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  و Pseudomonas fluorescensهاي  برخي ازجدايه قابليت كنترل كنندگيبررسي 

 Bacillus subtilis روي مرگ گياهچه پنبه در شرايط مزرعه  
 

  1اصغر حيدري -* سعيد نصراالله نژاد  - محمودجانلو... حجت ا

  1/3/86:تاريخ دريافت

  12/9/86: تاريخ پذيرش
  

  

  چكيده 

يكي از مهمترين بيماريهاي پنبه در ايران كه هر ساله خسارت جبران ناپذيري به كشت اين گيـاه در مرحلـه جوانـه زنـي بـذر ودر      

و  Pythium sppمهمتـرين عوامـل ايـن بيمـاري قارچهـاي      .رگ گياهچـه پنبـه اسـت   زنـد، بيمـاري م ـ   ميها  ابتداي رشد گياهچه

Rhizoctonia solani در اين تحقيق امكان كنترل بيولوژيكي اين بيمـاري در شـرايط مزرعـه بـا اسـتفاده از باكتريهـاي       . باشند مي

جدايه متعلـق بـه    2و  Pseudomonas fluorescensجدايه ازگونه  3(تعداد پنج جدايه باكتري . آنتاگونيست مورد بررسي قرار گرفت

بر اساس مطالعه كار آيي آنها در كنترل اين بيماري در شرايط گلخانه انتخاب شدند و دو تيمـار قارچكشـهاي   ) spp Bacillusجنس

ي كرتهـاي  بـا طـرح آمـار    رايج كاربوكسين تيرام و كاربندازيم ويك تيمار شاهد در مجموع با هشت تيمار فرعي و دو تيمار اصـلي 

و هـا   تاثيرجدايـه .در چهار تكرار تحت بررسي قرار گرفتند 3با روش پوشش بذري 1382و1381دردو سال زراعي  2يك بار خرد شده

نتايج بدست آمده نشان داد كه جدايـه  . روز بعد از كشت انجام گرديد 60، 45، 30، 15سالم هاي  قارچكشها بر اساس تعدا گياهچه

)(Q42  از گونهPseudomonas fluorescens در دو رقم)و جدايـه هـاي  )ساحل و ساي اكرا GM-5وGM-4  از جـنسspp Bacillus 

بترتيب در ارقام ساي اكرا و ساحل به همراه قارچكشهاي كاربندازيم وكاربوكسين تيرام بيشترين تاثير را از نظـر حفاظـت گياهچـه    

ي دو رقم مورد استفاده و سالهاي مختلف اندكي متفـاوت بـود كـه    نتايج بدست آمده برا. هادر مقابل بيماري مرگ گياهچه داشتند

نتايج كلـي ايـن آزمـايش نويـد بخـش ايـن امـر اسـت كـه ممكـن اسـت بتـوان             . البته اين تفاوتها از نظر آماري معني دار نبودند

مود كه هم مقـرون بـه   قارچكشهاي شيميايي را با باكتريهاي آنتاگونيست جهت كنترل بيماري مرگ گياهچه در مزرعه جايگزين ن

  .باشد مي صرفه تر بوده و هم براي محيط زيست كم خطر تر
  

  پنبه، سودوموناس، باسيلوس، كنترل بيولوژيك، مرگ گياهچه، پيتيوم، رايزوكتونيا : كليدي هاي  واژه
 

 

  ٣٣٣٣     ٢٢٢٢     1 مقدمه 

بيماري مرگ گياهچه يكي از مهمترين بيماريهاي پنبه بوده و 
ــل  ــرين عوام ــاي    مهمت ــاري قارچه ــن بيم  .Pythium sppاي

                                                
به ترتيب محقق موسسه تحقيقات پنبه كشور ،گرگان، عضو هيئت علمي  .1

طبيعي گرگان و عضو هيئت علمي موسسه دانشگاه علوم كشاورزي و منابع 

  تحقيقات گياهپزشكي ، تهران

 Email: Snasrollanejad@yahoo.com                        نويسنده مسئول* 

2. split plot 
3. seed coating  

بيمـاري كـه در    ايـن  .)14( .ميباشـند  Rhizoctonia solaniو
شود داراي دوحالـت بـوده كـه     مي حادثها  ابتداي رشد بوته

باشـد كـه ريشـه     مـي  ٤يكي قبل از سر بر آوردن بوته از خاك
چه و ساقه چه در هنگام جوانـه زدن مـورد حملـه قـارچ قـرار      

 حـادث  ٥بعد از سر برآوردن بوته از خاك ميگيرند و ديگري
كه سبب پوسيدگي طوقـه و ريشـه گياهچـه گشـته و     ،شود مي

                                                
4. preemergence damping –off 
5. post emergence damping –off 
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  1387، سال 1، شماره22مجله علوم و صنايع كشاورزي، ويژه حفاظت نباتات، جلد      90

 .)27(ممكن است به مرگ كامل گياهچه منجر گردد  "نهايتا
 , P.ultimumاز جملــه  Pythium چنــدين گونــه قــارچ  

P.debaryanum ,P.irregulare , P.aphanidermattum. 
 Pythium ultimumگونه  .نددخالت دارها  در اين پوسيدگي

يكي از عوامل مهم مرگ گياهچه پنبه در قبل وبعد از رويش 
عامل مهـم ديگـر   ). 5(در منطقه گزارش شده استها  گياهچه
باشد كـه در   مي AG-4از گروه آناستوموزي  R.solaniقارچ 

  ).2(ايران بعنوان بيمارگر مرگ گياهچه معرفي شده است 
سال گذشـته ثابـت كـرده اسـت     مطالعات انجام شده طي صد 

كـه انــواع بســيار زيـادي از ميكــرو ارگانيســمها داراي اثــرات   
خـاك   .)12( آنتاگونيستي بر عوامل بيماري زا گيـاهي دارنـد  

يك اكو سيستم بسيار پيچيده حاوي موجودات زنده مختلف 
شامل ميكرو ارگانيسـها، بـي مهرگـان مختلـف و موجـودات      

مـواد غـذايي بسـيار شـديد      ديگر است كه در آن رقابت براي
ــارچ   .اســت ــد ق ــد خــاك مانن هــا  ميكــرو اورگانيســمهاي مفي

