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 چكيده

 ـد.ان هـاي نفتـي منجـر بـه آلودگي محيط زيست شده ومشـكلاتي جـدي بـراي سـلامت محـيط ايجـاد كـرده اسـتفاده گسـترده از فـرآورده زمينه و هدف:

ها به طورگسترده  اي، گرم مثبت و هوازي هستند. اين باكتري هاي خاك راتشكيل داده كه به فرم رشته % ازكل جمعيت اكتينوميست٥٠ ها استرپتومايسس
هاي معدني نياز داشته و  گير نبوده وتنها به منبع كربن و نيتروژن همراه با نمك هاي طبيعي آبي و خشكي به وفور يافت مي شوند، از نظر غذايي سخت درمحيط

 استرپتومايسس ) C2,3( ژنازياكس يد-٣، ٢كاتكول   هاي طولاني به صورت اسپور درخاك باقي بمانند. هدف از اين مطالعه كلونينگ ژن قادرند براي مدت
  .هاي نفتي بود به منظور حذف آلاينده شياكليياشرخاكزي در باكتري 

خاك مناطق مختلف حاشيه نفتي شهر تهران و نواحي آلوده نفتي مثل انبار نفت و اطراف آن   سانتي ١٠تا  ٥ه از عمق نمون ٥٨در اين مطالعه  ها: مواد و روش
بر اساس  استرپتومايسسجهت تعيين هويت، پس از تاييد باكتري  استرپتومايسسهاي مشكوك به  سازي و انتخاب كلوني آوري شد. پس ازكشت، رقت جمع

ها تكثير و مورد بررسي  آن 16srRNAهاي بيوشيميايي جهت تاييد نهايي، شناسايي مولكولي، توالي  كروسكوپي وتستخصوصيات ظاهري كلني، مي
اشريشياكلي باكتري  در PTG19-T به وسيله وكتور C2,3 استفاده شد. ژن PCR از C2,3 ها، براي تكثيرژن نمونه DNA قرارگرفت. پس ازاستخرج

  .تعيين و پس از سكانس كردن درخت فيلوژني رسم شد Real Time PCR روش زان بيان ژن هدف بانهايت مي كلون شد. در اوريگامي
قابل استخراج است، با توجه به نياز تكثير ژن اين آنزيم، از منابع  ها استرپتومايسسدي اكسيژناز از منابع محدودي از جمله  ٣و  ٢آنزيم كاتكول  ها: يافته

و در نهايت با  گرديددي اكسيژناز  ٣و  ٢ بومي مولد آنزيم كاتكول هاي استرپتومايسس يافتنموفق به  اين مطالعهاست. درنتيجه  اهميت باكتريايي توليد آن حائز
  .وارد شد اشريشياكلي اوريگاميموفقيت ژن آنزيم به باكتري 

گام بزرگ در مسير افزايش توليد اين آنزيم درصنعت محسوب شود. تواند  ميزبان نوتركيب با قابليت بالاي بيان، مي دراين مطالعه بدنبال ايجاد گيري: نتيجه
هاي نفتي  تواند منجر به يافتن روش نوين حذف آلاينده دي اكسيژناز مي ٣و  ٢هاي جديد توليد كننده آنزيم كاتكول  همچنين بررسي بيشتر براي پيدا كردن سويه

  درخاك گردد.

  ، كلونينگ، اشريشياكلي اوريگامي16srRNA، استرپتومايسس، C2,3 دي اكسيژناز، ژن ٣و٢: كاتكول هاي كليدي واژه

 ژنازياكس يد ٣و ٢ژن كاتكول  انيو ب نگيكلون. ينيام ومرثكي پور، صادق دي، مجي، سروناز فلسففرد يفيرصي، سلاله سادات منژاد يرينص ي، مهدپور يرضا فتح يعل
  .٨٩٦-٨٨١): ١٥(٥؛ ١٤٠١. مجله طب دامپزشكي جايگزين. ينفت يها ندهيلاحذف آ يبرا ياكليشياشر يدر باكتر يخاكز سسياسترپتوما

مقاله پژوهشي           

  ١٥ شماره | ٥دوره  |١٤٠١ زمستان  |جايگزين دامپزشكي طب مجله
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٨٨٢ 

  مقدمه

هـاي  دهنده سوخت هاي آليفاتيك تشكيل هيدروكربندر بين 
باشند. آزاد شدن  ها مي از آن هـا بخـش مهمي فسـيلي، آلكـان

ايـن تركيبـات در محيط مشكلات جدي زيست محيطي ايجاد 
مد براي تجزيه اين تركيبات آهاي كار ه روشكنـد و نياز ب مي

د. به ويژه آنهايي كه داراي زنجيره بلندتري هستند وجود دار
هاي نفتي ايجـاد  يمشكلات اكولوژيك كه در نتيجـه آلودگ

هاي كارآمد جهــت  شـوند نيـاز بـه توسعه تكنولوژي مـي
 .)Li et al., 2013( دهـد هارا نشـان مي هتصفيه ايــن آلايند

هاي نفتي و پيامدهاي ناشي از آن  جهـت حذف آلودگي
هاي اخير  راهكارهاي مختلفـي پيشنهاد شده است، در دهه

پالايي به دليـل هزينـه هـاي كـم و كـارايي بـالا نسبت  زيست
 & Weinberg( ارجحيت پيدا كرده است ها به ديگر روش

Hanahan, 2000(.  در زيست پالايي كاتاليزورهاي زيستي
موجـود در  هـاي كـرده و آلاينـدهبـر روي مـواد آلاينده عمل 

... را تغييــر داده و يــا از بــين  آب، پســاب، لجــن، خــاك و
برد و روشـي عملـي و اقتصـادي جهـت حـذف بسـياري از  مي

 Masters( شود هـاي زيسـت محيطـي محسـوب مي آلاينـده

et al., 2021(.  
با قابليت تجزيه زيستي  ها شناسايي تعداد زيادي از باكتري

تركيبات نفتي، منجر به توسعه زيسـت پالايي شده و اين 
فناوري را تبديل به روشـي رايـج و كارآمــد در تصــفيه 

هاي مختلفي از  ميكروارگانيسم. اســت منــاطق آلــوده كـرده
 Pseudomonas Rhodococcus spقبيل

،Streptomyces sp، Bacillus sp.وAcinetobacter 

sp.  اگـر . باشـند هـاي نفتـي مـي بـه تجزيـه هيدروكربن قادر
هـاي تجزيـه كننـده مواد  چـه تاكنون شمار متعددي از باكتري

هاي  انـد، اسـتفاده از باكتري نفتي جداسازي و شناسايي شده
قرار  ها به محـيط در اولويت با توجه به سازگاري آن بومي
  .)Cohen, 2013( دارد

