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 الجوي تروجينيعمى تثبيت الن pneumoniea Klebsiellaبكتريا  قدرة
 نجوى ابراهيم البرهاوي،  خضر الرزاق عبد،  فوز عبد السلام الصفار
 العراق الموصل ،،  الموصل امعةج،  كمية التربيةقسم عموم الحياة ، 

 
 :الممخص
 مت  عزلتةالبريطاةيتة   Leicesterمستشتى  مميةتةمرضت  مصتابين بتتات الرفتة  ت   ، أدتتت متنK. pneumonieaمتن بكتريتا  عزلتة 21 تاستتدمم

342  K. pneumoniea  الت  تم الحصول عميها من القياسيةProf. Jean-Marc  جامعة   Leicester  وادتبترت ذتتا العتزعت عمت  البريطاةيتة
ان ومتن ادتبتار ماةكتن تبتين  أوضحت الةتتاف  تبتاين  ت  ةمتو العتزعت البكتيريتة، .Nitrogen-free broth( NF) روجينالدال  من الةيتوسط المرق 
 الةتتاف   قتم اظهترتتتروجين يامتا متن حيتث تثبيتت الة، التتوال عمت   19و20 العزلتة رقتم  ثتم مقارةة مت  بقيتة العتزعت أ ضلاعطت ةموا  18العزلة رقم 

تتتروجين باععتمتتام عمتت  قيتتاس  عاليتتة اةتتزيم ياعمثتتل متتن حيتتث تثبيتهتتا لمة 18العزلتتة  كاةتتتات لةتتتروجين اتثبيتهتتا ل كىاءتهتتا  تت  العتتزعت تبتتاين ايضتتا
   عم  التوال . 19و 20 ثم العزلتين الةيتروجيةيز بوساطة كاشف ةسمر 

 تثبيت الةيتروجين اللاتعايش ، تثبيت الةيتروجين    الكمبسيلا   الكممات المفتاحية:
 المقدمة:      

لعةصتر لهتتا اعم  عممية تثبيتت الةيتتروجين لمتا  اذتمام الباحثينيةصب 
بوصتتتىح أحتتتم العةاصتتتر ادساستتتية المادمتتتة  تتت  تركيتتتب  اذميتتتة كبتتتر  متتتن

تكتتتتتتوين و الحيتتتتتتة  الدميتتتتتتة بةتتتتتتاء البتتتتتتروتين والمتتتتتتامة الوراثيتتتتتتة المادمتتتتتتة  تتتتتت 
(. ان 1) والستتتتتتتتتتتتايتوكاةيةات اعوكستتتتتتتتتتتيةاتو  والهرموةتتتتتتتتتتتتات الكمورو يتتتتتتتتتتتل

متتوام ال)الجزيفتت ( ذتتو ختتاز دامتتل ع يتىاعتتل متت   2Nالةيتتتروجين الجتتو  
دتتر  ليولتتم مركبتتات جميتتمة يمكتتن اعستتتىامة مةهتتا لتتتلك  تتان اعكيمافيتتة ال

عمميتتتة تثبيتتتتح ذتتت  تحويمتتتح متتتن الشتتتكل خيتتتر الىعتتتال التتت  الشتتتكل الىعتتتال 
   .(2) (Nitrogenase) يتروجيةيزبمساعمة اةزيم الة (اعموةيوم)

 اديضتية الةاحيتة متن متاحتا عيكتون الجتو  الةيتتروجين أن متن بتالرخم

 متن لبعض متاحًا يكون تلك أن ةجم الزراعية، لممحاصيلمباشرة  بصورة

والتت  تقستم (Diazotrophs) يطمتق عميهتا  والتت  المقيقتة الحية الكافةات
التتت  تتتمدل متت  باععتمتتام عمتت  طريقتتة تثبيتهتتا لمةيتتتروجين التت  الكافةتتات 

واذتتتم مثتتتال عميهتتتا ذتتتو   Symbioticالةبتتتات بعلاقتتتة تعايشتتتية تكا ميتتتة
 Bradyrhizobiumوالتتتتتتتتت   Rizobiumالتتتتتتتت البكتريتتتتتتا العافتتتتتتمة لجتتتتتتةس 