وباكتريها حجم زيادي از خاك اطراف ريشه گيـاه را اشـغال   
ايـن ميكـرو اورگانيسـمها از مـواد آلـي و ترشـحات       اند  كرده

 رقابـت آنهـا بـا عوامـل بيمـاري زا ماننـد       .ريشه تغذيه ميكنند

Pythium spp وspp Rhizoctonia  ــادي در اهميــــت زيــ
  ).15(كاهش خسارت عوامل بيماري زا ي خاك زا دارد

ــارزه    ــورد مبـ ــهاي چنـــدي در مـ ــر پژوهشـ ــالهاي اخيـ در سـ
در ايــن .بيولوژيــك بــا بيماريهــاي گيــاهي انجــام شــده اســت 

ــا ي    ــا و باكتريه ــا اســتفاده ازقارچه پژوهشــها، پژوهشــگران ب
ديـده  آنتاگونيست موفق به كنترل موثر بيماريهاي گيـاهي گر 

ــوپر وهمكــاران  .انــد ــادي از  ) 1980(كل ــا گونيســتهاي زي آنت
 P. fluorescens , P.putidae ,Burkholderiaجملــه 

cepacia , Bacillus subtilis     را در ايــن رابطــه مــورد
آزمايش قرار دادند و ثابـت كردنـد كـه گونـه هـاي مـذكور       
بطور موثري باعث كنترل بعضي از بيمارگرهاي گياهي شـده  

 P.fluorescensاز  H237جدايـه  ،مچنـين نشـان دادنـد   ه ،اند
 Fusariumمـــي توانددرصـــد بـــالائي از جمعيـــت قـــارچ 

oxysporum fsp dianti     را در شـرايط مزرعـه كـاهش دهـد 
)20(.  

 با كاربرد يك جدايـه از بـاكتري   )1(احمد زاده و همكاران 

Pseudomonas fluorescens  ــتند ــرگ   توانس ــاري م بيم
را كـاهش   ultimum Pythium ني ناشي ازگياهچه نخود ايرا

 يـك جدايـه ازگونـه    )27(همچنين زاكي و همكـاران   دهند

cepacia Burkholderia از خاك مـزارع پنبـه درآريزونـا     را
ــرل     ــل كنتــ ــوان عامــ ــش آن را بعنــ ــد و نقــ ــدا كردنــ   جــ

 )عامل مرگ گياهچه پنبه( Rhizoctonia solaniبيولوژيكي 
ــاندند   يــك جدايــه  ) 16(ان هــول وهمكــار . بــه اثبــات رس

Trichoderma virens  را عليه بيماري مرگ گياهچه پنبه در
سـي   مـي  ،آركانزانس، هندوسـتان  ،شرايط مزرعه در كاليفرنيا

كـه   اي سي پي و اوكلاهماي امريكا به مدت دوسال درمزرعه
سابقه بيماري مرگ گياهچه درشرايط طبيعي بـوده آزمـايش   

 ذر پوشـش داده شـده بـا   كردند و نتيجه گرفتنـد كـه تيمـار ب ـ   
T.virens     و قارچكش متالاكسيل به طـور معنـي داري نسـبت
. با كاهش بيماري مرگ گياهچه همـراه بـوده اسـت    ،به شاهد

هــاي  امكــان اســتفاده از بــاكتري) 7(فتــاحي راد و همكــاران 
آنتاگونيست براي كنترل بيولوژيك بيمـاري مـرگ گياهچـه    

جدايــه هــايي از   پنبــه را شــرايط آزمايشــگاه وگلخانــه بــا    
پسودوموناس فلورسنت و جنس باسـيلوس بررسـي كردنـد و    
نتيجه گرفتند هفت جدايه از گروههاي فوق بيشترين تـاثير را  

ــتند   ــاري داش ــرل بيم ــا    . در كنت ــذر ب ــوني ب ــد عف ــروزه ض ام
ــارزه     ــرين روش مب ــده ت ــده عم ــت كنن ــهاي محافظ قارچكش

هاي قارچكش ـ باشـد  مـي  شيميايي با بيماري مرگ گياهچه پنبه
مورد استفاده در كنترل بيماري مرگ گياهچه پنبه علي رغـم  

تـوان بـه    مي باشند از آن جمله مي موثر بودن داراي معايبي نيز
آلـوده   ،تاثيرات سوء بر روي ميكروارگانيزم هاي غيـر هـدف  

علـوي و   .جـاد مقاومـت اشـاره نمـود    اي سازي محيط زيست و
 ).14(ن حيـدري و همكـارا   ،)4(حسـن زاده  ،)6(آهون مـنش 

مشــكلات فــوق لــزوم جســتجو و آزمــايش روش هــاي غيــر  
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  91    ... برخي از جدايه هايبررسي قابليت كنترل كنندگي 

هـدف از اجـراي ايـن    . شيميايي را اجتناب ناپذير نموده است
تحقيـق بررسـي امكـان مبــارزه بيولوژيـك بـا بيمـاري مــرگ       

ــن بيمــاري   ــين عوامــل اي ــه وهمچن ــا  گياهچــه پنب اســتفاده از ب

  . باكتريهاي آنتاگونيست در شرايط مزرعه بوده است

  

  و روش هامواد 

  نوع طرح 

كرتهــاي يــك بــار خــرد  بــا يآزمايشــ طــرحايــن مطالعــه در
چهار تكـرار   باتصادفي كامل هاي  بلوك طرح قالبدر ١شده

در كرتهـاي   324كه در آن دو رقم پنبه سـاحل و سـاي اكـرا    
ــاكتري   ــه ب ــنج جداي ــلي و پ ــاي  اص ــروه  ه ــت از گ آنتاگونيس

 و باســـيلوس Q42،KK-7، (Q97( ســـودوموناس فلورســـنت
)GM-5، GM-4(  ــرام و ــين تيــ ــارچكش كاربوكســ و دو قــ

در مجمـوع بـا هشـت    كاربندازيم و يـك تيمـار شـاهد منفـي     
ــد در ايســتگاه  كرتهــاي فرعــي عامــل فرعــي در  ــرار گرفتن ق

كيلــومتري غــرب   35واقــع در ( تحقيقــات پنبــه كاركنــده  
مزرعـه   .اجـراء در آمـد   بـه ) 1381-82(در سـالهاي   )گرگان