يندي پيچيـده بوده و جهت رسـيدن بـه آزيست پالايي فر
بهتـرين نتيجـه در زيسـت پالايي علاوه بـر اسـتفاده از 

هـاي كـار آمـد، دانستن شرايط محيطي بهينه نيز پر  بـاكتري
از ايـن ميكروارگانيسـم يكي  استرپتومايسسد. باشن اهميت مي

توانايي زياد در استفاده از منابع مختلف  هاسـت كـه بـا توجه به
 هاي زيستي و حضور در بيشتر مكان كـربن در حذف آلاينده

مورد توجه خاصي قرار گرفته است. امروزه از اين  ها
بسيار  شود و نقش هـا در مهندسي ژنتيك استفاده مي بـاكتري

هاي متابوليكي محيط زيست مانند چرخه  مهمـي در فعاليت
هـاي ناشـي از فعاليـت هـاي زيسـتي و  عناصر و تجزيه آلاينده

  .)Glick & Patten, 2017( كند غيـر زيستي بازي مي
 هوازي اساساً كه هستند ها باكتري ترين اي رشته ها  اكتينوميست 

 اند اجباري يا اختياري هوازي بي آن هاي جنس بعضي اما بوده
. شوند مي جداسازي دريايي و زميني هاي اكوسيستم از و
 و مثبت گرم ها، اكتينوميست خانواده از ها سترپتومايسسا

 جدا مختلف منابع و رسوبات خاك، آب، از هستند كه هوازي
 و است خاك ها استرپتومايسس اكثر طبيعي جايگاه اما شوند مي

 دهند مي تشكيل را كشت قابل جمعيت درصد ٢٠ تا ١ حدود
بيوتيك   ينتها به دليل توانايي توليد و سنتز آ استرپتومايسس

% از ٧٥ها درحدود  اين باكتريبسيار معروف مي باشند. 
كنند و  هاي مفيد پزشكي و تجاري را توليد مي بيوتيك آنتي

هايي كه در كشاورزي مورد استفاده  بيوتيك % از آنتي٦٠تقريباً 
 اند جدا شده استرپتومايسسهاي  گونهگيرند از  قرار مي

)Watson et al., 2007(.  
 توانـايي در خـود فرد به منحصر نقش دليل به ها استرپتومايسس

 جملـه از بيولـوژيكي فعـال مـواد و ثانويـه هـاي متابوليت توليد
 در ارتقـا اهميـت حائز عوامل از يكي آنزيمها، و ها نگهدارنده

توانــايي  .شــوند مــي محســوب دارو و غــذا توليــد صــنعت
 شـده هــا سـبب كتانتفاهـا در توليــد بيوســور ميكروارگانيسم

ـــــد  كــــه ميكروارگانيســــم اســــت ــــوعي در تولي هــــاي متن
 ٣و  ٢كـاتكول هـا مـورد توجــه قــرار گيرنــد.  بيوسورفكتانت
كــه تجزيــه حلقــه آروماتيــك را  آنزيمــي اســت دي اكســيژناز

 ٣-٥ژن سـاختاري ايـن آنـزيم در يـك قطعـه  كنـد. كاتاليز مي
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٨٨٣ 

قـرار   pTC1 پلاسـميد BgllI محدودكننـدهنوكلئوتيـد كيلو
  .)Nathans & Ho, 1975( دارد

  C6H4(OH)2كاتكول تركيب ارگانيك با فرمول مولكـولي
است. اين ماده ايزومر ارتو سه بنزنوليـول ايزومريـك، تركيـب 

 ير كــم يافــت مــي شــودرنــگ و  بــه طــور طبيعــي در مقــاد بــي
)Primrose & Twyman, 2013(ــانه ــازي، . همس  س

 جدا معناي به عام طور به مولكولي كلونينگ يا ژن سازي كلون
 ژنوم در آن دادن قرار و موجود يك ژنوم از توالي يك كردن

 DNA مولكـول بـه. اسـت ديگـر موجـود DNA مولكـول يا
 است، يگانهب هاي  ژن حاوي كه سازي  كلون از حاصل نوتركيب

  .)Weinberg & Hanahan, 2000( نام دارد كلون
بيوتيك  قادر به توليد بيش از يك نوع آنتي ها استرپتومايسس

ممكن است از نظر شيميايي در يك خانواده نباشند.  بوده و
هاي  ها، دركشاورزي، توليد  فرآورده استرپتومايسستوليدات 

هاي انسان و دام كاربرد دارند. تنوع در  صنعتي و درمان بيماري
هاي توليد شده توسط  بيوتيك يسم فعاليت آنتيمكان

ها  ها موجب گرديده تا اين گروه از باكتري استرپتومايسس
بيوتيك مورد توجه باشند. از سوي ديگر  درزمينه توليد آنتي

ها جهت  استرپتومايسسهاي ثانويه  جستجو در ميان متابوليت
 دداريابي به انواع جديد آنتي بيوتيك، همچنان ادامه  دست

)Primrose & Twyman, 2013(.  
اكسيژنازها شكست اكسيداتيو كاتكول و  كاتكول دي

كنند كه به عنوان  هاي استخلاف شده را كاتاليز مي كاتكول
يك مرحله كليدي در تجزيه باكتريايي تركيبات آروماتيك 

شوند  ها زماني القاء مي اين آنزيمشود.  در محيط محسوب مي
هاي  كه تنها منبع كربن در دسترس باكتري، مولكول

 Hayaishiهاي دي اكسيژناز توسط  تيك است. آنزيمآروما

كشف شد كه شكست اكسيداتيو كاتكول را كاتاليز كنند و 
 ٢و  ١ها كاتكول  اكسيژنازهاي اينتراديول كه عضو بارز آن دي

 ) است، پيوندPyrocatechaseدي اكسيژناز (پيروكاتكاز 
شكند و  هاي هيدروكسيل فنل را مي كربن ميان گروه-كربن
-cis, cis( سيس موكونات -اي به نام سيس يل فرآوردهتشك

muconate(  دهد را مي )Sánchez-Suárez et al., 

مطالعاتي در اين زمينه انجام نشده است و در  در ايران .)2020
كاتكول  هدف اين مطالعه جداسازي و كلونينگ ژننتيجه 

)C2,3( و كلونينگ آن در باكتري  استرپتومايسسهاي  از گونه
  باشد. مي هاي نفتي اشرشياكلي به منظور حذف آلاينده

 هامواد و روش

جداسازي و  هاي خاك غربالگري نمونه
  هاتومايسساسترپ

در فصول سرد و گرم سال (از ابتدا تا نمونه برداري خاك 
و  تهرانشهر  نفتي از مناطق مختلف حاشيه) ١٣٩٩انتهاي سال 

اطراف آن انجام گرفته و  نواحي آلوده نفتي مثل انبار نفت و
 ١٠تا  ٥نمونه از عمق  ٥٨به اين ترتيب كه آوري شد.  جمع آنها

