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  کیدهچ

درایجاد  ایی از باکتریهاي خاکزي که اصطلاحاً ریزوبیا نامیده می شوند به لحاظ توانایی دربین پروکاریوتها مجموعه
توالی بین دو . همزیستی تثبیت کننده نیتروژن مولکولی با گیاهان خانواده لگوم حائز اهمیت فراوانی می باشند سیستم
شود از نظـر انـدازه وترتیـب     نامیده می 16S-23S IGSکه اصطلاحاً  rDNAاز مجموعه ژن هاي  23Sو  16Sقطعه 

دراین مطالعه تعداد . نوکلوتیدها بسیار متفاوت بوده و ابزار مفیدي براي گروه بندي سویه هاي ریزوبیومی می باشد
 16S-23S IGSاند، به طریق  شناخته شده) PGPR(سویه برتر ریزوبیومی که بعنوان عوامل محرك رشد گیاه  52

PCR-RFLP افـزار   وبا اسـتفاده ازنـرم  ) روش اکهارت(  پلاسمیدي  و پروفیلphylip version 3.6a3  بنـدي   گـروه
 bp(سویه هاي ریزوبیومی مورد مطالعه از نظـر انـدازه بسـیار متنـوع      IGSنتایج حاصله نشان می دهد که . اند شده

مختلف نیز یکسان نبوده واز یـک تـا سـه نسـخه     سویه هاي  IGSمی باشند بعلاوه تعداد نسخه هاي ) 1486-600
گروه مختلف  46سویه ریزوبیومی در  52مجموع  16S-23S IGS PCR-RFLPبراساس روش .  متفاوت می باشد

  ي سـویه  12با استفاده از ایـن روش بجـز   . اي می باشند تشابه بین سویه% 70گروه داراي  11قرار گرفته که افراد 
54Bj  وBj 53 28هاي   ویهو همچنین سRlv  27وRlv  24هـاي   ، سـویهRlv  23وRvl  17 هـاي   ، سـویهRlp  16وRlp 

. را کاملاً از یکدیگر تفکیک کرده است%) 77(سویه ها  ، مابقی10Smو  11Smو  12Smو  13Smهاي  همینطور سویه
براحتی قابل ) لکولیهاي مو نسبت به سایر روش(گی و نیازهاي اندك آزمایشگاهی  بنابراین روش مذکور بدلیل ساد

گروه بندي مبتنی بر پروفیل پلاسـمیدي سـویه هـاي    . انجام بوده و از کارآمدي و اطمینان بالایی نیز برخوردار است
همـاهنگی   IGS PCR-RFLPمختلف ریزوبیومی مورد استفاده دراین تحقیق تا حدودي با نتایج حاصـل از روش  

و  16Rlpو  17Rlp،  همچنین سـویه هـاي    23Rlvو  24Rlvویه هاي ، س 53Bjو  54Bjدارد، به طور مثال سویه هاي 
درهردو روش بصورت کاملاً مشابه درکنار یکدیگرو درون گروههاي کلاستري  11Smو  12Smو  13Smسویه هاي 

   .جداگانه اي قرار گرفته اند
   روه بندي ژنتیکی، پروفیل پلاسمیدي، گ16S-23S IGS PCR-RFLPهاي ریزوبیومی،  سویه :واژه هاي کلیدي

  
  مقدمه

ــوي    در       ــات قـ ــدان اطلاعـ ــته فقـ ــالهاي گذشـ سـ
حاصل از مطالعه جوامع پیچیده پروکاریوتها  شناسی ریخت

  اغلب  مانع از شناخت دقیق ساختار جوامع میکروبی در

    
و همکــاران  de Oliveria اکوسیســتم هــا گردیــده اســت

 نتیجـه دســتیابی  معهـذا ایـن وضــعیت رکـود در   ). 1999(
  وTPF مله ـفاوتی از جـاي متــنیک هـکـه تـین بـقـمحق
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RAPD- PCR  وrep-PCR که همگی مبتنی بر  …و
PCR تـردیده اسـرتفع گـدودي مـند تا حـمی باش .

Kostman 1992( کارانـــهم و( ،Laguerre  و
) 1996( و همکاران Normand ،)1996( کارانـــهم
یق تکثیر و دست اخیر از طر کولیـــهاي مول نیکــتک

ورزي ژن هاي باکتریایی مطالعه پروکاریوتها را به طور 
راحل ـاز به مـدون نیـوارد بـبسیاري از م مستقیم و در

 .امکان پذیر ساخته است خالص سازي آنها ت وـکش
Bourcier همچنین  )2000( همکاران وWernegreen و 
بین پروکاریوتها  در ثابت کردند که) 1997( همکاران

ا ـزوبیـاً ریـطلاحـجموعه اي از باکتریهاي خاکزي که اصم
ایجاد سیستم  امیده می شوند به لحاظ توانایی درـن

انواده ـاهان خـهمزیستی تثبیت کننده نیتروژن ملکولی با گی
به  .می باشند میت فوق العاده ايـائز اهـگومینوز حـل

 Broughton و Perret ،)1996(و همکاران Laguerreعقیده 
طی یک دهه اخیر  )1993(همکاران  و  Jensen و )1998(

نتیجه کاربرد مجموعه اي از  اطلاعات بسیار ارزشمندي در
خصوص طبقه بندي  در PCRروشهاي مولکولی مبتنی بر 

. و ارتباط ژنتیکی باکتریهاي ریزوبیا حاصل شده است
Wernegreen گزارش کردند که  )1997( همکاران و

سالهاي  که در 16S rDNAژن هاي  براساس مطالعه توالی
 ،مورد توجه بسیاري از محققین قرار گرفته است اخیر

  .دنتیک می باشلباکتریهاي ریزوبیا یک مجموعه پلی فی
یکی از ژن هاي بسیار متداول و  16S rDNAژن 

این . مطالعات فیلوژنتیکی باکتریها می باشد مورد استفاده در
فوق العاده محافظت ژن از نظر ساختمانی شامل بخشهاي 

بین  شده اي می باشد که بصورت مناطق موزائیکی در
این مناطق . قرار گرفته است )متغیر(  حفاظتی قطعات غیر

تعیین میزان قرابت ژنتیکی و  حفاظت شده خصوصاً در
  العاده زیاد  حائز اهمیت فوق ها طبقه بندي پروکاریوت

  ثابت بسیار  16Sهاي موجود در  توالیطول . می باشد
کل اختلاف در ) 1996(و همکاران  Raineyمی باشد، 

 Clostridiumباکتري  16Sجفت بازي ملکول  1550قطعه
paradoxum جفت باز گزارش  200حدود  را در  

لذا امکان تفکیک و تمایز اختلافات ژنی  ،نموده اند
  به راحتی امکان پذیر 16Sبراساس اندازه ملکول 

