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 Azotobacterو  Trichoderma harzianumتقييم كفاءة 
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 Abstractالسدتخمص : 

 -سختبخات  والسحطة الدراعية التابعة  لكمية  الدراعة  النفحت ىحه الجراسة  في      
بكتخيا  و ال Trichoderma harzianumتقييػ كفاءة  الفطخ جامعة كخبلاء لغخض 

Azotobacter chroococcum   في تحطيػ مبيج الكلايفؽسيت  و قياس  اثخه
. تػ استخجام ثلاث تخاكيد السؽصى بيا مؼ  HPLCالستبقي في التخبة باستخجام جياز 

يؽم  15و 10،  7،  3قبل الذخكة و اخحت عيشات التخبة بعج السعاممة مباشخة و بعج 
مل /   20 و  15،  10تخاكيد الثلاثة السدتخجمة  ان المؼ السعاممة .بيشت الشتائج 

ممغػ   2626،  1955،  1132و   3096،  2235،  1552لتخ ماء  سجمت   
مقارنة   ايام  3عمى التؽالي بعج السعاممة   لكل مؼ معاممة الفطخ والبكتخيا 1-لتخ

 عشج اليؽم،  1-ممغػ لتخ 5582،  4840،   3104بسعاممة السقارنة التي سجمت 
،  942،  541و  1970،   1227،  975الدابع انخفزت التخاكيد  مدجمة 

،  1493عمى التؽالي  مقارنة بسعاممة السقارنة التي سجمت    1-ممغػ لتخ 1242
   harzianumالفطخ اوضحت نتائج الجراسة  قجرة  .   1-ممغػ لتخ 4536و  3675

 T. والبكتخياA. chroococcum    يؽم مؼ السعاممة   10يج بعج تحطيػ و تلاشي السب
وبجون اثخ متبقي لسبيج الكلايفؽسيت  لمتخاكيد الثلاثة السدتخجمة في الجراسة مقارنة 

،  420و  3528، 2125،  855يؽم التي سجمت  15و  10بسعاممة السقارنة بعج 
 . عمى التؽالي  1-ممغػ لتخ 2235، 1365

 
  Trichoderma  ،Azotobacter : كلايفؽسيت ،   keyword كمسات مفتاحية

 . HPLCتلاشي السبيج في التخبة ،   التحطيػ الحيؽي ،،
 Introducationالسقدمة : 

الاستخجام السفخط  لسبيجات الادغال احجث اضخاراً بالشعام البيئي وخمق تيجيجاً       
( ، ومؼ بيؼ اىػ السبيجات Abbas et al., 2015)لاستجامة الشعام الدراعي ،

( وىؽ مؼ Glyphosateلمسكافحة في العخاق مبيج الادغال كلايفؽسيت ) السدتخجمة
مبيجات الادغال الجيازية الؽاسعة الشطاق والحي يدتخجم لسكافحة طيف واسع مؼ 
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، ىؽ مخكب حيؽي ذو  Glyphosate  ،(N-(phosphonomethyl)glycine)مبيج الادغال ( , AL-Safor , (2012الادغال 
(. في العخاق اجخيت 1974Benbrook)  ،2016إدخالو لسكافحة الحذائر في حقؽل الإنتاج الدراعي في نذاط واسع الشطاق تػ 

 Abuالستبقيات لمسبيجات  و الدبل الكفيمة لمتقميل مؼ استخجاميا و الحج مؼ التمؽث البيئي ) أثخ العجيج مؼ الجراسات حؽل تقجيخ
Dakka and Muhammad Ali  ،2021 ; Al-Maksousi and Muhammad Ali  ،2021 . ) 

أدى زيااااادة اسااااتخجام  الكلايفؽساااايت  بذااااكل متكااااخر وغالباااااً بجخعااااات أعمااااى مااااؼ السؽصااااي بيااااا الااااى تااااخاكػ كسيااااات كبيااااخة  وزائااااجة 
 , 2014فاااااااااي التخباااااااااة وبالتاااااااااالي وصاااااااااؽلو الاااااااااى السيااااااااااه الجؽ ياااااااااة وميااااااااااه السباااااااااازل عاااااااااؼ طخياااااااااق غدااااااااال التخباااااااااة با مطاااااااااار ) 

