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 چکیده

های میکروبی عنصری کلیدی در کیفیت و حاصلخیزی خاک هستند. هدف این پژوهش مطالعه تاثیر پنبه جمعیت

به عنوان گیاه تراریخته حامل ژن  R8لاین  های باکتریایی خاک بود.لوبیا بر جمعیت chiکوکر حاوی ژن  تراریخته رقم

chi  به عنوان شاهد غیر تراریخته )تیپ وحشی( تهیه شد و در  1011حاصل از چهار بار تلاقی درون جمعیتی و لاین

نمونه ( کشت شد.ABRIIنولوژی کشاورزی ایران )( واقع در پژوهشکده بیوتک2گلخانه گیاهان تراریخته )سطح ایمنی 

روزه انجام شد. تعیین جمعیت باکتری کل و اکتینومیستها  90و  60، 30یزوسفر و بالک گیاهان برداری از خاک ناحیه ر

 Ultraانجام شد. ماده وراثتی )دی ان ای( از یک گرم خاک و با استفاده از  ISP2آب آگار و  ،TSAبا استفاده از محیط 

Clean soil DNA kit  .سپس استخراج شدPCR–DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)  برای نشان

 710و  610های خاک های قابل کشت در نمونههای خاک انجام شد. تعداد کل باکتریباکتریایی در نمونه دادن تنوع

رای خاک بالک و رایزوسفر بود. تعداد باکتری ( در هر گرم خاک خشک به ترتیب بCFUواحد تشکیل دهنده کلنی )

روزه تراریخته بیشتر از شاهد غیر تراریخته بود. اگرچه در پایان  60و  30کل و اکتینومیستهای خاک رایزوسفر گیاهان 

گیاه تراریخته و غیر تراریخته برابر بود. بررسی مولکولی بر روز پس از کشت بذر( جمعیت باکتریایی  90دوره رشد )

نتایج ارائه شده ای را برای جمعیت کل باکتریایی و اکتینومیستی مشخص کرد. نیز الگوی مشابه PCR–DGGEاساس 

موجود در خاک رایزوسفری و بالک پنبه  اکتینومیستیدر این پژوهش تفاوت معنی داری را بین تعداد باکتری کل و 

رسد دوره رشد گیاه نشان نداد. علاوه بر این به نظر می روز( 90تراریخته و غیر تراریخته در پایان دوره رشد گیاه )

 ی بر جمعیت میکروبی دارد. اتاثیر قابل توجه

 .DGGEاکتینومیست، تراریخته، جمعیت باکتریایی، رایزوسفر،  كليدی:های واژه
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 مقدمه

( به علت استفاده در صنایع Gossypium sppپنبه )

ادی زیادی اقتصارزش  ، تولید روغن و علوفهنساجی

دارد و از گیاهان زراعی مهم دنیا است. پژمردگی 

( یکی از مهمترین Verticillium wiltورتیسلیومی )

های پنبه و از مشکلات اساسی برای تولید بیماری

تجاری آن است. کنترل این بیمارگر گیاهی به وسیله 

کش مشکل است. قارچ به داخل بافت آوند قارچ

وانند به صورت سیستماتیک تکند و میچوب نفوذ می

(. کاشت 1های گیاه گسترش پیدا کند )در تمام قسمت

گیاهان تراریخته با ویژگی مقاومت به آفات و 

ها به عنوان راهی ایمن برای محیط زیست بیماری

توانایی بالقوه خوبی برای کاهش مصرف سموم 

(. در این تحقیق از 2شیمیایی در کشاورزی دارند )

داهلیا  ورتیسیلیوممقاوم به قارچ  پنبه تراریخته

(Verticillium dahlia و حامل ژن کیتیناز لوبیا )

(Phaseolus vulgaris تحت کنترل پیشبر )

CaMV35S  که در مطالعات قبلی تولید شده بود

(. بزرگترین مزیت استفاده از این پنبه 3استفاده شد )

کش شیمیایی برای تراریخته کاهش مصرف قارچ

که در  ورتیسیلیومبیمارگرهای قارچی مانند  مقابله با

(. 4مناطق کشت پنبه ایران شیوع زیادی دارد است )