عميق زمسـتانه بـر اسـاس آزمـون      تحت آزمايش بعد از شخم
كود پاشي از نوع سـولفات پتاسـيم   ) نمونه بردار ي ها(خاك 

و اوره و فسفات آمونيوم انجام گرفت و بعد از ديسـك زنـي   
درچند نوبت بطور متناوب واستفاده از علـف كـش سـونالان    

. كاشت آزمايش در نيمه دوم ارديبهشت انجـام شـد   ،وترفلان
تـراكم   متر و با 6ط كاشت به طول چهار خ باهر كرت فرعي 

 3در هر چال كاشـت   .سانتي متركشت گرديد80×20كاشت 
درصد در همه كرتهـا بـه طـور     98عدد بذر با قوه ناميه بالاي 

تــاثير عوامــل آزمــايش  ســنجش مــلاك .يكسـان كاشــته شــد 
در  روز 15بـود كـه بـه فاصـله هـر       ٢تعداد گياهچـه باقيمانـده  

  . انجام شد هاي فرعيدر دو خط وسط كرت چهارنوبت

                                                
1. split plot 
2.stand 

پنبـه  هـاي   اين ايستگاه يكي از ايستگا ههاي اسـكرين بيمـاري  
 بـاكتري اسـتفاده شـده در ايـن طـرح از     هـاي   جدايه .باشد مي

گروههــايي بودنــد كــه قــبلاً خاصــيت آنتاگونيســتي آنهــا در  
و بهتـرين تـاثير را در   بودشرايط آزمايشگاهي به اثبات رسيده 

اي  در آزمونهـاي گلخانـه   پنبـه  كنترل بيماري مـرگ گياهچـه  
براي اينكار نمونه هاي مختلفي از خاك مزارع پنبه از داشتند 

ناحيه ريزوسفر بوته هاي سالم واقـع در مجـاورت بوتـه هـاي     
ــومي     ــتهاي عم ــد ودر محــيط كش ــع آوري گردي ــوده جم آل

واختصاصــي  ( WA )و آب آگــار (NA )نوترينــت آگــار
و بر اساس شدند خالص سازي وجدا ) Kings, B(كينگ بي 

آزمونهاي بيوشيميايي و فيزيولـوژيكي موجـود در منـابع و بـا     
 1380در سـال  اي  در طرح جداگانـه ها  كليد شناسايي باكتري

در آزمايشگاه مؤسسه تحقيقـات آفـات و بيماريهـاي گيـاهي     
بـر اسـاس   هـا   كد گذاري جدايـه . ندمورد شناسايي قرار گرفت
بـراي   GM ،كاركنـده بـراي   K(هـا   منطقه جمـع آوري نمونـه  

انجام گرديد در ضمن جدايـه  ها  وشماره جدايه )گرجي محله
جهـت غربـال نمـودن     .از جدايه هاي اهدايي بودنـد ) Q( هاي

باكتريهاي آنتاگونيسـت از آزمونهـايي چـون آزمـون كشـت      
اي انجــام پــذيرفت همچنــين در  متقابــل وآزمــون چهــار نقطــه

رار گرفتنـد واز  شرايط آزمايشگاه و گلخانه مورد آزمـايش ق ـ 
نظر خاصيت آنتاگونيستي نسبت به جدايه هاي ديگـر برتـري   

آزمايشـگاه نباتـات صـنعتي     رجدايه هـاي فـوق د  . نشان دادند
موسســه تحقيقــات گياهپزشــكي تهــران بصــورت كلكســيون  

  )7(.شوند مي نگهداري
  

  ها  باكتري و قارچ كشهاي  تيمار بذور پنبه با جدايه

بـه شـرح ذيـل     )14(ري و ميساقي براي اين كار از روش حيد
ابتدا سه كيلوگرم بذر پنبه از هر يك از ارقـام   .استفاده گرديد

درصد تهيـه   98با قوه ناميه بالاي  324پنبه ساحل و ساي اكرا 
ــد ــرك      .گردي ــيظ ك ــولفوريك غل ــيد س ــا اس ــوق ب ــذور ف ب
 حـاوي محـيط   تشـتك پتـري   200 ا بتدا. شدند )دلينته(زدايي
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تشــتك پتــري بــراي هــر  Kings, B )40 كشــت اختصاصــي
ميكرو ليتـر   200ـ   300و هر پتري بوسيله .تهيه گرديد )جدايه

ــيظ ــاكتري كشــت   از سوسپانســيون غل ــه ب ــدهــر جداي  .گردي
نگهـداري   oc 25ساعت در دماي  72به مدت  تشتكهاي پتري

هر جدايه بوسـيله آب  هاي  كلني ساعت 72پس از  ).4(شدند 
ــتريل  ــر اس ــته   مقط ــت شس ــيط كش ــتگاه   ازمح ــيله دس و بوس

تهيـه گرديـد    cfu/ml 109اسپكتروفتومتراز هر جدايه با غلظت
بـا بـذور   هـا   جدايه يمارجهت پوشش كامل و تاز طرف ديگر 

در  اي درصد متيل سلولز درون فلاسـك شيشـه   2محلول  پنبه
براي حل شدن كامل پودر متيـل سـلولز   . پيچ دار تهيه گرديد

آرامي پودر مذكور به آن  به ،ابتدا آب را گرم كرده ،در آب
توســط دســتگاه  پــس از يكنواخــت شــدن محلــول افــزوده و 
 .اضـافه گرديـد  بـاكتري  هـاي   به سوسپانسيون جدايه ورتكس

و هـا   سپس بذور پنبه را بـه بشـر محتـوي سوسپانسـيون جدايـه     
بعـد   .انجام گيرد كامل تا پوشش بذر همتيل سلولز اضافه نمود

بشـر بـا اسـتفاده ازدسـتكش      ساعت بـذور را از درون  3ـ   4از 
تـا   گرديـد خارج نموده و در زير هود اسـتريل پخـش    سترون
كه در جهـت ارزيـابي كنتـرل     قابل ذكر است. گردندخشك 

بيماري مرگ گياهچه پنبه توسـط جدايـه هـاي آنتاگونيسـت     
كاربوكسـين   در مقايسه با قارچكشـهاي رايـج، قارچكشـهاي   

