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  الملخص
 لعـدد مـن المركبـات RB23و   RB8 وهـي Acinetobacterت قابليـة اسـتهلاك عـزلتين مـن بكتريـا درس
 تـستهلك انـواع Acinetobacter RB8كمـصدر وحيـد للكـاربون والطاقـة وتبـين ان العزلـة ) الاروماتية(العطرية 

. ثنائيـة الحلقـة كالنفثـالينالحلقة مثـل البنزويـت ، حـامض السالـسليك وال مختلفة من المركبات الاروماتية الاحادية
  ). مركب اروماتي ثلاثي الحلقة(كما تميزت بعدم قابليتها على استهلاك الفينول والانثراسين 

حاويـة علـى بلازميـد واحـد ذو وزن  Acinetobacter RB8 درس الـنمط البلازمـي للعـزلتين وتبـين ان العزلـة  
  .على اي بلازميد RB23 Acinetobacterجزيئي عالي بينما لم تحتوي العزلة 

  فـــي اســـتهلاك المركبـــات الهيدروكاربونيـــة مـــن خـــلال تجـــارب التحييـــد والاقتـــران، pRj303درس دور البلازميـــد 
  الحــصول علــى بعــض المــستعمرات Acinetobacter RB8اظهــرت نتــائج التحييــد التــي اجريــت علــى العزلــة 

وعند اسـتخلاص الـدنا البلازميـدي لعـدد مـن تلـك . فاقدة لصفة استهلاك النفثالين كمصدر وحيد للكاربون والطاقة
  .pRj303المستعمرات تبين انها فاقدة للبلازميد 

 التـي اعتبـرت  RB23 المستخدمة كخليـة واهبـة والعزلـة RB8اظهرت تجارب الاقتران التي اجريت على العزلة 
الريفامبـــسين والنفثـــالين كخلايـــا مـــستملة الحـــصول علـــى مـــستعمرات مقترنـــة علـــى الوســـط الانتقـــائي الحـــاوي علـــة 

  مسؤول عن استهلاك النفثالين وهو pRj303 المستخدم كمصدر وحيد للكاربون والطاقة مما يشير ان البلازميد
  .بلازميد ذاتي الانتقال

 
Abstract 

The utilization ability of two isolates belonging to genus Acientobacter (RB8 
and RB23) to a number of aromatic hydrocarbons as sole carbon and energy source 
were studied. 
The results indicated that isolates (RB8) utilized monocyclic compounds such as 
benzoate, salicylic acid with the exception of the polycyclic compounds (naphthalens 
excepts anthracin). A plasmid profile study of two isolates showed only one large 
plasmid in Acientobacter sp.RB8. 
Curing and conjugation were used to study the role of Acientobacter sp.RB8 plasmid 
(pRj303). Curing experiments results showed that some colonies have lost their 
ability to utilize naphthalens as a sole carbon source. Plasmid DNA extraction from 
these colonies indicated the loss of plasmid pRj303.  
Conjugation experiments between Acientobacter sp.RB8 and Acientobacter sp.RB23 
resulted in transconjugants able to utilize naphthalens compounds in .addition to 
resistance to rifampicin and neomycin. This result indicated the plasmid (pRj303) 
was responsibl for utilization of naphalen it is a conjugative plasmid. 
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لـــذا هـــدفت الدراســـة الـــى تحديـــد قابليـــة العـــزلتين فـــي اســـتهلاك 
المركبات الاروماتيـة المختلفـة ودراسـة دور البلازميـد فـي اسـتهلاك 

م هــذه البلازميـدات لتطــوير هـذه المركبـات ليتــسنى مـستقبلا اسـتخدا
  .عزلات تستهلك مدى واسع من الهيدروكاربونات

  المقدمة
ذات ) الاروماتية(تعد دراسة التحلل الحيوي للمركبات العطرية 

أهمية واسعة وذلك لكون هذه المركبات لا تتحلل ذاتياً في البيئـات 
التي تتواجد فيها وقد تبقى لعشرات السنوات دون حصول أي تأثر 

