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المكافحة المتكاملة بالبكتريا Pseudomonas fluorescens و  Bacillus cereus ومسحوق الجت للفطر Rhizoctonia solani  المسبب لمرض تعفن جذور الفلفل
إبراهيم خليل حسون  ,  كاظم زغير خضير
الكلية التقنية المسيب

ابتسام محمد حسين
معهد تقني بابل / أبو غرق
الخلاصة 
      تضمنت هذه الدراسة تقيم كفاءة البكتريا Pseudomonas fluorescens و Bacillus cereus المعزولة من التربة في مكافحة الفطر Rhizoctonia solani المسبب لمرض تعفن جذور الفلفل. اظهرت نتائج تجربة الاصص ان جميع المعاملات ادت الى خفض معنوي في شدة الاصابة لعزلة الفطر الممرض R.solani فقد تفوقت معاملة التداخل مابين البكتريا P.fluorescens و  B.cereusوالتي استخدمت بمقدار 10مل في خفض معنويا في النسبة المئوية لشدة الاصابة بالفطر الممرض والتي بلغت 15% قياسا الى معاملة الفطر الممرض بمفرده والتي بلغت شدة الاصابة فيها 82.33% اما بالنسبة الى نتائج التجربة الحقلية فقد حققت جميع المعاملات خفض معنوي في النسبة المئوية لشدة الاصابة بعزلة الفطر الممرض R. solani اذ حققت معاملة التداخل مابين بكتريا P .fluorescens و  B.cereus ومعاملة البكتريا P. fluorescens و B. cereus مع مسحوق الجت خفض بالنسبة المئوية لشدة الاصابة والتي بلغت 10% و 8% على التوالي قياسا مع معاملة الفطر الممرض بمفرده والتي بلغت 82% وقد انعكس ذلك على حدوث زيادة في جميع مؤشرات نمو وزيادة في وزن الحاصل وكانت معاملتا التداخل مابين البكتريا P.fluorescens و B.cereus مع مسحوق الجت افضل المعاملات في رفع معدل الانتاجية والذي بلغ 88150 و 88250 غم/نبات على التوالي مقارنة مع معاملة الفطر الممرض بمفرده والتي حققت 7750غم/نبات .
Abstract 

         This study included the assessment of the efficiency of the bacteria Pseudomonas fluorescens and Bacillus cereus isolated from soil in the controlling of Rhizoctoni solani that causes the root rot, The treatment where the bacteria was used in 10 ml in reducing the infection intensity that reached 15% as compared to the fungus alone 82.33%. For the field experiment, all treatment caused significant reduction of the infection intensity of R. solani. The interaction of P. fluorescens with B.cereus and P. fluorescens with B. cereus and alfalfa powder in reducing  of the infection intensity percentage 10 and 8%, respectively, as compared to the fungus alone 82%. This reduction resulted in increment of growth parameters and increase of fruit yield. The interaction of P. fluorescens and B. cereus with alfalfa powder best resulted of increasing the productivity that reached 88250 , 881150 g / plant as compared to the treatment where the fungus was used alone 7750 g / plant.                                             
المقدمة 
     يعد مرض تعفن جذور الفلفل المتسبب عن الفطرR. solani  من العوامل المحددة لانتاج محصول الفلفل Shanon) , Cotters ، 1992). ولحماية نباتات الفلفل من الاصابة بالفطر R.solani تطلب استعمال عوامل المكافحة الاحيائية كالبكتريا P.fluorescens وفضلت هذه البكتريا في المكافحة الاحيائية بسبب سرعة انقسامها العالية ومقاومتها للاشعة فوق البنفسجية (Ding واخرون 2001). كما وأدت البكتريا P.fluorescens الى ايقاف نمو الفطرين R.solani , Fusarium solani (Yangui واخرون , 2008 ). واختبرت كفاءة البكتريا P.fluorescens في كبح مرض تعفن جذور الفلفل المتسبب عن الفطر R.solani تحت ظروف البيت الزجاجي والحقل (Rini , Sulochana ، 2006 ). واستنتج العاشور (2005) قدرة البكتريا Bacillus cereus في تثبيط الفطر R.solani وحماية بادرات محصول الحنطة من الاصابة بالفطر R.solani وادى استخدام المساحيق لاجزاء بعض النباتات واضافتها للتربة فعالية في خفض لقاح الفطرين الممرضين R. solani , F. solani ( Goicoechea واخرون ، 2004 ) وقد استخدمت مساحيق ازهار وسيقان نباتات الجت في مكافحة مرض تعفن جذور الفلفل المتسبب عن الفطر R.solani (Demiric و Dolar ، 2006). كما واستخدمت الاجزاء الهوائية للجت ضد 13 نوع من الفطريات الممرضة من ضمنها الفطر R.solani فعالية في تثبيط نمو الغزل الفطري (Addabbo , D واخرون 2009 و Bonanomi واخرون ، 2011) ولاهمية مرض تعفن جذور الفلفل المتسبب عن الفطر R.solani هدفت الدراسة الى المكافحة المتكاملة لمرض تعفن جذور الفلفل المتسبب عن الفطر R.solani باستخدام التداخل بين البكتريا P.fluorescens و B. cerues مع مسحوق الجت .

المواد وطرائق العمل :-                                                                                                            العزل والتشخيص :- 

     جرى العزل من كل عينة من عينات نباتات الفلفل المصابة والتي جمعت من خمسة مواقع (المحاويل ، المشروع ، البدعة ، الحصوة والوطيفية) وللفترة من 15/11/2011 الى 28/11/2011 ، قطعت الجذور إلى أجزاء صغيرة بطول 0.5سم وعقمت سطحياً بغمرها بمحلول هايبوكلورات الصوديوم (1% كلور حر) لمدة 3دقائق غسلت بعدها بماء مقطر معقم لمدة 2دقيقة ونقلت القطع بعدها الى أطباق بتري بقطر 9سم تحتوي على الوسط الزرعي  (PDA) اضيف إليه المضاد الحيوي Tetracycline بتركيز 250 ملغم/لتر بعد تعقيم الوسط بجهاز الموصدة عند درجة حرارة 121مْ وضغط 1 جو ولمدة 15  دقيقة، أستخدمت 5 قطع لكل طبق، حضنت الأطباق في الحاضنة على درجة حرارة 25±2 مْ لمدة3  أيام، نقيت الفطريات المختلفة وفحصت تحت القوى الصغرى للمجهر المركب وشخصت الأجناس والانواع اعتماداً على المفاتيح التصنيفية المعتمدة.

