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المنتجة لأنزيم  .Bacillus spالعزلات المحلية لبكتريا وتشخيص  ةلوغرب عزؿ
   (Laccaseاللاكيز )

 ***رباح نجاح جبار              **جبر  عبود حميد        *حسن اديب زينة           

 خصلالم

 جنس إلى تعود والتي عزلة 211 أصل منLaccase لأنزيم  المنتجة البكتريا من عزلة 01 على الحصوؿ أمكن 

Bacillus العزلات وأخضعت ىذه بغداد محافظة  في من حي الخضراء ، الإسكاف و أبو غريب مختلفة ترب نماذج من 

، 01، 14، 10، 10، 82وتمثلت بالعزلات ) للأنزيم العالية عزلات بإنتاجيتها01تميزت  إذ الأولية الغربلة لعملية
الوقت المستهلك للتفاعل مع كاشف السرنكلدايزين  ْـ بدلالة  83حرارة  بدرجة( 018و 080، 088، 028، 011

(SGZ،)  ىي الاكفأ من حيث قياس الفعالية الانزيمية التي  080ثم اخضعت تلك العزلات لغربلة ثانوية فتبين اف العزلة
والمجهرية والتشخيص  لمزرعيةامل.تم تشخيص العزلة من خلاؿ دراسة الصفات المظهرية و /وحدة 1371بلغت 
للتحري عن جين   PCRوكذلك التشخيص على المستوى الجزيئي بإستخداـ تقنية   Vitek2 compact systemبجهاز

16S rRNA  العزلة إلى تعودك الجينات تل القواعد النتروجينية مقارنة ببنتتابعات للعزلة المنتخبة واظهرت نتائج دراسة 

 . Bacillus subtilisبكتريا 

 مقدمةال
( مجموعة من الانزيمات benzenediol: oxygen oxidoreductase، EC 1.10.3.2)  Laccasesاللاكيزات 

( تتميز بقدرتها على  تحفيز MCO) Multicopper Oxidase التي تنتمي لعائلة الانزيمات المؤكسدة متعددة النحاس 
الاوكسجين الجزيئي  على اختزاؿالفينولية  فضلا عن قدرتها اكسدة مدى واسع من المركبات الاروماتية الفينولية وغير 

)النحاس الازرؽ(  T1cuذرات نحاس التي تشمل نحاس النوع الاوؿ  1(، تمتلك اللاكيزات في الغالب 01)الى ماء 
 T2في الانزيم وىو موقع اكسدة المادة الاساس، نحاس النوع الثاني  mononuclearالذي يمثل الموقع احادي النوية 

cu  وزوج من نحاس النوع الثالثT3cu ف الموقع ثلاثي الانوية في الانزيم  مثلااللذاف يTrinuclear site   الذي
 . (18)يحصل فيو اختزاؿ لجزيئة الاوكسجين الى ماء 

على نطاؽ واسع في الطبيعة من قبل عدد من الكائنات كالفطريات والنباتات والحشرات  تنُتج اللاكيزات
يُعد اللاكيز الفطري الوحيد ف، واف من اكثر اللاكيزات المدروسة ىي اللاكيزات الفطرية اما تجاريا (8)والبكتيريا 

اللاكيزات الفطرية وعلى الرغم من  ومع ذلك فقد وجد اف  (00) طبيقات الصناعية في وقتنا الحاضرالمستخدـ في الت
قدرتها التأكسدية العالية الا انها واجهت عدد من المحددات المتمثلة بطوؿ مدة التخمير و الانتاجية المنخفضة فضلا 

ىذه الانزيمات للثباتية بارتفاع درجات الحرارة على العكس من  عن امكاف تطبيقو فقط في الظروؼ الحامضية وافتقار
ير درجات الحرارة والرقم الهيدروجيني والتراكيز المرتفعة من يالصناعية التي تتطلب ظروؼ قاسية من خلاؿ تغالتطبيقات 