 مـن أخطـار علـى الـصحة العامـة هفي تركيبها فضلاً عـن مـا تـسبب
تتواجد فيها وذلـك لكونهـا مركبـات سـامة حيـث إنهـا في البيئة التي 

 ]1[تسبب أمـراض خطـرة مثـل الـسرطان وبعـض الأمـراض الوراثيـة
كمــا إن اســتهلاك المركبــات الاروماتيــة مــن قبــل الأحيــاء المجهريــة 
كمــصدر وحيــد للكربــون والطاقــة يعــد صــعباً إذا مــا قورنــت بقابليــة 

ي التركيــب مثــل  فــطهــذه الأحيــاء علــى اســتهلاك المركبــات الأبــس
 ويعـــود الـــسبب إلـــى ســـمية هـــذه المركبـــات ]2[المركبـــات الاليفاتيـــة

للكائنـــات المجهريـــة فـــضلاً عـــن إنهـــا تحتـــاج إلـــى مـــسارات ايـــضية 
  .اكثر تعقيدا كما ذكر آنفا

  
  المواد وطرائق العمل 

   السلالات البكتيرية-1
    RB8 Acinetobacterاســـتخدمت عزلتـــي البكتريـــا    

 واللتــــان تــــستهلكان ]8[ اللتــــان عزلتــــا فــــي دراســــة ســــابقةRB23و 
 RB8تـاز العزلـة النفط الخام كمصدر وحيـد للكـاربون والطاقـة وتم

ـــة   ـــسين (كونهـــا حـــساسة للمـــضادات الحيوي الريفامبـــسين، والنيوماي
ــــسلين  الترايميثــــوبريم (فــــضلاً عــــن مقاومتهــــا للمــــضادات ) والكاربن
 فهـي  Acinetobacter RB23وبالنسبة للعزلـة ). والتتراسايكلين

حــساسة للمــضادات المــذكورة انفــاً فيمــا عــدا مقاومتهــا للريفامبــسين 
  .سينوالنيوماي

تتخـــذ معظــــم الاحيــــاء المجهريــــة المــــستهلكة للمركبــــات الاروماتيــــة 
ه المركبــات  لهــذBiodegradationمــساراً رئيــسياً للتحلــل الحيــوي 

والذي يشتمل على اكسدة المركب الاروماتي وتحويله  الى مركـب 
 ومن ثم يـدخل بسلـسلة (Catechol) كحولي  ثنائي الهيدروكسيل

مــن عمليــات الاكــسدة والاختــزال ليتحــول فــي النهايــة الــى حــامض 
  (Cryp's Cycle)البايروفيك والذي يدخل بدوره فـي دورة كـريبس

]3[.  

  
اســتهلاك البكتريــا للعــدد مــن المركبــات الهيدروكاربونيــة -2

  ) الاروماتية ( العطرية 
 ]9[اســـتخدم وســـط الامـــلاح المعدنيـــة المعقـــم الموصـــوف فـــي 

ــــدار  ــــي دورق 25بعــــد ان وزع بمق )  ملليتــــر250ســــعة ( ملليتــــر ف
ـــــت وحـــــامض  ـــــات الهيدروكاربونيـــــة وهـــــي البنزوي واضـــــيفت المركب

النفثــالين والانتراســين كــل علــى حــدة وبتركيــز السالــسيك والفينــول و 
ثـم لقحـت الـدوارق بالبكتريـا وتـرك بعـض منهـا دون  % 0.2نهائي 

ـــة غيـــر  ـــيح كنمـــوذج ســـيطرة كـــذلك لقـــح وســـط الامـــلاح المعدني تلق
الحــــاوي علــــى مــــصدر هيــــدروكاربوني كنمــــوذج ســــيطرة ايــــضاً ثــــم 

دقيقــــة /  دورة 120ة عحــــضنت العبــــوات فــــي حاضــــنة هــــزازة بــــسر 
  . ساعة72 م مدة 37جة حرارة وبدر 

الدراســات الــى امكانيــة عــزل انــواع مــن البكتريــا اشــارت الكثيــر مــن 
مـــــستهلكة لانـــــواع مختلفـــــة مـــــن هـــــذه المركبـــــات كمـــــصدر وحيـــــد 