ها باکتری مفید خاک هستند که نقش اکتینومیست

مهمی در حاصلخیزی و بازگرداندن مواد عالی حاصل 

های محصولات کشاورزی به خاک از تجزیه باقیمانده

ته به واسطه (. استفاده از گیاهان تراریخ5دارند )

ناشناخته بودن تاثیرات احتمالی اجزای گیاه شامل 

های بر زمین ریخته و برگ ،ترشحات ریشه

های پس از برداشت بر فلور میکروبی خاک باقیمانده

هایی را به همراه دارد. در این پژوهش تاثیر نگرانی

بر  پنبه تراریخته تولید شده توسط پژوهشگران ایرانی

های خاک در و اکتینومیست اجمعیت یوباکتریاه

 های مختلف رشد گیاه مطالعه شد.دوره

 هامواد و روش

 و تهيه نمونه خاک یاگلخانه يبررس

به عنوان شاهد غیر  1011لاین  رقم کوکر پنبه بذور

)گیاه تراریخته حاصل از چهار  R8تراریخته و لاین 

 2های پلی اتیلن بار تلاقی درون جمعیتی( در گلدان

پر شده با خاک مزرعه پنبه واقع در ورامین  کیلویی

ها در گلخانه مخصوص (. گلدان1کشت شد )شکل 

( واقع در پژوهشکده 2گیاهان تراریخته )سطح ایمنی 

مشابه مزرعه  طیشراکرج با -بیوتکنولوژی کشاورزی

دمای  ساعت تاریکی و 8 ساعت روشنایی و 16 شامل

درجه  25و دمای شب  درجه سلسیوس 30روز 

ی شد. نگهداردرصد  55رطوبت نسبی  و لسیوسس

این آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار 

برداری از خاک ناحیه بالک و انجام شد. نمونه

روز پس از کشت بذر انجام  90و  60، 30رایزوسفر 

ها تا زمان بررسی در آزمایشگاه در فریزر با شد. نمونه

 نگهداری شدند.گراد درجه سانتی 80دمای منفی 

 بررسي جمعيت ميکروبي خاک

 10یک گرم از خاک بالک و یا ناحیه ریزوسفری به 

درصد کلرید  9/0میلی لیتر سرم فیزیولوژی حاوی 

 rpm دقیقه در شیکر با دور 15سدیم اضافه و به مدت 

میکرولیتر از  100نگهداری شد. مقدار  80

 TSA  سوسپانسیون حاصل بر روی محیط جامد

(Tryptic Soy Agar )گرم آگار/  20) و یا آب آگار

ای ریخته و با استفاده از پاروی شیشه( pH 2/7لیتر 
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ها در انکوباتور پخش شد. پلیت بر روی سطح محیط

 24نگهداری شد. پس از  درجه سلسیوس 28در دمای 

و  TSAهای ظاهر شده بر روی محیط ساعت کلنی

روی آب های تشکیل شده بر پس از یک هفته کلنی

های مشاهده شده بر روی . باکتریآگار شمارش شد

مشخصات ظاهری به آب آگار برای اطمینان و بررسی 

 ،گرم در لیتر عصاره مالت ISP2 (10محیط اختصاصی 

گرم در لیتر گلوکز و  4 ،گرم در لیتر عصاره مخمر 4

  ( منتقل شد.2/7گرم در لیتر آگار با اسیدیته  18

ت ميکروبوي بوا اسوتهاده از آناليز مولکوولي جمعيو

 DGGE سامانه 

کیت  استفاده از  گرم خاک با 1از  DNAاستخراج 

 Ultra Clean soil DNAاستخراج دی ان آ از خاک )

kit (MO BIO Laboratories, Inc))  و بر اساس

-PCR-DGGE (PCRآنالیز  دستورالعمل آن انجام شد.

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ) با

 با 16s rRNAاز جفت آغازگر اختصاصی ژن استفاده 

-GCF357:5-CCTACGGGAGGCAGCAG  توالی

3; R518:5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3 و 
;GCStrepB: 5-

ACAAGCCCTGGAAACGGGGT-3  StrepE:5-

CACCAGGAATTCCGATCT-3 گیره جی سی  و

(GC clamp) :
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGC

CGCCCCCGCCCG  رو به جلوبرای آغازگر 

 ای پلیمراززنجیرهواکنش  ییدمابرنامه استفاده شد. 