. (0)الاملاح التي بمجملها تمثل ظروؼ غير ملائمة لمثل ىذا النوع من اللاكيز لاسيما في مجاؿ معالجة المياه الملوثة 
 الفطري الا انو يتميز أكسدية اقل ولم يدُرس بشكل موسع كاللاكيزوعلى الرغم من اف اللاكيز البكتيري يمتلك قدرة ت

 والايوناتبثباتيتو تجاه ارتفاع درجات الحرارة واختلاؼ ظروؼ الوسط من خلاؿ الرقم الهيدروجيني ووجود المثبطات 
 الأوؿ للباحث اطروحة دكتوراه  من جزء      

 الزراعية، وزارة الزراعة، بغداد، العراؽ.                                                                      دائرة البحوث      *
 ، بغداد، العراؽ.كلية الزراعة، جامعة بغداد  **

 بغداد، العراؽ. ،مركز بحوث التقانات الاحيائية ، جامعة النهرين  ***
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عن قدرتو على العمل بمدى واسع من المواد الاساس و انتاج الانزيم بمدة قصيرة مع انخفاض كلفة  المعدنية فضلاً 
 (3)  . فضلا عن الامكانات الواعدة في استخداـ اللاكيزات البكتيرية في مختلف التطبيقات الصناعية(4)الانتاج 

وقدرة تحفيزية اعلى من خلاؿ الهندسة الوراثية ونقل  ويمكن استحداث سلالات ذات انتاج عالي من الانزيم وبثباتية
 .(2) عوامل مطفرة بشكل اسهل مقارنة بالفطريات استخداـالجين لكائنات مجهرية اخرى او 

ومن ثم اكتشف في  Azospirulum lipoferumفي بكتريا  0448مرة عاـ  لأوؿاكتشف اللاكيز البكتيري 
من  CotAويعد بروتين  CotA laccasesم اللاكيزات البكتيرية ىي من نوع الا اف معظ( 1)عدد من اجناس البكتريا 

الذي يشارؾ في   Bacillusبوفرة في الطبقة الاخيرة من غلاؼ الابواغ الداخلية لبكتريا جنس  وجودةالمكونات الم
 للأشعةكما انو يعزى اليو مقاومة الابواغ   (0)تخليق الصبغة البنية لغلاؼ البوغ التي تعد من المركبات الشبيهة بالميلانين 

، امتلكت اللاكيزات ادوار مختلفة في النباتات، الحشرات، الفطريات (00)فوؽ البنفسجية وبيروكسيد الهيدروجين 
والبكتريا مما جعلها الخيار الامثل لعدد من تطبيقات التقنية الحيوية والصناعية كالقصر الحيوي في الصناعات الورقية 

حيوية  للتلوث بالمواد الفينولية وفي الصناعات  تحسساتالة الصبغات في الصناعات النسيجية واستخدامها كمواز 
عن أىميتها  الغذائية كترويق العصائر والمشروبات وكمحسنات للمخبوزات وفي التطبيقات الصيدلانية والتجميلية فضلاً 

عن عدد من  الصرؼ والترب الملوثة بالمخلفات الصناعية فضلاا في المعالجة الحيوية وازالة الملوثات السامة من مياه 
 (.02) التطبيقات الاخرى

 ق البحثائالمواد وطر 
 البكتريا عزلات وتنقية عزؿ

جمعت من أماكن مختلفة من مدينة بغداد ) حي الخضراء،  التي الترب من على نماذج العزؿ مصادر اشتملت  
المنتج  .Bacillus spالإسكاف وأبو غريب( ووضعت في قناني معقمة و نقلت إلى المختبر لأجراء عملية العزؿ لجنس 

دقيقة  00ـ لمدة  21و نقلت إلى حماـ مائي بدرجة حرارة  اجريت تخافيف عشرية لنماذج التربة لإنزيم اللاكيز.
وزرعت في الوسط المغذي الصلب  تخلص من الخلايا الخضرية و الإبقاء على الخلايا المكونة للسبورات ) الابواغ (لل