اعدتتر  والةتتوع، (3)المكوةتتة لمعقتتم الجتريتتة عمتت  جتتتور الةباتتتات البقوليتتة 
-Free living nitrogen تكا ميتتتة بطريقتتتة عتتتتروجين يالمثبتتتتة لمة

fixingbacteria  ا  بمعتتتتتتتزل عتتتتتتتن الةبتتتتتتتاتNonsymbiotic  مةهتتتتتتتا
المعتتروف عتتن ذتتتا الجتتةس اةهتتا مرضتتية لكتتن  .Klepsiellaبكتريتتا التتتت 

ركتتزت عمتت   K.pneumoniaeبكتريتتا اكثتتر المراستتات التتت  تمتتت عمتت  
مةتجتتتة لمتتتامة تتتتروجين اضتتتا ة لكوةهتتتا يتثبيتتتت الة عمتتت  لهتتتا قابميتتتةكوةهتتتا 

1,3propanediol تتتتتتت  اةتتتتتتتتاج التتتتتتتت  ااقتصتتتتتتتاميا عستتتتتتتتدمامه ةالمهمتتتتتتت 
polyurethanes والتتتتتتتتت polyesters (4) .التتتتتتتتت عمتتتتتتت   يمكتتتتتتتن العثتتتتتتتور

Klepsiella  امجموعتتتتة متةوعتتتتة متتتتن الةباتتتتتات مون ان تستتتتبب لهتتتتمتتتتن 
كمتتا . (5)تتتروجين يبكتريتتا موراً مهمتتاً  تت  تثبيتتت الةالتمتمتتك ، و اعمتتراض

 تت  عمميتتة تثبيتتت  K.pneumoniaeالتت  مور ( 7و 6)اشتتار كتتل متتن 
متن اذتم اةتواع  K. oxytocaو   K.pneumoniaوتعتبتر ،تتروجينيالة

العافمتتتتة المعويتتتتة القتتتتامرة عمتتتت  تثبيتتتتت الةيتتتتتروجين متتتتن ال تتتتلاف الجتتتتو  
وقتتم اشتتار  .Diazotrophs (8)وتتتو يرا لمةبتتات لتتتلك يطمتتق عميهتتا استتم 

ان لهتتتا البكتريتتا اذميتتة متتن الةاحيتتة الزراعيتتة لقابميتهتتا  تت   (9) الباحتتث
ام كبيتتترة  تتت  وان ستتتبب تواجتتتمذا عمتتت  اعخمتتتب باعتتتم زيتتتامة المحصتتتول،

 .(10) والتصاقها لىقماةها اعسواط اتالةبات
ةتتات  ذتتتا اعةتتزيم يعتترف اعةتتزيم المثبتتت لمةيتتتروجين بتتاةزيم الةيتروجيةيتتز 

  وذت  تركيبيتةثتلاث جيةتات للاوبترون المكتون متن التعبيتر الجيةت   عن
nifH, nifD, nifK  جيةتتتتاً متتتتن الجيةتتتتات المثبتتتتتة  20متتتتن اصتتتتل

، ليتتتم تمثيمتتح Nitrogen fixation (nif) genes (11)تتتروجين يلمة
 تت   وةتتوات  ثاةويتة أدتتر  Glutamineادميةتت    يمتا بعتتم  لتت  الحتامض

يتكتتتتتون اةتتتتتزيم الةيتروجيةيتتتتتز متتتتتن ةتتتتتوعين متتتتتن  .Klepsiella (12)التتتتتتت 
البروتيةتتتتتات المعمةيتتتتتتة الةتتتتتوع اعول عبتتتتتتارة عتتتتتتن بتتتتتروتين يحتتتتتتتو  عمتتتتتت  

ويستتتتتتتتم  ايضتتتتتتتتا بتتتتتتتتتاةزيم التتتتتتتتتتت  Mo-Fe-proteinالموليبتتتتتتتتمةم والحميتتتتتتتتم 
Dinitrogenase  المركتتتب(I وذتتتتا المركتتتب مكتتتون متتتن اربتتت  وحتتتمات )

