 min 

Hold - 4 C Forever 

 

 el electrophoresis Gالترحيل الكهربائي للهلام 
قرااة تليمة ل% ىللك 1,0كرىئ بتسبة مراا اللرحيل الك رباة  باسل مال سرم الأللم       

 ذ ىحسب ل ميمات الشركة المابلة مع ال دة.  PCR productلشانل سمسمة البممرة 
 DNA sequencer method طريقة تسلسل الحمض النووي

المشةة ل بحريقةةة  Cotesia مةةت للحديةةد تةةى   لةةم لمةةراا حريقةةة لسمسةةل الحمةةض التةةىىي
ىللةةةةك مةةةةن  ةةةةرل لمةةةةراا لحميةةةةل الشةةةةمرة الىراايةةةةة  PCR ةةةةةةالفةةةةشات الم  ريةةةةة ىحريقةةةةة  حةةةةل ال

Phylogenetic tree analysis  16لمةةةينS rRNA gene لشانةةةل لل  ةةة  البدايةةةة لةةةم لمةةةراا ذ         
لةةى شةةركة ل  PCRلشانةةلل تةةال  رسةةالب ةةد للةةك لةةم  (317bp PCR product)البةةالط حىلةةد  PCRالةةةة 

Macrogen ة  كىريةا المتىبيةة ىللةك لإمةراا لسمسةل الحمةض التةىىي باسةل مال م ةائ           
AB DNA sequencing system . 

 
 



 النتائـج والمنالشـة
 

 PCRإجـراء فحص تفاعل صلشلة البلمرة 
المىمةىد  (16s rRNA)ىللةك لملحةري نةن مةين الةةة  (PCR)لم لمراا لشانةل سمسةمة البممةرة 

ذ حيث يملائ سلا المين بكىتد يحلىي نمى لسمسل وىانةد تيلرىميتيةة  Cotesia   مت  الحشيل 
 ملغايرة من تى  لآ ر ضمن سلا المت .

لم يتةةات المةةا ىلة لمحشةةرة نةةن لشانةةل نةةال  ال فىفةةية  PCRأ  ةةرت تلةةاة   حةةل الةةةة 
نمةةى سةةرم  bp 317ىالحساسةةية ب  ةةىر حةةئم ىاضةةحة لتةةىن  المةةت  ويةةد الدراسةةة بتةةال  حىلةةد 

 (.1)لأكارىئذ ىكما مبين    الشكل ا
 
 

 
 

 16S لجٍن     الـ PCRعلى نتائج فحض  ي(: ٌوثل طىره الترحٍل الكهربائً لهلام الاكاروز والحاو1الشكل )

rRNA gene  الخاص بتشخٍض أنىاع الجنسCotesia حٍث ٌوثل .M: Marker ladder 2000-100bp  و

الأحور الوىجبة للفحض  Cotesia( للنىع 4و3الأسىد و الحفر هن رقن ) Cotesia( للنىع 2و1الحفر هن رقن )

 . bp 317بناتج طىلو 

 
 
 
 
 
 



 
 DNA sequencerتحليل نتائج تشلشل الحمض النووي 

 
ال ةال بمةت  الحشةرة ىللةك  16s rRNAلمم لمراا  حل لسمسةل الحمةض التةىىي لمةين 

. حيةةةث (MEGA6)للحميةةةل اللتمةةةيح التةةةىن  باسةةةل مال لحميةةةل الشةةةمرة الىراايةةةة ىباسةةةل مال برتةةةام  
       المحميةةةةة مةةةع التةةةةى   Black waspأ  ةةةرت تلةةةاة  اللحميةةةةل الةةةىراا  ىمةةةةىد لشةةةابد ىاضةةةةل لم يتةةةة 

C. sesamiae سةممة نالميةةاً  ةة  مىوةةع ىالمNCBI – Genbank  ذ بيتمةا أ  ةةرت تلةةاة  اللحميةةل
المحميةةةة ا لر ةةةاً ىاضةةةحاً بالمقارتةةةة مةةةع بقيةةةة أتةةةىا  مةةةت   Red waspالةةةىراا  لم يتةةةة الأ ةةةرط 

Cotesia ( 0)  ا مبةين  ة  الشةكمينيداً مةن ضةمن سةلا المةت . ىكمةمما يدل نمى كىت ا تىناً مد
 (.2ى)

 
 
 
 
 

 

 

 Multiple sequence alignment)انقواػدد انييييد  سهسدم اصدفاف  ت تحهيم متؼددة  مثم (: ي2انشكم )

analysis)   بفستؼمفل برنفمج(MEGA6)   نيفتج فحص تافػم تسهسم انبهمدرPCR   16 نيديS rRNA 

gene  في جيسCotesia 16 انقواػد نيدي سهسم ت  , حيث يلاحظ انتشفبه انواضح  لاصفافS rRNA 

gene  في جيس Cotesia sp.  انمحهي  مغ أنواع جيس انــCotesia sp.   انمسيه  فدي موعدغ بيدل انيييدف

NCBI-Genbank   . انظفهر  في انصور 

 
 
 
 
 
 
 



 
 - NCBI  مةن  ةرل مىوةع الميتةات ال ةالم ( ىالةلي أرسةل 1يلبةين مةن  ةرل المةدىل )

Genbank ين الملين لم الحفىل نمي ما تسب اللحابق بين ال ئ ت ال المية ىبين ال ئللين المحميل
 Black) ةة  الدراسةةة الحاليةةة. لل يرحةة  تسةةبة لحةةابق ناليةةة مةةداً بالتسةةبة لم يتةةة المحميةةة الأىلةةى 

wasp)   مةع التةىC. sesamiae  ذ  ة  حةين لةم لُ  ةر اللحابقةات الأ ةرط أي لحةابق 99%بمغةت
كمةا حفةل مةع ال يتةة  (Red wasp)بتسبة ناليةة مةع أي تةى    ةر بالتسةبة لم يتةة المحميةة الااتيةة 

 ل لا المت . تى  محم  مديدالأىلىذ ىانلبر بللك 
 

  الأتىا  ة )تىن  المت ( مع (: مدىل اللحابق الىراا  بين الحشرات المحمي1)مدىل 
 ال الم .المياً    مىوع بتك الميتات المسممة ن Cotesiaالأ رط لممت                

 

Blast Cotesia sp. 

