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ph©n lo¹i c¸c chñng vi khuÈn Bacillus b»ng ph−¬ng ph¸p  
ph©n tÝch tr×nh tù nucleotit cña gien 16s-ARN 

 
T¨ng ThÞ ChÝnh 

ViÖn C«ng nghÖ m«i tr−êng 

Tr−íc nh÷ng n¨m 90 cña thÕ kû XX, c¸c 
chñng vi khuÈn(VK) ®−îc ph©n lo¹i chñ yÕu 
b»ng c¸c khãa ph©n lo¹i vi sinh vËt truyÒn thèng 
(khãa ph©n lo¹i cña Bergey’s manual); ng−êi ta 
dùa vµo c¸c ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cña khuÈn l¹c vµ 
tÕ bµo, c¸c ®Æc ®iÓm sinh lý sinh hãa, kh¶ n¨ng 
sö dông c¸c nguån ®−êng cña c¸c chñng VK ®Ó 
ph©n lo¹i. Tuy nhiªn, viÖc ph©n lo¹i b»ng 
ph−¬ng ph¸p nµy ®«i khi kh«ng chÝnh x¸c, ®Æc 
biÖt lµ khi ph©n lo¹i c¸c chñng VK ®Õn loµi. V× 
c¸c chñng vi sinh vËt cïng nhãm th−êng cã rÊt 
nhiÒu ®Æc ®iÓm gièng nhau. V× vËy, ngµy nay, 
ngoµi viÖc sö dông ph−¬ng ph¸p ph©n lo¹i 
truyÒn thèng, c¸c nhµ khoa häc cßn kÕt hîp víi 
ph−¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö, ph©n tÝch tr×nh tù 
cña gien 16S-ARN ®Ó ph©n lo¹i.  

I. ph−¬nng ph¸p nghiªn cøu 

1. Vi sinh vËt 

Chñng E.coli XL1-Blue, plasmit PGEM-T* 
vect¬ mua cña h]ng Promega, Mü. 

2. Hãa chÊt 

ProteinazaK, lysozym, clorophoãc, phªnol, 
isoamyl-alcohol, propyl-alcohol,... (Sigma), 
plasmit extraction Kit vµ DNA extraction Kit 
(PREMATT II) cña h]ng Bioneer-Mü.  

3. Ph−¬ng ph¸p 

a. T¸ch chiÕt ADN tæng sè 

Hai chñng VK Bacillus subtilis HA401 vµ 
IBT012 ®−îc nu«i l¾c qua ®ªm trªn m«i tr−êng 
LB láng, sau ®ã ly t©m ®Ó thu sinh khèi vµ t¸ch 
chiÕt ADN tæng sè theo ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt 
ADN [6]. 
 

 

 

b. Nh©n ®o¹n gien 16S-ARN b»ng kü thuËt PCR 

§o¹n gien 16S-ARN cña c¸c chñng Bacillus 
®−îc nh©n b»ng kü thuËt PCR nhê sö dông cÆp 
måi ®Æc hiÖu cã tr×nh tù nh− sau: 

Måi xu«i GF1: 5’-TAACACATGGAAGTC-
GAACG-3’. 

Måi ng−îc GR1: 5’-GGTGTGACGGGC-
GGTCTGTACAAG-3’. 

PCR ®−îc thùc hiÖn víi chu tr×nh nhiÖt nh− 
sau: 94°C: 5’, (94°C: 1’, 55°C: 45’’, 72°C: 1’’) lÆp 
l¹i 30 chu kú; 72°C: 8’. S¶n phÈm PCR ®−îc b¶o 
qu¶n ë 4°C vµ ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn di trªn gel 
agaroza 1%, nhuém b¶n gel víi ethidium bromit 
vµ xem ®iÖn di ®å d−íi ¸nh s¸ng cña ®Ìn cùc tÝm.  

 Plasmit pGEM-T* ®−îc më vßng b»ng 
enzym EcoRI, ®iÓm c¾t cña enzym EcoRI sÏ më 
vßng plasmit ®Ó g¾n ADN.  

C¸c kü thuËt t¸i tæ hîp vµ t¸ch chiÕt ADN 
plasmit ®−îc tiÕn hµnh theo Sambrook vµ cs. [6]. 