( αالوحتتتمة الىرعيتتتة متتتن ةتتتوع الىتتتا ) nifDيُشتتتىر الجتتتين  ،(α2β2 رعيتتتة )
، وذتتتتتا البتتتتروتين ذتتتتو βالوحتتتتمة الىرعيتتتتة متتتتن ةتتتتوع  nifKويشتتتتىر الجتتتتين 

بتتتتارة عتتتتن امتتتتا الةتتتتوع الثتتتتاة   هتتتتو ع تتتتتروجين،يالمستتتتعول عتتتتن ادتتتتتزال الة
ويتتتتتتتتتتمع  بتتتتتتتتتتاةزيم   Fe-proteinالبتتتتتتتتتتروتين المحتتتتتتتتتتتو  عمتتتتتتتتتت  الحميتتتتتتتتتتم 

Dinitrogenase reductase  المركتتتب(II ويُشتتتىر متتتن قبتتتل الجتتتين )
nifH  يتتروجين جين التت  تشتىر مستار تثبيتت الة 20الت  ذو واحم من

وجتاء  .(13)وتستدمم بشكل عتام لتشتديا الكافةتات المثبتتة لمةيتتروجين
الهمف من ذتا المراستة لمتحتر  عتن قابميتة العتزعت المدتمىتة متن بكتريتا 

 تروجين.يالمرضية عم  تثبيت الة   Klebsiellaالتت
 المواد وطرائق العمل
 البريطاةية التابعتة  Leicester   مدتبرات جامعة اجريت ذتا المراسة

عزلتتة بكتيريتتة متتن  21 تتتم تشتتديا .لقستتم اعصتتابة والمةاعتتة واعلتهتتاب
Klebsiella  pneumoniea   المرضتتتية المستحصتتل عميهتتتا متتتن

 .K  342قياستتية العزلتتة الاضتتا ة التت   Leicesterمستشتتى  مميةتتة 

pneumoniea اجريت  يح المراسةمن المدتبر الت   المأدوتة.      
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 Nitrogen-free: مططرق الميططلي الخططالل مططن النيتططروجينالوسططط 

broth   
ثتم اكمتل  الم تت  الدتال  متن الةيتتروجينمترق الوستط ت مكوةتات حضتر 

وكمتا مبتين  ت  جتمول رقتم معقتم المقطتر و اللتتر متن المتاء  1الحجم الت  
صتمة تحتت الوستط بالمع عقتم و  7ضبط اعس الهيتمروجية  عمت  ثم ( 1)

 ط عمتت الوستت مقيقتتة وزع15 لمتتمة  م°121مرجتتة حتترارة جتتو و  1ضتت ط 
لكتتتل  3ستتتم 15بواقتتت   3ستتتم 30حجتتم  ستتتعةبستتتمام محكتتتم ادتبتتتار  اةابيتتب

 عمتتت  قتتتمرتهامعر تتتة و  البكتريتتتا تةميتتتةلاةبتتتوب واستتتتدممت ذتتتتا اعةابيتتتب 
 .(14)تثبيت الةيتروجين 

 (NF)( مكونات وسط 1جدول )
 g/Lالتركيز  المكونات

Glucose 10 g 

K2HPO4 0.52 
KH2PO4 0.41 

MgSO4.7H2O 0.16 

NaCl 0.20 

CaSO4.2H2O 0.20 

Na2MoO4.2H2O 0.002 

FeSO4.7H2O 0.005 

MgSO4.7H2O 0.1 

 :Luri Broth( LBوسط المرق الميلي )
 1ثتتم اكمتتل الحجتتم التت   (LB) حضتترت مكوةتتات وستتط المتترق الم تتت 

ثتم ضتبط اعس  (2الماء المقطر المعقم وكما مبين    جمول رقم )بلتر 
جتو ومرجتة  1وعقم الوسط بالمعصمة تحت ضت ط  7الهيمروجية  عم  

م، استتدمم 4°حىظ بعمذا    مرجتة حترارة  مقيقة15 م لممة 121°حرارة 
   .(15)ذتا الوسط لزرع العزعت وتةشيطها 