هـا   ر بذور با قارچ كشتيما. انتخاب شدند تيرام و كاربندازيم
ـ   400به ميزان بر اساس توصيه شركت سازنده و منابع موجود

 )در هـزار  2ـ   4( كيلوگرم بذر 100از ماده موثر در  گرم 200
به طوريكه لايه بسيار نازكي از سم بذور پنبـه   )3( مصرف شد
براي تيمار شاهد منفـي بـذور فقـط بـا محلـول       .را پوشش داد
  .پوشش داده شدنددرصد  2متيل سلولز 

اثرات متقابـل   اثر سال و ،اصلي ،جهت تعيين اثر عوامل فرعي
مركــب  آمــاري تجزيــهيادداشــت بــرداري  ،آنهــا در صــفات

هـا   انجام گرفـت و ميـانگين   MSTATCبا نرم افزار  )دوساله(
مورد مقايسه قـرار  %  5دانكن در سطح اي  با آزمون چند دامنه

وامل بيماري مرگ گياهچـه  وجود عبراي اطمينان از  .گرفتند

گياهچـه  هـاي   طوقـه و ريشـه   مزرعـه،  پنبه و آلـودگي طبيعـي  
پـس از   .آلوده و بذور پوسيده از مزرعه جمـع آوري گرديـد  

شستشوي ملايم بافت در زير جريان آب شير بـه مـدت چنـد    
درصـد مـايع    10بردن در محلول با فرو ضد عفوني آن ،دقيقه

 )هيپو كلريـت سـديم  % 5 حاوي( سفيد كننده موجود در بازار
و خشك كـردن روي كاغـذ صـافي اسـتريل قطعـات از مـرز       

كهاي پتـري  تبافت آلوده و سالم انتخاب گرديد و بر روي تش
ـــيط كشــت    .انتقــال داده شــد )WA(آگــار  آبحــاوي محـ

 )درجه سـانتي گـراد   25تا  22در دماي ( در انكوباتورها  پتري
ــس از   ــدند و پ ــداري ش ــا  12نگه ــاعت ن 48ت ــداري و س گه

 ،فوزاريــوم ،پـي تيـوم   ،نظيــر رايزوكتونيـا هـاي   مشـاهده ريسـه  
پنـــي ســـيليوم كـــه بيشـــترين آنهـــا از گـــروه  ،آســـپرژيلوس

ريزوكتونيا و پي تيوم بودند در استريوميكروسـكوپ ازنـوك   
 PDA لوله آزمايش حـاوي برداشت شد و به اي  نمونهها  ريسه

 25تـا   22دمـاي  در تـاريكي و در  هـا   اين لوله .انتقال داده شد
هفتـه نگهـداري    2ـ   3نكوبـاتور بـه مـدت    ادرجه سانتي گراد 
قارچي كـاملاً رشـد نمـوده و در آنهـا     هاي  شد تا كلني جدايه
بسـته   يلمبوسـيله پـاراف  ها  د و سپس درب لولهوسختينه توليد ش

درجه سـانتي گـراد در يخچـال نگهـداري      4و در دماي  هشد
  .گرديدند

  

  نتايج و بحث

ــايج تج  ــل     نت ــاثير عوام ــي ت ــب در بررس ــانس مرك ــه واري زي
و ارقام پنبه و اثـرات متقابـل آن در    )فاكتور فرعي( باكتريايي

دهد كـه اثـر سـال     مي نشان) 1( سبز جدولهاي  تعــداد بــوته
روز بعــد از كاشــت در ســطح يــك  15در  گياهچــه تعــداددر

روز بعــد از كاشــت در   60، 45 ،30درصــد و در روزهــاي  
صـفات   بـر تاثير ارقـام پنبـه    .باشد معني دار ميدرصد  5سطح 

فوق در هيچ يك از مراحل يادداشت برداري معنـي دار نمـي   
ــه     ــه جداي ـــت ك ـــالي اس ــن در حـ ــد و اي ــاي  باش ــاكتريه  ب

ــي ( ــاي فرعــ ــه  )فاكتورهــ ــداد گياهچــ ــبزروي تعــ   در ســ
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داري در  روز بعد از كاشت بـه طـور معنـي    60و  45 ،30 ،15
ارقـام در  × اثر متقابل سـال   .سطح آماري يك درصد موثرند

معنـي   فـوق هيچ يك از مراحل يادداشت بـرداري در صـفت   
ــال    ــل س ــر متقاب ــد و اث ــه× دار نمــي باش ــاي  جداي ــاكتريه  ب

 5روز بعــد از كاشــت در ســطح  15در ) كتورهــاي فرعــيفا(
باشد و در بقيه مراحل يادداشـت بـرداري    مي درصد معني دار

اثـر   .شـود  هده نمـي در صفت فوق اخـتلاف معنـي داري مشـا   
در ) فاكتورهـاي فرعـي  (بـاكتري  هـاي   جدايـه × متقابل ارقـام  
 5روز بعد از كاشت در سـطح   30و  15در سبز تعداد گياهچه

باشد و اختلاف در بقيه مراحل يادداشـت   مي درصد معني دار
اثرات متقابل سـه   .برداري در صفات فوق معني دار نمي باشد

سـال روي  × ) فاكتور فرعي(ي باكترهاي  جدايه× عامل ارقام 
در هيچ يك از مراحـل يادداشـت بـرداري    سبزتعداد گياهچه 

 تحقيقات دو ساله نتايج. )2و  1جداول ( نبوده استمعني دار 
فعاليـت عوامـل بيمـاري مـرگ     بردهد كـه اثـر سـال     مي نشان

و اين تـاثير در اوايـل كاشـت بـذور بيشـتر       تاثير دارد گياهچه
ي دو رقم پنبه از نظر خسارت عوامـل  بذرها. شود مشاهده مي

اين نتيجـه جدايـه    داشتندمرگ گياهچه عكس العمل يكسان 
باكتري مناسب را براي كنترل بيمـاري مـرگ گياهچـه بـراي     

ارقام پنبه تحت تاثير سـال عكـس العملـي     .كند مي پنبه فراهم
 بـاكتري هـاي   جدايه .داشتندمشابه در خسارت عوامل بيماري 

هـاي   گياهچهتحت تاثير سال روي تعداد  )فاكتورهاي فرعي(
ســبز در اوايــل كاشــت بــذر يعنــي حــداكثر دو هفتــه بعــد از   
كاشــت كــه بــا نوســانات تغييــرات آب و هــوائي تــوام اســت  