ViÖc x¸c ®Þnh tr×nh tù cña gien ®−îc tiÕn 
hµnh theo ph−¬ng ph¸p chu kú nhiÖt cña h]ng 
Macrogen-Hµn Quèc. §äc kÕt qu¶ tr×nh tù cña 
gien trªn m¸y x¸c ®Þnh tr×nh tù ADN tù ®éng 
ABI377DNA. Tr×nh tù cña gien ®−îc so s¸nh t¹i 
ng©n hµng d÷ liÖu gien NCBI vµ sè liÖu ®−îc xö 
lý b»ng phÇn mÒm Blast cña NCBI. 

 Tinh s¹ch s¶n phÈm PCR b»ng Kit DNA 
PREMATT II cña h]ng Bioneer. 

c. G¾n ®o¹n gien 16S-ARN vµo plasmit 
pGEM-T* 

S¶n phÈm PCR cña gien 16S-ARN tinh 
s¹ch: X µl. 

 
C«ng tr×nh ®−îc hç trî vÒ kinh phÝ cña Ch−¬ng tr×nh Nghiªn cøu c¬ b¶n. 
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VÐct¬: pGEM-T: 1 µl; T4-ADN: 1 µl; ®Öm 
g¾n: 5 µl; n−íc khö ion thanh trïng: X µl. 

Tæng sè: 10 µl, gi÷ ë 14°C trong 16 giê. 

d. BiÕn n¹p plasmit vµo chñng E.coli XL1-Blue [5]  

LÊy 100 µl tÕ bµo kh¶ biÕn cña chñng E.coli 
XL1-Blue bæ sung vµo plasmit ®] g¾n víi s¶n 
phÈm 16S-ARN, ñ trong 30 phót ë 0°C. 

Sèc nhiÖt ë 42°C trong 2 phót. 

Bæ sung 1 ml m«i tr−êng LB ampixilin. 

ñ trong 1 giê ë 37°C, sau ®ã ly t©m 5000 
vßng/phót trong 10 phót; lo¹i bá dÞch, nhá 50-
100 µl/pªtri m«i tr−êng th¹ch LB-ampixilin-X-
gal. Nu«i qua ®ªm ë 37°C.  

T¸ch c¸c khuÈn l¹c mµu tr¾ng ®Ó cÊy vµo 
m«i tr−êng LB-ampixilin nu«i l¾c qua ®ªm, ly 
t©m ®Ó thu sinh khèi. T¸ch plasmit b»ng 
Plasmid Extraction Kit cña h]ng Bioneer.  

e. §äc tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 16S-
ARN (3) 

Plasmit cã g¾n ®o¹n gien 16S-ARN ®−îc 
göi ®Ó ®äc tr×nh tù nucleotit t¹i h]ng Macrogen, 
Hµn. 

II. KÕt qu¶ nghiªn cøu 

1. Ph©n lËp Bacillus −a kiÒm sinh tæng hîp 
αααα-amylaza 

C¸c chñng Bacillus −a kiÒm sinh tæng hîp 
α-amylaza ®−îc ph©n lËp tõ c¸c mÉu bïn ë ven 
biÓn C¸t Bµ vµ H¶i Phßng, trªn m«i tr−êng tinh 
bét cã thµnh phÇn nh− sau: tinh bét tan (Sigma): 
0,2%, tripton (Difco): 0,1%, cao men (Difco): 
0,2%, KH2PO4: 0,2%, MgSO4.7H2O: 0,1%, 
CaCl2.2H2O: 0,1%, NaCl: 0,5%, Na2CO3: 1,0% 
(thanh trïng riªng), th¹ch: 1,5%, pH = 10, nu«i 
trong tñ Êm ë 37oC, trong 2 ngµy. Chóng t«i ®] 
tuyÓn chän ®−îc mét sè chñng Bacillus −a kiÒm 
sinh tæng hîp α-amylaza m¹nh; hai chñng 
HA401 vµ IBT012 ®−îc chän ®Ó nghiªn cøu 
ph©n lo¹i. 

2. Ph©n lo¹i hai chñng Bacillus ®· tuyÓn 
chän theo khãa ph©n lo¹i cña Bergey’s 
manual 1989 [1] 

KÕt qu¶ nghiªn cøu c¸c ®Æc ®iÓm h×nh th¸i 
cña khuÈn l¹c, tÕ bµo, tÝnh chÊt nu«i cÊy cña 2 
chñng HA401 vµ IBT012 ®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 
1 vµ b¶ng 2. 