نشان  )1999(و همکاران  Martinezبعلاوه . نمی باشد
 علیرغم اینکه آن بخش از توالی نوکلئوتیدها دردادند 

اطلاعات  تواند و می که بسیار متغیر می باشد 16Sمولکول 
بسیار مفیدي براي مطالعه ارتباط بین پروکاریوتها فراهم 

 یاما این مقدار تغییرات براي تفکیک پروکاریوت های ،سازد
  ال گونه هاي درون یک جنس کافی با قرابت زیاد به طور مث

توالی بین استفاده از ، 16Sبرخلاف ملکول  ولی .نمی باشد

نامیده  16S- 23S IGSکه اصطلاحاً  23Sو  16Sژن هاي 
به طور قابل ملاحظه اي کاهش را می شود مشکل مذکور 

و  Normand ،) 1999(و همکاران Martinez  داده است
  ).1996( همکاران

 Gurtlerو  Stanisich )1996 ( گزارش نمودند که
آن حتی  توالیاز نظر طول قطعه و  16S-23S IGSمنطقه 

. استهاي تاکسنومیک با قرابت زیاد متفاوت  بین گروه در
Kostman عدد  11تا  1این تعداد را از  )1992( همکاران و

 به عقیده بسیاري از محققین از جمله لذا .گزارش کرده اند
Bourcier 2000( نهمکارا و( ،Martinez  و همکاران

)1999( ،Quatrini مطالعه طول و ترکیب توالی  و همکاران
، ابزار بسیار مفیدي براي مطالعه  نوکلئوتیدهاي این قطعه

   .تغییرات زیستی و یا گروه بندي پروکاریوتها می باشد
Roth  اغلب  مشاهده نمودند که در) 1998(و همکاران

ناء ترتیب مکانی زیر واحدهاي اندکی استث باکتریها بجز
rRNA 16صورت   بهS-23S-5S می باشد .  

Martinez  نیز  و) 1999(و همکارانNormand 
 IGSاختلاف طول  ایننشان دادند که ) 1996( و همکاران

متعددي است  1اساساً ناشی از وجود واحدهاي عمل کننده
 از جمله این واحدها  .اند این قطعات قرار گرفته که در

اغلب  مختلف را نام برد که در tRNAی توان ژن هاي م
هر  باکتریهاي مطالعه شده به تعداد یک یا دو نسخه در

IGS قرار دارند . Condon و  Squires )1995  ( نشان  
درباکتریهاي جهش  IGSداده اند که حذف این قسمت از 
  .نکرده استایجاد داده شده مانعی براي رشد باکتري 

       Bourcierهمچنین )2000(وهمکاران Somasegaran 
مگاپلاسمیدها معمولاً ثابت کردند که ) Hoben)1994 و 

، ژن هاي لازم براي  )nod(حاوي ژن هاي گره زایی 
و ژن هاي لازم براي ) hsn(انتخاب گیاه میزبان خاص 
لذا اصطلاحاً . می باشند) nif(فرایند تثبیت ازت مولکولی 

و بطور اختصار ) سیمپلاسمید یا(پلاسمیدهاي سمبیوتیک 
pSym شوند نامیده می.  Chen وKuo )1994 (همچنین  

Somasegaran   و Hoben)1994( و نیزNour و همکاران 
)a,b 1994(  برخی از  ممکن است درنشان دادند که

 DNAدرصد از  50تا  25هاي ریزوبیومی حدود  سویه
– Martinez  .سلول باکتري بصورت مگاپلاسمید باشد

Romero  و Caballero–Mellado )1996 (ندداد گزارش 
 اتکه انتقال مگاپلاسمیدها نقش بسیار مهمی در تغییر

 Guo همچنین .ژنتیکی و تکامل باکتریهاي ریزوبیومی دارد
 Somasegaran و همکاران، Laguerre، )1999(و همکاران 

که می توان ریزوبیوم هاي  کردندثابت ) Hoben )1994 و 
                                                   

1  - Functional units 
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 مجدد پس از وارد نمودن ومزیست را از خاك جدا غیر ه
توان برقراري بار دیگر سیمپلاسمید به درون سلول باکتري 
  .هم زیستی با گیاه لگوم را ایجاد نمود

  Wernegreen گزارش کردند )1997( همکاران و 
که فعالیتهاي انسانی در سطح مزرعه ممکن است موجب 

یتهاي ریزوبیومی افزایش انتقال مگاپلاسمیدها بین جمع
همچنین ، )1999(و همکاران    Guo گزارش .خاك گردد

Tan 2001(همکاران  و( ، Pisabarro همکاران و )1998( 
تأییدي مجدد بر فرضیه ي نقش انتقال سیمپلاسمیدها در 

 Kuoو  Chen . فرایند تکاملی ریزوبیوم ها می باشد
نشان ) 1994(Hoben و Somasegaran  همچنین) 1994(

مگاپلاسمیدهاي سویه هاي  و اندازه تعداددادند که 
  ریزوبیومی را می توان بعنوان روشی براي گروه بندي

روش مذکور  .سویه هاي ریزوبیومی مورد استفاده قرار داد
نامیده می شود و اغلب پروفیل پلاسمیدي تهیه اصطلاحاً 

  .پذیرد انجام می )Eckhardt)1978 روش  پایهبر 
  مواد و روش ها

 هاي باکتري، شرایط کشت و استخراجـ سویه 1
DNA   

 4سویه ریزوبیومی متعلق به  52این تحقیق از تعداد  در    
جنس سینوریزوبیوم، برادي ریزوبیوم، ریزوبیوم و 

تکثیر ایزوله هاي  .مزوریزوبیوم استفاده شده است
 C28دماي  در TYریزوبیومی بر روي محیط کشت مایع 

. انجام پذیرفته است rpm120نی در و بر روي شیکر دورا
مطابق روش پیشنهادي چن و کاو  ژنومی DNAاستخراج 

  . رح زیر انجام شده استبه ش) 1993(
 5/0با دانسیتۀ نوري کشت باکتري از  ml5/1ابتدا     

(OD620nm)  به مدت سه دقیقه درrpm12000  سانتریفیوژ
 200ار ته لوله هاي اپندروف مقد درباکتري رسوب به . شد

 mM Tris-acetate pH 40    : میکرولیتر از بافرلیزکننده  
7.8 , 20 mM sodium- acetate , 1 mM EDTA ,1%SDS  
اضافه و با پی پـت کردن هاي مـــتوالی مجدداً 

به منظور حذف  .سوسپانسیون یـکنواختی حاصل گردید
میکرولیتر محلول  66مقدار  ،ها پروتــئین ولاشــه باکتري

