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 بكتريافي   nif genesجينات المثبتة للنيتروجينلتحري عند المستوى الجزيئي عن الا
pneumoniea  Klebsiella الــ  نيةباستعمال تقPolymerase chain reaction (PCR) 

 نجوى ابراهيم البرهاوي ، خضر  الرزاق عبد،  فوز عبد السلام الصفار
 العراق ، الموصل،  الموصل جامعة،  كلية التربية،  قسم علوم الحياة

 :الملخص
 K. pneumonieaمررن لكتر رررا عزلررة  21 فررر   nifHو nifDو nifKروج ن النلانررة  تررالكشررع عررن ج ترررا  تن  رر  الت اجررره اررلا اللحرر  ل رررر 

ولاسررتعماا بربررد لام ررا   PCRتقتيررة الرررر  سررتامامال ر طاتيررة لا Leicester فرر  جامعررة Prof. Jean-Marcالترر  تررم الحصرروا عل  ررا مررن المرضررية 
حرزمت ن لكرل عزلرة علرو . ملر  تترا ا التعاعرل علرو وجروم K. pneumoniea  342ومقارتت ا مد السرلالة القياسرية (P1،P2  ،P5 ،P6)متاصصة 

 .Kbp 1 مقارتة مد المل ل الحجم  Kbp 0.5حما ولحجم جز    
 ، الج تا  المشعرة لتن    الت تروج ن، الكللسيلا المن تة للت تروج نتن    التتروج ن اللاتعايش  :الكلمات المفتاحية

 المقدمة
  K. pneumonieaبكتريا الـ • 

 الأيضرية التاحيرة مرن متاحرا لايكرون  الجروه  الت ترروج ن بن مرن لرالرمم

 مرن لرلع  متاحًا يكون  للك بن تجم الزراعية، ملاشرة للمحاص ل لصورة

والتر   (Diazotrophs)   يطلر  عل  را  والتر  المقيقرة الحيرة الكا ترا 
تقسم لالاعتمام علو طر قة تن  ت ا للت تروج ن الرو الكا ترا  التر  تعري  

 Freeلشررركل حرررر فررر  التربرررة وتن ررر  الت ترررروج ن لطر قرررة لا تكافليرررة 

living nitrogen-fixingbacteria   اه لمعرررررررزا عرررررررن التلرررررررا
Nonsymbiotic  وتشررمل اترروا  مررن اللكتر ررا منررل الررررKlepsiella  الرررر

Azotobacter  و الرClostridium  و ايضا تشمل الطحالب الاضرر
، والتو  النرات  ار  تلرك الاتروا   Cyanobacteriaالمزرقة المعروفة  ررررررر

واارم منراا   Symbioticالتر  ترمال مرد التلرا  لعلاقرة تعايشرية تكافليرة
والرررررررررررررررررر   Rizobiumعل  رررررررررررررررا ارررررررررررررررو اللكتر رررررررررررررررا العا رررررررررررررررمة للجرررررررررررررررت  

Bradyrhizobium كوترررررة للعقررررررم الجلر ررررررة علررررررو جررررررلور التلاتررررررا  الم
 .(1)اللقولية 

ركررررز  علررررو  K.pneumoniaeعلررررو لكتر ررررا  اجر رررر المراسررررا  الترررر  
تررررررروج ن اضررررررافة لكوت ررررررا متتجررررررة لمررررررامة  كوت ررررررا ل ررررررا قا ليررررررة تن  رررررر  الت

1,3propanediol  الم مرررررررة اقتصررررررراميا لاسرررررررتامام ا فررررررر  اتترررررررا  الرررررررر
polyurethanes  والرررررررررpolyesters (2) الررررررررر . يمكرررررررن العنرررررررور علرررررررو

Klepsiella  مجموعررررة متتوعررررة مررررن التلاتررررا  مون ان تسرررر ب ل ررررا  فرررر
اشررار و  .((3تررروج ن لكتر ررا موراً م مرراً فرر  تن  رر  التالالامرررا ، وتمتلررك 
فرررر  عمليررررة  K.pneumoniae( الررررو مور 5)و (4)كررررل مررررن اللاحرررر  

مرن  K. oxytoca و   K .pneumoniaترروج ن، وتعت رر تن  ر  الت
اارررم اتررروا  العا لرررة المعويرررة القرررامرة علرررو تن  ررر  الت ترررروج ن مرررن ال رررلا  