و بعد از بسته بندي در شده سانتي متري خاك جمع آوري 
. سپس به آزمايشگاه ارسال شدند ،هاي پلاستيكي استريل كيسه

هاي داراي  ميكروارگانيسمبه منظور جداسازي و شناسايي اوليه 
و  Skim milk agarفعاليت پروتئوليتيك از محيط كشت 

 ,.Mahon et al( هاي بيوشيميايي استفاده شد آزمون

2018(.  
هاي خاك به منظور كاهش تعداد  در خصوص كشت نمونه

از  استرپتومايسسهاي  زي سويههاي رويشي با هدف جداسا فرم
دو تيمار مختلف شامل تيمار حرارتي، خشك كرده خاك 

از به روش سريال دايلوشن استفاده شد و سپس رقت سازي 
در شناسايي  انجام شد.، نمونه هاي خاك درآب مقطر

مولكولي ايزوله مورد بحث در اين تحقيق، آناليز داده هاي 
حاكي  16srDNAبه ژن حاصل از بررسي توالي قطعه مربوط 

هاي  از تطابق منطقي آن با توالي ژن مذكور در باكتري
بود. اين نتيجه در تائيد مشاهدات مربوط به  استرپتومايسس

خصوصيات مورفولوژيكي كلوني، اثبات كرد كه باكتري كه 
 اطراف آنهاي  و باغ تهرانمناطق مختلف حاشيه شهر از خاك 

تعلق دارد. تومايسساسترپجداسازي شده است، به جنس 
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  حيط كشتهاي مصرفيم
محيط كشت هاي استفاده شده در تحقيق شامل موارد 

نوترينت ،  مولر هينتون آگار،  مولر هينتون براثزيراست: 
تريپتيك ،  پليت كانت آگار،  تريپتيك سوي براث،  براث

-چ كازئين آگار كه توليد شركت مرك، استارسوي آگار

   كشور آلمان استفاده شد.

   هاي خاك كشت نمونه
در براي نمونه برداري از خاك به نكات مهمي توجه شد. 

هاي خاك به منظور كاهش تعداد  خصوص كشت نمونه
از  استرپتومايسسهاي  هاي رويشي با هدف جداسازي سويه فرم

دو تيمار مختلف شامل تيمار حرارتي، خشك كرده خاك 
از لوشن به روش سريال دايسپس رقت سازي  .استفاده شد

 .)(Indira, 2014 انجام شد، نمونه هاي خاك درآب مقطر
برداري، نمونه هاي خاك در يك سطل جمع  پس از نمونه

درشت مثل سنگ ها و ريشه و مواد  شدآوري و كاملاً مخلوط 
د. براي بررسي خصوصيات بيولوژيك، حداقل ها حذف گردي

  . داري شدگرم از خاك منطقه مدنظر نمونه بر ٥٠٠

   هاي خاك به محيط كشت قال رقتانت
 ٢به ميزان هاي تهيه شده براي هر نمونه خاك  از كليه رقت

ه در سطح محيط تريپتيك سوي آگار ريخته شد و ب ليتر ميلي
طور يكنواخت در تمام سطح محيط پخش و در شرايط 

ساعت  ٧٢به مدت سيلسيوس  درجه ٣٠دماي در هوازي، 
هاي  دم رشد و كلنياز لحاظ رشد و ع انكوبه شد. سپس

 مورد بررسي قرار گرفت استرپتومايسسمشكوك به 
)Montazer et al., 2020(.  

به دست  انتخاب كلوني هاي مورد نظر جهت
  استرپتومايسس آوردن

هاي رشد كرده در سطح محيط تريپتيك سوي آگار كه  كلني
بانك ميكروبي نظر از  هاي استرپتومايسس تهيه شده با كلني

برداشته و در  كشت آنس سوزنيتوسط ند ي داشتشباهت ظاهر
در پليت ريخته و  سطح جديد تريپتيك سوي آگار كه قبلاً

 ٣٠در دماي  و داده شد ها خشك شده كشت خطي سطح آن
 انكوبهساعت  ٧٢در شرايط هوازي به مدت سيلسيوس، درجه 

باكتري  .گرديدندو از لحاظ خلوص بررسي  دش
اي بيوشيميايي و بر اساس ه از طريق تست استرپتومايسس

مورفولوژي ماكروسكوپي، ميكروسكوپي و رشد در 
 Montazer et( هاي اختصاصي باسيل به دست آمد محيط

al., 2020(.  

هاي باكتريايي مشكوك به  تعيين هويت جدايه
  استرپتومايسس

هاي  ها در سطح محيط كشت، كلوني پس از زمان رشد باكتري
با ظاهر  استرپتومايسسهاي  متفاوتي به دست آمد. كلوني

باشند. براي به  گچي و بويي شبيه بوي خاك قابل تميز مي
دست آوردن كلوني هاي تك، با استفاده از يك لوپ، كلوني 
باكتري ها جدا و در پليت هاي حاوي محيط كشت استارچ 

روز  ٥-٧كازئين آگار كشت داده شد. اين پليت ها به مدت 
كوبه شدند. پس از گذشت درجه سيلسيوس ان ٢٨در دماي 

مدت زمان لازم براي رشد باكتري ها، ويژگي كلوني ها از 
قبيل رنگ سطح و پشت كلوني، سفتي و نرمي و چگونگي 

 ,.Mahon et al( حاشيه آنها ثبت و نگهداري شدند

2018(.  

   استرپتومايسسهاي  جدايه شناسايي مولكولي
بر اساس خصوصيات  استرپتومايسسد باكتري يپس از تاي

ظاهري كلني، خصوصيات ميكروسكوپي و تست هاي 
جهت تاييد نهايي شناسايي مولكولي نيز انجام  بيوشيميايي

. علاوه بر شناسايي جنس باكتري ها از طريق روش هاي گرديد
ذكر شده، استفاده از شناسايي توالي حفاظت شده ژن 

16srRNA توان از آن براي باكتريها روش نويني است كه مي
 هاي شناسايي جنس باكتري استفاده كرد. طول اين گونه

است كه  bp١٥٠٠تعيين توالي شده حدود  سساسترپتوماي
است. GCي حاوي درصد بالا
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٨٨۵ 

   )PCR( مراز واكنش زنجيره اي پلي
از پرايمرهاي عمومي  استرپتومايسسبراي تاييد نهايي سويه 

واكنش سپس محصول ). ١(جدول  زير استفاده گرديد
به منظور سكانس براي شركت ) PCR( مراز اي پلي زنجيره

