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أستهلاك الميثانول   فيPseudomonas  KK5     المحليةدراسة قابلية عزلة البكتريا    
  كمصدر للطاقة والكاربون ودور البلازميد فيها
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  الملخص

عــزلات قابليتهــا علــى )5(أظهــرت  . مــن العــراقمــن منــاطق مختلفــة )  مــاء وتربــة (عينــة  ) 50(جمعــت        
. ن والطاقــه وبكثافــة نمــو مختلفــةدنيــة المــضاف لــه الميثــانول كمــصدروحيد للكــاربو لنمــو علــى وســط الأمــلاح المعا
،  ) Pseudomonas   )   KK1-KK5كدت الصفات المظهريـة والفحوصـات الكيموحيويـة عائـديتها للجـنس أ

هـرت تمت دراسة المحتوى الوراثي  للعزلات ، لمعرفة دور البلازميدات في اظهارصفة أ سـتهلاك الميثـانول ، وأظ
  وذلـك لكفاءتهـا )(KK5اختيـرت العزلـة   .نتائج الترحيل الكهربائي احتواء العزلات علـى حزمـة بلازميديـة واحـده

أ .  لأجــراء تجــارب الأقتــران والتحييــد )% 0.8(وقابليتهــا للنمــو بكثافــة علــى وســط الميثــانول الانتقــائي وبتركيــز 
ــا لــه  ) (KK5ظهــرت نتــائج الأقتــران ا ن بلازميــد العزلــة   MM294( القــدرة علــى التعبيــر المظهــري فــي بكتري

E.coli  (  أي ا نهـــا ذات مـــدى مـــضيفي واســـع ، وان الجينـــات الوراثيـــة المـــسؤولة عـــن اظهـــار صـــفة ا ســـتهلاك
  .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.  

 
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  
(KK1-KK5) .Plasmid profiles results showed that these isolates were harbored only 
one large plasmid .  KK5  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.        

  

  المقدمة
اســتخدمت البكتريــا المعزولــة مــن بيئــات مختلفــة لفتــرة طويلــة       

 الطــــب ،  مجـــالات كمـــصادر لمنتجـــات طبيعيـــة ، اســـتعملت فـــي

الــــــصناعة والزراعــــــه ، شخــــــصت البكتريــــــا المــــــستهلكه للميثــــــانول 
  ، 1906كمــــــــــصدر وحيــــــــــد للكــــــــــاربون والطاقــــــــــه ، منــــــــــذ عــــــــــام 

, يا محللة للميثـان    أ ول من عزل بكتر Sohngenويعتبرالباحث 
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  نمـو بكتريـا (1914)عـام  فـيBassalikلاحـظ بعـد ذلـك العـالم 

Bacillusتنتـــــــشر المجــــــــاميع البكتيريــــــــة ) . 1( علـــــــى الميثــــــــانول
ــــــانول                                          Methylotrophic) المــــــستهلكة للميث
     bacteria)      ديـدة بصورة واسعة ، وتضم أجناس وأ نواع ع

 Methylobacterium extorquens (2)منهــــــا 

Methylococcus   capsulatus ( 3), Bacillus 
methanolicus (4) , Acidomonas ( 5),Beijerinckia 

(6) . Pseudomonas  ( 7 )    تنتج أ غلب الأحياء المستهلكة
)  mdh )  Methanol dehydrogenaseللميثـــانول  انـــزيم 

 Periplasmic Space ) سحة البريبلازميديةوالذي يتواجد في الف
للبكتريـــا المـــستهلكة وخاصـــة فـــي البكتريـــا الـــسالبة لـــصبغة غـــرام ، 
يقوم الانزيم بأكسدة  الميثانول الى الفورمالديهايـد وهـو مركـب سـام 
ـــــضية  ـــــانول مـــــساراتها الاي ـــــاء المـــــستهلكة للميث ـــــت الاحي ـــــذا كيف ، ل

  (لانـزيم مـن سلـسلتين يتركـب ا.  لأكسدته لثاني أوكـسيد الكـاربون 
α2β2  (  أحـدهما ذو وزن جزيئـي كبيـر)67  - 60 KD  (  

ينتشر الميثـانول فـي مختلـف . KD (  (8) 8.5(والاخرى صغير 
 -البيئــات مــسببا تلوثــا لهــا ، ولأزالــة هــذا التلــوث بــالطرق الفيزيائيــة

