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أختبار تأثير الفطر الإحيائي harzianum  Trichoderma وبعض أنواع الأسمدة العضوية في تثبيط نمو الفطر Pythium aphanidermatum  المسبب  لمرض سقوط البادرات في نبات الطماطة 
 حمزة احمد عزيزالأعرجي
  المعهد التقني كوفة
 الخلاصة  
        دراسة تأثير الفطر الإحيائي   harzianum  Trichoderma وثلاثة   أنواع من الأسمدة العضوية ( مخلفات الأبقار و مخلفات الدجاج و مخلفات الأغنام)  من حيث تأثيرها على تثبيط نمو المسبب المرضي Pythium aphanidermatum   على  نبات الطماطة   بينت نتائج هذا الزرع المزدوج في الأطباق (dual culture  ) وجود قدرة تضاد عالية للفطر harzianum  .T  ضد الفطر الممرض aphanidermatum.P  حيث كان الفطر  harzianum .T  مثبطا لنمو الفطر وبصورة واضحة آذ بلغت نسبة التثبيط   69.78% .  لوحظ أيضا ان راشح مزرعة الفطر. harzianum   قد اظهر تأثيراً معنوياً واضحاً عند وجودة في الوسط الغذائي النامي فيه الفطر aphanidermatum.P   حيث بلغ نمو الفطر الممرض  55.53ملم بوجود الفطر المقاوم مقارنة بمعاملة السيطرة للفطر الممرض التي بلغت   90.00 ملم. وقد بينت النتائج  أيضا أن تأثير المستخلصات المائية للمخلفات العضوية في نمو الفطروبوجود الفطر الإحيائي T. harzianum,ادت  الى تثبيط عالي لنمو الفطر aphanidermatum.P  في معاملة مستخلص
( الدواجن والأبقار والأغنام) 51.83 % و 48.55% و 48.65 % مقارنةً بمعاملة المقارنة 0 %  أوضحت النتائج أيضا أن إضافة الفطر الإحيائي وخليط من مخلفات الدواجن والأبقار والأغنام أدت الى خفض النسبة المئوية لموت البادرات قبل البزوغ معنوياً وبلغت  29.22 % و 35.43  % و 37.35 % على التوالي مقارنةً بمعاملة المقارنة التي بلغت  60.77% كما انخفضت نسبة موت البادرات بعد البزوغ معنوياً وبلغت 31.10 % و 35.98 % و 37.65 %   مقارنةً بمعاملة  المقارنة التي بلغت 66.00 %     

Abstract
         We studied the effects types of fertilizers (Cow manure, Poultry manure and Sheep manure) and biocontrol fungus Trichoderma harzianum in terms of their impact on the cause of disease Pythium aphanidermatum on tomato plant. The results show that (dual cultural) revealed antagonistic between T. harzianum and pathogenic fungus P. aphanidermatum. Where T. harzianum inhibitor the growth of fungi and clearly, as the inhibition percentage was 69.78%. It was also noted that culture filtrates of fungi T. harzianum has demonstrated a clear significant effect upon the developing of P. aphanidermatum that growth in the medium. Where the growth of pathogenic fungus 53.55 mm in the presence of biocontrol fungus to the treatment comparison of the fungus pathogen, which amounted to 90.00 mm.     The results showed that the effect of water extracts of organic waste in the growth of fungus, showed a highly inhibition to the growth of fungus in the treatment of P. aphanidermatum. extract (poultry, cow and sheep) 51.83% and 48.55% and 48.65% respectively as compared to the control treatment 0%.   The results indicated also that the addition of biocontrol fungi and a mixture poultry , cattle and sheep waste has led to a reduction in the percentage of the death of seedling before emergence significantly and amounted to 29.22% , 35.43% and 37.35% respectively as compared to the treatment of the control , which amounted to 60.77% , the percentage  death of seedlings after emergence  significantly decrease to 31.10% , 35.98% and 37.65% respectively compared to the control  treatment, which amounted to 66.00%

