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 بكتريافي   nif genesجينات المثبتة لمنيتروجينلتحري 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،  كمية التربية،  قسم عموم الحياة

 :الممخص
 K. pneumonieaمررن بكتريررا عزلرررة  21 فرر   nifHو nifDو nifKروجين النلانررة يترررالكشررع عرررن جيثررات تنبيررت الث اجررره اررلا البحرررث ل رررض

وباسررتعمال بربررد بام ررات  PCRتقثيررة الرررر  سررتامامالبريطاثيررة با Leicester فرر  جامعررة Prof. Jean-Marcالترر  تررم الحصررول عمي ررا مررن المرضررية 
حرزمتين لكرل عزلرة عمرو . ملرت ثترا ا التعاعرل عمرو وجروم K. pneumoniea  342ومقارثت ا مد السرلالة القياسرية (P1،P2  ،P5 ،P6)متاصصة 

 .Kbp 1 مقارثة مد المليل الحجم  Kbp 0.5حما وبحجم جزي   
 ، الجيثات المشعرة لتنبيت الثيتروجين، الكمبسيلا المنبتة لمثيتروجينتنبيت الثتروجين اللاتعايش  :الكممات المفتاحية

 المقدمة
  K. pneumonieaبكتريا الـ • 

 الأيضرية الثاحيرة مرن متاحرا لايكرون الجروه الثيترروجين بن مرن برالرمم

 مرن لبعض متاحًا يكون للك بن ثجم الزراعية، مباشرة لممحاصيل بصورة

والتر   (Diazotrophs)   يطمرق عمي را  والتر  المقيقرة الحيرة الكا ثرات
تقسم بالاعتمام عمو طريقة تنبيت ا لمثيتروجين الرو الكا ثرات التر  تعريش 

 Freeبشررركل حرررر فررر  التربرررة وتنبرررت الثيترررروجين بطريقرررة لا تكافميرررة 

living nitrogen-fixingbacteria  اه بمعرررررررزل عرررررررن الثبرررررررات
Nonsymbiotic  وتشررمل اثررواع مررن البكتريررا منررل الررررKlepsiella  الرررر

Azotobacter  و الرClostridium  و ايضا تشمل الطحالب الاضرر
، والثوع الناث  ا  تمرك الاثرواع  Cyanobacteriaالمزرقة المعروفة بررررررر

واارم منرال   Symbioticالتر  ترمال مرد الثبرات بعلاقرة تعايشرية تكافميرة
والرررررررررررررررررر   Rizobiumعمي رررررررررررررررا ارررررررررررررررو البكتريرررررررررررررررا العا رررررررررررررررمة لمجرررررررررررررررثس 

Bradyrhizobium كوثرررررة لمعقررررررم الجلريررررررة عمررررررو جررررررلور الثباتررررررات الم
 .(1)البقولية 

ركررررزت عمررررو  K.pneumoniaeعمررررو بكتريررررا  اجريررررتالمراسررررات الترررر  
تررررررروجين اضررررررافة لكوث ررررررا مثتجررررررة لمررررررامة يكوث ررررررا ل ررررررا قابميررررررة تنبيررررررت الث

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

Klepsiella  مجموعررررة متثوعررررة مررررن الثباتررررات مون ان تسرررربب ل ررررا  فرررر
اشررار و  .((3تررروجينيبكتريررا موراً م مرراً فرر  تنبيررت الثالالامررراض، وتمتمررك 
فرررر  عمميررررة  K.pneumoniae( الررررو مور 5)و (4)كررررل مررررن الباحررررث 

مرن  K. oxytoca و   K .pneumoniaترروجين، وتعتبرريتنبيرت الث
ااررم اثررواع العا مررة المعويررة القررامرة عمررو تنبيررت الثيتررروجين مررن ال ررلاع 

ررر .(6)الجررروه وتررروفيرا لمثبرررات  المحترررول الجيثررروم  لبكتريرررا كمبسررريلا  ممح 
فرر  سرراثت  Genom Sequencing Centerفرر  مركررز2006 عررام 