ـــــــــــــــــــــــــــــل  ـــــــــــــــــــــــــــــة مث  و Flavobacteriumللكـــــــــــــــــــــــــــــاربون والطاق
Pseudomonaasو   Acinetobacter   والتـــــــــــــــــي امتـــــــــــــــــازت

انواع اكثر تعقيدا من المركبات الاروماتيـة  بقابليتها على استهلاك
 Polycyclic)الحلقـــــة والمتعـــــددة الحلقـــــاتالثنائيـــــة والثلاثيـــــة 

aromatic hydrocarbon)   ]4[  . او بــــــشكل عــــــام يعــــــد
اســــتهلاك هــــذه النــــوع مــــن المركبــــات محــــدودة بــــانواع معينــــة مــــن 

  .]5[البكتريا 
  
  استخلاص الدنا البلازميدي -3

لــوحظ ان الجينــات المــسؤولة عــن صــفة التحلــل الحيــوي لهــذا النــوع 
ـــدات م ـــى بلازمي ـــة عل ـــات بلازميديـــة محمول ـــات جين ثـــل مـــن المركب

 Sal)       والسالـــسيك  (Tol Plasmid)بلازميـــد التولـــوين 

Plasmid)والنفثـالين  (NaH Plasmid)  ]6[ . وقـد اسـتخدمت
هذه البلازميدات في مـشاريع عـدة مـن اجـل تطـوير قابليـات بكتريـا 
معينــــة لاســــتهلاك انــــواع مختلفــــة مــــن المركبــــات الهيدروكاربونيــــة 

مختلفــــــة  مـــــن هــــــذه الاروماتيـــــة وذلـــــك مــــــن خـــــلال جمــــــع انـــــواع 
البلازميدات في كائن بكتيـري واحـد لـيمكن بالنهايـة اسـتهلاك مـدى 

  .]7[واسع من المركبات الاروماتية 

ــدنا البلازميــدي مــن العــزلتين   وذلــك Acinetobacterعــزل ال
 المحــورة مــن (Alkaline lyses)باتبــاع طريقــة التحلــل القاعــدي 

  .]10[دقبل
  
  
  
  الترحيل الكهربائي الهلامي -4
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 RB23 وAcinetobacterRB8اســـــتهلاك عزلتـــــي البكتريـــــا 
  لعدد من المركبات الهيدروكاربونية 

لبلازميـدي حدد محتوى البكتريا من البلازميد بعد ترحيـل الـدنا ا
حـــــــسب الطريقـــــــة  %)  0.8(لمـــــــستخلص فـــــــي هـــــــلام الاكـــــــاروز 

نميـــــت العـــــزلتين علـــــى عـــــدد مـــــن المركبـــــات الهيدروكاربونيـــــة   .]11[الموصوفة في 
 والتـــــي شـــــملت المركبـــــات الاروماتيـــــة احاديـــــة الحلقـــــة الارومـــــاتيى

) النفثـالين والانثراسـين(والمركبات الحلقية المتعددة مثل ) البسيطة(
 Acinetobacter RB8واوضــحت النتــائج قابليــة عزلــة البكتريــا 

على استهلاك البنوين وحامض السالـسيك والنفثـالين وعـدم قابليتهـا 
 والتــي RB23 مقارنــة بالعزلــة علــى اســتهلاك الفينــول والانثراســين

تميـزت بقابليتهــا علــى اســتهلاك البنزويــت وحــامض السالــسيك فقــط 
  ).1جدول (

  
     Acinetobacter RB8تحييد بلازميد العزلة -5

 وصـــــــبغة بروميـــــــد الاثـــــــديوم لتحييـــــــد SDSاســـــــتخدمت مـــــــادة 
 وللتحــــري عــــن المــــستعمرات المحيــــدة كــــررت pRj303البلازميــــد 