المقدمة

      مرض سقوط البادرات ((damping-off من الأمراض التي يسببها الفطر ythium aphanidermatum   أحد أكثر الأمـراضِ الواسعة الانتشار على نبات الطماطة (Mill.  Lycopersicon esculentum وخاصة النسبة للمشاتل   والبيوت المحمية2002, J. C. Tu)   ) ويسبب خسائر كبيرة للمــحصولِ تحت الظروف البيئية المناسبة.  De´ Souza)  و جماعته(2003. تم تسجيل الفطر لأول مرة في العراق من قبل
 ( AL-Doory و آخرون ، (1959 ان الآلية التي ينتهجها الفطر في إصابة البذور تتمثل باختراقه لأغلفة البذور الرطبة المنتفخة اختراقا مباشرا ولذلك فان البذور المصابة تتحول الى كتلة متعفنة ويتم إصابة الجذور والسيقان حديثة التكوين بنفس الآلية L.Hodges)،(2003.
 ومن المعروف أن أمراض سقوط البادرات تسبب مشاكل خطيرة للغاية لإنتاج الطماطة في مناطق إنتاجها. وبصرف النظر عن وجود مجموعة واسعة  من المضائف ( (1981, Van-Der  , تم توجيه معظم الجهود نحو خيارات استخدام المقاومة المناسبة. إضافة الى ذلك التكلفة الناتجة عن استخدام مبيدات الآفات فضلا عن آثارها على البيئة التي تجعلها أقل قبولا لدى المزارعين قليلي الموارد  ( 1975, SN Garrett.) ونتيجة للاستعمال الواسع للمبيدات أدى الى ظهور سلالات مرضية جديدة للفطر مقاومة للمبيدات وهذا الأمر تطلب من العاملين في مجال مكافحة الأمراض التفكير في وسائل أخرى للمكافحة منها استعمال المكافحة الحيوية .
   تؤدي المواد العضوية  ) الأسمدة) مثل بقايا النباتات وروث الحيوانات  والتي تؤدي الى إضافة المغذيات إلى التربة وبالتالي زيادة خصوبتها وهذا  يؤدي الى تحسين نمو النبات ويجعله  أقل عرضة للإصابة  بمسببات الأمراض  Muhammad S) وآخرون 2001). وأن المواد العضوية  لها كثافة حجم قليلة، وبالتالي  تؤدي الى تحسين النمو للمنطقة الجذرية وإنها توفر المواد الغذائية الكافية للنباتات وتقلل من قابليتها للإصابة  بالآفات والأمراض المنقولة بالتربة  (1997,Ayodele   ). وجد(1989,Schueter )   ان أنواع مختلفة من المخلفات الزراعية  تثبط أنواع مختلفة من الأمراض النباتية التي تنتقل عن طريق التربة من خلال جعل النباتات أكثر قوة وأكثر قدرة على الصمود أمام الهجوم.  وكان للتسميد بالمخلفات الحيوانية  تأثيراً واضحاً في مقاومة أنواع مختلفة من الأمراض النباتية المنقولة بالتربة  Chen)   و  ,Hadar (1988  ، (1988,  Roitman ,Janisiewicz  )   كما يمكن استخدام السماد على أنه من طرائق المكافحة البيولوجية لأمراض النبات
 S. Muhammad)   2001,) S. Muhammad)  1998,)  الفطر .Trichoderma spp  هو مــن الفطريات الرمية والموجودة في اغلب الترب والمخلفات العضوية ويكون تأثيره عن طريق المنافسة على الغذاء   Elad) وآخرون 1999) آو أفراز مضادات حيوية وأنزيمات محلله تؤدى إلى قتل وتثبيط نمو الكائنات المتعايش معها , E.Harman)   (1999آو التطفل المباشر علــى الممرض  (1996,Thomas, Saifullah).
(2001, E. Sharon)   استخدمت أنواع Trichoderma spp  لمقاومة النيماتودا وبعض الفطريات التي تسبب كثير من الأمراض للنباتات  Howell) وآخرون،(2ooo 
( إبراهيم,على خليل وإبراهيم خليل حسون، 2001).  أشارت دراسات عديدة آن الفطر Trichoderma spp.. يعد من محسنات النمو إذ ينعكس ذلك من خلال زيادة الوزن الجاف للمجموع الخضري والجذري آو زيادة طول النبات للعديد من المحاصيل المهمة (طـه,خالد حسين. 1990.) ، Mackenzie)  وآخرون،1995).    وتهدف الدراسة الحالية  في التحقق من مقاومة  المسبب المرضي  لسقوط البادرات Pythiumaphanidermatum  الذي يصيب  الطماطة باستخدام السماد العضوي 
( سماد الأبقار و الطيور و الأغنام ) وفطر المقاومة الإحيائية  harzianum  Trichoderma  
  المواد وطرائق العمل  
     2- عزل  المسبب للمرض Pythiumaphanidermatum
 2-1 عزل المسبب  المرضي لمرض سقوط البادرات damping-off  مِنْ الحقول المُصَابةِ في الطماطة بآخذ أجزاء من جذور البادرات المصابة وتقطيعها إلى قطع صغيرة (من o.5 الى 1 سم  )غسلت وعقمت سطحيا َ مَع  1 % هايبوكلوريد الصوديوم  لمدة  5 دقائق , ثم غسلت بالماء المقطر المعقم لإزالة اثر المعقم,ْ الأنسجةُ المصابة  وضعت في الوسط الغذائي PDA الأطباق حضنت على درجة حرارة ( 28 ± 2 °م) لمدّة  4 أيام , المستعمرات النامية للفطر نقلتَ إلى أطباق جديدةِ للتنقيةِ والتعريف. وحفظت بالثلاجة لحين استعمالها بالتجارب.   تم التعرف على المسبب المرضي باستخدام الخصائص الشكلية حسب)   Domsch وآخرون.1980 ) . 
2-2 الفطر الإحيائي harzianum Trichoderma 
 تم الحصول علـــى الفطر  من مركز الأبحاث الزراعية والبايلوجية-  منظمه الطاقة الذرية العراقية و قد نمي على الوسط الغذائي  (PDA)  وحفظ  بدرجه حرارة  4°م في الثلاجة لأجراء الدراسات المختبرية والحقلية . تم التعرف على الفطر الإحيائي باستخدام الخصائص الشكلية حسب  المفتاح التصنيفي 
( Chaverri وSamuelson     ،2004).   
2-3 تحضير لقاح الفطر الممرض وفطر المقاومة الإحيائية:
. حضر اللقاح باستعمال  بذور الدخن المحلي  Panicum miliaceum L. حيث غسل جيدا ونقع لمدة  6 ساعات, حضرت مجموعة من الدوارق حجم   100مل ووضع  50 غم من بذور الدخن بكل دورق عقم بعدها بجهاز التعقيم البخاري   121م , 1 جو, ساعة وترك ليبرد , لقح كل دورق بـ  5 أقراص( قطر 5 ملم) من مستعمرة الفطر عمر  7 أيام , حضنت الدوارق بدرجة حرارة ( 27 ± 2 °م) ولمدة  15 يوم  مع رج الدوارق كل  3 أيام لتوزيع اللقاح الفطري  )    (1989, Dewanحفظت بعدها بالثلاجة لحين الاستعمال.
 2-4 اختبار القدرة التضادية للفطر الإحيائي ضد الفطر الممرض  استخدمت طريقة (.(2008,Coskuntuna لقياس تأثير التضاد للفطر harzianum T.  على الفطرP.aphanidermatum وذلك  باستخدام تقنية الزرع المزدوج بتنمية كل فطر على حدا على الوسط الغذائي PDA لمدة  7 أيام على درجة  25 5م , اخذ بثاقب فليني معقم قطر  5 ملم من الفطر harzianum T.  ووضع على الحافة الخارجية للطبق  ( قطر 9سم) الحاوي الوسط الغذائي PDA   ووضع الفطرP. aphanidermatum على الحافة الخارجية المقابلة وحضنت الإطباق لمدة  7 أيام على درجة حرارة   25 م . كررت المعاملة  3 مرات وجرى قياس معدل النمو القطري للفطرين بعد  4 أيام من الزرع المزدوج وتم حساب النسبة المؤيه للتثبيط , واستخدمت المعادلة للباحث   
-: (1976, Fokkema) 
                         A – B 
 تأثير التضاد:   -------------  X  100
                           A
حيث A = قطر نمو الغزل الفطري للمسبب المرضي بالمقارنة 