Bioneer ارسال گرديد و نتيجه سكانس ره جنوبي كشور ك
  شد. NCBI ،BLASTدر ديتابيس 

   PCRبرنامه دمايي  
تخليص شده با حجم مورد نياز واكنش در  DNA تركيب

ترموسايكر دستگاه ها به  انتقال ميكروتيوپو يك ميكروتيوپ 

درجه  ٩٥: واسرشت اوليه در سيكل حرارتيبراساس برنامه 
سيكل هركدام شامل:  ٣٥قه، دقي ٥سانتي گراد به مدت 

ثانيه، اتصال در  ٣٠درجه سانتي گراد به مدت  ٩٤واسرشت در 
 ٧٢ثانيه، مرحله بسط در  ٤٥درجه سانتي گراد به مدت  ٥٥

 ٧٢دقيقه و نيز بسط نهايي در  ١درجه سانتي گراد به مدت 
). ٢ (جدول دقيقه انجام شد ١٠درجه سانتي گراد به مدت 

 درصد الكتروفورز شدند ٥/١ارز در ژل آگ PCR محصولات
مشاهده و  UV با اتيديوم برومايد رنگ آميزي و تحت نور و

  .مستند سازي شدند

  

طول اندازه 
  نام ژن  )٥→ʹ٣ʹ(پرايمر  توالي اوليگونوكلئوتيدي  )bpقطعه(

٢٣٨  
F=   5ʹAGAGTTTGATCMTGGCTCAG3ʹ 

 
R=      5ʹGGTTACCTTGTTACGACTTCACC3ʹ  

16s  

    استرپتومايسستاييد نهايي سويه  ستفادهمورد ا 16SrRNA هايپرايمر .١جدول
  

 تعداد سيكل  زمان(ثانيه)  دما(درجه سيلسيوس)  مرحله
  ١ ٣٠٠  ٩٥  واسرشت اوليه

  -  ٣٠  ٩٤  واسرشت
  -  ٤٥  ٥٥  اتصال

  ٣٠  ٦٠  ٧٢  بازآرايي(گسترش)
  -  ٦٠٠  ٧٢  بازآرايي نهايي

  .استرپتومايسسباكتري   16srDNAبراي ژن PCR واكنش  مخلوط برنامه دمايي  .٢جدول

  هاماده سازي پرايمرآ
، در مرحله اول با توجه به سكانس ژن  PCRجهت انجام 

 NCBIكه از سايت  دي اكسيژناز ٣و  ٢تكول اك  آنزيم
)http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ( گرفته

، پرايمرهاي هر ژن Gene Runnerو توسط برنامه شد 
گرديد، سپس اين پرايمرها  BLASTطراحي، مقايسه و 

ايران سفارش داده شد. پس  -جهت سنتز به شركت ماكروژن 
  ١٠٠ پرايمرها توسط آب مقطر ديونيزه به غلظتاز آن، 

يكومول بود، پ ١٠پيكومول و سپس به غلظت مناسب كه 
توالي پرايمر و طول قطعه تكثيري ) ٣( لرسانده شدند. در جدو

  .آورده شده است

  
  نام ژن  )٥→ʹ٣ʹ(پرايمر  توالي اوليگونوكلئوتيدي  )bpطول قطعه(اندازه 

٢٣٨  
F=CGACCTGATCTCCATGACCGA 

 
R=TCAGGTCAGCACGGTCA  

C2,3cat1  

.پرايمر مورد استفاده در اين پژوهش .٣جدول
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 نام ژن  مواد  حجم مورد نظر
٤µl  Distilled Water  

C2,3cat1  
١٠ µl  Master mix  
١ µl  Forward each Primer(10 pimol)  
١ µl  Reverse each Primer(10 pimol)  
٤ µl DNA Streptomyces  

٢٠ µl                        Total volume 

  .C2,3براي ژن PCR واكنش  مخلوط .٤جدول

  PCRمقادير 
 PCRميكروليتر  ١٠نش شامل براي هر واك PCRمقادير مواد 

Master Mix 2x ،ميكروليتر از هركدام يك از پرايمر ها  ١
 DNAميكروليتر از  ٤پيكومول بر ميكروليتر،  ١٠با غلظت 

  ).٤(جدول  مقطر بود ميكروليتر آب ٤نانوگرم) و  ١٥٠الگو (

   استرپتومايسستعيين گونه 
فاده از ، با استاسترپتومايسسبراي تعيين هويت نهايي جنس 

براي تاييد نهايي سويه  16srRNAهاي  فراوان سازي ژن
استفاده  )١(جدول  16srRNA از پرايمرهاي استرپتومايسس

سكانس براي شركت  به منظور PCRسپس محصول گرديد. 
Bioneer   ارسال گرديد و نتيجه سكانس در ديتابيس كره

NCBI ،BLAST  .شد  

 كلياشريشيادر باكتري  C2,3كلون كردن ژن 
  اوريگامي

عنوان روشي براي توليد مقادير بالا يك ه ب PCRكه  درحالي
قطعه دلخواه جايگزين كلونينگ شده است، اما در موارد 

ضروري  PCRوسيله ه تكثير شده ب DNAخاص كلونينگ 
هاي معيني همانند سنتز پروتئين در  عنوان مثال تكنيكه . باست

in vitro  با وارد سازي قطعهDNA خل يك وكتور به دا
هاي  آيد. روش دست ميه پلاسميدي يا فاژي مناسب بهتر ب

طور تقريبي اجازه ه ب PCRكلونينگ براي محصولات 
هاي  دست آمده از دستكاريه ب DNAكلونينگ قطعات 

صورت انتهاي صاف و هم چسبنده ه را هم ب DNAمتداول 
د مرازهاي مقاوم به حرارت همانن پلي DNAنمايد.  فراهم مي

TaqDNA شوند كه محصولات  منجر ميPCR  در انتهاي

 Asiabadiباشند (مانده آدنين تنها را دارا  خود يك باقي ٣´

et al., 2014(. 

  TA-Cloningاستفاده از تكنيك 
 از PCR محصــولتــر و مـوثرتر  بـه منظـور كلونينــگ سـريع

-PCR TAكـه كيـت  شـد اسـتفاده  TA-Cloningروش

Cloning در اين روش  تهيه گرديد. اناير-از شركت سيناژن
آن  ٣´كـه در انتهـاي  PTG19-Tنام ه از يك وكتور خطي ب

. اسـتفاده از وكتـور خطـي گرديـداستفاده  ،باز تيمين قرار دارد
PTG19-T خــود داراي بــاز تيمــين اســت ٣´كــه در انتهــاي، 

بـه   PCRمنجر به اتصـال مسـتقيم و سـريع و آسـان محصـول 
 ligase T4 DNA آنـزيم گردد، سپس وكتور كلونينگ مي

مـورد نظـر بـه وكتـور  DNAبا تشكيل پيوند كووالان اتصـال 
كند، در نتيجـه يـك مولكـول حلقـوي كـه  خطي را محكم مي

