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تأثير راشحي الفطرين Aspergillus niger   و Trichoderma harzianum  وخليطهما في حيوية الفطر Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici وفي نمو بادرات الطماطة
أ . د . مجيد متعب ديوان                                          زاهد نوري كمال الدين

كلية الزراعة / جامعة الكوفة                                   كلية الزراعة / جامعة بابل             
المستخلص

وجد أن رواشح الفطريات  Aspergillus niger  و  Trichoderma harzianum   و  A.niger+ T.harzianum   أدت إلى تثبيط النمو الفطري وخفض عدد الوحدات التكاثرية الحية للفطر الممرض Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  ويزداد ذلك التأثير بزيادة تركيز الراشح وكميته والمدة الزمنية , إذ تفوقت معاملة خلط راشح الفطرين  A.niger+ T.harzianum   عند التركيز 20% وحجم 3 مل عند 10 و 20  يوم مدة حضانة إذ بلغ معدل التثبيط  1.33 و 0.83 سم على التوالي قياساً بالمقارنة التي كانت 2.4 سم لكل من المدتين المذكورتين , ومعدل عدد الوحدات الحية 3.6 و 0.23 ×610  على التوالي قياساً بالمقارنة التي كانت 8.40 و 8.43×  610 على التوالي , ووجد أن المعاملات جميعها أدت إلى زيادة عدد الابواغ الكلاميدية  .  أشارت الدراسة أيضاً  إلى أن معاملة بادرات الطماطة براشح الفطر T.harzianum     في التربة الرملية أدى إلى توفير حماية للبادرات من الاصابة بالفطر الممرض   F.oxysporum f.s.p.lycopersici. وزيادة في عدد أوراق النبات إذ بلغت النسبة المئوية للبادرات النامية وعدد الاوراق 86.85% و6.58 على التوالي  قياساً بالمقارنةP.D.B.  التي كانت 75.35% و4.16 على التوالي .

The effect of Aspergillus niger , Trichoderma harzianum and their mixture exudates on the viability of Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici and the growth of  tomato seedlin


Dewan , M . M .                                  Zahid noori kemal al deen  

  University of Babylon                      
University of Kufa

Abstract
The results showed that the  A.niger  ,  T.harzianum  , A.niger + T.harzianum exudates inhibited the radial’s growth and reduced the spores density of  Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici . More growth inhibition on the radial growth of the of  Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici when the concentration , quantity of crude exudates and incubation period of bioagentes fungi were increased .

     The combination of 20% concentration and 3 ml quantity of  exudates  inhabited the radial growth F. oxysporum f.sp. lycopersici at incubation 10, 20 days to 1.33,0.83 cm respectively compared with 2.4 cm in control treatment and spore density 3.60, 0.23×106 respectively also compared with 8.40, 8.43×106 and the chlamydospores had been increased .The results showed that  the T.harzianum exudates in the soil was protected  the seedling from infection by F.oxysporum so the healthy seedlings  percentage was 86.85% followed by 82.45% in A.niger treatment compared with 75.35% in treatment soil by P.D.B. as control treatment .

المقدمة

يعد مرض الذبول الفيوزارمي المتسبب عن الفطر Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici   من أهم أمراض الطماطة في العراق وخاصة في المناطق التي تكون تربتها ملوثـة بديدان العقد الجذرية , وقد لايخلو حقل مزروع بالطماطة من الاصابة بهذا المرض (جرجيس وآخرون , 1992 ) وفي ضوء الادراك المتزايد للمشاكل الناجمة عن إستعمال المبيدات بدأ الإنسان بتوظيف عدد من الكائنات الحية الدقيقة ذات القدرة على الحد من أضرار المسببات الممرضة للنبات من خلال آليات مختلفة (الزبيدي ،1992 و Alabouvette وآخرون , 1993) . ان أهم العوامل الحيوية المستعملة في هذا النوع من المقاومة ضد المسببات الممرضة هي الفطر Trichderma harzianum  الذي أستعمل على نطاق واسع في المقاومة الأحيائية وبشكل مستحضرات تجارية عديدة , إذ أنه يتواجد في معظم الترب وله قابلية كبيرة على البقاء لمدة طويلة كما إنه غير ممرض للنبات , وتعدد آليات عمله من تطفل وتضاد للممرضات وتشجيعه لنمو وزيادة الإنتاج (Harman , 2000 ) أن أنواع الجنس Aspergillus spp.  لها القدرة العالية على النمو والتنافس على الغذاء مع بقية الفطريات ومنها مسببات أمراض النبات , الأمر الذي أتاح الفرصة لاستعمال الفطر في المقاومة الاحيائية  , ولكون الفطر Aspergillus niger ذو قدرة عالية مع الفطر Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici  

