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الخلاصة
لمجموعة وأخضعت ) التربة والنشا والارز المطبوخ وبعض الاغذیة الاخرى(بكتریا من مصادر مختلفة 36عزلت 

في انتاج أنزیم الأمیلیز من خلال حجم الھالة المتكونة بكاشف أمن اختبارات الغربلة الأولیة للحصول على العزلة الأكف
عزلات للغربلة الثانویة من خلال قیاس الفعالیة الأنزیمیة والفعالیة النوعیة للانزیم وتبین ان العزلة 7إذ اختیرت) لوكال(

ثم جرى تشخیص ھذه العزلة من خلال الفحوصات المجھریة ، في انتاج انزیم الامیلیزأالاكفكانت A4التي رمز لھا 
Vitekوالمزرعیة وبتقنیة جھاز 2 System ً16عن التشخیص الجیني من خلال جین فضلاS بالكشف عن تسلسل

قاعدة وبالمقارنة مع ما 1256والذي بلغ حجمة ) PCR(القواعد النتروجینیة للجین باستعمال تفاعل البلمرة المتسلسل 
.Bacillus subtilisتبین ان العزلة تعود الى، NCBIمتوفر من معلومات في المركز الوطني لمعلومات التقنیة الحیویة 

.16S rRNAجین ، الامیلیز، تشخیص، عزل: الكلمات المفتاحیة

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIA THAT PRODUCE AMYLASE
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ABSTRACT
Thirty six bacteria were isolated from various sourcesc (soil, starch, cooked rice

and other foods) and subjected to a series of primary screening tests to obtain the optimal
isolation to production of amylase. The volume of producing zone by logal indicator for
(Seven) isolates of the secondary screening by measuring the enzymatic activity and
specific enzymatic activity. The isolate A4 was found to be the most efficient for
production of amylase. Then this isolate was diagnosed through microscopic, vitek 2
system technique. in addition by gentic diagnesis through gene 16s of the genes nitrogen
bases by use the polymerase chain reaction (PCR) which reached 1256 bases. In
comparison to the available information at the National Center for Biotechnology
Information (NCBI), the isolation was found to be Bacillus subtilis
Keywords: Isolation, Diagnosis, 16S rRNA, Amylase.

:INTRODUCTIONالمقدمة
مجموعة من الانزیمات التي تنتج الدكسترین والعدید من الوحدات الاساسیة ) Amylases(الامیلیزات تشكل 

) (Amyloltic Enzymesانزیمات التحلل المائي . لجزیئات النشا1,4–طة التحلل المائي للاواصر الكلایكوسیدیة ابوس
لیاف والنسیج والمنظفات یات التكنولوجیا الحیویة بما في ذلك الدوائیة والغذائیة والالھا اھمیة كبیرة في العدید من عمل

Adrio)والتخمیر والتنقیب عن النفط وصناعة الورق  & Demain, الحیوانات ویتواجد الامیلیز في النباتات . (2014
EC)اكتسب الامیلیز ، والاحیاء المجھریة وبیة اھمیة ھائلة بین الباحثین وذلك بسبب المنتج من المصادر المیكر(3.2.1.1

حیاء المجھریة والتي تنتج الانزیم بفعالیة عالیة وكلفة انتاج قلیلة مقارنة القدرة الھائلة على الانتاج وسھولة التعامل مع الا
Souzaبالمصادر الاخرى  & Magalhaes, مات من سوق الانزی65%بلغ انتاج الامیلیز الى ما یصل الى ).(2010

رسالة * ل م م انيال ال اح لل .ماج

22/11/2017: تاریخ قبول النشر24/7/2017:تاریخ استلام البحث
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للانزیمات الخارجیة بشكل كبیر ومتنوع والتي منھا  ةبانھا منتجمعروف جیداً Bacillusجنس ، ویزداد باستمرار
John Ravindar)الامیلیزات التي لھا دور في مختلف الصناعات & Elangovan, 2013 ; Abdullah et al.,