Nutrient Agar  المضاد الفطري المضاؼ إليوcycloheximide (17110 )% ـ 83وحضنت الأطباؽ بدرجة حرارة
 Bacillusساعة،تم انتقاء عدد من المستعمرات النامية في ىذه الأطباؽ والتي أظهرت خصائص مظهرية لجنس 12مدة 

sp.  اكثر نقاوة. للحصوؿ على مستعمراتانفسهما  واعيد زراعتها بطريقة التخطيط على الوسط والظروؼ 
 الأولية الغربلة

المضاؼ  Bertani-Luria العزلات التي أظهرت كثافة النمو على الوسط المغذي الصلب انتخبت عدد من  
ليتم الكشف عن قدرتها في أنتاج ـ 83بدرجة  أياـ 0لمدة  وذلك بمراقبة النمو CuSO4من  /لترملي موؿ 172 اليو 

عن بتسجيل الوقت  المنماة فضلاً ( بالتنقيط على المستعمرات SGZكاشف السرنكلدايزين )  بإضافةأنزيم اللاكيز وذلك 
المستهلك لحدوث التفاعل والمتمثل بظهور اللوف الوردي الناتج من أكسدة  كاشف السرنكلدايزين بفعل الانزيم الذي 

 .(21) يعكس الاختلاؼ في قدرة ىذه العزلات على أنتاج أنزيم اللاكيز
 

 الأنزيم إنتاج /الثانوية الغربلة
المنقاة والمنتخبة والتي سجلت اقل مدة زمنية لحصوؿ التفاعل مع كاشف السرنكلدايزين تنمية العزلات  تتم 

أياـ بدرجة  0لمدة  CuSO4ملي موؿ/لتر من  172في مرحلة الغربلة الأولية على الوسط المغذي الصلب المضاؼ إليو 
في أنبوبة جمعت و مولر/لتر  KCl  0مل من محلوؿ 0بإضافة  الصلب الخلايا النامية على الوسطغسلت ـ . 83حرارة 



وجماعتو.حسن، ز. ا.   

77 
 

راسب الخلايا اعيد غسل تم التخلص من الراشح و دقائق  0قة لمدة دورة/دقي 01111وتم نبذىا مركزيا بسرعة 
مل من محلوؿ فوسفات  0في  راسب الخلاياتذويب  ثم التخلص من الراشح واعيد مولر/لتر  NaCl  170بمحلوؿ 

لانتخاب جميعها  لعينات لوقدرت الفعالية الأنزيمية لإنزيم اللاكيز  3يني ملي موؿ و برقم ىيدروج 170البوتاسيوـ 
 .(21)الأكفأ منها في أنتاج الأنزيم 

 

 الأنزيم  فعالية تقدير
و ذلك بمزج  باستخداـ المادة الأساس السرنكلدايزين (21) جماعتوو   Wang هما ذكر  حسب الفعالية قدرت

مل من محلوؿ فوسفات البوتاسيوـ الدارئ في أنبوبة جديدة  271مل من المستخلص الناتج من الغربلة الثانوية مع  170
 021في الامتصاصية عند طوؿ موجي  التغيرمل من محلوؿ المادة الأساس السرنكلدايزين وسجل  170وأضيف أليها 

 دقائق وتم تقدير فعالية الأنزيم باستخداـ المعادلة التالية :  8لمدة  اً نانوميتر 
 

Lactase activity (U/ml) = 
    

   ȴ 
 

                  

                    
 

 

 دقائق  3وقت الحضن وىو  T؛ ر بالامتصاصيةيىو التغي Absاف  إذ 
ε   معاملextinction coefficient ل(لسرنكلدايزين وε 525 = 65000 (SGZ) in units of L/ M-1 cm-1 ) 
ȴ   سم(  0) خلية المطياؼ الضوئييمثل قطر 
 

( 1) اللازمة لأكسدة)وحده/ مللتر( إنها كمية الأنزيم  (Enzyme activity)تعرؼ وحدة الفعالية الأنزيمية  
 من المادة الاساس في الدقيقة الواحدة وتحت ظروؼ التقدير أو القياس . مايكروموؿ

