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  چکیده
غیرتراریخته براي بررسی پنبه و ) 61لاین ( T2نسل Bacillus thuringiensis (Bt)  این مطالعه، پنبه تراریخته در

روش دو  با استفاده از) نونهالی، تشکیل کاسبرگ، گلدهی و تشکیل غوزه( و نمو  هاي رشد ها در طی دوره باکتري پویایی
-polymerase chain reaction(  PCR-DGGEغیرقابل کشت و )ندهزهاي  شمارش کلنی(قابل کشت 

denaturing gradient gel electrophoresis (عملکردي  هاي تعداد باکتري. مورد ارزیابی قرار گرفت
 رشد باکتريهاي ویژه  ناحیه ریزوسفر از طریق کشت در محیط و آلی کننده فسفات معدنی کننده نیتروژن، حل تثبیت

ریزوسفر را در هر دو  يها ساختار جمعیت و تعداد کل باکتري رافزایش د ،هاي زنده آنالیز شمارش کلونی. شدتعیین 
نتایج موید  PCR-DGGE روش .نشان داد غیرریزوسفري راواریته تراریخته و غیرتراریخته در مقایسه با خاك 

دي پنبه در خاك ها براي تمام مراحل رش هاي باکتري که تغییرات در جمعیتبود هاي زنده  ارزیابی شمارش کلونی
و پنبه غیرتراریخته در  Btپنبه تراریخته  میانهاي عملکردي  تعداد باکتري .داد نشان میرا  غیرریزوسفريریزوسفر و 

هاي ریزوسفر  دار در تعداد جمعیت باکتري با این وجود اختلاف معنی. اشتدار ند یک مرحله مشخص اختلاف معنی
 اه تراریخته و غیرتراریخته مشاهده شد ولی براي خاك غیرریزوسفريخاك در مراحل مختلف رشدي در هر دو گی

احتمال وجود اثرات نامطلوب روي ) 61لاین ( T2نسل  Btنتایج نشان داد، پنبه تراریخته در مجموع . مشاهده نشد
  . شتهاي قابل کشت در ناحیه ریزوسفر را ندا ساختار جمعیت و تعداد کل باکتري

  
  جمعیت میکروبی، خاك ریزوسفر، DGGEک تکنی: هاي کلیدي واژه

                                                        
  نولوژي و اصلاح نباتاتمشهد، دانشگاه فردوسی مشهد، دانشکده کشاورزي، دپارتمان بیوتک: نویسنده مسئول، آدرس .1
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  مقدمه
الیافی با یکی از مهمترین گیاهان پنبه 

 که به عنوان یک گیاه تجاري است، انحصاريهاي  ویژگی
پنبه  ،ایراندر . شود در دنیا کشت میبه طور گسترده 

چهارمین گیاه صنعتی مهم بعد از کلزا، نیشکر و چغندر 
 گیاهترین آفات  از مهمیکی کرم قوزه  .رود قند به شمار می

وارد به مزارع پنبه خسارت زیادي  سالانهکه  استپنبه 
هاي  هاي زراعی و علف کرم قوزه داراي میزبان. کند می

هرز زیادي است، لاروهاي آن از برگ گیاه تغذیه کرده 
سپس به غنچه و گل و قوزه حمله نموده، از الیاف تغذیه 

ایکوز و ( شوند ف میالیاکاهش کیفیت کنند و باعث  می
 فناوري زیستامروزه با ظهور  .)2008 کی،تزاستو

بیشتر و صفات گیاهان تراریخته با عملکرد  کشاورزي،
، تحمل ها بهبود یافته براي مقاومت در مقابل آفات، پاتوژن

هاي  ها، همچنین بهبود توانایی تحمل تنش کش علف
اولین بار در در ایران نیز براي . اند تولید شده... محیطی و 

و انتقال با استفاده از فنآوري مهندسی ژنتیک  1380سال 
 پنبه مقاوم به آفات،  cry1Ab هاي ضد آفت کرم قوزه ژن