B        = قطر نمو الغزل الفطري للمسبب المرضي مع المقاوم الإحيائي
2- 5اختبار تأثير راشح الفطر الإحيائي ضد الفطر الممرض
لقح كل دورق بقرص قطره 5 ملم مأخوذ من حافة مستعمرة الفطر . harzianum  T  سعة الدورق  250 مل تحوي  الوسط الغذائي Potato Dextrose Broth  ،حضنت الدوارق عند درجة حرارة  25 ± 2م لمدة  25 يوم  مع مراعاة رج الدوراق كل 3 -4 أيام، ثم رشح الناتج عن طريق ورق ترشيح رقم ( 1) ,وضع  4مل من الراشح داخل أطباق بتري  9 سم  ثم صب عليها  16 مل من الوسط الغذائي PDA . بعد تصلب الوسط الغذائي وضع في مركز الطبق الفطر aphanidermatum.P  بشكل قرص 5 مل اخذ بثاقب فليني من الحافة الخارجية  لوسط غذائي نامي علية الفطر عمر 7 أيام . معاملة المقارنة كانت عبارة عن الفطر الممرض دون راشح الفطر الإحيائي ,كررت المعاملة  3 مرات. حضنت الأطباق على درجة حرارة  25م لمدة  5 أيام , تم حساب النسبة المؤيه للتثبيط عن طريق المعادلة أعلاه .
2-6 تأثيرات المستخلصات المائية للمخلفات العضوية في الفطر الممرض 

