
Arc
hive

 of
 S

ID

شماره93،نشريهزراعت،زمستان1390

  )پژوهش وسازند گی(19

 

bb bb

•اسماعيلكريمي)نویسنده مسئول(
عضو هيات علمی گروه خاك شناسی، دانشکده كشاورزی، دانشگاه مراغه
• اميرلكزيان
 دانشيار گروه خاك شناسي، دانشکده كشاورزي، دانشگاه فردوسی 
•احمداصغرزاده

استادیار موسسه تحقيقات خاك و آب تهران 
•كاظمخاوازي

استادیار موسسه تحقيقات خاك و آب تهران 
• سيدبهمنموسوی
عضو هيات علمی گروه خاك شناسی، دانشکده كشاورزی، دانشگاه مراغه
تاریخ د ریافت: شهریور ماه 1386 تاریخ پذیرش: بهمن ماه 1388 
تلفن تماس نویسند ه مسئول: 09141769310   
Email: sm_ka80@yahoo.com

تنوع پلاسمیدي جدایه هاي باکتري هاي 
Sinorhizobium meliloti جدا شده از یونجه 
در واحدهاي مختلف فیزیوگرافي استان همدان 
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مقدمه
پلاس��ميدها بنا به تعریف، یك افزوده ژنتيکي غير ضروري براي زنده 
ماندن سلول ميزبان هستند كه حضورشان به ميزبان ویژگي هایي خاصي 
را اعطا مي نمایند كه مي تواند در ش��رایط نا مس��اعد محيطي زنده بماند 
)1(. مقاومت به آنتي بيوتيك ها، فلزات سنگين، فعاليت هاي متابوليکي، 
تثبي��ت بيولوژیك نيت��روژن، بيماریزایي و بعضي خصوصيات ناش��ناخته 
دیگر از جمله صفاتي هس��تند كه بر روي پلاس��ميدها قرار دارند )1، 2،  
13،12(. پلاسميدها در باكتري هاي ریزوبيومي در دو گروه متفاوت قرار 
مي گيرند)12، 16(. پلاس��ميدهاي همزیستي)Psym( كه همه ژن هاي 
ضروري براي عمل همزیس��تي را حمل مي كنند و از جمله آنها مي توان 
 non(اش��اره كرد و پلاسميدهاي غير همزیستي nod و nif به ژن هاي
Psym( كه پلاس��ميدهاي كریپتيك هم ناميده مي ش��وند. این گروه از 
پلاسميدها در فرایند همزیستي تاثير ندارند ولي داراي نقش هاي زیادي 
در رقاب��ت ب��راي گره زایي، بهره ب��رداري از منابع مختل��ف كربن، توليد 
ملانين، رش��د و زنده ماندن ریزوبيوم تحت ش��رایط تنش هاي محيطي، 
بهره گيري از ترشحات گياه، تركيبات آروماتيك، سنتز پلي ساكاریدهاي 
 pH س��طحي، كمك به رشد ساپروفيتي ریزوبيوم در خاك و مقاومت به
از جمل��ه نقش هاي آنها به ش��مار م��ي رود )2،1، 7 ، 12(. اندازه و تعداد 
پلاس��ميد در بي��ن باكتري هاي ریزوبيومي بس��يار متغير اس��ت. معمولاً 
ریزوبيوم ها بين 10-1 پلاس��ميد را در خودشان جاي مي دهند كه وزن 
آنها بين kb 1500 -150 متغير مي باش��ند )15، 16(. تفاوت در تعداد 
 و وزن پلاس��ميدها در داخل گون��ه هاي باكتریایي این ام��کان را فراهم 
م��ي آورد كه بتوان س��ویه هاي مختل��ف را در داخل گون��ه گروه بندي 
كرد. علاوه بر این ها ش��واهد علمي و مطالعات انجام ش��ده حکایت از آن 
دارند كه كارآیي همزیس��تي باكتري هاي ریزوبيومي با تغيير فاكتورهاي 