إلا أنھا تختلف في انتاج الأمیلیزات وذلك Bacillusس ظروف النمو متشابھة لمختلف أنواع جنَّ بالرغم من أن. (2014
حیث یمكن تعزیز أنتاج الانزیمات بواسطة تحسین مكونات ، نوع السلالة ، یعتمد على مكونات الوسط والمعاملات المختلفة

تخمرات الحالة بإستخدام تخمرات الحالة السائلة والتي تفضل على، الى جنب مع غیرھا من المعاملات الاخرى الوسط جنباً 
عن لسھولة تنقیة الانزیم من المنتجات التي یتم الحصول علیھا فضلاً الصلبة في تنمیة البكتریا لأنتاج الأنزیم وذلك نظراً 

,.et alسھولة ادارة العملیة  2015 ; Abd-Elhalem et al., 2015)Dash( .

:MATERIALS AND METHODSالمواد وطرائق العمل 
:عزلاتمصادر ال

وأخضعت ) بعض الاغذیة الاخرىالمطبوخ والارزوالنشا والتربة (شملت تمت عملیة العزل من مصادر مختلفة 
للتنقیة من خلال نقلھا عدة مرات على اطباق بتري وادخلت الى الغربلة الأولیة للحصول على العزلة الأكفأ في انتاج أنزیم 

الأمیلیز
:العزل والغربلة الاولیة 

Teodoroالإنتاجي الذي حضر وفق ما ذكر فيوالوسط Nutrient BrothوNutrient Agar وسط عملاست
& Martins للتحري عن قابلیة العزلات البكتیریة لانتاج انزیم الامیلیز وذلك بزراعة المستعمرة البكتیریة المنماة (2000)

تم . ساعة24م لمدة 37ºبق وحضنت الاطباق بدرجة حرارة ساعة في منتصف الط18على وسط الاكار المغذي بعمر
وذلك عن طریق تغطیة ، التحري عن قابلیة العزلات البكتیریة لانتاج انزیم الامیلیز باستعمال محلول الیود المحضر سابقاً 

زلة ومن خلالھا تم لكل ع) Zone(وقطر منطقة التحلل ) Growth(الطبق بمحلول الیود ثم قیاس قطر المستعمرة البكتیریة 
:احتساب قدرة العزلات على تحلیل النشأ من خلال انتاج الانزیم وكما یأتي

)الھالة المتكونة(قطر منطقة التحلل )النمو البكتیري(قطر المستعمرة البكتیریة=كفاءة العزلات لانتاج الأنزیمات المحللة للنشأ

:MacFarlandالمنحنى القیاسي لمكفرلاند 
Colleeأتبعت الطریقة الموصوفة من قبل  et al.,(1996) في إعداد المنحنىMacFarlandحیث ، القیاسي

مل بحامض 10من كلورید الباریوم المائي إلى أنابیب أختبار وأكمل الحجم الى ) 1،الجدول(أضیفت الحجوم المذكورة في 
Spectrophotometerین في جھاز المطیاف الضوئي الكبریتیك الخزین وقیست الامتصاصیة لجمیع الانابیب وبمكرر

فقط حیث استخدم في % 1من حامض الكبریتیك بتركیز Blankوحضر محلول السیطرة ، ترنانوم600على طول موجي 
كما في القیاسي MacFarlandوأستخدمت معادلة الخط المستقیم من منحنى ، تصفیر الجھاز وعلى نفس الطول الموجي

مل للمزارع المنشطة لتحدید حجم اللقاح المطلوب /ستخدمت ھذه المعادلة في حساب عدد الخلایا التقریبيوأ) 1،شكلال(
.إنتاج الأنزیم خلال مدة الدراسةإضافتھ إلى وسط