استعملت ثلاثة أنواع من المخلفات الحيوانية (أغنام ، أبقار ، دواجن  )  أضيف لها فطر المقاومة الإحيائية . harzianum  Tالنامي على الوسط الغذائي  بنسبة  1%  ولكل  نوع على حده ،ثم رطب المزيج وترك لمدة  10 أيام . نقع  100 غم من كل نوع من المخلفات في لتر ماء مقطر معقم لمدة 24 ساعة مرر بعدها عبر شاش ثم رشح عبر ورق ترشيح رقم ( 1) قسم الراشح الى قسمين الأول عقم بجهاز التعقيم البخاري (المقارنة)  والثاني  لم يعقم ،ام بالنسبة لمعاملة السيطرة فاستعملت المخلفات الحيوانية بدون اضافة الفطر الإحيائي . أضيف المستخلص بنسبة  15% للوسط الغذائي    PDA ووضع في أطباق بتري قطر 9سم. لقحت الأطباق بوضع قرص بقطر  0.5 سم من مستعمرة الفطر aphanidermatum.P  وحضنت الأطباق بدرجة  25 ±  2 5م وسجلت النتائج بحساب قطرين متعامدين للمستعمرات الفطرية بعد 4 أيام ، نفذت التجربة بثلاثة مكررات لكل معاملة. 

2-7 استخدام المخلفات العضوية  
  استخدم ثلاث أنواع من الأسمدة و مخلفات الأبقار  و مخلفات الطيور  و مخلفات الأغنام  , خلطت الأسمدة كلا على انفراد  مع التربة  بنسبة  10% عبأت التربة مع السماد في دلاء بلاستكية قياس(20X10 سم)بواقع  5 كغم تربة + 500  غرام سماد .وأضيف أليها الماء وتركت لتتحلل لمدة 6 أسابيع ,( استخدم  5  دلاء لكل معاملة) ووزعت في البيت البلاستيكي . أضيف لقاح الفطر الممرض إلـى التربة   بنسبه  0.5 % وزن/ وزن  من بذور الدخن المعقمة الحاملة للفطر)    (1989, Dewan آما معامله المقارنة فقد أضيفت إلى تربتها بذور دخن معقمه خاليه مــن الفطر . خلط اللقاح الفطري بالتربة بشكل جيد بعدها رطبت التربة وتركت لعدة ساعات قبل الزراعة.  زرعت في كل دلو 6  بذور من الطماطة صنف سوبر مريموند   ثم أضيف الى كل دلو فطر المقاومة الإحيائية   harzianum T.  إلـى التربة   بنسبه  0.5 % وزن/ وزن  من بذور الدخن المعقمة الحاملة للفطر , سجلت النتائج بعد أنبات جميع البذور في معاملة المقارنة بتسجيل نسبة موت البادرات قبل وبعد البزوغ ونسبة موت البادرات وحسب الدليل المرضي في نهاية التجربة بعد شهر باستعمال مدرج خاص درجة  0 = جذور سليمة  1  = تلون الشعيرات الجذرية   2  = تلون جزء من الجذر الرئيسي 3  = تلون كامل للجذر   4  = موت النبات. وحسب الدليل المرضي  لــ   (1923,Meckinney) ووفقاً المعادلة التالية:-
                                 مجموع عدد البادرات من كل درجة المصابة x درجتها                                                        نسبة الإصابة المرضية ------------------------------------------ ---x   100
                                 عدد البادرات الكلية x أعلى درجة بالمدرج

