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ثالثاً: المواد وطرائق العمل
Materials & Methods

أولاً: التجربة الأولى : تأثير الرش بالماء واضافة بذور الينسون في الأداء الإنتاجي                                     والفسلجي لأبقار الهولشتاين
3-1 : حيوانات وتصميم التجربة: Experimental animals and design  
أجريت هذه التجربة في حقل أبقار قسم الثروة الحيوانية في كلية الزراعة - جامعة بغداد للمدة من 1/7/2012 الى 2/10/2012 بأستعمال 18 بقرة هولشتاين من الأبقار المرباة في الحقل بعد مرحلة أعلى انتاج للحليب (Peak yield)  بفترة 2- 4 أشهر ومعدل وزن 466 كغم/بقرة وبأعمار 3.5 – 4.5 سنة كانت ألأبقار في موسم إنتاجها الثاني والثالث وقسمت إلى مجاميع  على أساس أنتاجها من الحليب اليومي ( 12-14 كغم / يوم / بقرة ) إذ قسمت عشوائيا بشكل متساوي ومتجانس إلى مجموعتين رئيستين (مجموعة الرش بالماء على الجسم وقت الظهيرة  ومجموعة من دون رش) وقسمت كل من هاتين المجموعتين إلى ثلاث مجاميع فرعية تضم كل مجموعة 3 أبقار لتمثل المعاملة بالينسون ( 0 غم و 30 غم ينسون معامل بالفورمالديهايد و30 غم ينسون غير معامل إلى العلف المركز/ بقرة / يوم )، وضعت الأبقار في حظيرة نصف مظللة تحتوي على معالف مصممة لكي تأكل البقرة من خلال مشبك حديدي يسمح بإدخال رأس البقرة إلى المعلف والحظائر مجهزة بأحواض ماء معدنية ذاتية الملئ غير قابلة للصدأ (Stainless Steel ) تجهز من ماء الحنفية حيث توجد شبكة تسمح بأدخال رأس الحيوان فقط لكي يشرب الماء، فحصت الحيوانات جميعها قبل البدء في التجربة للتأكد من خلوها من الأمراض واعتمد على برنامج التلقيحات والتجريع المتبع في الحقل . 
غذيت الأبقار على خليط من العلف المركز مكون من مجموعة من المواد العلفية المتوفرة في الحقل (شعير+نخالة+ذرة صفراء +كسبة فول الصويا +فيتامينات وكلس وملح الطعام) وكانت بالنسب المبينة في الجدول 3 ، إذ تعطى الأبقار كمية العلف المركز حسب إنتاجها اليومي من الحليب على أساس جداول NRC (1978)حيث كانت تصل الى تقريباً 1كغم عليقة مركزة لكل 3 كغم حليب ويقدم العلف المركز لكل بقرة في أثناء مدة الحلب الصباحي والمسائي في أواني معدنية توضع أمام البقرة في مكان خاص بذلك ويوضع فوق العلف المركز الكمية المقررة من بذور الينسون بدون جرش (30غم / بقرة / يوم) وذلك أثناء الحلبة الصباحية أما العلف الخشن فقدم للأبقار بصورة جماعية على وفق ما يتوفر من الأعلاف سواء كانت الخضراء أوالدريس مثل الجت والذرة على وجبتين صباحية ومسائية وجهزت بقوالب الأملاح المعدنية طيلة مدة التجربة والماء يقدم بصورة حرة إذ تشرب البقرة من خلال مشبك حديدي يسمح بإدخال رأس الحيوان فقط .
جدول (3) النسبة المئوية لمكونات العلف المركز المقدم لحيوانات التجربة .
	المادة العلفية
	النسبة المئوية % 

	الشعير
	37

	نخالة الحنطة
	35

	الذرة صفراء
	11

	كسبة فول الصويا
	15

	ملح الطعام
	1

	حجر الكلس
	1


3-2 : التحليل الكيمياوي للعلف المركز وبذور الينسون:

      أُجري التحليل الكيميائي للعلف المركز المقدم لأبقار التجربة وبذور الينسون في مختبر التغذية التابع لقسم الثروة الحيوانية في كلية الزراعة وكما موضح في الجدول 4.

