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  . Pseudomonas aeruginosa المعالجة الحيوية لبقايا المبيدات الحشرية بوساطة 
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  مستخلص ال
 ،  lambde- cyhalothrin(يالسلالات البكتيرية المقاومة لمبيد وتشخيص تضمنت الدراسة عزل      

fenvalerate (من ترب زراعية مختلفة في مدينة بعقوبة، وأظهرت النتائج بأن غالبية العزلات م العزل وت
 الاختباراتشخصت بوساطة إجراء  إذ  Pseudomonas aeruginosaالزوائف الزنجارية  إلىتعود 

السائل الحاوي  حالأملاالمجهرية ،والكيموحياتية ،وبعدها طبعت هذه العزلة على وسط  والفحوصاتالزرعية،
السائل تحت  ابقي بوساطة تقنية الكروموتوآرافيأظهرت نتائج قياس الترآيز المت إذعلى المبيد 

ات قدرة على التكيف، ذ Pseudomonas aeruginosaبأن الزوائف الزنجارية    العاليHPLCالضغط
 .مل من المبيدين/ مكغم 200،250يزين والنمو بترآ

، وبينت النتائج احتواءها  ة المحلية لزوائف الزنجارية المحتوى البلازميدي للعزل دراسة  تتم وآذلك      
 Acridin orangeأجريت عملية تحييد الدنا البلازميدي بإستخدام مادة  ، على حزمة بلازميدية واحدة آبيرة

انها للحزمة مل من خلال فقد/ مكغم  1024إذ نجحت هذه المادة في تحييد الحزم البلازميدية عند ترآيز 
ثم قيس  lambde- cyhalothrinمل من /مكغم200البلازميدية ،وبعدها طبعت هذه العزلة على ترآيز 

 المتبقي من  أظهرت النتائج بأن النسبة المئوية لترآيز HPLCترآيز المبيد المزرعة بوساطة جهاز 
lambde- cyhalothrin   ينات الرئيسة للتكسير ، ومن هذا نستنتج بأن الج% 100الأخير الأسبوعفي

 .المبيدات تقع على البلازميدات
  .               Pseudomonas aeruginosa       ، Bioremediation       ،مبيدات زراعية          :الكلمات المفتاحية

  ة  المقدم

 أسѧѧهمت المبيѧѧدات الزراعيѧѧة إلѧѧى حѧѧد آبيѧѧر فѧѧي زيѧѧادة الإنتѧѧاج الزراعѧѧي وتلبيѧѧة حاجѧѧات الإنسѧѧانية        
واسѧعة النطѧاق    أضرار إلىالمتزايدة من المواد الغذائية، لكن يؤدي سوء الاستخدام غير الأمن للمبيدات 

العѧѧالم جميعѧѧاً  أنحѧѧاءسѧѧباب شѧѧيوعا للتسѧѧمم فѧѧي  الأ أآثѧѧرإذ تعѧѧد واحѧѧدة مѧѧن   والبيئѧѧة الإنسѧѧانعلѧѧى صѧѧحة 
)U.S.EPA ، (1999    لѧѧن قبѧѧة مѧѧور المقاومѧѧبب ظهѧѧا  يسѧѧرط لهѧѧتعمال المفѧѧاتالآوان الاسѧѧذلك فѧѧوآ ،

العديѧѧد مѧѧن التقѧѧارير ومنهѧѧا منظمѧѧة حمايѧѧة البيئѧѧة  بѧѧأن   وأثبتѧѧتظهѧѧور بقاياهѧѧا فѧѧي المحاصѧѧيل والتربѧѧة ،   
   .) 2009، وآخرون Helfrich(بالعديد من السرطانات  الإصابةالمبيدات هي سبب 
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  . 2013/  9/  19 تاريخ استلام البحث  

  . 2013/ 11/  13تاريخ قبول النشر       
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     ѧع تѧرتبط مѧي المѧق البيئѧة،       راآمبسبب هذه المشاآل وبسبب القلѧيل الغذائيѧي المحاصѧدات فѧذه المبيѧه
 لمعالجѧѧة المواقѧѧع الملوثѧѧة بهѧѧذه الملوثѧѧات، وهنѧѧاك العديѧѧد مѧѧن الطرائѧѧق  الأهميѧѧةومصѧѧادر الميѧѧاه، جѧѧاءت 
ائيѧѧة، والفيزيائيѧѧة التѧѧي واجهѧѧت العديѧѧد مѧѧن الانتقѧѧادات بسѧѧبب  ينها المعالجѧѧة الكيمالمختلفѧѧة للمعالجѧѧة بضѧѧم