Jayasumaua كذااااااافت العجياااااااج ماااااااؼ اه الذاااااااخا بياااااااحا السبياااااااج أماااااااخ محتسااااااال ويجاااااااب الحاااااااحر مشاااااااو . (. لاااااااحلغ فااااااا ن تماااااااؽث ميااااااا
الجراساااااات عاااااؼ القاااااجرة السيكخوبياااااة كااااا داة قؽياااااة ومفياااااجة فاااااي السعالجاااااة الحيؽياااااة وماااااؼ بيشياااااا دراساااااة تياااااج  الاااااى تحجياااااج الداااااسية 

ا حيائيااااااة والحيؽيااااااة ،  البيئيااااااة لمكلايفؽساااااايت وتحممااااااو البيؽلااااااؽجي وانااااااو  يسكااااااؼ تحقيااااااق تحماااااال الكلايفؽساااااايت باسااااااتخجام العؽاماااااال
قااااج  مثاااال اجشاااااس معيشااااو مااااؼ الفطخيااااات و البكتخيااااا, أثبتاااات طخيقااااة التحماااال ىااااحه أنيااااا مثاليااااة لإزالااااة متبقيااااات مبيااااج الكلايفؽساااايت

تكااااااؽن ىااااااحه الاسااااااتخاتيجية الرااااااجيقة لمبيئااااااة حاااااالا واعااااااجًا لمتغمااااااب عمااااااى السخاااااااطخ البيئيااااااة والرااااااحية الشاتجااااااة عااااااؼ الكلايفؽساااااايت 
 و  Trichoderma harzianumالاااى تقيااايػ كفااااءة الفطاااخ  ىاااجفت ىاااحه الجراساااة . (.Singh et al , 2020)ومخمفاتاااو 

 في التخبة.  عشج التخاكيد السؽصى بيا  في تلاشي مبيج الكلايفؽسيت  Azotobacter chroococcum البكتخيا
  Material and Methodمهاد وطرائق العسل :

 ائية :مبيد الكلايفهسيت و الفظر والبكتريا الاحي
السسمكة العخبية  Astrachemمؼ الاسؽاق السحمية و السشتج مؼ قبل  شخكة    Tiller 48% SLتػ الحرؽل عمى  مبيج      

مختبخات  مؼ Trichoderma harzianumالفطخ  ةالدعؽدية و السدجل لجى وزارة الدراعة العخاقية كسا تػ الحرؽل عمى عدل
 مؼ مختبخات وزارة العمؽم والتكشمؽجيا / بغجاد .  Azotobacter chroococcum خياالبكت و  كمية الدراعة جامعة كخبلاء

 الغذائية  : تحزير الاوساط 
  (    Potato Dextrose Agarوسط البظاطا الغذائي ) -
 1000غااااااػ ماااااؼ الؽساااااي الدرعاااااي فااااااي  42بإذاباااااة  Liofilchemحزاااااخ الؽساااااي  حداااااب تعميسااااااات الذاااااخكة السراااااشعة          

ماااااال  وضااااااع مزاااااااد حيااااااؽي بعااااااجىا اغمقاااااات فؽىتااااااو بؽاسااااااطة القطااااااؼ  1000السقطااااااخ فااااااي دورق زجاااااااجي سااااااعة  ماااااال مااااااؼ الساااااااء
بعاااااجىا صاااااب فاااااي  2باوناااااج / اناااااج 15م وضاااااغي ° 121دقيقاااااة ودرجاااااة حاااااخارة  20بجيااااااز السلصاااااجة لساااااجة وورق الالسشياااااؽم عقاااااػ 

 .مل / طبق 20سػ بسعجل  9اطباق بتخي قطخ 

     Nutrient Broth وسط السرق السغذي
مل مؼ الساء  1000غػ مؼ السادة في  13بإذابة    Difco BD حزخ الؽسي حدب تعميسات الذخكة ا مخيكية السرشعة       

وأستخجم ىحا الؽسي لتشذيي واكثار  2باونج / انج 15وضغي °م 121دقيقة ودرجة حخارة  20بجياز السلصجة لسجة  السقطخ ثػ عقػ
 (. .Ravathie et al , 2012)  لتجاراالبكتخيا السدتخجمة في ا

