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ي مهندس با راهبرد هيزيسرو سسيساكارومادر مخمر  اتانلمقاومت به توليد و بهبود 
  بوتانل -1تنش  با استفاده از تكاملي

  6امير فيضيو  5، پيام غياثي4،منصور ابراهيمي3محمدعلي اسداللهي ،*1مهرداد آذين، 1خسرو رستمي ،2و1فاطمه شيخي

  پژوهشكده بيوتكنولوژي، ي ايرانسازمان پژوهشهاي علمي و صنعت، تهرانايران،  1
  و صنايع جانبي خوزستاناهواز، موسسه تحقيقات و آموزش توسعه نيشكر  ايران، 2

  فناوري زيست، گروه زيستيهاي دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم و فناوري، صفهانا ايران، 3
  دانشگاه قم، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوانفورماتيك، قم ايران، 4
  دلبرگي، ها يمولكول يشناس ستيز شگاهيآزما ، دلبرگيها، آلمان 5

 بيوتكنولوژي درماني اوماس گروهاكسفورد، انگلستان،  6

  24/10/1399 :تاريخ پذيرش  25/08/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

د در طول فرآين اتانلتجمع  .دهدبسيار مهمي وجود دارد كه كارايي توليد را تحت تاثير قرار مي عوامل، اتانلبيو در فرايند توليد
 منجر به افزايش مايسس سرويزيهوساكاردر سويه  اتانلافزايش تحمل به . ناپذير استاجتناب و اثر بازدارندگي بر رشد تخمير

 صفت پيچيده مناسب براي بهبودراهبرد مهندسي تكاملي يك رويكرد  .خواهد شد اتانلتوليد  نهايت افزايشدر قدرت بقا و 
در  .هاي كوتاه زنجيره بر مخمر مشابه استاثر سميت الكلسازوكار  .است سرويزيه مايسسوساكار سويه در اتانلتحمل به 

باراهبرد مهندسي تكاملي طي يك دوره كشت  CEN PK 113-7D ساكارومايسس سرويزيهسويه آزمايشگاهي  ،تحقيق حاضر
. ارتقا يافت h-1  084/0بهh-1 048/0 ازسويه تكامل يافته  (µ) قرار گرفت و نرخ ويژه رشدبوتانل  -1تنش  تحتروزه   144

ميزان  .در سويه تكامل يافته شد اتانلتوليد افزايش تحمل به اتانل و همچنين افزايش به بوتانل منجر  -1تنش افزايش تحمل به 
توالي كل  نتايج تعيين. افزايش يافتسويه تكامل يافته  در گرم بر ليتر 02/87به  والدسويه در گرم بر ليتر 50/68از توليد اتانل 

هاي درگير در اين صفت را ژنوتيدي ئتك نوكل مورفيسمپلي تغييرات والدآن با سويه ه سو مقايهاي تكامل يافته  سويه نومژ
 بود شده جاديا  FAB1 و ,PGM2,MTH1, TCB1 YAP1801, UBP2, IAH1 CIA1 مثل يهايژن درتغييرات  .آشكار نمود

 وارهي، ساختار دسيتوپلاسماييء و ساختار غشا بيدر ترك خيلد يرهايو مس واد درون سلولبا انتقال م در ارتباطها اين ژن كه
خيل در د هايژن ي ازاهميت گروه جديدبراي اولين بار در تحقيق حاضر،  .ندبود هاديپيل سميمتابولقند،  سمي، متابوليسلول

   .ه استشدگزارش تحمل به اتانل  افزايش

  بوتانل، تعيين توالي كل ژنوم -1 مهندسي تكاملي، ،ساكارومايسس سرويزيه، نلاتاتحمل به : واژه هاي كليدي

  azin@irost.ir: پست الكترونيكي،  02156276636: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
-سوختقيمت  عيرشد سر ليبه دل رياخ هايسال يط در

و بالاخره بدليل سوخت ذخاير  عيكاهش سري، ليفس هاي
 و يليفس يهاتوسط سوخت ستيز طيمح افزايش آلودگي

ي و برپايه منابع ستيز يانرژي، جهان يدر آب و هوا رييتغ
 يبرا). 30( تجديدپذير بسيار مورد توجه قرار گرفته است

 شياز استفاده ب يناش ستيز طيمح يكاهش مسائل آلودگ
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-تلاش ،گذشته يهادر دهه يليفس ياز حد از سوخت ها