  (الركابي , 2008)  لذلك سعت الدراسة إلى : 

1- معرفة تأثير راشح الفطرين Aspergillus niger و Trichderma harzianum  وخليطهما 
في نمو وتجرثم وتكوين الابواغ  الكلاميدية للفطر الممرض   F oxysporum f. sp. lycopersici 
2- معرفة تأثير الرواشح المذكورة في نمو بادرات الطماطة .

المواد وطرائق العمل   

 تأثير راشحي الفطرين A.niger , T.harzianum وخليطهما على نمو وتكوين الابواغ الكونيدية و الكلاميدية للفطر  F.oxysporum f.sp.lycopersici
1- الوسط الغذائي : حضر وسط البطاطا دكستروزالسائل Potato Dextrose Broth  (P.D.B.) وذلك بأخذ  200 غم من درنات البطاطا المقشرة والمقطعة إلى قطع صغيرة وغليت مع 500 مل من الماء المقطر لمدة (20- 30 ) دقيقة في دورق زجاجي وبعد انتهاء مدة الغليان رشحت البطاطا في دورق زجاجي بقطعة من قماش الشاش , أذيب 20 غم من سكر الدكستروز في 500 مل أخرى من الماء المقطر ثم أضيف إليها راشح البطاطا وأكمل الحجم إلى لتر . أضيف  إلى الوسط المحضر  المضاد الحيوي Chloramphenicol   بمقدار 250 ملغم/ لتر وزع الوسط في دوارق زجاجية حسب استعمالها وسدت فوهاتها بسدادات قطنية وعقمت بجهاز المؤصدة بدرجة حرارة 121 ºم  وضغط 15 باوند / إنج²  لمدة 20 دقيقة  . لقحت القناني بقرص قطر1 سم لكل 100 مل من الوسط بالفطرين Trichoderma harzianum و Aspergillus niger كل على انفراد ووضعت في الحاضنة تحت درجة حرارة 25 ºم  مع مراعاة رج القناني كل 3-4 أيام استعملت لهذه التجربة قناني زجاجية مثقبة من الأسفل بوساطة مثقب كهربائي  ومسدودة بسداد مطاطي لتسهيل دخول المحاقن الطبية وسحب الراشح منها وحسب الكمية المطلوبة دون سحب الغزل الفطري الذي يكون عادة على سطح السائل مما يسهل  عملية الترشيح والحصول على الراشح بأسرع وقت دون تلوث الراشح المتبقي في القناني الأصلية كما في الشكل (1) . 
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حضر راشحي الفطرين A.niger وT. harzianum كل على إنفراد , عملت التراكيز 0 و 5 و 10 و 15 و 20% من كلا الراشحين . واستعملت معاملات  خلط راشحي الفطرين بنسبة (1:1) عند صفر و 10 و 20  يوم  من الحضن سحب من كل تركيز كمية من الراشح عقم في جهاز المؤصدة , وزعت في أطباق بتري  وبمقدار (1 و 2 و 3 ) مل لكل تركيز من التراكيز المذكورة لكل من الفطرين  A.niger و T. harzianum وبواقع  ثلاث مكررات لكل معاملة  . 2-  تم الحصول على الفطر Fusarium oxysporum   f.sp .Lycopersici . من نباتات طماطة مصابة بمرض الذبول الفيوزارمي من احدى مزارع الحسينية من محافظة كربلاء المقدسة , أخذت أجزاء من السيقان و غطست في الكحول ثم مررت على لهب لتعقيم السيقان سطحياً ثم قشطت المنطقة الخارجية وأخذت أجزاء من الحزم الوعائية الملونة باللون البني قطعت بمعدل(0.5 –(1 سم  ثم  زرعت في أطباق بتري تحوي الوسط P.D.A.  بواقع خمس قطع لكل طبق عمل منها ثلاثة مكررات .  ذوب وسط غذائي P.D.A.  مضافاً له آكار إضافي بمقدار 5 غم / لتر تجنباً  لعدم تصلب الوسط مع المعاملات السائلة . وزع الوسط في  أطباق المعاملات وحركت الأطباق  حركة رحوية لتجانس الوسط مع الرواشح وترك ليتصلب . زرع قرص بقطر(0.5 سم ) من الفطرالممرض  F.oxysporum f.sp. lycopersisi حضنت الأطباق تحت درجة حرارة 25 ºم , بعد 6 يوم  أخذ النمو القطري للفطر , ثم عملت تخافيف لمستعمرة الفطر وذلك بتمرير قرص قطره 1 سم  من مستعمرة الفطر على سلسلة من أنابيب اختبار تحتوي 9 مل ماء مقطر معقم وأخذ التخفيف  10-6  وحسبت كثافة الأبواغ للمعاملات آنفة الذكر بالاعتماد على المعادلة : عدد الأبواغ = عدد المستعمرات × مقلوب التخفيف , ثم أخذت ثلاث مسحات من كل طبق (من حافة المستعمرة ومركز المستعمرة و منتصف المسافة بينهما وأخذ معدل المسحات الثلاث ) لحساب أعداد الابواغ  الكلاميدية  في  الحقل ألمجهري .
شكل (1) قنينة تنمية الفطريات في وسط البطاطا دكستروز السائل (P.D.B.) وطريقة سحب السائل المحتوي على إفرازات الفطريات