شدن ايام فوق و با مساعد شـدن   سپريپس از  بوده ومتفاوت 
عكــس هــا  شــرايط آب و هــوائي و مناســب شــدن رشــد بوتــه

هــاي  بيــان ديگــر اينكــه جدايــهو بــه  داشــتندالعمــل يكســاني 
ــرل عوامــل بيمــاري مــرگ    ــراي كنت ــي شــده ب مناســب معرف

تحـت   پنبه ارقام .به شرايط سال نمي باشد وابستهگياهچه پنبه 
بعـد از سـپري    )فاكتورهـاي فرعـي  ( بـاكتري هاي  تاثير جدايه
روي ارقام معني هاروز از كاشت تاثير جدايه  30شدن حدود 

مناسب بـراي كنتـرل   هاي  گر جدايهو به عبارت دي نبودنددار 
 .باشـد  مـي  عوامل مرگ گياهچه براي اكثر ارقام قابـل تعمـيم  

سال در هـيچ يـك   ×باكتري هاي  جدايه× ارقام  اثرات متقابل
نتيجـه  و  نبودنـد معنـي دار   صفاتازمراحل يادداشت برداري 

مناسب بـراي پنبـه در سـالهاي مختلـف     هاي  جدايه كلي اينكه
   .شدبا مي قابل تعميم

بـاكتري  هـاي   درجدايـه سـبز   مقايسه ميـانگين تعـداد گياهچـه   
و ارقـــام پنبـه حاصـل از تجزيـه مركـب      ) فاكتورهاي فرعي(

 نشــان) 1( دانكــن درجـــــدولاي  بــروش آزمــون چنــد دامنــه
ــي ــرام و      م ــين تي ــارچكش كاربوكس ــاي ق ــه تيماره ــد ك ده

بـه لحـاظ برخـورداري از    Q42 كاربندازيم و جدايـه بـاكتري  
 60و  45 ،30 ،15ســبزدر روزهــاي  گياهچــهين تعــداد بــالاتر

روز بعد از كاشت در يك كلاس واقع شـده و اخـتلاف بـين    
در  )شـاهد ( ت به تيمـار كنتـرل  بآنها معني دار نمي باشد و نس

ــه      ــان ديگــر اينكــه جداي ــه بي ــد ب ــرار دارن ــالاتري ق كــلاس ب
تواند به عنوان يك عامل كنترل بيولوژيـك   مي Q 42باكتري
  .امل بيماري مرگ گياهچه پنبه محسوب گرددجهت عو

بـاكتري  هـاي   جدايـه × مقايسه ميـانگين اثـرات متقابـل ارقـام     
حاصل از تجزيه واريانس مركـب  ) 2( جدول) عوامل فرعي(

بـه   GM-5و  Q42رقـم سـاحل جدايـه     در دهـد كـه   مي نشان
 دركليـه مراحـل  لحاظ برخورداري از بيشترين تعداد گياهچـه  

ــ ــؤثرترين عوام ــد از قارچكشــاز م ــاري  هال بع ــرل بيم در كنت
 در Q42 و GM-4جدايـه   324رقم سـاي اكـرا    درد ونباش مي

در يــك كــلاس واقــع هســتند و  هابــا قارچكشــ فــوقصــفات 
بنــابراين بــا دو ســال بررســي  دركنتــرل بيمــاري مــوثر هســتند

ايـن   پنبه دو رقم ١با بذورها  با آغشته سازي جدايهاي  مزرعـــه
از  Q42آيــد كــه جدايــه بــاكتري  مــي مهــم بــه دســتنتيجــه 
ــراي  Pseudomonas fluorescensگــروه ــامب ســاحل و  ارق

براي  Bacillus sppاز گروه  GM-4 جدايه و 324ساي اكرا 
از همين گروه بـراي رقـم    GM-5وجدايه 324رقم ساي اكرا 

  .باشند مي بيماري موثردر كنترل  ساحل

                                                
1. seed coating 
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  )فاكتورهاي فرعي(باكتري هاي  شت در ارقام و جدايه روز بعد از كا 60و  15، 30، 15در  1سبز اهچهتعداد گي * مركب مقايسه ميانگين )1 (جدول

  

 تعداد گياهچه  تيمارها

هروز  15  

 تعداد گياهچه

  هروز 30

 تعداد گياهچه

هروز  45  

 تعداد گياهچه

هروز  60  

     ارقام

 a113 a109 a108 a107 ساحل

324ساي اكرا ـ   a117 a111 a109 a108 

     عوامل فرعي

 GM-5 bcd114 bcd109 bc108 bcd107جدايه 

 Q 42 ab120 ab116 ab114 abc113جدايه 

Q 97 cdجدايه   108  d103 c102 d100 

GM-4 bcdجدايه   114  bcd108 bc107 bcd105 

KK-7 dجدايه   107  cd101 c101 d99 

a قارچكش كاربوكسين تيرام  127  a123 a123 a122 

ش كاربندازيمقارچك  abc  119  ab116 ab115 ab114 

bcd شاهد  110  d  104  c101 cd109 

  باشند بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال پنج درصد معني دار نمي باشد  مي در هر ستون تفاوت اعدادي كه داراي حداقل يك حرف مشترك: *

  

  )فاكتور فرعي(باكتري هاي  بر جدايه پنبهروز بعد از كاشت در اثر متقابل ارقام  60و  45، 30، 15در سبزتعداد گياهچه  * مركب مقايسه ميانگين )2(جدول 

  

هروز 15تعداد گياهچه   اثر متقابل روزه 30 تعداد گياهچه  روزه 45 تعداد گياهچه  روزه 60تعداد گياهچه   