3- النتائج والمناقشة
  3- 1اختبار القدرة التضادية للفطر الإحيائي ضد الفطر الممرض
    بينت نتائج هذا الاختبار وجود قدرة تضاديه عالية بين الفطر . harzianum  T والفطر الممرض aphanidermatum.P  حيث كان الفطر . harzianum  T  مثبطا لنمو الفطر وبصورة واضحة آذ بلغت نسبة التثبيط  69.78% ( جدول  1). وتعود القدرة التضادية للمقاوم الحيوي الى آليات متنوعة يؤثر من خلالها على الفطر الممرض فيكون من خلال التطفل المباشر وذلك بالتفاف الغزل الفطري للمقاوم الإحيائي حول خيوط الفطر الممرض( 2003  , Howell) آو يعود لقدرته على إفراز المضادات الحياتية وبعض الأنزيمات المحللة لجدران خلايا الفطر الممرض مثل ( Protease,Glucanase,Chitinase ) El-Katatny|)  وآخرون ,2006)او من خلال اجتماع هذه الآليات( سعد ، (2001   . 
جدول( 1) القدرة التضادية للفطر . harzianum  T مع الفطر  aphanidermatum.P
	الفطر
	           تضاد الفطر . harzianum  T 

	
	نمو الفطر aphanidermatum.P
مليمتر
	نسبة التثبيط %


	aphanidermatum.P
	20.22 ملم
	69.78

	Control
	90.00 ملم
	صفر

	LSD(0,05)
	21. 65
	


3- 2اختبار تأثير التثبيط بالنسبة للراشح الفطري للفطر الإحيائي ضد الفطر الممرض
من الجدول( 2) لوحظ أيضا ان راشح  الفطر . harzianum  T  قد اظهر تأثير معنوي واضح عند وجودة في الوسط الغذائي النامي علية الفطر aphanidermatum.P  . حيث بلغ نمو الفطر الممرض 53ر55ملم بوجود الفطر المقاوم مقارنة بمعاملة المقارنة للفطر الممرض التي بلغت  90.00  ملم. إلا إن الملاحظ  بأن تأثير الفطر الإحيائي  قد اعطى فروقاً معنوية اكثر من راشح الفطر نفسه في عملية التضاد مع الفطر الممرض ويعود السبب الى ان الفطر الإحيائي يقوم بإفراز مجموعة من الأنزيمات (chitinases و( glucanases التي تؤدي الى تكسير السكريات المتعددة بالفطر الممرض او الأنزيمات (chitin,-glucans ) التي تكون مسؤولة  عن صلابة جدار الخلية وبالتالي تحطم الجدر الخلوية للفطر الممرض(  , Metcalf Wilson  (2001, .
جدول( 2) تأثير الراشح الفطري للفطر . harzianum  T مع الفطر  aphanidermatum.P
	الفطر
	تثبيط الفطر . harzianum  T