 هѧѧذه أن فضѧѧلا عѧѧن السѧѧامة  والإشѧѧعاعاتالحѧѧوامض، والقواعѧѧد،   آإنتѧѧاجالمشѧѧاآل الكبيѧѧرة التѧѧي تسѧѧببها   
 2010،وآخѧرون  Nyakundi (الطرائق غير اقتصادية وغير آفوءة ، ولا تتناسب والمسѧاحات الكبيѧرة  

(  ѧѧذلك آانѧѧوير لѧѧة لتطѧѧوءة   ت الحاجѧѧق آفѧѧةطرائѧѧرق     وآمنѧѧي الطѧѧات وهѧѧذه الملوثѧѧة هѧѧادية لمعالجѧѧواقتص
المتѧѧوافرة  طبيعيѧѧاً او  ) الفطريѧѧات أوالبكتريѧѧا ( البايولوجيѧѧة التѧѧي تتضѧѧمن اسѧѧتخدام الأحيѧѧاء المجهريѧѧة     

   .)Magan ،2005 (سميتها  أوالمقدمة لتحطيم أو تكسير المبيدات 

لتكيف مѧع هѧذه   للمثل هذه المرآبات فإنها سوف تطور ميكانيكيات  المجهرية الأحياءعندما تتعرض 
 حطيموهѧѧѧѧѧذا يتمثѧѧѧѧѧل بѧѧѧѧѧالت   وأساسѧѧѧѧѧاالظѧѧѧѧѧروف ، وان تطѧѧѧѧѧور هѧѧѧѧѧذه الميكانيكيѧѧѧѧѧات يكѧѧѧѧѧون ضѧѧѧѧѧرورياً     

المسѧѧوؤلة عѧѧن تكسѧѧير  الإنزيمѧѧاتبوسѧѧاطة  أمѧѧاالتحطѧѧيم سѧѧيكون  إن، إذ Biodegradationالبѧѧايولوجي
مѧن المرآبѧات    الآخѧر جابة للمواد آيميائية طبيعية، لكن القسم تستحث است الإنزيماتمواد طبيعية ،وهذه 

 (فترة التطبع للكѧائن   أو Lag،وان هذا الوقت يعكس طول فترة  الإنزيمات لاستحثاثاوقت  إلىيحتاج 
Davis  1980،وآخرون(  

أٌسѧѧѧѧتخدم فѧѧѧѧي دراسѧѧѧѧة التكسѧѧѧѧير البѧѧѧѧايولوجي مѧѧѧѧزارع نقيѧѧѧѧة مѧѧѧѧن جѧѧѧѧنس الزوائѧѧѧѧف الزنجاريѧѧѧѧة             
Pseudomonas aeruginosa   ي   أآثروهي منѧالبكتريا السالبة للصبغة آرام شيوعا في التربة والت

متطلبات غذائية خاصة للنمو إذ تمتاز بقابليتها الكبيرة على  التطبѧع ، واسѧتهلاك مѧدى مѧن      إلىتحتاج  لا
      ѧѧي تحطѧѧاً فѧѧب دوراً مهمѧѧذلك تلعѧѧة ،وبѧѧات الاروماتيѧѧى الحلقѧѧوي علѧѧالتي  تحتѧѧة آѧѧات الكاربونيѧѧيم المرآب

 Robert( أخѧѧѧرىمجهريѧѧѧة  أحيѧѧѧاءالمرآبѧѧѧات الطبيعيѧѧѧة، والصѧѧѧناعية التѧѧѧي تقѧѧѧاوم التكسѧѧѧير بوسѧѧѧاطة  
  .) 1997،وآخرون

التѧѧي تشѧѧفر لهѧѧا البلازميѧѧدات حيѧѧث أن     الإنزيمѧѧاتفѧѧي اغلѧѧب الأحيѧѧان تكѧѧون بوسѧѧاطة     القابليѧѧةهѧѧذه 
يѧري ويعѧد مѧن    البكت DNAالبلازميد هو عبارة عن ترآيب حلقي يتكѧون مѧن خيطѧين حلѧزونيين مѧن الѧـ       

 الاعتمѧاد والبلازميدات لها القابلية على التضاعف الذاتي بѧدون  العناصر الوراثية خارج الكروموسومية 
آѧذلك يتميѧز البلازميѧد     ،  Repliconعلѧى منشѧأ تضѧاعف يѧدعى      لاحتوائهѧا على آروموسوم المضيف 