GM- abcde118 abcde113 abcde 5جدايه ساحل  113  abcd  112  

Q 42 abc122 abc119 abcdجدايه    116  abc  116  

 Q 9 7 cde109 cde105 bcdef105 bcde104جدايه  

GM- cde 4 جدايه   108  cde101 def100 cde99 

 KK-7 bcde112 cde106 bcdef106 bcde104جدايه  

abc124 abc كاربوكسين تيرام   119  abc  119  ab  119  

 cde109 bcde108 abcdef108 abcde106 كاربندازيم 

 de103 de97 ef96 cde95 شاهد 

 GM-5 bcde111 cde104 cdef103 bcde103جدايه  ساي اكرا

 Q 42 abcde118 abcde114 abcdef112 abcde110جدايه  

Q 9 7 cdeجدايه    108  de100 ef  98  de95 

GM-4 abcd120 abcd115 abcde114 abcdجدايه    112  

 KK-7 e101 e96 f94 e93جدايه  

تيرامكاربوكسين    a130 a127 a125 a124 

 ab128 ab124 ab122 ab121 كاربندازيم 

 abcde116 abcde111 bcdef105 bcde104 شاهد 

  .باشند بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال پنج درصد معني دار نمي باشد مي در هر ستون تفاوت اعداد كه داراي حداقل يك حرف مشترك: *
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  95    ... برخي از جدايه هايبررسي قابليت كنترل كنندگي 

 

ــر  ــايجي كــه ازه ــال كــردن  رويدادهاســت و نت دو روش غرب

آيد ممكـن اسـت فقـط در همـان      مي به دست) انتخاب اوليه(

شــرايط معتبــر باشــد و تغييــر در هــر يــك از متغيرهــا از قبيــل 

اي  زمــان و مكــان ارزيــابي مزرعــه ،حــرارت ،محــيط كشــت

بنـابراين مطالعـات   ). 9( ممكن است نتايج متفاوتي نشان دهـد 

باشـد و ايـن    مي رد نيازموها  زيادي از صفات ميكرو ارگانيسم

اطلاعات بايد هنگام انتخاب اوليه عوامل بيوكنترل در اختيـار  

باشد تا به كار گرفته شوند اما تهيـه ايـن اطلاعـات مفصـل از     

در مرحله انتخاب اوليه نياز ها  تعداد زيادي از ميكروارگانيسم

به آزمايشـات بسـياري داشـته و كـاري دشـوار، گـران و غيـر        

بـراي تعيـين ثبـات    اي  براين آزمايشات مزرعهبنا .ممكن است

اثر عوامل بيـوكنترل در شـرايط مختلـف محيطـي مـورد نيـاز       

عمومــاً اعتقــاد بــه ايــن اســت كــه هــيچ ارتبــاطي بــين   .اســت

بازدارندگي در شرايط آزمايشـگاهي و بازدارنـدگي بيمـاري    

ــه  ــرايط مزرع ــدارد اي  در ش ــود ن ــان   .وج ــادي بي ــان زي محقق

در شـــرايط ) آنتــي بيــوزپس  (ونيســـم كــه آنتاگ انــد   داشــته 

آزمايشگاهي اشتباه آميز بوده و هـيچ ضـمانتي بـراي ويژگـي     

آنتاگونيستي در شرايط زنـده محسـوب نمـي شـود و ممكـن      

است منجر به حصول نتيجه مطلوب نگردد اگر به عنوان تنهـا  

بهترين روش  )21.(ويژگي انتخاب يك جدايه به حساب آيد

را ايـن اسـت كـه ابتـدا آنهـا در      كـا هـاي   براي انتخاب استرين

آزمايش گردند قبل از آنكه اي  شرايط آزمايشگاهي و مزرعه

براي ارقام توصيه شوند اگر چه حصول بيوكنترل ثابـت يـك   

 شكل ويژه در كاربرد عوامـل بيـوكنترل باكتريـايي محسـوب    

گردد ولي در اين ميـان درك بيشـتر شـرايط اكولـوژيكي      مي

اثــر ) 25( .كمــك زيــادي نمايــدتوانــد  مــي عوامــل بيــوكنترل

عوامل بيوكنترل به ميزان زيادي تحت تاثير طبيعت فيزيكـي ـ   

شـود   مـي  رطوبـت و دمــــاي خـــاك واقـع     ،شيميايي خاك

)22(.  

نشان دادند كه فعاليت عوامل  1986و همكاران در سال  برگر

 گيـاهي خاصـي محـدود   هاي  بيوكنترل مشخصي توسط گونه

ترشـح يافتـه مثـل    گيـاهي  هـاي   وليـت در واقـع متاب  .گردند مي

توانند به صورت انتخابي از احاطـه   مي تركيبات ضد ميكروبي

هـا   سازي ريشه توسط گروههاي خاصــي از ميكرو ارگانيسم

ــد  ــوگيري نماين ــل     .جل ــوع عوام ــل تن ــي ازدلاي ــابراين يك بن

توانـد   بيوكنترل در كاهش بيمـاري يـا افـزايش محصـول مـي     

و  نــان داكومــار. وكنترل باشــدپاســخ نــوع رقــم بــه عوامــل بيــ

اعلام كردند كـه كنتـرل بيولوژيـك     2000همكاران در سال 

ــن  ــؤثر   تتوســط ســودو موناســهاي فلورس ــتراتژي م ــك اس ي

توانــايي ســود و   .باشــد مــي مــديريت بيماريهــاي خــاكزاد  

موناســهاي فلورســنت در اشــغال ســريع ريزوســفر بســياري از  

ونوميك س ـتاكگياهان ايـن گـروه از باكتريهـا را يـك گـروه      

نــاس مو وســود .ســازد مــي جالــب بــراي مطالعــات بيــوكنترل

درجـه سـانتي گـراد     25ساعت در دماي  12فلورسنت در هر 

 39باسـيلوس درهـر   هـاي   كند ولـي گونـه   مي يك نسل توليد

سـريع   رشـد آورد  مي ساعت در همين دما يك نسل به وجود

طر سود و موناس و انتخابي عمل نمودن آنها بـه خـا  هاي  گونه

باكتريهاي گرم منفي درجـذب شـدن بـه سـمت      ي تمايل بالا

آنها يك ويژگي برتر در رقابـت   درآمينه هاي  ترشحات اسيد

 ،ساسـلو و سـچروس  ( .دهـد  مـي  با ساير ميكرو فلور ريزوسفر

از طرفي ديگر عوامـل بيـوكنترل جـنس باسـيلوس از     ). 1982

 در دامنــه وســيعي ازشــرايط Bacillus subtilis گونــه جملــه

محيطي زنده باقي مانده و به صورت موفقيت آميـزي ميزبـان   

  .)24(.سازند مي را احاطه

نشان داده شد ازميان پـنج جدايـه    )2 (در جدول گونه كههمان

ــاكتري   از  Q42بــاكتري اســتفاده شــده در آزمــايش جدايــه ب

دو  و در دو رقــم پنبــه Pseudomonas fluorescensگــروه

بترتيــب در  Bacillus sppاز گــروه) GM-4,GM-5(جدايــه 
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بــه طــور مــؤثر و معنــي داري در  ارقــام ســاحل و ســاي اكــرا