 تاثبر تراكيز من الرواشح الخام للفطريات A.niger ,T.harzianum وخليطهما على بادرات الطماطة النامية في تربة رملية معقمة وغير معقمة 

    أجريت  التجربة بشقين استعمل في الشق الاول تربة معقمة والشق الثاني تربة غير معقمة .عقمت التربة في جهار المؤصدة لمدة ساعة , كرر التعقيم في اليوم التالي ووزعت  التربة المعقمة في أقداح بلاستيكية معقمة قطرها 7 سم و إرتفاعها 8.5 سم  . زرعت  20 بذرة في كل من التربة المعقمة وغير المعقمة وبواقع ثلاث   مكررات لكل منها  ووزعت عشوائياً  , حضرت  التراكيز 2.5 و 5 و 7.5 و 10% من رواشح الفطريات الخام بعمر 28 يوم  للفطريات   A.niger   و T.harzianum و A.niger+ T.harzianum و P.D.B.  مع الماء المقطر المعقم سقيت البادرات بعمر 14 يوم برواشح الفطريات لمدة أسبوعين وبمقدار10 مل / يوم حسبت مؤشرات نمو النباتات بعد 28 يوم من زراعتها . حللت النتائج باستعمال تجربة عاملية في تصميم عشوائي كاملFactorial Experiment conducted in Complete Randomized Design  ذات ثلاثة عوامل .
النتائج والمناقشة

