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A Study of the Ability of Pseudomonas KKj5 in Utilization of
Methanol as a Sole Source of Carbon and Energy and the Role
of its Plasmid.

Abstract

Fifty different samples (water and soil) were collected from different places in
Iraq. Only (5) isolates showed the ability to grow and utilize methanol as a sole
source of carbon and energy. Morphological, cultural characterization and
biochemical tests confirmed that these isolates belonging to genus Pseudomonas
(KK ;-KK5) .Plasmid profiles results showed that these isolates were harbored only
one large plasmid . KK isolate was selected because of its efficiency and ability
to grow in high density on methanol selective medium (0.8%) for conjugation
and curing experiments, these were checked by conjugation experiments after their
expression in E. coli MM294. The genes responsible for methanol utilization were
located on large conjugative plasmid. These results were confirmed by data obtained
from curing experiments.
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	    دراسة قابلية عزلة البكتريا المحلية    Pseudomonas  KK5 في أستهلاك الميثانول كمصدر للطاقة والكاربون ودور البلازميد فيها
	عبد الكريم عبد الرزاق القزاز، رنا كاظم محمدالشمري، هديل قادر رستم* 
	قسم التقنيات الاحيائية- كلية العلوم-  جامعة بغداد. العراق، بغداد. 
	الملخص