ررر .(6)الجررروه وتررروف را للتلرررا   المحترررول الج تررروم  للكتر رررا كللسررريلا  ممح 
فرر  سررات   Genom Sequencing Centerفرر  مركررز2006 عررام 

 MGH 78578  K.pneumoniaلاسرم لروي  جامعرة واشرتطن وعرر  
، و  لر   Mbp  5.3علو كروموسروم واحرم حجمر  الا اللكتر ا ، تحوه 

%. وتمتلرررررررك 57مرررررررن الكوات نيسا توسررررررر ن تسرررررررلة  DNAمحترررررررول الرررررررر 
 pKPN4و  pKPN3الكللسررررررررريلا امسرررررررررة اتررررررررروا  مرررررررررن الللازم رررررررررما 

طررررررررروا كرررررررررل للازم رررررررررم يصرررررررررل ،  pKPN7و  pKPN6و pKPN5و

 ,Mbp , 0.11 Mbp, 0.089 Mbp, 0.0043 Mbp 0.18الرو
0.0035 Mbp(7).  الج ترا   عرمماشار  العم م من المراسرا  الرو ان

جر ن وتكرون متجمعرة لشركل   20 ترروج ن ت لر  المسروولة عرن تن  ر  الت
تشرررررررررعر لاترررررررررز م الت تروج ت رررررررررز الج ترررررررررا   مرررررررررن ارررررررررلا نرررررررررلا  عتاق رررررررررم

(Nitrogenase) وارو nifH, nifD, nifK   مرن  ارلا الاترز م  تكرون
 Mo-Fe-proteinوالحم رررررم  الاوا يحتررررروه علرررررو المول  رررررمتممررررررك  ن، 

مكررررون مررررن اربررررد و (  I)المركررررب  Dinitrogenaseيسررررمو  ررررراتز م الررررررر و 
وحرررمة العرعيرررة مرررن ترررو  لل nifDيُشرررعر الجررر ن   ؛(α2β2وحرررما  فرعيرررة )

، واررررلا βوحررررمة العرعيررررة مررررن تررررو  لليشررررعر  nifK( امررررا الجرررر ن αالعررررا )
 تررررروج ن، المركررررب النررررات  اررررو  ررررروت ن اررررو المسررررووا عررررن ااتررررزاا التال

و ررررررررررمعو لرررررررررراتز م   Fe-proteinال رررررررررروت ن المحترررررررررروه علررررررررررو الحم ررررررررررم 
Dinitrogenase reductase  المركرررب(II ويُشرررعر مرررن ق رررل الجررر ن )

nifH (8)، تروج ت ررررررزوا والنررررررات  المكوترررررران لاتررررررز م التوالمرررررررك  ن الا  
مرن اتحرام يكوتان م ر فعال ن لوحماما لكن جز  ة الاتز م الععالة تتكون 

 تررررررروج ن  واسررررررطة وان ااتررررررزاا الت (9)اررررررل ن الجررررررز   ن مررررررد لعضرررررر ما
 Mg-ATP Azoferredoxinتروج ت رز يحترا  الرو تكرو ن مركرب  الت

 ليسمح لمررور اللكتروترا  Molybdoferredoxin والله  تعاعل مد
 pneumonia تشررايب لكتر ررالوجرا  ال ررم  مررن اررلا المراسررة  .(10)

Klebsiella   الكشررع عررن الج تررا  المشررعرة و علررو المسررتول الجز  رر
 PCR تقتيرررة الررررر  nifH, nifD, nifK  الررررر   تروج ت رررز لاترررز م الت

والتررر  تسرررمح  تضرررايم الج ترررا  متماالرررة لاسرررتامام لام رررا  متاصصرررة 
 الت تروج ت زالمشعرة لاتز م 

 Polymerase Chain Reaction : تفاعـ  البلمـرا المتسلسـ • 

(PCR)  
مد التطور ف  مجراا التكتولوجيرا الح ويرة والرله يقروم علرو التعامرل مرد 

لشرررركل اساسرررر ، اسررررتمعو للررررك العلمررررا   DNAالحررررام  التررررووه الرررررر 
 لشرركل ك  ررر، DNAل لحنرروا عررن طر قررة تقرروم علررو مضرراععة كميررة الررر 