مثل  Prokaryotesالنواة جين ويوجد في بدائية ) 300-1(بأنه مستقر وراثياً ويحتوي على جينات من 
مثѧل الخمѧائر والفطريѧات وتكѧون الجينѧات المحمولѧة         Eukaryotesالبكتريѧا وآѧذلك فѧي حقيقيѧة النѧواة      

  Prescott ؛   1999،وآخѧرون   Lu(علѧى البلازميѧد غيѧر ضѧرورية لحيѧاة وتكѧاثر الخليѧة البكتيريѧة        
  .) 2005 وآخرون، 

مѧѧا وجѧѧدت فأنهѧѧا تمѧѧنح صѧѧفات  إذاولكѧѧن  فѧѧي وظائفهѧѧا  البكتريѧѧا الفاقѧѧدة للبلازميѧѧد تكѧѧون طبيعيѧѧة إن 
تمكنهѧѧا مѧѧن العѧѧيش تحѧѧت ظѧѧروف اسѧѧتثنائية ، لѧѧذلك هنѧѧاك العديѧѧد مѧѧن الوظѧѧائف التѧѧي تقѧѧوم بهѧѧا       إضѧѧافية

البلازميѧѧدات وبحسѧѧب نѧѧوع البلازميѧѧد منѧѧه مقاومѧѧة المعѧѧادن الثقيلѧѧة وبوصѧѧفه عѧѧاملاً للضѧѧراوة، والبقѧѧاء       
البѧايولوجي للمѧواد    حطيم مغذيات مختلفѧة آѧالت   باستهلاكتي تسمح ،والتطبع البيئي، ووظائف التأييض ال

ويمكن للخلايا البكتيرية ان تفقѧد البلازميѧدات تلقائيѧا،      السامة ،والهيدروآاربونات العضوية، والمبيدات 
زيѧادة تѧردد    وبالإمكѧان  spontaneouslyولكن بترددات واطئة وهذه الظاهرة تسمى بالتحييد التلقѧائي   
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وبشѧѧكل خѧѧاص  DNAمرآبѧѧات تحشѧѧر نفسѧѧها بѧѧين قواعѧѧد  إلѧѧىلبلازميѧѧدات عنѧѧد تعѧѧرض الخلايѧѧا فقѧѧدان ا
 Ethidium،وبروميѧѧѧد الاثيѧѧѧديوم    Acridine Orangeالاآردينѧѧѧات مثѧѧѧل الاآѧѧѧردين البرتقѧѧѧالي   

bromide     وادѧتخدام  مѧرى ،أو اسѧل   أخѧمثSodium dodecyl sulfate)SDS) ( Mickelsen 
يѧة العظمѧى مѧن البلازميѧدات تكѧون مسѧتقرة بدرجѧة آبيѧرة والتѧي تتطلѧب           الغالب أنألا  ،)1985،وآخرون

       .العوامل الكيميائية لغرض زيادة تردد الانعزال التقائي ،أو Curing Agentsاستعمال عوامل محيدة 

عمليѧة   وإجѧراء آفѧاءة فѧي عمليѧة تحليѧل المبيѧدات       الأآثѧر دراسة المحتوى البلازميدي للعزلة   توتم
،واستخدمت تقنية الكرومѧاتوغرافي  Curing plasmid processيدات للعزلات المختارة طرد البلازم

لدراسѧة  High  Performance  Liquid Chromatography  (HPLC)عاليѧة الأداء   السѧائل 
تحليل والمعتمدة عالمياً إذ أنهѧا تتميѧز   لتعدٌ من الطرق الحديثة ل إذالبايلوجي  تحطيمالقابلية العزلات على 

كانية التحديد الكمي والكيفي في الوقت نفسه وإمكانية تحليѧل أآثѧر مѧن مرآѧب ضѧمن العينѧة الواحѧدة        بـإم
ولأهميѧة هѧذا   ) Scott،2003( )جѧزء مѧن مليѧون   ( ppm،وآذلك الكشف الكمي حتى تراآيز تصѧل إلѧى   

    الموضوع فقد جاءت الدراسة بهدف الحصول على عزلات محلية مفككة للمبيدات الزراعية المتبقية

  البحثطرائق المواد و

  العزل وتشخيص العزلات البكتيرية

حضѧر   إذاشتملت مصادر عزل البكتريѧا مѧن تѧرب زراعيѧة مسѧتخدمة للمبيѧدات فѧي مدينѧة بعقوبѧة           .
حُضѧر المحلѧول الملحѧي    ( Normal Salineمل مѧن   100غم من التربة ويذوب في   عالق التربة بأخذ