 MGH 78578  K.pneumoniaباسرم لرويس جامعرة واشرثطن وعررع 
، ويبمر   Mbp  5.3عمو كروموسروم واحرم حجمر  الا البكتريا ، تحوه 

%. وتمتمرررررررك 57مرررررررن الكواثينيسايتوسرررررررين ثسررررررربة  DNAمحترررررررول الرررررررر 
 pKPN4و  pKPN3الكمبسررررررررريلا امسرررررررررة اثرررررررررواع مرررررررررن البلازميرررررررررمات

طرررررررررول كرررررررررل بلازميرررررررررم يصرررررررررل ،  pKPN7و  pKPN6و pKPN5و

 ,Mbp , 0.11 Mbp, 0.089 Mbp, 0.0043 Mbp 0.18الرو
0.0035 Mbp(7).  الجيثرات  عرمماشارت العميم من المراسرات الرو ان

جرين وتكرون متجمعرة بشركل   20يترروجين تبمر  المسروولة عرن تنبيرت الث
تشرررررررررعر لاثرررررررررزيم الثيتروجيثيرررررررررز الجيثرررررررررات  مرررررررررن ارررررررررلا نرررررررررلاث عثاقيرررررررررم

(Nitrogenase) وارو nifH, nifD, nifK  مرن  ارلا الاثرزيم يتكرون
 Mo-Fe-proteinوالحميرررررم  الاول يحتررررروه عمرررررو الموليبرررررمثممرررررركبين، 

مكررررون مررررن اربررررد و (  I)المركررررب  Dinitrogenaseيسررررمو بررررراثزيم الررررررر و 
وحرررمة العرعيرررة مرررن ثررروع لم nifDيُشرررعر الجرررين   ؛(α2β2وحرررمات فرعيرررة )

، واررررلا βوحررررمة العرعيررررة مررررن ثرررروع لميشررررعر  nifK( امررررا الجررررين αالعررررا )
يتررررروجين، المركررررب النرررراث  اررررو بررررروتين اررررو المسرررروول عررررن ااتررررزال الثال

ويررررررررررمعو برررررررررراثزيم   Fe-proteinالبررررررررررروتين المحترررررررررروه عمررررررررررو الحميررررررررررم 
Dinitrogenase reductase  المركرررب(II ويُشرررعر مرررن قبرررل الجرررين )

nifH (8)، يتروجيثيررررررزول والنرررررراث  المكوثرررررران لاثررررررزيم الثوالمررررررركبين الا 
مرن اتحرام يكوثان مير فعالين لوحماما لكن جزي ة الاثزيم الععالة تتكون 

يتررررررروجين بواسررررررطة وان ااتررررررزال الث (9)اررررررلين الجررررررزي ين مررررررد بعضرررررر ما
 Mg-ATP Azoferredoxinتروجيثيرز يحتراج الرو تكروين مركرب يالث

 ليسمح بمررور اللكتروثرات Molybdoferredoxin والله يتعاعل مد
 pneumonia تشررايص بكتريررالوجرا  ال ررمع مررن اررلا المراسررة  .(10)

Klebsiella   الكشررع عررن الجيثررات المشررعرة و عمررو المسررتول الجزي رر
 PCRبتقثيرررة الررررر  nifH, nifD, nifK  الررررر  يتروجيثيرررزيلاثرررزيم الث

والتررر  تسرررمح بتضرررايم الجيثرررات متماامرررة باسرررتامام بام رررات متاصصرررة 
 الثيتروجيثيزالمشعرة لاثزيم 

 Polymerase Chain Reaction : تفاعـل البممـرا المتسمسـل• 

(PCR)  
مد التطور فر  مجرال التكثولوجيرا الحيويرة والرله يقروم عمرو التعامرل مرد 

بشرررركل اساسرررر ، اسررررتمعو للررررك العممررررا   DNAالحررررامض الثررررووه الرررررر 
 بشرركل كبيررر، DNAليبحنرروا عررن طريقررة تقرروم عمررو مضرراععة كميررة الررر 