 

 080  المنتخبة للعزلة التشخيصية الفحوص

 الفحوص المجهرية والمزرعية
وحضنت  لقح الوسط المغذي الصلب بالعزلة النقية للبكتريا التي تميزت بكفائتها العالية لانتاج انزيم اللاكيز

، درست طبيعة النمو على الوسط الصلب من حيث شكل ةساع 12 في اثناءـ و تمت متابعة النمو 83في درجة حرارة 
 صبغةصبغو كراـ و فحصها مجهريا لتصبيغها بعن  لونها ومظهرىا وحافتها وارتفاعها وحجمها فضلاً و المستعمرات و 

 . ومواقع الابواغللتعرؼ على شكل الخلية وتجمعها  المالاكايت الخضراء
 

  2بنظاـ الفايتك  080تشخيص العزلة المنتخبة 
 Bacillaceaeبأستخداـ العدة التشخيصية الخاصة بعائلة  Vitek 2 compact systemتم التشخيص بنظاـ  

من الفحوص الكيميائية الحيوية واتبعت طريقة العمل وفق تعليمات الشركة  اً فحص 10والحاوية على  BCLذات الرمز 
 .Biomerieuxالمجهزة 

 

 التشخيص الجزيئي للعزلة المنتخبة 
ودراسة تتابعاتو لغرض تشخيص العزلة   PCRتقنية  باستخداـ 16S rRNAاعتمدت طريقة تضخيم جين  

 .جزيئياً 
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المجهزة من  SHINEamp Genomic DNA Kit: استخدمت عدة الاستخلاص  DNAالنووي  الحامض استخلاص
ة اءعن طريق النسبة بين قر  DNAقاوة مستخلص نمن البكتريا. ثم حسبت  DNAفي استخلاص Shine Geneشركة 

 .اُ نانومتر  221/201الامتصاصية على طوؿ موجي 
 

  16S rRNAتضخيم جين 
البوادئ  باستخداـلتضخيم الجين وتشخيص العزلة المنتخبة،  PCRاستخدمت تقنية  
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG(كبادئ امامي و )ACGGTTACCTTGTTACGACTT كبادئ عكسي )
 .0 جدوؿواضيف اليو المواد المذكورة في  Master mixمن اً مايكروليتر  21واجري التضخيم بحجم ( 2)
 

  PCRبتقنية   16S rRNAتضخيم جين تفاعل المكونات الداخلة في  : 0جدوؿ 

 المكونات الحجم )مايكروليتر(
 Forwardالبادئ الأمامي  (10pmol)بتركيز    2

 Reverseالبادئ العكسي   (10pmol) بتركيز    2

 DNAمستخلص  0

 ماء خالي من الايونات 00

 الحجم الكلي 20

 
 .2 جدوؿتم برمجة الجهاز حسب إذ  thermal cycler PCR نقلت انبوبة التفاعل بعد مزجها الى جهاز 

 مايكروليترات  من ناتج التضخيم للترحيل الكهربائي .  0بعد انتهاء وقت التفاعل اخذت 
 

  16S rRNAالبرنامج المستخدـ لتضخيم جين  : 2جدوؿ 
 الخطوات الظروؼ عدد الدورات
0 95 C  دقائق 0لمدة Pre Denaturation 

80 

41 C  ثانية 81لمدة Denaturation 

00 C  دقيقة 070لمدة Annealing 

32 C  ثانية 10لمدة Extension 

0 32 C  دقائق 0لمدة Final Extension 

- ∞ Cooling 

 
  PCRلنواتج التضخيم لتقنية  Electrophoresisالكهربائي الترحيل 

   Agaroseتحضير ىلاـ الاكاروز 
وسخن في  TBE 1xمل من محلوؿ  01في   غم من الاكاروز 170 و ذلك باذابة% 0حضر الهلاـ بتركيز  

 .   Goldviewمن صبغة  ات مايكروليتر  0المايكروويف لمدة دقيقة واضيف اليو 
 تحضير قالب الهلاـ والعينة 