فيزیکي - ش��يميایي مانند pH خاك، دماي خاك، رطوبت خاك و سایر 
 عوامل تنش زا به ش��دت تحت تاثير قرار مي گيرد )4(. مشخص شده كه 
س��ویه هایي با كارآیي بالا در ش��رایط آزمایش��گاهي الزام��اً داراي همان 
عملکرد در ش��رایط مزرعه نمي باشند و حتي گاهي بر عکس این امر نيز 
اتفاق مي افتد و س��ویه اي كه در ش��رایط آزمایش��گاهي عملکرد كمتري 
نسبت به یك سویه دارد در شرایط مزرعه همان نتيجه حاصل نمي شود 
)7(. همان گونه كه بحث ش��د بس��ياري از ژنهاي مقاومت به تنش هاي 
محيطي بر روي پلاس��ميدها قرار دارند كه براي همزیستي مطلوب مورد 
نيازند. بهبود كارآیي تثبيت نيتروژن در سویه ها با تعویض پلاسميدهاي 
آنها با پلاسميدهاي سویه هایي كه كارآیي زیادي دارند امکان پذیر است 
و این زماني درخور اهميت بيش��تري اس��ت كه سویه هاي ضعيف داراي 
خصوصيات مفيدتري به غير از تثبيت نيتروژن باشند. محققين )7( موفق 
به بهبود خصوصيات همزیس��تي در یك باكتري مقاوم به شرایط اسيدي 
از R. leguminosarum bv trifolii ش��دند كه س��ویه مشتق شده 
داراي 17 درصد افزایش عملکرد نسبت به سویه مادري بود. پایداري این 
پلاسميد در باكتري گيرنده پلاسميد یکي دیگر از نتایج به دست آمده از 
 Bacillus thuringiensis این تحقيق بود. انتقال ژن هاي توكسين از
به پلاسميد ریزوبيومي توسط Skot و همکاران )14( كه با حفظ قابليت 
توليد گره باعث كنترل حمله آفات مي ش��د یکي دیگر از ش��واهد علمي 
دربه��ره مندي از خصوصيات مفيد پلاسميدهاس��ت. ب��ا توجه به مطالب 
ذكر ش��ده از آنجایي كه خاك مهمترین زیستگاه باكتري هاي ریزوبيومي 
مي باش��د لذا بررس��ي تنوع پلاس��ميدي در ارتباط با خصوصيات خاكي 
مي تواند به یافتن اطلاعات بيش��تري در زمينه بهره گيري از پلاسميدها 
كمك نماید و ش��اید بتوان گفت زیر بناي كليه یافته هاي فوق ش��ناخت 
پلاسميدها و تنوع آنها در منطقه اي باشد كه قرار است امکان استفاده از 

پتانسيل پلاسميدي فراهم گردد. 

Agronomy Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 93  pp: 19-24

Plasmid diversity of Sinorhizobium meliloti isolates from alfalfa in different physiographic units of Hamadan 
Province
By: E. Karimi, Member of Scientific Board of Soil, Agriculture Faculty, Maragheh University (Corresponding Author; 
Tel: +989141769310) A. Asgharzadeh, Assistant Professor of Soil and Water Research Institute, Tehran, A. Lakzian 
Assiciated Professor of Agriculture Faculty Ferdowsi University of Mashhad, K. Khavazi, Assistant Professor of Soil 
and Water Research Institute, Tehran, S. B. Mosavi Member of Scientific Board of Soil, Agriculture Faculty, Maragheh 
University.
Plasmids are genetic materials that help their host bacterial in unfavorable conditions. They have key roles in rhizobial 
bacteria because of the presence of nif and nod genes. The study of plasmids in rhizobial bacteria is the first step to 
use their useful capability in sustainable agriculture. In this study 196 isolates of Sinorhizobium meliloti isolated from 
the nodules of host plants (Medicago sativa cv. Hamedani) grown in different Hamadan soil samples were studied 
using Plasmid profiles technique. The results showed that 13 different plasmids were present among of all isolates and 
they were grouped in 27 different groups based on Plasmid profile pattern. Shannon diversity and similarity indices 
were estimated and the results showed that they are different in each physiographic unit. The results also showed that 
bacterial diversity affected by combination of soil characteristics not by individual factor. 

Key words: Shannon index, Plasmid profiles, Sinorhizobium meliloti and physiographical units

تنوعپلاسميدیجدايههای...