خود ه ب حاوي ژن مورد نظر تشكيل شده كه توانايي تكثير خود
باشـد.  دارا مـي اوريگامي اشرشياكليرا در ميزبان مناسب مانند 

ه هضـم آنزيمـي نمـي باشـد و ايـن در اين روش نياز بـه مرحلـ
 .)Asiabadi et al., 2014( شده استمرحله حذف 

/آبي به منظور تاييد صحت گري سفيد غربال
  كلونينگ

داراي  PTG19-Tوكتوركلونينگ به كاررفته دراين روش 
قرار گرفته و اگر   Laczوسط  MCSاست، چون   Laczژن

. در محيط شود تخريب مي Laczاي وارد وكتور شود ژن  قطعه
كه القاگر   IPTGكه آنالوگ لاكتوز است و  X-galكشت 

وجود دارد، در نتيجه آنزيم پروتئاز باكتري  Lac zپروموتور 
استفاده كرده و كلني آبي تشكيل  X-galفعال بوده و از 

 Laczشود. اگر ژن مورد نظر ما وارد وكتور شده باشد، ژن  مي
در نتيجه باكتري تخريب شده و آنزيم غيرفعال شده است،
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٨٨٧ 

هاي سفيد در محيط  استفاده كند و كلني  X-galنتوانسته از
هاي سفيد نشان  شود. در نتيجه تشكيل كلني كشت تشكيل مي

دهنده اين است كه ژن مورد نظر ما با موفقيت كلون شده 
هايي  سيلين است، كلني است. به علاوه چون محيط داراي آمپي

ند در واقع نشان دهنده دريافت توانند در محيط رشد كن كه مي
 Asiabadi( سيلين هستند پلاسميد حاوي ژن مقاومت به آمپي

et al., 2014(.  

   Real-Time-PCRانجام 
Real-Time-PCR  ــا اســتفاده از  ٢٠در حجــم ــر ب ميكروليت

ميكروليتـر از  ١٠كيت به  اين صورت انجـام شـد كـه در ابتـدا 
Prime Qmaster mix (2x) with syber green   و

ــپس  ــر از  ٥س ــر از Depc waterميكروليت ــك ميكروليت ، ي
 Rox، يك ميكروليتر از Reverseو  Forwardپرايمرهاي 

dye  ميكروليتر از  ٢وcDNA هاي  استفاده شـد. تكثيـر قطعـه
 ٩٥دناتوراسـيون اوليـه با برنامه  Corbetمورد نظر در دستگاه 

ــراي  ــيوس ب ــامل  ١درجــه سيلس ــه، تكثيــر ش  جــهدر ٩٥دقيق
 ٤٠درجه سيلسـيوس بـراي مـدت  ٥٩ثانيه،  ٣٠سيلسيوس براي 

چرخـه انجـام  ٣٥ثانيـه در  ٦٠درجه سيلسيوس براي  ٧٢ثانيه و 
به عنوان كنترل داخلي تسـت اسـتفاده  16srRNAشد. از ژن 

  .)Montazer et al., 2019( شد

  رسم درخت فيلوژني
ست هاي به د يابي توالي تجزيه تحليل نتايج حاصل از توالي

بعد از  .بررسي گرديد BioEdit آمده توسط نرم افزار
هـاي بـه دسـت آمـده از دو رشته  ياطمينان از صحت توال

 DNA يابي شدة مسـتقيم و معكـوس توسـط نـرم فـزار توالي

Baser هـاي  مرتب شد. تـوالي) ٣'به  ٥'رشتة واحدي (از
. قايسه شـدندم NCBIر هاي ثبت شده د حاصـله بـا جدايه

ر د nBlast هـر تـوالي بـه طـور جداگانـه توسـط نـرم افـزار
توسط  Blast هاي حاصل از بانـك ژن جسـتجو شـد و توالي

آناليز فيلوژنتيكي  .هم رديـف شدند W Clustal نرم افزار
 ،W Clustal افزار ها توسط نرم يرديف نمودن توال پس از هم

هاي  تخدر MEGA 5.10 هاي بـا استفاده از برنامه

هاي تهيه شده با استفاده از  فيلوژنتيكي ترسـيم شدند. درخت
 Neighborبرنامه در MEGA 5.10 روش الحـاق ترسـيم

Joining  به منظور ترسيم هيستوگرام  ه گرديـد.نهمسا
اي پس از  مربـوط بـه نمـايش نمـودار فواصـل درون گونه

فاده از تعيين فواصـل نوكلوتيـدي بـه دسـت آمـده بـا است
  .  نمودار مربوطه رسم شد ، Excelافزار نرم

  هايافته
 مختلف حاشيهنمونه برداري خاك از مناطق در مطالعه حاضر، 

اطراف  نواحي آلوده نفتي مثل انبار نفت وو  تهرانشهر  نفتي
سانتي  ١٠تا  ٥نمونه از عمق  ٥٨به اين ترتيب كه  انجام شد.  آن

هاي مولكولي،  ساس آزمونو بر ا متري خاك جمع آوري شده
نمونه به  ١٢در اين بين تا سطح جنس و گونه شناسايي گرديد. 

هايي كه  شناسايي شد و سپس جدايه استرپتومايسسعنوان 
تعيين توالي  16SrRNA بودند با استفاده از  C2,3 داراي ژن

ها منسوب به  بررسي مولكولي نشان داد، كه اين جدايه شدند.
  است.  استرپتومايسس گونه

هاي خاك به منظور  بررسي ميكروسكوپي نمونه
  استرپتومايسسجداسازي 

نمونه خاك ارسالي به آزمايشگاه در  ٥٨در نتيجه غربال گري 
اي گرم  هاي رشته كلني مشكوك به استرپتومايسس ١٢مجموع 

مثبت جداسازي شده، كه بر اساس خصوصيات مورفولوژيك، 
تحت عنوان هاي بيوشيميايي  ميكروسكوپي و تست

  استرپتومايسس تعيين هويت شدند. 