 به درجه سلسیوس 94 هیواسرشت اول یدما شامل

 94واسرشت  یدما با ریچرخه تکث 35 ،قهیدق 3مدت 

 55اتصال  یدما ،قهیدق 1مدت  به درجه سلسیوس

 72 ریتکث یدما ،قهیدق 1 مدت به درجه سلسیوس

 یینها ریتکث یدما و قهیدق 1به مدت  درجه سلسیوس

. (6) بود قهیدق 5به مدت  درجه سلسیوس 72

با استفاده از سامانه  ای پلیمراززنجیرهمحصول واکنش 

DGGE ساخت شرکت Bio-Rad   و بر روی ژل پلی

درصد از  20-70درصد محتوی شیب  8 اکریل آمید

 60فرمامید و با دمای مواد واسرشت کننده اوره و 

ولت  150ساعت با ولتاژ  5به مدت درجه سلسیوس 

ها ظرف ژل ،الکتروفورز شد. پس از الکتروفورز

رقیق شده در آب مقطر( به  1:1000حاوی ژل رد )

دقیقه در شرایط تاریکی رنگ آمیزی و  45تا  30مدت 

 Syngeneژل داکیومنت ) سیستم UVاستفاده از نور  با

GBox Gel Documentation System ) مشاهده شد

(7.) 
 نتايج

داد بررسی وزن تر و خشک اندام هوایی و ریشه نشان 

داری بین گیاهان تراریخته و غیر که تفاوت معنی

ها نشان داده تراریخته )شاهد( وجود نداشت )داده

 نشده است(.

 خاک باكترياييبررسي جمعيت 

های انجام شدده از سدری رقدتبر اساس شمارش

های خاک مشخص شد که در هر گرم خداک خشدک 

و در ناحیه بالک مضدربی از  710از  مضربیرایزوسفر 

( وجود داشت. جمعیدت cfuواحد تشکیل کلنی ) 601

باکتری در خاک ناحیه رایزوسفر و بالدک اگدر چده در 

های مختلف رشد گیاه تغییر کرد امدا در هدر سده دوره

دوره و برای هر دو گروه تراریخته و غیر تراریختده در 

ناحیه رایزوسفر بیشتر از بالک بدود. جمعیدت بداکتری 

 و 60، 30تدددده رایزوسددددفر گیدددداه غیددددر تراریخ
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 کشت و نگهداری پنبه تراریخته )سمت راست( و شاهد غیر تراریخته )سمت چپ( در گلخانه تراریخته .1شکل 

 

و  10*710، 2*710کشت به ترتیب   روز پس از 90
، 5*710و برای گیاه تراریخته به ترتیب   5/3*710
ها نشان داد بود. مقایسه میانگین 5/3*710و  15*710

 60و  30جمعیت باکتریایی رایزوسفر گیاه تراریخته 

روز پس از کشت بیشتر از گیاه غیر تراریخته بود. در 

آخرین مرحله نمونه برداری این تفاوت حالیکه در 

جمعیت باکتری خاک ناحیه بالک گیاه .  معنی دار نبود

روز پس از کشت به  90و  60، 30غیر تراریخته 

و برای  2/1*710و  2/1*710، 68/0*107ترتیب  

و  58/1*710، 51/0*710گیاه تراریخته به ترتیب  
وت ها نشان داد تفابود. مقایسه میانگین 6/1*710

جمعیت باکتریایی خاک ناحیه بالک گیاه تراریخته و 

غیر تراریخته در هیچ یک از سه دوره رشد گیاه معنی 

دار نبود. الگوی افزایش جمعیت باکتری خاک ناحیه 

در طول دوره رشد و ثبات آن با افزایش سن  بالک

گیاه بر خلاف خاک رایزوسفری بود. الگوی تغییرات 

یاه تراریخته و لک برای گجمعیت در رایزوسفر و با

 (.2شاهد یکسان بود )شکل 

 خاک اكتينوميستيبررسي جمعيت 

حیه خاک رایزوسفر و نا اکتینومیستیتفاوت جمعیت 

بالک در گیاه غیر تراریخته معنی دار نیست. در حالیکه 

دار تفاوت معنیدرصد  5در سطح در گیاه تراریخته 

دیده شد. تفاوت در جمعیت ناحیه رایزوسفر و بالک 

در هر سه دوره رشد گیاه وجود داشت. جمعیت 

گیاه تراریخته در اولین مرحله نمونه  اکتینومیستی

 شت بذر( بیشتر از گیاه غیرروز پس از ک 30برداری )