 ، )مѧل 100 إلѧى مѧل مѧاء مقطѧر، ثѧم أآمѧل الحجѧم        90وديوم في غم من آلوريد الص0.85 بإذابةالفسلجي 
  No Watman ترشѧѧيح أوراقبوسѧѧاطة  ولمѧѧدة عشѧѧر دقѧѧائق ثѧѧم رشѧѧح   Vortexبالمѧѧازج  ثѧѧم مѧѧزج

آبريتѧѧات  K2HPO4 : مѧѧن  ةالمتكونѧѧلعѧѧزل البكتريѧѧا المحللѧѧة للمبيѧѧدات      M9وأسѧѧتخدم وسѧѧط  0.1
  NaCLغѧم ،  ) 3( KH2PO4ئيѧة الهيѧدروجين   فوسفات البوتاسيوم ثنا غم، )6(البوتاسيوم الحامضية 

ثѧѧم 7.2الهيѧѧدروجيني علѧѧى  الأسغѧѧم لكѧѧل لتѧѧر مѧѧن المѧѧاء المقطѧѧر وتѧѧم ضѧѧبط   )1( NH4CL،) غѧѧم0.5(
،وبعѧد التعقѧيم تѧم    2)انѧج / باونѧد 15(دقيقѧة وبضѧغط    15لمѧدة ° م121عنѧد درجѧة حѧرارة    تعقيمه بالموصدة 

مѧѧل مѧѧن محلѧѧول آلوريѧѧد     0.1مѧѧل و  2بمقѧѧدار مѧѧولاري ) M 1(محلѧѧول آبريتѧѧات المغنيسѧѧيوم   إضѧѧافة
 ,fenvalerate(،وتضѧѧѧѧѧاف بعѧѧѧѧدها المبيѧѧѧѧѧدات البيروثيديѧѧѧѧѧة    بالترشѧѧѧѧѧيح المعقѧѧѧѧѧم) 1M(الكالسѧѧѧѧيوم 

cyhalothrin-cyhalothrin (  ينѧѧѧزين مختلفѧѧѧط وبترآيѧѧѧل وسѧѧѧل لكѧѧѧكل منفصѧѧѧيح  بشѧѧѧة بالترشѧѧѧالمعقم
 100فѧي وسѧط   مѧل مѧن الراشѧح وزرع     1،وبعѧدها اخѧذ   Saqib ،(2004  (مѧل  /مكغѧم  )250(و) 200(

دقيقѧة  /دورة   80فѧي الحاضѧنة الهѧزازة بسѧرعة     ° م37حضن بدرجة حѧرارة   يمل الحاوي على المبيد و
  .أسابيع ةولمدة ثلاث
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علѧى  )2004وآخѧرون،  Holt (شخصت المستعمرات مبѧدئياً اعتمѧاداً    وشٌخصت العزلات البكتيرية 
هѧѧا، وقوامهѧѧا، ورائحتهѧѧا، وحجمهѧѧا علѧѧى وسѧѧط الصѧѧفات المظهريѧѧة ،وتضѧѧمنت شѧѧكل المسѧѧتعمرات، ولون

الاختبѧارات   أيضѧا لتشѧخيص العѧزلات    واسѧتخدمت أآار المѧاآونكي وبحسѧب تفاعلهѧا مѧع صѧبغة آѧرام ،       
علѧѧى وسѧѧط المѧѧاآونكي ،واسѧѧتهلاك     ،والاختѧѧزال، والحرآѧѧة ،والنمѧѧو   آالأآسѧѧدةالبايوآيميائيѧѧة المختلفѧѧة  

  .وتخمر السكريات واليوريا الأحمرالسترات والاندول وفوآس بروسكاور و مثيل 

  HPLCجهاز  باستخدامقياس الترآيز المتبقي 

:    اختيار الطور المتحرك :  يأتي من الحضن وآما أسبوعقيست التراآيز المتبقية من المبيدات بعد آل    
وبنسب ) hexane:dichloromethane:propanol الآتيأُستخدم  الطور المتحرك المؤلف من المزيج 

 .على التوالي لمدة ساعتين v/v  96.8:3:0.2 قدرها
 أوراقالطور العضوي تم فصله بوساطة قمع فصل وبعدها المحلول الناتج تم ترشيحه بوساطة  فصل   