  جدول(4) التحليل الكيميائي (%) للعلف المركز والينسون المستعمل في التجربة 
	الينسون
	العلف المركز
	المكونات

	96.72
	90.79
	المادة الجافة

	29.00
	15.81
	البروتين الخام

	4.32
	3.00
	دهن

	7.44
	7.44
	الرماد


3-3 : معاملة بذور الينسون بالفورمالديهايد : 
       تمت معاملة بذور الينسون بمحلول الفورمالديهايد (تركيز 37  % ) بكمية مقدارها 1 لتر / 10 كغم مادة جافة من الينسون بواسطة مرشة يدوية وذلك بعد فرش الينسون فوق قطعة نايلون على الأرض داخل قاعة مغلقة مع التقليب المستمر لضمان وصول المحلول إلى بذور الينسون جميعها المستعملة للحصول على معاملة متجانسة بعدها حفظ الينسون داخل أكياس بولي أثلين كبيرة محكمة الغلق وترك لمدة 72 ساعة ليتم التفاعل بين الفورمالديهايد والينسون مع الرج اليومي للأكياس المحتوية على الينسون المعامل , بعدها فتحت الأكياس ونشرت محتوياتها على قطعة نايلون داخل قاعة مسقفة وذات تهوية جيدة لمدة  48 ساعة للسماح بتطاير محلول الفورمالديهايد غير المتفاعل بعدها تمت تعبئة الينسون المعامل في أكياس خاصة لحين استعماله (Hassan  وآخرون ,1990وHassan  و Al_Sultan  ,1995و حسن وآخرون ,2001 ).
3-4 : رش الأبقار بالماء :
    تم رش الأبقار بالماء يوميا لمرة واحدة في الوقت الذي تكون فيه درجة حرارة الجو في ذروتها (حوالي الساعة الثالثة ظهراً) إذ يتم رش جسم البقرة بأكمله بالماء(غسل كامل للجسم) من خلال الجهاز الموجود بالحقل.
3-5 : مخطط التجربة : 

     المخطط الآتي يبين المعاملات والصفات المدروسة للتجربة : 
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                                 شكل(3) : مخطط التجربة الأولى والصفات المدروسة.

3-6 : وزن الحيوانات :
      وزنت الأبقار في بداية التجربة وفي نهايتها بميزان أبقار رقمي ألماني المنشأ موجود في حقل الأبقار التابع لقسم الثروة الحيوانية كلية الزراعة / جامعة بغداد لمعرفة التغيرات التي تطرأ على أوزان الحيوانات خلال مدة التجربة إذ وزنت الأبقار صباحا قبل تناول الوجبة الصباحية من العلف الأخضر . 
3-7 : حلب الأبقار وتسجيل الحليب المنتج : 

     تحلب ألأبقار مرتين في اليوم صباحا الساعة 6 ومساءً الساعة 4 وتبدأ عملية الحلب الآلي وبعد إتمام حلب البقرة يسجل كمية الحليب المنتج بميزان شاقولي مدرج  وهذه العملية تجرى لكل بقرة يوميا (صباحاً ومساءً) طوال مدة التجربة .
3-8 : جمع عينات الحليب وقياس نسب مكوناتها:
      تم قياس نسب ومكونات الحليب باستخدام جهاز Milk analyzer (صورة 2) في مختبرات محطة المجترات التابعة لدائرة البحوث الزراعية / وزارة الزراعة إذ وضع 100 مل من عينة الحليب للحلبة الصباحية (بسبب تعذر تحليل الحلبة المسائية لعدم أمكانية الحصول على الجهاز بعد أنتهاء الدوام الرسمي) في أنبوبة محكمة الغلق ونقلت إلى الجهاز بصورة مباشرة خلال مدة 30 دقيقة لغرض إجراء الفحص إذ ترج الأنابيب قليلا وبهدوء قبل إدخالها إلى الجهاز وتظهر النتيجة على شاشة الجهاز كنسب وأرقام لكل مكون من مكونات الحليب والتي تتضمن الدهن والبروتين وسكر اللاكتوز والرماد والمواد الصلبة الغير دهنية وكثافة الحليب، وقد تم تقدير هذه المكونات في الحليب كل أسبوعين أبتداءً من الأسبوع الأول إلى الأسبوع الرابع عشر.