روز پس از  60تراریخته بود. این تفاوت اگر چه 

همچان وجود داشت اما در نهایت در آخرین مرحله 

نمونه برداری بی معنی شد. الگوی جمعیت 

کاهشی در طول دوره رشد گیاه از نوع  اکتینومیستی

 .(2)شکل  بود
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 90و  30 ،60( CONTROL( و شاهد )GM( پنبه تراریخته )B( و بالک )Rخاک ناحیه رایزوسفر ) اکتینومیستیتعداد باکتری کل و  .2شکل 

 روز پس از کشت

 

با استهاده از  يکروبيم تيجمع يمولکول زيآنال

 DGGEانه سام

 ای پلیمرازنتایج به دست آمده از واکنش زنجیره

 و GCF357/ R518حاصل از جفت آغازگرهای 

GCStrepB/ StrepE   16به ترتیب مربوط به ژنS 

rDNA  بر روی ژل آگارز %  اکتینومیستییوباکتریایی و

های را در همه نمونه bp 300، یک باند نزدیک به 1

یزوسفر گیاه تراریخته و تهیه شده از ناحیه بالک و ر

های غیر تراریخته )کنترل( نشان داد. این باند در نمونه

مربوط به خاک ریزوسفر گیاه تراریخته واضح تر و 

این تک باند با  (. الکتروفورز3ضخیم تر بود )شکل 

درصد  8بر روی ژل اکریل آمید  DGGEدستگاه 

حاوی شیب مواد دناتوره کننده قادر به نشان دادن 

 اکتینومیستیوع موجود در جمعیت یوباکتریایی و یا تن

 نبود.

 گيریو نتيجه بحث

گزارش سرویس بین المللی دستیابی به کاربرد  بر پایه

در  (،www.isaaa.org) بیوتکنولوژی در کشاورزی

میلیون هکتار از اراضی  12نزدیک به  حال حاضر

اختصاص  (BT) بی تی کشاورزی دنیا به کشت پنبه

الات متحده آمریکا و هند یکی از تولید دارد. ای

با بی تی کنندگان عمده پنبه تراریخته هستند. پنبه 
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ای موجب کاهش مصرف مقاومت به آفات پروانه

های سموم شیمیایی شده است. بر اساس آزمون

مقاومت خوبی نسبت به پژمردگی  chiای پنبه گلخانه

ه (. این گیا8) آوندی ورتیسیلیومی نشان داده است

تراریخته و یا نتاج حاصل از تلاقی آن با ارقام بومی و 

تجاری مورد استفاده در کشور پس از گذراندن آزمون

تواند در مزارع کشت های مربوط به ایمنی زیستی می

شود. چنانچه گیاه تراریخته متابولیت جدیدی را تولید 

و از طریق ریشه وارد خاک کند ممکن است رشد 

ها بویژه در فضای رایزوسفری را برخی از میکروب

که به خوبی این تاثیر را نشان میای نمونهتغییر دهد. 

 Lotus) کورنیکولاتوس لوتوس دهد گیاه تراریخته

corniculatus) اپینها  است که به واسطه ترشح

(opines )در  اپینهای مصرف کننده باکتری جمعیت

ر تراریخته غی والدپنج تا ده برابر بیشتر از  آنریزوسفر 

های باکتریایی در اطراف ریشه تودهبود. دیگر 

(. اگر چه 9نداشت ) تفاوت تراریخته و غیر تراریخته

این تغییرات گذرا هستند و در صورت تغییر الگوی 

این  میگردند اما آزمایشکشت به وضعیت سابق بر

تواند های گیاه تراریخته و والد میهمانی متابولیت

در این تحقیق تاثیر  الی را از بین ببرد.های احتمنگرانی

ترشحات و یا حضور ریشه پنبه تراریخته بر فلور 

میکروبی منطقه رایزوسفر به خوبی نشان داده شد. 