هاي حشره کش تولید شده توسط  پروتئین. تولید گردید
 برايثر ؤیک ابزار م  Bacillus thuringiensisباکتري 

سال  40بیش از و  کنترل طیف وسیعی از آفات هستند
در کشاورزي به عنوان  ها فراورده این است که از

  . شود کش استفاده می حشره
توجه به افزایش روزافزون استفاده از گیاهان  با
ثیر این گیاهان بر روي تأهایی در مورد  نگرانیتراریخته، 

هاي  موجودات غیر هدف و اکوسیستمسلامتی انسان و 
میان این  از. وجود داردریزجانداران  خاك به ویژه

ترین مسائل براي اکولوژیکی، یکی از مهمهاي  نگرانی
ثیر گیاهان تراریخته روي جوامع میکروبی خاك بررسی، تأ

؛ 2004؛ لیو و همکاران، 2008کی، تزایکوز و استو( است
   ).2003برونسما و همکاران،

هم از نظر  هاي میکروبی خاك، جمعیت
غالب خاك  جاندارانو هم از نظر فعالیت،  توده زیست
هاي  ها در فعالیت آن. )2008ایکوز و استوتزکی، ( هستند
از جمله تجزیه مواد آلی، مواد مغذي معدنی، تجزیه  مهمی

نقش مواد شیمیایی کشاورزي و بهبود ساختار خاك، 
کی، تزایکوز و استو ؛2012وي و همکاران، ( اساسی دارند

ترکیبات فلور میکروبی خاك نتیجه واکنش  . )2008
 تقابل بین ترشحات ریشه، خاك و شرایط محیطی استم
 ).2005؛ جیوانتی و همکاران، 2009برگ و اسمالا، (

ترشحات ریشه نقش کلیدي در انتخاب فلور میکروبی و 
وي و همکاران، ( کند ها ایفا می اثر انتخابی رشد میکروب

هاي کمیتی و کیفیتی ترشحات  در واقع ویژگی ).2012

تنوع ساختاري و  طور گستردهبه ممکن است ریشه 
زمان (هاي میکروبی خاك را تغییر دهد  عملکردي جمعیت

؛ بروستی 2009؛ هینسینگر و همکاران، 2015و همکاران، 
نجایی که گیاهان تراریخته از آ).  2004و همکاران، 

حضور این  هستندپروتئین اضافی  یکداراي حداقل 
داراي  "ممکن است"پروتئین اضافی در ترشحات ریشه 

روي جمعیت میکروبی ناحیه احتمالی بر  ثیرگذاريأت
؛ 2008؛ فیلون، 2012چن و همکاران، ( ریزوسفر باشد

؛ زو و 2005؛ رویی و همکاران، 2008کی، تزایکوز و استو
   .)2005همکاران، 

دانش ما در مورد تنوع میکروبی خاك به این علت         
یط آزمایشگاهی هاي میکروبی در شرا که بسیاري از گروه

شمیت و (قابل کشت نیستند، محدود و جزئی است 
از جمعیت میکروبی خاك با % 1 تقریباً). 2015والدرون، 

هاي آزمایشگاهی استاندارد قابل کشت  استفاده از روش
؛ تورسویک و کیوریس، 2013وانگ و همکاران، ( هستند
عات در مورد ترکیبات طبیعی بیشتر اطلا ).2002

مستقیم هاي غیر میکروبی از طریق تکنیکي ها جمعیت
امروزه محققان با  .میکروبیولوژي بدست آمده است

هاي مولکولی مستقل از کشت نظیر  استفاده از روش
DGGE کنند تا این کمبود اطلاعات را تا  استفاده می

؛ 2010هیرش و همکاران، ( کنند جبرانحدودي 
اي ، بهترین راهکار بربه طور کلی ).2008فیلون، 