صورة (2) جهاز تحليل مكونات الحليب
3-9 : قياس درجة حرارة الجو والرطوبة :

      تم قياس درجة حرارة الجو بمحرار الكتروني الماني المنشأ يقيس الحرارة والرطوبة في الوقت نفسه وضع في مكان وجود ألأبقار في الحقل فضلاً عن وجود محرار زئبقي لتأكيد القراءة وتم تسجيل القراءة الساعة 5.5 صباحا والساعة 3 مساءً يوميا طيلة مدة التجربة . 

3-10: حساب دليل الحرارة والرطوبة (THI):
     تم احتساب دليل الحرارة والرطوبة باستخدام طريقة  Maderوآخرون (2006) على وفق المعادلة الآتية :
THI = (0.8 × D.B.T. °C) + [(RH/100) × (D.B.T. °C − 14.4)] + 46.4
إذ إن:
THI : Temperature Humidity Index = دليل الحرارة والرطوبة .

Dry-Bulb Temp. : D.B.T. °C = معدل درجة الحرارة ( مئوية ) . 

   RH:  Relative Humidity  =الرطوبة النسبية معبرا عنها كنسبة مئوية .
 0.8،14.4 ، 46.4 = ثوابت .
3-11 : الاستجابات الحرارية :

   تم قياس بعض الاستجابات الحرارية (درجة حرارة المستقيم ومعدل التنفس ومعدل النبض) لكل بقرة كل 15 يوماً (مرتين في الشهر)عند الساعة 5.30 صباحاً و3 مساءً، وكانت عملية القياس تستغرق تقريبا ساعة في كل مرة يتم فيها أجراؤها.

3-11-1 : درجة حرارة المستقيم :  Rectal temperature
   تم قياس درجة حرارة المستقيم لكل بقرة بوساطة محرار طبي الكتروني الماني المنشأ عن طريق وضعه في فتحة المستقيم لمدة دقيقة واحدة، بعدها تؤخذ القراءة.
3-11-2 : معدل التنفس : Respiration rate 
   تم قياس عدد مرات التنفس عن طريق تقدير عدد حركات الخاصرة بالدقيقة وبالملاحظة العينية.

3-11-3 : معدل النبض :   Pulse rate
    تم قياس معدل النبض لكل بقرة في الدقيقة الواحدة بوساطة سماعة طبية توضع في منطقة الصدر.
3-12 : فحوص الدم:

3-12-1 : عينات الدم :

    أخذت عينات الدم من الوريد الوداجي من الأبقار في بداية التجربة ووسطها ونهايتها وقسمت العينات إلى قسمين, الأول وضعت في أنابيب بلاستيكية تحتوي على مادة مانعة لتخثر الدم (Ethylene Diamine Tetra Acetic acid  EDTA ) لقياس معدل هيموكلوبين الدم وحجم خلايا الدم المرصوصة والمجموع الكلي لكريات الدم والحمر وخلايا الدم البيض، أما المجموعة الثانية فقد وضعت في أنابيب بلاستيكية خالية من المادة المانعة للتخثر وذلك لعزل المصل فيما بعد (بعد 3 ساعات) حيث وضعت في الثلاجة لحين أجراء عملية العزل لمصل الدم ولحساب تركيز كل من البروتين الكلي وألألبومين والكلوبيولين واليوريا والكولسترول وسكر الكلوكوز وأنزيمات AST (Aspartic Amino Transferase) وALP(Alkaline phosphatase) وتركيز هرمون الثايروكسين والكورتزول .
 3-12-2: الفحوص الدميٌة :   
3-12-2-1 : حجم خلايا الدم المرصوصة:  
    تم حساب حجم خلايا الدم المرصوصة (PCV) باستخدام أنابيب شعرية خاصة بجهاز الطرد المركزي وحسب الطريقة التي أشار إليها Archer (1965) .
3-12-2-2: حساب عدد كريات الدم الحمراء: 
    احتسبت أعداد كريات الدم الحمراء باستعمال شريحة العد Hemocytometer  وحسب طريقة  Varley وآخرون (1980).
3-12-2-3 : حساب عدد خلايا الدم البيضاء:  
     احتسبت خلايا الدم البيضاء باستعمال شريحة العد Hemocytometer وحسب طريقة Varley وآخرون (1980)  .
3-12-2-4 : الهيموكلوبين :
       تم تقدير الهيموكلوبين بتحويله إلى مركب Cyanomethemoglobin  باستعمال كاشف درابكنز (drabkins reagent ) وذلك حسب طريقة   Vankampen and Zijlstra(1965) . 
3-12-3 : فحوص مصل الدم الكيمياحيوية:

     أخذت عينات الدم ووضعت في أنابيب بلاستيكية مختبرية خالية من مانع التخثر وتركت العينات بصورة مائلة لحين تجلطها وبعد الحصول على المصل وضعت في جهاز الطرد المركزي لمدة 15 دقيقة وعلى سرعة 3000 دورة /دقيقة ثم عزل المصل في أنابيب معقمة وخاصة ، استخدمت بعدها عدد جاهزة (Kit) المانية المنشأ تحتوي على محاليل جاهزة لقياس كل من البروتين الكلي (Green وآخرون ، 1982) والألبومين والكلوبيولين (Bush ، 1998) واليوريا (PattonوCrouch،1977) والكولسترول(Allain وآخرون،1974) وسكر الكلوكوز (Asator و King ، 1954) وفعالية أنزيماتAST  ( Reitman و Frankel ،1957) وALP ( Kind و King ،1954) بإتباع التعليمات الخاصة المرفقة مع عدة التحليل، أما هرمون الكورتزول والثايروكسين فقد تم قياسهما أستناداً للطريقة الأشعاعية (RIA)  بأستعمال جهاز Cobas 6000 analyzer series والذي يعطي نتيجة تحليل العينة بعد 9 دقائق على شاشة الكترونية .
3-13 : التحليل الإحصائي   Statistical analysis                              

   استخدمت تجربة عاملية (2 × 3) طبقت بتصميم عشوائي كامل (CRD) لدراسة تأثير العوامل المدروسة(الينسون والرش) في الصفات المختلفة، وقورنت الفروق بين متوسطات المعاملات باختبار Duncan (1955) متعدد الحدود ، وأستعمل البرنامج SAS (2004) في التحليل الإحصائي على وفق النموذج الرياضي الآتي: 
Yijk = µ +  Ni +Sj + NS (ij) + eijk

إذ إن:
Yijk= قيمة المشاهدة k العائدة للمعاملة (بالينسون) i والطريقة (الرش) j . 

µ = المتوسط العام للصفة المدروسة.

Ni = تأثير المعاملة بالينسون. 

Sj = تأثير الرش (رش ، من دون رش).

NS (ij) = تأثير التداخل ما بين الرش والمعاملة بالينسون.

eijk = الخطأ العشوائي الذي يتوزع طبيعيا بمتوسط يساوي صفر وتباين قدره σ2e.
ثانياً : التجربة الثانية :  تأثير إضافة بذور الينسون في تخمرات الكرش للكباش العواسية        المحلية
3-1 : حيوانات وتصميم التجربة :

