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ريشه گياه يونجه آلفا آلفا  ريبوزومي هايهاي ريزوبيومي جدا شده از گرهتنوع باكتري
)Medicago sativa(  16ژن قطعات برشي با استفاده ازrRNA  
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  چكيده

پس از . جمع آوري شد 1398سال  زار انديمشك و در فصل بهار، از منطقه پشمينه)Medicago sativa( گياه يونجه آلفا آلفا 
،  16S rDNAژن جهت بيان . هاي ميكروسكپي بررسي شدويژگي ،هاي هر جدايه روي محيط آگار مغذيكشت همسانه

پرايمرهاي . گراد كشت داده شدندي سانتيدرجه 28-25در شرايط هوازي و در دماي  YMAهاي ايزوله شده در محيط باكتري
استخراج و در توالي يابي  NCBIاز سايت  16s rRNA gene sequences عمومي و كامل باكتري سينوريزوبيوم بر اساس ژن

هاي بدست آمده با استفاده از نرم افزار ترادف. در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند هاي جداسازي شدههاي باكتريژن
Chromas Pro هاي داده ويرايش و با استفاده از نرم افزار بلاست در پايگاهNCBI مورد تجزيه و تحليل و مقايسه قرار گرفتند .

در بررسي ميكروسكوپي و . جداسازي و شناسايي شد )Medicago sativa(ي آلفا آلفا سه سويه از ريزوسفر گياه يونجه
و برجسته،  كرم رنگهاي و با ايجاد كلني منفيشناسايي شده گرم  1 شماره باكتري. سويه باكتري شناسايي شد 3ماكروسكوپي 

 Medicago(آلفا  رنگ و كلني باكتري سوم جداشده از گياه جنس يونجه آلفا قرمزهاي و داراي كلني منفيدومين باكتري گرم 

sativa( 16يابي نتايج توالي. صورتي بودS rRNA   سويه جدا شده از ريزوسفر گياه يونجه را گونه)Sequence ID= CP 

021215.1 (Sinorhizobium meliloti )باكتري دوم )درصد 2هاي بازي و گپ 97درصد همپوشاني )(1باكتري ،Sequence 

ID= CP-000738.1) (Sinorhizobium medicae ) و باكتري سوم ) درصد 2هاي بازي و گپ 97درصد همپوشاني )(2باكتري
)Sequence ID= DQ-145546.1( Sinorhizobium meliloti ) شناسايي ) درصد 4هاي بازي و گپ 04/96درصد همپوشاني

، توانبه خاك مي هاو افزودن آن رياييهاي باكتاين گروه هاي ريبوزومي، با تكثيرباكتري اين با توجه به نقش تثبيت كنندگي. شد
   .كاهش دادكودهاي شيميايي را استفاده از  ضمن افزايش رشد گياهان زراعي، 

  .16rRNAژن  باكتري ريزوبيومي، كرهك، يونجه، تنوع،: كليدي واژه هاي

  Khoramnejad@damavandiau.ac.ir: پست الكترونيكي،  02176301226 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
، جنس 750 ازگونه  19300ومينوز شامل خانواده لگگياهان 

وتئين و تثبيت مقادير بالاي ازت به توليد مقادير بالاي پر با
در سراسر جهان  يريزوبيومباكتريهاي دليل همزيستي با 

لگوم شامل تيره بيشتر گياهان . )1( اهميت زيادي دارند
شكلي  غده ايها يا اجزاي نخود، لوبياها و شبدرها گره

ها در شرايط كمبود اين گره. هاي خود دارندروي ريشه
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هاي موئين اين گياهان با آلودگي ريشهازت و در نتيجه 
گياه ). 9(شوند ها بنام ريزوبيوم ايجاد مياي از باكتريدسته

كه با  اي بومي استيونجه يكي از مهمترين گياهان علوفه
مقاوم به شرايط نامساعد  و اي قويداشتن سيستم ريشه

نقش ريزوبيومي،  هاي همزيستباكتري وجودبا  محيطي
هاي باكتري. )4( ها داردبسيار مهمي در حاصلخيزي خاك
هاي موجود در خاك ريزوبيوم مهمترين ميكروارگانيسم

هاي خاك هستند كه در مقايسه با ساير ميكروارگانيسم
شكال آمونيوم و همي در تبديل نيتروژن اتمسفر به انقش م