 علـــــى وســـــط  مـــــستعمرة لكـــــل معاملـــــة مـــــن هـــــذه المعـــــاملات300
الامـــــلاح المعدنيـــــة الـــــصلب المـــــضاف لـــــه المركبـــــات الاروماتيـــــة 
كمــصدر وحيــد للكــاربون والطاقــة وكــررت نفــس المــستعمرات علــى 

 م 37حــضنت جميــع الاطبــاق بدرجــة حــرارة . وســط لوريــا الــصلب
  . ساعة24لمدة 

 العزلتــــــان بقابليتهــــــا علــــــى اســــــتهلاك حــــــامض البنزويــــــت تميــــــزت
وحــــامض السالــــسيك وذلــــك لكــــون هــــذين المــــركبين مــــن المركبــــات 
الاروماتيــــــة التــــــي تــــــتمكن معظــــــم البكتريــــــا المــــــستهلكة للمركبــــــات 

، امـا بالنـسبة لعـدم قابليـة العـزلات ]20[اتية مـن اسـتهلاكها الاروم
على استهلاك الفينول فيعود الى كون هذا المركب سام لهذا النـوع 

 الا ان العديـــد مـــن الدراســـات اشـــارت الـــى وجـــود ]2[مـــن البكتريـــا 
ـــا مثـــل  ـــة مـــن البكتري ـــواع مختلف   لهـــا القابليـــة Pseudomonasان

د يعــزى الاســتهلاك النفثــالين مــن وقــ. ]14[علــى اســتهلاك الفينــول 
 فقــط الــى ان صــفة التحلــل الحيــوي هــي صــفة RB8قبــل الــسلالة 

مرتبطـــة بالـــسلالة ولـــيس خاصـــة بنـــوع معـــين اذ بالامكـــان العثـــور 
على سلالات بكتيرية تابعة لنفس النـوع الا انهـا مختلفـة وراثيـاً فـي 

  .]15[قابليتها في استهلاك انواع مختلفة من الهيدروكاربونات 

حددت المستعمرات التي فشلت في النمو على الاوساط الانتخابية 
ى اســـــتهلاك الــــنفط الخـــــام والهيـــــدروكاربونات واكــــدت قابليتهـــــا علــــ

  .الاروماتية كمصدر وحيد للكاربون والطاقة
استخلـصت الـدنا البلازميـدي مــن المـستعمرات التـي اظهـرت تغييــراً 
فــي قابليتهــا علــى اســتهلاك المركبــات الهيدروكاربونيــة ورحــل علــى 
ة هلام الاكاروز وقورنت الحزم الناتجة مع الحـزم البلازميديـة للعزلـ

   .الاصلية
  
   الاقتران -6

ـــــــــة   ـــــــــسلالة الواهب ـــــــــين ال ـــــــــران ب ـــــــــة الاقت  RB8اجريـــــــــت تجرب
Acinetobacter (Neo امــا بالنــسبة لعــدم قابليــة العــزلتين علــى اســتهلاك الانثراســين فيعــود

المعقــــدة (الــــى كــــون هــــذا المركــــب مــــن المركبــــات متعــــددة الحلقــــة 
وهي مركبات صعبة التحلل تحتاج الـى مـسارات انزيميـة ) التركيب

اكثر تعقيداً لاستهلاك هذا النوع من المركبـات وهنـا تجـدر الاشـارة 
مــن الاحيــاء المجهريــة القــادرة علــى اســتهلاك الــى ان هنــاك العديــد 

هــــــذه المركبــــــات وذلــــــك لامتلاكهــــــا جينــــــات غيــــــر كروموســــــومية 
)extrachromosomal (]5[،]15[.  

s, rifs) والتــي تتــصف بقابليتهــا علــى  
ـــالين وعـــدم قابليتهـــا  اســـتهلاك البنزويـــت وحـــامض السالـــسيك والنفث
على استهلاك الانثراسين والفينول والسلالة المستقبلة التي تتـصف 

ضاد الحيـــوي الريفامبـــسين والنيومايـــسين وبالاســـتفادة بمقاومتهـــا للمـــ
 والمحـورة مــن ]Weserver ]12مـن الطريقـة الموصـوفة مـن قبـل 