 (LB) ( مكونات وسط2جدول )
 g/Lالتركيز  المكونات

Tryptone 10  

Yeast Extract 5  

NaCl 10  

 :Nessler reagentنسمر كاشف 
 اةزيم الةيتروجيةيز الكشف عن قابمية  ارب   تجالكاشف  تااستدمم ذ

 وحىتظ  Sigma، وحسب تعميمات الشتركة المصتةعة لتثبيت الةيتروجين

 .لحين استدمامح    مكان بارم ومظمم

 ئق العملاطر 
 ظروف تنمية وحفظ البكتريا قيد الدراسة:

 LBالمتتترق الم تتتت   زرعتتتت العيةتتتات البكتريتتتة قيتتتم المراستتتة عمتتت  وستتتط
 متتن الوستتط 3ستم100 لقتتاح بكتيتر  لكتتل µl 10 بواقت تةشتتيطها  ضل تر 

 002 (Shaker) ةوحضتتتتتةت ليمتتتتتة واحتتتتتمة  تتتتت  جهتتتتتاز الحاضتتتتتةة الهتتتتتزاز 
الصتتتتتمب  LBةقمتتتتتت عطبتتتتتاق زجاجيتتتتتة حاويتتتتتة عمتتتتت  وستتتتتط  مورة/مقيقتتتتتة

عةتتتتم مرجتتتتة  Growth incubatorحاضتتتتةة الةمتتتتو  وحضتتتتةت  تتتت 
م( 4°مرجتتتة )اعطبتتتاق  تتت  الثلاجتتتة عةتتتم حىظتتتت بعتتتمذا  م(، 1±37°)

 استدمامها    التجارب اللاحقة.لحين 
 :Nitrogen-free broth تنمية البكتريا عمى وسط

  K. pneumonieaعزلتة متن بكتريتا  21اجريت عممية اعامة التزرع لتت 
بمتتزج حممتتة  ،بواقتت  مكتتررين لكتتل عزلتتة المتتتكور اعتتلاا NFعمتت  وستتط 

loop  100 زرع البكتيتر  المةشتط مت متن التتواحمة µl  متنDDH2O  
من الوستط الدتال   3سم 10وزع    اةبوبت  ادتبار واضيف لكل مةهما 
بشتتكل م  30°بمرجتتة حتترارة متتن الةيتتتروجين عمقتتت اعةبوبتتتان وحضتتةت 

بوستتتتاطة جهتتتتاز  ايتتتتام 6 الةمتتتتو بعتتتتم كثا تتتتةقيتتتتاس  وتتتتتم  ،Slantsمافتتتتل 
   nm. 600 الطول الموج  المطياف الضوف  عةم

 روجين باستعمال كاشف نسمر:تاختبار قدرة البكتريا عمى تثبيت الني
ايتتتتام متتتتن  6قيتتتتاس قتتتتمرة البكتريتتتتا عمتتتت  تثبيتتتتت الةيتتتتتروجين بعتتتتم  أجتتتتر 

متتن  3ستتم 0.5متت  معقتتم مقطتتر متتاء  3ستتم 1.75متتزج  بوتلتتك  تحضتتيةها
 تتت  اةابيتتتب متتتن الكاشتتتف  3ستتتم 0.25 اضتتتيف عيةتتتة التتتزرع البكتيتتتر  ثتتتم

 ركتتتتتتثتتتتتواة  وت 10لمتتتتتمة  vortexدمتتتتتيط بجهتتتتتاز التتتتتت الومتتتتتزج ادتبتتتتتار 
بجهتتاز ت اعمتصاصتتية لجميتت  اعةابيتتب ستت. قيمقتتافق 10لمتتمة  اعةابيتتب

 امتتا معاممتتة الستتيطرة . nm 480 طتتول متتوج المطيتتاف الضتتوف  عمتت  
متتتتزي  متتتتن الكاشتتتتف والمتتتتاء والوستتتتط خيتتتتر المكتتتتون متتتتن ) controlالتتتتتت 

عمتتتت  المةحةتتتت  القياستتتت   اعتمتتتتم .(  استتتتتدممت لتصتتتتىير الجهتتتتازالممقتتتت 
والت  جر  بموجبتح قيتاس القابميتة  (1)عدتبار اعموةيا والممثل بالشكل 

 .عم  تثبيت الةيتروجين

 

 
 (: المنحنى القياسل للامونيا1الشكل )
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 التحميل الاحصائل:
وقورةتتتتتت  F-testو  F-valueحممتتتتتت الةتتتتتتاف  بادتبتتتتتار تحميتتتتتل التبتتتتتاين 

بمستتتتو  احتماليتتتة  بادتبتتتار مةكتتتن متعتتتمم الحتتتموم المتوستتتطات الحستتتابية
P≤ 0.05. 