تحضير اللقاح الفطري R.solani :-

    حضر اللقاح الفطري حسب طريقة Dewan (1989) فقد أستعملت بذور الدخن المحلي Panicum miliaceum وضع كل 100 غم منها في دورق زجاجي سعة 500 مل وعقمت الدوارق في جهاز الموصدة لمدة ساعة واحدة، وبعد 24 ساعة اعيد التعقيم ، لقحت الدوارق بوضع 5 أقراص بقطر0.5 سم من الوسط  PDAالحاوي على نموات  الفطر الممرضR. solani  ، حضنت الدوارق تحت درجة حرارة 25±2مْ لمدة 14 يوماً مع التحريك كل 3 ايام لضمان التهوية وتوزيع لقاح الفطر على جميع البذور.      
الكشف عن العزلات الممرضة للفطر  R.solaniو بإستخدام بذور اللهانة على الوسط الزرعي الاكر المائي:-

     تم اختبار المقدرة الامراضية لخمسة عزلات من الفطرR.solani حسب طريقة  Bolkan و Butler (1974) فقد حضرت اطباق بتري قطرها 9سم تحتوي على 15- 20مل من الوسط الزرعي أكار المائي Water agar والمعقم بجهاز الموصدة لمدة 15 دقيقة والمضاف له المضاد الحيوي Tetracycline بتركيز250 ملغم/لتر وبعد تصلب الوسط تم تلقيح الأطباق في مركزها بقرص بقطر  0.5سم أخذ من قرب حواف مستعمرة الفطر R.solani بعمر5 أيام، ثم حضنت الأطباق في درجة حرارة25   2 ±مْ ولمدة ثلاثة أيام، بعدها زرعت بذور لهانة محلية وبمعدل   25بذرة/طبق استعملت 4 أطباق لكل عزلة كمكررات بالإضافة إلى معاملة المقارنة من دون فطر ممرض وضعت الأطباق في الحاضنة عند درجة حرارة  2±25مْ ، ثم أخذت النتائج بعد 7 أيام وذلك بحساب النسبة المئوية للإنبات.
عزل وتشخيص البكتريا من التربة :-
     عزلت البكتريا P. fluorescens و B. cereusمن التربة المزروعة بنباتات اللوبيا باخذ 1غم من منطقة
 الرايزوسفير (Rhizosphere) وحضرت سلسلة تخافيف من(1- 10--9- 10)حسب طريقة (Lacey، 1997( وتم تشخيص البكتريا P. fluorescens و B. cereus اعتمادا على المصادر (colle واخرون ، 1996 و Macfaddin ، 2000 و Stephane و Jacques ، 2000 و Forbes وآخرون ،2007) بالاضافة الى الاختبارت الفسيولوجية التي تضمنت تنمية البكتريا في درجات حرارة مختلفة وذلك بتلقيح الوسط الزرعي Nurtient agar بالمزرعة البكتيريا وحضنت هوائيا بدرجة حرارة 4 ، 37 ، 41 و 42 مْ لمدة 72 ساعة .

تحضير لقاح البكتريا B. cereus  و P. fluorescens :-
     بعد الحصول على عزلة البكتريا B.cereus و P.fluorescensجرى إكثارها على وسط N.B في دوارق زجاجية سعة 250 مل .عقمت الدوارق في جهاز الموصدة بدرجة حرارة 121مْ لمدة 15 دقيقة ، بعد ذلك جرى تلقيح الوسط ببكتريا B.cereus وP.fluorescens  وبأخذ قرصين 0.5سم بواسطة الثاقب الفليني المعقم من النمو البكتيري النامي على وسطN.A   وتم مزج مكونات الدوارق جيداً وحضنت بدرجة حرارة 37 مْ لمدة 48 ساعة (  Bakker وآخرون ، 1986) .

تحديد التركيز الفعال من لقاح البكتريا P. fluorescens و B.cereus المثبط لنمو الفطر R. solani:-

    حضرت سلسلة من التخافيف (1- 10---10- 10). بعدها جرى تلقيح أطباق حاوية على PDA بأخذ 1مل /طبق من كل تخفيف من العالق البكتيري بواسطة ماصة معقمة ووضع بشكل بقع  دائرية تبعد عن حافة الطبق 1سم بعد وضع في مركزها قرص بقطر 0.5 سم من حواف مستعمرة عزلة الفطر R.solani5 المنماة على وسط PDA بعمر 5 أيام وبواقع أربعة أطباق لكل تخفيف وتركت أربعة أطباق للفطر من دون تلقيح بالبكتريا أضيف إليها  1مل ماء مقطر للمقارنة (حسون ،2005 ). حضنت الأطباق بدرجة حرارة 22 ± 1مْ لحين وصول مستعمرة الفطر في معاملة المقارنة إلى حافة الطبق ،بعد ذلك تم حددت النسبة المئوية للتثبيط حسب المعادلة الآتية  Abbot ( الشعبان و الملاح ، 1993) .
 R1       / Inhibition = 100 × ( R1 – R2 )  
اذ ان R1 أقصى نمو شعاعي لمستعمرة الفطر الممرض فقط ( معاملة السيطرة ) 
 R2 أقصى نمو شعاعي لمستعمرة الفطر في الأطباق الحاوية على اللقاح البكتيري حسب طريقة Paultiz )  
وآخرون،1992). ونفس الطريقة تتبع لتحضير التركيز الفعال لبكتريا B.cereus  المثبط لنمو الفطرR.solani
جمع نباتات الجت وتحضير المسحوق :- 

     جمعت نباتات الجت في بداية تزهير النباتات و نظفت مما يعلق بها من اتربة بعدها تم تجفيف النباتات في الظل وذلك بفرشها على شكل طبقات رقيقة فوق سطوح من الكرتون في غرفة جيدة التهوية مع التقليب المستمر للنباتات لمنعها من التعفن والاسراع في التجفيف. طحنت العينات النباتية  باستعمال مطحنة كهربائية وضع مسحوق النبات في اكياس بولي اثيلين وحفظت في الثلاجة لحين الاستعمال.  