5M Nacl  مخلوط  .و به خوبی مخلوط گردیدشد افزوده
 rpm12000در  C4 دماي دقیقه در 10حاصل بمدت 
آنگاه بخش شفاف رویی به لوله اپندروف  و سانتریفیوژ شد

استریل دیگري منتقل و هم حجم آن کلروفرم اضافه 
تا  داده شدندمرتبه تکان  50اخیر حداقل هاي  لوله. گردید

 محتویات. ي رنگ حاصل گرددمخلوطی کاملاً شیر
 rpm12000دقیقه در  3اپندروف بمدت هاي  لوله

به لوله  هر لولهسانتریفیوژ شده و مجدداً بخش شفاف 
به  100%پس از افزودن اتانول اپندروف دیگري منتقل و 

 Cساعت دردماي  24به مدت اندازه دو برابر حجم آن، 
و به  C4لوله هاي مذکور در دماي . ندنگهداري شد -20

محلول رویی  سانتریفیوژ و rpm 12000 دقیقه در 30مدت 
 70%رسوب دو نوبت با اتانول  DNA. خارج گردید

نهایتاً توسط دستگاه خشک کننده سانتریفیوژي  شستشو و
)speed –vac (نهایتاً  .خشکانیده شدDNA 50حاصله در 

 DNAصحت . به آرامی حل شد  TE 1Xمیکرولیتر بافر 
 7/0ده از طریق الکتروفورز بر روي ژل آگاروزاستخراج ش

 مراحل بعدي تحقیق در براي استفاده دربررسی و درصد 
  . نگهداري گردید -C20ماي د
  PCRتوسط  16S-23S IGSقطعه  ـ تکثیر 2

ــب ـــراي تــ ـــکثیر قــ از دو  16S-23S IGSطعه ـــ
ــر ــیش رو پرایمـــــ ــپـــــ  FGPS1490 1 دهنـــــ

)TGCGGCTGGATCACCTCCTT( 2نـــده رو  پـــس  و 
(CCGGGTTTCCCCATTCGG) FGPS32/  استفاده شده

 16Sقطعـه  ) /3( قسـمت انتهـایی   پرایمـراول از  .)2( است
شـده   طراحی 23Sقطعه ) /5(از قسمت ابتدایی   وپرایمر دوم

شـامل   میکرولیتـر  50حجـم نهـایی    در PCRعمـل   .است
از هـــر کـــدام از  DNA  ،l 1از نمونـــه  l 1: مقـــادیر 

مخلـوط   M5 (l 8(نده و پس رونده پرایمرهاي پیش رو
dNTPs )1250M ( ،l5 ـــب از  10X PCR  ،l 5 /1افر ـ

 Tag DNAآنـــزیم  MgCl2 )50mM(U 5/1محلـــول 
polymerase  )5u/l (و بعلاوه  ml 5/33  آب دوبار تقطیر

ــایکلرمدل    ــتگاه ترموس ــط دس ــون توس ــد ی  ERKINفاق
ELMER CETUS 480 P  دقـیقه 5: با پریـــود دمایـــی 

°C 95  دقیقـه در   1: شـامل سیکل متـوالی   35طی و سپس
°C 95  ،1 ــه در ــه در  2و   C 56°دقیق ــام  C 72°دقیق انج

  . پذیرفت
 l 5مقـدار    PCRبراي بررسی صحت انجام فرایند 

درصـد بـه مـدت یـک      7/0ژل آگاروز  توسطاز هر نمونه 
رنگ آمیـزي ژل بـه   . ولت الکتروفورز گردید 50 ساعت در

 (1g/ml)محلول رنگی اتیدیوم بروماید  دقیقه در 30مدت 
آب مقطـر انجـام و ژل مـذکور     و سپس رنگ بـري آن در 

 نـانو متـر   312 در طول موجتابش نور ماوراء بنفش  تحت
  .تصویربرداري شدبررسی و 

 QlAquickRبا استفاده از کیت  PCRمحصول نهایی 
spin ي مراحـل بعـد   سازي شده و براي اسـتفاده در  خالص

  . نگهداري گردید  -C20° در دماي تحقیق

                                                   
1 -Forward  
2  - Reverse 
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و آنـالیز   IGS PCR بـرش آنزیمـی محصـولات     – 3
IGS PCR-RFLP   

 IGS PCRتعیین انـدازه و مقایسـه طـول قطعـات               
 نهـایی   از محصـول  l5هاي ریزوبیومی، با برداشـت   سویه
PCR بــر روي ژل عمــل الکتروفــورزانجــام  هــر نمونــه و  

 .انجـام پذیرفتـه اسـت    bp 100مک مارکر ک  به% 2آگاروز 
 آنـزیم  بـراي انتخـاب مناسـب تـرین     1آزمون تناسب آنزیم

 8اسـتفاده از   بـا  IGSPCR قطعات  برشبراي  ندونوکلئازا
 ,HaeIII, Dde I, cfoI,RsaI, AluI,Hinf I)آنـزیم مختلـف   

HhaI,MspI)  آنـزیم   6انجام و از بین آنهاHaeIII  ،HhaI  ،
HinfI  ،AluI  ،DdeI  وRsaI   ــوي ــه الگ ــراي تهی ــرش ب ب

درون  بـرش آنزیمـی  واکنش . گردیدانتخاب  IGS قطعات 
 ، DNAاز نمونـه   l  7حاوي لوله هاي اپندروف استریل 

l 2   ، بــافر آنـزیم مربوطــهU 1  آنــزیم انــدونوکلئاز وl 
بـه مـدت    l 20حجم نهـایی   آب مقطر دوبار تقطیر در10
 IGSنمونه هـاي  . شده استانجام  C37دقیقه دردماي  30

 %3توسط هـر آنـزیم بـر روي ژل آگـاروز     برش داده شده 
 ،ژل هـر  شـده اسـت  الکتروز ولت  70ساعت در  6بمدت 

 و) g/ml1(محلول اتیدیوم بروماید  آمیزي در پس از رنگ
ــر  ــا آب مقط ــري ب ــگ ب ــز رن ــوج  ،نی  nm 312در طــول م

  بنـدي  بـراي گـروه  ). 2 شـکل شـماره  ( تصویربرداري شـد 
 نیـز  و IGS PCR-RFLP براسـاس  هـاي ریزوبیـومی   ویهس

 Phylip version 3.6a3از نـرم افـزار    پروفیـل پلاسـمیدي  
  .استفاده شده است

  پلاسمید استخراج ـ 4
تهیه پلاسمید سویه هاي ریزوبیومی به روش اکهارت 

  2و لیـز سـلولی درون چاهکهـاي ژل   ) با اصلاحات جزیی(
ــاروز  ــد  8/0آگ ــام ش ــد انج ــن روش  رد .)5( درص  mlای