.لأعداد منحنى القیاسيMacFarland تراكیز المنحنى القیاسي :)1(جدول 

رقم 
الانبوبة

كلورید الباریوم المائي 
)مل(

)مل(لكبریتیك حامض ا
MacFarland

الرقم القیاسي
الامتصاصیة على طول 

نانومتر600موجي 
108xعدد الخلایا التقریبیة 

مل/

1010000

20.059.950.50.1351.5

30.109.901.00.2483.0

40.209.802.00.5276.0

50.309.703.00.8099.0

60.409.604.01.05812.0

70.509.505.01.21815.0

80.609.406.01.54318.0



19

 

 

101
2018 

.مل/ لحساب إعداد الخلایا البكتیریةMacFarland المنحنى القیاسي):1(شكل 

:تحضیر اللقاح
ساعة من العزلات التي وقع علیھا الاختیار من مرحلة الغربلة الأولیة  48حضرت مزارع فتیة بعمر لایتجاوز 

)  Loop full( التلقیح ةتم تحضیر اللقاح وذلك بإخذ مسحة بواسطة أبرت بكفاءتھا العالیة في إنتاج الأنزیم حیث التي تمیز
ثم حضنت بدرجة ، Nutrient brothمل من الوسط السائل المغذي 10من مزارع العزلات الى انابیب اختبار حاویة على

مل عن طریق قیاس الأمتصاصیة الضوئیة /تم حساب عدد الخلایابعد ذلك ، ساعة) 48-(24م الأنابیب لمده37حرارة 
ثم ، القیاسيMacFarland نانومتر وبالاستعانة بمعادلة الخط المستقیم لمنحنى600 للمزارع المنشطة على طول موجي

.أجري التخفیف اللازم للحصول على العدد المطلوب اضافتھ من الخلایا الى وسط الأنتاج
:)الكمیة(الغربلة الثانویة

50تحتوي على مللتر300دوارق حجمیة بسعة عمالنفس الوسط الانتاجي عدا اضافة الاكار وذلك باستعملاست
810لقحت ھذه الدوارق بعد تعقیمھا بعالق البكتیریا وبحجم مقداره مللتر من الوسط إذ خلیة  حدد حجم اللقاح بالاستعانة 1 ×

مº37الدقیقة بدرجة حرارة / دورة150وحضنت في الحاضنة الھزازة بسرعة MacFarlandبالمنحنى القیاسي لمحلول 
دقیقة واعتبر الراشح 20لمدة Xg 6000بسرعة ) لفصل الخلایا(المركزي بعد ذلك تم أجراء عملیة النبذ، ةساع72لمدة 

في الفعالیة النوعیة للأنزیمز البروتین لحساب الأنزیمیة وتركیوقدرت الفعالیة ، الذي تم الحصول علیھ مستخلص خام للانزیم
.المستخلص الخام 

: الامیلیز تقدیر فعالیة أنزیم
3,5اتبعت طریقة  – Dinitro Salicylic acid (DNSA)التي اشار الیھا كل منWhitaker &

Bernard, (1972) ; Lin et al., لاقة البیانیة بین رسم المنحنى القیاسي للكلوكوز من خلال رسم الع(1997)
واعتمد ھذا المنحنى )مل/ ملغم (والتراكیز المختلفة من الكلوكوز ترنانوم540الامتصاصیة الضوئیة على طول موجي 

انھا ) مل/ وحده(تعرف وحدة الفعالیة الأنزیمیة . القیاسي في تقدیر الكلوكوز المتحرر بفعل الانزیم كوحدة للتعبیر عن الفعالیة
: في الدقیقة الواحدة وتحت ظروف التقدیر) الكلوكوز(مایكرومول من السكریات المختزلة ) 1(التي تحرر كمیة الأنزیم 

.7الھیدروجیني ذو الاس0.05محلول فوسفات البوتاسیوم الدارئ -
soluble starch)Stock substarte solution()%1النشأ الذائب(محلول المادة الأساس - (1%(

من المحلول الدارئ )مل(50 ثم أضیف الى الخلیط ، من المحلول الدارئ)مل(25من النشأ في )غم(1أذیب 
بالمحلول الدارئ نفسھ )مل(100بعدھا ترك لیبرد ثم أكمل الحجم الى ، المغلي مع الاستمرار بالغلیان لمدة دقیقة واحدة 