، استفاده از ترکیب هر دو بدست آوردن نتایج خوب
  . روش در این زمینه است

ت زیادي در دنیا در مورد اثر گیاهان مطالعا
. فلور میکروبی صورت گرفته است تراریخته بر روي

ها  براین با توجه به اهمیت گیاهان تراریخته و اثرات آنابن
اثر  بررسیو همچنین فلور میکروبی مختلف هر منطقه، 

 مزارع خاك جمعیت میکروبی بر Btپنبه تراریخته کشت 
هدف این . است برخوردار اي ویژه اهمیت از کشور پنبه

  روي جمعیت Btتراریخته پنبه مطالعه بررسی اثر 
منظور، از  بدین. شرایط گلخانه بود هاي خاك در باکتري

براي آنالیز  DGGEنده و زهاي  روش شمارش کلنیدو 
میکروبی خاك ریزوسفر  جمعیتریخته روي پنبه ترا راث

سازي  به شفافمی تواند نتایج این تحقیق . استفاده شد
روي اکوسیستم  Btپتانسیل خطر محیطی پنبه تراریخته 

  .کند خاك کمک 
  ها مواد و روش

  مواد گیاهی و خاك
) سانتیمتر 0- 20( هاي سطحی خاك از لایه

ی که تاکنون آوري شد، جای اي در ورامین جمع مزرعه پنبه
به خاك  .اي در آن کشت نشده است هیچ پنبه تراریخته
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و سپس به گلخانه تراریخته  اضافهها  درون گلدان
ه تحقیقات بیوتکنولوژي کشاورزي ایران منتقل پژوهشگا

و پنبه والدي  )61لاین ( T2نسل Bt  پنبه تراریخته از. شد
یدفر توح( به عنوان گیاه شاهد در این آزمایش استفاده شد

  ).2008و همکاران، 
  خاكاز برداري نمونه

و غیرتراریخته به صورت  بذرهاي پنبه تراریخته
درون گلدان تحت شرایط  تکرار 4تصادفی با  طرح کامل

. کنترل شده دما، نور طبیعی و آبیاري منظم کاشته شدند
 خاك چسبیده به ریشه( خاك از ناحیه ریزوسفرهاي  نمونه

غیر  خاك( غیرریزوسفريو ) شهو متاثر از ترشحات ری
مرحله  4در  )متاثر از ترشحات ریشه یا همان خاك بالک

نونهالی، شروع تشکیل  رشد و نموي مختلف یعنی
براي هر دو گیاه  کاسبرگ، گلدهی و زمان تشکیل قوزه

روز  60در طول  )به عنوان شاهد( تراریخته و غیرتراریخته
لیزهاي بعدي به ها براي آنا همه نمونه. ندآوري شد جمع

  .درجه سانتیگراد ذخیره شدند -20سرعت در دماي 
  هاي زنده شمارش کلنی

ل کشت با استفاده از روش قاب يها کل باکتري
دیوید و دیویدسون،  -بن( شمارش شدند رقت  سري
برداري هاي نمونه گرم از خاك 1براي این کار  ).2014
و شده نمونه برداري هر مرحله رشدي از تکرار  4( شده

مخلوط %  NaCl 9/0 لیتر میلی 9در  )با هم مخلوط شدند
 جمعیت میزان. دقیقه تکان داده شد 15و به مدت 

 Colony)ه صورت واحد تشکیل دهنده کلنی ب ها باکتري
Forming Units; cfu) از میکرولیتر  100 طریق پخش از

محیط ( کشت مناسب  بر روي محیط تهیه شدهرقت 
Tryptic Soy Agar, TSA سهبا  )ها براي رشد باکتري 

 28دماي  گرمخانه در ها پتري دیش .شدتعیین تکرار 
شدند و سپس  نگهداريروز  3درجه سانتیگراد به مدت 

قابل  )cfu( ها کل باکتري جمعیت ینیها براي تع کلونی
از همین روش براي شمارش و تعیین  .شدکشت شمارش 