شــرايط مزرعــه در دو ســال اجــراي آزمــايش باعــث افــزايش 

و عوامل بيماري مرگ گياهچه  ندشد سبزهاي  تعداد گياهچه

همچنـين   .كنتـرل شـد  ها  پنبه با كاهش ميزان مرگ و مير بوته

 ق بــا تيمــار شــاهدفــوهــاي  در مقايســه ميــان عملكــرد جدايــه

كاربوكسـين  هـاي   مربوط بـه قـارچكش  هاي  و تيمار )كنترل(

ملاحظـه گرديـد    )1(تيرام و كاربنـدازيم انجـام شـده جـدول     

ــه ــاي  جداي ــطح  ه ــوق در س ــاري  ف ــهاي  هآم ــد قارچكش مانن

ديگـر و  هـاي   كاربوكسين تيرام و كاربندازيم و بهتر از جدايه

يج به دست آمده از با توجه به نتا. عمل كردند )كنترل( شاهد

محاســبات آمــاري مشــخص شــد كــه ســطوح عملكــرد بهتــر 

 Pseudomonas fluorescensجــداول را باكتريهــاي گــروه 

  .اشغال نموده اند

 تومـا سـو و ولـر   توسـط   1990البته در بررسيهاي كه در سـال  

 –فنـازين  اهميت توليـد آنتـي بيـوتيكي بـه نـام       ،انجام گرفت

اكتريهــا مــورد تائيــد قــرار توســط ايــن بكربوكســيليك اســيد 

عامل ديگر ضد قارچي اين گروه از باكتريها بـه   .گرفته است

نيز مـورد شناسـايي ايـن دانشـمندان قـرار       آنترانيليك اسيدنام 

گرفته است به عـلاوه اينكـه توليـد سـيدروفور نيـز بـه عنـوان        

تــوان نتيجــه  مــي بنــابراين .عامــل ديگــر شناســايي شــده اســت

يد آنتي بيوتيـك و سـيدروفور در ايـن    مثل تول يگرفت عوامل

آزمايش نقش مهمي داشته است و يا در بررسيهايي بـه عمـل   

هـا   به شدت ريشـه  Pseudomonasآمده بعضي از باكتريهاي 

شـوند ايـن    مـي  را كلنيزه نمـوده و باعـث افـزايش رشـد گيـاه     

افزايش رشد يا اينكـه ممكـن اسـت ازطريـق عوامـل رشـدي       

بـراي ايـن واكـنش شكسـت      حاصل شود اما يك دليـل مهـم  

عليـه  هـا   رقيبان پاتوژني در ريزوسفر و متعاقبـاً حفاظـت ريشـه   

به هر حال در مورد  .باشد مي بيماري توسط بعضي از باكتريها

جلـوگيري ازرشـد    و فوق در كـاهش  همكانيزم عمل دو جداي

قارچهاي عوامل بيماري نظرات مختلفي وجود دارد به عنـوان  

ــراي جــ)25( مثــال ــا توليــدآنتي  رقابــت ب ذب مــواد غــذايي ي

ــيدروفور  ــك و س ــهاي   ( بيوتي ــود و موناس ــواص س ــه از خ ك

دانـد و محققـين    مـي  باشد را مؤثر در اين زمينه مي )فلورسنت

، )1993(دكـون وبـري    .كننـد  مـي  ديگر ايـن مطلـب را تائيـد   

مختلـف  هـاي   توليد آنتـي بيوتيـك   .)18(ميلوس و روتروك 

جـنس  سهاي فلورسـنت و  سود و وموناهاي  توسط اكثرجدايه

Bacillus     ــوان ــه عن ــك ب ــرل بيولوژي ــتفاده در كنت ــورد اس م

مكانيزم اصلي جلوگيري از رشد قارچ و كنترل بيماري ذكـر  

  .شده است

مهمتــرين نقــش را ســيدروفورهاي هــا  پــس ازآنتــي بيوتيــك

سيدروفورها به علـت جـذب    .باكتريهاي سود و موناس دارند

گياهخصوصـاً در  هـاي   ريشـه آهن سه ظرفيتي و انتقال آن بـه  

 باشندسـبب كنتـرل بيمـاري    مـي  خاكهاييكهدچار كمبـودآهن 

در خصوص نقـش سـيدروفورها در محـدود شـدن      .شوند مي

 .گزارشـاتي وجـود دارد   نيـز R. solaniرشد و فعاليـت قـارچ   

عامل بيماري مرگ گياهچه پنبـه بـراي رشـد هيـف خـود بـه       

ــت  ــد اس ــن نيازمن  ــ  .آه ــه از دسترس ــاملي ك ــر ع ــرو ميي ه ك

به آهن موجود در محيط ممانعت بـه عمـل آورد   ها  ارگانيسم

ــر داده اســت      ــرو ارگــانيزم را تغيي ــوژي ميك ــع اكول  .در واق

با وزن مولكولي كـم   ١سيدروفورها تركيبات خارج از سلولي

سـه  (هستند كه ميـل تركيبـي بـالايي نسـبت بـه آهـن فريـك        

زاد و آهن با تمام فراواني در خاك به طـور آ . دارند) ظرفيتي

بنـابراين در شـرايط    .قليـايي يافـت نمـي شـود     pHمحلول در 

شود ميكرو ارگانيزم  مي قليايي وقتي دسترسي به آهن محدود

  در صــورت نداشــتن يــك سيســتم جــذب مناســب آهــن      

ماند در واقع پبونـد سـازي    مي از آهن محروم ،مثل سيدروفور

ــكل      ــه شـ ــي آن را بـ ــه ظرفيتـ ــن سـ ــا آهـ ــيدروفورها بـ   سـ

  نمايــد مــي فاده بــراي عامــل بيمــاري زا مبــدلغيــر قابــل اســت

                                                
1. Extera cellular 
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  97    ... برخي از جدايه هايبررسي قابليت كنترل كنندگي 