ويمكرررن تعر رررع ارررلا التقاترررة لعت رررا القرررمرة علرررو تضررراعع تررروع  لقطعرررة 
 Inميرا ملا ر ن المررا  ارار  الجسرم الحر  )بتز   DNAمحرممة مرن الررر 

vitro ولاسررررررتامام ج رررررراز الم لمررررررر (  وجرررررروم اللام ررررررا  وبررررررزمن قصرررررر ر
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الرررله  ررروفر مرجرررا  الحررررارة الملا مرررة لكرررل  Thermocyclerالحرررراره 
طر قررررة الاسررررر  والأمق الكوت ررررا ول . (11) مرحلررررة مررررن مراحررررل التعاعررررل

اعتمرم  API 20E  مقارترة لالااتلرارا  الكيميا يرة او حترو شرر ـ الررر 
  .K.pneumoniae (12)عن  K. oxytocaلتشايب 

 Gene Splicingالــ  التطفيـري  لمتـداخ لمتسلس  ااالبلمرا  تفاع  •

overlap extension PCR (SOEing) 
عرررررن الاتز مرررررا  القاطعرررررة المسرررررتاممة  تم رررررز  ارررررلا التقتيرررررة لعسرررررت تا  ا

لت جرر ن الج تررا  لكوت ررا لاتعتمررم علررو مترراط  التق  ررم واررو تمنررل التقتيررة 
الاكنر مقة ف  اعامة تول ع الج ترا  فر  مجراا ال تمسرة الورانيرة اضرافة 

 Overlap rgionلررللك فرران التتالعررا  الت وكل وت ميررة لمتطقررة التررماال 
مصررممة لشرركل متررماال، جرراعلا تحررمم  وسرراطة ال رروامخ المتاصصررة ال

لالامكرران اتجرراز عمليرررا  التطع ررر واعرررامة التول ررع لصرررورة متتاسررقة فررر  
ارررلا التقتيرررة، اضرررافة لكوت رررا لسررريطة وسرررر عة وارررو ماتلعرررة تمامرررا عرررن 

 و  ج تررررةال DNAمررررن الرررررر الطرا رررر  التقل ميررررة المسررررتاممة لتول ررررم قطررررد 
 .(13)ال ج ن  DNAمحورة، ويعتقم ات ا اتطلاقة ل ماية تقتية الرر ال

 المواد وطرائق العم 
 المواد
 ال ر طاتيرة التالعرة  Leicesterارلا العمرل فر  مات ررا  جامعرة اجرره 

 .Kعزلررة لكت ر ررة مررن  21 علررو .لقسررم الاصررالة والمتاعررة والالت رراب

pneumoniea   قياسرية العزلرة ال بضرافة الروالمرضريةKlebsiella  

pneumoniea 342    اارل  مرنProf. Jean-Marc  فر  جامعرة
Leicester . 

 Nitrogen-free broth:وســا المــرق الخــالي مــن النيتــروجين 

(NF)  
( 1من المكوتا  فر  جرموا )وسـ المرق الاال  من الت تروج ن  حضر

لترررر مرررن المرررا  المقطرررر والمعقرررم ضرررلـ الا   1نرررم اكمرررل الحجرررم الرررو 
جرو ومرجرة  1وعقم الوسـ لالموصمة تح  ضر ـ  7 ال  مروج ت  علو

مقيقرة نرم وز  الوسرـ علرو اتا  رب ااتلرار لسرمام 15 م لممة 121°حرارة 
لتتميرة  الوسرـ لكرل ات روب واسرتامم 3سرم 15 واقرد  3سرم 30محكم سعة 

 .(14)تن    الت تروج ن  علو معرفة قمرت او  اللكتر ا
 
 
 
 
 

 :(NF)( مكونات وسا 1جدول )
 g/Lالتركيز  المكونات

glucose 10 

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 
 

 (.   PCRالبلمرا المتسلس  ) نيةتقعدا تفاع  
المج ررزة  PreMixتررم تعاعررل ال لمرررة المتسلسررل لاسررتامام عررمة التعاعررل 

   (.2الجموا)كما موضح ف   Bromegaمن شركة 
 

 PCR PreMix( مكونات 2جدول )
 االحجم المكونات ت

1 Taq DNA polymerease µl 5 

2 DDH2O 3 µl 

3 Primer µl 1 

4 Templet DNA µl 1 
 

 Agaros gel :      هلام الـ
-Trisلعررررر مررررن  3سررررم 100مررررم مررررن الاكرررراروزي 1تحضرررر را لالالررررة  تررررم

acetat with EDTA (TAE)  للرك  مال ليان وبرم لعنم سان لمرجة
 Ethidium روما رررم  الا ن رررم ومصرررل ة مرررن  lµ 10نرررم بضررر ع لررر  