همچنین مشخص شد که در نواحی دورتر از ریشه 

)خاک ناحیه بالک( فلور میکروبی خاک گیاه تراریخته 

الگوی و شاهد در طول دوره رشد گیاه بر اساس یک 

کند و تفاوت معنی داری با یکدیگر یکسان تغییر می

ندارند. ارتباط مستقیم ریشه گیاهان و فلور میکروبی 

(. تغییر 10پیش شناخته شده است ) از چندین دهه

قابل توجه فلور میکروبی خاک در نتیجه کشت گندم 

اصلاح شده به روش سنتی در پی جانشینی یک جفت 

بهاره نسبتا مقاوم به بیماری کروموزوم یک رقم گندم 

پوسیدگی ریشه با کروموزوم متناظر آن از یک رقم 

-11گندم بهاره بسیار حساس گزارش شده است )

های کمی و کیفی (. این مطالعه نشان داد که ویژگی12

تواند در اصلاح نبات سنتی با میکروفلور رایزوسفر می

غییر جانشینی اطلاعات ژنتیکی از رقمی به رقم دیگر ت

کند. نتایج پژوهش حاضر نشان داد تفاوت جمعیت 

که تنها در یک ژن با والد خود   chiیوباکتریایی پنبه

تفاوت دارد گذرا است و در طول رشد گیاه ناپایدار 

بیشتری  پیشینه با توجه به اینکه تولید پنبه بی تیبود. 

 20تاثیر آن بر فلور میکروبی خاک در حدود  ،دارد

م شد. نتایج این پژوهشگران همسو با سال پیش انجا

نتایج پژوهش حاضر افزایش گذرا در جمعیت قابل 

کشت باکتری و قارچ در دو لاین از سه لاین پنبه 

(. تفاوت 13 ) تراریخته مورد آزمایش را نشان داد

گیاهان  گوناگونهای صفات فیزیولوژیکی بین لاین

تراریخته گزارش شده است. مطالعه دونگان و 

بر  بی تیهای مختلف پنبه کاران تاثیر متفاوت لاینهم

فلور میکروبی را نیز تایید کرد. همچنین تاثیر متفاوت 

های مختلف کلزای تراریخته بر جمعیت واریته

(. 14میکروبی قابل کشت خاک گزارش شده است )

توان این در مجموع از مطالعات انجام شده می

راریخته بر فلور برداشت را داشت که تاثیر هر لاین ت

 میکروبی خاک باید به طور جداگانه بررسی شود. 

مطالعه فلور میکروبی خاک کشت شده با پنبه حامل 

ژن کیتیناز و گلوکاناز و مقایسه آن با پنبه غیر تراریخته 

های مختلف رشد نشان داد که تعداد باکتریدر دوره

های قابل کشت دو گروه گیاه مورد نظر تفاوت معنی 

های باکتریایی شناسایی ی نداشت. تنوع بین جنسدار
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رایزوسفر گیاه تراریخته کمتر از گیاه غیر شده در 

تراریخته بود که با افزایش سن گیاه و در طول دوره 

 (. 15رشد و تکامل این تفاوت کاهش پیدا کرد )

و Bt+CpTIمطالعه فلور میکروبی رایزوسفر پنبه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

خاک ناحیه رایزوسفر و بالک پنبه تراریخته و شاهد برای جمعیت یوباکتری )سمت راست( و  16S rRNAژن  DGGEپروفایل  .3شکل 

جفت بازی تکثیر  300. قطعه  RT، رایزوسفر تراریخته RCنترل ، رایزوسفر کBT، بالک تراریخته BC)سمت چپ(. بالک کنترل  اکتینومیستی

 با فلش سیاه رنگ مشخص شده است. 16s rRNAشده از روی ژن 

 

انجام شده است. نتایج  مقایسه آن با والد غیر تراریخته

این مطالعه نیز تفاوت معنی داری را در کمیت 

های قابل کشت حتی در طول دوره جمعیت باکتری

هایی با کشت گزارش نکرد. هر چند در مورد باکتری

های اکسید کننده عملکرد مشخص مانند باکتری

هایی مشاهده شد. در مرحله تشکیل آمونیوم تفاوت

ها در گیاه غیر تراریخته و اکتریکاسبرگ تعداد این ب

برابر افزایش پیدا کرد. در  2و  4تراریخته به ترتیب 

ها در رایزوسفر مرحله گل دهی جمعیت این باکتری

گیاه شاهد کاهش و در گیاه تراریخته افزایش پیدا کرد. 