اختبار تأثير المسحوق النباتي للجت على نمو الفطر الممرض solani. Rباستخدام طريقة الخلط مع الوسط الغذائي :- 
     تم اضافة 5 غم من مسحوق الجت الى 95مل من الوسط الغذائي PDA  المعقم والمبرد ثم رج الوسط لتوزيع المسحوق بصورة متجانسة في الوسط الزرعي وصب في اطباق معقمة (قطر 9سم) واستعملت ثلاثة اطباق للمعاملة بالاضافة لمعاملة المقارنة والتي احتوت على الوسط الزرعي PDA فقط. وبعد تصلب الوسط لقحت الاطباق في مركزها بقرص قطره (0.5سم) من الوسط الزرعي الحاوي على نموات الفطرالممرض solani.R وبعمر 5 ايام وحضنت الاطباق على درجة حرارة 25 ±2مْ وبعد وصول قطر المزرعة الفطرية لمعاملة المقارنة  (بدون المسحوق) الى حافة الطبق اخذت النتائج بحساب معدل قطرين متعامدين من نمو كل مستعمرة وتم حساب النسبة المئوية للتثبيط. باستخدام المعادلة المذكورة في اعلاه.  

 تقييم كفاءة عاملي بكتريا المقاومة الاحيائية fluorescence .P وB.cereus في النسبة المئوية لشدة الاصابة بالفطرR.solani وبعض معايير النمو لنباتات الفلفل المزروعة في اصص تحت ظروف البيت البلاستيكي:- 

        نفذت التجربة في البيت البلاستيكي التابع إلى  الكلية التقنية المسيب  بتاريخ 7/3/2012.اعتمد في هذه التجربة التصميم العشوائي التام (CRD) وزعت التربة المعقمة في اصص بلاستيكية سعة 2كغم وزرع في كل اصيص شتلة من الفلفل صنف مودستو بعمر 28 يوم وكل معاملة كررت بثلاث مكررات عوملت المعاملات كلا حسب طريقة اضافته ماعدا معاملة المقارنة بدون فطر ممرض وتضمنت المعاملات التالية :- 1- بكتريا fluorescenece. P بمقدار 5 مل 2- بكتريا fluorescence. P  بمقدار  10مل 3-  بكتريا   B.cereus بمقدار 5 مل 4- بكتريا  B.cereus  بمقدار 10 مل 5- بكتريا  fluorescence. P بمقدار 5 مل + الفطر R. solani 6- بكتريا  fluorescence. P بمقدار  10مل + الفطر R. solani 7- بكتريا  B.cereus بمقدار 5 مل + الفطر R. solani 8- بكتريا  B.cereus  بمقدار 10مل + الفطر R. solani - 9المبيد  Benelate  + الفطر R. solan -10 بكتريا  B.cereus +  fluorescence. P  بمقدار 5 مل لكل منها 11- بكتريا B.cereus  +  fluorescence. P بمقدار 10 مل لكل منها 12- بكتريا B.cereus  + fluorescence .P  بمقدار 5 مل لكل منها + الفطر R.solan 13- بكتريا B.cereus   +fluorescence.P  بمقدار 10مل + الفطر R. solan 14- نبات الفلفل +  الفطر R. solan 15- مقارنة غير ملوثة بالفطر R. solani . وتم اضافة الفطر الممرض R. solani بنسبة 1% وزن /وزن المحمل على بذور الدخن وذلك بالنسبة لمعاملات الفطر بمفرده ولكل المعاملات التي يتطلب اضافة الفطر الممرض لها واضيف لقاح البكتريا الاحيائية fluorescence. P  و B.cereus من التركيزين 5 ×107 ، و5 × 106  (وحدة تكوين مستعمرة/مل) على التوالي بمقدار 5 و 10 مل واضيف قبل اضافة الفطر الممرض R. solani بسبعة ايام ( حسون ،2005 ) كما اضيف المبيد Beltanol بتركيز 1مل/لتر حسب تعليمات الشركة بعد يوم من اضافة الفطر الممرض R. solani ( الجبوري ، 2002 ) ، سجلت النتائج بعد مرور 42 يوم من الزراعة في الاصص البلاستيكية وحسب شدة الاصابة حسب الدليل المرضي المكون من خمسة درجات وهي 0 = المجموع الجذري سليم والمجموع الخضري ذو نمو طبيعي اخضر اللون : 1- تلون اكثر من 0– 25% من الجذور والشعيرات الجذرية بلون بني فاتح .  2- تلون اكثر من 25 – 50 % من الجذور والشعيرات الجذرية بلون بني غامق وجفاف الاوراق السفلية. 3- تلون اكثر من 50 – 75 % من الجذور والشعيرات الجذرية بلون بني غامق مع تساقط الاوراق السفلية. 4- تلون اكثر من 75 – 100 % من المجموع الجذري بلون بني غامق وموت النبات ، وتم حساب النسبة المئوية لشدة الاصابة حسب معادلة  (Mckinney،1923) المذكورة في جبر (1996) وعلى الآتي:-              
                                        مجموع ( عدد النباتات المصابة × درجة إصابتها ) 

النسبة المئوية لشدة الإصابة =          _____ _ ___ ___________________      x 100
                                            العدد الكلي للنباتات المفحوصة × أعلى درجة 

وتم اخذ الوزن الطري والجاف للمجموع الخضري والجذري وطول المجموعين الخضري والجذري.