ها ريزوبيوم). 7،21(نيتروژن آلي و تثبيت ازت دارند 
ها هستند كه قادر به تشكيل گره بر روي گروهي از باكتري

ها اين باكتري. باشندريشه گياهان خانواده بقولات مي
هوازي بوده و قادر به استفاده از منابع مختلف قند مثل 

باشند و از زها به عنوان منبع كربن ميوزها و هگزوپنت
 .كنندآمونيوم و نيترات به عنوان منبع نيتروژن استفاده مي

ها در ساختار گياه، علاوه بر افزايش حضور اين باكتري
قابليت بقاي گياه در شرايط نامساعد نظير شوري و دماي 

با انحلال فسفات و آهن خاك، جذب مواد كم مصرف بالا، 
نيز را رشد گياه زا كنترل عوامل بيماريو در برخي از موارد 

هاي ريزوبيومي توانايي اين باكتري ).18(كنند تحريك مي
در تطبيق با شرايط تنشي خاك، در بقا و همزيستي باكتري 

هاي برخي از اين باكتري. دنو گياه نقش اساسي دار
يستي، ها زداراي توانمندي بالاتري در برابر تنشهمزيست 

) 1991(و همكاران   Zhang). 1( هستندفيزيكي و شيميايي 
ها ريزوبيومي ريشه را در گره زايي گياهان تيره تنوع باكتري

و  Hosseini. )25( لوگوم را مورد بررسي قرار دادند
هاي جداسازي و شناسايي سوش) 2014(همكاران 

 ريزوبيوم همزيست با يونجه و شنبليه را مورد بررسي قرار
صفات فنوتيپي و ) 2016(و همكاران  Tashokri. )11( دادند

هاي خصوصيات محرك رشدي باكتريهاي ريزوبيومي گره
  .)21( اي سويا را مورد بررسي قرار دادندريشه

هاي هاي ريزوبيومي، روشباكتريدقيق براي شناسايي 
ژن  .حلي سريع و مطمئن هستندبه عنوان راه PCRمبتني بر 

16rRNA با ن باكتريايي عمومي و محافظت شده يك ژ
در توالي ژني  بااين ژن . اعمال ثبت و مشخص است

هاي مختلف در تعيين روابط فيلوژني يا شناسايي باكتري
گيرد كه اين روش را به ها مورد استفاده قرار ميباكتري

هاي شناسايي باكتري معرفي عنوان يكي از مفيدترين روش
شناسايي ) 2012(همكاران و  Daduk .)22(كند مي

هاي تثبيت كننده نيتروژن جدا شده از فيلوژنيك باكتري
و نيز ) 16rRNA )6ريزوسفر گياه مارچوبه با استفاده از 
و  Omidi Nasab ياستفاده از اين ژن در مطالعه

Khodakarmian )2017 (فيت هاي اپيدر جداسازي باكتري
 Darmawatiو  Fuskhah .)16( ش شده استريونجه نيز گزا

هاي ريزوبيومي با استفاده از جداسازي باكتري) 2019(
آنها در افزايش توليد  نقشهاي مختلف و محيط كشت

در كشور ايران به  .)7( سويا را مورد بررسي قرار دادند
هاي علت تنوع آب و هوايي و نوع خاك احتمالاً سويه

زيستي از نظر فيلوژني و ميزان كارايي هم يمنحصر به فرد
هاي باكتريكه اين امر شناسايي  وجود داردبا يونجه 
ها به عنوان يك عامل از آن استفاده به منظوررا ريزوبيومي 

مصرف كودهاي بيولوژيك كه با تثبيت نيتروژن، كاهش 
نيتروژن را به دنبال دارد را به موضوعي مهم تبديل كرده 

-ن، ميتروژتوانايي تثبيت ني با توجه بهعلاوه بر اين . است

هاي ريبوزومي شناسايي شده در كاهش توان از باكتري
به عنوان  هاي صنعتي و شهريفسفات و نيتروژن پساب
از  هدفاز اينرو،   .استفاده كرد يك مسير دوستدار طبيعت

هاي ريزوبيومي جدا شناسايي تنوع باكتري ي حاضرمطالعه
 Medicago(هاي ريشه گياه يونجه آلفا آلفا شده از گرهك

sativa( است.  