 
B¶ng 1 

§Æc ®iÓm h×nh th¸i cña khuÈn l¹c, tÕ bµo cña 2 chñng HA401 vµ IBT012 

pH  
ph¸t triÓn Chñng VK 

Mµu s¾c cña 
khuÈn l¹c 

BÒ mÆt cña 
khuÈn l¹c 

KÝch th−íc 
tÕ bµo (µµµµm) 

Nhuém 
gram 

T¹o 
bµo 
tö 5,7 6,8 

HA401 tr¾ng kh«, nh¨n 3,0 × 1,0 gr+ + - + 

IBT012 tr¾ng kh«, nh¨n 2,3 × 1,7 gr+ + - + 

B¶ng 2 

§Æc ®iÓm sinh lý sinh hãa cña 2 chñng HA401 vµ IBT012 

H×nh thµnh axit tõ: Thñy ph©n: 
Chñng VK 

Gluc« Arabino Xylo Mannitol Tinh bét Gelatin Cazein 
HA401 + + + + + + + 

IBT012 + + + + + + + 
 
So s¸nh víi c¸c ®Æc ®iÓm ph©n lo¹i cña c¸c 

chñng chuÈn cña c¸c nhãm VK gram+ cña khãa 
ph©n lo¹i chi Bacillus cña Bergey cho thÊy 2 
chñng VK ®] tuyÓn chän ®Òu thuéc chi 
Bacillus.  

3. T¸ch chiÕt ADN tæng sè, khuÕch ®¹i ®o¹n 
gien 16S-ARN b»ng ph¶n øng PCR  

ADN tæng sè cña 2 chñng HA401 vµ 
IBT012 ®−îc t¸ch vµ lµm s¹ch b»ng ph−¬ng 
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ph¸p t¸ch chiÕt ADN rib«x«m cña c¸c chñng 
Bacillus.  

Sau ®ã, sö dông cÆp måi GF1 vµ GR1 ®] thiÕt 
kÕ ®Ó khuÕch ®¹i ®o¹n gien 16S-ARN cña c¸c 
chñng Bacillus b»ng ph¶n øng PCR víi 50 ng 
ADN t¸ch tõ c¸c chñng Bacillus. Trªn ®iÖn di ®å, 
s¶n phÈm lµ 1 b¨ng ADN cã ph©n tö l−îng 
kho¶ng 1300 bp nh×n thÊy trªn gel agaroza 1% 
(h×nh1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

H×nh1. Phæ ®iÖn di cña s¶n phÈm PCR 16S-
ARN 

M. thang ADN chuÈn; A, B. s¶n phÈm PCR cña 2 
chñng HA401 vµ IBT012. 

 
4. T¸ch dßng vµ biÕn n¹p plasmit vµo chñng 

E.coli XL1-Blue 

Sau khi khuÕch ®¹i ®o¹n gien 16S-ARN 
b»ng ph¶n øng PCR, s¶n phÈm PCR ®−îc tinh 
s¹ch b»ng kit DNA PREMATT II.  

Vect¬ pGEM-T* cña h]ng Promega lµ mét 
lo¹i vect¬ plasmit t¸ch dßng cã kÝch th−íc 
kho¶ng 2,961 kb, lµ mét vect¬ rÊt dÔ g¾n c¸c 
s¶n phÈm ADN l¹. Ph¶n øng ghÐp nèi cña s¶n 
phÈm PCR 16S-ARN víi vet¬ pGEM-T* diÔn ra 
ë 14oC, lµ nhiÖt ®é thÝch hîp cho sù ho¹t ®éng 
cña enzym T4-DNA ligaza g¾n c¸c ®iÓm nèi 
trªn sîi ADN. C¸c kh¶ n¨ng b¾t cÆp cã thÓ x¶y 
ra trong qu¸ tr×nh ghÐp nèi lµ mét ®o¹n s¶n 
phÈm PCR nèi víi plasmit lµ t¹o ra s¶n phÈm lai 
nh− mong muèn, hoÆc c¸c s¶n phÈm ADN tù 
nèi víi nhau, hoÆc c¸c plasmit tù nèi víi nhau.  