.واستخدم كمادة اساس لتقدیر الفعالیة 
:وتینتقدیر تركیز البر

:وكما یأتيBradford(1976)قدر تركیز البروتین وفق الطریقة الموصوفة من قبل
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ومزجت جیداً )(Comassie brilliant blue G-250مل من كاشف البروتین1مل من المحلول الانزیمي الى 0.1نقل 
قدر تركیز البروتین . ترنانوم595دقائق بدرجة حرارة الغرفة وقیست الامتصاصیة على طول موجي 5وتركت لمدة 

. على المنحنى القیاسي لألبومین المصل البقرياعتماداً 
:)A4(تشخیص البكتیریا 

ط  ى وس ة عل ة انزیمی ى فعالی ت اعل ي اعط ا الت ة البكتری م تنمی سطحي، ) Nutrient Agar(ت یح ال ة التلق وبطریق
.ساعة48 م لمدة º37وحضنت الأطباق في درجة حرارة 

من حیث شكل المستعمرة على الوسط الغذائي الصلب وحافاتھا جرى بعدھا تحدید الخصائص المزرعیة والمجھریة 
.غھا بصبغة كرام وتصبیغ السبوریوسطحھا ولونھا وحجمھا وشكل الخلایا وتصب

Vitekالتشخیص باستعمال جھاز  2 compact system:
والتي اشارت معظم الفحوصات المزرعیة A4لفایتك للعزلة البكتیریة اجریت عملیة التشخیص باستعمال نظام ا

,Bacillus.(Anonymousوالموروفولوجیة انتمائھا الى جنس  2010)
:DNAأستخلاص الحامض النووي 

من البكتریاDNAفي أستخلاص Geneaidالمجھز من شركة Presto MinigDNA Bacteria Kitأستعمل 
:   وي تضخیم الحامض النو DNA

واستعمل16S rRNA لتضخیمPCR البلمرة الانزیمیةالسلسلةتفاعلاتتقنیةلاأستعم) 3و 2، الجداول(توضح 
PreMix PCR المجھزة من شركةBioneer علىبالاعتمادالمنتخبةالعزلةنوعللتأكد منالمجفدة في انابیب ابندروف

)2002 (et al.,Sacchiحسب البادئباستخدام)3،الجدول:(

.تمثیل القواعد النتروجینیة في البادئ:)2(جدول 
العددالتسلسلالبادئ

104F5- CGGGTGAGTAACACGTGالامامیة   3-17

1390R5- CGGTGTGTACAAGGCCCالعكسیة  3-17

.PCR بتقنیة16S rRNA لأختبارPreMix PCRابندروف الحاویة على أنبوبةفيالمضافةالمواد):3(ل دوج

)مایكرولتر(الحجم المكوناتت

5مایكرولتر/ نانوغرام DNA35مستخلص 1

2Forward primer 2مایكرولتر/ بیكومول10بتركیز

3Reverse primer 2مایكرولتر/ بیكومول 10بتركیز

4free nuclease water11

20الحجم الكلي

.) 4،الجدول(تم برمجة الجھاز حسب PCR thermal cyclerھازجإلىونقلتاعلاهالمكوناتمزجت
.PCRجھازفيبرمجتھاتموالتي16S rRNA تضخیمفيالمعتمدةالظروف):4(جدول

عدد الدورات)دقیقة(الزمن )مْ (درجة الحرارة الخطواترقم الخطوة

1Denaturation9451الدنترة

2Denaturation941الدنترة

3Annealing551ارتباط البادئ

4Extension721:40استطالة

5Final extension725الاستطالة النھائیة

30

6Cooling1∞4التبرید

.للترحیل الكھربائي16S rRNAتر من نواتج تضخیم مایكرول5بعد انتھاء وقت التفاعل سحب 
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:  وتحضیر ھلام الأكاروزPCR تقنیةلنواتجElectrophoresis الكھربائيالترحیل Agarose
، سخن بواسطة 1X TBEمل من محلول 50غم من الأكاروز في 0.5وذلك بإذابة %1بتركیز حضر الھلام 

microwave oven 55دقیقة ترك لیبرد لحرارة بحدود2لمدةºتر من صبغة مایكرول2وأضیف إلیھ مEthidium
bromide .1 الترحیلمحلولوأضیفیتصلبلوترك الھلام بقالب الترحیل الكھربائي وصبX TBE bufferلیغطي