  مواد و روشها
آلفا آلفا آوري نمونه از گرهك ريشه گياه يونجه جمع

)Medicago sativa( : آلفا آلفا گياه يونجه )Medicago 

sativa( ،ك و در فصل بهارمشزار اندياز منطقه پشمينه 
 15ها، به منظور جداسازي كرهگ. جمع آوري شد 1398
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-سانتي 20عمق  به و ه يونجهمتر از خاك اطراف گياسانتي

ون آسيب خارج گياه يونجه بد متر كنار زده شد و ريشه
جهت حذف رطوبت و جلوگيري از انتقال آلودگي، . شد

قرار گيري خروج از زمين با خاك اطرافي با پس از ريشه 
در . ، به آزمايشگاه انتقال پيدا كردي پلاستيكيدرون كيسه

ر از آب و با استفاده از درون ظرف پها آزمايشگاه ريشه
ضد عفوني . جريان جاري آب به آرامي شستشو شدند

) ثانيه 5- 10(درصد  95 اتانولها با استفاده از كردن كرهگ
. انجام شد) دقيقه 2- 3(درصد  5/2و هيپوكلريت سديم 

در كنار شعله  استريل بار با آب مقطر 5- 6ها سپس گره
دقيقه در آب  15ها به مدت شسته و سه بار آخر كرهك

ها به ، گرهاستريل در هاون چيني. نگهداري شدند استريل
از . له شدند استريل گرم در ليتر 5/8همراه محلول نمك 

گرم، سولفات  5/0پتاسيم فسفات دي( YMAمحيط كشت 

گرم،  10گرم، مانيتول 1/0گرم، كلريد سديم  2/0منيزيم 
داسازي جبراي  )2(گرم  15گرم و آگار  5/0عصاره مخمر 

ليتر از سوسپانسيون ميلييك دهم . ها استفاده شدباكتري
محيط پتري ديش حاوي گره و محلول نمك بر روي 

-درجه 25- 28پخش و در انكوباتور در دماي  YMAكشت 

با مشاهده رشد كلني باكتري . گراد نگهداري شدي سانتي
به منظور خالص سازي ها باكتري ،امتداد خطوط كشت در

روي محيط كشت ديگري كشت داده شدند و  جدايه ها
پس از تهيه . طي چند مرحله خالص سازي انجام گرديد

هاي خالص به منظور نگهداري طولاني مدت آنها كشت
هاي مورب داراي محيط هاي جداسازي شده در لولهايزوله
YMA  گرديدندكشت داده  و در دماي يخچال نگهداري .

 ). 7( يدگردنمونه تهيه  4-5از هر سوش 

  ب الف  
  هاي ريزوبيومتراكم گره -گياه و ريشه ب -گياه يونجه الف -1شكل 

شناسايي ساختار ظاهري : هاي باكتريشناسايي جدايه
بندي شناسي ردهها بر پايه راهنماي باكتريجدايه

پس از كشت . انجام شد) 5(كلانس و برگيز ) سيستماتيك(
گار مغذي، به مدت سه هاي هر جدايه روي محيط آهمسانه

قرار داده شدند و گراد ي سانتيدرجه 28روز در انكوباتور 
، ها شامل شكلهاي ميكروسكپي همسانهسپس ويژگي

، اكسيداز و H2Sواكنش گرم، حركت، سيترات، توليد 
   .)20( بررسي شدكاتالاز 

فاده از واكنش ها با استباكتري 16S rDNAتكثير قطعه 
ژنوميك با استفاده  DNAسازي خالص: اي پليمراززنجيره

. ساخت شركت سينا ژن انجام شد DNAاز كيت استخراج 

 18ميكروليتر و شامل  25در حجم نهايي  PCRواكنش 
 ميكروليتر PCR ،1ميكروليتر بافر  PCR ،5/2ميكروليتر آب 

ميكروليتر  Reverse ،1ميكروليتر پرايمر  Forward ،1پرايمر 
DNA  ،ر آنزيم توليميكر 5/0ژنوميTaq DNA Polymeraz 

كامل باكتري  عمومي و )پرايمر(آغازگرهاي . انجام شد
از  16s rRNA gene sequences سينوريزوبيوم بر اساس ژن

هاي هاي باكترياستخراج و در توالي يابي ژن NCBIسايت 
( جداسازي شده در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند

  ).1جدول 
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مورد استفاده در باكتري  16s rRNAگرهاي عمومي آغاز -1جدول 
  NCBIاز سايت  هاي ريبوزومي گياه يونجه

 رديف  آغازگر
AGAAGTTTGATCMTGGCTCAG 27(آغازگر پيشرو F(

GGTTACCTTGTTACGACTTآغازگرمعكوس
)1492R(  

  