	      جمعت  (50 ) عينة (ماء وتربة )  من مناطق مختلفة من العراق . أظهرت (5)عزلات قابليتها على النمو على وسط الأملاح المعدنية المضاف له الميثانول كمصدروحيد للكاربون والطاقه وبكثافة نمو مختلفة. أكدت الصفات المظهرية والفحوصات الكيموحيوية عائديتها للجنس Pseudomonas    (  KK1-KK5 ) ، تمت دراسة المحتوى الوراثي  للعزلات ، لمعرفة دور البلازميدات في اظهارصفة أ ستهلاك الميثانول ، وأظهرت نتائج الترحيل الكهربائي احتواء العزلات على حزمة بلازميدية واحده.اختيرت العزلة   KK5))  وذلك لكفاءتها وقابليتها للنمو بكثافة على وسط الميثانول الانتقائي وبتركيز (0.8 % ) لأجراء تجارب الأقتران والتحييد. أ ظهرت نتائج الأقتران ا ن بلازميد العزلة KK5) ) له القدرة على التعبير المظهري في بكتريا ( MM294 E.coli )  أي ا نها ذات مدى مضيفي واسع ، وان الجينات الوراثية المسؤولة عن اظهار صفة ا ستهلاك الميثانول كانت بلازميدية الموقع ، وهذا ما اكدته نتائج تجارب التحييد .
	A Study of the Ability of Pseudomonas  KK5 in Utilization of   Methanol as a Sole Source of Carbon and Energy and the Role of its Plasmid. 
	المواد وطرق العمل  :
	1.العزلات البكتيرية :  جمعت (50) عينة  ( ماء و تربة ) من مناطق مختلفة في العراق ( 33 عينة تربة و 17 عينة مياه ) كما موضح أدناه:-
	تم اختيار  خمس عزلات  وأعطيت الرموز( KK5 – KK1). وتم بعد ذلك تشخيصها مظهريا ، زرعيا و كيموحيويا.
	2.استهلاك العزلات للميثانول : أستخدم وسط الأملاح المعدنية المعقم المضاف له الميثانول (وسط الميثانول الانتقائي) كمصدر وحيد للكاربون والطاقه والموصوف في  (12) . حيث تم تنمية العزلات الخمس على تراكيز متسلسلة تصاعدية من الميثانول وكما يلي :  (0.1% ، 0.2% ، 0.4% ، 0.8% ، 1.2% V/V ) وذلك لأختيار العزلة الأكفأ التي تستطيع النمو على أعلى تركيزمن الميثانول  وذلك بعد حضنها لمدة 24 ساعة  بدرجة حرارة 37.م .
	3. أستخلاص الدنا البلازميدي  : عزل الدنا البلازميدي من العزلات (KK1-KK5  (و ذلك بأتباع طريقة التحلل القاعدي  Alkaline Lysis والمحورة من قبل(13) والتي تفصل الدنا الكروموسومي عن البلازميدي بأستخدام قاعدة قوية ، وتفضل هذه الطريقه بكثرة وذلك لدقتها ، حيث  تحافظ على الدنا البلازميدي  بشكله التساهمي المغلق على عكس الدنا الكروموسمي الذي يتحطم كليا .
	4. الترحبل الكهربائي الهلامي :  حدد محتوى البكتريا من البلازميد بعد ترحيل الدنا البلازميدي المستخلص على هلام الأﮔاروز   ( %  0.8 )  حسب الطريقة الموصوفة من قبل  (14) .
	5. تحييد بلازميدات العزلات: أستخدمت العوامل المحيدةEthidium Bromide                                                                                                                                                                      (EB) وال SDS (Sodium Dodecyl (Sulphate ، لتحييد البلازميدات والموصوفة في(15) ، حيث تم تحديد تراكبز متزايدة من من العاملين وكما يلي (   1%، 2% ، 3% ، 4% ، 5% ) للعامل المحيد SDS))، والتراكيز(   0.1%، 0.2% ، 0.3% ، 0.4% ، 0.5% ) للعامل المحيد  EB بعد اجراء العديد من ا لتجارب لاختيار مدى التراكيز الامثل .  و للتحري عن المستعمرات المحيدة ، كررت 300 مستعمرة لكل معاملة من هذه المعاملات على وسط الأملاح المعدنية الصلب ( وسط الميثانول ) المضاف اليه الميثانول كمصدر وحيد للكاربون و الطاقة و كررت نفس المستعمرات على الوسط المذكوراعلاه ،  حضنت جميع الأطباق بدرجة حرارة   º 37 م  و لمدة 24  ساعة .
	حددت المستعمرات التي أظهرت نموا واضحا على الأوساط الاننقائيـــة( وسط الميثانول) و أكدت قابليتها على استهلاك الميثانول كمصدر وحيد للطاقة و الكاربون . أستخلص الدنا البلازميدي من المستعمرات التي أظهرت تغييرا في قابليتهاعلى استهلاك الميثانول و تم ترحيله على هلام الأﮔاروز و قورنت الحزم الناتجة مع الحزم البلازميدية للعزلات الأصليـة.
	6 . الاقتران : أجريت تجربة الاقتران بين العزلة KK5  ذات القدرة العالية على أستهلاك الميثانول كسلالة واهبة ، وأظهر أختبار الحساسية للمضادات مقاومتها للمضادات (التتراسايكلين وألامبيسيلين) وحساسيتها للمضادات (ريفامبسين والنيومايسين) . تم بعد ذلك أختيارالسلالة  MM294  E.coli التي ليس لها القدرة على النمو على وسط الميثانول الأنتقائي  وأعتبرت كسلالة مستلمة والتي تتصف بمقاومتها للمضاد (ريفامبسين ) وبالاستفادة من الطريقة الموصوفة من قبل,(16)وبعد اجراء تخافيف مناسبة على  وسط الأملاح المعدنية الصلب المضاف له الميثانول  بتركيز (0.8%) كمصدر وحيد للكاربون والطاقة ومضاف له المضاد الحيوي الريفامبسين . حضنت الأطباق بدرجة حرارة  º37 م لمدة   48 ساعة .
	النتائج والمناقشة:      
	 تشخيص العزلات : تم أختيار 5 عزلات وذلك لقابليتها العالية على أستهلاك الميثانول كما موضح بالجدول رقم (1).
	جدول (1) العزلات التي لها القابلية على أستهلاك الميثانول ومناطق عزلها ونوع النماذج
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