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 خلاصه
 

تريهاي ريزوبيوم حاوي مگاپلاسيمد با روشهاي معمول       كي در با  مردن ژنوم پلاسميدي از ژنوم كروموزو     كاجد
امكان جدا سازي ژنوم     با تهيه خزانه ژن و انجام تكنيك هيبريداسيون            اما  . آزمايشگاهي بسيار مشكل است    

 در  .مي گرددوبيوم امكان پذير    ريزمختلف باكتريهاي   هاي  سويه مشترك در بين    و مطالعه پلاسميدهاي    پلاسميدي  
 سويه ريزوبيوم لگومينوزارم بيوار ويسيه تهيه و سپس پروفيلهاي پلاسميدي           ٢٠٠ي  دلاسميهاي پ پروفيل اين مطالعه 

نتايج بدست آمده نشان داد     .  مطالعه شدند  ٧١٣١ سويه    با كاوشگرهاي پلاسميدي حاصله از خزانه ژن        آنها متفاوت
 داراي  ٧١٣١با سويه   وزارم بيوار ويسيه جدا شده از مناطق آلوده با فاضلاب شهري             لگومين  سويه ريزوبيوم  ٧كه  

 د مشترك يپلاسمفاقد   ،ا آلودگي ببدون آلودگي يا    مناطق  هاي جدا شده از      ه  بقيه سوي  . بودندپلاسميد مشترك   
قش آنها را در سلول      پلاسميدهاي مشترك بين سويه هاي ريزوبيوم و ن       تواني ساخت خزانه ژن م   با  بنابراين  . بودند

 . مطالعه كرد
 

  ريزوبيوم  ، ژن خزانه ژن، پروفيل پلاسميد:كليديواژه هاي 
 

 مقدمه
باكتريها ساير  مانند  همواد ژنتيكي در باكتريهاي ريزوبيوم        

 بسياري از باكتريها داراي     .استكروموزوم و پلاسميدها    بصورت  
قطعات  در حقيقت     پلاسميدها. مي باشنديك يا چند پلاسميد      

بسيار كوچكتر از كروموزومها      هستند كه معمولا     DNA حلقوي
ها در  دپلاسمي. بطور مستقل تكثير شوند     مي توانند   و    بوده

گستره اندازه ). ١٠( كنند   هاي بسيار زيادي ايفا مي    ش باكتريها نق 
در ). ١١(باشد  ي هزار جفت باز م     ١٥٠٠-١٥٠پلاسميدها بين   

هاي دتوانند تكرار پلاسمي   ي مبعضي موارد پلاسميدهاي بزرگ       
كوچك باشند كه اين حالت براي افزايش تاثير ژن در سلول                

هاي ن ريزوبيوم ژ باكتريهاي  هاي  ه در بسياري از سوي    . باشدي م
تشكيل گره، انتخاب گياه ميزبان و تثبيت ازت بر روي                    

از طرفي نقش بسياري از      . اند  قرار گرفته  (pSym)پلاسميدها  
در سلولها    (Cryptic plamsid)يك   هاي كريپت  دپلاسمي

شناخته نشده است ولي مطالعات نشان داده است كه حضور آنها           

 ).٧(تأثير دارد    در زنده ماندن باكتريها       بومي  هاي  يتدر جمع 
 و  (Curing)ها از سلول     با خارج كردن پلاسميد    محققين معمولا 

 .كنندي نقش پلاسميدها را مطالعه م    سلولهاي ديگر    به   آنانتقال  
 العاده پايدار   ها در باكتريهاي ريزوبيوم فوق         دبيشتر پلاسمي  

هاي ديگر  ه  و امكان خارج ساختن و انتقال آنها به سوي            هستند
هاي كريپتيك  دپايداري و ماندگاري پلاسمي   .  است بسيار مشكل 

هاي يهاي درگير در فرآيند تثبيت ازت در باكتر             دو پلاسمي 
 نسل مورد مطالعه    ١٢٠  و ٩٠ ،   ٦٠ ، ٣٠ريزوبيوم فازئولي بعد از     

نشان داده است كه اين     اين تحقيق   نتايج  ). ١٢(قرار گرفته است    
 شايد به . انده پلاسميدها ماندگاري بسيار زيادي در سلول داشت        

هاي يمين دليل است كه محققين تغيير در مواد ژنتيكي باكتر          ه
بنابراين ). ٦(اند  ه هاي بزرگ را بسيار ناچيز دانست     دحاوي پلاسمي 