,PCR(Sambrook and Russellتر من ناتج مایكرول5أضیفت العینات بمقدار الھلام،سطح توأستعمل،(2001
. ، لتحدید حجموم الحزمPromegaوالتي جھزت من شركة Ladderدلائل حجمیة 

RESULTSوالمناقشةالنتائج AND DISCUSSION:
:عزل البكتریا المنتجة لأنزیمات الامیلیز

مستعمرة من البكتریا المنتجة لانزیمات الامیلیز من التربة وبعض المواد الغذائیة على 36تم في ھذه الدراسة انتقاء 
ر من المستعمرات التي ظھرت على ھذا من بین عدد كبی% 1الحاوي على النشأ بنسبة وNutrient Agarالوسط الغذائي 

. وكان اساس انتقائھا یعتمد على كونھا تحلل النشأ وتكون ھالة شفافة واضحة حول منطقة النمو،ºم37الوسط عند حضنھا في 
. ºم37في وحضن ) Nutrient Agar(نقلت ھذه المستعمرات على وسط  

:الامیلیزغربلة عزلات البكتریا على أساس كفاءتھا لإنتاج انزیم
:الغربلة الاولیة

اخضعت العزلات البكتیریة التي تم انتقائھا من الخطوة السابقة الى عملیة غربلة اولیة للتعرف على مقدرتھا على 
.لنشألالمغذيوسط االتحلیل النشأ كدلیل لانتاج الانزیمات على 

) Z(قطر منطقة تحلل النشأ و) G(ساعة ثم حسبت كل من قطر منطقة النمو 24مدة ºم37في وحضنت 
عزلة 36ویوضح الجدول التالي كفاءة الانزیمالتي عدت دلیلاً على قابلیة العزلات على انتاجZ/Gواستخرجت منھا قیمة 

ویلاحظ من الجدول تباین ھذه العزلات في تحلیل النشأ تبایناً واضحاً مع تمیز . Z/Gعلى انتاج انزیمات الامیلیز بدلالة قیمة 
والتي تراوحت كفاءتھا في تحلیل النشأ ) AJ2,AJ8,AJ12,AJ18,AJ19,AJ27,AJ33(عزلات منھا وھي العزلات سبع

وجدیر بالإشارة انھ وبغیة . میلیزالاواخضعت لعملیة الغربلة الثانویة لانتقاء الاكفاء منھا في انتاج انزیم 4.2–2.1ما بین 
المنطقة على وجھ الدقة اضیف كمیة من محلول الیود المخفف الى سطح الوسط التأكد من منطقة تحلل النشأ وتقدیر قطر ھذه 

. لإظھار ھذه المنطقة التي تمیزت عن المناطق الاخرى بلونھا الشفاف بخلاف بقیة اجزاء الوسط التي تلونت باللون الازرق
) 5،الجدول(وكما مبین في 

) Z(انزیمات الامیلیز المقدرة على اساس نسبة قطر منطقة تحلل النشأ كفاءة عدد من عزلات البكتریا في انتاج :)5(جدول
)*G(الى قطر منطقة النمو 

G/Zرقم العزلةG/Zرقم العزلةG/Zرقم العزلة
A11.25A131.13A251.11

A22.85A140.88A261.32

A31.04A151.47A272.36

A41.10A161.85A281.12

A51.33A171.10A291.45

A61.32A183.82A301.32

A71.15A192.25A311.73

A82.10A200.82A320.44

A91.24A211.11A333.64

A101.05A221.06A341.14

A111.75A231.21A351.08

A124.2A240.22A361.03

.نة للابواغ وعصویةتمیزت جمیع العزلات بأنھا موجبة لصبغة كرام ، مكو* 

:الغربلة الثانویة
والتي وقع علیھا الاختیار من عملیة A7الى A1التي رمز لھا من السبعةاجریت الغربلة الثانویة على العزلات 

