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 16SrRNA بومي بر اساس توالي Sinorhizobium melilotiشناسائي جدايه هاي 

  3 و باقر يخچالي2، حسينعلي عليخاني1هوشنگ خسروي
  .دانشجوي دكتري دانشكده مهندسي آب و خاك دانشگاه تهران -1
  . استاديار دانشكده مهندسي آب و خاك دانشگاه تهران-2
  .تيك و زيست فناوري و دانشكده مهندسي آب و خاك دانشگاه تهران استاديار پژوهشگاه ملي مهندسي ژن-3

  مقدمه
 ابزاري قوي براي روابط فيلوژني و تكاملي در بين باكتريها، آركئا و موجودات يوكاريوت rRNAهاي مقايسه توالي

 Sinorhizobium melilotiباكتري . باشدها تا سطح سويه ميها تأييدي مطمئن براي شناسايي باكترياين روش. است
اي مهم و منبع تغذيه از نظر كشاورزي داراي اهميت زيادي است زيرا اين باكتري با يونجه كه يكي از گياهان علوفه

 هزار هكتار از مزارع ايران زير 600بيش از . ها ست رابطه همزيستي تثبيت كنندگي نيتروژن مولكولي هوا را دارددام
هاي مناطق مختلف ومي خاك بSinorhizobium meliloti  جدايه از باكتري 5قيق در اين تح. باشندكشت يونجه مي

 از DNAبراي اين منظور با توجه به دشواري استخراج .  مورد بررسي قرار گرفتند16srRNAايران از نظر توالي 
 ژنومي DNA  از پنج جدايه) 2006 و همكاران،Agrawal(ريزوبيوم با استفاده از روش فنل كلروفرم اصلاح شده 

از ) 1991 و همكاران،Weisburg (rD1 و fD1 و پرايمرهاي PCR ژنومي با استفاده از DNA). 1شكل (استخراج شد
.  آمده است1هاي مختلف در جدول  براي جدايهPCRشرايط . مورد بررسي قرار گرفتند srRNA 16نظر تكثير توالي 

 از هر MgCl2 ،mmol/L 200 از PCR mmol/L 5/2, بافرmmol/l70   ميكروليترحاوي25ها در حجم واكنش
dNTPs ، µmol/L1 نانوگرم از 30 از هر پرايمر، حدود DNA واحد 5/1، و taq DNA سيكل انجام 30 پليمراز در 
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10  72  2  72  1  49  1  94  5  95  Sm27  
10  72  2  72  1  52  1  94  5  95  Sm40 
10  72  2  72  1  53  1  94  5  95  Sm45 
10  72  2  72  1  54  1  94  5  95  Sm71 
10  72  2  72  1  54  1  94  5  95  Sm95 

  
ماركر مورد استفاده .  نشان داده شده است2ك درصد در شكل  بر روي ژل آگارز يPCRنتيجه حاصل از 

Lader1kbاندازه قطعات .  بودDNA 16) ( حاصلSrRNA حدودkb5/1محصول .  بودندPCR با استفاده از كيت 
 با . انجام شدrD1 و fD1ها با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي نمونه) Sequencing(يابي توالي. سازي شدخالص

.  نتايج زير بدست آمدData bases بين باكتريهاي مورد بررسي و باكتريهاي موجود در BLASTاستفاده از برنامه 
مشابهت با % 99 داراي Sm27 ، جدايه strain BK1 Sinorhizobium spمشابهت با% 99 دارايSm40جدايه 

Sinorhizobium sp. CCBAU 83493 جدايه ، Sm45 با مشابهت % 100 دارايSinorhizobium meliloti 
isolate RPA13 جدايه ، Sm71 مشابهت با  % 100 دارايSinorhizobium sp., strain BK1 جدايه ،Sm95 

  .بود. Sinorhizobium meliloti strain S33مشابهت با % 99داراي 
، SmKYA27.هاي بومي شناسايي و به طريق زير نامگذاري شدند بر اساس نتايج بدست آمده سويه

SmKYA40 SmKYA71,SmKYA45, SmKYA95.  
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هاي ريزوبيوم  كه براي شناسايي باكتريplant infection testنتايج بدست آمده حكايت از اين دارد كه روش 
هاي ژنتيكي مطابقت دارد با اينحال روش تشخيص رود اگر با دقت انجام شود روش مطمئني است و با روشبكار مي

  . تر استتر و مطمئننژنتيكي سريعتر، ارزا
  

  
  

 srRNA 16  نتايج -2شكل                                            DNA استخراج -1       شكل 
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