. شد هز استفادهاي عملکردي قابل کشت نی باکتريجمعیت 
هاي  باکتريبراي تعیین  اختصاصی  هاي از محیط کشت

 کننده نیتروژن تثبیت: مختلف استفاده شدعملکردي 
، KH2PO4 ، MgSO4_7H2Oگرم  2/0گرم گلوکز، 10(

NaCl ،5  گرمCaCO3 ،1/0  گرمCaSO4_2H2O ،15  گرم
گرم گلوکز، 10( کننده فسفات معدنی حل ،)pH 7آگار، 

گرم  CaCl2 ،3/0گرم  1/0 ه مخمر، گرم عصار 5/0
MgSO4_7H2O ،5/2  گرمCa3(PO4)2  ،15 ،گرم آگار 

2/7  pH( و آلی )گرم عصاره مخمر،  5/0گرم گلوکز، 10
گرم  MgSO4_7H2O ،5/2گرم  CaCl2 ،3/0گرم  1/0

Fythic Acid  ،15  ،2/7گرم آگار  pH() ،هو و همکاران

کشت در محیط  ).2005؛ رویی و همکاران، 2008
هایی با هاله  کننده فسفات معدنی، کلونی هاي حل باکتري

  ).2008هو و همکاران، (شود شفاف تولید می
  (PCR1)واکنش زنجیره اي پلیمراز و  DNAاستخراج 

با استفاده از کیت  کل ژنومی DNA استخراج
)PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO   شدانجام. 

-′5رفت آغازگروالی ت( F341-GC/R518 آغازگرجفت از 
GC-clamp-CCTACGGGAGGCAGCAG-3′  توالی و

براي  )ATTACCGCGGCTGCTGG-3′-′5برگشت 
جمعیت باکتریاي  16S rRNA ژن V3ناحیه متغیر  تکثیر
 استفاده شد غیرریزوسفريهاي ناحیه ریزوسفر و  نمونه

-′5( شامل GCتوالی  ).2010یوآن و همکاران، (
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGG

GGCACGGGGGG-3′ (16 تکثیر قطعه .بودS rRNA  با
مدل (با استفاده از دستگاه ترموسایکلر  bp180طول 

BioRad iCycler (دقیقه دماي  5 و طبق برنامه°C95 ، بعد
 60براي  C 51°ثانیه،  60براي  C 94° (سیکل  35از آن 
به مدت  C72°، در آخر هم )ثانیه 30براي  C 72°ثانیه، 

سنجش  .ه براي گسترش نهایی صورت گرفتدقیق 10
آگاروز الکتروفورز ژل با استفاده از  PCRکمی محصول 

. انجام شد) BioRad Sub-Cell دستگاه الکتروفورز مدل(
با استفاده  DNAو استخراج  PCRسنجش کیفی محصول 

 ThermoScientific Nanodropمدل (از دستگاه نانودراپ 
2000c( انجام گرفت .  
  DGGE اجراي

ژل  بر روي PCRاز محصول  مایکرولیتر 20
از مواد دناتوره کننده اوره %  50-20با شیب % 8اکریلامید 
 DCode )BioRad DCode با استفاده از دستگاهو فرمامید 

System DGGE ( محصول . شدالکتروفورزPCR  با دماي
ولت  150ساعت با ولتاژ 4درجه سانتیگراد به مدت  60

سپس به مدت . )2012ي و همکاران، و(الکتروفورز شد
دقیقه با اتیدیوم بروماید در شرایط تاریکی رنگ آمیزي  15
یقه با آب مقطر دوبار دق 15بعد از آن به مدت . شد

دستگاه استفاده از زدایی صورت گرفت و با  استریل رنگ
 Syngene Gbox EF Gel Documentation مدل( داك ژل

System( نتایج  .شد و عکسبرداري مشاهده الگوي باندها
و رسم درخت   DGGEآنالیز کلاستر الگوهاي باندي 

با استفاده از ماتریس تشابه بر پایه ضریب تشابه تبارزایی 
روش جفت گروه بدون  و )Dice coefficients( دایس