  T. harzianumتشسية عزلة الفظر 
حزخ وسي البطاطا الغحائي السعقػ والحاوي عمى السزاد الحيؽي وصب في اطباق بتخي. اخح جدء مؼ السدتعسخة الشامية        

     ة في درجة حخارةوضعت الاطباق بالحاضش بؽاسطة الثاقب الفميشي مؼ حافة السدتعسخة ووضعت وسي الطبق عمى الؽسي اعلاه
 .ºم 4درجة مئؽية لحيؼ اكتسال الشسؽ بعجىا حفعت بالثلاجة بجرجة حخارة  25 ± 2



 

 

6: 

 A. chroococcumتشسية عزلة البكتريا  
بعاجىا صاب فاي أطبااق بتاخي حتاى تترامب ثاػ لقحات با نؽا  البكتخياا قياج  Autoclaveحزخ الؽسي الغحائي وعقػ في جيااز       

 .ºم 4لحيؼ اكتسال الشسؽ ومؼ ثػ حفعت في الثلاجة بجرجة  حخارة ° م ± 2 28حاضشة في درجة حخارة الجراسة  ووضعت بال
 تحزير و تعقيم التربة السدتخدمة في التجربة الحقمية :

. تااااااػ تشعيفيااااااا مااااااؼ جسيااااااع  1حزااااااخت التخبااااااة واجخياااااات ليااااااا التحالياااااال لسعخفااااااة خؽاصاااااايا الفيديائيااااااة و الكيسيائيااااااة جااااااجول        
ا حجااااار وبعااااجىا نقماااات الااااى مختبااااخ الجراسااااات العميااااا التااااابع لقدااااػ وقايااااة الشبااااات فااااي كميااااة الدراعااااة اذ عقساااات بجياااااز الذااااؽائب و 

لساااااجه سااااااعة واحاااااجة  ماااااختيؼ متتااااااليتيؼ بفتاااااخة فاصااااامة ياااااؽم   م° 121 ودرجاااااة حاااااخارة ²باوناااااج / اناااااج  15السلصاااااجة تحااااات ضاااااغي 
 واحج.

 
 ربة السدتعسمة في الدراسة .بعض الخهاص الفيزيائية والكيسيائية لمت:  1ججول 

 نهع التربة
 

مدتتتتتتتتتتتتتتتتتتتته  
حامزتتتتتتتتتتتتتتتية 

 التربة

التهصتتتتتتتتتتيل   
 الكهربائي

الستتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتادة 
 العزهية %

 الظين % الغرين % الرمل %

 رممية مديجيو
 

7.2   4.2    0.54    68.2  17.8   14   

 

 تحزير المقاح البكتيري والفظري  
    Nutrient Agar (NA) الغاااحائيؽساااي التشسيتياااا عماااى عاااؼ طخياااق  A. chroococcumحزاااخ لقااااح البكتخياااا       

ماااااال وبعاااااج التعقاااااايػ لقااااان بالبكتخيااااااا السااااا خؽذة مااااااؼ مدرعااااااة  0100ماااااؼ ىااااااحا الؽساااااي فااااااي دورق زجااااااجي حجااااااػ  غااااااػ 28 بؽضاااااع
سااااااعة, وباااااشفذ الطخيقاااااة حزاااااخت كسياااااات أكباااااخ ماااااؼ المقااااااح البكتياااااخي لاساااااتخجاميا فاااااي التجاااااارا الحقمياااااة, وحزاااااشت  24بعساااااخ 

عااااؼ طخيااااق تشسيتااااو عمااااى وسااااي  T. harzianumم . حزااااخ لقاااااح الفطااااخ ° 28ساااااعة عمااااى درجااااة حااااخارة  24الساااادار  لسااااجة 
 1000ماااؼ ىاااحا الؽساااي فاااي دورق زجااااجي حجاااػ غاااػ  00بؽضاااع  Potato Dextrose Agar (PDA)البطاطاااا الداااائل

اكباااااخ ماااااؼ المقااااااح مااااال وبعاااااج التعقااااايػ لقااااان باااااالفطخ ماااااؼ مدرعاااااة وساااااي البطاطاااااا الغاااااحائي، وباااااشفذ الطخيقاااااة تاااااػ تحزااااايخ كسياااااات 
  م.° 25ساعة عمى درجة حخارة  24الفطخي لاستخجامو في التجارا الحقمية، حزشت السدار  لسجة 