و  داريمنابع سوخت پا افتنيدر جهت  يميعظ هاي
بي، وهاي زيستي ميكرسوخت .شده است ريدپذيتجد

هاي مايع و گازي هستند كه توسط سوخت
يك سوخت  اتانلبيو .)1( شوندها توليد ميميكروارگانيسم

-سوخت ي برايجايگزين مناسب و سازگار با محيط زيست

 ريتخم نديفرآ قياز طر عمدتاً اتانل .)20( تاس فسيليهاي 
. شوديم ديتول ويزيهساكارومايسس سر با استفاده از مخمر

به  ساكارومايسس سرويزيه توسط ياتانل ريتخم نيبنابرا
بسيار مهم و به لحاظ  يصنعت يوتكنولوژيب نديفرا نعنوا

 يهايژگيتوجه به و با .آيدبه شمار مياقتصادي سودآور 
 ديتول ييمانند توانا اين ميكروارگانيسممنحصر به فرد 

و تحمل غلظت  ريپذديتجدمواد از  اتانل يغلظت بالا
 ، مخمركنندهمهار باتيترك ريو سا اتانل يبالا

 كيها قبل به عنوان از مدت ساكارومايسس سرويزيه
با  .)31( شود ياستفاده م ريدر صنعت تخم يكارخانه سلول
و راندمان بالا جزء  اتانلمقرون به صرفه  توليدوجود اين، 

). 18( رود صلي اين صنعت به شمار ميهاي اچالش
در فرآيند صنعتي به عوامل مختلف  اتانلفزايش توليد ا

بستگي دارد و مهمترين عامل، چگونگي عملكرد و قدرت 
در طول فرايند توليد . باشدبقاء مخمر در شرايط تخمير مي

هاي مختلف با تنش زيهيساكارومايسس سرومخمر  ،اتانل
، درجه حرارت بالا و فشار اتانلغلظت از جمله افزايش 

يكي  .)6( ستا روبروحاصل از غلظت بالاي قند اسمزي 
، سميت اين ماده اتانلدر ارتباط با توليد  عمدهمشكلات از 

كه باعث  است ساكارومايسس سرويزيهبراي رشد مخمر 
و  اتانلمقدار مهار رشد شده و در نتيجه باعث كاهش 

باعث  اتانل .)24( شودراندمان توليد در صنايع تخمير مي
اي مهم مسير گليكوليتيك و القاء توليد راديكال همهار آنزيم

، استحكام اتانل. )11(شود آزاد اكسيژن در مخمر مي
، اندوسيتوز را مهار كرده، كندميغشاهاي سلولي را مختل 

ي پروتوني غشاهاي داخلي ميتوكندريايي را محركه ينيرو
و  Aچندين آنزيم مهم مانند پروتئين كيناز  كند وميبلوكه 

اين تركيب همچنين  .زدسادهيدروژناز را غيرفعال مي الكل
ي ي ميتوكندريايي و تجزيهDNAموجب آسيب به 

جايي عناصر از غشاهاي شود و از جابهها ميبيومولكول
در محيط  اتانلتجمع  .كندها جلوگيري ميزيستي در سلول

باعث مهار رشد سلول مخمر شده و بر روي سيستم انتقال 
نهايت باعث كاهش درو گذارد  ميتاثير  درون سلولي آن

مهار متابوليسم، كاهش . )18(شود مي توليدي اتانلمقدار 
برداشت سوبسترا توسط مخمر، كاهش رشد، تغيير در 

از جمله تغييرات  ساختار غشاء و افزايش نفوذپذيري
در نهايت  كند وايجاد مياتانل در مخمر  ديگري است كه

امروزه تا به . )19( ل داردرا به دنبامخمر سلول مرگ 
پاسخ سامانه عملكرد در جهت شناسايي  تحقيقات بسياري

تحمل ساز و كار انجام گرفته، اما  در مخمر اتانل تنشبه 
. در اين مخمر به طور كامل شناسايي نشده است اتانلبه 
بستگي دارد كه در سطح اي به شبكه پيچيده اتانلل به تحم

 درپژوهشگران ي هاو تلاشارند باهم واكنش متقابل دژنوم 
 هاي مرتبط با اين صفت ادامه داردجهت شناسايي ژن

براي بررسي اساس مولكولي مقاومت  كه در تحقيقي. )15(
انجام  اتانل تنشدر برابر  ساكارومايسس سرويزيهمخمر 