Bromide. 
 :Loading stain صبغة التحمي  

عتررم الترح رررل علررو اررلام الاكررراروز،  حررزمللكشررع عررن وجررروم الاسررتامم 
لاارل وعترم الاسرتامام اعرع  England Biolabج رز مرن ق رل شرركة 

المرا  الارال  مرن مرن  3سم 1مد   روموف توا الازرق  صل ة من 3سم 1
 .DDH2Oالا وتا  

 :Markers  Ladder  الدلي  الحجمي الــ
مرز  ويمتر   lµ 100الماعرع لاارل  1Kbp مرن ترو   Ladderاسرتامم
المج رز  DDH2O مرن lµ 400من الصرل ة اضرافة الرو  lµ 100مد 

 .England Biolabمن ق ل شركة 
   :(Primers) البادئات
 k. pneumoniea 342 لالاعتمررام علررو العزلررة القياسررية صررمم 

( 3و وضرررررح جرررررموا ) الالماتيررررة Eurofinsوالمج ررررزة مرررررن ق ررررل شرررررركة 
 .اللام ا  المستاممة ف  الا المراسة

 للتحقق من وجود الجينات المثبتة للنيتروجين مع تسلسلاتها الخاص PCR( البادئات المستخدمة في تفاع  الـ 3جدول )
 ('3'5) تسلس  القواعد النتروجينية البادئ ت
1 P1 

5'GG CGTTATGACTGAGGATCA3' 

2 P2 
5' GAAGCAGCTCCAGCCTACACCCGGATTTGAGACCTATCTCGG3' 

3 P5 5'GGACCATGGCTAATTCCCATGCTTTGTTTTCGCGGATCGG 3' 

4 P6 
5'ACTGAGCAAAATTCGCAGC 3' 
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 ئق العم اطر 
 تنمية البكتريا قيد الدراسة:تنشيا و ظروف 

 -Luriaالمرررق لعررم تتشرريـ العررزلا  اللكت ر ررة ق ررم المراسررة علررو وسررـ 

Bertani (15).  عزلة مرن لكتر را  21اجر   عملية اعامة الزر  لرK. 

pneumoniea   علررو وسررـNF واقررد مكرررر ن لكررل  المررلكور اعررلاا 
 100 زر  اللكت رره المتشرـ مردمرن الررواحرمة  loopلمرز  حملرة  ،عزلرة

µl  مررنDDH2O   10وز  فرر  ات رروبت  ااتلررار واضرر ع لكررل مت مررا 
مررررن الوسررررـ الاررررال  مررررن الت تررررروج ن علقرررر  الات وبترررران وحضررررت   3سرررم

 التمرو لعرم كنافرةقيرا   وترم  ،Slantsلشركل ما رل م  30° مرجرة حررارة 
 600 الطررروا المررروج   وسررراطة ج ررراز المطيرررا  الضرررو   عترررم ايرررام 6

.nm 
 Polymerase chain reaction (PCR) اســتخدام تقنيــة 

 تثبيت النيتروجين: اتللكشف عن وجود جين
 اجررره تعاعررل ال لمرررة  ررم  التاكررم مررن وجرروم ج تررا  تن  رر  الت تررروج ن 

PCR) ) Polymerase chain reaction   التعاعرل  تحضر ر الرر  ترم
PreMix  (ول2لاحظ جموا ،) استالاب الرر عمDNA  وتتق تر  حسرب
المتاصصرررة المج ررزة مرررن ق رررل شرررركة  ( ولاسرررتامام ال ررروامخ16)طر قررة 

Eurofins الترر  صررمم  لشرركل متررماال حسررب تقتيررة الرررر الالماتيررة ، 

SOEing PCR  ل رتمكن اللام ران  P2/P1  مرن الكشرع عرن الرررnifK 
فيكشررع عترر   nifD وجررز  مررن الرررر nifHامررا الرررر  nifDوجررز  مررن الرررر 

 تقلررر (. 3ا رقرررم )و جرررم كمرررا موضرررح فررر   P6/P5لاسرررتامام اللام ررران
ضرمن ال رتراما  Thermocyclerج از الم لمرر الحرراره  الوالاتا  ب 

 لمرررررا اوصررررر  لررررر  الشرررررركة المصرررررتعة لل ررررروامخ. Checkingالمتلرررررد للرررررر 
المسررتالب  DNAللتحررره عررن مررمل صررلاحية الحررام  التررووه الرررر و 