صب المزيج السابق في قالب الصب بعد وضع المشط الخاصة بالترحيل في مكانها المحدد و ترؾ ليتصلب  
 TBEالكامل. نقل قالب الصب بعد اكتماؿ التصلب  وازالة المشط إلى حوض الترحيل و اضيف إليو محلوؿ الترحيل ب
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1x  ( اضيف 03ليغطي سطح الهلاـ .)للدليل الحجمي  بالإضافةمايكروليتر من عينة التضخيم  0Ladder 1Kb plus 
 لتحديد حجوـ الحزـ الظاىرة . Solarbioالمجهز من شركة 
 تشغيل الجهاز 

 01 عندبعد برمجتو   power supplyوتم تشغيل مجهز الطاقة  بجهاز الترحيلوضعت الأقطاب الخاصة  
-transilluminator  UVإلى جهاز  نقل قالب الهلاـفولت، لمدة ساعة. بعد انتهاء مدة الترحيل  011و ملي أمبير

Light  ارسلت نواتج الجين المضخم مع البوادئ الى شركة يتم الكشف عن ل . الكورية  Macrogenمواقع الحزـ
لتحديد تتابعات القواعد النتروجينية. وقورنت تلك التتابعات مع مايتوفر من معلومات حوؿ ىذا الجين في بنك الجينات 

NCBI  وحسب برنامجBLAST Nucleotide  ها في بنك الجينات . كما وذلك لتشخيص نوع العزلة المنتخبة وتسجيل
للعزلة المحلية بعد مقارنتها مع سلالات ذات الصلة القريبة منها في بنك  Phylogenetic tree تم رسم شجرة التطور

 MEGA6  (04.)برنامج  باستخداـالجينات 

 النتائج والمناقشة
 عزؿ وغربلة البكتريا المنتجة لانزيم اللاكيز 

 العزؿ والغربلة الاولية 
 عزلة محلية مأخوذة من ترب مناطق مختلفة من  211لػ  السرنكلدايزيناختبرت القدرة على التفاعل مع  

أياـ، سجل زمن حدوث  0ـ لمدة 83بدرجة حرارة  و N.Aبغداد. نميت العزلات على الوسط المغذي الصلب محافظة 
العزلات المنتخبة  الى المضاؼ بطريقة التنقيط   السرنكلدايزينالتفاعل والمتمثل بظهور اللوف الوردي الناتج من أكسدة 

 .الذي  يدؿ على قدرة ىذه العزلات على أنتاج أنزيم اللاكيز

على أنتاج انزيم اللاكيز عزلة  01البالغ عددىا قدرة العزلات المنتخبة في المرحلة الاولية و  8 جدوؿيوضح 
إلى عدد من الفحوص الأولية المتمثلة عزلات  01بدلالة الوقت. أخضعت افضل العزلات المنتخبة البالغ عددىا 

فحص تكوين الابواغ فتبين أف معظم ىذه العزلات كانت موجبة  نع بالتصبيغ بصبغة كراـ، التشخيص ألمجهري فضلاً 
وجود تباين شديد بين  جدوؿومكونة للابواغ مع اختلاؼ مواقع الابواغ. كما يلاحظ من  شكللصبغة كراـ عصوية 

، 01، 14، 10، 82،10آذ سجلت بعض العزلات ) السرنكلدايزينالمدروسة في سرعة التفاعل مع كاشف  العزلات
ثانية في حين سجلت عزلات اخرى    11 – 21ظهور اللوف بوقت قصير يصل إلى ( 018و 088،080، 028، 104

 –01يتراوح ما بين  زينالسرنكلداير بأوقات طويلة لحصوؿ التفاعل مع ي( تغي031و 002،008، 44، 23، 00، 2)
مما يدؿ على  السرنكلدايزينأي تفاعل مع كاشف يحدث فيها فلم   جدوؿالمسجلة في الثانية أما العزلات غير  21

 عدـ قدرتها على أنتاج أنزيم اللاكيز.
 اً عزلة أعطت أفضل النتائج من حيث اقل وقت 01عزلات منتخبة من أصل  01اجريت الغربلة الثانوية بتنمية  