ام مطالعات ژنتيكي بر روي ژنوم پلاسميدي بدليل بزرگي             انج
از طرف ديگر امكان جدا كردن           . آنها بسيار مشكل است      

مگاپلاسميدها با استفاده از گراديان كلريد سزيم عملي                 



 ١٣٨٤، سال ١، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٢٤٠

را ) ٨( هزار جفت باز      ١٥٠٠هايي با   دزيرا مگاپلاسمي . باشد نمي
ده از آگاروز   استفا. جدا كرد بسهولت   يكروموزومژنوم  توان از   ي نم
ولتاژهاي بالا در تكنيك       و استفاده از         درصد  ٦/٠ تا     ٤/٠

 پلاسميدهاي باكتريهاي ريزوبيوم     لالكتروفورز براي تهيه پروفي    
 ٤ (خود گواه ديگري بر بزرگي اندازه مگاپلاسميدها مي باشد        نيز  
از سوي ديگر تعداد كپي كم مگاپلاسميدها در داخل سلول و            ). 

اي پروفيلهاي پلاسميدي، امكان       در ژله   DNAغلظت كم     
با استفاده از روشهاي    نيز   پلاسميدي از ژل را       DNAاستخراج  

هاي  با ساخت خزانه ژن از سويه     . سازد ميبا مشكل روبرو    معمول  
توان به قطعات نسبتا بزرگ پلاسميد بسته به نوع            ريزوبيوم مي 

به اين ترتيب امكان مطالعه       . حامل استفاده شده دست يافت      
 و نقش آنها در سلول و همچنين مطالعه                      ميدهاپلاس

ريزوبيوم باكتريهاي     هاي   مشترك در بين سويه    پلاسميدهاي  
 .شود فراهم مي

هاي پلاسميدي از   ر جدا كردن كاوشگ    ،هدف از اين مطالعه    
 كه با داشتن اين كاوشگر امكان         :هاي ريزوبيوم بود  يژنوم باكتر 

اي بومي    هشناسايي پلاسميدهاي مشترك در بين جمعيت          
خود گامي امر  كه اين  مي گرددهاي باكتري ريزوبيوم فراهم      سويه

آن مل  بسوي درك ويژگي اعطاء شده از پلاسميد به سويه حا            
 .باشد مي

 
 هاش مواد و رو

دويست سويه باكتري ريزوبيوم لگومينوزاروم بيوار ويسيه           
آلوده و غير آلوده به      هاي گياه ماشك مناطق      ه جدا شده از گر    

پروفيل  براي تهيه     . براي اين مطالعه انتخاب شدند        ب  فاضلا
با ). ٥(شد  اين سويه ها از روش اكارت استفاده           پلاسميدي  

 سويه ريزوبيوم لگومينوزارم     ٢٥مقايسه پروفيلهاي پلاسميدي،     
). ٢ (  پروفيلهاي پلاسميدي متفاوت انتخاب شدند      با بيوار ويسيه 

نوزاروم بيوار ويسيه   سپس غالبترين سويه باكتري ريزوبيوم لگومي     
 پلاسميد كه از محلهاي آلوده با فاضلاب جدا شده           ٨ با   )٧١٣١(

 .بود، براي ساختن خزانه ژن انتخاب شد
 خزانه ژن
براي ساختن خزانه ژن استفاده       Lambda GM-12 حامل

 ٩ و   ٢٠  داراي    بترتيب (vector)  حامل  و راست  بازوي چپ . شد
.  هزار جفت باز بود    ١٤ هزار جفت باز و قطعه وسط فاژ داراي          

 مورد نظر جايگزين     DNA  همين قطعه توسط قطعات     معمولا

بزرگي قطعه وسط اين حامل دليل برتري و انتخاب اين          . شود مي
. ديگر مي باشد حامل نسبت به ساير فاژها و حاملهاي پلاسميدي         

 قادر  SacI, NotI, BamHI, EcoRI, XhoI, XbaIآنزيمهاي  
 .باشند امل ميبه برش قطعه وسط اين ح

 
 

در اين مطالعه بازوهاي راست و چپ اين حامل با آنزيم                
XhoI            برش داده شده و سپس براي جلوگيري از الحاق مجدد ، 
 ,dTTP و بافر حاوي بازهاي     Kelnowفيلينگ با آنزيم    واكنش

dCTP٩(  بر روي آن انجام شد.( 
  DNAاستخراج و هضم 

 )٧١٣١(  سويه DNAروش كلريد سزيم براي استخراج         
ريزوبيوم لگومينوزاروم بيوار ويسيه  استفاده شد تا كيفيت بسيار          