مل من آل عينة  100غير الذائبة اخذ  الأخرىوالمواد  الألياف لإزالة 0.5بحجم  Whatmanترشيح 
 , lambde-cyhalothrin(لول العياري للمبيدين المح .مل من الطور المتحرك  50واستخلاصها ب

fenvalerate  ( تم فصلهما بوساطة عمودFast Liquid Chromatographic )FLC ( تحت ظروف
،تم ملاحظة النتائج  HPLCمايكروليتر من المحلول المرشح المائي ويحقن بعمود  20أخذمثالية وبعدها 

، وتم حساب التراآيز  نانومير 236طول الموجي  البنفسجية  على ال قالفو الأشعةبوساطة آاشف 
  : الآتيالقانون  باستخدامالمتبقية وموازنة النتائج مع المواد القياسية لكل مبيد وذلك 

  عدد مرات التخفيف× ترآيز القياس  ×مساحة حزمة النموذج = ترآيز العينة المحقونة 

                      مساحة حزمة القياس                                   
       Extraction DNA Plasmidوالترحيل الدنا البلازميدي استخلاص

بأستخدام )Promega U.S.A(على تعليمات الشرآة المجهزة  اعتماداالدنا البلازميدي  استخلاصتم     
نبوبة أ إلى مايكروليتر من المزروع البكتيري 600نقل  إذ المواد والمحاليل المجهزة لهذا الغرض

، ومزج  Cell Lysis Bufferالمحلل للخلايا  الدارئمايكروليتر من  100 أضيف )مل1.5(ابندروف 
-4(مايكروليتر من محلول التعادل المبرد 350 وأضيفمرات  6 الأنبوبةالخليط عن طريق قلب 

8C°(Cold Neutralization Solution ة ومزجت المحتويات بالقلب مرات عدة ونبذ المزيج بوساط
 . دقائق 3دقيقة لمدة / دورة  1300المنبذة الصغيرة بسرعة 

 
وأهملت الحبيبة  Pure Yield Minicolumnعمود تنقية   إلىمايكروليتر  900نقل الراشح تقريباً   

 1300ونبذ المزيج بسرعة  Collection Tubeالجمع  أنبوبةاللزجة المتكونة، وضع عمود التنقية داخل 
 . الراسب المتكون في أنبوبة الجمع ، وإرجاع عمود التنقية داخلها إزالةثانية تم  15دقيقة لمدة / دورة 

الى عمود   التنقية  Endotoxin Removal Washمايكروليتر من محلول  200أضيف 
Minicolumn  مايكروليتر من  400ثانية اضيف  15دقيقة لمدة / دورة 1300ونبذ المزيج بسرعة

 1300ونبذ المزيج بسرعة  Mincolumnعمود التنقية   إلى Column Wash Solutionمحلول 
  . ثانية 30دقيقة بالمنبذة  الصغيرة لمدة / دورة 
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 30مل ، ثم أضيف   1.5أنبوبة  إبندروف نظيفة سعة   إلى Minicolumnنقل عمود التنقية    
ك المزيج لمدة   دقيقة أنبوبة عمود التنقية وتر إلىمباشرة  Elution Bufferمايكروليتر من محلول 

  . واحدة بدرجة حرارة الغرفة
أجريت عملية الترحيل الكهربائي لفصل ° درجة مئوية20-وحفظ الدنا البلازميدي المستخلص بدرجة 

 20سم وبمعدل مرور للتيار /فولت 75تم الترحيل تحت فرق جهد قدرة  إذخليط الدنا المستخلص وفحصه 
بطول  UV-Transilluminatorا تم فحص الهلام بوساطة جهاز دقيقة وبعده 90ولمدة  أمبيرملي 

  . )Oconnell ،1984(ثم صور بوساطة الكاميرا   نانوميتر 336موجي مقداره 
  

  Curing of Plasmid DNAتحييد الدنا البلازميدي 

  Acridin orangeتѧѧم تحييѧѧد البلازميѧѧد لبكتريѧѧا الزوائѧѧف الزنجاريѧѧة بأُسѧѧتخدم مѧѧادة الاآѧѧردين البرتقѧѧالي     
حيѧث حُضѧر محلѧول خѧزين للمѧادة الاآѧردين         ،) Trevors، 1986(بوصفها مادة محيدة وبالاعتماد على 

مѧѧل وحُضѧѧرت تخѧѧافيف مختلفѧѧة مѧѧن هѧѧذا المحلѧѧول الخѧѧزين للحصѧѧول علѧѧى  /مكغѧѧم 1000البرتقѧѧالي بترآيѧѧز 
نابيب ، لُقحت الأ)مل/مكغم256،128،64،32،16، 512،  3000 ، 2500     ، 1024،2000(التراآيز 