ويمكرررن تعريرررع ارررلا التقاثرررة بعث رررا القرررمرة عمرررو تضررراعع ثررروع  لقطعرررة 
 Inميرا ملايرين المررات ارارج الجسرم الحر  )بثزي  DNAمحرممة مرن الررر 

vitro وباسررررررتامام ج رررررراز المبممررررررر ( بوجرررررروم البام ررررررات وبررررررزمن قصررررررير
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الرررله يررروفر مرجرررات الحررررارة الملا مرررة لكرررل  Thermocyclerالحرررراره 
طريقررررة الاسرررررع والأمق الكوث ررررا ول . (11) مرحمررررة مررررن مراحررررل التعاعررررل

اعتمرمت API 20E  مقارثرة بالااتبرارات الكيميا يرة او حترو شرريط الررر 
  .K.pneumoniae (12)عن  K. oxytocaلتشايص 

 Gene Splicingالــ  التطفيـري لمتـداخللمتسمسـل ااالبممرا  تفاعل •

overlap extension PCR (SOEing) 
عرررررن الاثزيمرررررات القاطعرررررة المسرررررتاممة  تميرررررزت ارررررلا التقثيرررررة بعسرررررت ثا  ا

لت جررين الجيثررات لكوث ررا لاتعتمررم عمررو مثرراطق التقييررم واررو تمنررل التقثيررة 
الاكنر مقة ف  اعامة توليع الجيثات فر  مجرال ال ثمسرة الورانيرة اضرافة 

 Overlap rgionلررللك فرران التتابعررات الثيوكميوتيميررة لمثطقررة التررماال 
مصررممة بشرركل متررماال، جرراعلا تحررمم بوسرراطة البرروامخ المتاصصررة ال

بالامكرران اثجرراز عمميررات التطعيررر واعررامة التوليررع بصررورة متثاسررقة فرر  
ارررلا التقثيرررة، اضرررافة لكوث رررا بسررريطة وسرررريعة وارررو ماتمعرررة تمامرررا عرررن 

 و  جيثررررةال DNAمررررن الرررررر الطرا ررررق التقميميررررة المسررررتاممة لتوليررررم قطررررد 
 .(13)ال جين  DNAمحورة، ويعتقم اث ا اثطلاقة لبماية تقثية الرر ال

 المواد وطرائق العمل
 المواد
 البريطاثيرة التابعرة  Leicesterارلا العمرل فر  ماتبررات جامعرة اجرره

 .Kعزلررة بكتيريررة مررن  21 عمررو .لقسررم الاصررابة والمثاعررة والالت رراب

pneumoniea   قياسرية العزلرة ال بضرافة الروالمرضريةKlebsiella  

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

 Nitrogen-free broth:وســط المــرق الخــالي مــن النيتــروجين 

(NF)  
( 1من المكوثات فر  جرمول )وسط المرق الاال  من الثيتروجين  حضر

لترررر مرررن المرررا  المقطرررر والمعقرررم ضررربط الاس  1نرررم اكمرررل الحجرررم الرررو 
جرو ومرجرة  1وعقم الوسط بالموصمة تحت ضر ط  7 ال يمروجيث  عمو

مقيقرة نرم وزع الوسرط عمرو اثابيرب ااتبرار بسرمام 15 م لممة 121°حرارة 
لتثميرة  الوسرط لكرل اثبروب واسرتامم 3سرم 15بواقرد  3سرم 30محكم سعة 

 .(14)تنبيت الثيتروجين  عمو معرفة قمرت او  البكتريا
 
 
 
 
 

 :(NF)( مكونات وسط 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 
 

 (.   PCRالبممرا المتسمسل ) نيةتقعدا تفاعل 
المج ررزة  PreMixتررم تعاعررل البممرررة المتسمسررل باسررتامام عررمة التعاعررل 