صوصيات مرفولوژيكي و تعيين هويت بر اساس خ
  ميكروسكوپي

در مقايسه با  استرپتومايسسهاي مشكوك به  كلوني جدايه
گرفته شده از بانك ميكروبي و همچنين  استرپتومايسسكلني 

زير ميكروسكوپ مورد ارزيابي قرار گرفت و اين نتايج بيانگر 
هاي جمع آوري شده مي  ها در خاك وجود جدايهصحت 

باشد.
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٨٨٨ 

هاي باكتريايي مشكوك به  تعيين هويت جدايه
  استرپتومايسس

تر ذكر شد تعيين هويت بر اساس  طور كه پيش همان
هاي  خصوصيات موفولوژيكي، ميكروسكوپي، تست

بيوشيميايي و مولكولي انجام شد. در جهت تائيد مشاهدات 

بودن  استرپتومايسسحصول اطمينان از مورفولوژيكي و براي 
آنها تكثير و مورد بررسي قرار  16srRNAايزوله ها، توالي 

  ).١(شكل  گرفت

  

  
  .استرپتومايسسنتيجه سكانس و بلاست جهت تعيين هويت مولكولي گونه . ١شكل

   DNAنتيجه تائيد استخراج 
نمونه مورد نظر بر روي ژل آگارز  DNAپس از استخراج  

  باشد. قابل مشاهده مي ٢ارگذاري شده و نتيجه در شكل % ب٥/١

  به منظور شناسايي و كلون ژن PCRنتيجه آزمون 
C2,3  

با پرايمرهاي ذكر شده انجام  C2,3براي ژن  PCRواكنش 
سويه  ١٢از . آورده شده است ٣شد. نتايج حاصل در شكل 

  بود. C2,3سويه واجد ژن  ٣جدا شده  استرپتومايسس

  
 .PCRپس از انجام تست  DNAتيجه تاييد استخراج ن. ٢شكل

  به منظور شناسايي و كلون ژن PCRنتيجه آزمون 
C2,3  

با پرايمرهاي ذكر شده انجام  C2,3براي ژن  PCRواكنش 
سويه  ١٢از . آورده شده است ٣شد. نتايج حاصل در شكل 

  بود. C2,3سويه واجد ژن  ٣جدا شده  استرپتومايسس

  استرپتومايسسولي جنس تعيين هويت مولك
حامل   استرپتومايسسبه منظور تعيين هويت مولكولي جنس  

 شداستفاده  16srRNAاز پرايمرهاي عمومي  C2,3ژن 
).٤(شكل 
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٨٨٩ 

 
  .C2,3ژن براي بررسي فراواني  PCRنتيجه آزمون  .٣شكل

  

  
  .استرپتومايسسجنس به منظور تعيين هويت مولكولي  16sبا پرايمرهاي عمومي  PCRنتيجه آزمون  .٤شكل

  T-A Cloningهاي نوتركيب در توليد كلون
  C2,3نتايج حاصل از كلونينگ ژن 

توسط كلني  C2,3 پس از كلون كردن سويه حامل ژن 
هاي كلون شده جداسازي شدند  سلكشن (آبي/سفيد) سويه

  ).٥(شكل 

  و سكانس PCRتاييد نتايج كلون به وسيله 

هاي مشكوك  از كلني DNAبه منظور تاييد نتايج كلون، 
و در نهايت با سكانس  PCRاستخراج شده و توسط آزمون 

اشرشياكلي به باكتري  C2,3، ورود ژن PCRمحصول 
براي سكانس   PCRو در نهايت محصول  تاييد شد اوريگامي

 ٦ (شكل شد BLASTارسال گرديد و  Bioneerبه شركت 
  ).٧ و
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٨٩٠ 

  
  .C2,3نتايج كلون ژن  .٥شكل

  

  
 .وكتور M13تاييد كلونينگ توسط سكانس با پرايمر هاي  .٦ شكل

  
  .M13با پرايمر هاي  PCRتاييد كلونينگ توسط  .٧شكل 

و PCR  Real timeتاييد نتايج كلون به وسيله 
  سكانس

كلني هاي مشكوك RNA به منظور تاييد نتايج كلونينگ 
 Real ساخته شد و توسط آزمون cDNA استخراج شده و

time PCR ان بيان ژن ميزC2,3  بررسي شد .در نهايت با
بيان ژن مورد نظر در باكتري  PCRسكانس محصول 

  تاييد شد. اوريگامياشرشياكلي 

  Real time PCRنتايج 

 Realو نتايج حاصل از  RNAنتيجه تاييد تست استخراج  

Time PCR  قابل مشاهده است.  ٨را در شكل  

  نتايج رسم درخت فيلوژني
 Mega5و clustalX افزار فيلوژني از نرم براي رسم درخت 

 neighbor joining  استفاده شد. در اين مرحله از روش 
براي رسم درخت استفاده شد. بررسي درخت فيلوژني 

هاي مشابه در بخشي از  هاي مـورد مطالعه و مقايسه با گونه گونه
هاي  تحقيق حاضـر، روابـط فيلـوژنتيكي بين گونه

مورد بررسـي  16srRNAسـتفاده از ژناسترپتومايسس با ا
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٨٩١ 

پيوند قـرار گرفـت. نتـايج درخـت فيلوژنتيكي به روش 
 هـاي دهـد كـه گونـه نشـان مي (NJ)همجواري 

ها  خويشاوندي نزديك آن كــه بيــانگر رابطــه استرپتومايسس
  ).٩با هم بود (شكل 

 
  .Real time PCRنتايج   .٨شكل

  
  .16srRNAرسم شده بر اساس توالي ژن درخت فيلوژني . ٩شكل

  بحث
نفت خام يكي از مهمترين نهاده ها در صنايع انرژي و شيميايي 
است كه با توجه به رسوبات طبيعي و انتشار گسترده گازهاي 
سمي حاصل از آن، يكي از شايع ترين آلاينده هاي آلي براي 

ه محيط زيست به حساب مي آيد. پالايش زيستي منابع آلوده ب
تركيبات نفتي راهكاري مناسب براي پاكسازي اين منابع مي 

ها و به ويژه باكتري ها مباشد كه در اين فرآيند ميكروارگانيس

 .نقش كليدي ايفا مي كنند در تجزيه تركيبات هيدروكربني
داراي اجزاي مختلفي هستند كه  تركيبات هيدروكربني

توسط آنزيم  تركيبات آروماتيك از فراوانترين آن ها هستند و
 استرپتومايسسهاي  گونه هاي دي اكسيژناز تخريب مي شوند.

به فراواني در طبيعت وجود دارند و از اين رو چنانچه آنزيم 
مطلوب در اين باكتري يافت شود، استفاده از آن در صنعت
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٨٩٢ 

تواند كانديد مصارف آن در پزشكي مي مقرون به صرفه است.
   ان قيمت باشد.مناسبي براي داروهاي شيميايي گر

كاتكول در نتيجه تجزيه بسياري از تركيبات آلاينده 
آروماتيك نظير فنل، تولوئن، استيرن، بنزن، آنيلين، فتالات و 
 مشتقات آن ها به صورت يك تركيب حد واسط شكل مي
گيرد. همچنين سميت كتكول از فنل بيشتر مي باشد و لذا 

 استخوردار حذف آن از آلاينده ها از اهميت بالايي بر
)Kumar et al., 2005(. دي  ٣ و ٢كاتكول  آنزيم

ترين آنزيم دخيل در تجزيه كاتكول است و لذا   اكسيژناز مهم
بررسي دقيق ويژگي هاي آن از اهميت بالايي برخوردار است. 
بدين منظور در پژوهش هاي متعددي ژن رمز كننده اين آنزيم 

و  Nakaiبه پژوهش كلون شده است. به عنوان نمونه مي توان 
اشاره كرد. اين گروه به منظور تكثير  ١٩٩٥همكاران در سال 

از پرايمرهاي طراحي شده بر اساس  PCRاين ژن با استفاده از 
توالي آمينواسيدي استفاده كردند. سپس پروتئين بيان شده 

 بررسي قرار گرفتمورد  E.Coliدر  lacتحت اپران 
)Nakai et al., 1995(.  