 حاصله كه مجموع    DNA غلظت   . حاصل گردد   DNAخوبي از   
DNA               داد با     كروموزرومي و پلاسميدي را تشكيل مي

١ (DNA ميكروليتر از      سه.  شد گيريه اسپكتروفتومتر انداز 
آنزيم  مختلفهاي  ترق با    DNAبراي هضم جزئي     ) ميكروگرم
Sau3AI   مورد استفاده   دقيقه   ٣٠ درجه سانتيگراد بمدت     ٣٧ در

  نهايتا پس از انجام الكتروفورز بهترين غلظت آنزيم          .قرار گرفت 
Sau3AI فاژ مساوي قطعه وسط      تقريبا   ي توليد قطعات    براي

بمنظور جلوگيري از اتصال مجدد قطعات       . حامل تعيين گرديد  
DNA       ميكرو ليتر  ٣٣(  هضم شده، واكنش فيلينگDNA   ،٥ 

  واحد آنزيم    ١٠،    dATP, dGTPميكروليتر بافر حاوي       
Kelnow   درجه سانتيگراد بمدت     ٣٧ ميكروليتر آب در      ١٠ و 

 نمكهاي اضافي    ،پس از انجام واكنش     . انجام شد )  دقيقه ٣٠
DNA      كلروفورم، استات آمونيوم و اتانول      - با روش معمول فنل 

)kb١٤(بازوي وسط فاژ  )٢٠ kb(بازوي چپ فاژ   )٩ kb(بازوي راست فاژ 
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 اتصال آماده واكنش    DNAخارج و با تهيه سوسپانسيون مجدد،       
 .شد

  Lambda GM-12 به بازوهاي حامل DNAاتصال قطعات 
برابر اجزاء  نسبت  فرآيند اتصال در دو حالت متفاوت با             

 .  انجام شد١جدول 
  با دو غلظت Lambda به فاژ DNA  اتصال قطعات -١جدول 

 DNAمتفاوت از 
µL(٢واكنش 

( 
 اجزاء واكنش )µL(١واكنش 

 )٠ /Lambda GM-12  ) µg/µL٥حامل  ٢ ٢
٣ ١ DNAهضم شده  
 بافر  ١ ١
 آب ٣ ١
 T4DNAليگاز  ١ ٥
 حجم كل ١٠ ١٠

 
 پوشش دادن به فاژ

 ميكروليتر عصاره مخصوص و     ٥٠براي ايجاد پوشش در فاژ       
 فاژ براي مدت سه ساعت      متصل شده به   DNA ميكروليتر از    ١٠

 از بافر فاژ و      ميكروليتر ٤١٥و سپس   . در دماي اتاق نگهداري شد    
 ميكروليتر كلروفرم به واكنش اضافه و به آرامي مخلوط                ٢٥

 .شدند
 تيتر كردن فاژ

 ميكروليتر از هر    صد. سري رقت از فاژ و بافر فاژ تهيه شد          
 آرامي  ه ب E. coliسوسپانسيون    ميكروليتر ١٠٠سري رقت با     

.  درجه سانتيگراد نگهداري شد    ٣٧ دقيقه در    ٣٠مخلوط و بمدت    
حاوي )  درجه سانتيگراد   ٤٥(ليتر آگاروز ذوب شده          ميلي ٣

عصاره مخمر به هر يك از رقتهاي فاژ         و  تريپتون، كلريد سديم    
 ساعت در   ٢٤پخش و بمدت     LBاضافه و بر روي محيط كشت       

تعداد پلاكهاي حاصله   .  درجه سانتيگراد نگهداري شد    ٣٧دماي  
 .دگرديشمارش 
  از فاژ كلن شدهDNA جداسازي

  LBشده بطور جداگانه در محيط كشت             نهاي كل ژفا
 .Eكه حاوي باكتري     ) كلريدسديم، تريپتون و عصاره مخمر     (

coli (LE392)   ير و سپس   ث بودند، تك DNA     فاژ با روشهاي 
 .استاندارد جدا شد

 سوترن بلات
انجام مطالعات هيبريداسيون و مراحل مختلف تكنيك             

 .   ده است شرح داده ش)١٣٧٨(سوترن بلات قبلا توسط لكزيان 
 

 نتايج و بحث
  نشان داد كه    ٧١٣١ سويه    DNA نتايج حاصل از هضم     

كاملا ژنوم مورد     Sau3AI واحد آنزيم  ٠٥/٠، و   ١/٠،  ١غلظت  
 هضم شده در    DNAنظر را هضم كرد كه وجود قطعات كوچك         