ملي موؿ/لتر  172المضاؼ اليو    Luria-Bertaniلحصوؿ التفاعل مع السرنكلدايزين على الوسط المغذي الصلب 
تتميز  1جدوؿ  080وقدرت الفعالية الأنزيمية لها . أظهرت النتائج المستحصل عليها باف العزلة رقم  CuSO4من 

 080، 028،088، 013، 01، 14، 10، 10، 82) بإنتاجها العالي لأنزيم اللاكيز مقارنة مع العزلات الأخرى
وحدة/مل في حين تراوحت الفعالية الأنزيمية للعزلات الأخرى  13فعالية أنزيمية بلغت  080( آذ سجلت العزلة 018و

  لإكماؿ الدراسة عليها. 136تم انتخاب العزلة فقد على ما ذكر  وحدة/مل وبناءً  11 -20بين  
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 المدة الزمنية لحصوؿ التفاعل وظهور اللوف الوردي للعزلات المنتخبة :8 جدوؿ

الوقت  رقم العزلة (ثانيةالوقت ) رقم العزلة
 (ثانية)

 الوقت )ثانية( رقم العزلة الوقت )ثانية( رقم العزلة

2 71 41 33 104 34 143 32 

3 53 45 34 110 57 144 51 

4 61 49 35 113 36 158 64 

8 42 59 50 114 41 163 71 

15 74 60 35 118 75 168 49 

16 47 66 55 121 39 170 83 

17 45 74 45 122 36 177 75 

19 61 80 51 123 35 185 62 

21 65 87 71 129 44 187 36 

25 56 92 52 133 34 192 40 

29 59 98 60 136 22 197 47 

35 57 99 81 138 64   

82 30 103 52 012 84   

 
اشارت العديد من الدراسات الى نجاح استخداـ طريقة الكواشف في الغربلة الاولية لعزؿ الانواع المايكروبية  

 Bacillus subtilis MTCC ( الى قدرة بكتيريا08) Srivastava و  Mishraكل مناذ اشار   المنتجة لانزيم اللاكيز.

كمادة   Guaiacolمن خلاؿ تنميتها على وسط غذائي صلب مضاؼ أليو الكوايكوؿ  على أنتاج أنزيم اللاكيز  1039
حوؿ العزلة  reddish brownذكر الباحث حصوؿ أكسدة للكوايكوؿ وتكوين منطقة ذات لوف بني محمر  أذ  ،أساس

ة على عزل 22( للكشف عن قدرة 01) Rajeswariو  Bhuvaneswari  كل من المنتخبة وفي دراسة اخرى قاـ بها
عزلات أظهرت  0أنتاج أنزيم اللاكيز من خلاؿ تنميتها على وسط غذائي صلب حاوي على مادة الكوايكوؿ وجد أف 

 03( من أف 0) Husseinو  Allosاللوف البني المحمر حوؿ المستعمرة النامية. كما تتفق ىذه النتائج مع ما ذكرتو 
 اً الصلب و أظهرت لون LBعزلة نميت على وسط  84اللاكيزمن أصل كانت منتجة لأنزيم    Bacillusعزلة تابعة لجنس 

عزلة بكتيرية من عينات  211( بعزؿ 00) جماعتوو   Singhعند تقطير محلوؿ  السرنكلدايزين عليها. كما قاـ  اا وردي
لمضاؼ أليو ا M162عزلة منها أظهرت فعالية إنتاجية لأنزيم اللاكيز عند تنميتها على الوسط  81التربة ووجد بأف 

من أكفأ  B.pumilusو B.lichniformـ وكانت بكتريا 83ساعة بدرجة40الكوايكوؿ كمادة كاشفة لمدة 
( أف استخداـ مادة السرنكلدايزين للكشف الأولي عن العزلات المنتجة 20) جماعتوو   Wangذكر كذلكالعزلات،