 : في تحمل مبيد الكلايفهسيت في التربة حقميا     A. chroococcumو  T. harzianumدراسة كفاءة
كيماااااؽغخام  لاااااثلاث تخاكياااااد  1.5يكية حجاااااػ ساااااشجانو بلاسااااات 27غخاماااااا ماااااؼ التخباااااة السعقساااااة ووزعااااات عماااااى  كيماااااؽ 50اخاااااح        

وبؽاقااااااع ثاااااالاث مكااااااخرات لكاااااال تخكيااااااد ولمسقارنااااااة ايزاااااااً ثاااااالاث   ماااااال / لتااااااخ 20و  15و  10مااااااؼ السبيااااااج السؽصااااااى بيااااااا وىااااااي 
،   A. chroococcumالبكتيااخي  المقاااحو harzianum    T .وحقشاات الدااشاديؼ بالمقاااح الفطااخي  ،مكااخرات لكاال تخكيااد 

يؽماااااااا ماااااااؼ السعامماااااااة و حفعااااااات العيشاااااااات  فاااااااي اكيااااااااس  15و  10و  7و  3و بعاااااااج  ماااااااة مباشاااااااخةاخاااااااحت القاااااااخاءات بعاااااااج السعام
 .HPLCم لحيؼ  اجخاء تحميل الشتائج بجياز ° 20 –بلاستيكية بالسجسجة عشج درجة حااااااااااخارة 
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 الاستخلاص لستبقيات مبيد الكلايفهسيت :
ثػ وضعت في انبؽبة  بلاستيكية. تست عسمية الاستخلاص مؼ خلال غػ مؼ التخبة السعاممة بسبيج الكلايفؽسيت  10اخح      

 magnesium غػ   0.2±  4و تػ رجو جيجا لسجة دقيقة واحجة بعجىا اضيفت الاملاح )  acetonitrileمل مؼ  10اضافة  
sulfate anhydrous  ،1  ± 0.05 غػ sodium chloride  ،1 ±0.05  غػtrisodium citrate dehydrate   0.5و  ±

( بعجىا نقل الخميي الى جياز الطخد السخكدي لغخض الفرل .  disodium hydrogen citrate sesquihydrateغػ   0.03
 لغخض التشعيف و التقميل مؼ التمؽث .  MgSO4ممغػ مؼ  900و  primary secondary amineممغػ مؼ  150تػ استخجام 

 :Detection And Analyses الكذف والتحميل
في عيشات الساء السعاممة   الكذف و التحميل  بسختبخات كمية الدراعة جامعة كخبلاء لمكذف عؼ بقايا مبيج الكلايفؽسيت جخى      

 ( حيث كانت ظخو  الجياز كالاتي : ( HPLC SYKAMNباستخجام جياز كخومؽتؽغخا يا الدائل عالي الكفاءة 
Chromatographic column: NH2 (5μm) 250 mm x 4.6 mm, mobile phase: 85%water solution 
KH2PO4 with 1,5% NaOH 3M : 15% Acetonitrile ( 80 : 20 V/V ) atflow rate 0,8 ml/min, the 
detector was Fluorescence detection at Ex = 265 nm, and Em = 310 nm . 
 

 
 كلايفهسيت .مشحشي السادة القياسية لمسبيد (  1شكل ) 

 :لقياسيالسشحشى ا
  30 ,  25  ,  20 , 10 ,  5وذلغ بتحزيخ تخاكيد مختمفة مشو  Glyphosate حزخ السشحشى القياسي لتقجيخ تخكيد مبيج      

مل مؼ مؽلبيجات 1و   % Ninhydrin  5 مل مؼ مادة     1اضيف لكل تخكيد مؼ التخاكيد السحزخة   . ممغػ   35و 
دقائق وثػ تخكت لتبخد بحخارة الغخفة ومؼ بعجىا  5م لسجة °100م السائي بجرجة حخارة %  ، حزؼ الخميي في الحسا 5الرؽديؽم 

 نانؽميتخ . 570عشج   EMC-11-UVتػ قخاءة الامتراصية بجياز السطيا  الزؽئي 
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 السشحشى القياسي لسبيج الكلايفؽسيت .  ( 2شكل) 

 الشتائج و السشاقذة : 
 مبيد الكلايفهسيت في التربة  في تلاشي  A. chroococcumو .harzianum    Tتقييم كفاءة