   (.2الجمول)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
-Trisبعررررر مررررن  3سررررم 100مررررم مررررن الاكرررراروزي 1تحضرررريرا بالابررررة  تررررم

acetat with EDTA (TAE)  للرك  مال ميان وبرم بعنم سان لمرجة
 Ethidiumبرومايرررم  الاينيرررميومصرررب ة مرررن  lµ 10نرررم بضررريع لررر  

Bromide. 
 :Loading stain صبغة التحميل 

عثررم الترحيرررل عمررو اررلام الاكررراروز،  حررزملمكشررع عررن وجررروم الاسررتامم 
باارل وعثرم الاسرتامام اعرع  England Biolabج رز مرن قبرل شرركة 

المرا  الارال  مرن مرن  3سم 1مد  بروموفيثول الازرق صب ة من 3سم 1
 .DDH2Oالايوثات 

 :Markers  Ladder  الدليل الحجمي الــ
مرزج ويمثر   lµ 100الماعرع باارل  1Kbp مرن ثروع  Ladderاسرتامم
المج رز  DDH2O مرن lµ 400من الصرب ة اضرافة الرو  lµ 100مد 

 .England Biolabمن قبل شركة 
   :(Primers) البادئات
 k. pneumoniea 342 بالاعتمررام عمررو العزلررة القياسررية صررممت

( 3ويوضرررررح جرررررمول ) الالماثيررررة Eurofinsوالمج ررررزة مرررررن قبررررل شرررررركة 
 .البام ات المستاممة ف  الا المراسة

 لمتحقق من وجود الجينات المثبتة لمنيتروجين مع تسمسلاتها الخاص PCR( البادئات المستخدمة في تفاعل الـ 3جدول )
 ('3'5) تسمسل 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 العملاطر 
 تنمية البكتريا قيد الدراسة:تنشيط و ظروف 

 -Luriaالمرررق بعررم تثشرريط العررزلات البكتيريررة قيررم المراسررة عمررو وسررط 

Bertani (15).  عزلة من بكتريرا  21اجريت عممية اعامة الزرع لرK. 

pneumoniea   عمررو وسررطNF بواقررد مكررررين لكررل  المررلكور اعررلاا
 100 زرع البكتيرره المثشرط مردمرن الررواحرمة  loopبمرزج حممرة  ،عزلرة

µl  مررنDDH2O   10وزع فرر  اثبرروبت  ااتبررار واضرريع لكررل مث مررا 
مررررن الوسررررط الاررررال  مررررن الثيتررررروجين عمقررررت الاثبوبترررران وحضررررثت  3سرررم

 الثمرو بعرم كنافرةقيراس  وترم  ،Slantsبشركل ما رل م  30°بمرجرة حررارة 
 600 الطرررول المررروج  بوسررراطة ج ررراز المطيررراع الضرررو   عثرررم ايرررام 6

.nm 
 Polymerase chain reaction (PCR) اســتخدام تقنيــة 

 تثبيت النيتروجين: اتلمكشف عن وجود جين
 اجررره تعاعررل البممرررةب ررمع التاكررم مررن وجرروم جيثررات تنبيررت الثيتررروجين 

PCR) ) Polymerase chain reaction   التعاعرل بتحضرير الرر  ترم
PreMix  (وب2لاحظ جمول ،) استالاص الرر عمDNA  وتثقيتر  حسرب
المتاصصرررة المج رررزة مرررن قبرررل شرررركة  ( وباسرررتامام البررروامخ16)طريقررة 

Eurofins الترر  صررممت بشرركل متررماال حسررب تقثيررة الرررر الالماثيررة ، 

SOEing PCR  ليرتمكن البام ران  P2/P1  مرن الكشرع عرن الرررnifK 
فيكشررع عثرر   nifD وجررز  مررن الرررر nifHامررا الرررر  nifDوجررز  مررن الرررر 

 ثقمرررت(. 3ل رقرررم )و جرررم كمرررا موضرررح فررر   P6/P5باسرررتامام البام ررران
ضرمن البرثراما  Thermocyclerج از المبممرر الحرراره  الوالاثابيب 