   تأثير رواشح الفطرين T.harzianum , A.niger   وخليطهما        في نمو الفطر   Fusarium oxysporum f.sp.Lycopersici        وجد من الدراسة أن النمو للفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici  على الوسط الغذائي P.D.A.  قد إزداد عندما أضيف الوسط السائل P.D.B. الملقح مباشرة بأبواغ الفطريات      T.harzianum وA.niger و T.harzianum+A.niger والمعقم حرارياً عند إضافتها مباشرةً (صفر يوم) كما موضح في جدول (1) , كما  وجد أن معاملة خلط الفطرين T.harzianum+A.niger  مع بعضهما  قد حققت أعلى معدل لنمو الفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici  إذ بلغ 3.46 سم عند التركيز 20% وحجم 3 مل. قد يعود سبب زيادة معدل النمو للفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici  إلى أن هذه الرواشح كانت خالية من إفرازات الفطريات لأنها سحبت بعد تلقيح الوسط P.D.B.  مباشرة  بالفطريات , ولم تكن هناك مدة كافية لافراز المضادات الحيوية أو الإنزيمات المثبطة ما جعل الوسط خالياً منها فضلاً عن أن الفطر الممرض استغل أبواغ ووحدات  الفطرين T.harzianumو A.niger بعد تحطيمها بالتعقيم  لتشجيع نموه وهذا قد يفسر زيادة معدل النمو للفطر الممرض كلما زاد تركيز الوحدات المضافة  وحجم العينة للفطر المضاف إلى الوسط السائل. وعند خلط الفطرين  مع بعضهما كان هناك تنوعاً في المادة الغذائية أو ربما يعود إلى زيادة في  متطلبات الفطر الممرض الغذائية مما تحويه عينة الرواشح المضافة للوسط  (Ghisalberti وآخرون , 1990 ) .   كما بين  الجدول(1)  قدرة رواشح الفطريات T.harzianumو T.harzianum+A.niger على تثبيط النمو للفطر الممرض F.oxysporum f.sp.lycopersici  عند سحب الرواشح بعد 10و 20 يوم  إذ تفوق فيها خلط راشح الفطرين T.harzianum+A.niger في تثبيط نمو الفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici  عند التركيز 20% وحجم الراشح 3 مل إذ بلغ 1.33 و 0.83 سم عند 10 و 20 يوم فترة حضانة قياساً بالمقارنة التي كانت 2.4 سم لكل من المدتين , قد يعود سبب ذلك إلى تنوع المضادات الحيوية التي يفرزها الفطرين معاً مما أثرا على الفطر الممرض حيث وجد أن الفطر T.harzianum له القدرة على إنتاج المضادات الحيوية Gliotoxin  و Viridenو Pachybasin فضلاً عن الإنزيمات المحللة مثل Chitinases   و Proteases  و Lipases  وXylanases  و Endochitinases  بينما الفطر Aspergillus sp.  ينتج بعض المضادات مثل Nominie  وAflavinine  وPaspaline وAspernomine  (Backman و Kabana Rodriguez-, 1975 و Chet وآخرون , 1981) وينتج الفطر A.niger  السموم الفطرية Malformins  و Oxalicacid (إبراهيم والجبوري , 1998) . وهذه النتائج تتفق مع الحمداني (2006) الذي بين أن تأثير رواشح الفطرين T.harzianumو, A.niger في تثبيط النمو للفطر الممرض F.oxysporum f.sp.lycopersici  تزداد بزيادة التركيز المستعمل وجاءت هذه النتائج متوافقة مع العديد من الدراسات  التي أشارت إلى كفاءة راشح بعض   
الفطريات الأحيائية منها T.harzianum و A.niger في تثبيط النمو للعديد من مسببات أمراض النبات ومنها الفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici   (Salih  و Dewan  , 1999 و  Kuguk وKivang , 2002 و El-Refai وآخرون، 2003) . 
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تأثير تراكيز رواشح الفطريات    T.harzianum  A.niger   وخليطهما المعقمة حرارياً في تجرثم الفطر الممرض F.oxysporum f.sp.lycopersici  

       كما موضح في الجدول (2) وجد أن هناك  زيادة في أعداد الوحدات التكاثرية الحية للفطر الممرض F.oxysporum f.sp.lycopersici  المنمى على وسط يحوي تراكيز من أبواغ الفطريات    T.harzianum و A.niger و  T.harzianum+A.niger  المأخوذة  عند صفر يوم  إذ تفوقت المعاملة T.harzianum+A.niger  في زيادة أعداد الوحدات التكاثرية عند التركيز 20% وحجم العينة 3 مل إذ بلغت 9.70×610 مقارنة بالفطر A.niger  الذي كان 8.30  ×610عند التركيز 0%  .  أما بعد 10 و 20 يوم  فترة حضانة نلاحظ حصول انخفاض أعداد الوحدات التكاثرية الحية للفطر الممرض حيث تفوقت المعاملة T.harzianum+A.niger  عند التركيز 20 % وحجم الراشح 3مل على باقي المعاملات  إذ بلغت 3.6 و 0.23 ×610 على التوالي ,  وقد يعود سبب انخفاض معدل عدد الوحدات التكاثرية عند المعاملة T.harzianum+A.niger   إلى تأثير المضادات الحيوية التي يفرزها الفطرين معا والتي تقوم تلك المواد في التأثير على الخيوط الفطرية التي تنتج مولدات الأبواغ الفطرية (Dewan  و Sivasithamparam , 1988)  , أثبتت الدراسات أن الفطر Trichoderma spp.  ينتج المضاد الحيوي Gliotoxin  الذي يعمل على تثبيط أبواغ الفطر Fusarium.spp. بتركيز 2 - 4  جزء بالمليون  (شعبان والملاح , 1993) , 