S¶n phÈm lai nµy ®−îc biÕn n¹p vµo chñng 
E.coli XL1-Blue [3, 4]. C¸c tÕ bµo sau khi biÕn 

n¹p, ®−îc cÊy tr¶i trªn ®Üa th¹ch chøa m«i 
tr−êng LB cã bæ sung ampixilin vµ X-gal, nu«i 
qua ®ªm ë 37oC vµ sau ®ã chän c¸c khuÈn l¹c cã 
mµu tr¾ng ®Ó cÊy vµo m«i tr−êng LB ampixilin 
láng, nu«i l¾c trong 12 giê ë 37oC. Ly t©m ®Ó 
thu sinh khèi, sau ®ã t¸ch plasmit b»ng kit 
Plasmid Extraction. Plasmit tinh s¹ch ®−îc c¾t 
b»ng enzym EcoRI ®Ó kiÓm tra kÕt qu¶ biÕn 
n¹p. KÕt qu¶ biÕn n¹p cña c¸c khuÈn l¹c sau khi 
t¸ch plasmit vµ c¾t b»ng enzym EcoRI ®−îc 
kiÓm tra b»ng ®iÖn di agaroza 1,0% (h×nh 2).  

KÕt qu¶ kiÓm tra kh¶ n¨ng g¾n ®o¹n gien 
16S-ARN vµo plasmit cña 2 chñng HA401 vµ 
IBT012 (1, 2 h×nh 2). C¸c plasmit trªn ®] g¾n 
®−îc ®o¹n gien 16S-ARN, nªn khi c¾t b»ng 
enzym EcoRI cho 3 ®o¹n: ®o¹n cã kÝch th−íc 
lín nhÊt 2961 bp lµ ADN cña plasmit pGEM-T* 
khi ®−îc më vßng b»ng EcoRI. Cßn 2 ®o¹n 
ng¾n h¬n, tæng kÝch th−íc cña chóng t−¬ng 
®−¬ng víi s¶n phÈm PCR cña ®o¹n gien m] hãa 
16S-ARN kho¶ng 1,3 kb. C¸c plasmit cã g¾n 
®o¹n gien 16S-ARN ®−îc göi ®i ®Ó x¸c ®Þnh 
tr×nh tù nucleotit t¹i h]ng Macrogen cña Hµn 
Quèc. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 2. Plasmit g¾n ®o¹n gien 16S-ARN c¾t 
b»ng EcoRI cña 2 chñng HA401 vµ IBT012 

1, 2. plasmit + gien 16S-ARN bÞ c¾t hoµn toµn; 
3. plasmit kh«ng g¾n ®−îc gien 16S-ARN. 

 
5. X¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit  

 KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù cña ®o¹n gien m] hãa 
16S-ARN cña 2 chñng HA401 vµ IBT012 ®−îc 
®äc trªn m¸y ABI377DNA vµ ph©n tÝch sè liÖu 
b»ng phÇn mÒm BLAST cña NCBI, ®−îc tr×nh 
bµy ë h×nh 3 vµ h×nh 4. 

A     B                     M     

 
 

2961 bp 
 

1000 bp 
 

500 bp 

   1      2             3     M 

 
2961 bp 

 

1000 bp 
 

500 bp 
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BASE COUNT 356 a 336 c 434 g 283 t 

ORIGIN  
1 cggccgcggg aattcgattt aacacatgca agtcgaacgg acagatggga gcttgctccc 

61 tgatgttagc ggcggacggg tgagtaacac gtgggtaacc tgcctgtaag actgggataa 
 121 ctccgggaaa ccggggctaa taccggatgg ttgtttgaac cgcatggttc aaacataaaa 
 181 ggtggcttcg gctaccactt acagatggac ccgcggcgca ttagctagtt ggtgaggtaa 
 241 cggctcacca aggcgacgat gcgtagccga cctgagaggg tgatcggcca cactgggact 
301 gagacacggc ccagactcct acgggaggca gcagtaggga atcttccgca atggacgaaa 

 361 gtctgacgga gcaacgccgc gtgagtgatg aaggttttcg gatcgtaaag ctctgttgtt 
  421 agggaagaac aagtaccgtt cgaatagggc ggtaccttga cggtacctaa ccagaaagcc 