رشد یافتـه بـر روي محـیط کشـت     ( ریزوبیومیکشت 5/1
(TY    2/0با دانسیته نـوري OD620nm  در دور rpm 13000 

ــدت  ــه م ــد  5ب ــوب داده ش ــه رس ــاکتري . دقیق ــوب ب رس
آب مقطـر   l 500ریزوبیومی طی دو مرحله ، اول توسـط  

سـدیم سـارکوزینات   درصـد   3/0استریل و سپس محلـول  
ــه اپنــدروف حــاوي ســلولهاي . شستشــو داده شــد ــه لول ب
ــدار   ــوم مق ــول   l 40ریزوبی  TE10mM+2%FiCollمحل

دقیقه  15لوله هاي اپندروف مذکور به مدت  .اضافه گردید
از محلـول لیـز    l 10بر روي یخ نگهداري و سپس مقـدار 

 TE(10mM)+RNAs A(0.4mg/ml) +lysosyme]: کننـده 
(1mg/ml)+Bromophenol Red (1mg/ml)]  لولـه  ر بـه ه ـ

بر روي ژل آگـاروز  ها  آنگاه تمامی محتویات لولهافزوده و 
                                                   

1  - Enzyme suitability test 

2 -in- gel lysis method of Eckhardt  

 l 25کـدام از چاهکهـاي آن    که قبلاً درون هردرصد  8/0
 SDS 10%   +  xylene cyanol FF (1mg/ml)از محلـول   

حرکـت داده شـده   سمت بـالاي چاهکهـا   قرار گرفته و به 
ه مدت اول ـ ب ؛ الکتروفورز در دو مرحله. رفتقرار گبودند 

ولـت   100سـاعت در   12ولت و سـپس   40نیم ساعت در 
هـاي مـذکور پـس از     ژل .انجام شد) C4(درون سردخانه 
 UVتوسـط نـور    ،دیوم برومایـد یمحلول ات رنگ آمیزي در
  ). 3شکل شماره( قرار گرفتندبرداري  تصویر مورد بررسی و

  نتایج و بحث 
   IGS PCR-RFLPآنالیز -1

تکثیر شـده بوسـیله    IGSقطعات ـ اندازه و تعداد )الف
PCR   

تـرین آنـزیم    آزمون انجام شده براي انتخاب مناسـب 
باکتریهاي ریزوبیومی نشان داد کـه   IGSبراي برش قطعات 

آنــزیم مـورد اســتفاده داراي   8آنــزیم از مجمـوع   6تعـداد  
باشـند کـه بـر     مـی  IGSبیشترین کارایی در برش قطعـات  

  سـري اول . گرفتنـد  حسب کارایی آنهـا در دو گـروه قـرار   
کـه کـارایی    Hae III , HhaI, Hinf I)هـاي   شـامل آنـزیم  (

 ,RsaI)شامل (هاي سري دوم  نسبتاً بیشتري داشتند و آنزیم
DdeI, AluI که کارایی نسبتاً کمتري از خود نشان دادند.   

ــدازه ــه   ان ــول قطع ــا(ي ط   در  16S-23S IGSي )ه
گیـري   زهسویه هاي مختلف ریزوبیـومی از دوطریـق ؛ انـدا   

آنزیمی و مجمـوع   برشقبل از  PCR  IGSمستقیم قطعات 
 IGSآنزیمی قطعه  برشحاصل از  DNAاندازه ي قطعات 

PCR   توسط آنزیم هاي سه گانه سـري اول)HinfI  ،HhaI 
ــارکر  در) HaeIIIو  ــا مـ ــه بـ ــدازه مقایسـ ــولی  انـ مولکـ

(invitrogen,100bp)DNA نتـایج حاصـل   . تخمین زده شد
سویه هـاي ریزوبیـومی    IGSي  طول قطعهه کدهد  نشان می

 bp 1486تـا  ) Rlp 21سـویه  ( bp 600بسیار متفاوت و از 
 .کنـد  تغییـر مـی  ) Rlt 36و  Rlp  ،34 Rlt 19(سویه هاي (

) 1996(، نورمنـد و همکـاران   ) 1993(جنسن و همکـاران  
-16Sنیز طول قطعـه  ) 2002(همکاران  همچنین کاترینی و

23S IGS  مقایسـه بـا دیگـر     یـومی را در سویه هـاي ریزوب
باکتریهاي خاکزي بسیار متفاوت و بزرگتـر گـزارش کـرده    

طول ) 2002(بطور مثال کاترینی و همکاران .  (20,15,8)اند
ــه  باکتریهــاي جــنس بــرادي   را در  16S-23S IGSقطع

 bp900-800، جنس مزوریزوبیـوم   bp800ریزوبیوم حدود 
در جنس  و bp1100ریزوبیوم لگو مینوزاروم حدود  گونه، 

ــینوریزوبیوم  ــد   bp1300-1100س ــرده ان ــزارش ک ). 20(گ
ســویه هــاي  IGSي )هــا(انــدازه قطعــه  1جــدول شــماره 

 IGSي قطعـات   اندازه تفاوت در .مختلف را نشان می دهد
 tRNAرا می توان عمدتاً مربوط به تعداد و نـوع ژن هـاي   

گــو و همکــاران  .(13,1) دانســت IGSمنــاطق  موجــود در
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را دلیل دیگري براي  DNA 1حذف یا اضافه شدن) 1999(
ــه   ــول قطع ــتلاف در ط ــف   IGSاخ ــاي مختل ــویه ه   در س

درصــد از ســویه هــاي  44بطــور کلــی در ). 6(مــی دانــد
 bp 1000کمتـراز   IGSریزوبیومی مورد مطالعه طول قطعـه  

 bp 1400-1000 حــــدود  درصد از سویه ها در 56در  و
بین سویه هاي  در IGSدازه بیشترین تفاوت در ان. باشد می

Rlp ) bp600 -1486 (از طرف دیگر بیشـترین یکسـانی    و
ــدازه  ــاي   در  IGSان ــین ســویه ه   ) Rlt)bp 1290-1486ب

طریـق   از IGSطول قطعه اصـلی  گیري  در اندازه. می باشد
حاصـل   DNAمستقیم در مقایسه با مجموع اندازه قطعـات  

قابـل قبـولی   برخـی از آنزیمهـا همـاهنگی نسـبتاً      برش از
) %80حـدود  (سـویه   42طـور مثـال در   ب. شـود  مشاهده می

بـا   HinfIآنزیم برش حاصل از  IGSمجموع اندازه قطعات 
بـراي  . اختلاف دارد% 20کمتر از  IGSي اصلی  طول قطعه

ز اخـتلاف کمتـر ا  ( IGSاین اخـتلاف انـدازه    Hha Iآنزیم 
 Hae IIIو براي آنـزیم  ) سویه ها%  48(سویه  25در %) 20