الكيميائيـــــة يتطلـــــب ذلـــــك وجـــــود مختبـــــرا ت عاليـــــة التكـــــاليف، لـــــذ 
) 9(لاك الحيوي الـذي يكـون رخيـصا وملائـم للبيئـة استخدم الأسته

الحيــوي  ن العوامــل الوراثيــة المــشفرة لــصفة الاســتهلاكا لــوحظ . 
للميثانول في بعض الانواع البكتيريـة عبـارة عـن جينـات بلازميديـة 

، لــــــذا وطبقــــــا لمــــــا ذكــــــر ســــــابقا ، وبــــــسبب ) .  10,11(الموقــــــع 
تهلكة للميثـــــانول الدراســـــات المحـــــدودة محليـــــا علـــــى البكتريـــــا المـــــس
تـــم اجـــراء هـــذه ,  ولتحديـــد العوامـــل الوراثيـــة المـــشفرة لهـــذه الـــصفة 

ـــــــة دور  ـــــــشخيص العـــــــزلات المـــــــستهلكه ومعرف ـــــــة وت الدراســـــــة لتنقي
البلازميدات فـي اظهـار هـذه الخاصـية ليتـسنى لنـا مـستقبلا تطـوير 
عـــــزلات تـــــستهلك مـــــدى واســـــع مـــــن المركبـــــات الكحوليـــــة  وكـــــذلك 

  .اتج عنهاالقضاء على التلوث الن
  

 :  المواد وطرق العمل

مــن ) مــاء و تربــة ( عينــة  ) 50(جمعــت :  العــزلات البكتيريــة .1
)  عينـــة ميـــاه 17 عينـــة تربـــة و 33( منـــاطق مختلفـــة فـــي العـــراق 

  -:كما موضح أدناه
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

). KK5 – KK1 ( وأعطيـت الرمـوز خمـس عـزلات تـم اختيـار 
  .مظهريا ، زرعيا و كيموحيوياوتم بعد ذلك تشخيصها 

  
أسـتخدم وسـط الأمـلاح المعدنيـة : استهلاك العـزلات للميثـانول .2

كمـصدر )  الانتقـائيوسـط الميثـانول(المعقم المضاف له الميثانول 
 حيــث تــم تنميــة ) .12(وحيــد للكــاربون والطاقــه والموصــوف فــي  

متسلـــسلة تـــصاعدية مـــن الميثـــانول  العـــزلات الخمـــس علـــى تراكيـــز
 %1.2 ، %0.8 ، %0.4 ، %0.2 ، %0.1:  (كمـــــــــــا يلـــــــــــي و 

V/V (  ـــى ـــأ التـــي تـــستطيع النمـــو عل ـــة الأكف ـــار العزل وذلـــك لأختي
 ســــاعة  24أعلــــى تركيــــزمن الميثــــانول  وذلــــك بعــــد حــــضنها لمــــدة 

  .م .37بدرجة حرارة 
  
عـــزل الـــدنا البلازميـــدي مـــن : أســـتخلاص الـــدنا البلازميـــدي  . 3

 بـاع طريقـة التحلـل القاعـدي و ذلـك بأت)  KK1-KK5(العزلات 

Alkaline Lysisوالتـــي تفـــصل الـــدنا )13( والمحـــورة مـــن قبـــل 
الكروموســـومي عـــن البلازميـــدي بأســـتخدام قاعـــدة قويـــة ، وتفـــضل 
هـــــذه الطريقـــــه بكثـــــرة وذلـــــك لـــــدقتها ، حيـــــث  تحـــــافظ علـــــى الـــــدنا 
البلازميــــــــدي  بــــــــشكله التــــــــساهمي المغلــــــــق علــــــــى عكــــــــس الــــــــدنا 

  .ليا الكروموسمي الذي يتحطم ك
  
حــــدد محتــــوى البكتريــــا مــــن :  الترحبــــل الكهربــــائي الهلامــــي . 4

البلازميــــد بعــــد ترحيــــل الــــدنا البلازميــــدي المــــستخلص علــــى هــــلام 
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ـــــل   )0.8 %  (   اروزگالأ       :النتائج والمناقشة ـــــة الموصـــــوفة مـــــن قب   حـــــسب الطريق
)14. (  
  
أســــــــــــتخدمت العوامــــــــــــل : تحييــــــــــــد بلازميــــــــــــدات العــــــــــــزلات. 5