سѧاعة حضѧنت    18مѧل مѧن البكتيريѧا المنمѧاة فѧي المѧرق المغѧذي بعمѧر        ) 0.1(الحاوية على هذه التراآيز بѧـ  
   .ساعة ، بعدها سجل الترآيز المؤثر على نمو البكتريا  24ولمدة ° م37بدرجة   الأنابيب

ل على تثبيط نمѧو البكتيريѧا    للمادة المحيّدة من خلال تحديد اقل ترآيز له عم الأدنىتم تحديد الترآيز المثبط 
 اسѧѧتمرتوبعѧدها عملѧѧت تخѧѧافيف عشѧѧرية للأنبѧѧوب الحѧѧاوي  علѧѧى أعلѧى ترآيѧѧز للعامѧѧل المحيѧѧد الѧѧذي عنѧѧده   

 )Subminimal inhibitory concentration الأنبوبيسمى هذا ( البكتيريا بالنمو
لѧى وسѧط الأآѧار المغѧذي وحضѧنت بدرجѧة       ع إلѧى )8-10(الѧى  ) 4-10() مل من أنابيب التخفيف) 0.1(زرع

ساعة وتم التحري عن فقدان الحزم البلازميديѧة  بإلاعتمѧاد علѧى تعليمѧات الشѧرآة       24ولمدة ° م37حرارة 
 .Promega  USAالمجهزة 

 ةوالحضѧن لمѧدة ثلاثM9    ѧتم اختبار العزلات الفاقدة للبلازميѧد مѧن خѧلال تنميتهѧا علѧى وسѧط المبيѧد السѧائل        
    .قياس الترآيز المتبقي وبعدها  أسابيع
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  النتائج والمناقشة

علѧѧى خصائصѧѧها المظهريѧѧة إذ ظهѧѧرت العѧѧزلات علѧѧى أنهѧѧا خلايѧѧا   بالاعتمѧѧادشٌخصѧѧت المسѧѧتعمرات 
عصوية قصيرة سالبة للصبغة آرام غير مكونة للسبورات ومكونة لمستعمرات آبيرة شاحبة اللون عنѧد  

هѧا غيѧر مخمѧرة للسѧكر اللاآتѧوز ،وتفѧرز صѧبغة خضѧراء مزرقѧة          الماآونكي لأن أآارتنميتها على وسط 
،وتمتѧاز بѧأن   King mediaعند تنميتها على وسط الاَآار المغذي الصلب وعلى وسѧط أنتѧاج الصѧبغات    

الاختبѧارات البايوآيميائيѧة فѧأظهرت نتѧائج سѧالبة       أمѧا لها القدرة على النمو في درجات حراريѧة مختلفѧة،   
والسѧѧترات وموجبѧѧة لفحѧѧص   والنشѧѧا الأحمѧѧرآس بروسѧѧكاور والمثيѧѧل فيمѧѧا يخѧѧص فحѧѧص الانѧѧدول وفѧѧو  

هѧѧѧذه  أظهѧѧѧرتاليوريѧѧѧا وتمييѧѧѧع الجيلاتѧѧѧين والاآسѧѧѧدة والكاتѧѧѧاليز والحرآѧѧѧة وغيѧѧѧر مكونѧѧѧة للسѧѧѧبورات إذ   
وقد تѧم   Pseudomonas aeruginosaالفحوصات بأن هذه العزلات تابعة لجنس الزوائف الزنجارية 

  .في حساب الترآيز المتبقي للمبيدات الأداءافي العالي استخدام طريقة الفصل الكروماتوغر

 .لمبيدين وفي تجربتين  ايوم 21بعد يوضح النسب المئوية للتراآيز المتبقية . 1جدول 

ترآيز   
 المبيد

النسبة المئوية للترآيز المتبقي 
 في التجربة الأولى   

  النسبة المئوية للترآيز المتبقي
 في التجربة الثانية   

L    200 µg 
/ ml 

2.86 3.9 

L     250 µg 
/ ml 

12.4 2.84 

F      200 µg 
/ m 

2.63 3.57 

F      250 µg 
/ ml 

23.8 2.22 

Lambde-Cyhalothrin=L                          F   Fenvalerate.  