أجريت هذه التجربة في حقل أغنام قسم الثروة الحيوانية في كلية الزراعة - جامعة بغداد للفترة من 4/10/2012 إلى 4/11/2012  بأستعمال 9 كباش عواسية محلية من الحيوانات المرباة في الحقل متقاربة في الوزن والعمر( بمعدل وزن 46.5 كغم وعمر 2.5 سنة ) وقسمت الى ثلاث مجاميع تضم المجموعة الواحدة ثلاثة كباش وتمت إضافة الكميات السابقة من الينسون المعامل بالفورمالديهايد وغير المعامل ومن دون إضافة للمجموعة ألأولى والثانية والثالثة (المقارنة) على التوالي إلى العلف المركز بعد تحويلها على أساس وحدة الوزن للكباش لموازاتها بالأبقار في التجربة السابقة وإزالة تأثيرات سعة حجم الكرش إذ كانت الإضافة للينسون المعامل وغير المعامل بالفورمالديهايد الى العلف المركز صباحاً بكمية 3غم/كبش/يوم ، إذ وضعت الكباش في حظيرة نصف مظللة تحوي على معالف ومجهزة بأحواض معدنية للماء غير قابلة للصدأ وتزود من ماء الحنفية.  
   فحصت الحيوانات قبل البدء في التجربة ، للتأكد من خلوها من الأمراض واعتمد برنامج التلقيحات والتجريع المتبع في الحقل .
غذيت الكباش على العليقة نفسها السابقة في الجدول 3 غذيت الكباش على كمية العلف المركز على أساس جداول NRC(1978) ويقدم العلف المركز لكل كبش على وجبتين صباحا ومساءً، أما العلف الخشن فقدم للكباش لكل مجموعة على حده مما يتوفر من الأعلاف الخضراء والدريس مثل الجت والذرة على وجبتين صباحية ومسائية طيلة مدة التجربة والماء يقدم بصورة حرة ومستمرة.
3-2 : مخطط التجربة : 

    المخطط التالي يبين المعاملات والصفات المدروسة للتجربة :









شكل (4) : مخطط التجربة الثانية والصفات المدروسة
3-3 : دراسة تخمرات سائل الكرش : Rumen fermentation   
      في نهاية التجربة تم اخذ نماذج من سائل كرش الكباش لكل معاملة إذ تم سحب سائل الكرش عن طريق أدخال أنبوبة مطاطية عن طريق فم الحيوان طولها 1 متر تقريباً وهو الطول المناسب لكي تصل إلى أنسب نقطة داخل الكرش ليتم سحب سائل الكرش وبأستخدام حقنة ذات حجم 500 مل، تم سحب نماذج من سائل الكرش في أربعة أوقات مختلفة (لمعرفة التغيرات في سائل الكرش في تلك الأوقات بعد التغذية الصباحية) هي وقت 0 أي قبل التغذية الصباحية ثم بعد ذلك يقدم لها العلف المركز والخشن و بعد مرور 3 ساعات من التغذية الصباحية تم سحب سائل الكرش(السحبة الثانية) ثم بعد مرور 6 ساعات من التغذية الصباحية تم سحب سائل الكرش(السحبة الثالثة) وبعد مرور 9 ساعات من التغذية الصباحية تم سحب سائل الكرش (السحبة الرابعة) لمعرفة التغيرات الحاصلة لسائل الكرش في تلك المدد عن طريق قياس الصفات الآتية :
3-3-1: الأُس الهيدروجيني:  pH
     بعد جمع سائل الكرش مباشرة وقبل ترشيحه يتم قياس درجة الحموضة (pH) في سائل الكرش بجهاز pH meter الماني النشأ من شركة Nstuments .
3-3-2 : قياس نسبة نيتروجين الأمونيا: Ammonia Nitrogen   
     بعد قياس الأس الهيدروجيني(pH) لسائل الكرش تم ترشيح السائل ثم جُمدت العينات مباشرةً وبعدها تم أخراج العينات من التجميد وتُركت لتذوب ليستخرج نسبة نتروجين الأمونيا (NH3 - N) لسائل الكرش وذلك حسب طريقة ( A.O.A.C. ، 1975 ) .

3-3-3 : تقدير الحوامض الدهنية الطيارة الكلية:    Total of Volatile Fatty Acids
     تم تقدير الحوامض الدهنية الطيارة الكلية في سائل الكرش بأستعمال جهاز Markahm   وحسب طريقة Warner  (1964) . 
3-3-4 : تقدير المركبات الفينولية:    Phenol Compounds
تم تقدير نسبة المركبات الفينولية في نماذج سائل الكرش حسب الطريقة الضوئية المذكورة من قبل Swain و Hillis (1959) على اساس كمية حامض التانيك Tannic Acid. 
3-3-5 : تقدير العدد الكلي للبكتريا:   Total bacterial counts
 تم تقدير التغيرات الحاصلة على نمو الاحياء المجهرية التي تعيش داخل كرش الحيوان في نماذج سائل الكرش وذلك باستخدام طريقة العد البكتيري باستخدام الاطباق plate counts   (الدليمي ،1988). حيث تم أخذ 0.1 مل من سائل الكرش لكل عينة وأجريت سلسلة من التخافيف العشرية لكل عينة وتم زرع طبقين من كل تخفيف بطريقة النشر وحضنت الأطباق بدرجة 37 مº لمدة 24 ساعة بعد ذلك تم عد المستعمرات بواسطة جهاز عد المستعمرات Colony counter، إذا كان عدد المستعمرات أقل من 30 أو أكثر من 300 تهمل، ويتم تطبيق المعادلة التالية :