الوسط الغذائي، اذ حضنت الاوساط بعد بإستعمالالغربلة الاولیة كعزلات ممیزة في تحلیل النشأ في المزارع المغمورة
میلیز في ھذه العزلات، الاساعة قدرت الفعالیة والفعالیة النوعیة لانزیم 24م مدة 37ºبالعزلات المذكورة في تلقیحھا
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على غیرھا من العزلات فقد A4كفاءة العزلات السبعة على انتاج الانزیم اذ یلاحظ تفوق العزلة ،)6،الجدول(ویوضح 
علیھ فقد وقع الاختیار على ھذه العزلة لإكمال . ملغم/ وحدة425.23وعیة فعالیتھا النمل و/ وحدة 7.215الفعالیة بلغت 

. الدراسة علیھا بعد اخضاعھا لمجموعة من فحوص التشخیص
، كما اعطت اعلى فعالیة نوعیة في المزارع )4.2(انھا اعطت اعلى نسبھ تحلل اذ بلغت A4تمیزت العزلة 

ً لتحدید فعالیة ھذا تعد طریقة قیاس فعالیة الامیلیز . المغمورة اعتماداً على قابلیتھا التحلیلیة للنشأ من اكثر الطرائق استخداما
3,5الانزیم في طافي المزروع البكتیري والتي تعتمد على متابعھ تحرر السكریات المختزلة والكشف عنھا باستخدام كاشف

Dinitrosalicyclic acid (DNSA).ریات المختزلة المتحررة الناتجة من تحلیل وتعتمد شدة اللون فیھا على كمیة السك
Igarashi).).أالنش(الامیلیز لمواده الاساس  et al., 1998; Lin et al. 1998) (1976)كما واستخدمت طریقھ

Bradfordواعتماداً على النتائج التي تم التوصل الیھا اختیرت العزلة . لتقدیر تركیز البروتین كونھا من الطرائق الحساسة
 A4لإنتاج الانزیم ودراسة خواصھ في التجارب اللاحقة.

.كفاءة العزلات المنتخبة من الغربلة الاولیة في انتاج انزیم الامیلیز):6(جدول 

الفعالیة النوعیةالفعالیة الانزیمیةالعزلة

A15.916369.776

A24.083408.36

A34.97189.29

A46.378425.204

A55.627296.195

A65.55260.824

A73.116207.792

:Vitek2تشخیص العزلة بأستعمال جھاز الفایتك 
اظھرت نتائج الفحوصات التشخیصیة للعزلة التي تم الحصول علیھا من الغربلة الكمیة كما مبین ادناه في الجدول 

Vitek2وذلك بأستعمال جھاز  Compact Systemیة ان تكون العزلة والتي تبین من خلالھا احتمالBacillus subtilis
وبذلك تم الاعتماد على ھذا الفحص وبھذه النسبة في تشخیص النوع وللتاكید تم اجراء التشخیص الجیني للعزلة % 96بنسبة 

.Bacillus subtilisالىللتأكد منھا بشكل قطعي على انھا تعود 
:التشخیص الجزیئي للعزلة قید الدراسة

16Sھذا النوع من التشخیص على جین اعتمد في  rRNA حیث اجري في البدایة استخلاص للمادة الوراثیة للعزلة
نانومتر ثم 280الى 260وتم التأكد من نقاوتھا بقیاس نسبة امتصاصیتھا في . )A4Bacillus subtillis(قید الدراسة 