تأثير رواشح الفطرين  T.harzianumو A.niger وخليطهما على تكوين الأبواغ  الكلاميدية  للفطر  الممرض F.oxysporum
f.sp.lycopersici  عند صفر و 10 و 20 يوم 

        وجد من الدراسة حصول زيادة في أعداد الأبواغ الكلاميدية للفطر الممرض F.oxysporum f.sp.lycopersici  عند تنميته في الوسط الغذائي P.D.A. الحاوي على تراكيز من رواشح الفطريات مسحوبة عند 0 و 10 و20 يوم والمعقمة حرارياً حيث وجد أن هناك زيادة في أعداد الأبواغ الكلاميدية عند معاملة  خلط الفطرين T.harzianum+A.niger كما مبين في الجدول (3). وأظهر التركيز 20% زيادة في معدل أعداد الأبواغ الكلاميدية عند ( صفر و 10 ) يوم إذ بلغ 17.67 و 25.67على التوالي مقارنة بعدم وجود الرواشح ( 0% ) والتي كانت 13.66 و 13.00 على التوالي , بينما تفوق التركيز 15% عند سحب الرواشح بعد 20 يوم حيث بلغ   34.33  مقارنة بالتركيز0%  الذي كان 14.00 في حجم العينة 3 مل قد يعود السبب في ذلك إلى محاولة الفطر الممرض تكوين وحدات تكاثرية مقاومة للظرف غير الطبيعي في وسطه الغذائي بسبب رواشح الأحياء المضادة أو السامة بمستويات دون القاتلة  في الوسط الغذائي مما يحفز تكوين الأبواغ الكلاميدية (Loffler  وآخرون , 2008) . ومن المعروف  أن الفطريات بصورة عامة  تحتاج الناتروجين كمصدر لتكوين نمواتها الخضرية فربما تحتوي رواشح الفطريات على العديد من الأحماض الأمينية والسكريات والبايرونات حفزت على تكوين مثل تلك التراكيب (السهيلي وآخرون , 1980 و Ghisalberti وآخرون , 1990) ,  أو قد يعود السبب إلى محاولة الفطر إجتياز الظرف الذي يمر به من تواجد السموم الفطرية في الوسط الغذائي الذي ينمو عليه بزيادة أعداد الأبواغ الكلاميدية وهذا يتفق مع ماذكرته الجبوري (2003) التي أشارت إلى زيادة أعداد هذه الابواغ للفطر    Fusarium spp      عند معاملة وسطه الغذائي بالمبيدات الكيميائبة .
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تأثير تراكيز من الرواشح الخام للفطريات A.niger  و T.harzianum وخليطهما على نمو نباتات الطماطة  في تربة رملية معقمة وغير معقمة
 وجد من الدراسة أن راشح الفطر T.harzianum أدى إلى زيادة نسبة عدد البادرات  والأوراق  إذ بلغا 86.85% و  6.58   / نبات على التوالي مقارنة بالمعاملة P.D.B. التي كانت 75.35% و 4.16/ نبات على التوالي , كما تفوق استعمال التربة المعقمة في زيادة نسبة عدد البادرات والأوراق  إذ بلغت 82.45% و 5.58 / نبات مقارنة بالتربة غير المعقمة والتي كانت 75.50% و 5.22 على التوالي  كما في الجدولين (4 و5) الذي بين أيضاً أن أعلى نسبة لعدد البادرات وعدد الأوراق  تحقق في التركيز 7.5 % إذ بلغ 81 
% و  5.87/ نبات على التوالي مقارنة بالتركيز 2.5% الذي بلغ 76.40 %  و 6.58 على التوالي 
وعند دراسة التداخل وجد أن راشح الفطر T.harzianum في التركيز 10% في تربة معقمة 
حقق أعلى نسبة من عدد البادرات و الأوراق إذ  بلغ 93.30% و 7.66/ نبات على التوالي  , يعود سبب ذلك إلى قدرة الفطر T.harzianum على حماية بادرات الطماطة  من الإصابة بالمسببات الممرضة كذلك قدرته على تحفيز نمو النبات وهذا ماأكده Sivan  وآخرون  (1987) من أن معاملة بذور الطماطة بأبواغ الفطر T.harzianum قد وفرت حماية لبادرات الطماطة من الإصابة بالفطر F.oxysporum f.sp.radicis lycoprsici المسبب لمرض تعفن التاج لنبات الطماطة  وزادت من إنتاج المحصول . وأشار الحلو  (1999) إلى أن الفطر T.harzianum أدى إلى خفض موت البادرات ورفع نسبة الإنبات للطماطة. أما تأثير التربة المعقمة في  زيادة  معدل عدد البادرات ومعدل عدد الأوراق يعود إلى أن التربة المعقمة خالية من المسببات المرضية التي لها أثر كبير في خفض عدد البادرات والتأثير على مؤشرات النمو الأخرى , وهذا يتفق مع عبد المنعم  (2007) من أن الترب والأسمدة غير المعقمة تؤدي إلى انخفاض إنتاجية نبات الطماطة , بسبب وجود المسببات المرضية (Dewan وآخرون ,1983 و Agrios , 1997)  , أو أنها تحوي عدداً من الفطريات التي تفرز مواد سامة في التربة مثل                    Aspergillus terreus  و Penicillium griseofulvum  وغيرها ما ينعكس سلباً على نمو النباتات وإنتاجيتها   ( Dewan وSivasithamparam  , 1988  ).     كذلك لقدرة هذا الفطر على استغلال الفراغ الأحيائي في التربة المعقمة وزيادة أعداده بصورة كبيرة  .
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قنينة تنمية الفطر
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جدول (5) تأثير استعمال تراكيز من الراشح الخام للفطريات A.niger و T.harzianum وخليطهما على معدل عدد أوراق  الطماطة / نبات بعد 28 يوماً .