ــــــــــــدة                                                                                           Ethidium Bromideالمحي
(EB)وال  SDS )Sodium Dodecyl (Sulphate لتحييـد ، 

يـدة  حيث تـم تحديـد تراكبـز متزا،) 15(البلازميدات والموصوفة في
 %5 ، %4 ، %3 ، %2، %1   (من مـن العـاملين وكمـا يلـي 

 %0.3 ، %0.2، %0.1   (، والتراكيـز)(SDS للعامل المحيد )
 بعد اجـراء العديـد مـن ا EB للعامل المحيد  ) 0.5% ، 0.4%، 

و للتحـــــــري عـــــــن   .لتجـــــــارب لاختيـــــــار مـــــــدى التراكيـــــــز الامثـــــــل 
معاملة مـن هـذه  مستعمرة لكل 300المستعمرات المحيدة ، كررت 

وسـط الميثـانول ( المعاملات على وسط الأملاح المعدنية الصلب 
ـــانول كمـــصدر وحيـــد للكـــاربون و الطاقـــة و )  المـــضاف اليـــه الميث

المـــذكوراعلاه ،  حـــضنت  كـــررت نفـــس المـــستعمرات علـــى الوســـط
  .  ساعة 24م  و لمدة  º 37 جميع الأطباق بدرجة حرارة  
 علــــى الأوســــاط  نمــــوا واضــــحا أظهــــرتحــــددت المــــستعمرات التــــي

ــــــة و أكـــــدت قابليتهـــــا علـــــى اســـــتهلاك ) وســـــط الميثـــــانول( الاننقائيــ
ــــدنا . الميثــــانول كمــــصدر وحيــــد للطاقــــة و الكــــاربون  أســــتخلص ال

البلازميــدي مــن المــستعمرات التــي أظهــرت تغييــرا فــي قابليتهــاعلى 
ـــى هـــلام الأ ـــه عل ـــم ترحيل ـــانول و ت اروز و قورنـــت گاســـتهلاك الميث

  .الناتجة مع الحزم البلازميدية للعزلات الأصليـةالحزم 
 ذات  KK5بــين العزلــة أجريــت تجربــة الاقتــران : الاقتــران  . 6

ـــانول كـــسلالة واهبـــة ، وأظهـــر  القـــدرة العاليـــة علـــى أســـتهلاك الميث
التتراســايكلين (أختبــار الحــساسية للمــضادات مقاومتهــا للمــضادات 

) . امبـسين والنيومايــسينريف(وحـساسيتها للمــضادات ) وألامبيـسيلين
 التـــي لـــيس لهـــا MM294  E.coliتـــم بعـــد ذلـــك أختيارالـــسلالة  

القدرة على النمو على وسط الميثانول الأنتقائي  وأعتبرت كـسلالة 
الاسـتفادة بو ) ريفامبسين (تصف بمقاومتها للمضاد تمستلمة والتي 

وبعـد اجـراء تخـافيف مناسـبة (16),من الطريقة الموصـوفة مـن قبـل
 الأمــــلاح المعدنيــــة الــــصلب المــــضاف لــــه الميثــــانول   وســــط علــــى

ـــه ) %0.8(بتركيـــز  ـــة ومـــضاف ل ـــد للكـــاربون والطاق كمـــصدر وحي
حــــضنت الأطبــــاق بدرجــــة حــــرارة   . المــــضاد الحيــــوي الريفامبــــسين

º37   ساعة 48 م لمدة .  
  
  

  عــــزلات وذلــــك لقابليتهــــا 5تــــم أختيــــار : تــــشخيص العــــزلات 
عاليـــة علـــى أســـتهلاك الميثـــانول كمـــا موضـــح بالجـــدول رقـــم ال
)1(.  

  
العزلات التي لها القابلية على أستهلاك الميثانول ومناطق ) 1(جدول 

  عزلها ونوع النماذج
  العينة نوع  المنطقة  العزلة
KK1    تربةعينة  شھربان-ديالى 

  )ساحل(
 معمل كحول –ديالى

  الخالص
KK2  عينة  تربة  

KK3   عينة مياه   دجلة نھر–بغداد  
KK4   عينة تربة   بيجي–صلاح الدين  

  عينة تربة  KK5  الدورة-بغداد
  

وبعـــد دراســـة الـــصفات المظهريـــة مـــن شـــكل المـــستعمرات وشـــكل   
 وكمـا الخلايا البكتيرية والاختبارات الكيموحيوية أثبتـت الفحوصـات