	
	نمو الفطر aphanidermatum.P
مليمتر
	نسبة التثبيط %



	aphanidermatum.P
	55.53 ملم
	34.47

	Control
	90.00 ملم
	صفر

	LSD(0,05)
	25.90
	


 -3.3تأثير المستخلصات المائية للمخلفات العضوية في نمو الفطر aphanidermatum.P  
      أظهرت النتائج جدول ( 3) وجود تثبيط عالي لنمو الفطر aphanidermatum.P  في معاملة مستخلص
 ( الدواجن والأبقار والأغنام)   51.83 % و48.55% و 48.65 % مقارنةً بمعاملة المقارنة 0%  وكان هذا التثبيط اعلى من التجربة أعلاه والتي شملت الفطر الإحيائي والمسبب المرضي في الوسط الغذائي دون الأسمدة وهذا ما شجع البحث عن مكونات هذه المخلفات لتوظيفها في المكافحة كون هذه الأسمدة قد شجعت على انتشار الفطر الإحيائي بصوره أوسع لمقاومة المسبب المرضي(ديوان، 2001 ).
جدول  3)  ) تأثير المستخلصات المائية للمخلفات العضوية في نمو الفطر aphanidermatum.P
	المعاملات
	معدلات النمو القطري/ملم
aphanidermatum.P  
	% للتثبيط

	مخلفات الدواجن+   harzianum  T.
	 43.35
	 51.83

	مخلفات الأبقار+  harzianum  T.
	46.30 
	 48.55

	مخلفات الأغنام+  harzianum  T.
	 46.21
	 48.65

	مقارنة aphanidermatum.P 
	 90.00
	 0

	LSD(0,05)
	3.55
	


4-3  تأثير الفطر الإحيائي والمخلفات العضوية في خفض نسبة إصابة الطماطة بالفطر phanidermatum .P   
        أوضحت النتائج(جدول4 )أن إضافة الفطر الإحيائي وخليط مخلفات الدواجن والأبقار والأغنام أدت الى خفض النسبة المئوية لموت البادرات قبل البزوغ معنوياً وبلغت   29.22 % و 35.43% و 37.35% على التوالي مقارنةً بمعاملة المقارنة التي بلغت  60.77% كما انخفضت نسبة موت البادرات بعد البزوغ معنوياً وبلغت  31.10% و 35.98% و 37.65%  مقارنةً بمعاملة المقارنة التي بلغت  66.00%، والتي تضمنت بذور دخن معقمة وخالية من الفطر .  ويفسر ذلك التنافس بين الفطر المضاف harzianum T والفطر aphanidermatum.P وهذا يتفق مع ما توصل آلية ( Eladوآخرون (1999, سيما وان الفطر harzianum  T يمتلك قدرة تنافسية عالية  بسرعة نموه وامتلاكه طاقة تكاثرية عالية    (Kapat, Elad     (1999 ,  أو قد يكون هذا الفطر قد هاجم  الفطر الممرض وقلل اللقاح المنتج وبالتالي خفض نسبة الإصابة .  او أن  T. harzianum  يقوم بإنتاج بعض الأنزيمات خارج جدار الخلية المهاجمة مثل chitinases ، β - 1 ،3 - glucanases السليلوزات والتي هي من السمات الهامة  للفطر الإحيائي   Lorito), (1995,Di Pietro)  وآخرون،(1994 وقد يعزى سبب ارتفاع موت البادرات في معاملة المقارنة والتي لم يضاف اليها فطر المقاومة الإحيائية الى خلق فراغ إحيائي في الوسط  الحاوي غلى السماد إذ تهاجمه الفطريا ت الممرضة وهذا يتفق مع ما توصل اليه ( ديوان،2001 ).ان إضافة الفطر T. harzianum  تسبب في زيادة عملية تحلل السماد العضوي ومن ثم زيادة محتواة من النتروجين Espiritu) وآخرون، 1992)  فضلا على ان الفطر T. harzianum  يوفر حماية كافية من الإصابة بالأمراض النباتية الفطرية ( (1994 , Chet وله القدرة على إذابة العناصر الغذائية غير العضوية وزيادتها كالنتروجين Altomare)    ،وآخرون (1999.
جدول 4  تأثير الفطر الإحيائي والمخلفات العضوية في خفض نسبة إصابة الطماطة بالفطر  aphanidermatum.P
	المعاملات
	موت البادرات %

	
	قبل البزوغ
	بعد البزوغ

	مخلفات الدواجن+   harzianum  T.
	29.22
	31.10

	مخلفات الأبقار+  harzianum  T.
	35.43
	35.98

	مخلفات الأغنام+  harzianum  T.
	35.37
	37.65

	المقارنة
	60.77
	66.00

	اقل فرق معنوي  0.05 %
	2.00
	2.09
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