مشـاهده مـی شـود لـذا     ) سـویه هـا  % 27(سویه  14تنها در
 DNAي قطعـات   بیشترین هماهنگی بـین مجمـوع انـدازه   

ي طـول   بـا انـدازه   IGSي  حاصل از هضـم آنزیمـی قطعـه   
و  HinfIمربوط به آنزیم ) قبل از هضم( IGSي اصلی  قطعه

ایـن بـدان    می باشـد و  HaeIIIکمترین آن مربوط به آنزیم 
 IGSي  برقطعـه  HaeIIIنتیجـه اثـر آنـزیم     در معنا است که

حاصل می شود کـه بـر روي    DNAقطعات بسیار کوچک 
 .نددرصد قابل تشخیص و اندازه گیري نیسـت  3ژل آگاروز 

قطعات تولید  IGSبر قطعه  Hinf Iبرعکس نتیجه اثر آنزیم 
 3بــر روي ژل آگــاروز  ،DNAبزرگتــر و قابــل تشــخیص 

 PCRحاصـل از   IGSي )هـا (تعداد نسخه . باشد درصد می
در سویه هاي مختلف ریزوبیومی نیـز یکسـان نمـی باشـد     

بین سویه هاي ریزوبیومی از یـک   این تعداد در) 1جدول(
 52مجمـوع از بـین    در. تا سه نسخه متفـاوت بـوده اسـت   
%) 75(ســویه  39تعـداد   ،سـویه ریزوبیـومی مـورد مطالعـه    

سـخه  ن 2داراي %) 7/7(سـویه   IGS  ،4داراي یک نسـخه  
IGS  3هــر کــدام %)  3/17(ســویه ریزوبیــومی  9و تعــداد 

  بیشـترین یکسـانی از نظـر تعـداد    . داشـته انـد   IGSنسخه 
همگی داراي یـک  ( Bjبین سویه هاي  در IGSنسخه هاي 

 5( Rlvو بیشترین اختلاف در بین سویه هاي ) IGSنسخه 
کـدام یـک    سـویه دیگـر هـر    6سویه هر کدام سه نسخه و 

  .شدمشاهده  )نسخه
  ـ گروه بندي سویه هاي ریزوبیومی ) ب

با توجه به اختلاف قابل توجه مشاهده شده در 
سویه هاي  IGSي طول و تعداد نسخه هاي قطعات  اندازه

                                                   
1  - Insertion or Deletion 

ي ارتباط ژنتیکی بین  ابتدا نحوه ،ریزوبیومی مورد مطالعه
) تعداد ي طول و اندازه(سویه ها براساس مشخصات 

قبل از هر گونه ( PCR توسطتکثیر شده  IGSقطعات 
و از طریق ترسیم درخت ژنتیکی ) هضم آنزیمی

)Dendrogram (بندي آنها مورد بررسی قرار  و گروه
  گروه بندي حاصله نشان ) A-4 شمارهشکل (گرفته 

ي ریزوبیومی موجود که مربوط  سویه 52تعداد  ،می دهد
مختلف می باشند ) جنس ، گونه و بیووار(گــــروه  7به 

مختلف قرار گرفته اند که اعضاي  گروه 16ریق در از این ط
کنار  در) تفکیک(بسیاري از شاخه ها بدون اختلاف 

،  تعداد سه Smهاي  بین سویه در. قرار دارند یکدیگر
بصورت مجزا قرار ) 4Smو  3Smو  2Sm(سویـــــه 

نیز  9و   10و  11و  12و  13Smسویه هاي . گرفته اند
قرار  4 گروه کنار یکدیگر در ربدون هیچگونه اختلاف و د

اختلاف با % 50ضمن  5 و  6و  7Smسویه هاي . دارند
. واقع شده اند 3ه گرو همگی در 23و  24Rlvسویه هاي 

و  33Rlv  ،30  ،29 ،26در نزدیکی سویه هاي  8Smسویه 
35Rlt 36هاي  سویه. قرارگرفته استRlt  نیز با حدود  34و

قرار  4گروه  در  Sm تشابه در نزدیکی سویه هاي% 70
کنار سویه کند  در 50و  51Bjسویه هاي کند رشد . دارند
و سـویــه هاي تــند رشد ) 15 شاخه در( 37Bspرشد 
51Bj   47هاي   کنار سویــه در 53وMc  15وRlp )در 
نیز بصورت مجزا  Rlpسویه هاي . واقع شده اند) 14شاخه 

ز بین سویه هاي ا. قرار گرفته اند 5ه گروو یا عمدتاً در 
بصورت مجزا  46و  48Mcجنس مزوریزوبیوم، سویه هاي 

 52Bjهمراه با سویه  43Mc  ،42  ،41  ،40ولی سویه هاي 
کنار سویه هاي تند  در 47Mcي  می باشند، ضمناً سویه

در کنار  44Mcي  و سویه 14 گروه در 53و  54Bjرشد 
نشان  این وضعیت. قرار دارند 19Rlp  ،17  ،16هاي  سویه

از نظر طول و تعداد قطعات  Smمی دهد که سویه هاي 
IGS  بیشترشبیه سویه هايRlv  وRlt مقابل  در. باشند می

سویه هاي مزوریزوبیوم که بصورت مجزا و یا همراه با 
حتی برخی سویه  و Bjسویه هاي کند رشد و تند رشد 

می باشند داراي پراکنش بین گروهی فراوانی  Rlpهاي 
ي رفتاري این گروه از نظر  با ماهیت و نحوه هستند که

کاتریــنی و همکاران . سرعت رشد نیز هماهنگی دارد
با استفاده ) a 1994و  b(همچنین نور و همکاران ) 2002(

نشان داده اند که  16S-23S IGS PCR-RFLPاز تکنیک 
یزوبیوم که بین سویــه هاي جنس مزور ناهمگنی زیادي در

باشند  می) Cicer arietinum( قادر به تلقـیح گیاه نخود
   (20,17,16). وجود دارد

 - 23S IGSي  آنزیمی قطعه برشهمچنین الگوي 
16S هاي مختلف ریزوبیومی توسط هر کدام از  سویه



  .......تکنیک هاي گروه بندي ژنتیکی برخی از سویه هاي ریزوبیومی بومی خاکهاي ایران با استفاده از/  94

و  HhaIو  HinfIآنزیمهاي سه گانه سري اول شامل 
HaeIII الگوي ترکیبی بعلاوه با توجه به  ،تهیه شده است

هضم آنزیمهاي سه گانه مذکور اقدام به ترسیم درخت 
 تصویر شماره(گروه بندي سویه ها شده است  ژنتیکی و

4-B .( سویه ریزوبیومی مورد  52براین اساس مجموع
گروه  11افراد . گروه مختلف قرار گرفته اند 36مطالعه در 