481 acggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggt ggcaagcgtt gtccggaatt 
  541 attgggcgta aagggctcgc aggcggtttc ttaagtctga tgtgaaagcc cccggctcaa 

601 ccggggaggg tcattggaaa ctggggaact tgagtgcaga agaggagagt ggaattccac 
  661 gtgtagcggt gaaatgcgta aagatgtgga ggaacaccag tggcgaaggc gactctctgg 

721 tctgtaactg acgcttagga accgaaagcg tggggagcga acaggattag ataccctggt 
  781 agtccacccc ggtaaacgat gagtgctaag tgttaggggg tttccgcccc ttagtgctgc 
  841 agctaacgca ttaagcactc cgcctgggga gtacggtcgc aagactgaaa ctcaaaggaa 

901 ttgacggggg cccgcacaag cggtggagca tgtggtttaa ttcgaagcaa cgcgaagaac 
 961 cttaccaggt cttgacatcc tctgacaatc ctagagatag gacgtcccct tcgggggcag 

1021 agtgacaggt ggtgcatggt tgtcgtcagc tcgtgtcgtg agatgttggg ttaagtcccg 
1081 caacgagcgc aacccttgat cttagttgcc agcattcagt tgggcactct aaggtgactg 
1141 ccggtgacaa accggaggaa ggtggggatg acgtcaaatc atcatgcccc ttatgacctg 

 1201 ggctacacac gtgctacaat ggacagaaca aagggcagcg aaaccgcgag gttaagccaa 
1261 tcccacaaat ctgttctcag ttcggatcgc agtctgcaac tcgactgcgt gaagctggaa 

 1321 tcgctagtaa tcgcggatca gcatgccgcg gtgaatacgt tcccgggcct tgtacacacc 
1381 gcccgtcaca ccaaatcact agtgaattc    

H×nh 3. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 16S-ARN cña chñng Bacillus IBT012 

1 tacaaggccc gggaacgtat tcaccgcggc atgctgatcc gcgattacta gcgattccag 
61 cttcacgcag tcgagttgca gactgcgatc cgaactgaga acagatttgt gggattggct 

 121 taacctcgcg gtttcgctgc cctttgttct gtccattgta gcacgtgtgt agcccaggtc 
 181 ataaggggca tgatgatttg acgtcatccc caccttcctc cggtttgtca ccggcagtca 

  241 ccttagagtg cccaactaaa tgctggcaac taagatcaag ggttgcgctc gttgcgggac 
301 ttaacccaac atctcacgac acgagctgac gacaaccatg caccacctgt cactctgccc 

  361 ccgaagggga cgtcctatct ctaggattgt cagaggatgt caagacctgg taaggttctt 
  421 cgcgttgctt cgaattaaac cacatgctcc accgcttgtg cgggcccccg tcaattcctt 

481 tgagtttcag tcttgcgacc gtactcccca ggcggagtgc ttaatgcgtt agctgcagca 
  541 ctaaggggcg gnaaaccccc taacacttag cactcatcgt ttacggcggg ggactaccag 

601 ggtatctaat cctgttcgct ccccacgctt tcgcttctca gcgtcagtta cagaccaaaa 
  661 gagtcgcctt cgccactggt gttcctccac atctttacgc atttcaccgc tacacgtgga 

721 attccactct cctcttctgc actcaagttc cccagtttcc aatgaccctc cccggttgag 
  781 ccgggggctt tcacatcaga cttaagaaac cgcctgcgag ccctttacgc ccaataattc 
  841 cggacaacgc ttgccaccta cgtattaccg cggctgctgg cacgtagtta gccgtggctt 

901 tctggttagg taccgtcaag gtaccgccct attcgaacgg tacttgttct tccctaacaa 
 961 cagagcttta cgatccgaaa accttcatca ctcacgcggc gttgctccgt cagactttcg 

1021 tccattgcgg aagattccct actgctgcct cccgtaggag tctgggccgt gtctcagtcc 
1081 cagtgtggcc gatcaccctc tcaggtcggc tacgcatcgt cgccttggtg agccgttacc 
1141 tcaccaacta gctaatgcgc cgcgggtcca tctgtaagtg gtagccgaag ccacctttta 