 Unweighted Pair Group( وزن با میانگین حسابی
Method with Arithmetic Mean, UPGMA (زار با نرم اف

NTSYS انجام شد 1/2ورژن.  
                                                        

1  . Polymerease Chain Reaction 



 هاي ریزوسفري و غیرریزوسفري خاك روي باکتري Btنبه تراریخته اثر رشد گلدانی پ/  80

  ها آنالیز داده
 Log10(آنالیزهاي آماري براي شمارش میکروبی 

cfu ( به وسیله تجزیه واریانس یک طرفه وتست دانکن در
  .انجام شد 4/9ورژن SAS  و Excel  با نرم افزار% 5 سطح

  و بحثنتایج 
  روش قابل کشت

در صورت گرفته تغییرات  که نتایج نشان داد
هاي قابل کشت ناحیه ریزوسفر گیاه پنبه  ت باکتريجمعی

قابل هاي  تراریخته از یک روند مشابه با جمعیت باکتري
آنالیز . کردتراریخته پیروي کشت ناحیه ریزوسفر پنبه غیر

داري در  نشان داد که هیچ اختلاف معنیهمچنین ها  داده

هاي خاك ریزوسفر و  اندازه جمعیت باکتري
در یک مرحله والدي و  Btیاه پنبه بین گ غیرریزوسفري

دار  اختلاف معنی). 1جدول (رد ندارشدي مشابه، وجود 
هاي ریزوسفر خاك بین مراحل رشدي  در جمعیت باکتري

مختلف براي هر دو گیاه تراریخته و شاهد مشاهده شد، 
وجود  غیرریزوسفريولی این اختلاف براي خاك 

ر مرحله بیشترین جمعیت باکتري ریزوسفري د. نداشت
رشدي تشکیل کاسبرگ یافته شد که در مراحل بعدي 
یعنی گلدهی و تشکیل قوزه در هر دو گیاه شاهد و 

  .)1شکل ( یافتتراریخته کاهش 

  
  پنبه تراریخته خاك ریزوسفريدر  ي عملکرديها باکتريو  ها باکتري کلجمعیت تجزیه واریانس  - 1 جدول

Bt و غیرتراریخته  
اخط واریته نوع باکتري  خطا مراحل رشدي 

ها کل باکتري  004/0  n.s 127/0  11/1 * 256/0  
کننده نیتروژن هاي تثبیت باکتري  019/0  n.s 068/0  561/0 * 003/0  
کننده فسفات معدنی هاي حل باکتري  00002/0  n.s 027/0  22/0 * 001/0  

کننده فسفات آلی هاي حل باکتري  001/0  n.s 0136/0  112/0 * 0005/0  
  است دارمعنیغیر :n.s  است؛دار  معنی درصد 5در سطح : *
  

  
  در مراحل رشدي مختلف گیاه )B(غیر ریزوسفريو  )R(خاك ریزوسفري يها جمعیت باکتريمقایسه میانگین  - 1شکل 

  و شاهد Btتراریخته  پنبه
  

تغییرات در تعداد جمعیت  نتایج نشان داد که
اه پنبه هاي عملکردي قابل کشت ناحیه ریزوسفر گی باکتري

قابل هاي  تراریخته از یک روند مشابه با جمعیت باکتري
 کند تراریخته پیروي میکشت ناحیه ریزوسفر پنبه غیر

داري بین  هیچ اختلاف معنی 1طبق جدول  .)2شکل(

کننده نیتروژن قابل کشت ریزوسفر پنبه  هاي تثبیت باکتري
وجود  و غیرتراریخته در مراحل رشدي مشابه Btتراریخته 

داري بین مراحل رشدي مختلف  اختلاف معنی. داشتن
نونهالی، تشکیل کاسبرگ، گلدهی و تشکیل قوزه هم براي 