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

شماره93،نشريهزراعت،زمستان1390

  )پژوهش وسازند گی(21

موادوروشها
در این تحقيق 196 جدایه س��ينوریزوبيومي همزیس��ت یونجه كه از 
خ��اك هاي مناطق مختلف اس��تان همدان با روش كاش��ت گياه ميزبان 
)Medicago sativa cv.Hamedani( جدا شده بود و در كلکسيون 
باكتریهاي ریزوبيومي بخش تحقيقات بيولوژي خاك موسس��ه تحقيقات 
خاك و آب كش��ور نگه داري مي ش��دند، مورد مطالعه پلاس��ميدي قرار 
گرفت. باكتریهاي دریافت ش��ده به صورت خالص و برروي اسلنت حاوي 
محيط كشت YEMA قرار داشتند)15(. براي تهيه نيمرخ پلاسميدي از 
روش بهينه ش��ده Hynes و همکاران )9( استفاده شد. براي این منظور 
پس از اطمينان از خالص بودن جدایه ها كه با كش��ت مجدد آن بر روي 
محيط كش��ت YEMA انجام گرفت، كليه جدایه ها از روي این محيط 
به 5 ميلي ليتر محيط HP مایع مایه زني  ش��دند )14(. سوسپانس��يون 
باكتري در انکوباتور شيکردار در دماي 28 درجه سانتي گراد به مدت 18 
س��اعت رشد داده شد. یك ميلي ليتر از سوسپانسيون باكتري )مرحله1( 
به اپندورف 1/5 ميلي ليترمنتقل شده و بلافاصله بر روي آن ساركوسين 
0/3 درص��د اضافه ش��د. نمونه ها ب��ه آرامي به م��دت 10 دقيقه بر روي 
یخ مخلوط ش��دند. سوسپانس��يون باكتري ها در دور 6000 به مدت 10 
دقيقه س��انتریفوژ ش��ده ومایع رویي حذف گردی��د. نمونه ها دوباره روي 
یخ منتقل ش��د و 32 ميکروليتر بافر ليزكننده )1ميلي گرم ليزوزیم ، 10 
ميکروگرم RNAase و 0/05 درصد زایلن س��يانول در 1 ميلي ليتر بافر 
TBE 1X حاوي 10 درصد س��اكارز( به آن اضافه گردید. با چند بار بالا 
و پایين كردن پيپت بافر كاملًا با رس��وب باكتري مخلوط ش��د و بلافاصله  
در چاهك ه��اي ژل ریخته ش��د. الکتروفورز نمونه ه��ا ابتدا با ولتاژ 10 به 
مدت 20 دقيقه و سپس با 110 ولت به مدت 6 ساعت انجام شد. پس از 
اتم��ام الکتروفورز، ژل در اتيدیوم بروماید به مدت 30 دقيقه رنگ آميزي 
 ش��د و پس از شستشوي كامل درآب مقطر با استفاده از دستگاه ژل داك 
عکس برداري شد. براي تهيه نقشه واحدهاي فيزیوگرافي استان مرزهاي 
اس��تان همدان بر روي نقشه منابع و اس��تعداد اراضي كشور با استفاده از 
نرم افزار ILWIS بسته ش��ده و واحدهاي مختلف فيزیوگرافي بر اساس 
همان نقش��ه جداس��ازي ش��دند. برای تنوع گروه هاي پلاسميدي در هر 
 واحد فيزیوگرافي از فرمول ش��اخص تنوع ش��انون و برای بررس��ي تشابه 

گروه هاي موجود از شاخص تشابه استفاده گردید)3(. 
 

H ش��اخص شانون و Pi فراواني نسبي هر گروه در واحد فيزیوگرافي 
مي باشد و مقدار آن برابر است با ni/N كه ni تعداد گروه هاي موجود و 

N تعدادكل گروه ها را نشان مي دهد.

 Ci ،تعداد گونه هاي مشترك بين دو منطقه Cij ،شاخص تش��ابه S
تعداد گونه منطقه 1 و Cj تعداد گونه منطقه2

مق��دار كربن آلي، pH  خاك، مق��دار آمونيوم و نيترات، مقدار آهك 
خاك، درصد ش��ن، درصد س��يلت، درصد رس و ميزان فسفر خاك هاي 
محل نمونه برداري، از موسسه مذكور دریافت شدند. براي به دست آوردن 

یك ع��دد واحد از تك تك ای��ن خصوصيات در واحده��اي فيزیوگرافي،  
ميانگين پارامترهای فوق برای آن واحد فيزیوگرافي در نظر گرفته شد.