دقيقه در  1به مدت  DNAواكنش به صورت دناتوراسيون 
 95ناتوراسيون ثانويه در دماي گراد، دسانتي درجه 95دماي 
دقيقه و الحاق پرايمرها به  1گراد به مدت سانتيدرجه
DNA  30گراد به مدت درجه سانتي 50هدف در دماي 

گراد به درجه سانتي 72ثانيه و توسعه پرايمر در دماي 
دقيقه  10تكرار و در انتها  چرخه 30دقيقه در  1مدت 

 PCR. ت گرفتگراد صوردرجه سانتي 72واكنش در 
 تريسدرصد آگارز در بافر  1توسط ژل الكتروفورز 

هاي بدست آمده با استفاده از ترادف. ارزيابي و تاييد گرديد
ويرايش و با استفاده از نرم افزار  Chromas Proنرم افزار 

مورد تجزيه و تحليل و  NCBIهاي داده بلاست در پايگاه
  .)17( مقايسه قرار گرفتند

  نتايج
 Medicago(ي آلفا آلفا گياه يونجه بيومويه از ريزوسه س

sativa( كه همه جدايه ها  جداسازي و شناسايي شد
مشخصات تست هاي بيوشيميايي تيپيك باكتري هاي 

 برخي از مشخصات. سينوريزوبيوم را نشان دادند
  .آمده است 1ها در جدول اين باكتريبيوشيميايي 

  آلفا ي آلفاهاي جدا شده از ريزوسفر گياه يونجهتريخصوصيات بيوشيميايي باك -1جدول 
  كاتالاز  اكسيداز H2Sتوليد  حركت سيترات شكل سلول رنگ آميزي گرم  

  +  +  - + - باسيل گرم منفي  1باكتري 
  +  + v + - باسيل گرم منفي  2باكتري 
  +  +  v  + -  باسيل  گرم منفي  3باكتري 

  

 1 شماره اكتريب ،در بررسي ميكروسكوپي و ماكروسكوپي
و كرم رنگ هاي ايجاد كلني ومنفي گرم با ويژگي هاي 

نتايج ). 2شكل ( بود YMAبرجسته بر روي محيط كشت 

سويه جدا شده از ريزوسفر گياه  16S rRNAيابي توالي
) Sequence ID= CP 021215.1(يونجه را گونه 

Sinorhizobium meliloti ) معرفي كرد) 1باكتري .  

 الف 

  ب 
درخت فيلوژني -، بكلني باكتري -الف، Sequence ID= CP 021215.1 (Sinorhizobium meliloti( 1باكتري ريزوبيومي شماره  -2شكل 

  توالي ژني -، جباكتري
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هاي قرمز رنگ بر دومين باكتري گرم منفي و داراي كلني
باكتري دوم ). 3شكل (بود  YMAروي محيط كشت 

 =Sequence IDاه يونجه گونه شناسايي شده از ريزوبيوم گي

CP-000738.1) (Sinorhizobium medicae ) بود) 2باكتري .  

جداشده از گياه جنس يونجه آلفا  3كلني باكتري شماره 
 Sequence(باكتري . صورتي بود )Medicago sativa(آلفا 

ID= DQ-145546.1( Sinorhizobium meliloti شناسايي شد 
  ).4شكل (

هاي ورودي در نرم ژن) بلاست(همترازي جفت بازي 
هاي مختلف و نيز درصد افزار بلاست با تعداد بازهاي ژن

هاي بازي براي سه باكتري شناسايي شده همپوشاني و گپ
  .نشان داده شده است 5در شكل 

 الف 

  ب 
درخت فيلوژني -كلني باكتري، ب -الف، Sequence ID= CP-000738.1 (Sinorhizobium meliloti( 2باكتري ريزوبيومي شماره  -3شكل 

  توالي ژني -باكتري، ج

 الف 

  ب 

ژني درخت فيلو-كلني باكتري، ب -الف،  Sequence ID= DQ-145546.1( Sinorhizobium meliloti( 3باكتري ريزوبيومي شماره  -4شكل 
  باكتري
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  Sequence ID= CP 021215.1 (Sinorhizobium meliloti( 1شماره  باكتري

  )درصد 2و گپ هاي بازي  97درصد همپوشاني (

  
  Sequence ID= CP-000738.1 (Sinorhizobium medicae( 2باكتري شماره 

  )درصد 2و گپ هاي بازي  97درصد همپوشاني (
  

  