ژن موثر بر مقاومت مخمر در برابر  700، بيش ازه استشد
با ). 38( ندا هشناسايي شد اتانلناشي از غلظت بالاي تنش 
 اتانلتحمل به  در مورد صفتفقدان دانش لازم  به توجه
هاي مربوط به ، پيچيدگيساكارومايسس سرويزيه در

اين صفت و تنوع ژنتيكي بسيار بالا و همچنين سازوكار 
ها كه دستكاري ژن گسترده محدوديت موجود در اعمال

ي براي وثرتربه راهكارهاي م ،شودمانع عملكرد سلول مي
هاي محيطي مانند تنش اتانل  افزايش مقاومت مخمر به تنش

 از رويكرد مهندسي تكامليامروزه . نياز است
)Evolutionary engineering(  رويكرد علميبه عنوان يك 

كه در آن با استفاده از اعمال فشار انتخابي،  شود استفاده مي
 پس .آيد يدست م هب مورد نظرميكروارگانيسمي با فنوتيپ 

با  ميكروارگانيسم دستيابي به و تكاملي مهندسي انجام از
 تغييرات توانمي آن يابيتوالي با ،فنوتيپ دلخواه
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 با را آن در شده ايجاد) SNP( وتيدينوكلئ تك

 هايژن بررسي با سپس و مقايسه كرد والد ميكروارگانيسم

 سيبرر را ويژگي اين در هاآن عملكرد ي نحوه ،تغييريافته

گسترش  .قرار گيرد استفادهمورد  بعدي در مطالعات تا كرد
 و يابيتوالي توسعه بيش از پيشعلوم بيوانفورماتيك، 

 مسير در اساسي يتحول عنوان تعيين توالي نسل جديد به

 هاي جنبه ،زيستي هايسامانه از ژنتيكي اطلاعات استخراج

 ژنوماپي و رونويسي ژنوم، اطلاعات كل از حصري و حدبي

 موانع از بسياري قابليت اين .است كرده آشكار را هاگونه

و باعث  كرده برطرف را استخراج اطلاعات از ژنوم در مهم
مهم توسعه ميكروارگانيسم هاي ايجاد مسيرهاي نويني در 

  ).7( است شدهمورد استفاده در فرايندهاي زيستي 

صفت  بهبود در زمينه تاكنون انجام شدهتحقيقات در  
از  ،با رويكرد مهندسي تكاملي اتانلتنش قاومت به م

استفاده شده  انتخابيفشارعنوان  هب اتانلغلظت 
 و اتانل ايينپدماي جوش  با توجه به .)18،11،10(است

تكثير و  احتمال ،دارهاي مدتدرحين كشتآن تبخير 
 نسبت به صفت مخمر كاذب هايجمعيت گسترش

در تحقيقات اخير  رفياز ط. وجود دارد اتانلمقاومت به 
هاي كوتاه سميت الكلسازوكار  نشان داده شده است كه

ساكارومايسس  ويژه سويه مخمر هب ،مخمرها زنجيره بر
-1با توجه به اين كه  .)40،22( باشدمشابه مي ،سرويزيه

بوتانل يك الكل كوتاه زنجيره با ساختار مشابه اتانل ولي 
 -1 ازلعه حاضر در مطاداراي نقطه جوش بالاتر است، 

هاي تكامل آزمايشدر فشارانتخابي ايجاد  برايبوتانل 
و توليد  اتانلبه  تحملميزان سپس تطبيقي استفاده شد و 

 ،در ادامه. مقايسه شد والدفته با سويه سويه تكامل يا اتانل
 و توالي كل ژنوم ژنوم سويه منتخب تكامل يافته استخراج

 ايجاد نوكلئوتيدي تك اتتغييربدين ترتيب،  .تعيين شد آن

 مادر ميكروارگانيسم با هاي تكامل يافتهدر سويه شده

صفت اين در ارتباط با  كه جديدي هايژن و مقايسه
  .شدندمعرفي  دستخوش تغيير شده بودند،

  مواد و روشها
 هيسو: مخمرها كشت شرايط و كشت هاي محيط
 CEN.PK ساكارومايسس سرويزيه ديهاپلوئ يشگاهيآزما

113.7D هاي تكامل آزمايش يبرا والد هيبه عنوان سو
 YPD كشت طيدر مح والد هيسو .استفاده شد تطبيقي

گرم  20(تركيبات  حاوياين محيط . رشد داده شد) مرك(
 تريگرم در ل 10پپتون و  تريگرم در ل 20گلوكز،  تريدر ل