. )2-الف( پنبه تراریخته و هم غیرتراریخته مشاهده شد
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داري را در اندازه  نتایج هیچ اختلاف معنی 1طبق جدول
کننده فسفات آلی در خاك  هاي حل جمعیت باکتري

اریخته و شاهد در طی مراحل رشدي ریزوسفر بین پنبه تر
مشخص ) 2-ب(همانطور که در شکل . نشان نداد یکسان

کننده  هاي حل دار در جمعیت باکتري است، اختلاف معنی
فسفات آلی ریزوسفر خاك بین مراحل رشدي گلدهی و 
تشکیل کاسبرگ براي هر دو گیاه تراریخته و شاهد وجود 

هاي  باکتري و در این دو مرحله رشدي جمعیت اشتند
دارا کننده فسفات آلی ریزوسفر بیشترین اندازه را  حل

داري در اندازه جمعیت  همچنین هیچ اختلاف معنی. بودند
کننده فسفات معدنی در خاك ریزوسفر  هاي حل باکتري

و شاهد در طی مراحل رشدي  Btبین پنبه تراریخته 
داري بین  همچنین اختلاف معنی. مشابه مشاهده نشد

هاي تراریخته و شاهد  رشدي و همچنین بین واریته مراحل
  ).2-جشکل (در جمعیت باکتریایی خاك بالک یافته نشد 

) 2008(و همکارانش  هواین نتایج مشابه با نتایج        
داري بین خاك  که آنها هیچ اختلاف معنی طوريه بود، ب

و پنبه غیرتراریخته در تعداد  Btریزوسفري پنبه تراریخته 
برداري در  هاي عملکردي طی چهار مرحله نمونه ريباکت

و  ایکوزاي دیگر  همچنین در مطالعه. چهار مزرعه نیافتند

ور آماري گزارش کردند که به ط) 2008( کیتزاستو
، فعالیت ریزجاندارانداري در جمعیت اختلاف معنی
و ذرت  Btبین خاك ذرت تراریخته  pHآنزیمی آنها و 

ر سال کشت متوالی ذرت وجود اغیرتراریخته بعد از چه
ثابت ) 2011(و همکارانش لی علاوه بر این، . نداشت

کردند که کشت طولانی مدت پنبه تراریخته تغییر 
ها  ها، اکتینومیست داري روي ساختار جمعیت باکتري معنی

نشان دادند ) 2005(و همکارانش رویی . ها ندارد و قارچ
هاي  اد باکتريو تعد Btکه همبستگی بین سطوح توکسین 

عملکردي قابل کشت وجود ندارد و عنوان کردند که 
ممکن نیست به طور مستقیم باعث تغییر  Btتوکسین 

و لیو همچنین . هاي عملکردي ریزوسفر شود تعداد باکتري
یافتند که حضور کلزاي تراریخته  2015همکاران در سال 

در جمعیت خردل وحشی هیچ اثر مستقیمی روي نماتدها 
از این نتایج حاصله  .امع میکروبی خاك نداردو جو

دار بین خاك ریزوسفر  اختلاف معنی یعنی عدمآزمایش 
هاي  در تعداد باکتري  تراریختهو پنبه غیر Btپنبه تراریخته 

 ،عملکردي قابل کشت در طی یک دوره رشدي مشابه
ایمنی گیاهان تراریخته نسبت به  تواند امکان می

  . ان دهدرا نشخاك  ریزجانداران
  

  

  
  

  الف



 هاي ریزوسفري و غیرریزوسفري خاك روي باکتري Btنبه تراریخته اثر رشد گلدانی پ/  82

  
  

  
   )B( غیرریزوسفريو )R(خاك ریزوسفري عملکردي هاي باکتري جمعیتمقایسه میانگین  - 2 شکل

  کننده فسفات آلی حل )بکننده نیتروژن  تثبیت )الف. و شاهد Btتراریخته  در مراحل رشدي مختلف گیاه پنبه
   خاكکننده فسفات معدنی  حل )ج