اي گروه حاصله حدوداً دار 36از مجموع ) سویه 31شامل (
سویه  21تعداد  و. تشابه بین سویه اي می باشند% 70

 1جدول شماره  .ریزوبیومی بصورت مجزا قرار گرفته اند
با تشابه درون (ي  گانه 11وضعیت گروه هاي کلاستري 

  و سویه هاي مربوطه را نشان ) %70وهی بیش از گر
  دندوگرام ترسیم شده نشان می دهد که بجز . می دهد

که به صورت مجزا قراردارند  2و  3و  4Smسویه هاي 
قرار  G1و  G2درون گروه هاي  Smمابقی سویه هاي 

  گرفته اند و این موضوع حاکی از تشابه درون گروهـــی 
درعوض تمامی سویه هاي  .باشد آنها می) بین سویه اي(

Rlp  17بجز سویه هايRlp  بصورت مجزا می باشند 16و .
   Rlvمی سویه هاي حاوي تما G4و  G5و  G6گروه هاي 

 Rltسویه هاي . است) 26و  32Rlvبه استثناي سویه هاي (
با اندکی  34Rltي  قرار گرفته اند وسویه G7نیز درون گروه

همچنین . بصورت جداگانه قرار دارد%) 15حدود (اختلاف 
 G12درون گروه ) 53و  Bj )54 Bjسویه هاي تند رشد 

کند رشد  نیز حاوي سویه هاي G11واقع شده و گروه 
51Bj  52ي کند رشد،  باشد دیگر سویه می 50وBj با ،

 45Mcهمراه با سویه ) %5کمتر از (اختلاف بسیار کم 
 Mcهاي  اغلب سویه. قرار گرفته است G 9درون گروه 

قرار  G8درون گروه  40و  41و  42و  43و  Mc 48شامل 
   46و  Mc 49هاي  نیز شامل سویه G10گروه . گرفته اند

نیز به صورت مستقل قرار  Mc ،44 47شد سویه هاي می با
همچنین دندوگرام حاصل از الگوي ترکیبی . گرفته اند

سویه  15هضم آنزیمهاي سه گانه نشان می دهد که 
، )G1گروه ( 5و  6و  7Smریزوبیومی شامل سویه هاي 

، همچنین )G2گروه ( 10 و 11و  12و  13Smسویه هاي 
، 34Rlv، سویه هاي )G3 گروه( 16و  17Rlpسویه هاي 

نیز  و) G5گروه ( 27و  28Rlv، سویه هاي )G4گروه ( 23
بدون اختلاف درون ) G12گروه ( 53و  54Bjسویه هاي 

بطور . خود قرار گرفته اند به گروه هاي کلاستري مربوط
کلی استفاده از سه آنزیم سري اول ونیز الگوي ترکیبی 

 2/71( سویه  37هضم این سه آنزیم توانسته است تعداد 
سویه ریزوبیومی مورد مطالعه را کاملاً از  52از مجموع %) 

  . یکدیگر تفکیک نماید
 15براي مطالعه ارتباط ژنتیکی و امکان تفکیک تعداد      

سویه ریزوبیومی که آنزیمهاي سه گانه سري اول قادر به 

از آنزیمهاي سه گانه سري دوم که شامل  تمیز بین آنها نبود
AluI ،DduI  ،RsaI هرکدام از  برشالگوي . استفاده گردید

آنزیمهاي مذکور براي  برشاین آنزیمها ونیز الگوي ترکیبی 
برش در الگوي . سویه هاي باقی مانده تهیه شده است  15

از  54Bjو  53Bjسویه هاي  RsaIو  AluIهر دو آنزیم 
قادر  DduIیکدیگر تفکیک شده اند در صورتیکه آنزیم 

بعلاوه دراثر  .وت بین این دو سویه را نشان دهدنبود تفا
ي  از مجموعه 13Smو  10Smسویه هاي  AluIآنزیم  

. جدا شده اند 10و  11و  12و  13Smي  تفکیک نشده
  ي ریزوبیومی تفکیک شده توسط  تمامی چهار سویه

،  13Smو نیز  53و  54Bjشامل  ( RsaIو AluI آنزیم هاي 
تشابه بین گروهی می باشند % 70کماکان داراي حدود ) 10

مابقی . و لذا درون کلاسترهاي مربوطه خود قرار دارند
مجموعه هاي تفکیک نشده سویه هاي ریزوبیومی به علت 

هاي سه گانه سري دوم به همان صورت  عدم تأثیر آنزیم
باقی  C5و  C4و  C3و  C1درون گروههاي کلاستر 

% 20جر به تفکیک اثر آنزیمهاي سري دوم تنها من .اند مانده
  . گردید) سویه 15(از سویه هاي تفکیک نشده 

نتایج این تحقیق نشان می دهد که اولاً تنوع 
فراوانی بین سویه هاي ریزوبیومی یک گونه و حتی  ژنتیکی

این نتیجه با مشاهدات بسیاري از . شود بیووار مشاهده می
). 25,14,6,4,1(این زمینه همخوانی دارد محققین دیگر در
قادر است  16S-23S IGS PCR-RFLPثانیاً اینکه روش 

که را تفاوت بین سویه هاي ریزوبیومی مورد مطالعه 
بخوبی  ،اختلاف آنها از جهات مختلف قبلاً ثابت شده است

بطوریکه با استفاده از  .در حد قابل قبولی نشان دهد و
 52از مجموع %) 77(سویـــه  40ایــن روش تعـــداد 

طالعه به خوبی و مشخصاً از یکدیگر تفکیک سویه مورد م
همچنین لاگري و ) 2002(بارسیر و همکاران . شده اند

نیز ثابت نمودند که قدرت ) 1994 و 1996(همکاران 
تشخیص و تفکیک باکتریهاي ریزوبیومی در سطح سویه 

نسبت به  16S-23S IGS PCR-RFLPتوسط روش 
 یا و 16S rDNAروشهاي دیگر همچون تعیین توالی منطقه 

بسیار بیشتر ) 16S ARDRA(این منطقه  RFLPتکنیک 
-IGS PCRبطور کلی می توان روش ). 11,10,1. (است

RFLP تفکیک بین سویه ها  را بدلیل توانایی آن در
مقایسه با دیگر روشهاي  همچنین بدلیل سادگی آن در

ي ارتباط ژنتیکی بین  ي نحوه مولکولی موجود براي مطالعه
هاي ریزوبیومی مناسب  نیزگروه بندي سویه سویه اي و

، )2000(و همکاران  Bourcier .دانسته و توصیه نمود
Martinez  همچنین ) 1999(و همکارانMartinez –
Romero  و Caballero–Mellado )1996 ( نیز تکنیک