Homology Sequence Identity 

Black wasp Red wasp 

Cotesia sesamiae 
(KJ882492.1) 

99% 93% 

Cotesia chilonis 
(DQ232345.1) 

98% 
95% 

 

Cotesia nonagriae 
(JQ396702.1) 

97% 
93% 

 

Cotesia vestalis 
(AJ535929.1) 

97% 93% 

Cotesia plutellae 
(AY936213.1) 

97% 97% 

Cotesia flavipes 
(DQ232361.1) 

97% 93% 

Cotesia urabae 
(DQ232362.1) 

97% Not identity 

Cotesia congregata 
(U68157.1) 

94% 93% 

Cotesia ruficrus 
(AF110826.1) 

94% 94% 



 
   دراسل م ب ن الل اوبات الميتية    لسمسل القىاند التيلرىميتية    ال يتةات  (11)لكر 

(ذ ىل ةلا السةبب  ةان ال يتةات 98%اةل دا ةل الأتةىا  )ىفةمت للةى أىضحت درمة ناليةة مةن اللما
يمكن ان لتُقل أى لُرد بشكلٍ مىاىق للى الأتىا  م مةا لكةن أفةىل ا المغرا يةةذ ىلكةر ب تةد يسةلتل  

 .Cotesiaالةةة   سى دليلٌ مىاىق للش يل أتىا  مت   16Sمن للك أن المين 
 

 (KJ882492.1) Cotesia sesamiae

 Black wasp (Local Cotesia sp)

 (DQ232345.1) Cotesia chilonis

 (AY936213.1) Cotesia plutellae

 (AJ535929.1) Cotesia vestalis

 (DQ232357.1) Cotesia flavipes

 (JQ396702.1) Cotesia nonagriae

 (DQ232361.1) Cotesia flavipes

 (JQ396685.1) Cotesia sesamiae

 (DQ232362.1) Cotesia urabae

 (U68157.1) Cotesia congregata

 (AF110826.1)Cotesia ruficrus

 Red wasp (Local Cotesia sp)

100

75

82

81

71

50

53

47

62

41

0.00.10.20.30.40.5 
 

 

 باسةةةةةل دام   Cotesiaابد ىا  ةةةةةلر  بةةةةةين أتةةةةةىا  المةةةةةت  الم حةةةةةح الشةةةةةميري لدرمةةةةةة اللشةةةةة(: (3الشةةةةةكل 
 .PCRلقتية لشانل سمسمة البممرة             

 
 

 
 
 
 
 
 
 



 Phylogenetic tree analysisلحميةةل الشةةمرة الىراايةةة  (2)ىيرحةة  مةةن  ةةرل الشةةكل 
حيةةث لةةم اسةةل مال لحميةةل  ذ(MEGA 6) باسةةل مال برتةةام  ةة  الدراسةةة الحاليةةة  Cotesiaلمةةت  

 Unweighted Pair Group Method)   ( UPGMA tree)شةةةةمرة الىراايةةةةة مةةةةن تةةةةى  ال
with Arithmetic Meanأ  ةرت تلةاة  اللحميةةل ىمةىد لقةارب ىاضةةل لمحشيةل الأسةىد  ذ للBlack 

wasp   المحمةة  مةةع تةةىCotesia sesamiae (KJ882492.1) المسةةممة  ةة  مىوةةع الةةة NCBI-
Genbank ر نمةى حةةين أ  ةر التةةى  الأحمةة ذRed wasp  المحمةة  ل لر ةةاً ىاضةحاً  بالمقارتةةة مةةع

 لشمرة الىرااية.ابقية الأتىا  الأ رط ال اسرة    لحميل 
 

كما لمم الحفةىل نمةى كةىدات اللسةميل ال افةة بةالأتىا  المش فةة  ة  الدراسةة لممةت  
Cotesia   ىالل  أرسةمت مةن مىوةع بتةك الميتةات ال ةالمNCBI Genbank  قةة بالإضةا ة للةى ىايذ

ىاللةةة  سُةةةممت  ةةة  الدراسةةةة الحاليةةةة  ةةة  مىوةةةع بتةةةك  Cotesiaاللسةةةميل الرسةةةم  لأتةةةىا  مةةةت  الةةةةةة 
 .رالميتات ال الم  ىالل  أُرسمت كللك من المىوع الملكى 
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Abstract 

 
Present study involve the collecting of samples of larvae and pupa of 

parasitoids that attack the larvae of Tarucus rosacea feeding on leaves of 

Zizyphus trees on Al-Qadisiyah Province addition to identification of 

parasitoids depending on the molecular characters.  

The results of present study show that when use the polymeric chain 

reaction (PCR) technician to identify the Genus and the species will identify 

two species of insect parasitoid that following the genus Cotesia on the 

Tarucus rosacea larvae at Al-Diwaniyah Province one of them have 

correspondence percent reach to (99%) with C. sesamiae, while the other is a 

unique species depending on the tree clade of the Genus, and any species that 

have a morphological features completely different from the other. 

 

 
Key words: Hymenoptera , Braconidae , PCR , Cotesia sesamiae  

 

* The research is a part of Ph.D. dissertation in the case of the first researcher. 
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