نتايجوبحث
نتایج حاصل از نيمرخ پلاس��ميدي 196 جدایه هاي س��ينوریزوبيوم 
نش��ان داد كه تمامي جدایه ه��ا داراي 4-1 پلاس��ميد بودند و وزن آنها 
بي��ن 50 ت��ا 200 كيلو جفت باز آل��ي متغير بود. در مجم��وع بين 196 
جدایه س��ينوریزوبيوم 13 نوع پلاسميد )از لحاظ اندازه( شناسایي شدند 
كه پلاس��ميد kb 200 ب��ا درصد فراواني صد در ص��د در همه جدایه ها 
 حضور داشت. Jabra و همکاران )10( با بررسي نيمرخ پلاسميدي 134

جدای��ه ه��اي س��ينوریزوبيوم مليلوتي ك��ه از چهار رقم متف��اوت یونجه 
جداس��ازي شده بودند نشان دادند كه محتواي پلاسميدي جدایه ها بين 
1 تا6 پلاسميد در سلول متغير بوده و وزن آنها بين 566-8 كيلوجفت باز 
آلي قرار داشت. در مطالعه دیگري، Hartman و همکاران )8( محتواي 
پلاس��ميدي 67 جدایه سينوریزوبيوم جدا شده از گره را بين 1 تا 5 عدد 
گزارش نمودند كه جدایه ها علاوه بر مگا پلاسميد، پلاسميدهایي متفاوت 

با اندازه هاي بين 15 تا 606 كيلو جفت باز آلي داشتند.
به نظر مي رس��د كه حضور یك یا چند پلاس��ميد با توجه به فلسفه 
وجود پلاسميد در باكتري ها نقش ارزنده اي را در سازگاري هاي محيطي 
س��ينوریزوبيوم داش��ته با ش��ند. گروه بندي 196 جدایه سينوریزوبيومي 
بر مبناي نيمرخ پلاس��ميدي و بررس��ي توزیع جغرافيای��ي این گروها در 
س��طح منطقه نش��ان داد كه كه این گروه ها به اس��تثناي گروه اول كه 
فق��ط پلاس��ميد kb 200 را در بر م��ي گرفت، داراي توزی��ع نامنظمي 
در س��طح منطقه مي باش��ند به گونه اي كه برخي از گ��روه ها تمایل به 
تمرك��ز در مناط��ق خاصي از اس��تان را دارن��د. Jabra و همکاران )10( 
 S.meliloti نيز توزی��ع ناهماهنگي را در مطالعات خود ب��ر روي جدایه
گزارش كرده اند و در مطالعه این محققان بيش��ترین تنوع پلاسميدي را 
در مناطق ش��ور س��احلي و كمترین آن را در زمين هاي زیر كشت غلات 
مشاهده ش��د. پس از مش��خص نمودن واحدهاي فيزیوگرافي منطقه كه 
 11 واح��د فيزیوگرافي با خصوصيات و رده هاي خاكي متفاوت را ش��امل 
مي ش��د، شاخص تنوع ش��انون در این واحدها محاسبه ش��د و نتایج به 
 دس��ت آمده نشان دادند كه شاخص تنوع شانون در این واحد ها متفاوت 

مي باشد )جدول 1(.
علاوه بر این محاس��به شاخص تشابه نش��ان داد كه حتي گروه هاي 

موجود در هر واحد نيز متفاوت هستند )جدول 2(.
براي تعيين رابطه بين ميزان تنوع گروه ها از نظر محتواي پلاسميدي 
و نوع واحد فيزیوگرافي، برخي از خصوصيات خاكي هر واحد با ميزان تنوع 
مورد بررسي قرار گرفت ، براي این منظور اثر عوامل مختلف خاكي مانند 
-OC ، NO، درصد ش��ن، درصد س��يلت، 

3 ، NH+ 
4 ، EC، pH ميزان

درصد رس و فسفر خاك بر روي تنوع گروه هاي پلاسميدي، داده هاي به 
دست از آمده از خاك و همبستگي آنها با شاخص هاي تنوع در هر خاك 
مورد مطالعه قرار گرفتند. نتایج این بررس��ي نش��ان داد كه رابطه معني 
داري بين شاخص تنوع شانون و تك تك عوامل خاكي مورد بررسي وجود 
ندارد )ج��دول3(. یعني هيچکدام از این عوامل به تنهایي در ميزان تنوع 
ش��انون موثر نبودند. به منظور بررسی اثرات متقابل و تركيبي این عوامل 
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22   )پژوهش وسازند گی(