تقييم كفاءة عاملي المقاومة الاحيائية fluorescence. P  و B. cereus ومسحوق الجت في حماية نباتات الفلفل من الاصابة بالفطر R. solani تحت الظروف الحقلية في البيت البلاستيكي :- 

     نفذت التجربة الحقلية في1/10/2012 تحت ظروف البيت البلاستيكي باستخدام التصميم العشوائي الكامل   C.R.D حيث تم اعداد الارض بقلب التربة وتسويتها جيدا ثم قسمت الى 4 قطاعات والى مروز بطول 3 متر والمسافة بين مرز واخر 50 سم وكل مرز يحتوي 8 نبات فلفل صنف مودستو بعمر 30 يوم  وبواقع ثلاثة مكررات لكل معاملة وتضمنت التجربة المعاملات الآتيه:- 1- معاملة المقارنة ( شتلات فلفل غير مصابة بالفطر الممرض R. solani ) 2- معاملة الفطر الممرض R.solani بمفرده 3- معاملة البكتريا الاحيائية fluorescence . P بمفردها 4- معاملة البكتريا الاحيائية B.cereus بمفردها 5- معاملة البكتريا الاحيائية fluorescence. P + الفطر الممرض  R. solani 6- معاملة البكتريا الاحيائية B.cereus  + الفطر الممرض  R. solani  7- B.cereus   + fluorescence. P من دون فطر ممرض 8- معاملة البكتريا fluorescence. P + البكتريا  B.cereus + الفطر الممرض R. solan 9- معاملة مسحوق الجت بمفردها 10- معاملة مسحوق الجت + البكتريا   fluorescence.P 11- معاملة مسحوق الجت + B.cereus 12- مسحوق الجت +الفطر الممرض  R. solan13- مسحوق الجت +البكتريا  B.cereus  + الفطر الممرض  R.solani 14- مسحوق الجت + البكتريا fluorescence.P + الفطر الممرض R.solan 15- مسحوق الجت + fluorescence. P + B.cereus 16- مسحوق الجت + fluorescence. P +  B.cereus+ الفطر الممرض  R. solan 17- مبيد Benelate + الفطر الممرض  R. solani. وتمت اضافة العالق البكتيري من البكتريا fluorescence. P و B.cereus وبتركيز5 ×710 و 4.4 × 510 ( وحدة تكوين مستعمرة / مل ) على التوالي مع ماء الري بمعدل 100 مل/ نبات (حسون، 2005) واضيف الفطر الممرض بعد سبعة ايام من اضافة اللقاح البكتيري بنسبة 1% وزن /وزن ( راضي، 2011) اما معاملة المبيد الكيميائي Beltanol اضيف بتركيز 1 مل/لتر حسب تعليمات الشركة بعد يوم واحد من اضافة الفطر الممرض  R. solaniوبمقدار 4 سم/م2 (حسون،2005)  اما معاملة مسحوق الجت فقد اضيف بمقدار 15غم للنبات واضيف قبل الزراعة باسبوع اما معاملة المقارنة فقد أضيف إليها بذور دخن معقم فقط ، وقد تم حساب النتائج بعد ستة اشهر من اجراء التجربة وتم تقدير شدة الإصابة حسب الدليل المرضي المذكور في تجربة الاصص البلاستيكية  وتم حساب الوزن الطري والجاف وطول المجموعين الخضري والجذري ومعدل وزن الثمار لنباتات الفلفل .
التحليل الإحصائي:-                                                                                                 

   استعمل التصميم العشوائي الكاملC.R.D في تصميم جميع التجارب واعتمد اختبار اقل فرق معنويL.S.D 

تأكد من معنوية الفروق بين معدلات المعاملات المختلفة تحت مستوى احتمالية 0.05 لمقارنة النتائج (الراوي وخلف الله ، 1980) . واجري التحليل الإحصائي باستعمال البرنامج الإحصائي SAS , (2001) .
النتائج والمناقشة :-                                                                                                           العزل والتشخيص :-
      أظهرت نتائج العزل والتشخيص وجود عدد من الفطريات المرافقة لجذور نباتات الفلفل المصابة وكانت الفطريات solani .R و  solani Fusarium  اكثرها ظهوراً وقد سجلت وجودا في معظم العينات، وشخصت باستخدام المفاتيح التصنيفية المعتمدة(Parameter و Whitney ، 1970 و Carling ، 2002 و Leslie و Sumerell ، 2006).
 الكشف عن العزلات الممرضة للفطر R.solani و بإستخدام بذوراللهانة  على  الوسط W.A:-

     أظهرت النتائج (الجدول 1)  إن جميع عزلات الفطر المختبرة أدت إلى خفض معنوي في النسبة المئوية للانبات قياساً بمعاملة المقارنة التي بلغت النسبة المئوية لانبات بذوراللهانة  فيها 99.25% وقد تفوقت عزلة الفطر.solani. R (5 solani. R عزلة الوطيفية) في خفض النسب المئوية لانبات بذوراللهانة عن باقي العزلات إذ بلغ معدل النسبة المئوية للانبات فيها 2.00% تلتها العزلة 3 solani. R فقد بلغت نسبة الانبات فيها 5.00% في حين تراوحت النسبة المئوية للانبات لباقي العزلات ما بين 12.00– 20.00%. ان سبب تباين العزلات في تاثيرها في النسبة المئوية لانبات بذور اللهانة قد يعود الى الاختلاف الوراثي بين عزلات الفطر التي جمعت من مناطق مختلفة . ويعود سبب انخفاض نسبة البذور النابتة الى قدرة الفطر solani . Rعلى إفراز بعض المركبات السامة للنبات  Phytotoxin مثل (PAA)Phenyl Acetic Acid  ومشتقاته الهيدروكسيلية مثل Beta-hyderoxy و Para  hyderoxyوالتي تتسبب في قتل أجنة البذور (Mandova وآخرون، 1980).
                         جدول رقم (1) يمثل العزلات والنسبة المئوية لانبات بذور اللهانة

	الموقع
	رمز العزلة
	النسبة المئوية للانبات

	المحاويل
	1  R.solani
	24.00

	المشروع
	2  R.solani
	19.00

	البدعة
	3  R.solani
	4.00

	الحصوة
	R.solani  4
	14.00

	وطيفية
	R.solani  5
	2.00

	المقارنة
	
	99.25

	L.S.D
	
	2.516


تشخيص بكتريا  B. cereus بدراسة الصفات المظهرية والمجهرية :-
     ظهرت المستعمرات المنماة على وسط N.agar والتي تعود إلى بكتريا B.cereus بشكل مستعمرات دائرية
كبيرة ملساء ناعمة ذات حافة مستديرة أما لونها فهو ابيض تبني ويتغير لون المستعمرة بتقدم عمرها إذ تصبح ذات لون تبني داكن بعد 48- 72 ساعة أما على وسط Blood agar فقد أظهرت البكتريا تحللاً للدم من نوع hemolysis-β. إن الشرائح المصبوغة بصبغة گرام قد أظهرت أن البكتريا موجبة لصبغة گرام عصوية الشكل وذات سبور بيضوي الشكل مركزي الموقع وتكون بشكل عصيات مفردة لا تظهر متجمعة إلا بصورة نادرة إذ تظهر بشكل سلاسل وهذه الصفات تتطابق مع ما جاء بهMacfaddin  ، 2000 و Forbes واخرون،2007.
الاختبارات البايوكيميائية والفسيولوجية :- 

    تبين من خلال الاختبارات البايوكيميائية لهذه العزلة أنها تعود إلى النوع B.cereus (جدول 2) وهذا يتفق مع ما جاء به Macfaddin (2000) وForbes واخرون (2007) .
	