وجي ذات آفѧاءة فѧي التكسѧير البѧايول     P. aeruginosaالسѧلالة البكتيريѧة    إنوجد من خѧلال النتѧائج   
مѧل وبѧذلك   / مكغѧم   200،250بترآيز ) (fenvalerate,lambde-cyhalothrinللمبيدات البروثيدية  

تتفѧق هѧذه النتѧائج  مѧع العديѧد       إذ.للملوثѧات   Bioremedationاستخدامها فѧي المعالجѧة الحيويѧة     إمكانية
اسѧتهلاك مѧѧدى  علѧى  ) بكتريѧا وفطريѧات   (المجهريѧة   الأحيѧѧاءقѧدرة   أآѧدت مѧن الدراسѧات والبحѧوث التѧي     

الحѧالات قابليتهѧا علѧى اسѧتهلاك مرآѧب واحѧد أو أآثѧر بوصѧفها مصѧدراً           أآثѧر واسѧع مѧن المبيѧدات وفѧي     
وقد تѧم  )2011،وآخرونAbrusci؛ 1989 ، وآخرون Hayase ؛Magan، 2005(للكاربون والطاقة 

 إنؤآѧѧد اسѧѧتخدام مѧѧزارع نقيѧѧة مѧѧن جѧѧنس الزوائѧѧف الزنجاريѧѧة لكѧѧن هنѧѧاك العديѧѧد مѧѧن الدراسѧѧات التѧѧي ت      
 الائتلافاتبكتيرية مؤثرة في التكسير البايولوجي موازنة بالمزارع النقية إذ تسهم هذه  ائتلافاتاستخدام 

 الأنواعبالتحليل الجزئي للمرآب وتقوم  الأنواعمع بعضها البعض في إزالة سمية الملوثات إذ تقوم احد 
؛ Clark،1979( للكѧѧاربون والطاقѧѧة  المѧѧواد الايضѧѧية الناتجѧѧة عنѧѧه بوصѧѧفه مصѧѧدراً   باسѧѧتخدامالأخѧѧرى 
Deslpa،2003(.  
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أن اسѧتخدام الوسѧط   إذ بيّنѧت الدراسѧات    الأملاحاستخدم في هذه الدراسة الوسط السائل الحاوي على 
ة تختلѧѧف بѧѧالترحѧѧال فѧѧإن الظѧѧروف البيئيѧѧة فѧѧي   أيالسѧѧائل لѧѧه دور مѧѧؤثر فѧѧي اسѧѧتهلاك المبيѧѧدات، وعلѧѧى  

؛  2010 ،وآخѧѧѧرون Hernandez (لوسѧѧѧط السѧѧѧائل  بدرجѧѧѧة آبيѧѧѧرة عѧѧѧن المزرعѧѧѧة المطبعѧѧѧة فѧѧѧي ا   
Boopathy  ،2000(  

مثل هذه المواد يسبب زيѧادة   إضافةيكون  أنمواد مغذية خارجية للوسط لكن يمكن  أي إضافةلم يتم 
نѧتج عنهѧا   ت مفاجئة في النشاط المايكروبي رغم أنّ الزيادة في النشاطات المايكروبية الكلية لوحدها قѧد لا 

  . )Gouma ،2009 (ض الملوثاتحالا زيادة اي

فѧѧѧي  محاولѧѧѧة لѧѧѧربط المحتѧѧѧوى   Plasmids curingتѧѧѧم إجѧѧѧراء تجربѧѧѧة تحييѧѧѧد الѧѧѧدنا البلازميѧѧѧدي  
البلازميدي بقدرة بكتريا الزوائѧف الزنجاريѧة علѧى تحليѧل المبيѧدات والتطبѧع عليها،واسѧتخدامها بوصѧفه         

بوصѧѧفها مѧѧادة محيѧѧّدة إذ فقѧѧدت    Acridine orangeمصѧѧدراً للكѧѧاربون والطاقѧѧة إذ تѧѧم اسѧѧتخدام مѧѧادة    
مل، وتم اختبار قدرتها على اسѧتهلاك المبيѧد مѧن    /مكغم 1024عزلاتها الحزمة البلازميدية عند الترآيز 

 باسѧѧتخدامالحѧѧاوي علѧѧى المبيѧѧد وبعѧѧدها تѧѧم قيѧѧاس الترآيѧѧز المتبقѧѧي للمبيѧѧد      M9خѧѧلال تنميتѧѧه فѧѧي وسѧѧط   
على بلازميد آبيѧر الحجѧم نسѧبياً     P. aeruginosaبينت النتائج أحتواء العزلة المحلية  إذ HPLCجهاز

 .Pالمحتѧѧѧوى البلازميѧѧѧدي  ) 1(إذ يحمѧѧѧل هѧѧѧذا البلازميѧѧѧد صѧѧѧفة تكسѧѧѧير المبيѧѧѧدات ويوضѧѧѧح الشѧѧѧكل      
aeruginosa     مѧѧѧدول رقѧѧѧѧدها ، والجѧѧѧѧد وبعѧѧѧѧّة التحيѧѧѧѧل عمليѧѧѧد ) 2(قبѧѧѧѧي للمبيѧѧѧѧز المتبقѧѧѧѧح الترآيѧѧѧѧيوض