های مورد نظر در شاهد در مرحله غوزه باکتری

ر پنبه افزایش نشان داد در حالیکه در رایزوسف

تراریخته تغییر نکرد. پس از باز شدن غوزه اگر چه 

های اکسید کننده آمونیوم در هر دو جمعیت باکتری

شان داد اما برای هر گروه گروه کاهش قابل توجه ن

از دیگری بود. در مجموع تغییرات باکتریمتفاوت 
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های مفید در رایزوسفر گیاه تراریخته ملایم تر بود که 

(. همسو با این 16ز مزایای آن باشد )تواند یکی امی

و شاهد  Chiپنبه  اکتینومیستینتایج تفاوت جمعیت 

در خاک رایزوسفری معنی دار بود. افزایش قابل توجه 

های مفید اوایل و اواسط دوره رشد گیاه این باکتری

تواند یکی از در خاک رایزوسفری گیاه تراریخته می

 مزایای آن باشد.     

جفت  300از مقایسه کمی تکثیر قطعات نتایج حاصل 

بازی )با استفاده از جفت آغازگر اختصاصی برای 

 16s rRNA( از روی ژن هااکتینومیستیوباکتریاها و 

ماده وراثتی اسخراج شده از مقدار مشخص )یک 

گرم( خاک ناحیه بالک و رایزوسفر گیاه تراریخته و 

در های بیشتری از الگو شاهد نشان داد تعداد کپی

رایزوسفر و بالک گیاه تراریخته نسبت به شاهد وجود 

دارد. تفکیک قطعات تکثیر شده با استفاده از سامانه 

DGGE  .قادر به نمایش تنوع قطعات تکثیر شده نبود

های متاژنومی خاک ناحیه رایزوسفری لاین بررسی

در مطالعات های مختلف رشد پنبه تراریخته در دوره

بر فلور  تراریختهر تاثیر پنبه به بررسی دقیق تآتی 

   د کرد.باکتریایی خاک کمک خواه
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Abstract 

Microbial communities are a key element of soil quality and fertility. This research aims to survey 

the effect of genetically modified cotton cultivar Coker, harbors an endochitinase gene (chi) from 

Phaseolus vulgaris (bean) on soil bacterial communities. The transgenic chi-resistant cotton (GM), 

line R8 was selfed for four generations and the corresponding original plant line 1011, wild-type 

(WT) were provided and planted in the transgenic greenhouse (Biosafety Level 2) at Agricultural 

Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII). Samples of soil were collected from 

rhizosphere and bulk area of 30, 60 and 90 days old plants. Enumeration of total bacteria and 

Actinomycetes were carried out using TSA, Water Agar and ISP2 media. Soil DNA was extracted 

from 1-g samples by using an Ultra Clean soil DNA kit. PCR–DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) was performed to show diversity in different groups of bacteria. Total numbers of 

bacteria in soil samples was approximately 106 and 107 CFU/g of dried soil of rhizosphere and 

bulk soil respectively. Average number of total soil bacteria and Actinomycetes were higher in 

rhizosphere area of 30 and 60 days old GM plants compared to the control. Although, at the end of 

growth period (90 days) GM (transgenic) and non-GM plants were approximately equal in number 

of bacteria around their roots. Molecular analysis based on PCR-DGGE revealed similar microbial 

dynamics for both Actinomycetes and total batera. The data presented here showed no consistent 

statistically significant differences in the numbers of total bacteria and Actinomycetes between 

rhizosphere and bulk soil of chi and non-chi cotton at the end of the experiment. Furthermore, it 

seems that the growth stage of plant exerts a noticeable effect on the microbial community. 

Key words: Actinomycetes, Transgenic, DGGE, Rhizosphere, Bacterial communities. 
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