  
  روش غیرقابل کشت

محصولات  نتایج روش غیرقابل کشت،طبق 
PCR 16  براي ژنS rRNA مشابهی  تقریباًگوهاي باندي ال

. )3شکل( ددابراي گیاهان تراریخته و غیرترایخته نشان 
ها در ریزوسفر  بندي پروفایل باکتري خوشهنتایج حاصل از 
در مراحل رشدي داد که و شاهد نشان  Btگیاه تراریخته 

در . یکسان گیاه تراریخته و کنترل در یک گروه قرار دارند
گردد که  اهده می، مش)4شکل(ها  دندروگرام باکتري

هاي رشدي تشکیل کاسبرگ وگلدهی  هاي مرحله نمونه
براي هر دو گیاه تراریخته و شاهد در یک گروه قرار 

ین دو نیز مربوط به اها  بیشترین رشد باکتريکه  اندگرفته
) 4شکل(ها  در دندروگرام باکتري. مرحله رشدي است

هاي مرحله رشدي نونهالی و تشکیل قوزه در یک  نمونه
کلاستربندي مشخص  این نوع .اند شاخه مجزا قرار گرفته

نموي پنبه روي  که تاثیر مراحل رشد و کندمی

ثیر واریته پنبه هاي میکروبی خاك بیشتر از تأ معیتج
   .تراریخته بودند

هاي بر پایه پلیت  ارزیابی آنالیزهاي مولکولی نیز
ها براي تمام  را که نشان دهنده تغییرات در جوامع باکتري

این . یید کردموي در ناحیه ریزوسفر بودند را تأمراحل ن
بدان معنی است که پنبه تراریخته در مقایسه با پنبه کنترل، 

 همچنین. اثر منفی روي جمعیت میکروبی خاك ندارد
ارایه  2015و همکاران در سال ژانگ نتایج مشابهی توسط 

داري مرتبط با  شد، نتایج آنها نشان داد که تغییرات معنی
ها و  ها، قارچ اثر مراحل رشدي پنبه در تعداد باکتري

هاي ریزوسفر خاك وجود دارد، ولی اختلاف  اکتینومیست
داري در اندازه و ساختار جمعیت میکروبی خاك  معنی
و پنبه ) Bt )NC 33Bسفر بین پنبه تراریخته ریزو
 C4   T4   C3    T3    C2   T2   C1    T1  .وجود نداشت تراریختهغیر

 

  ب

  ج
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  هاي در نمونه 16S rRNA مربوط به PCRهاي  آمپلیکون DGGEپروفایل  - 3 شکل

  هاي ، شماره)C(، پنبه غیرتراریخته )T(پنبه تراریخته . مورد آزمایش خاك ریزوسفري
  اسبرگ، گلدهی و تشکیل قوزههم چهار مرحله رشدي نونهالی، تشکیل ک 4تا  1

  

  
  و غیرتراریخته  Btخاك ریزوسفر پنبه تراریخته  يها باکتريبراي  درخت تبارزایی - 4 شکل
  ، مراحل رشدي مختلف)C(تراریخته ، پنبه غیر)Bt )Tپنبه تراریخته . مرحله رشدي 4در 

)R  و تشکیل قوزهتشکیل کاسبرگ، گلدهی  ،به ترتیب شامل مرحله نونهالی 4 تا 1از شماره(  
  

  گیري نتیجه
بزرگ از تنوع ژنتیک  یمخزن وپیچیده  یمحیطك خا      

تنوع ). 2008راجندران و گوناسکران، ( استمیکروبی 
از آن به عنوان جعبه  است و زیادخاك بسیار   ریزجانداران
آمار دقیقی از  همین دلیلبه  .کنند یاد میسیاه خاك 

 دست آورده توان ب نمیآنها و تعداد  ریزجاندارانهاي  گونه
). 2012؛ برندسن و همکاران، 2013اسکولز و همکاران، (