 تخريب اصلي و همكاران، كاتكول آنزيم Heبراساس مطالعه 
 Realدر اين بررسي با استفاده از تكنيك . است آروماتيك

time PCR ،هاي ژن توزيع الگوهاي و تنوع و كلونينگ 
C2,3 دريا بوهاي مشخص گرديد. نتايج سطحي رسوبات در 

 به مربوط هاي ژن حامل بوهاي يايدر رسوبات كه داد نشان
 و تخليه خاك منطقه از ها نمونه بودند و C2,3 خانواده زير

تركيبات  .)He et al., 2016( جدا شد آبزي مزرعه پرورش
 خليج هاي نمونه با مقايسه خاك در C2,3 هاي ژن از جدا شده

 مهم كننده تعيين عامل يك كل آلي كربن داد، نشان بوهاي
   است. ركيبت تغيير براي

Huang  دي اكسيژناز (-٣و  ٢ كاتكول ژن و همكارانC2,3( 
. پس از استخراج نمودندجداسازي  استرپتومايسساز را 

DNA  به وسيلهPCR  ژن مورد نظر تخليص، سپسRNA 
ساخته شد. ژن كاتاكول در پلاسميد  cDNAآن استخراج  و 

 ND6كلون شده و توالي يابي شد. ژن كاتابوليك نفتالين

C2,3  درEscherichia coli DH 5α  با استفاده از
و محصول ژن آن توسط  بيان شد  pUC18 پروموتر لاك

-Phenyl و  DEAE-Sephacel يكروماتوگراف

Sepharose CL-4B  خالص شد. ژن C2,3  ٩٢٤از 
 ٣٦نوكلئوتيد تشكيل شده و يك پلي پپتيد با وزن مولكولي 

كرد  ينه راكدگذاري ميمانده اسيدآم ٣٠٧كيلو دالتون حاوي 
 C2,3هاي آنزيمي نشان داد كه خلوص و مقاومت  آزمايش

 بهتر بود سودوموناسنسبت به  استرپتومايسسجدا شده از 
)Huang et al., 2010(.  نتايج تحقيق حاضر نشان دهنده

ها به محيط ريزوسفر و به دنبال  مسسازگاري اين ميكروارگاني
ي هاي نفت ها براي پاكسازي آلودگي آن ارتقا پتانسيل آن

نتايج اين تحقيق به عنوان يك مرحله اساسي در  .باشد مي
هاي آلوده در جنوب غرب  راستاي توسعه گياه پالايي خاك

  .گردد ايران محسوب مي
ميزان فعاليت آنزيم كاتكول  و همكاران Heydari در بررسي

دي اكسيژناز بعد از اندازه گيري ميزان توانايي توليد  ٣و  ٢
رسي قرار گرفت. بررسي هاي انجام مورد بر بيوسورفكتانت

داراي آنزيم   B3و T16 شده نشان داد كه جدايه هاي
دي اكسيژناز هستند كه اين جدايه ها توانايي  ٣و  ٢كاتكول 

بالايي در امولوسيون كنندگي و در مقابل توانايي كمتري در 
 Heydari et( دپخش نفت و پاشش قطره از خود نشان دادن

al., 2018.( 

Montazer اغلب  و همكاران نشان دادند كه
هاي آروماتيك حلقوي در محيط دريا پايداري  هيدروكربن

هاي  زيادي داشته و در صورت ورود به بدن آبزيان در بافت
 .)Montazer et al., 2019(يابند چربي تجمع مي 

، جهش زايي و ايجاد اختلالات جنيني از جمله آثار سرطانزايي
از اين رو تحقيق حاضر با هدف سمي اين تركيبات است. 

جداسازي و شناسايي باكتري هاي تجزيه كننده نفتالن و 
ها در حذف اين ماده انجام شد. به طور كلي  مقايسه توانايي آن

جدا شده در  استرپتومايسس هاي دهد كه باكتري نتايج نشان مي
توان حذف اين آلاينده از محيط كشت توانا بوده و بنابراين مي
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هاي ميداني پيشنهاد كرد و  ها را براي انجام آزمايش نهاين گو
پس از . ها استفاده كرد در شرايط آلودگي بالا، از آن

سازي  برداري از رسوبات آلوده نفتي و انجام مراحل غني نمونه
هاي مقاوم به ماده فوق، جداسازي و سپس  باكتري
گونه  ٢گونه باكتري به دست آمده  ٨سازي شدند. از  خالص

محيط  pH ه پس از سه روز از تلقيح از جذب نوري بالاتر وك
  .كشت كمتري برخوردار بودند

 تجزيه زيستي هيدروكربن و همكاران Babaeiدر مطالعه  

هاي ميكروبي موجود در خاك آلوده  هاي نفتي توسط گونه
 از تهمنظور بررسي قابليت اين دس   به مواد نفتي به

 مورد نفتي آلاينده هاي ذفح راستاي در ها ميكروارگانيسم
يشگاه لا. خاك آلوده به مواد نفتي از پاگرفت قرار مطالعه

 سه در ميكروارگانيسم ها تلقيح و دهكرمانشاه جمع آوري ش
 محيط در كشت و غني سازي جامد، محيط در كشت مرحله

هاي نفتي در شرايط هوازي  هيدروكربن حذف. شد انجام آبي
هاي  توي ميكروارگانيسمدر يك رآكتور بيولوژيكي مح

 ٣٦رآكتور با ظرفيت ً شامل دو گونه  د.يكشت شده انجام گرد
 اساس بر و شده تقسيم ينينش   ليتر به دو بخش هوازي و ته 

 كه شده تلقيح باكتري هاي. مي كند كار فعال لجن سيستم
هاي نفتي  هستند قادرند از هيدروكربن استرپتومايسس  عمدتا

و انرژي استفاده كنند. همچنين تأثير  عنوان منبع كربن به
، مواد مغذي و زمان ماند بر عملكرد  PHعواملي نظير دما،

هيدروكربن  زيستي تجزيه. مي گيرد قرار يرآكتور مورد بررس
 منجر به كاهش قابل شده تلقيح باكتري هاي توسط نفتي هاي