  Sequence ID= DQ-145546.1( Sinorhizobium meliloti( 3باكتري شماره 
  )درصد 4و گپ هاي بازي  04/96درصد همپوشاني (

  هاي ريزوبيومي هاي باكتريترازي جفت بازي ژنهم -5شكل 
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هاي موجود در بانك ژني و همترازي چندبازي با انواع ژن
هاي مشابه براساس تطابق جفت مطابقت با نوع باكتري

ده نشان دا 6باكتري جدا شده در شكل  3بازهاي آنها براي 
  .شده است

  
  Sequence ID= CP 021215.1 (Sinorhizobium meliloti( 1شماره  باكتري

  
  Sequence ID= CP-000738.1 (Sinorhizobium medicae( 2باكتري شماره 

  
  Sequence ID= DQ-145546.1( Sinorhizobium meliloti( 3باكتري شماره 

  هاي موجود در بانك ژنيبا انواع ژن هاي ريزوبيوميهاي باكتريژن همترازي چندبازي -6شكل 
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  بحث
هاي مختلف باكتري در بسياري از نقاط دنيا گونه

ي هاي مختلف يونجه به جهت استفادهريزوبيومي از گونه
ريزوبيوم از . اندتجاري در ثبيت ازت جداسازي شده

تري آندوفيت طبيعي رترين باكمشهوريزوبياسه، خانواده 
است كه جز ي نيتروژن مولكولي تثبيت كننده لگوم و

ها محرك رشد گياه ها با نام ريزوباكتريگروهي از باكتري
از طرفي اين روزها، مسيرهاي  ).4،10(شود محسوب مي

ارتبط هاي ژنتيكي براي تعريف و درك سيستمژنتيكي 
. شونداستفاده ميها همزيست و ميزبان آن هايباكتري

هاي ريزوبيومي سيمبيوتيك نودولتوالي ژنوم نژادهايي از 
 E. meliloti 1021 )8( ،Rlv 3841 )24( ،M. lotiهمانند 

MAFF303099 )13 ( ياBradyrhizobium diazoefficiens 

USDA110T )14( در هاي جديدي را مشخص شده و بينش
    .خصوص اين تعاملات همزيستي ايجاد كرده است

جهت شناسايي و  16S rDNA PCRدر اين مطالعه از روش 
جدا شده از ريشه يونجه آلفا آلفاي  ي باكتريهاتعيين گونه

اين روش كه در آن از   .استان خوزستان استفاده شد
در مقايسه با شود، قطعات اختصاصي باكتري استفاده مي

 خانوادگيامكان تشخيص دقيق روابط هاي قديمي روش
هاي هم توان باكتريساخته و ميها را فراهم باكتريبين 

با  16S rDNAتكثير ژن  .خانواده را به درستي تشخيص داد
استفاده از آغازگرهاي بيان شده منجر به توليد قطعاتي با 

هاي جفت باز در جدايه 144170 - 3781904طول 
- ها با توالي ژنبراساس ميزان تشابه باكتري. باكتريايي شد

 هاي شناسايي شده ازباكتري، NCBIبت شده در هاي ث
 Sinorhizobium(و شامل دو گونه  Sinorhizobiumجنس 

meliloti  وSinorhizobium medicae  شامل دو نژاد)CP 

   .بودند) DQ-145546.1و  021215.1

Zhang  ي كه به بررسي در مطالعه) 1991(و همكاران
ياهان هاي ريشه گهاي جدا شده از گرهكباكتري

بودند از اين دو باكتري به عنوان  لوگومينوز پرداخته

). 25(هاي ريزوبيومي سريع الرشد نام بردند باكتري
Shafizadeh  هاي در بررسي لگوم )2007(و همكاران

 )2007(و همكاران  Jabli ،)19( هاي يونجه و اسپرسنمونه
 Medicagoهاي همزيست دو گونه يونجه در بررسي باكتري

rigidula و M. sativa و ) 12( در همدانNorooz Nejad  و
هاي يونجه استان در جداسازي ريزوبيوم) 2009(همكاران 

 Sinorhizobium melilotiي باكتري همزيست گونه، فارس
و  Hosseini. گزارش كردندي غالب را به عنوان گونه) 15(

را به  Rhizobium hainanense باكتري) 2014(همكاران 
شنبليله در بيرجند  ريزوبيوم غالب در يونجه وان عنو