	الاختبارات
	النتيجة
	
	الاختبارات
	النتيجة
	
	الاختبارات
	النتيجة

	1
	Lecithinase
	+
	6
	Glucose
	+
	11
	Indole
	-

	2
	Voges - proskauer
	+
	7
	Mannitol
	-
	12
	Motility
	+

	3
	Hemolysis
	+ Hemolysis- β
	8
	Xylose
	-
	13
	Gelatine liquefication
	+

	4
	Catalase
	+
	9
	Arabinose
	-
	14
	7.5 % NaCl
	+

	5
	Oxidase
	Variable
	10
	Citrate utilization
	+
	15
	Anaerobic growth
	+


جدول (2) الاختبارات البايوكيميائية والفسيولوجية التشخيصية للنوع B. cereus
تشخيص بكتريا P. fluorescens بدراسة الصفات المظهرية والمجهرية :-  

     بينت النتائج الزرعية لبكتريا P.fiuorescens على الوسط N.agar بانها مستعمرات ذات لون ابيض أو ابيض مائل للرمادي محدبه غير شفافة وغير ملساء مستديرة الحافة كاملة. واظهرت نموا على الوسط N.broth و D4 اما على الوسط  K.Bاظهرت بشكل مستعمرات لاصفة مستديرة الحافة كاملة محدبة وغير شفافة اما على الوسط YDC فقد كانت المستعمرة دائرية بيضاء محدبة وغير شفافة. وبينت الشرائح المثبتة والمصبوغة بصبغة گرام أن البكتريا سالبة لصبغة گرام عصوية قصيرة وذات نهايات مستديرة وهذا يتطابق مع ما جاء به كل من Kasim و Juma (1992) و Forbes وآخرون (2007).
الاختبارات البايوكيميائية :-
       من خلال إجراء الاختبارات البايوكيميائية لهذه العزلة (جدول 3) تبين أنها تعود إلى النوع P.fluorescens وهذا يتفق مع ما جاء به كل من Kasim وJuma (1992) و Krieg وآخرون (1993) وForbes وآخرون (2007).   
جدول ( 3)  الاختبارات البايوكيميائية التشخيصية للنوع P. fluorescens
	
	الاختبارات
	النتيجة
	
	الاختبارات
	النتيجة

	1
	Oxidase
	+
	7
	Glucose
	+

	2
	Gelatin liquefication
	+
	8
	Lactose
	-

	3
	Starch hydrolysis
	-
	9
	Mannitol
	+

	4
	Nitrate  reduction
	-
	10
	Xylose
	+

	5
	Lecithinase
	+
	11
	Arabinos
	+

	6
	Urase
	Variable
	


الاختبارات الفسيولوجية :-
     يبين ( جدول (4 نتائج نمو بكتريا  P.fluorescens  في درجات حرارة 4 و37 مْ  وعدم نموها في درجة حرارة 41 و 42 مْ . وهذا ينطبق مع ما جاء به Kasim وJuma  (1992) و Krieg وآخرون (1993) وForbes وآخرون (2007).

جدول (4) الأختبارات الفسيولوجية للنوع  P. fluorescens
	
	درجة الحرارة (درجة مئوية)
	النتيجة

	1
	4 مْ
	+

	2
	37 مْ
	+

	3
	41 مْ
	-

	4
	42 مْ
	-


اختبار المقدرة التضادية لبكتريا cereus.B و P.fluorescens وتاثير مسحوق الجت ضد عزلة الفطر الممرض R.solani على وسط PDA :-
    بينت النتائج قدرة بكتريا B.cereus على تثبيط عزلة الفطر الممرض R.solani5 بتركيز 4. 4× 105 (وحدة تكوين مستعمرة / مل) وقد بلغ معدل النسبة المئوية لتثبيط الفطر الممرض 72.88% (جدول 5). ويعود سبب قدرة بكتريا B.cereus على تثبيط الفطر الممرض R.solani إلى إنتاجها المضادين الحيويين Zwittermicin A و Kanosamicin إضافة إلى إنتاجها عدداً من الأنزيمات مثل إنزيم Endogluconase وإنزيم Chitinase الذي يقوم بتحطيم مادة الكايتين الموجودة في جدران الخلايا الفطرية وإنزيم Gluconase و Protease التي تقوم بتحطيم مكونات الخلية الفطرية (Shang وآخرون ،1999 و Piza واخرون ، 1999). اتفقت هذه النتيجة مع ما توصل إليه Kazmar و Robert (2000). كما أظهرت نتائج عزلة البكتريا fluorescence .P كفاءة تثبيطية عالية للفطر الممرض R. solani بتركيز 5 ×071 اذ سببت تثبيطا تاما لنمو الفطر الممرض اذ بلغت الكفاءة التثبيطية 91% (جدول5)  قياسا لمعاملة المقارنة التي كانت نسبة التثبيط فيها صفرا.  ويرجع سبب قدرة بكتريا P.flourescens على تثبيط نمو الفطر الممرض إلى إنتاجها بعض المضادات الحيوية مثل Lipopeptide cyclic ومركب Amphisin وإنتاجها بعض الأنزيمات المحطمة لجدران الخلايا الفطرية مثل إنزيم Endochitinase (Nielsen واخرون ، 1998 و Andersen وآخرون ،2003). وإنتاجها لمركبات اﻠ Siderophore  والتي تقوم بجعل الحديد غير جاهز للفطر وبالتالي يؤدي الى موته وتحلله (Kazempour ،2004). بين Saad (2006) أن آلية تثبيط  بكتريا P.flourescens للفطر الممرض R.solani تعود إلى إنتاجها إنزيمات مثبطة للعديد من الفطريات مثل Chitinase وglucanase ,4 1-β و glucanase 1 ,3-β  و Protease و Lipase لذلك فهي تمتلك فعلاً تضادياً قوياً ضد الفطر R.solani. وهذه النتيجة جاءت مطابقة لنتائج العديد من الدراسات التي أثبتت كفاءة استخدام عزلات من بكتريا P.fiourescens في تثبيط الفطر الممرض R.solani على الوسط الزرعي PDA (جاسم ، 2007). كما اوضحت نتائج الجدول (5) ان مسحوق الجت بتركيز 5% اظهر فعالية تثبيطية عالية اذ منع نمو الفطر الممرض R.solani  على الوسط الزرعي PDA وكانت نسبة التثبيط 100% وقد اختلفت معنويا عن معاملة المقارنة التي كانت نسبة التثبيط فيها صفرا. ان فعالية مسحوق الجت ناتجة عن احتواء هذا النبات على مركبات كيميائية ذات تاثير سلبي في نمو الفطرsolani. Rوالتي تحررت عند اضافتها للوسط الزرعي مما ادى الى تغير خواص الوسط وجعله غير ملائم لنمو الفطر، ومن هذه المركبات Chlorogenic و Vanillic و Ferulic acid و و Medicarpins و Saponins و Coumarins و Trans-cinnamic acid و Caffeic acid (Miller،1992) اذ تكون هذه مركبات سامة Fungitoxic للفطريات الممرضة للنبات وقد لاحظ Oleszeka واخرون (1992) ان Saponin الجت يتالف من المركبين Triterpene glycosides و Medicagenic acid اللذين يمتلكان خصائص المبيدات الاحيائية Biocidal ذات الفعالية العالية ضد اغلب ممرضات التربة (D, Addabbo واخرون، 2009). 
جدول (5) يمثل اختبار المقدرة التضادية لبكتريا B.cereus و fluorescence.P وتاثير مسحوق الجت ضد الفطرR. solani على الوسط PDA
	المعاملة
	معدل نمو الفطر R . solani في الطبق (سم)
	النسبة المئوية للتثبيط %