التي أظهرت قدرات مختلفة للتفاعل مع و  M9عزلة منماة على وسط  111عزلة من أصل  10لللاكيز اظهر قدرة 
 انتاج انزيم اللاكيز.على تميزت بقدرة عالية  B.subtilis WD23السرنكلدايزين وأف عزلة واحدة فقط 

 

 الفعالية الانزيمية للعزلات البكتيرية المنتخبة لانتاج انزيم اللاكيز:  1جدوؿ  
 الفعالية الانزيمية وحدة/مل رقم العزلة الفعالية الانزيمية وحدة/مل رقم العزلة
82 10 013 24 
10 88 028 83 
10 20 088 12 
14 84 080 13 
01 20 018 80 
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  2تشخيص العزلة بنظاـ الفايتك 
وبنسبة احتمالية   B.subtilis بكترياوالتي اظهرت انها  080( نتائج فحوصات العزلة 0) جدوؿيوضح  

43.% 
 

 2نظاـ الفايتك  باستخداـ 080التشخيصية للعزلة  الفحوص نتائج: 0 جدوؿ

 
  

 التشخيص الجزيئي للعزلة المنتخبة 
، اذ تم استخلاص المادة الوراثية للبكتريا  PCRبإستخداـ تقنية  16S rRNAاعتمدت طريقة تضخيم جين  

. ثم استخدمت 0722التي بلغت  اً نانومتر 221الى  201 مناولا. وتم التأكد من نقاوتها بقياس نيبة امتصاصيتها 
. اظهرت نتائج الترحيل الكهربائي بهلاـ الاكاروز PCRبإستخداـ تقنية  16S rRNAالبوادئ الخاصة لتضخيم جين 

 0101التي يقدر حجمها تقريبا  PCRبوجود حزمة واحدة ناتجة من تفاعل  0 شكلوالموضحة في  16S rRNAلجين 
 Macrogenي المستخدـ. ارسلت نواتج الجين المضخم مع البوادئ الى شركة قاعدة مقارنة بالدليل الحجم اً زوج

تطابق  BLASTقورف التتابع الخاص بالجين وباستخداـ برنامج  0الكورية لتحديد تتابعات القواعد النتروجينية جدوؿ 
نية في بنك الجينات بدرجة للعزلة المنتخبة مع تتابعات القواعد النتروجي 16S rRNAتتابعات القواعد النتروجينية لجين 

تسمية وتسجيل ىذه  توقد تم   Bacillus subtilis. عليو عدت العزلة قيد الدراسة بانها بكتريا3 جدوؿ%  44تماثل 
برنامج  وباستخداـ. MG735442.1وبرقم تعريفي  Bacillus subtilis  ZHRالعزلة المحلية في بنك الجينات  

MEGA6  
درجة القرابة  لإعطاء 16S rRNAاعتمادا على تتابعات جين  العزلات بين والعلاقات التطور شجرة رسمت 

 .تقاربا واضحا بين العزلة قيد الدراسة وبين السلالات من بنك الجينات 2 شكلالتطورية بين العزلات ويبين 
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مكررات العينة، الدليل  S1 ،S2%(. 0الاكاروز )على ىلاـ 16S rRNAلجين  PCRناتج التضخيم بتقنية  :0شكل 

 قاعدة نتروجينية. 1 kb plus،811 - 01111(Ladder)الحجمي 
 
 

 
بعد مطابقتها   ZHR  Bacillus subtilisللعزلة المحلية  Phylogenetic tree شجرة العلاقات والتطور :2شكل 