 1201 tgtttgaacc atgcggttca aacaaccatc cggtattagc cccggtttcc cggagttata 
1261 ccagtcttac aggcaggcta cccacgtgtt actcacccgt ccgccgctaa catcagggag 

 1321 caagctccca tctgtccgtt cgacttgcat gtgttaaatc gaattcccgc ggcc 

H×nh 4. Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 16S-ARN cña chñng Bacillus HA401 
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Tõ kÕt qu¶ ®äc tr×nh tù cña gien 16S-ARN 
cña 2 chñng Bacillus ®] tuyÓn chän vµ so s¸nh 
víi c¸c d÷ liÖu cña ng©n hµng gien cña NCBI-
Mü cho thÊy tr×nh tù nucleotit cña gien 16S-
ARN cña chñng IBT012 cã 98% t−¬ng ®ång víi 
tr×nh tù nucleotit cña gien 16S-ARN cña chñng 
Bacillus subtilis 2633 vµ tr×nh tù nucleotit cña 
gien 16S-ARN cña chñng HA401 cã 97% t−¬ng 
®ång víi tr×nh tù nucleotit cña gien 16S-ARN 
cña chñng Bacillus subtilis 2633. Tõ kÕt qu¶ 
trªn, cã thÓ kh¼ng ®Þnh 2 chñng Bacillus −a 
kiÒm HA401 vµ IBT012 ph©n lËp ®−îc ®Òu 
thuéc loµi Bacillus subtilis. 

Tr×nh tù nucleotit cña gien 16S-ARN cña 
chñng Bacillus subtilis HA401 ®−îc c«ng bè t¹i 
ng©n hµng gien NCBI vµ cã m] sè AY279207. 

III. KÕt luËn 

1. Hai chñng VK −a kiÒm HA401 vµ 
IBT012 ®−îc ph©n lËp tõ c¸c mÉu bïn ë ven 
biÓn C¸t Bµ vµ H¶i Phßng, cã kh¶ n¨ng sinh 
tæng hîp α-amylaza kiÒm. KÕt qu¶ ph©n lo¹i 
b»ng viÖc nghiªn cøu c¸c ®Æc ®iÓm sinh häc 
cho thÊy chóng thuéc chi VK Bacillus. 

2. KÕt qu¶ ph©n tÝch tr×nh tù cña gien 16S-
ARN cña 2 chñng ®−îc xö lý b»ng phÇn mÒm 
Blast cña NCBI cho thÊy tr×nh tù nucleotit cña 
gien 16S-ARN cña chñng IBT012 cã 98% t−¬ng 
®ång víi tr×nh tù nucleotit cña gien 16S-ARN

cña chñng Bacillus subtilis 2633 vµ tr×nh tù 
nucleotit cña gien 16S-ARN cña chñng HA401 
cã 97% t−¬ng ®ång víi tr×nh tù nucleotit cña 
gien 16S-ARN cña chñng Bacillus subtilis 2633. 
Nh− vËy hai chñng VK −a kiÒm HA401 vµ 
IBT012 ®Òu thuéc loµi Bacillus subtilis.  

3. Tr×nh tù nucleotit cña gien 16S-ARN cña 
chñng Bacillus HA401 ®−îc c«ng bè t¹i ng©n 
hµng gien NCBI, cã m] sè: AY279207. 
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Taxonomy of alkalophilic bacillus strains by analysing  
the nucleotide sequence of the 16S-rNA gene  

 Tang Thi Chinh 

Summary 

Two alkalophilic Bacillus strains HA401 and IBT012, which produced alkaline α-amylase, were isolated 
from the Catba and Haiphong sea sides. The identification by classical method showed that they belonged to 
the genus Bacillus. 

The nucleotide sequence of the 16S-RNA gene of these two strains showed that the one of the strain 
Bacillus IBT012 had 98% homology with the one of the strain Bacillus subtilis 2633 and the one of the strain 
Bacillus HA401 had 97% homology with the one of the strain Bacillus subtilis 2633. Therefore, these two 
isolated strains belonged to the species Bacillus subtilis.  

 The nucleotide sequence of the16S-RNA gene of the strain Bacillus HA401 was submited to the NCBI 
genbank database with the genbank accession number: AY279207. 
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