	R.solani +  B.cereus
	2.44
	72.88

	R.solani + fiourescens .P
	0.75
	91

	R.s   + مسحوق الجت
	0.00
	100.0

	المقارنة الفطر بمفرده
	9.00
	0.00

	L.S.D
	1.055
	1.982


· كل رقم بالجدول يمثل معدلاً لأربعة مكرر  

تقيم كفاءة عاملي بكتريا المقاومة الاحيائية fluorescence .P و B.cereus في النسبة المئوية لشدة الاصابة بالفطر R. solani وبعض معاير النمو لنباتات الفلفل المزروعة في اصص تحت ظروف البيت البلاستيكي:- 
    بينت نتائج هذه الدراسة (الجدول 6) ان جميع المعاملات المستخدمة فيها ادت الى خفض معنوي في النسبة 
المئوية لشدة اصابة نباتات الفلفل بالفطر الممرض R. solani مقارنة بمعاملة الفطر الممرض بمفرده. وتفوقت معاملتي التداخل مابين النوعين من البكتريا fluorescence. P و B.cereus والمستخدمة بمقدار 5 و 10 مل لكل منهما في خفض النسبة المئوية لشدة الاصابة بالفطر الممرض وبفروق معنوية مقارنة مع معاملة الفطر الممرض بمفرده. فقد حققت خفض في النسبة المئوية لشدة الاصابة اذ بلغت 15 و 24% على التوالي قياسا بمعاملة الفطر الممرض بمفرده والتي بلغت شدة الاصابة فيها 82.32% ويعود سبب تفوق معاملتي التداخل في خفض النسبة المئوية لشدة الاصابة بالفطر الممرض الا ان كل مقاوم احيائي ربما يستعمل مختلف الميكانيكيات لمكافحة المسبب المرضي وباجتماع هذه الميكانيكيات من كلا عاملي المقاومة الاحيائية سيكون هنالك كبح اكبر للمسبب المرضي وربما يعود الى التاثير التعاوني فيما بينها في تحفيز المقاومة الجهازية للنبات قياسا باستخدام المقاوم الاحيائي بصورة مفردة (Domenech واخرون ، 2006 وThilagavathi واخرون ، 2007 ). وهذه النتيجة جاءت مطابقة للعديد من الدراسات التي بينت ان التداخل مابين عوامل المقاومة الاحيائية يكون اكثر تاثيرا في خفض شدة الاصابة بمسببات امراض النبات مقارنة فيما لو استخدم عامل احيائي بصورة مفردة (Latha واخرون ، 2009) اما معاملة البكتريا fluorescence. P مع الفطر الممرض والمستخدمة بمقدار 10مل فقد حققت ايضا خفضا معنويا في النسبة المئوية لشدة الاصابة والتي بلغت 23.33% مقارنة مع معاملة الفطر الممرض بمفرده ويعود سبب ذلك نتيجة لقدرة البكتريا على انتاج انواع مختلفة من المضادات الحيوية مثل (Oomycin , Pyrolnitrin , Phloroglucinal و Pyrroles ضد الفطريات المرضية (Sharma واخرون ، 2002). هذه النتيجة جاءت مطابقة لماتوصل اليه الوائلي ، 2004  ان للبكتريا fluorescence. P كفاءة تثبيطية عالية للعديد من الممرضات النباتية ومنها الفطر R.solani المسبب لتعفن بذور وموت بادرات الطماطة . كذلك حققت معاملة البكتريا B.cereus مع الفطر الممرض خفضا معنويا في النسبة المئوية لشدة الاصابة اذ بلغت 35 % ويعزى سبب ذلك الى قدرة البكتريا على توفير حماية للنبات من الاصابة بالفطلر الممرض لما تمتلكه من قدرة على انتاج المضاد الحيوي Zwittermicine والذي يمتاز بفعاليته التضادية للعديد من الفطريات ومنها الفطر R. solani وكذلك تستطيع هذه البكتريا على انتاج العديد من الانزيمات منها انزيم Chitinas و Chitosanase اللذان يعملان على تحطيم مادة الكايتين الموجودة في جدران خلايا الفطريات ( Shojii واخرون ، 1975 ) كما اشارت النتائج (جدول 6) ان معاملة التداخل مابين بكتريا fluorescence. P و بكتريا B.cereus بوجود الفطر الممرض حققت زيادة في الوزن الطري والجاف للمجموعتين الخضري والجذري وطول الساق والجذر فقد بلغت 39.41غم ، 6.15غم ، 28.33غم ، 2.44غم ، 33.33سم و 30.67سم وعدد النورات الزهرية 15 قياسا بمعاملة الفطر الممرض بمفرده والتي بلغت 6.77غم ، 5.56غم ، 0.53غم ، 15.67سم و 8.67سم وعدد النوات الزهرية 1.33 ويعود السبب في زيادة الوزن الطري والجاف للمجموعين الخضري والجذري في معاملات التادخل الى الفعل التعاوني فيما بين الاليات التي تمتلكها الانواع البكتيريا المتداخلة ( Domenech واخرون ، 2006 ). 
جدول رقم (6) يمثل المكافحة الإحيائية والكيميائية للفطر R.solani المسبب لمرض تعفن جذور نباتات الفلفل تحت ظروف البيت البلاستيكي
	