حاضر را به دلیل کارآمدي و اطمینان، سادگی و نیازهاي 
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، توصیف و غربال آزمایشگاهی کمتربراي تشخیص سریع
  .اند زوبیومی توصیه کردهکردن سویه هاي ری

گروه بندي سویه هاي ریزوبیومی براساس پروفیل  ـ2
  پلاسمیدي 

پروفیل پلاسمیدي سویه هاي ریزوبیومی به 
 DNAاین روش  در .روش اکهارت تهیه شده است

سه ژل توسط سویه ریزوبیومی  52تمامی پلاسمیدي 
ژل  .الکتروفورز شد cm 25×20 ادبا ابعدرصد  8/0آگاروز 

  ، ژل دوم شامل  Smو  Rlpاول شامل سویه هاي 
 Bjو ژل سوم شامل سویه هاي  Bsp  ،Rlt  ،Rlvسویه هاي 

بدلیل فراهم نشدن مارکر مولکولی . بوده است Mcو 
 اندازهمکان گزارش امناسب براي ارزیابی اندازه پلاسمیدها 

ي پلاسمیدي  مقایسه نهات لذا .قطعات پلاسمیدها فراهم نشد
. پذیرفتبین سویه هاي مربوط به هر ژل آگاروز انجام 

  براي ترسیم دندوگرام مربوط به پروفیل پلاسمیدي 
 Phylip version 3.6سویه هاي ریزوبیومی نیز از نرم افزار 

a3 دندوگرام مربوط به پروفیل . استفاده شده است
ه تمامی نشان می دهد ک Smو Rlpپلاسمیدي سویه هاي 
سویه هاي . قرار گرفته اند گروه 9سویه هاي مذکور در 

7Sm  ،6  ،4  بدون اختلاف با یکدیگر بر روي بخشی از
با اختلاف  ،2Smکنار آنها سویه  در یک قرار دارند و گروه

و  5و  Sm 8سویه هاي  .قرار گرفته است% 17نسبی حدود 
 و 2 گروهبر روي % ) 30حدود (نیز با اندکی اختلاف  3

بدون  11و  12و  Sm 13شامل سویه  Sm يمابقی سویه ها
تمامی . قرار دارند 3گروه  کنار یکدیگر در اختلاف در
واقع شده اند که  9و  5هاي  گروهدرون  Rlpسویه هاي 

بصورت یک گروه با ) 15و  16و  17Rlp( 5 گروهاعضاي 
ولی سویه هاي درون % 70تشابه درون گروهی حدود 

% 30با اختلافی بیش از ) 14و  18و  19و  20Rlp( 9 شاخه
  .اند کنار هم قرار گرفته در

دندوگرام مربوط به پروفیل پلاسمیدي سویه هاي 
Bsp  وRlt  وRlv  30نشان می دهد بجز سویه هايRlv و 

 Rlv 24سویه هاي . که به صورت مجزا قرار گرفته اند 22
آنها  کنار واقع شده و در 2 گروه بدون اختلاف در 23و 

و به صورت یک گروه  25و  26و  28و  29Rlvهاي  سویه
 27و  31Rlvهاي  سویه. واقع شده اند% 70با تشابه حدود 

همچنین سویه  ،6 گروه در نیز بدون اختلاف با یکدیگر
بدون اختلاف در کنار یکدیگر و همراه  32و  Rlv 33هاي 

ویه این س. قرار دارند 8گروه  در 34 و 36Rltهاي  با سویه
بدون اختلاف همگی  37و  38Bspسویه هاي  کنار ها در

  . اند واقع شده 12در گروه 
  Mcو  Bjدندوگرام سوم مربوط به سویه هاي 

  44و 45و  46Mcاین دندوگرام سویه هاي  در که می باشد

اند  قرار گرفتهبدون اختلاف درون گروه اول  41و  43و 
. داردی اختلاف اندکبا سویه هاي قبل   49Mcي  ولی سویه

درون % 30با اختلاف بیش از  نیز 42و  48Mcسویه هاي 
کنار سویه هاي تند  در 47Mcسویه . واقع شده اند 2 گروه
 51Bjهاي کند رشد  سویه. قرارگرفته است 53و  54Bjرشد 

یک گروه می باشند ولی سویه  بدون اختلاف در 50و 
52Bj  زیادي با آن دو سویه داردنسبتاً اختلاف .  

مجموع گروه بندي مبتنی بر پروفیل  در
 پلاسمیدي سویه هاي مختلف ریزوبیومی مورد استفاده در

-IGS PCRاین تحقیق تا حدودي با نتایج حاصل از روش 
RFLP 54به طور مثال سویه هاي  ،هماهنگی داردBj  53و 

و  17Rlp، همچنین سویه هاي  23و  24Rlv، سویه هاي 
دو روش  هر در 11و  12و  13Smو سویه هاي  16

و درون گروههاي  کنار یکدیگر بصورت کاملاً مشابه در
و  Rigottier-Gois. کلاستري جداگانه اي قرار گرفته اند

نیز ) 1992(و همکاران  Laguerreو ) 1998(همکاران 
گزارش نمودند که همبستگی نسبی بین ژنوتیپ هاي 
ا سیمپلاسمیدي و ژنوتیپ هاي کروموزمی ریزوبیوم ه

البته قدرت تفکیک و تمایز بین ). 22 12,( وجود دارد
بیشتر از روش  RFLPسویه هاي ریزوبیومی در روش 

سویه  52پروفیل پلاسمیدي بود، بطوریکه از مجموع  
از یکدیگر تفکیک شدند در %) 79حدود ( سویه 41تعداد 

سویه  26صورتیکه در روش پروفیل پلاسمیدي تنها تعداد 
با دیگر سویه ها %) 52(یه ریزوبیومی سو 50از مجموعه 

 .متفاوت بوده و بین مابقی سویه ها تفاوتی مشاهده نشد
Laguerre  عدم گزارش دادند که ) 1992( همکاران و

وجود همبستگی کامل بین دو روش مذکور، صرف نظر از 
ماهیت دو روش، احتمالاً به استعداد سویه هاي ریزوبیومی 

یافت مجدد پلاسمید هاي خود براي از دست دادن و یا در
   .نیز ارتباط دارد
  سپاسگزاري

آزمایشگاه بیولوژي  این تحقیق با حمایتهاي مالی
که است، پذیرفته انجام و بیوتکنولوژي خاك دانشگاه لاوال 

تشکر و قدردانی بعمل نجام شده مساعدتهاي ابدینوسیله از 
 هاي دوست عزیز آقاي دکتـر راهنمائی همچنین از . آید می

ــاي   ــز از آق ــود محمــدي و نی ــناس  R. Kuwaمحم کارش
آزمایشگاه تحقیقات بیولوژي و بیوتکنولوژي خـاك، مرکـز   