    للجــنس الخمــس عائديــة العــزلات)2(موضــح بالجــدول رقــم 

.Pseudomonas  
  

الاختبارات المظهرية والكيموحيوية للعزلات البكتيرية الخمس ) 2(جدول 
  Pseudomonas        المستهلكة للميثانول العائدة لجنس

KK5  KK4  KK3  KK2  KK1  الاختبارات  
  لون المستعمرة  أ  أ    صفرصفر  أصفر  أصفر  أصفر
  شكل المستعمرة     عصوية  عصوية  عصوية  عصوية  عصوية

  رامگصبغة      -    -    -    -    -  
  أنتاج الكاتاليز       +    +    +    +    +
   أنتاج البيروكسديز           +    +    +    +    +
 King Aالنمو على وسط    +    +    +    +    +

  King Bالنمو على وسط    +    +    +    +    +
     أسالة النشأ    +    +    +    +    +
  ازينگأسالة الـ       +    +    +    +    +
+    +    +    +    +    DNase  
  أسالة الجلاتين       +    +    +    +    +
  أستهلاك السترات       +    +    +    +    +
     الحركة    +    +    +    +    +
   بروسكورالفوكس     -    -      +    +    +
    الاحمر-المثيل        +    +  -    -    -  

  أنتاج البايوسيانين     -    -      +  -      +
 UVأشعة الفحص تحت       +    +  -      +  -  

لسطح    ا  قاعدي  قاعدي  قاعدي  قاعدي  قاعدي
لقعر     ا  قاعدي  قاعدي  قاعدي  قاعدي  قاعدي

  -    -    -    -  
  

-     
  

TSI    
 
  
  أنتاج الغاز  

KK) الختبـارأ  – KK5 1  )TSI: Triple sugar iron العـزلات 
  .نتيجة سالبة)-(نتيجة موجبة،:(+) الرموزلمستهلكة للميثانولالمحلية ا
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 وذلـك بتنميتهـا KK5 – KK)1(تـم تنقيـة العـزلات : تنقية العزلات
 وذلـك  KK5مرات عديدة على وسط الميثانول وتم  أختيار العزلـة

ـــانول   ونموهـــا الكثيـــف علـــى  ـــة فـــي أســـتهلاك الميث لكفائتهـــا العالي
وذلــك بعــد ان  ) %0.8(  بــأعلى تركيــزوســط الميثــانول  الانتقــائي

أختبـــر نموهـــا علـــى تراكيـــز متـــصاعدة مـــن الميثـــانول حيـــث تمـــت 
  .الاضافة بنسبة مئوية  الى حجم الوسط  

  
درس النسق البلازميـدي للعـزلات الخمـس :  عزل الدنا البلازميدي

(KK1-KK5) ـــائي احتـــواء هـــذه ـــائج الترحيـــل الكهرب  واظهـــرت نت
يديــة ذات وزن جزيئــي عــالي  بعــد اكثــر العــزلات علــى حزمــة بلازم

 KK5من ساعتين من بدء الترحيـل الكهربـائي وتـم أختيـار العزلـة 
، حيـــث ان العـــزلات البكتيريـــه  المـــستهلكه للميثـــانول كأكفـــا عزلـــة 

المعزولـــة مـــن بيئـــات مختلفـــة غالبـــا تحتـــوي علـــى بلازميـــدات ذات 
الــى  Kanaly وقــد اشــار العــالم ) 17،18(اوزان جزيئيـــة  عاليــة

  . المعزولـة مـن بيـئات مختلفةPseudomonasاحتواء بكتريا 
ـــــدات ذات ا وزان ـــــى بلازمي ـــــرة وهـــــي معظمهـــــا  عل ـــــة كبي جزيئي

بلازميــدات تحلــل أو تلعــب دورا كبيــرا فــي التنظــيم الجزيئــي لعمليــة 
  ) .19( ألأستهلاك الحيوي

  

  
  :ألاقتران 

   بعــــد اجــــراء تجــــارب الأقتــــران بــــين الــــسلالة الواهبــــة      

KK5لحساسة للريفامبسين مستهلكة للميثانول والسلالة  اE.coli 

MM294 المقاومــة للريفامبــسين وغيــر مــستهلكة للميثــانول ، تــم  
أنتقــاء الخلايــا المقترنــة علــى وســط الميثــانول ألانتقــائي مــضافا لــه 
المــضاد الحيــوي الريفامبــسين ، حيــث يــسمح بنمــو الخلايــا المقترنــة 