علت تفاوت در نوع گونه باكتري و يا . )11( گزارش كردند
هاي مختلف، شرايط محيطي متفاوت شامل شوري و سويه

ها باكتري شود به مرور زماناست كه باعث ميخشكي 
ي مقاوم شده و توانايي استقرار بر روي ريشه و ايجاد رابطه

) 2018(و همكاران  Castro Pires . را پيدا كنندهمزيستي 
هاي ريزوبيومي خاك در هاي باكتريدر بررسي ويژگي

تابعي از  نوع ريزوبيوم در هر منطقهبرزيل، عنوان كردند كه 
به اين ترتيب در هر منطقه . )4( شرايط خاك و محيط است
هاي محيطي نوع خاصي از با توجه به وجود استرس

 )3(و به شكل همزيست با گياه وجود دارد  ريزوبيوم بومي
كه با توجه به وابستگي نوع باكتري ريبوزومي به شرايط 

به شكلي هاي شناسايي توان از باكتريمحيطي، مي
اختصاصي براي افزايش تثبيت نيتروژن و كاهش استفاده از 

هاي كشاورزي خوزستان استفاده در زمينكودهاي شيميايي 
  .كرد

  گيرينتيجه

ي هاي گياه يونجهبرداري و جداسازي كرهگد از نمونهبع
براي  YMAاز محيط كشت  )Medicago sativa(آلفا آلفا 

هاي جداسازي باكتري. ها استفاده شدجداسازي باكتري
انجام  16S Rdnaريزوبيومي با استفاده از  روش تكثير قطعه 

 Sinorhizobiumگروه باكتريايي شامل گونه  3شد كه طي آن 

meliloti )باكتري دوم )1باكتري،Sinorhizobium medicae 
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شناسايي  Sinorhizobium melilotiو باكتري سوم ) 2باكتري (
  . شد

  

  تقدير و تشكر

با سپاس فراوان از سازمان آب و برق خوزستان در 
  .همراهي براي انجام اين پژوهش
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Variation of rhizobium bacteria isolated from the ribosomal nodes 
of the root of alfalfa (Medicago sativa) plant using 16rRNA gene 

shear fragments 

Golab Kesh Sh.1, Khoramnezhadian Sh.1*, Rajabzadeh Ghatromi E.1,2 and Rashno 
M.1,3,4 

1Dept. of Environment, Damavand Branch, Islamic Azad University, Damavand, I.R. of Iran. 
2 Dept. of Fisheries, Faculty of Natural Resources of the Sea, Khormashahr University of Marine Sciences 

and Technology, Khormashahr, I.R. of Iran. 
3 Dept. of Immunology, Faculty of Medicine, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz, 

I.R. of Iran 
4 Cellular and Molecular Research Center, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences Ahvaz, I.R. 
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Abstract 

Alf Alfa (Medicago sativa) plant was collected from the area of Andimeshk and in the 
spring of 2018. To express the 16S rDNA gene, the isolated bacteria were cultured in 
YMA environment under aerobic conditions and at a temperature of 25-28 °c. Genomic 
DNA localization was performed using the DNA extraction kit of SINA Gene Co. 
General and complete primers of sinobium bacteria were extracted from the NCBI site 
based on 16s rRNA gene sequences, and were used in sequencing the isolated bacteria 
genes in this study. The sequencing obtained by using Chromas Pro software was edited 
and compared using blasting software in NCBI database of  three strains of alpha-alpha 
(Medicago sativa) were isolated and identified. The microscopic and macroscopic 
studies of the bacteria were identified. Bacterium 1 was identified as Gram-negative and 
caused by cream and embossed colonies, the second Gram-negative bacteria, with red-
colored colonies and third bacterial colony isolated from the genus Alfalfa (Medicago 
sativa) plant. Sequencing results of 16S rRNA strains isolated from the Rhizoum species 
(Sequence ID = CP 021215.1) Sinorhizobium Meliloti (bacter1) (overlapping 
percentages 97 and game chats 2 percent), the second bacterium Sequence ID = CP-
000738.1)) Sinorhizobium Medicae (bacteria 2) (the overlap percentage of 97 and 2-
percent game chats) and third bacteria (Sequence ID = DQ-145546.1) Sinorhizobium 
meliloti (overlapping percentages 04.96 and 4% game chats) were identified. 

Key words: diversity, pathogenic bacteria, Khak, alfalfa, 16rRNA gene. 