 النتائج والمناقشة
تطروجين عمطى وسطط يتشخيص قدرة  نمو العزلات البكتيرية وتثبيتها لمن

Nitrogen-free broth: 
لمةتتتتروجين عمتتت  التربتتتة اع اةتتتح ثبتتتت ان  يقتصتتتر وجتتتوم اعحيتتتاء المثبتتتتة

بعض اةواع البكتريا المرضية لهتا القتمرة عمت  تثبيتتح ايضتا   لتتا حظيتت 
تمتتك اعحيتتاء بمراستتات اوستت  متتن تمتتك التتت  تثبتتت الةيتتتروجين كمتتا اةهتتا 
القتتتتت بظلالهتتتتا وبشتتتتكل مكثتتتتف عمتتتت  التطبيقتتتتات الحقميتتتتة وكاةتتتتت محتتتتط 

متتت  تثبيتتت الةيتتتروجين متتن قبتتتل اةظتتار البتتاحثين. ان ادتتتلاف القابميتتة ع
اعحياء المجهرية المدتمىة ذت  احتم  الستمات المميتزة لتمتك اعحيتاء لتتا 

عمت   K. pneumoniea عزلتة بكتيريتة متن بكتريتا  21 ادتبترت قابميتة
 Nitrogen-free( NFالوستتتط الدتتتال  متتتن الةيتتتتروجين )  تتت  الةمتتتو

broth م  30°ايام من تحضيها بالحاضةة بمرجة  6، وبعم مرور  . 

ن تجربتتتتتتة ةمتتتتتتو العتتتتتتزعت وتثبيتهتتتتتتا متتتتتتن جتتتتتتمول تحميتتتتتتل التبتتتتتتاين تبتتتتتتين ا
كاةتت معةويتة ضتمن مستتو    N-free brothلمةيتتروجين عمت  وستط 

 . P≤ 0.05احتمال 
ان ذةتتتاك تىاوتتتتتا واضتتتحا  تتتت  قابميتتتة العتتتتزعت تبتتتين متتتتن ادتبتتتار ماةكتتتتن 

ةمتوا أمثتل مقارةتة  18البكتيرية المدتمىة عمت  الةمتو ات ابتمت العزلتة رقتم 
مت  بقيتة العتتزعت )وتلتك لمحصتتول عمت  اكبتتر  ترق معةتتو ( تمتهتا العزلتتة 

عمت  التتوال )الت  اعطتت ةىتس الىترق المعةتو   يمتا  19والعزلتة  20رقتم
بيةها( من حيث القابمية عم  الةمو مقارةتة مت  العزلتة المةتوا عةهتا اعتلاا 

اةدىاضتتا  11و 6وشتهمت العتتزلتين رقتتم  (.2رقتتم ) الشتتكل كمتا جتتاء  تت 
 شتكل ت   الموضتحة الةتتاف اظهترت     قابميتة الةمتو عمت  ةحتو واضت .

تثبيتهتتا لمةيتتتروجين باععتمتتام عمتت  قيتتاس   تت  العتتزعت تبتتاين( 3رقتتم )

 عاليتتة اةتتزيم الةيتروجيةيتتز باستتتدمام كاشتتف ةستتمر، ات كاةتتت العزلتتة رقتتم 
يتروجيةيتز مقارةة بالعزعت اعدر  اعمثتل متن حيتث  عاليتة اةتزيم الة 18

والتتتت  اةعكتتتس عمتتت  قابميتهتتتا لتثبيتتتت الةيتتتتروجين )وتلتتتك لحصتتتول اكبتتتر 
عمت  التتوال   14و 20  ترق معةتو (، تمتهتا متن حيتث الىعاليتة العتزلتين 