تـــم الحـــصول علـــى . هبـــة والمـــستلمة  بنمـــو الخلايـــا الواولا يـــسمح
مقترنـــــات ناميـــــة علـــــى الوســـــط المـــــذكور تمتـــــاز بكونهـــــا مقاومـــــة 
للريفامبــسين ومــستهلكة للميثــانول كمــصدروحيد للكــاربون والطاقــة،  

  قـد أسـتلمت نـسخة E.coli MM294ممـا يؤكـد كـون الـسلالة   
مــــن البلازميــــد والــــذي أكــــسب البكتريــــا صــــفة أســــتهلاك الميثــــانول  

  ).1(حيد للكاربون والطاقة وكما موضح بالشكل رقم كمصدرو 
عنــــــد أســــــتخلاص الــــــدنا البلازميــــــدي مــــــن المــــــستعمرات المقترنــــــة 
ومقارنتــه بــالمحتوى البلازميــدي للعزلــة الواهبــة والمــستلمة  ، تبــين 
أحتوائهــا علــى حزمــة بلازميديــة واحــدة ظهــرت بمــستوى واحــد ممــا 

ـــــ صفة اســـــتهلاك يـــــدل علـــــى ان هـــــذا البلازميـــــد أقترانـــــي ويـــــشفر ل
الميثـانول ، وهـي صــفة تنطبـق علـى معظــم بلازميـدات الأســتهلاك 
الحيـــوي فـــي كونهـــا بلازميـــدات أقترانيـــة وذات أوزان جزيئيـــة عاليـــة 

وهــــــي ) ,Pseudomonas)   13 20وخاصــــــة فــــــي جــــــنس ال  
ذات مــدى وظيفــي واســع ولهــا صــفة الانتقــال بــين أجنــاس البكتريــا 

لتــي تعــيش فــي بيئــات ملوثــة الــسالبة لــصبغة غــرام وخاصــة تلــك ا
 (بــــــــالكحولات الأليفاتيــــــــة والمركبــــــــات الهايدروكاربونيــــــــة الأخــــــــرى

14,18. (  

الغــرض الاساســي مــن أجــراء تجــارب التحييــد  :تحييــد البلازميــدات
ديـــد بعـــض الـــصفات التـــي تكـــون محمولـــة علـــى البلازميـــد هـــو لتح

). 15(ومن المحتمل فقدانها أثناء معاملـة الخلايـا بـالمواد المحيـدة 
تحديــد KK5) (ائج التحييــد التــي أجريــت علــى العزلــةـأوضــحت نتــ

ـــ  ـــ   SDSأعلــى تركيــز مــن مــادة أل   الــذي يــسمح بنمــو EBو أل
(  لــوحظ أن نــسبـةعلــى التــوالي  ، و%  0.2,  %2البكتريــا هــو  

ــــــ   % ) 112 ـــــة  بمـــــادة أل مـــــن المـــــستعمرات الناتجـــــة بعـــــد المعامل
SDS قــد فــشلت فــي النمــو علــى وســط الأمــلاح المعدنيــة الحــاوي 
و لــم يلاحــظ .   كمــصدر وحيــد للكــاربون و الطاقــة  الميثــانولعلــى

 بعــد الميثــانولفقــدان أي مــن المــستعمرات قابليتهــا علــى اســتهلاك 
  SDS ، تبـين فـي ممـا سـبق أن للــ  EB    ـ  المعاملـة بمـادة ألـ

 الميثـانولفعالية ملحوظة في فقدان العزلة قابليتها على اسـتهلاك  
، ممـــا  يـــشير الـــى  فقـــدان البلازميـــد الحامـــل لتلـــك الـــصفة  وذلـــك 

و للتأكـــد مـــن ) 21(   مـــادة محيـــدة فعالـــة SDSلكـــون مـــادة ألــــ   
مـستعمرات و تــم  البلازميــدي لعـدد مــن الDNAذلـك أســتخلص الــ 

مقارنتــه بــالمحتوى البلازميــدي للعزلــة الأصــلية و أوضــحت النتــائج 
فقدان البلازميد مما يؤكد ألى أن هذا البلازميـد لـه دور أساسـي أو 

  ) .1( كما في الشكل  رقم الميثانولتنظيمي في استهلاك 
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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).
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