حیث اظھرت النتائج التي تم الحصول . 16S rRNAمن خلال استخدام بوادئ خاصة بالجین PCRاجري التضخیم بتقنیة 
كما في علیھا من الترحیل الكھربائي للجین المضخم وجود حزمة واحدة مما یدل على ارتباط البوادئ بالجین المستھدف 

16Sوھو جین ) 2،الشكل( rRNA دون الاجزاء الاخرى منDNAقدر الحجم ، المستخلص من العزلة قید الدراسة
16Sویذكر ان جین ، قاعدة1256التضخیم حیث كان یبلغ الجزیئي لناتج rRNA یستخدم بشكل ناجح في التمییز بین

Lakshmiالانواع المختلفة من البكتریا ویعطي نتائج حاسمة في التشخیص  et al., (2014).
16Sتضخیم جین عملویذكر ان الباحث است rRNA في تشخیص بكتریاBacillus spحیث اشارHasan et al.,

16Sان حجم قطعة جین ىال(2017) rRNA (2015),شارابینما ، زوج قاعدة 1082بلغتBukhari& Rehman
16Sالى ان طول قطعھ جین  rRNA التي قام بتضخیمھا منB. subtilis زوج قاعدة500بلغت.
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كیلو500-10000الذي یتراوح بین Markerي نتائج الترحیل الكھربائي على ھلام الاكاروز والدلیل الحجم:)2(شكل 
.نتروجینیةقاعدة

لمعرفة تسلسل القواعد النتروجینیة وتبین انھ مكون من الكوریةMacrogenوارسل الى شركة PCRاخذ ناتج 
) 7،الجدول(قاعدة وكما في1256

Marker

16Sج
rRNAلة لل ع

راسة ال ق
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.A4للعزلة 16s RNAتتابع القواعد النتروجینیة لجین :)7(جدول 
عدد القواعد16S rRNAات القواعد النتروجینیة لجین تتابع

GCGGTCGTTTGACTGGGCTACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATGGT
TGTTTGAACCGCAGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTAC

AGATGGACCCGCGGCGCATAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGAT
CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGT
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
GGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCG

GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT

CCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAG
TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCACCGAAACCCCGAGGTTA
ACCCATCCCACAAATCTGTTTTCAGTTCGGAACCCAATCTGGAAATCCAC
CGGCGTGAAACTGGAAACCCTTTTAATCCCGGATAAACATGCCCCGGTGA

AAATTCCGCCTCTCCCTAG

1256

وبالمقارنة مع NCBIفي المركز الوطني لمعلومات التقنیة الحیویة BLASTاظھرت النتائج بعد تحلیلھا ببرنامج 
المسجلة في B. subtilisسلالات من بكتریا بین ھذه العزلة وبین% 98ان ھناك  تطابق وبنسبة ، ما تتوفر بھ من معلومات

NCBI وعلیھ عدت العزلة قید الدراسة عائدة الى البكتریا . )8،الجدول(كما مبین فيB. subtilis ، حیث جاءت ھذه النتیجة
العدید من قبلمن الطرائق الحدیثة والتي استعملتان التشخیص على المستوى الجزیئي یعتبر ، 2مطابقة لاختبارات الفایتك

Lakshmiمن الباحثین et al., 2014; Khajuria et al., 2015; Shine et al., 2016 ).(

.NCBIالمسجلة في B. subtilis سلالات بكتریا 10مع A4نسبة تطابق تتابعات القواعد النتروجینیة للعزلة ):8(جدول 

رمز الوصول
Accession

%نسبة التطابق 
Identity

السلالة
Strain

KX426640.198MA-40Bacillus subtilis1

KX426619.198MA-19Bacillus subtilis2

KU877333.198M29(2016bBacillus subtilis3

JN700073.198St11Bacillus subtilis4

JN644507.198JAM1 1ABacillus subtilis5

JF460757.198K19-29Bacillus subtilis6

KR998247.198BAB-5142Bacillus subtilis7

JN646017.198132Bacillus subtilis8

JF393297.198TCCC1121Bacillus subtilis9

FR849706.198IICTSVMH13Bacillus subtilis10
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