	المعاملة
	شدة الاصابة للجذر
	الوزن الطري للمجموع الخضري (غم)
	الوزن الجاف للمجموع الخضري (غم)
	الوزن الطري للمجموع الجذري (غم)
	الوزن الجاف للمجموع الجذري (غم)
	طول الساق (سم)
	طول الجذر (سم)
	عدد النورات الزهرية

	1
	مقارنة
	0.00
	22.36
	3.79
	9.42
	0.94
	24.67
	22.33
	4.33

	2
	R.solani
	82.33
	6.72
	1.18
	5.56
	0.53
	15.67
	8.67
	1.33

	3
	P.f  5ml.
	0.00
	23.35
	2.87
	15.66
	1.45
	28.33
	24.00
	10.33

	4
	P.f  10 ml.
	0.00
	29.30
	5.20
	17.85
	2.53
	31.33
	26.33
	12.67

	5
	B.c 5ml
	0.00
	27.25
	4.84
	16.06
	1.58
	27.00
	27.67
	10.67

	6
	B.c 10ml
	0.00
	31.51
	5.19
	18.42
	2.42
	32.00
	29.33
	15.33

	7
	P.f 5ml+.s R
	31.00
	18.45
	3.50
	11.56
	1.38
	25.33
	19.33
	8.00

	8
	P.f 10 ml.+  R.s
	23.33
	24.89
	5.75
	15.91
	1.47
	28.67
	28.33
	8.00

	9
	B.c 5ml+ R.s
	44.00
	19.26
	3.84
	14.03
	1.37
	25.00
	18.67
	7.33

	10
	B.c 10ml+ R.s
	35.00
	25.20
	4.15
	18.62
	1.44
	29.67
	23.00
	13.67

	11
	Benlate+ R.s
	00.00
	18.99
	4.06
	11.56
	1.62
	25.33
	18.00
	6.33

	12
	P.f -12 +  B.c 5ml
	0.00
	33.49
	6.81
	34.67
	2.35
	32.00
	30.33
	12.67

	13
	P.f  + B.c 0ml1
	0.00
	43.54
	7.32
	36.67
	2.89
	35.00
	33.67
	17.67

	14
	P.f+ B.c 5ml + R.s
	24.00
	25.58
	5.91
	21.88
	1.87
	29.00
	27.33
	11.33

	15
	p.f+B.c 10ml+ R.s
	15.00
	39.41
	6.15
	28.33
	2.44
	33.33
	30.67
	15.00

	
	L.S.D
	2.498
	1.913
	0.893
	0.735
	0.112
	2.153
	1.112
	1.722


تقييم كفاءة تداخل عاملي المكافحة الاحيائية البكتريا P.fluorescens و B.cerues ومسحوق الجت في النسبة المئوية لشدة الاصابة بالفطر R.solani وبعض معايير النمو لنباتات الفلفل تحت الظروف الحقلية:-
   بينت نتائج الدراسة الحقلية (جدول7) ان معاملة التداخل بين بكتريا  fluorescence .P و B.cereus  بوجود الفطر الممرض قد حققت اقل شدة اصابة والتي بلغت 10% قياسا بمعاملة الفطر الممرض والتي بلغت 82% وقد يعزى سبب تفوق معاملات التداخل في خفض النسبة المئوية لشدة الاصابة بوجود الفطر الممرض الى التاثير التعاوني مابين عوامل المقاومة الاحيائية كونها تعمل معا بصورة متعاونة في تحفيز المقاومة الجهازية للنبات ضد المسببات المرضية (Latha واخرون ، 2009). اما بالنسبة الى معاملة البكتريا fluorescence .P مع الفطر الممرض فقد حققت خفضا معنويا في شدة الاصابة للمرض اذ بلغت 12% ويعود سبب ذلك لما تمتلكه هذه البكتريا من اليات فعالة في كبح الفطر الممرض فهي تجعل المجموع الجذري اكثر مقاومة للاصابة بممرضات الجذور من خلال تحفيز جينات المقاومة ( Carvajal واخرون ، 2002 ) كذلك قدرة البكتريا على انتاج العديد من المركبات المضادة في كبح العديد من المسببات المرضية ومنها المضاد الحيوي Pyrrolinitrin والمتخصص ضد الفطر R.solani و Pyoluteroin وكذلك انتاج مركبات siderophore والتي تعمل على خلب الحديد وبذلك تحرم الفطر الممرض من عنصر الحديد الضروري لنمو الاحياء الدقيقة (Lucas Garcia واخرون ، 2003 ). كذلك حققت معاملة بكتريا B.cereus مع الفطر الممرض خفضا معنويا في النسبة المئوية لشدة الاصابة والتي بلغت 19% مقارنة مع معاملة الفطر الممرض ويعزى سبب ذلك الى ان هذه البكتريا لها القدرة على انتاج المضادات الحيوية والانزيمات المحللة للممرضات النباتية فهي تعمل على افراز المضاد الحيوي Zwittermicin وانزيم Endoglucorpase ( Kazmar و Robbert ، 2000 ). كما حققت معاملة التداخل مابين البكيريا  fluorescence .P و  B.cereusمع الفطر الممرض زيادة معنوية في جميع مؤثرات النمو لنباتات الفلفل فقد بلغ طول المجموعين الخضري والجذري 42.64سم عل التوالي في حين بلغ الوزن الطري والجاف للمجموعين الخضري والجذري 405 ، 75.11 ، 98.51 و 17.68 غم على التوالي كما بلغ وزن الثمار فيها 88150 غم مقارنة مع معاملة الفطر الممرض بمفرده والذي بلغ طول المجموعين الخضري والجذري فيها 31 و 14 سم على التوالي اما الوزن الطري والجاف للمجموعين الخضري والجذري 