ترم تحم رم ترك رز   K. pneumonieaمن العزلا  اللكت ر ة ق م المراسة 
 Nanoلاسرتامام ج راز المطيرا  الضرو    /1µ ngالحرام  الترووه 

Drop   260عتم الطوا الموج nm تم قيا  تقراوة الحرام  الترووه .
تصاصرية فر  تعر  الج راز عترم الطرول ن الج توم  من ارلاا قررا ة الام

 .nm (17) 260-280الموج  ن 
 PCR (  خطوات برنامج تفاع  البلمرا الــ 4جدول )
Number 

of 

Cycles 

Time Temperature Steps 

1 10min 49 Initial 

Denaturation 
30 

 

45 s 95 Denaturation 
45 s 55 Annealing 

2 min 72 Extension 
1 10min 72 Final 

Elongation 

 : Agarose gelالترحي  الكهربائي على هلام الاكاروز

المتاسررررب لعررررمم  القالرررربفرررر   ررررلـ  سرررركب  لعررررم تحضررررر اررررلام الاكرررراروز
عترم  wells الحعرر  تكرو نالاراب comb  المشرـ  لعرم تن  ر الع ترا  
ارررلام ترررك  والقالررب مرررد ملاحنررة تجتررب حصررروا فقاعررا    طرفرراحررم 

وتكوتررر  حعرررر فتررررة ل تصرررلب، لعرررماا رفرررد المشرررـ مرررن القالرررب الاكررراروز 

اسررتعمل  لتمنررل  الع تررا  فرر  اررلا الحعررر،  ووضررع لا  العررام متسرراوية
 مارخ مررررن  lµ 5مررررن الع تررررة مررررد  lµ 5ز  لمرررركررررل ع تررررة اررررو ع تررررا  
مررد الاتتلرراا لتاصرريب حعرررة  رحررل  رفرر  الحعرر حملرر  الع تررا التحم ررل 

علرو احررم  1Kbpمرن ترو    DNA Ladderالرر  الرمل ل الحجمر  ف  را
ال ان العلاقررة   DNAالجز  يررة لقطررد الررر الاحجرراملمعرفررة جرات   ال ررلام 

المسررافة المقطوعررة مررن ق ررل الع تررا  علررو اررلام الاكرراروز تتتاسررب  رر ن 
ومرررن ارررلاا الرررمل ل الحجمررر    DNAالجز  ررر  للررررر  الحجرررمعكسررريا مرررد 

ملررح حررو  الترح ررل   ،رحلررةللع تررا  الم   ةالجز  يرر حجرراميمكررن معرفررة الا
ربررـ ج رراز الترح ررل الك ربررا   لمج ررز القرروة ، نررم TBE 1Xلررالمحلوا 
لشكل صحيح لح   يكون اتجاا الترح رل مرن القطرب السرالب  الك ربا ية

الررو  مقيقررة 45فولرر  ولمررمة  120تحرر  فرررق ج ررم  الررو القطررب الموجررب
رفررد ال ررلام لعررماا ووضررد ،  ررلامحررم وصرروا الع تررا  الررو ق ررل ت ايررة ال

 U.Vلرررررو ج ررررراز الترررررعل  الاشرررررعاع  للاشرررررعة فرررررروق ال تعسرررررجية ع

transilluminator   نررم صررور  قطعررة ال ررلام لكررامرا رقميررة موصررولة
 .لالحاسوب

 النتائج والمناقشة
ان تر  الالحررا  الحم نرة ان تشررايب الاحيرا  المقيقررة القرا م علررو اسررا  

مقيقرررا فضرررلا عرررن كوتررر   العروقرررا  العسررر ولوجية او الشررركلية قرررم لايكرررون 
 تطلررب ج ررما ووقتررا ك  ررر ن لررلا ن ررر  حررم نا تقتيررا  كن رررة تعتمررم علررو 

لعمررررل اللصرررمة الورانيررررة ومراسررررة  DNAاسرررتامام الحررررام  الترررووه الررررر 
التتو  الوران  للكا تا  المج ر ة الماتلعرة، تم رز  ارلا التقتيرا  لقرمرا  
عاليرررررة علرررررو التم  رررررز  ررررر ن الكا ترررررا  المقيقرررررة حترررررو مسرررررتول السرررررلالا  
وسررمح  لالكشررع عررن الج تررا  المشررعرة لاترروا  ماتلعررة مررن الاتز مررا . 