مدل هاي رگرس��يوني چند متغيره بين ش��اخص تنوع شانون در خاك ها 
به عنوان تابع و عوامل خاكي به عنوان متغيرهاي مس��تقل پس از آزمون 
VIFها با استفاده از رگرسيون گام به گام )Stepwise regression( به 
كمك نرم افزارSigma stat مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج این رگرسيون 
نشان داد كه از بين مدل هاي رگرسيوني مورد مطالعه رگرسيون 4 متغيره 
مس��تقل ش��امل كربن آلي، آمونيوم، نيترات و ميزان رس در خاك هاي 
اس��تان همدان با تابع )تنوع ش��انون( از لحاظ آماري در س��طح احتمال 
1 درصد رابطه معني داري وجود داش��ت )جدول 4(. مناس��ب ترین مدل 
رگرس��يوني بدست آمده نشان داد كه 4 متغير مستقل یاد شده توانستند 
83 درصد از تغييرات تابع یا تنوع ژنتيکي جمعيت باكتري سينوریزوبيوم 
همزیس��ت یونج��ه را در واحدهاي مختل��ف فيزیوگرافي اس��تان همدان 
 توجي��ه نمایند كه این توجيه از لحاظ آماري در س��طح احتمال 1 درصد 

معني دار مي باش��د. به عبارت دیگر در این مطالعه 17 درصد از تغييرات 
تاب��ع به غير از عوامل م��ورد مطالعه در این پژوهش )عوامل ناش��ناخته( 
توجي��ه مي ش��ود كه به منظور شناس��ایي ای��ن تغييرات بای��د مطالعات 
بيشتري انجام گيرد. Coutinho )5( معتقد است كه تغيير و تفاوت در 
خصوصيات زیستگاه باكتري ریزوبيومي، تنوع این  باكتري ها را نيز تحت 
تاثير قرار مي دهد. مطالعات انجام ش��ده در خاك هاي برزیل كه به منظور 
بررس��ي اثر كشت سویا و خاك ورزي )ش��خم خورده و بدون شخم( روي 
تنوع باكتریهاي ریزوبيوم انجام گردیده بود، نشان داد كه با وجود یکسان 
بودن شاخص تنوع شانون در خاك شخم خورده و بدون شخم، گروه هاي 
موجود در آنها با هم تفاوت چش��مگيري داش��تند و اعمال تيمار شخم به 
دليل تغيير در خصوصيات خاك باعث تغيير در تركيب گروه هاي ریزوبيوم 

و در نتيجه باعث جایگزیني برخي گروه ها با یکدیگر شده است.

جدول1-شاخصتنوعشانون،گروههايپلاسميديوتعدادجدايهدرواحدهايفيزيوگرافيمتفاوتاستانهمدانبرمبناينيمرخپلاسميدي

# كدواحدهايفيزيوگرافيمذكوردراينجدول،همانكدهايموجودبرروينقشهارزيابيوحاصلخيزيخاكهايايران)سال1382)ميباشد.

شكل1-نيمرخDNAیپلاسميدي15جدايهسينوريزوبيومهمزيستيونجهرقمهمدانيجداشدهازخاكهاياستانهمدانبررویژلآگارز

)ازسويهشاخصMVIIبهعنوانماركروشاهدمثبتاستفادهشدهاست).

واحدفيزيوگرافي#)H)شاخصتنوعشانونگروههايپلاسميدي)P)تعدادجدايه
261،3،5،60/4017
31،6،130/4818
31،30/2828
4523،22،21،1،3،5،6،7،9،10،15،17،18،200/7830
624،270/2243
41،60/2444
251،3،4،5،60/4045
131،2،4،7،100/6147
331،2،3،5،6،10،180/4955
51،13،140/4583
331،6،7،11،16،25،260/3985

(%)730.0).(711.0).(210.0(%).893.02.1 1
4

1
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  )پژوهش وسازند گی(23

جدول2-محاسبهشاخصتشابهگروههايبهدستآمدهبرمبناينيمرخپلاسميديدرواحدهايفيزيوگرافيمختلف

جدول4-تجزيهواريانسرگرسيونگامبهگام

جدول4-جدولتجزيهواريانسحاصلازبررسيروابطرگرسيونيچندمتغيرهبينشاخصتنوعشانونوفاكتورهايخاكي