كل رقم يمثل معدل ثلاث مكررات








جدول (1) النمو نصف القطري (سم) للفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici  على الوسط الغذائي P.D.A. المضاف إليه تراكيز مختلفة من راشح الفطريات  T.harzianum وA.niger و  T.harzianum+A.niger بعد فترة حضانة 0 و 10 و 20 يوم على درجة حرارة 25 ±2 ºم








جدول (2) معدل أعداد أبواغ (×610)  الفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici  النامي على الوسط الغذائي P.D.A. المضاف إليه تراكيز مختلفة من رواشح الفطريات المعقمة حرارياً  T.harzianum و A.niger و  T.harzianum+A.niger بعد 0 , 10 , 20 يوم من  الحضن على درجة حرارة 25 ±2 ºم .








جدول (3) أعداد الأبواغ الكلاميدية للفطر F.oxysporum f.sp.lycopersici  النامي على الوسط الغذائي P.D.A. المضاف إليه تراكيز مختلفة  من الوحدات التكاثرية للفطريات T.harzianum    و A.niger و T.harzianum+A.niger بعد 0 و 10و20 يوم من  الحضن على درجة حرارة 25 ±2 ºم








جدول ( 4) تأثير استعمال تراكيز من الراشح الخام للفطريات A.niger و T.harzianum وخليطهما على النسبة المئوية لعدد نباتات الطماطة السليمة بعمر 14 يوم من الإنبات








كل رقم يمثل معدل ثلاث مكررات








كل رقم يمثل معدل ثلاث مكررات
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