Lambde-Cyhalothrin ى  في التجربة الثانية للعزلة المحيّدѧة حيث بينت النتائج عدم قدرة البكتريا عل
التكسѧѧѧѧѧѧѧѧѧير بعѧѧѧѧѧѧѧѧѧد أجѧѧѧѧѧѧѧѧѧراء عمليѧѧѧѧѧѧѧѧѧة التحييѧѧѧѧѧѧѧѧѧد ممѧѧѧѧѧѧѧѧѧا يؤآѧѧѧѧѧѧѧѧѧد بѧѧѧѧѧѧѧѧѧأن هѧѧѧѧѧѧѧѧѧذه الصѧѧѧѧѧѧѧѧѧفة  محمولѧѧѧѧѧѧѧѧѧة  

  .)1978،وآخرون Serdar؛1982،وآخرونFisher ؛Sevastsyanovich،2008(بلازميديا
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  المسار الثاني       Mالمسار الأول            

                                             ↓          ↓          ↓  

     

،  %0.7، ترآيز الهلام  قبل عملية التحيّد وبعدها  P.aeruginosaالمحتوى البلازميدي  .1شكل   
  . دقيقة  90سم  لمدة / فولت  75

     محيّدةالغير P.aeruginosa يمثل المحتوى البلازميدي للعزلة :  المسار الأول

M  :1000( دليل الحجمي يمثل ال bp . (  

  . المحيّدة P.aeruginosaيمثل المحتوى البلازميدي للعزلة :المسار الثاني

  في التجربة الثانية للعزلة المحيدة  Lambde-Cyhalothrinيوضح الترآيز المتبقي للمبيد  .2جدول 

تسلسل 
 الأسابيع

 النسبة المئوية للترآيز المتبقي   ترآيز المبيد

1 200 µg / ml 100 
  

  الاستنتاجات

ذات آفѧاءة فѧي التكسѧѧير البѧايولوجي للمبيѧدات البروثيديѧѧة       P. aeruginosaالسѧلالة البكتيريѧة    إنوجѧد  -1
fenvalerate,lambde-cyhalothrin  زѧѧم  200،250بترآيѧѧذلك  / مكغѧѧل وبѧѧةمѧѧي   إمكانيѧѧتخدامها فѧѧاس

  .للملوثات  Bioremedationالمعالجة الحيوية 

على بلازميѧد آبيѧر الحجѧم نسѧبياً إذ يحمѧل هѧذا البلازميѧد صѧفة            P.aeruginosaة المحلية احتواء العزل-2
تكسѧѧير المبيѧѧدات المسѧѧتخدمة  بوصѧѧفه مصѧѧدراً للكѧѧاربون والطاقѧѧة وهѧѧذا مѧѧا اظهرتѧѧه نتѧѧائج قيѧѧاس الترآيѧѧز      

  .P.aeruginosaعامل محيد جيد لبكتريا  Acridin orangeإن مادة . المتبقي للعزلة المحيدة

  

  

  

  بلازميد
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ABSTRACT 
       The study was included isolation and identification of bacterial strains 
resistant of pyrethoid  pesticides    (lambde-cyhalothrin, fenvalerate)from 
agricultural soils  in Baquba city. The results appeared that the most of bacteria 
strain are  Pseudomonas aeruginosa .All bacterial isolates were identified by the 
biochemical, cultural and microbial  characteristic and  then   isolated    adapted 
 to  mineral  salt media containing   pesticides  .The research findings   of  
residue  concentration   by use  HPLC  technique that  Pseudomonas  
aeruginosa  was  adapted and  growth  to concentration Viz. 250µg/ml , 200 µg   

/ml of (lambde-cyhalothrin, fenvalerate).    

     The plasmid content  of  the local isolates was studied and the results showed 
isolates contain single large plasmid Band, curing  was conducted by use of 
Acridin orange. The plasmids  were lost at concentration  1024µg/ml   and  then 
 isolated   adapted to   concentration   200µg/ml    lambde-cyhalothrin   
thereafter the culture  was  assessed  by  HPLC  and  results  showed the rate  of 
  residue concentration in last week was 100  ,it was concluded that the major 
gene for pesticides degradation was located on plasmid.                                         

  Key words: Pesticide , Pseudomonas aeruginosa , Bioremediation 
  
 