 بمرررررا اوصرررررت بررررر  الشرررررركة المصرررررثعة لمبررررروامخ. Checkingالمتبرررررد لمرررررر 
المسررتامص  DNAلمتحررره عررن مررمل صررلاحية الحررامض الثررووه الرررر و 

ترم تحميرم تركيرز   K. pneumonieaمن العزلات البكتيرية قيم المراسة 
 Nanoباسرتامام ج راز المطيراع الضرو    /1µ ngالحرامض الثرووه 

Drop   260عثم الطول الموج nm تم قيراس ثقراوة الحرامض الثرووه .
تصاصرية فر  ثعرس الج راز عثرم الطرولين الجيثوم  من ارلال قررا ة الام

 .nm (17) 260-280الموجيين 
 PCR (  خطوات برنامج تفاعل البممرا 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 gelالترحيل الكهربائي عمى هلام الاكاروز

المثاسررررب لعررررمم  القالرررربفرررر  برررربط  سرررركب  بعررررم تحضررررر اررررلام الاكرررراروز
عثرم  wells الحعرر بتكروينالاراص comb  المشرط  بعرم تنبيرتالعيثرات 
ارررلام ترررك  والقالررب مرررد ملاحظررة تجثررب حصرررول فقاعررات   طرفرراحررم 

وتكوثرررت حعرررر فتررررة ليتصرررمب، بعرررماا رفرررد المشرررط مرررن القالرررب الاكررراروز 

اسررتعممت لتمنررل  العيثررات فرر  اررلا الحعررر، تووضررع لات ابعررام متسرراوية
 مارخمررررن  lµ 5مررررن العيثررررة مررررد  lµ 5زج بمرررركررررل عيثررررة اررررو عيثررررات 
مررد الاثتبرراا لتاصرريص حعرررة يرحررل  رفرر  الحعرر حممررت العيثرراتالتحميررل 

عمرو احررم  1Kbpمرن ثروع   DNA Ladderالرر  الرمليل الحجمر  في را
ال ان العلاقررة   DNAالجزي يررة لقطررد الررر الاحجرراملمعرفررة جراثب  ال ررلام 

المسررافة المقطوعررة مررن قبررل العيثررات عمررو اررلام الاكرراروز تتثاسررب بررين 
ومرررن ارررلال الرررمليل الحجمررر    DNAالجزي ررر  لمررررر  الحجرررمعكسررريا مرررد 

ممررح حرروض الترحيررل   ،رحمررةلمعيثررات الم   ةالجزي يرر حجرراميمكررن معرفررة الا
ربررط ج رراز الترحيررل الك ربررا   بمج ررز القرروة ، نررم TBE 1Xبررالمحمول 
بشكل صحيح بحيث يكون اتجاا الترحيرل مرن القطرب السرالب  الك ربا ية

الررو  مقيقررة 45فولررت ولمررمة  120تحررت فرررق ج ررم  الررو القطررب الموجررب
رفررد ال ررلام بعررماا ووضررد ،  ررلامحررم وصررول العيثررات الررو قبررل ث ايررة ال

 U.Vمرررررو ج ررررراز الترررررعلق الاشرررررعاع  للاشرررررعة فرررررروق البثعسرررررجية ع

transilluminator   نررم صررورت قطعررة ال ررلام بكررامرا رقميررة موصررولة
 .بالحاسوب

 النتائج والمناقشة
انبترت الابحرراث الحمينرة ان تشررايص الاحيرا  المقيقررة القرا م عمررو اسرراس 
ثررر  العروقرررات العسررريولوجية او الشررركمية قرررم لايكرررون مقيقرررا فضرررلا عرررن كو 

يتطمررب ج ررما ووقتررا كبيرررين لررلا ظ رررت حررمينا تقثيررات كنيرررة تعتمررم عمررو 
لعمرررل البصررررمة الورانيررررة ومراسررررة  DNAاسرررتامام الحررررامض الثررررووه الررررر 

التثوع الوران  لمكا ثات المج رية الماتمعرة، تميرزت ارلا التقثيرات بقرمرات 
عاليرررررة عمرررررو التمييرررررز برررررين الكا ثرررررات المقيقرررررة حترررررو مسرررررتول السرررررلالات 
وسررمحت بالكشررع عررن الجيثررات المشررعرة لاثررواع ماتمعررة مررن الاثزيمررات. 