عممتتا  ،مقارةتتة ببقيتتة العتتزعت 35و 3وتتتمةت  عاليتتة اعةتتزيم  تت  العتتزلتين 
اعطتت  رقتتا معةويتا  تت   K. pneumoniea 342بتان العزلتة القياستتية 

ةموذا وقابمية تثبيتها لمةيتروجين وذتا مليل يثبت ان ذتتا العزلتة لهتا قتمرة 
 تروجين وامتلاكها عةزيم الةيتروجيةيز. يعم  تثبيت الة

ةمتو العتزعت البكتيريتة  ت  اظهرت ةتاف  ذتا التجربة ان ذةتاك ادتتلاف 
من عيةتة واحتمة واةمتا متن عيةتات العزل حيث لم تجم   قم يعز  لطريقة

 من واحم لةوع المدتمىة السلاعتان ( 16) مدتمىة وذتا ما اكما الباحث

 عمت  أطمتق وقتمتتروجين يالة تثبيتت عمت  قتمرتها  ت  تدتمتف البكتيريتا

 ستلالة استم ضتفيمة بكميتات تثبتتح أو الةيتتروجين تثبتت ع التت  الستلاعت

. كمتا Effective الىعالتة الستلاعت عتن تميتزًا Ineffective  عالة خير
، وجتتتاءت ايضتتتا (17جتتتاءت ةتتتتاف   الكشتتتف مقتتتارب لمتتتا توصتتتل اليتتتح )

حتتول  عاليتتة اةتتزيم الةيتروجيةيتتز  (18مقاربتتة لمتتا توصتتمت اليتتح مراستتة )
واةعكاستتها عمتت  قابميتتة العتتزعت البكتيريتتة  تت  تثبيتهتتا لمةيتتتروجين معيتتمة 

الكشتتف ات اةتتح لىعاليتتة اةتتزيم الةيتروجيةتتز تتتأثير عمتت   وماعمتتة لةتتتاف  ذتتتا
كىتتاءة تثبيتتتت الةيتتتتروجين  قتتم يكتتتون  عتتتال  تتت  عزلتتة ودامتتتل  تتت  ادتتتر  

تات  Rizobiumكتتتتالملاحظ  تتتت  العقتتتتم الجتريتتتتة الورميتتتتة لتتتتت بكتريتتتتا التتتتتت 
الكىتتاءة  تت  تثبيتتت الةيتتتروجين عحتوافهتتا عمتت  اةتتزيم الةيتروجيةتتز الىعتتال 

ريتتة البيضتتاء التتت  يكتتون  يهتتا اعةتتزيم دامتتل. ان عمتت  عكتتس العقتتم الجت
اعدتتتتلاف الملاحتتتظ  تتت   عاليتتتة اةتتتزيم الةيتروجيةيتتتز التتتت  اةعكتتتس عمتتت  

الت  العزعت البكتيرية وقابميتهتا تثبيتهتا لمةيتتروجين قتم يعتز  ايضتا كتتلك 
استتتباب وراثيتتتة او لمحالتتتة الىستتتمجية لمعزلتتتة البكتيريتتتة المدتمىتتتة رختتتم اةهتتتا 

K.pneumoniae (19.)ع لبكتريتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتا  عافتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتمة لتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتةىس الةتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتو 
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Abstract: 
Twenty one  isolates of K. Pneumonia isolated from infected pneumonic patients in Leicester city hospital in 

Britain, with  K. pneumonia342 standard strain which obtained from Prof. Jean-Marc in Leicester 

British  university were used in this study . These isolates were tested by inoculating in Nitrogen free broth 

medium .The results revealed variation in their growing and from Danken test it was appeared that the 18th 

isolate gave the best growth in comparison with the rest, then the 20th ,19 th isolates respectively.  While in 

respect to nitrogen fixation, the results showed variation in it's efficiency for it's nitrogen fixation, the 18th 

bacterial isolate was the  best according to it's fixation ,depending on measuring the activity of nitrogenase 

enzyme by Nesler reagent  ,then 20th,19th isolates  respectively. 

key words: Non-symbiotic fix nitrogen, Fix nitrogen in K. pneumoniea, nif HDK  

 