 . MEGA6بسلالات ذات الصلة القريبة في بنك الجينات اعتمادا على برنامج 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Bacillus subtilis strain 264AY1 (KF836541.1) 
 Bacillus subtilis strain: A23 (AB526464.1) 
 Bacillus subtilis strain BI1 (FJ947049.1) 
 Bacillus subtilis strain CLHDHF(2)B 2-1 (KC858859.1) 
 Bacillus subtilis strain DSJ3 (HM217125.1) 
 Bacillus subtilis strain DX2 (KJ499783.1) 
 Bacillus subtilis strain DSJ6 (HM217126.1) 
 Bacillus subtilis strain 261AY2 (KF811042.1) 
 Bacillus subtilis strain OL-13 (HQ202817.1) 
 Bacillus subtilis strain JSD-RSCu-8D (KT894724.1) 
 Bacillus subtilis strain amyP216 (KF496886.1) 
 Bacillus subtilis strain Gy11 (KP876486.1) 
 Bacillus subtilis strain HPS 8 (JQ308559.1) 
 Bacillus subtilis strain 263XG6(KF818638.1) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bacillus subtilis strain ZHR (MG735442.1) 

 

 S1      S2 

L 
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المسجلة بالرقم التعريفي  Bacillus subtilis  ZHRللعزلة  16S rRNAتتابع القواعد النتروجينية لجين  :0جدوؿ 
MG735442.1  في المركز الوطني لمعلومات التقنية الحيويةNCBI 

 عدد القواعد 16S rRNAتتابعات القواعد النتروجينية لجين 
GCGCCAACCTGTACACCATTCGGCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACC

GACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC

CCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCA

GCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGT

GGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGC

ACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCAC

CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTG

GCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA

CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGG

GGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC

TTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCC

GTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCT

TAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCAC

TCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCAC

GCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTG

GTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCT

CCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCC

GGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCA

ATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG

TAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCAA

ACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACGAAACTTTACAATCCAAAAACCTTCAT

CACTCCCGCCGGCGGTGCTCCGTCGGACTTTCGTCCAATTGCGGAAAGATT

CCCTACGGGTGGCTTTCCGG 

 
 
 
 
 
 
 

0001 

 
مع  تتابعات القواعد النتروجينية لجين  NCBIنسبة تطابق تتابعات القواعد النتروجينية للسلالات المسجلة في :3جدوؿ 

16S rRNA  للعزلةBacillus subtilis  ZHR  المسجلة بالرقم التعريفيMG735442.1  في المركز الوطني
 NCBIلمعلومات التقنية الحيوية 

 Strain  السلالة (%) Identity  نسبة التطابق Accession    رمز الوصوؿ
KF818638.1 94 Bacillus subtilis 263XG6 1 
KT894724.1 94 Bacillus subtilis JSD-RSCu-8D 2 

KP876486.1 94 Bacillus subtilis Gy11 3 

KF836541.1 94 Bacillus subtilis 264AY1 4 

KF811042.1 94 Bacillus subtilis 261AY2 5 

KJ499783.1 94 Bacillus subtilis DX2 6 

KF496886.1 94 Bacillus subtilis amyP216 7 

KC519426.1 94 Bacillus mojavensis A131 8 

JQ308559.1 94 Bacillus subtilis HPS 8 9 

HQ202817.1 94 Bacillus subtilis OL-13 10 
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ISOLATION, SCREENING AND IDENTIFICATION OF 

LOCAL Bacillus sp. BACTERIA PRODUCING 

 LACCASE ENZYME 
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ABSTRACT 
 

 Fifty bacteria isolates that produce Laccase enzyme were obtained from 

200 isolate and seems to belongs to (Bacillus sp.) were isolated from different 

local sources (soil samples from Al-Khadra, Al-Iskan and Abu Ghraib areas) in 

baghdad; the obtained isolates were screened for their capabilities for producing 

Laccase enzyme . It has been noticed that isolates designated (38, 41, 45, 49, 60, 

104, 123, 133, 136 and 143) were showed high capability for producing Laccase 

enzyme at 37° C in terms of the time consumed to interact with the SGZ reagent. 

All isolates subjected to secondary screening. The results revealed that isolate 

(136) was the highest producers with enzyme activity of (47.0 U/ml). The 

Identification tests of this isolate were carried out by studying morphological, 

microscopic characteristic and using of Vitek2 compact system. These tests were 

conformed by identification of 16S rRNA gene using PCR technique and its 

nitrogen base sequencing and the results revealed that the isolate was belongs to 

Bacillus subtilis bacteria. 
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