روجيثيرز لمعرزلات البكتيريرة قيرم لانبات وجوم الجيثات المشعرة لاثرزيم الثيت
مرن ارلال  PCRالمراسة اجره التشايص الجزي   باستعمال تقثيرة  الررر 
( تسررمح SOEingتصررميم بام ررات متاصصررة متماامررة )وفررق تقثيررة الرررر 

 بالكشع عن الجيثات المشعرة للاثزيم.
بيثرت ثترا ا التحررره عرن الجيثرات المشررعرة لاثرزيم الثيتروجيثيرز بالاعتمررام 

( وبعررررم 1ام ررررات متاصصررررة متماامررررة كمررررا مبررررين فرررر  الشرررركل )عمررررو ب
الترحيل عمو الام الاكاروز وجروم الجيثرات المشرعرة لاثرزيم الثيتروجيثيرز 

(nifH, nifD, nifK)  0.5ال اعطت كل عزلة بكتيرية حزمتين بحجم 

Kbp   1مقارثررة مررد الررمليل الحجمرر Kbp  واررلا يتطررابق بررمورا مررد مررا
البام ررات اثعررة الررلكر ضررمن الموقرررد  جررا  مررن معمومررات تاررص تصررميم

 National Centerالاليكتروثرر  لممركررز العررالم  لمتقثررات الاحيا يررة 

for Bioinformation Information  والتررر  تعطررر  مليرررل قررراطد
لايقبرررل الشرررك عمرررو امرررتلاك العرررزلات البكتيريرررة لمجيثرررات المشرررعرة لاثرررزيم 

  الحجررررم كررررل الثيتروجيثيرررز بملالررررة ظ رررور حررررزمتين واضررررحتين متسررراويت
حزمرررة تشرررعر لجرررين وجرررز  مرررن جرررين اارررر مرررن الجيثرررات النلانرررة المشرررعرة 
لاثرررررزيم الثيتروجيثيرررررز بثرررررا ا عمرررررو البام رررررات المصرررررممة المتماامرررررة التررررر  
اسرررتاممت لمكشرررع عث رررا. وارررلا الثتيجرررة ترررمعم قرررمرة العرررزلات الماتمعرررة 

ن ثيترروجين عثرم ثموارا فر  الوسرط الارال  مرن الثيتررروجيلمتنبيت را لقابميرة 
بملالة امتلاك ا لمجيثات المشعرة للاثزيم. واشار العميرم مرن البراحنين فر  
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اسررتعمال بام رررات متاصصررة لكشرررع وتضررايم الجيثرررات المشررعرة لاثرررزيم 
الررو  (18) الثيتروجيثيررز وجررا ت الثتيجررة الحاليررة مقاربررة لمررا توصررل اليرر 

يعمرلان عمرو تنبيرت الثيترروجين الجروه فر   nifD و nifHان الجيثيين 
حالة توفرا كمصمر وحيم لمثيتروحين ولا يعملان فر  حالرة تروفر مصرمر 
ااررر لمثيتررروجين مضرراع لموسررط الزرعرر  منررل الاموثيررا ماعمررة لمراسررتثا، 

فرررر  ااميررررة الكشررررع عررررن الجيثررررات  (19 )وجررررا ت مطابقررررة لمررررا لكرررررا 
باسررتعمال تعاعررل  (nifH, nifD, nifK)المشررعرة لاثررزيم الثيتروجيثيررز 

البممرررة المتسمسررل وتحميررل ثررواتا التضررايم ل ررلا الجيثررات بالاعتمررام عمررو 
 بام ات متاصصة.

 

 
لانزيم الــ ( نواتج تضخيم الحامض النووي لمعزلات البكتيرية المختمفة عمى هلام الاكاروز التي كشفت عن الجينات المشفرا 1شكل)

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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