45.44 ، 8.2 ، 10.4 و 2.1 غم على التوالي  كما بلغ وزن الثمار فيها 7750 غم ويعزى سبب زيادة مؤثرات النمو في معاملات التداخل الى ان التداخل بين الكائنات الحية الدقيقة يعطي نتائج افضل نتيجة لاستخدام مختلف الميكانيكيات التي تمتلكها هذه الكائنات ضد الممرضات النباتية والتحفيز على انتاج منظمات النمو والتي تلعب دور في عملية نمو النبات ( Domenech واخرون ، 2006 ). وادت معاملة مسحوق الجت مع الفطر الممرض R .solani الى خفض معنوي في شدة الاصابة بالفطر الممرض اذ بلغت 23% وتعود كفاءة مسحوق الجت في خفض النسبة المئوية لشدة الاصابة الى تحلل المسحوق وتحرر كميات من Ammonis وبعض المركبات ذات السمية العالية للفطريات المرضية مما يؤدي الى تثبيط نموها وتوفير حماية لنباتات الفلفل (Houghton واخرون ، 2006). كما بينت معاملة التداخل البكتريا  fluorescence .P و B.cereus ومسحوق الجت انخفاض النسبة المئوية لشدة الاصابة بوجود الفطر الممرض اذ بلغت 8% وهذا يدل على ان هناك توافقا بين هذه البكتريا ومسحوق الجت معا وهذا يعود الى احتمال توفير مسحوق الجت الغذاء الملائم لبكتريا المقاومة الاحيائية مما زاد من نشاطها وسرعة انقسامها وتكاثرها ومن ثم انتشارها بكثافة عالية حول جذور النباتات مما مكنها من السيطرة على الفطر الممرض R.solani. كما حققت معاملة تداخل البكتريا fluorescence.P ، B.cereus  ومسحوق الجت زيادة معنوية في معايير نمو نبات الفلفل بوجود الفطر الممرض فقد بلغ معدل طول المجموعين الخضري والجذري 68 و 48 سم على التوالي وبلغ معدل الوزن الطري والجاف للمجموعين الخضري والجذري 444.36 ، 85.2، 107.16 و 24.17 غم على التوالي كما بلغ وزن الثمار فيها 88250غم قياسا بمعاملة المقارنة للفطر الممرض بمفرده ,هذا يدل على التوافق بين بكتريا المقاومة الاحيائية ومسحوق الجت وتفوق معاملة التداخل ربما يعود الى زيادة جاهزية العناصر الغذائية للنبات ضمن تحسين كفاءة استغلال النتروجين من قبل الجذور وزيادة جاهزية الفسفور والحديد والاستفادة من نواتج تحلل مسحوق الجت والذي يوفر البيئة والغذاء اللازم لنو البكتريا وتكاثرها ( العنسي ، 1999 ).

جدول (7) يمثل تقييم كفاءة تداخل عاملي المكافحة الاحيائية البكتريا P.fluorescens و B. cerues و مسحوق الجت في النسبة المئوية لشدة الاصابة بالفطر R. solani وبعض معايير النمو لنباتات الفلفل تحت الظروف الحقلية
	
	المعاملات
	شدة الاصابة
	اطوال النباتات
	الوزن الطري
	الوزن الجاف
	وزن  الثمار(غم)

	
	
	
	خضري
	جذري
	خضري
	جذري
	خضري
	جذري
	

	1
	f  . P
	0.00
	66
	45
	403.3
	87.3
	106.8
	20.1
	87500

	2
	B. c
	0.00
	59
	42
	382.4
	77.2
	102.3
	18.6
	84250

	3
	f . P +  R. s
	12
	58
	38
	380
	70.15
	93.33
	16.15
	82200

	4
	B.c   + R. s
	19
	52
	33
	325.21
	63.71
	81.21
	14.55
	81350

	5
	B. c    +  f.P
	0.00
	71
	51
	500.18
	89.14
	124.47
	21.39
	88700

	6
	B. c +  f. P + R. s
	10
	64
	42
	405
	75.11
	98.51
	17.68
	88150

	7
	الجت
	0.00
	56
	35
	350.77
	65.18
	87.41
	15.81
	82400

	8
	الجت +  f.P
	0.00
	70
	45
	335.14
	84.47
	108.39
	25.55
	90100

	9
	الجت +  B. c
	0.00
	59
	38
	375.00
	78.81
	105.9
	20.44
	86850

	10
	مسحوق الجت +  R. s
	23
	48
	27
	285.17
	56.74
	73.19
	11.89
	64360

	11
	الجت +  B.c +  R. s
	15
	57
	36
	368.08
	67.53
	88.92
	15.76
	82600

	12
	الجت +  f.P +R.s
	11
	66
	42
	409.21
	86.66
	96.73
	19.62
	90200

	13
	الجت +  f. P +  B.c
	0.00
	74
	51
	521.11
	91.31
	132.78
	30.97
	96850

	14
	الجت + f.P + B.c+ R.s
	8
	68
	48
	444.36
	85.21
	107.16
	24.17
	88250

	15
	مبيد Benelate +  R.s
	0.00
	51
	30
	341.92
	64.47
	88.05
	14.28
	76500

	16
	R. s بمفرده
	82
	31
	14
	45.44
	8.2
	10.4
	2.1
	7750

	17
	مقارنة غير ملوثة بالفطر R.s
	0.00
	52
	34
	345.97
	65.03
	89.13
	14.60
	79800

	
	LSD 0.05
	1.138
	2.012
	2.052
	2.762
	1.454
	1.365
	1.194
	1269.8
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