در . تحقیقات علوم زیستی دانشگاه لاوال تشـکر مـی شـود   
ــان لازم اســت از مســاعدت ریاســت محتــرم مؤسســۀ   پای
تحقیقات خاك و آب کشور استاد محترم آقاي دکتر جعفـر  

گزاري بعمـل  یشان تشکر و سپاس ـملکوتی و نیز همکاران ا
  .آید



  .......تکنیک هاي گروه بندي ژنتیکی برخی از سویه هاي ریزوبیومی بومی خاکهاي ایران با استفاده از/  96

  
  سویه هاي ریزوبیومی 16S-23S IGS PCR-RFLP و PCR - IGS ـ مشخصات  1جدول شماره 

گروه بندي 
هاي  سویه

  ریزوبیومی براساس
IGS PCR PFLP  

  )تشابه% 70حدود (

تعداد   :از طریق ) bp(اندازه گیري شده  IGSطول قطعه 
قطعات 

IGS   گیاه
  میزبان

  یزوبیومیکد سویه ر
  گیري مستقیم  اندازه: حاصل از برش آنزیم  DNAي قطعات  مجموع اندازه

  اختصاري  کلکسیون
Hae III  Hae I  Hinf 1 قبل از برش آنزیم    

  Sm 7  2 Sm  یونجه 3 625+677+767) 2069( 575 768 855  جدا
  Sm38  3 Sm  ً  1 665  415 423 281  جدا
  Sm44  4 Sm  ً  1 1098 1075 1048 737  جدا
G1  475 490 425 625 1  ً  Sm52  5 Sm  
G1  475 490 425 625 1  ً  Sm54  6 Sm  
G1  475 490 425 625 1  ً  Sm73  7 Sm  
G2  785 1059 1390 1352 1  ً  Sm119  8 Sm  
G2  846 1191 1320 1290 1  ً  Sm125  9 Sm  
G2  846 1191 1333 1290 1  ً  Sm127  10 Sm  
G2  846 1191 1333 1290 1  ً  Sm128  11 Sm  
G2  846 1191 1333 1290 1  ً  Sm129  12 Sm  
G2  846 1191 1333 1290 1  ً  Sm164  13 Sm  
  Rlp254  14 Rlp  لوبیا  1 926 1000 853 629  جدا
  Rlp256  15 Rlp  ً  3 1352+1230+ 1067) 3649( 2497 963 2999  جدا
G3  1071 727 1317 1173 1  ً  Rlp257  16 Rlp  
G3  1071 727 1317 1173 1  ً  Rlp261  17 Rlp  
  Rlp272  18 Rlp  ً  1 1290 939 1086 1021  جدا
  Rlp274  19 Rlp  ً  3 1486+1352+1173) 4011( 2717 1764 3503  جدا
  Rlp281  20 Rlp  ً  3 971+650+678) 2299( 1249 1136 1141  جدا
  Rlp305  21 Rlp  ً  1 600 489 418 175  جدا
  Rlp307  22 Rlp  ً  1 634 630 580 220  جدا
G4  913 1039 1442 )1833 (525+577+731 3  باقلا  Rlv319  23 Rlv  
G4  913 1039 1442 )1833(525+577+731 3  ً  Rlv320  24 Rlv  
  Rlv329  25 Rlv  ً  1 1418 1380 1249 987  جدا
G4  922 1339 1316 1352 1  ً  Rlv331  26 Rlv  
  Rlv336  27 Rlv  ً  3 926+731+675) 2332( 2065 2171 2208  جدا
G5  2208 2171 2065 )2332(675+731+926 3  ً  Rlv338  28 Rlv  
G6  904 1175 1316 1352 1  ً  Rlv340  29 Rlv  
G6  904 1378 1316 1352 1  ً  Rlv342  30 Rlv  
G5  2208 2162 2065 )2307(650+731+926 3  ً  Rlv345  31 Rlv  
  Rlv488  32 Rlv  عدس  1 1290 3789 3531 1666  جدا
G6  904 2073 2403 1352 1  ً  Rlv490  33 Rlv  
  Rlt360  34 Rlt  شبدر 2 1486+1290) 2776( 2403 2179 1582  جدا
G7  828 2153 2467 1352 1 ً  Rlt362  35 Rlt  
G7  828 2873 2403 )2776 (1290+1486 2 ً  Rlt363  36 Rlt  
  Bsp 226  37 Bsp  بادام زمینی 1 883 874 887 798  جدا
  Bsp 229  38 Bsp  ً 2 670+680)1350( 914 993 347  جدا
G8  798 742 874 971 1 نخود  Mc 241  40 Mc  
G8  1342 676 1817 )1897 (926+971 2 ً  Mc 243  41 Mc  
G8  763 762 989 971 1 ً  Mc 248  42 Mc  
G8  827 646 989 971 1  ً  Mc 375  43 Mc  
  Mc 378  44 Mc  ً  1 1173 1030 420 650  جدا
G9  798 344 1145 1064 1  ً  Mc 381  45 Mc  

G10  853 596 975 1119 1  ً  Mc 382  46 Mc  
  Mc 384  47 Mc  ً  1 1230 1214 325 681  جدا
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گروه بندي سویه 
هاي ریزوبیومی 

  براساس
IGS PCR PFLP  

  )تشابه% 70حدود (

  :از طریق ) bp(اندازه گیري شده  IGSطول قطعه 

تعداد قطعات 
IGS  

  گیاه میزبان

  کد سویه ریزوبیومی
: حاصـل از بـرش آنـزیم     DNAقطعـات  ي  مجموع اندازه

  اختصاري  کلکسیون  گیري مستقیم  اندازه
Hae III  Hha I  Hif 1 قبل از هضم آنزیم  

G8  729 762 989 1018 1  ً  Mc 419  48 Mc  
G10  827 596 874  1064 1  ً  Mc 433  49 Mc  
G11  544 823 788 883 1  سویا  Bj 180  50 Bj  
G11  544  812 742 883 1  ً  Bj 193  51 Bj  
G9  784 557 784 971 1  ً  Bj 223  52 Bj  

G12  970 601 1214 1230 1  ً  Bj 239  53 Bj  
G12  970 601 1214 1230 1  ً  Bj 240  54 Bj  

  

  

  

  

 
  Hinf1توسط آنزیمRlvو Rlp الگوي برشی  سویه هاي-2شکل
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 Rlv , Rlt - پروفیل پلاسمیدی سویھ ھای 3شکل

  
  

  

  
A)     (  

  
B)   (  

  )HaeIII , HhaI , HinfI (  بعد از برش توسط آنزیم ها ي سري اول   )B(     قبل از برش IGS-PCRدندوگرام  ) A( -4شکل
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