واحدهاي كمتر آنزيم    .   گواه اين موضوع مي باشد         ١شكل  
Sau3AI       ند   بخاطر رقت زياد آنزيم نتوانستDNA   سويه مورد 

 در چاهك هاي سمت راست     DNAنظر را هضم كنند كه وجود        
 واحد  ٠١٢٥/٠غلظت  ). ١شكل  (ژل اين موضوع را نشان مي دهد       

اما .  كافي بود  DNA ميكروگرم١براي هضم    Sau3AIاز آنزيم   
 ١٠  هزار جفت باز     ١٥-٢٣براي داشتن قطعاتي به اندازه          

كاهش . زيم هضم شد   واحد از آن    ٠٦٢٥/٠ با   DNAميكروگرم  
دستورالعمل آزمايش در     به نصف مقدار حاصله از       مقدار آنزيم 

و ساخت    DNAپس از هضم  . تهيه خزانه ژن توصيه شده بود      
خزانه ژن، تيتراسيون خزانه ژن تهيه شده از كل ژنوم سويه                

 . انجام شد٧١٣١
 

 
زه  بمنظور حصول اندا   ٧١٣١ ژنوم سويه     بهينه كردن شرايط هضم       -شكل ا   

غلظت از چپ به راست     ( براي كلن شدن به فاژ حامل        DNAمناسب قطعات   
 ، ٠١٢٥/٠،  ٠١٥/٠،  ٠٢٥/٠،  ٠٥/٠،  ١/٠،  ١عبارت است از      Sau3AI آنزيم
 )DNAميكروگرم بر واحد آنزيم  ٠٠٣٥/٠ و ٠٠٥/٠، ٠٠٨/٠، ٠١/٠
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 دو  نتايج حاصل از تيتراسيون خزانه ژن نشان داد كه در             
  (Plaque)ك پلا ١٢٠٠٠ و   ٩٠٠٠تعداد   بترتيب   تكرار جداگانه 
از آنجائيكه خزانه ژن بايد حاوي تمام ژنوم          . استتشكيل شده   

طمينان از حضور تمام ژنوم       بنابراين ا  موجود مورد مطالعه باشد   
 . خزانه ژن است    موجود زنده در خزانه ژن اولين شرط اعتبار          

 بهمين 
تعداد كلن   كه چه     ه انددليل محققين با ارائه فرمولي نشان داد        

 فرمول در اين مطالعه       .استضروري  براي ساختن يك خزانه ژن      
N = Ln (1-P) / Ln(1-a / b)      براي اين منظور استفاده شد  .

N     تعداد كلن مورد نياز   ، P   ٩٥احتمال   سطح %،a   متوسط
با ). ٣(اندازه كل ژنوم موجود است        bاندازه قطعه كلن شده و       
( به اندازه ژنوم متوسط باكتريها       مراجعهتوجه به فرمول فوق و با       

 ١٠٠٠٠ كه حدود    محاسبه كرد توان   مي)  هزار جفت باز   ٥٧٠٠
هزار جفت باز قادر است كه كل ژنوم باكتري را           ٩كلن با قطعات    

بنابراين با توجه به تيتراسيون انجام شده،        . مطمئنا پوشش دهد  
 . توان به درجه اعتبار خزانه ژن ساخته شده اطمينان داشت مي

 و اطمينان از مناسب      بمنظور مطالعه خصوصيات خزانه ژن     
  تكثير و   ، فاژكلن شده بطور تصادفي انتخاب     ١٠،  بودن خزانه ژن  

DNA از آنجائيكه پس از    .  استخراج و خالص سازي شدند       آنها
 بر روي فاژ محل برشي با آنزيم            DNAكلن كردن قطعات      

BamHI             م هضم   باقيمانده بود، فاژهاي كلن شده با آن آنزي
 قطعه كلن شده بر روي فاژ از نظر         ١٠نتايج نشان داد كه     . شدند

اندازه ). ٢شكل(كاملا متفاوت بودند    ي  اندازه و رديف بازهاي آل     
همچنين .  هزار جفت باز بود       ٩-١٧قطعات كلن شده بين        