)  ملليتـر0.1( وبعد اجراء عملية الاقتران نشرت عينات ]13[قبل 
بعــد اجــراء تخــافيف مناســبة علــى وســط الامــلاح المعدنيــة الــصلب 

يـــــد للطاقـــــة كمـــــصدر وح % 0.2المـــــضاف لـــــه النفثـــــالين بتركيـــــز 
حضنت الاطباق بدرجة . ومضاف له المضاد الحيوي الريفامبسين

  . ساعة48 م لمدة 37حرارة 
   
 
 
 
 
 

 

 

 للمركبـــــات  Acinetobacterاســـــتهلاك عـــــزلات ): 1(جـــــدول 
  الهيدروكاربونية الاروماتية

حامض 
السالسيك

ينسانثرا  نفثالين   بنزويت    فينول  العزلات
  

 

Acinetobacter 
RB8 

+  +  -  +  -  
Acinetobacter 

RB23 
+  +  -  -  -  

  النتائج والمناقشة  
 60  عزل الدنا البلازميدي
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عــزل الــدنا البلازميــدي مــن كلتــا العــزلتين ولــوحظ احتــواء عزلــة 
 علـــى بلازميـــد ذو وزن جزيئـــي كبيـــر ظهـــر بـــشكل RB8البكتريـــا 

حزمـــة واضـــحة بعـــد اكثـــر مـــن ســـاعتين مـــن بـــدء عمليـــة الترحيـــل 
ـــة pRj303الكهربـــائي اطلـــق عليـــه   RB23 بينمـــا لـــم تحتـــو العزل

حيـــــث ان العـــــزلات البكتريـــــة ) 1شـــــكل (علـــــى حزمـــــة بلازميديـــــة 
المــستهلكة للــنفط والمركبــات الهيدروكاربونيــة المعزولــة مــن بيئــات 
ملوثـــــة بـــــالنفط الخـــــام تحتـــــوي غالبـــــاً علـــــى بلازميـــــدات ذات اوزان 

 الـــــى احتــــواء بكتريـــــا ]17[ وقـــــد اشــــار]16[جزيئيــــة كبيـــــرة نــــسبياً 
Acinetobacter  المعزولــــة مــــن بيئــــات ملوثــــة علــــى بلازميــــدات

ذات اوزان جزيئية كبيرة وهي معظمها بلازميدات تحلليـة او تلعـب 
  .دوراً كبيراً في التنظيم الجزيئي لعملية التحلل الحيوي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  تحييد البلازميدات
 تحديـد RB8اوضحت نتائج التحييد التي اجريـت علـى العزلـة 

 وصـبغة برميـد الاثيـديوم الـذي يـسمح SDS تركيز مـن مـادة اعلى
مــــل علــــى / مــــايكروغرام200ملــــم، / ملغــــم300بنمــــو البكتريــــا هــــو 

مـــن المـــستعمرات الناتجـــة بعـــد %) 30(ولـــوحظ ان نـــسبة . التـــوالي
المعاملــة بمــادة بروميــد الاثيــديوم قــد فــشلت فــي النمــو علــى وســط 

صدر وحيــد للكــاربون الامــلاح المعدنيــة الحــاوي علــى النفثــالين كمــ
والطاقـــة ولـــم تتغيـــر قابليتهـــا علـــى اســـتهلاك المركبـــات الاروماتيـــة 
ــــى  ــــم يلاحــــظ أي مــــن المــــستعمرات فقــــدت قابليتهــــا عل الاخــــرى ول

استهلاك أي من المركبـات الهيدروكاربونيـة بعـد المعاملـة بمـادة الــ 
SDS.  