 10( ان التخاكيد الثلاثة السدتخجمة   3شكل ) اظيخت نتائج دراسة تقييػ الفطخ والبكتخيا في تلاشي  مبيج الكلايفؽسيت في التخبة 
مؼ معاممة  لكل 1-ممغػ لتخ 7353و  6050 , 4126و    7933 , 6176 , 3238مل / لتخ ماء  سجمت     20 و  15 ,

،   1-ممغػ لتخ 8725 و 6828 ,  4640مقارنة بسعاممة السقارنة التي سجمت   عمى التؽالي بعج السعاممة مباشخة  الفطخ والبكتخيا
 و 1955 , 1132و   3096 , 2235 , 1552(  مدجلا   4يؽم  مؼ  السعاممة  شكل )  3ثػ بجا تخكيد السبيج بالانخفاض بعج 

 عمى التؽالي  .  1-ممغػ لتخ   2626

 
 في التخبة بعج السعاممة مباشخة   1-ممغػ لتخ Glyphosate تلاشي بقايا مبيج (   3شكل )              
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 .يؽم مؼ السعاممة 3في التخبة بعج    1-ممغػ لتخ Glyphosate تلاشي بقايا مبيج (   4شكل )             

 1242 , 942 , 541و  1970  , 1227 , 975( ان التخاكيد انخفزت في اليؽم الدابع  مدجمة  5كسا يلاحظ مؼ الذكل ) 
 .   1-ممغػ لتخ 4536و   ,3675  1493عمى التؽالي  مقارنة بسعاممة السقارنة التي سجمت    1-ممغػ لتخ

 
 السعاممة.يؽم مؼ  7في التخبة بعج    1-ممغػ لتخ Glyphosate تلاشي بقايا مبيج (   5شكل ) 

 

الكفاءة في تحطيػ و تلاشي السبيج بعج  حققتا    A. chroococcumوالبكتخيا .harzianum    Tاشارت نتائج الجراسة ان الفطخ 
( حيث كان التخكيد الستبقي صفخ  و لمتخاكيد الثلاثة السدتخجمة في الجراسة مقارنة بسعاممة  6يؽم مؼ السعاممة  شكل )  10

(   7عمى التؽالي شكل )   1-ممغػ لتخ 2235، 1365،  420و  3528، 2125،  855يؽم التي سجمت  15 و 10السقارنة بعج 
. 
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 يؽم مؼ السعاممة. 10في التخبة بعج    1-ممغػ لتخ Glyphosate تلاشي بقايا مبيج (   6شكل ) 

 

 
 مؼ السعاممة. يؽم 15في التخبة بعج    1-ممغػ لتخ Glyphosate تلاشي بقايا مبيج (   7شكل ) 

يؽم مؼ  10في تحطيػ مبيج الكلايفؽسيت بعج  A. chroococcumوالبكتخيا .harzianum    Tبيشت نتائج الجراسة كفاءة الفطخ
الاكثخ كفاءة ندبيا مؼ الفطخ في تحطيػ متبقيات مبيج الكلايفؽسيت في  A. chroococcumالسعاممة . كانت البكتخيا الاحيائية 

( في ان البكتخيا  السؽجؽدة في التخبة تقؽم بعسمية التحمل الايزي البيؽلؽجي  2014واخخون )  Hove-Jensenالتخبة . اشار 
واخخون  Monekeلسبيج الكلايفؽسيت و بالتالي تقؽم باستخجام نتائج التحمل كسرجر لمكخبؽن والشيتخوجيؼ والفؽسفؽر .  كسا وضن 

 Alcaligenes sp ,  sp., Pseudomonas sp. Azotobacter ية ىيخسدة انؽا  بكتيخ ( في دراسة اجخيت عمى   2010)
sp., Acetobacter sp.Escherichia . ,  القجرة عمى تحسل تخاكيد عالية مؼ مبيج  لجييا وكانت عدلت مؼ التخبةالتي