جدول3-ضريبهمبستگيبينعواملخاكيوشاخصتنوعشانونبراساسگروههايپلاسميدي

واحد1883285544434745178530

0/220/120/240/450/2400/380/320/500/27130

0/40/20/220/290/440/220/360/170/33185

0/50/250/570/670/270/290/30/6117

0/250/250/570/500/290/290/18145

0/220/220/250/310/290/29146

0/40/40/500/220/50143

0/800/400/500/44144

0/400/200/44155

0/400/40128

0/67183

118

منابعتغييردرجهآزاديمجموعمربعاتميانگينمربعات

**0/0560/2234Regression

0/0070/0456Residual

0/0260/26710Total

ناممتغيرهاضرايبtError.Stdسطحمعنيداري

عرض از مبداء0/0015/5490/2001/200

0/08010720/1880/398OC

0/1031/9160/0060/012NO-
3

0/1311/7450/0670/117NH+
4

0/0015/386-0/0060/037Clay

PClaySiltSandECpH4+NH3-NOOC

-0/384 ns-0/369 ns--0/0319-ns-0/00457 nsr

**:معنيداردرسطحاحتمال1درصد.
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24   )پژوهش وسازند گی(

مطالعه دقيق ضرایب مدل رگرسيوني چند متغيره به دست آمده نشان 
مي ده��د كه از بين ای��ن ضرایب، ضریب ثابت معادله رگرس��يوني و ضریب 
درص��د رس در خاك در س��طح احتمال 1 درصد ب��ا تنوع ژنتيکي جمعيت 
باكتري س��ينوریزوبيوم همزیس��ت یونجه در واحدهاي مختلف فيزیوگرافي 
استان همدان رابطه مثبت نشان مي دهد، اگرچه در مجموع بين متغيرهاي 
مستقل موجود در مدل رگرس��يوني و تابع ارتباط آماري قابل قبولي وجود 
دارد این در حالي اس��ت كه از 4 متغير موجود در مدل، ضریب 3 متغير از 
لحاظ آماري )آزمون t( معني دار نمي باش��د )جدول 5(. با توجه به واریانس 
كل مدل رگرس��يوني از كل تغييرات مربوط به تابع )تنوع ژنتيکي جمعيت 
باكتري س��ينوریزوبيوم همزیس��ت یونجه در واحدهاي مختلف فيزیوگرافي 
استان همدان(50 درصد این تغييرات توسط ضریب ثابت معادله رگرسيوني، 
44 درصد آن توس��ط درصد كربن آلي خاك و 6 درصد بقيه توسط غلظت 
آمونيوم در خاك توجيه مي شود. بنابراین از بين متغيرهاي خاكي موجود در 
مدل اهميت درصد كربن آلي به عنوان منشاء اصلي اشکال مختلف نيتروژن 
در خاك از سایر عوامل بيشتر است. این در حالي است كه دو متغير غلظت 
نيت��رات در خاك و درصد رس تنها كمت��ر از 0/5 درصد از تغييرات تابع را 
مي توانن��د توجيه نمایند به عبارت س��اده تر اگرچه ضریب ثابت درصد رس 
در خاك با تابع از لحاظ آماري در س��طح احتمال 1 درصد معني دار اس��ت 
اما هيچ رابطه منطقي بين درصد رس خاك و تابع در ش��رایط این آزمایش 
وجود ندارد. اگر چه گره دار شدن یونجه توسط باكتري هاي سينوریزوبيومي 
به علت وجود ژن هاي nod و nif كه در روي پلاس��ميد همزیس��تي قرار 
دارند، امکان پذیر مي باش��د. اما دليل حضور پلاسميد فقط محدود به گره 
دار كردن گياه ميزبان نمي باشد. نتایج به دست آمده در این تحقيق نشان 
داد كه حضور پلاس��ميدها و تنوع آنها ب��ا خصوصيات خاكي مرتبط بوده و 
همبستگي معني دار دارد. ميزان كربن آلي، نيترات، آمونيم و درصد رس از 
جمله عواملي بودند كه در حالت تركيبي تنوع پلاسميدها را تحت تاثير قرار 
م��ي دادند. با توجه به وجود عوامل متع��دد دخيل در امر حيات باكتري به 
نظر مي رس��د نقش پلاسميدها به عنوان سپر حفاظتي پيچيده بود و اظهار 
نظ��ر در این موارد نياز به اطلاعات ف��راوان دارد. همچنين احتمال دارد كه 
عناص��ر كم مصرف و دیگر فاكتورها در تنوع پلاس��ميدي جدایه ها دخالت 

داشته باشند.
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