 نشان داد   BamHIا آنزيم    ب  DNAمورفيسم حاصله از هضم   ي پل
دو باند  . فاوت داشتند كه قطعات كلن شده نيز با يكديگر ت            

مشترك در همه فاژهاي كلن شده نيز نمايانگر بازوهاي چپ و             
 هزار جفت باز     ٩ و   ٢٠ حاوي   راست فاژ هستند كه به ترتيب       

 ٢ ضمنا بزرگترين باند مشترك در تمام ستونهاي شكل             .بودند
 lambdaGM-12بدليل الحاق مجدد دو بازوي چپ و راست فاژ     

 كه قطعات كلن شده از تنوع        داد نشان   نتايجبنابراين   .مي باشد
خوبي برخودار بوده و خزانه ژن تهيه شده از مقبوليت خوبي               

تواند براي مطالعات بعدي مورد استفاده قرار         برخودار است و مي   
 . گيرد
 

 
 به فاژ   ٧١٣١ كلن شده از سويه       DNA قطعه   ١٠مورفيسم  ي   پل -٢شكل  

Lambda GM-12  .       سمت چپ شاخص مي باشند   اولين و دومين  ستون از .
 قطعات.  كلن شده به فاژ را نشان مي دهد        DNA قطعه   ١٠ده ستون بعدي    

DNA    با آنزيم BamHI   هزار جفت باز    ٩و  ٢٣هاي  د  بان.  بريده شده است 
 . هستندنمايانگر بازوهاي راست و چپ فاژ 

بمنظور پيداكردن كاوشگرهاي پلاسميدي لازم بود تا ابتدا          
از فاژ جدا شوند و سپس با انجام             كلن شده     DNAقطعات  

انجام اين كار بسيار     . هيبريداسيون اين قطعات شناسايي شوند     
 DNAاما خوشبختانه با انجام هيبريداسيون        . وقت گير بود   

فاژ با ژنوم باكتري معلوم شد كه تشابهي بين رديف               خالص  
عدم هيبريد شدن   . بازهاي آلي فاژ و ژنوم باكتري وجود ندارد         

DNA  همچنين . ا ژنوم باكتري خود گواه اين موضوع بود          فاژ ب
بمنظور اطمينان از انتقال ژنوم پلاسميدي به غشاي                    
نيتروسلولزي، پروفيل پلاسميدهاي دو سويه با استفاده از               
تكنيك سوترن بلات به غشاء نيتروسلولزي منتقل و سپس عمل          

.  انجام شد  (nifH)هيبريداسيون با يكي از ژنهاي تثبيت ازت           
هاي انتخاب شده همه داراي ژن        يج نشان داد كه اولا سويه      نتا

مورد نظر بودند و ثانيا انتقال قطعات بزرگ پلاسميدي به غشاء             
 .نيز صورت گرفته استنيتروسلولزي 

 هايDNA هيبريداسيون بين     ٥٠بدنبال اين نتايج تعداد       
 كه خزانه ژن    ٧١٣١ سويه   پروفيل پلاسميدي كلن شده در فاژ و      

 DNA در بيشتر موارد  . شد، انجام   تهيه شده بود  ويه  ساز ژنوم   

ي كروموزومي كه معمولا در چاهك ژلها         DNAكلن شده با   
اين . شدند ماند هيبريد مي      باقي مي    پروفيلهاي پلاسميدي  

 حجم  كروموزومي DNAموضوع خارج از انتظار نبود زيرا            
 با تكرار    نهايتا .  دهدبيشتري از ژنوم باكتري را تشكيل مي           

شا



٢٤٣ ...شناسايي پلاسميدهاي مشترك در بين باكتريهاي ريزوبيوم : لكزيان

ريداسيون دو كلن شناسايي شدند كه با كوچكترين پلاسميد         هيب
 ١١اين قطعات پلاسميدي كلن شده     .  هيبريد شدند  ٧١٣١سويه  

هاي ر هزار جفت باز داشتند و تحت عنوان كاوشگ                ١٢و   
هاي پلاسميدي  راين كاوشگ .  نامگذاري شدند  ٣٨ و   ٣دي  يپلاسم

 . براي مطالعات بعدي مورد استفاده قرار گرفتند

 سويه ريزوبيوم لگومينوزارم     ٢٣ حصول اين نتايج،       پس از 
اي نه بيوار ويسيه با پروفيل پلاسميدهاي متفاوت در ژل جداگا           