 هاي نفتي در پسآب خروجي مي حظه سطح هيدروكربنلام  
 .)Babaei et al., 2013د(گرد

از دي اكسيژناز  ٣و  ٢كاتكول و همكاران،  Xieدر مطالعه 
به عنوان آنزيم اصلي براي تجزيه  استرپتومايسس باكتري

كاتكول  بيولوژيكي هيدروكربن هاي آروماتيك جدا شد. ژن
 تخليص و به استرپتومايسس  DNAاز  دي اكسيژناز ٣و  ٢

كلون شد. توالي  تلقيح و  P. Putida BNF پلاسميد گونه
جفت  ٩٢٤) با C2,3(دي اكسيژناز  ٣و  ٢كاتكول نوكلئوتيدي 

اسيد آمينه را  ٣٠٧باز كد كننده تشكيل شده كه يك پلي پپتيد 
 C2,3. ژن)Xie et al., 2014(كندرمزگذاري مي

و  شد ادغام Acinetobacter sp دركروموزوم
تواند پروتئين تشكيل شدكه مي  BS3-C2,3نوتركيب

-BS3 دي اكسيژناز را بيان كند. نوتركيب ٣ و ٢كول كات

C2,3   مختلف معطر وقادر به تخريب هيدروكربن هاي N-

alkanes  است. ويژگي و فعاليت بالاي اين آنزيم نشان مي
كانديد بالقوه اي براي تجزيه تخريب  BS3-C2,3 دهد كه

  .)Xie et al., 2019(روغن خام باشد 
بررسي توانايي سويه  بر، تمركز Alyو  Hassan در مطالعه

 pHدر دامنه BTEX هاي استرپتومايسس براي تخريب

 )C2,3( دي اكسيژناز ٣و  ٢كاتكول  ،قليايي بود. بر اين اساس
استخراج شده با استفاده ازخواص جنبشي در پلاسميد تلقيح و 

كلون شد.   E. Coli DH5α به باكتري ميزبان منتقل و در
كاتكول  تكثير شده مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت و نتيجتا 

به عنوان تجزيه كننده آلاينده دي اكسيژناز  ٣و  ٢كاتكول 
خته شد. اين شنا خاك استرپتومايسسهاي نفتي جدا شده از 

سويه يافته ممكن است به منظور برآورد پتانسيل واقعي اين 
يا از بين بردن   BTEX هاي مورد استفاده در حذف آلاينده

قليايي ضروري باشد  BTEX هاي آلوده طبيعي محل
)Hassan & Aly, 2018(.  

منتشر شد، ژن  ٢٠٠٠در يك پژوهش ديگر كه در سال 
ترموفيل از دي اكسيژناز  ٣و  ٢كاتكول رمزگذار 

 ,.An et al( بيان شدستوني همسانه سازي و  استرپتومايسس

توسط  ٢٠٠٦در پژوهش ديگري كه در سال  .)2001
Matsumura  و همكاران انجام گرفت ژنcatA  در

 MonoQبيان و پروتئين حاصل با ستون  اشرشياكلي
 Matsumura et( قرار گرفتجداسازي و مورد بررسي 

al., 2006(.حاضر ژن  در مطالعهC2,3 ه از با استفاد
پرايمرهاي طراحي شده اختصاصي بر اساس توالي به دست 

تكثير و پس از قرار گرفتن در وكتور  PCRآمده با استفاده از 
PTG19-T  منتقل شد. اوريگامي اوريگامي اشرشياكليبه
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  پور و همكاران فتحي                                                                                                 يكزخا سسياسترپتوما يها كاتكول از گونه C2,3ژن  نگيو كلون يجداساز

 

 

٨٩۴ 

از نمونه گيري از جمله محدوديتهاي اين مطالعه مي توان به 
مواد و روغني كه به ساير و  خاك حاوي تركيبات نفتي

   اشاره نمود. بودتركيبات آميخته 

  نتيجه گيري 
اين مقاله حاصل از پايان نامه و براي اخذ درجه كارشناسي 

در راستاي ايجاد ميزبان و اين مطالعه  نتيجه درارشد مي باشد. 
تواند گام بزرگ در مسير  مي ن،نوتركيب با قابليت بالاي بيا

همچنين شود.  افزايش توليد اين آنزيم در صنعت محسوب
هاي جديد توليد كننده  پيدا كردن سويهبررسي بيشتر براي 

تواند منجر به پيدا كردن  ميدي اكسيژناز  ٣ و ٢كاتكول  آنزيم
  هاي نفتي گردد. روش نوين حذف آلاينده

  تضاد منافع
  د.ندار وجود نويسندگان اعلام مي دارند كه تضاد منافعي
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Abstract 

Backgroudnd and aim: Today, the widespread use of petroleum products has led to environmental pollution and 
has created serious problems for the health of the environment. Streptomyces make up 50% of the total population of 
soil actinomycetes are filamentous, gram-positive, and essentially aerobic. These bacteria are abundant in natural 
aquatic and terrestrial environments, are not nutritionally hardy, require only a source of carbon and nitrogen along 
with mineral salts, and they are able to remain in the soil as spores for a long time. The aim of the study was to clone 
the Streptomyces catechol 2, 3-dioxygenase gene (C2,3) present in the soil in Escherichia coli bacteria in order to 
remove oil pollutants. 
Materials and Methods: In this study, 58 samples were collected from a depth of 5 to 10 cm in different areas of 
the suburb of Tehran and oil contaminated areas such as the oil depot and its surroundings. After culturing, diluting 
and selecting suspicious Streptomyces colonies for identification, after confirmation of Streptomyces bacteria based 
on colony appearance, microscopic characteristics, and biochemical tests for final confirmation of molecular 
identification, their 16srRNA sequence was amplified and replicated, was examined. In the next step, after DNA 
extraction of the samples, PCR was used to amplify the C2,3 gene. The C2,3 gene was then cloned into Escherichia 
coli Origami by PTG19-T vector. Finally, the amount of gene expression was determined by Real Time PCR and 
after sequencing the phylogenetic tree was drawn. 
Results: The enzyme catechol 2, 3-dioxygenase can be extracted from limited sources such as Streptomyces, so the 
need for gene amplification of this enzyme is important from the bacterial sources that produce it. Therefore, in this 
study, this enzyme was isolated from Streptomyces. As a result of this study, we were able to find native 
Streptomyces that produce the enzyme catechol 2, 3-dioxygenase, and finally, the gene of this enzyme was 
successfully introduced into Escherichia coli Origami. 
Discussion: In this study, in order to create of a recombinant host with high expression capacity, it can be 
considered a big step towards increasing the production of this enzyme in the industry. Further investigation to find 
new strains producing catechol 2, 3-dioxygenase can lead to a new method of removing oil contaminants. 

Keywords: Catechol 2, 3-dioxygenase enzyme, C2,3 gene, Streptomyces, 16srRNA, cloning, E. Coli Origami 
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