يثبــت ممــا ســبق ان لــصبغة بروميــد الاثيــديوم فعاليــة ملحوظــة فــي 
ــــــدا ــــــة فق ــــــات RB8ن العزل ــــــى اســــــتهلاك احــــــد المركب  قابليتهــــــا عل

  ).النفثالين(الاروماتية 
 لكـــــون تلـــــك المـــــادة pRj303ممـــــا يـــــشير الـــــى فقـــــدان البلازميـــــد 

مــادة محيــدة او لربمــا احداثــه طفــرة فــي فقــدان ) بروميــد الاثيــديوم(
 وللتاكــد ]18[قابليتــه علــى الاســتهلاك لكونــه مــادة مطفــرة ومحيــدة 

الـــدنا البلازميـــدي لعـــدد مـــن هـــذه المـــستعمرات مـــن ذلـــك اســـتخلص 
وتـــــم مقارنتـــــه بـــــالمحتوى البلازميـــــدي للعزلـــــة الاصـــــيلة واوضـــــحت 

 مما يـشير الـى ان هـذا البلازميـد pRj303النتائج فقدان البلازميد 
 Plasmid    4     3      2    1  .له دور اساسي او تنظيمي في استهلاك النفثالين

pRJ 303   
 Chromosomal  الاقتران

DNA 

  
  Acinetobacter المحتوي البلازميدي لعزلات بكتريا :)1(شكل

  Acinetobacter RB8بلازميدي لعزلة الحتوى ال -1
  Acinetobacter RB23 الحتوى البلازميدي لعزلة -2

 و rifحـساسة  الRB8بعد اجراء الاقتران بين الـسلالة الواهبـة 
neo ــــسلالة ــــالين وال  neo و rif المقاومــــة RB23 مــــستهلكة للنفث

وغيـــر مـــستهلكة للنفثـــالين تـــم انتقـــاء الخلايـــا المقرنـــة علـــى الوســـط 
 الــذي يعتمــد علــى صــفة ]13[الانتقــائي المطــور فــي دراســة ســابقة 

المقاومة لمضاد الحيويـة الريفامبـسين وصـفة الاسـتهلاك للمركبـات 
حيـث يـسمح بنمـو الخلايـا المقترنـة ولا يـسمح بنمـو الهيدروكارونية 

الخلايــا الواهبــة والمــستلمة تــم الحــصول علــى مقترنــات ناميــة علــى 
الوســـــط المحـــــور تمتـــــاز بكونهـــــا مقاومـــــة للريفامبـــــسين ومـــــستهلكة 

كمـــا اظهـــرت مقاومـــة . للنفثـــالين كمـــصدر وحيـــد للكـــاربون والطاقـــة
نــــسخة مــــن  قــــد اســــتلمت RB23للنتومايــــسن ممــــا يؤكــــد الــــسلالة 

 والـــــــذي اكـــــــسب صـــــــفة اســـــــتهلاك النفثـــــــالين pRj303البلازميـــــــد 
  .كمصدر وحيد للكاربون والطاقة

عنــــــد اســــــتخلاص الــــــدنا البلازميــــــدي مــــــن المــــــستعمرات المقترنــــــة 
ــــالمحتوى البلازميــــدي لعزلــــة الواهبــــة   والمــــستلمة RB8ومقارنتــــه ب

تبــين احتوائهــا علــى حزمــة بلازميديــة واحــدة ظهــرت بــنفس مــستوى 
 ممـــــا يـــــشير الـــــى ان هـــــذا البلازميـــــد اقترانـــــي pRj303زميـــــد البلا

ويحمـــل صـــفة التحلـــل الحيـــوي للنفثـــالين وهـــي صـــفة تنطبـــق علـــى 
معظـــم بلازميـــدات التحلـــل الحيـــوي فـــي كونهـــا بلازميـــدات اقترانيـــة 

  Acinetobacterوذات اوزان جزيئيــة عاليـــة وخاصـــة فـــي جـــنس 
اســـع  وهـــي ذات مـــدى عـــائلي و ]Pseudomonas ]16[ ],17و 

ولهــــا صــــفة الانتقــــال بــــين اجنــــاس البكتريــــا الــــسالبة لــــصبغة كــــرام 
 ]19[وخاصة تلك التي تعيش في بيئـات ملوثـة بالهيـدروكاربونات 

],20[.  

  المحيدةAcinetobacter RB8الحتوى البلازميدي لعزلة  -3

   المقترنةAcinetobacter RB23الحتوى البلازميدي لعزلة  -4
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