پروفيل پلاسميدها با تكنيك سوترن بلات به غشاء         . تهيه شدند 
 كه  ٣٨ و   ٣نيتروسلولز منتقل و سپس با كاوشگر پلاسميدي           

.  هيبريد شدند قبلا با غربال كردن خزانه ژن شناسايي شده بودند        
 . نشان داده شده است٣لنتايج حاصله در شك

 

A) 

 
B) 

 
C) 

 
را نشان ٧١٣١اولين ستون سمت راست پروفيل پلاسميد سويه   ((A) سويه ريزوبيوم لگومينوزرام بيوار ويسيه٢٣پروفيلهاي پلاسميدي  -٣شكل 

 .  را نشان مي دهد (C) ٣٨ و (B) ٣كاوشگرهاي پلاسميديترتيب با ه هاي مختلف را ب هيبريداسيون پروفيلهاي پلاسميدي سويه).  مي دهد
 

 سويه (A) ٣ شكل   از سمت راست   پروفيل پلاسميدي    اولين
  .استه خزانه ژن از ژنوم آن تهيه شده         كدهد    را نشان مي   ٧١٣١

ي بعدي، گروههاي متفاوت       پلاسميد پروفيلبيست و سه       
ويه ريزوبيوم   س ٢٠٠پلاسميدي را نشان مي دهند كه در بين           

 ٧دهد كه   نتايج نشان مي   .وجود داشتند لگومينوزارم بيوار ويسيه    
  ٣٨  و ٣هاي پلاسميدي    ر سويه با كاوشگ     ٢٣سويه از بين      

حاصله چنين نتيجه گيري     نتايج     از بنابراين. نده اهيبريد شد 

ناسايي شده از خزانه ژن متعلق به       ش كه اولا دو كاوشگر      مي شود
باشند و ثانيا كوچكترين       مي ٧١٣١يه  كوچكترين پلاسميد سو  

 سويه ديگر نيز وجود      ٦ حداقل در بين      ٧١٣١پلاسميد سويه   
نكته قابل توجه اين است كه پلاسميدهاي شش سويه كه           . دارد

د با كوچكترين پلاسميد      انبا كاوشگر پلاسميدي هيبريد شده      
يكي از  اما پلاسميد    .  از لحاظ اندازه برابر بودند       ٧١٣١سويه  



 ١٣٨٤، سال ١، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٢٤٤

از لحاظ اندازه متفاوت    )  از سمت راست   ١٤سويه شماره   (ها  سويه 
 وان ــت بنابراين مي. بود

ف بازهاي آلي با كوچكترين     يگفت كه اين پلاسميد از لحاظ رد       
نكته قابل توجه    . باشد  داري تشابه مي     ٧١٣١پلاسميد سويه    

رك تهايي كه داراي پلاسميد مش      ديگر اين است كه تمام سويه      
لوده با فاضلاب شهري جدا شده بودند و             بودند از مناطق آ     

فاقد اين  گي كم   آلودمناطق با   آلوده يا    هاي مناطق غير   سويه
اين پلاسميد  احتمالا  رسد كه     بنابراين بنظر مي   .بودندپلاسميد  

 منتقل كرده است كه       ي حامل    ها ويژگي خاصي را به سويه      

آلوده و پايداري سويه ها را در داخل خاكهاي          بقاء   امكان احتمالا
ز افزودن فاضلابهاي شهري به خاكهاي        ا به فلزات سنگين كه      

اين لبته اثبات     ا .مورد آزمايش حاصل شده افزايش مي دهد         
و بررسي  موضوع با انجام آزمايشات ديگر بايد مورد مطالعه              

 .قرار گيردبيشتري 
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SUMMARY 

Separation of plasmid genom from chromosomal genom among rhizobial bacteria 
containing megaplasmids is very difficult. It is possible to separate plasmid genom and 
study common plasmids among bacteria through making a gene library, and using 
hybridization technique. In this study 200 isolates of Rhizobium leguminosarum bv. 
viciae were isolated from different areas and characterized by their plasmid profile 
patterns. Different plasmid profiles were studied by plasmid probes which had been 
detected from gene library. The results of hybridization technique showed that strain 
7131 and 7 isolates of Rhizobium leguminosarum bv. viciae isolated form sewage sludge 
contaminated area had common plasmid. Isolates from noncontaminated aera didn’t 
have any common plasmid. This indicates that making gene library is a good technique 
in these kinds of studies. 
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