                        معدل عدد المستعمرات في طبقين × مقلوب التخفيف
عدد البكتريا = ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ × 100

                                               حجم العينة

3-4 : التحليل الاحصائي : 

أستعمل التصميم العشوائي الكامل CRD (Completley Randomized Design) لدراسة تأثير المعاملات المختلفة في الصفات المدروسة، وقورنت الفروق المعنوية بين المتوسطات باختبار Duncan (1955) متعدد الحدود واستعمل البرنامج الجاهز SAS (2004) في التحليل الاحصائي على وفق النموذج الرياضي الاتي :

Yij = ( + ti + eij         
إذ أن: 
Yij =قيمة المشاهدة J العائدة للمعاملة I.

( =المتوسط العام للصفة.

ti =تأثير المعاملة.

eij =الخطأ العشوائي الذي يتوزع طبيعياً بمتوسط يساوي صفراً وتباين مقداره (2  .












في نهاية التجربة تم سحب سائل الكرش في الساعات   0 و 3 و 6 و 9  بعد التغذية الصباحية


وتم قياس اصفات التالية في سائل الكرش :


درجة الحموضة (pH)


2- العدد الكلي للبكتريا


3- تركيز الحوامض الدهنية الكلية


4-تركيز نيتروجين الأمونيا


5- تركيز الفينولات














الصفات المدروسة





3 كباش 


المعاملة T2


مجموعة إضافة الينسون المعامل بالفورمالديهايد





3 كباش 


المعاملة T1  


مجموعة إضافة الينسون غير المعامل بالفورمالديهايد





3 كباش


المعاملة C


مجموعة المقارنة 


( من دون إضافة)








9 كباش عواسية محلية محلية





18بقرة هولشتاين 





رش بالماء 9 أبقار








بدون رش بالماء 9 أبقار  








مجموعة المقارنة ( بدون إضافة)





مجموعة إضافة 30 غرام من الينسون المعامل بالفورمالديهايد





مجموعة إضافة 30 غرام من الينسون الغير معامل





مجموعة إضافة 30 غرام من الينسون المعامل بالفورمالديهايد





مجموعة المقارنة ( بدون أضافة)








مجموعة إضافة 30 غرام من الينسون الغير معامل








الصفات المدروسة


يتم قياس درجة الحرارة والرطوبة للجو يومياً كما يتم حساب دليل الحرارة والرطوبة.








الصفات الإنتاجية





الصفات الفسلجية





أوزان الحيوانات : وزنت الابقار قبل البدء بالتجربة وفي نهايتها.


تسجيل كمية الحليب المنتج من الأبقار يومياً (صباحاً ومساءً ) طيلة مدة التجربة.


قياس مكونات الحليب (دهن و بروتين و سكر اللاكتوز و الرماد والمواد الصلبة الغير دهنية وكثافة الحليب) لكل بقرة بمعدل مرتين كل شهر خلال مدة التجربة.

















قياس درجة حرارة الجسم من خلال فتحة المستقيم ومعدل التنفس والنبض لكل بقرة. 


معدل هيموكلوبين الدم وحجم الخلايا الدم المرصوصة والمجموع الكلي لكريات الدم الحمر وخلايا الدم البيض والبروتين الكلي وألألبومين والكلوبيولين واليوريا والكولسترول وسكر الكلوكوز وأنزيمات GOTوALP وتركيز هرمون الكورتزول والثايروكسين .
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