پیچیدگی تنوع میکروبی از چندین پارامتر و فاکتور متقابل 
  کی از مهمترین این فاکتورها واکنش ـی، ودـش ل میـاصـح

  
هاي میکروبی با گیاهان و محیط زیست  متقابل جمعیت
اثرات  ممکن استگیاهان ترشحات ریشه  .اطرافشان است

خاك داشته  ریزجانداران مختلفی بر روي بقا، رشد و نمو
حقیقت، ارتباط در . اکوسیستم خاك شود و باعث تغییر در

تواند ترکیبات  هاي خاك می بین گیاهان و میکروب
عملکرد و . جمعیت میکروبی ریزوسفر را تغییر دهد

اهی یا ریزوسفر بسته به گونه گی ریزجاندارانفعالیت 
  ).2008فیلون، (دارد واریته و مراحل رشد و نمو گیاه، 

C4   T4   C3    T3    C2   T2   C1    T1 
 



 هاي ریزوسفري و غیرریزوسفري خاك روي باکتري Btنبه تراریخته اثر رشد گلدانی پ/  84

نشان داد که جمعیت هاي این مطالعه  هداد
اي در  ریزوسفر خاك به طور قابل ملاحظه يها باکتري

کند، اما هیچ اختلاف  تغییر میمختلف مراحل رشدي 
شاهد داري بین جوامع میکروبی پنبه تراریخته و  معنی

هاي عملکردي قابل  جمعیت باکتري براي. وجود نداشت
داري بین خاك ریزوسفر پنبه  اختلاف معنی نیز کشت

تراریخته و پنبه غیرتراریخته در مرحله رشدي مشابه 
بر  هاي گوناگون مطالعات زیادي با روش .مشاهده نشد

زا، مثل ذرت، پنبه، برنج، کل( Btروي اثرات محصولات 
صورت  کروبیهاي میروي جمعیت) سیب زمینی، توتون

روي  ،از این محصولات یاثرات مختلف گرفته است و
با این  .هاي میکروبی در خاك گزارش شده استجمعیت

تر در مورد  دست آوردن دانش بهتر و جامعه وجود، براي ب
اثر گیاهان تراریخته روي جمعیت میکروبی خاك و کسب 

نیاز همچنان تر در مورد تنوع میکروبی،  یک مفهوم کامل
هاي نسل  یابی هاي دیگر مثل توالی استفاده از تکنولوژي به

و تکرار ) ,NGS Next Generation Sequencing(بعد 
  .وجود دارد ات در سطح مزرعهآزمایش

  تشکر و قدردانی
 به )کرج(بیوتکنولوژي کشاورزي پژوهشگاه  از

 این اجراي براي لازم امکانات گذاشتن اختیار در خاطر
  .شود یم سپاسگزاري مطالعه
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Abstract 

In this study, effects of T2 Bacillus thuringiensis (Bt) transgenic cotton (line 61) 
and its non-transgenic line on bacterial dynamics were investigated during the 
cotton development stages (seedling, squaring, flowering and boll formation) 
using culturable (viable plate count) and unculturabale (polymerase chain 
reaction-denaturing gradient gel electrophoresis, PCR-DGGE) assays. The 
number nitrogen-fixing bacteria, organic and inorganic phosphate-dissolving 
bacteria in the rhizosphere soil were also determined by cultivation on specific 
growth media. Viable plate count analysis showed an increase in the number of 
total bacteria in rhizosphere soils of both transgenic and non-transgenic 
cultivars as compared to the bulk soil. PCR-DGGE confirmed the results of 
viable plate count assays. No significant differences in number of functional 
bacteria were observed between rhizosphere soil of Bt transgenic and non-
transgenic cotton at one particular stage. However, significant differences in 
bacterial population size in rhizosphere soil observed during the cotton 
development stages in both transgenic and non-transgenic plants, but not for 
bulk soil. The results indicated that Bt transgenic cotton (line 61) might have no 
adverse effects on community structures and total number of culturable bacteria 
in the rhizosphere. 
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