عة الفدفؽر العزؽية  ممغػ / مل وبالتالي مسكؼ استخجاميا في تحطيػ السبيجات الاخخى التابعة لسجسؽ  250 – 100الكلايفؽسيت 
  Aspergillusو  Trichoderma تابعة الى  اتيفطخ سلالات مؼ خلال دراسة اجخيت عمى  ( 2021واخخون )  Correa.وجج 
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 % . بيؼ  87-8لسعخفة قجرتيا غمى تحطيػ مبيج الكلايفؽسيت في البخازيل انيا حققت معجل تحطيػ بمغ مؼ   Penicilliumو 
Abd El-Ghany  وMasmali   (2016  في دراسة اجخيت حؽل قجرة الفطخ )T. harzianum  في تحطيػ السبيج الفدفؽري

   1-ممغػ لتخ 40و  20،  10ديازنؽن بتخاكيد و فتخات و درجات حخارة مختمفة ، ان لمفطخ القجرة عمى تحطيػ السبيج عؼ التخاكيد  
 م . ° 35ؼ السعاممة وان درجة الحخارة السثمى لمفطخ ىي يؽم م 20% عمى التؽالي بعج  84.8و  88.2،   91.8وبشدبة بمغت 

(  دراسة لتحجيج تلاشي بقايا مبيج الكلايفؽسيت السطبق عمى ثلاثة مدتؽيات مؼ الجخعات  2015واخخون )  Bandanaاجخى 
التخبة لسجة ترل في محرؽل الذاي في شسال غخا الييسالايا في اليشج عمى مؽسسيؼ متتالييؼ . استسخ وجؽد الكلايفؽسيت في 

لتخ / ىكتار عمى التؽالي . تخاوحت أعسار نرف الكلايفؽسيت مؼ  2و  1و  0.5يؽمًا عشج تخاكيد بمغت  60و  45و  30إلى 
 يؽمًا في تخبة حقؽل الذاي . 19.10إلى  5.80

 
 

 Conclusionsالاستشتاج: 

ليسا قجرة عالية  Azotobacter chrooccoccumيا والبكتخ  Trichoderma harzianumاستشتج مؼ ىحه الجراسة أن الفطخ     
عسمية التحمل الايزي البيؽلؽجي لسبيج  في تحطيػ وتفكغ مبيج الادغال الكلايفؽسيت والتخمز مؼ بقايا السبيج عؼ طخيق

البكتخيا تشتج ان ، وكحلغ اسباستخجام نتائج التحمل الايزي  كسرجر لمكخبؽن والشيتخوجيؼ والفؽسفؽر يقؽمانالكلايفؽسيت و بالتالي 
    .الاكثخ كفاءة ندبيا مؼ الفطخ في تحطيػ متبقيات مبيج الكلايفؽسيت في التخبةكانت  A.chroococcuالاحيائية 

Evaluation of the efficiency of  Trichoderma harzianum and Azotobacter chroococcum  in 

Biodegradation of Glyphosate and measurement of its residual in soil by using HPLC 

Wasan Sahib Al-Tharwani¹ Mushtak Talib Mohammadali¹ Istabraq Muhammad Abd al-Ridha¹ 
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ABSTRACT 

   This study was carried out in the laboratories and the agricultural station of the College of 

Agriculture at the University of Karbala for the purpose of evaluating the efficiency of Trichoderma 

harzianum and Azotobacter chroococcum in the biodegradation of glyphosate and measuring its 

residual in the soil by using the HPLC. Three herbicide concentrations at the dosage rate 

recommended were used, and the soil samples were taken immediately after the treatment and after 

3, 7, 10, and 15 days of the treatment. The results showed that the three concentrations used 10, 15 

and 20 ml / liter of water achieved  1552, 2235, 3096 and 1132, 1955, 2626 mg L-¹ for each fungus 

and bacteria, respectively, after 3 days of treatment, compared to the comparison treatment, which 

recorded 3104 and 4840 , 5582 mg L-1, and the control treatment, which recorded 3104, 4840, 5582 

mg L-¹. On the 7th day, the concentrations decreased, recording 975, 1227, 1970 and 541, 942, 

1242 mg L-¹ respectively, compared to the control treatment, which recorded 1493, 3675 and 4536 

mg L-¹.The results of the study showed the ability of the fungus T. harzianum and the bacteria A. 

chroococcum In the biodegradation of glyphosate, there were no residual herbicides at the 

concentrations used in the study after 10 days of treatment. 

Keywords: Glyphosate, Trichoderma, Azotobacter, biodegradation , residue  in soil , HPLC. 
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