روج ت رز للعرزلا  اللكت ر رة ق رم لانلا  وجوم الج تا  المشعرة لاترز م الت ت
مرن ارلاا  PCRالمراسة اجره التشايب الجز    لاستعماا تقتيرة  الررر 
( تسررمح SOEingتصررميم لام ررا  متاصصررة متماالررة )وفرر  تقتيررة الرررر 

 لالكشع عن الج تا  المشعرة للاتز م.
  تر  تترا ا التحرره عرن الج تررا  المشرعرة لاترز م الت تروج ت رز لالاعتمررام 

( ولعررررم 1ام ررررا  متاصصررررة متماالررررة كمررررا م رررر ن فرررر  الشرررركل )علررررو ل
الترح ل علو الام الاكاروز وجروم الج ترا  المشرعرة لاترز م الت تروج ت رز 

(nifH, nifD, nifK)  0.5ال اعط  كل عزلة لكت ر ة حزمت ن لحجرم 

Kbp   1مقارتررة مررد الررمل ل الحجمرر Kbp  واررلا  تطررا    ررمورا مررد مررا
اللام ررا  اتعررة الررلكر ضررمن الموقرررد  جررا  مررن معلومررا  تاررب تصررميم

 National Centerالاليكتروترر  للمركررز العررالم  للتقتررا  الاحيا يررة 

for Bioinformation Information  والتررر  تعطررر  مل رررل قررراطد
لايق رررل الشرررك علرررو امرررتلاك العرررزلا  اللكت ر رررة للج ترررا  المشرررعرة لاترررز م 

  الحجررررم كررررل الت تروج ت رررز  ملالررررة ن رررور حررررزمت ن واضررررحت ن متسررراو ت
حزمرررة تشرررعر لجررر ن وجرررز  مرررن جررر ن اارررر مرررن الج ترررا  النلانرررة المشرررعرة 
لاترررررز م الت تروج ت رررررز  ترررررا ا علرررررو اللام رررررا  المصرررررممة المتماالرررررة التررررر  
اسرررتامم  للكشرررع عت رررا. وارررلا التت جرررة ترررمعم قرررمرة العرررزلا  الماتلعرررة 

ن ت ترروج ن عترم تموارا فر  الوسرـ الارال  مرن الت تررروج للتن  ت را لقا ليرة 
 ملالة امتلاك ا للج تا  المشعرة للاتز م. واشار العم رم مرن اللراحن ن فر  
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اسررتعماا لام رررا  متاصصررة لكشرررع وتضررايم الج ترررا  المشررعرة لاترررز م 
الررو  (18) الت تروج ت ررز وجررا   التت جررة الحاليررة مقاربررة لمررا توصررل اليرر 

يعمرلان علرو تن  ر  الت ترروج ن الجروه فر   nifD و nifHان الج ت  ن 
حالة توفرا كمصمر وح م للت تروح ن ولا يعملان فر  حالرة تروفر مصرمر 
ااررر للت تررروج ن مضررا  للوسررـ الزرعرر  منررل الاموتيررا ماعمررة لمراسررتتا، 

ف  اامية الكشع عن الج ترا  المشرعرة  (19 )وجا   مطالقة لما لكرا 
لاسررتعماا تعاعررل ال لمرررة  (nifH, nifD, nifK)لاتررز م الت تروج ت ررز 

المتسلسل وتحل رل ترواتا التضرايم ل رلا الج ترا  لالاعتمرام علرو لام را  
 متاصصة.

 

 
لانزيم الــ ( نواتج تضخيم الحامض النووي للعزلات البكتيرية المختلفة على هلام الاكاروز التي كشفت عن الجينات المشفرا 1شك )

Nitrogenase (nifH, nifD, nifK). 
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Investigation at the molecular level for a nifgenes to bacteria klebsiella 

pneumoniea the use of polymerase chain reaction (PCR) 
Fawz Abdul Salam K.AL-Saffar    Abdul Razak K. Mahmood   Najwa I. AL- Barhawi 

Department of Biology , College of  Education , University of Mosul , Mosul , Iraq. 

Abstract 
This research was aimed at detection on three nitrogen fixation genes nifK , nifD , nifH in 21 K. pneumonia 

pathogenic isolates which obtained from Prof. Jean-Marc in Leicester British  university by using PCR technique 

and four specific primers P1, P2 , P5 , P6 and compare it with K. pneumoniae 342 standard strain. The results 

showed presence of two bands for each isolate with M.W 0.5 Kbp  comparing  with 1 Kbp of the marker.   

key words: non-symbiotic fix nitrogen, nif genes , Klebsiella  pneumoniea 342 
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