ــته      ــاتوژن كاس ــت پ ــزان فعالي ــا مي ــدار و ي ــه از مق   و در نتيج

  .)7(شود  مي

ز جملــه مكانيزمهــاي مــورد اشــاره بــراي باكتريهــاي ســود و ا

آنتاگونيســت عوامـل بيمــاري زا توليـد تركيــب فــرار    مونـاس  

شـوند كـه    مـي  متذكرمحققين ).13( باشد مي سيانيد هيدروژن

آيـد و   مـي  سمي به شماراي  تركيب مذكور براي قارچها ماده

نيز اين تركيب بـا تـاثير بـر متابوليسـم گيـاه موجـب انگيـزش        

همچنـين احتمـال    .گـردد  مي مويين فراوانيهاي  تشكيل ريشه

اين تركيب در افـزايش مقاومـت گيـاه ميزبـان مـؤثر       ه كهداد

ر حضـور  براث ـ سيا نيـد هيـدروژن  باشد نكته جالب آنكه توليد 

توان ايـن گونـه    مي گيرد به عبارت ديگر مي عنصر آهن انجام

نتيجه گرفت كـه در هنگـام كمبـود آهـن باكتريهـاي سـود و       

موناس فلورسنت توليد تركيب سيدروفور و در شـرايطي كـه   

سـيانيد  باشـد توليـد    مـي  عنصر آهن به مقدار كافي دردسترس

  .كنند مي هيدروژن

به لحاظ آماري باكتريهـاي   P. fluorescensبعد ازگروههاي 

Bacillus spp گرفتند اين باكتريها تركيباتي را بـه نـام    جايي

ـ   c18كـه از يـك بخـش چربـي     ٢و فتجيامايسـين ١ن سـي باسيلي

c15  حاوي هشت باقي مانـده اسـيد آمينـه     ٣تيدپپو يك بخش

قابل ذكر اسـت كـه فنجيامايسـين    . كنند مي تشكيل شده توليد

 بنـابراين اســتنباط  .گـردد  مـي اي  يســهمـانع از رشـد قاچهـاي ر   

در آزمــايش  spp Bacillus شــود دليــل عملكــرد گــروه  مــي

توان نتيجه گرفت كـه در   مي .باشدشايد مساله فوق اي  مزرعه

ديگر در كنترل اين بيماري هاي  خصوص عدم توانايي جدايه

در اين آزمـايش شـايد عـدم توانـايي آنهـا در كلنيـزه كـردن        

ن آنتي بيوتيكها و بـه طـور كلـي مـواد ضـد      ريشه يا توليد پائي

كننـدگان   كلنيـزه براي  شخصهو در واقع يك م .قارچي است

                                                
1. bacilysin 

2. Fengyamycin A, B 
3 . peptide 

دفـاعي  هـاي   ريشه اين است كه آنهـا بايـد در برابـر مكانيسـم    

آنــزيم هــايي هــا  ميزبــان مقاومــت نماينــد روي ســطوح ريشــه

ر داتواننـد باعـث توليـد مـوادي اكسـيژن       مي وجود دارند كه

شــوند بنــابراين لازم اســت  O2دروژن و پــر اكســيد هيــ مثــل

كلنيزه كنــنــدگان خود را در برابر ايـن عوامـل مصـون نگـه     

   ).8(دارند 

 ازاين تحقيق يك بررسي جهت شناسايي و كـاربرد تعـدادي   

بـــاكتري موفـــق در شـــرايط آزمايشـــگاهي و  هـــاي  جدايـــه

ــه باشــد و  مــي در شــرايط مزرعــه و شــرايط طبيعــي اي  گلخان

ــه ع  ــه ك ــي   همانگون ــداف بررس ــي از اه ــد يك ــوان ش ــاي  ن ه

كـــاربرد عوامـــل بيولوژيـــك و اي  آزمايشــگاهي و گلخانـــه 

استفاده آن در شـرايط مزرعـه و طبيعـي اسـت و جـا دارد در      

بيشـتري در منـاطق مختلـف پنبـه     اي  مزرعههاي  آينده بررسي

پيـدا   ،آنتاگونيست ها فرمولاسيونكاري كشور و بهينه سازي 

وروشـهاي مختلـف كـاربرد مـواد      كردن مواد همراه مناسـب 

ــتر كاشــت     ــول پاشــي در بس ــه محل ــوق از جمل ــواد  ٤ف ــه م ك

گيرنـد انجـام    مي بيولوژيك بيشتر در تمامي محيط و بذر قرار

   .گيرد
 

                                                
4. Soil drench 
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Biocontrol potential of some Pseudomonas fluorescens and Bacillus    subtilis 
isolates on seedling damping –off of cotton in field condition 
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Abstract 

One of the most important cotton diseases in Iran is post emergence cotton seedling damping –off 
which causes significant losses annually. The most important agents of these diseases in Iran are 
Pythium spp. and Rhizoctonia solani. In this study the possibility of biological control using bacterial 
antagonists in the field was investigated. Five bacterial isolates (three belonging to Pseudomonas 
fluorescens and two Bacillus spp.) were selected for this study based on their performances in the 
greenhouse experiments. Two cotton varieties (Sahel and Saiokra) were used in this experiment and 
seed coating procedure was followed for bacterial application. The study was carried out in a cotton 
fields in Golestan province during 1381 and 1382 (2002 and 2003) growing seasons. Two commonly 
used fungicides (Carbendazim and Carboxin thiram) were also used for comparison. The efficacy of 
bacterial isolates and fungicides was evaluated based on the number of healthy seedlings (stand) 15, 
30, 45 and 60 days after sowing.Results indicated that three bacterial isolates (one Pseudomonas 
fluorescens and two Bacillus spp.) along with fungicides showed the most effectiveness in control of 
cotton seedlings against damping-off disease in both years. The results obtained for two cotton 
varieties in different years varied but the differences were not statistically significant. The differences 
in the obtained results in different years may be due to the variation in environmental conditions. The 
overall result of this study shows the possibility of using antagonistic bacteria and fungicides in the 
cotton fields as biological control agents (BCA). 
     
Key words: Cotton, Pseudomonas, Bacillus, Biocontrol, Damping-off, Pythium ,Rhizoctonia 
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