 درصد2 ،براي ساخت محيط جامد. بود) عصاره مخمر
افزوده شد و در نهايت  مواداير به س) مرك(آگار  وزني
دقيقه  15و به مدت  سانتيگراددرجه  121در دماي  ها محيط

 48 طي تكرار 6با اين سويه . نددر اتوكلاو استريل شد
 هايهيو سوكشت داده شد  تيكروپليدر م يمتوالمرحله 

به دست  ه رشدبهبود نرخ ويژ با توجه به تكامل يافته 
هاي كشتدر طول  جيتدر به بوتانل - 1غلظت . ندآمد

از  بوتانل - 1غلظت بطوريكه افتي شيافزا متوالي
 2غلظت تا شروع و نهايتا  )حجم در حجم(درصد 8/1

كشت و قبل از هر افزايش يافت ) حجم در حجم(درصد 
در  اه، سلولفشار انتخابيعنوان  هبوتانل ب - 1حضور  در
هاي آزمايش يبرا قهيدق 30به مدت  YPDتازه  طيمح
  .)22(شدند  يابيباز كامل تطبيقيت

براي : اتانل به مخمر صنعتي هايسويه تحمل بررسي
 سويه رشدهاي  و ويژگي اتانلبررسي ميزان تحمل به 

CEN.PK 113-7D  هاي تكامل آزمايشقبل از شروع
 0از  اتانلمختلف  يهادر معرض غلظتتطبيقي، اين سويه 

عت رشد قرار گرفت و سر) حجمدر  حجم(درصد  11تا 
ويژه اين سويه رشد همچنين نرخ . مشخص شدآن  ژهيو

بوتانل نيز  -1 )حجم در حجم( درصد 2تا  5/0در غلظت 
   .شدتعيين 

 قيبا رق كشت ملاس محيط: هاي تكامل تطبيقيآزمايش
. شد هيته 18 كسيبر در آب مقطر تا شكريكردن ملاس ن

جامد،  يها يناخالص حذفرقت، به منظور  تهيه پس از
 ،قهيدق 25به مدت  rpm 5000در  حيط كشت آماده شدهم
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پس از افزودن  .شد وژيفيسانتر گراديدرجه سانت 4 يدر دما
 اوره تريگرم در ل 2و  وميسولفات آمون تريگرم در ل 2
 ميتنظ 5/4 روي كيسولفور ديتوسط اس محيط pH، )مرك(
 قهيدق 10به مدت  گراديدرجه سانت 121 يدر دما سپس و

  ).1( داتوكلاو ش

هاي تكامل تطبيقي، با توجه به ميزان براي شروع آزمايش
درصد  8/1 نرخ ويژه رشد سويه والد، از غلظت اوليه

 ممستقيطور  به كه استفاده شدبوتانل  -1 )حجم در حجم(
 هر. كشت اضافه شد طيبه محو بدون استريل كردن 

 تا از شد پوشيدهمحكم  كاملاً با فويل غشايي ميكروپليت
 30 يدر دما هاميكروپليت. جلوگيري شود الكل يرتبخ

 يبرا. شد گرماگذاري rpm70 دور و گراديسانتدرجه 
 هايرديف نيتريرونياز ب طيمح رياز اثر تبخ يريجلوگ

  . نشداستفاده  ميكروپليت

و  OD600 ميزان كدورت در يريگ با اندازه هاهيسو خوگيري
- نجام آزمايشا حين هاهيتمام سومحاسبه نرخ ويژه رشد 

به منظور نگهداري تمامي . شد پايش هاي تكامل تطبيقي
 2/0، كشت هر بار تكراراز  قبلهاي سلول تكامل يافته،  رده
از محلول  تريل يليم 2/0به قبلي  تكشاز  تريل يليم
حجم در (تازه  YPDدر محيط كشت  ٪40 سروليگل

 شد رهيذخ گراديسانتدرجه  - 80 يدر دما اضافه و) حجم
 طيمخمر در طول تكرار كشت در مح رشد ژهيونرخ . )22(

 افزايش يافت و كاهش والكل مذكور غلظت حاوي 
ها ثابت شد و روز نرخ ويژه جمعيت 64پس از  نهايتدر

 8/1بوتانل از  - 1ميزان غلظت  ،در اين زمان .افتين كاهش
افزايش  هادر كشت درصد2به )  حجم در حجم(درصد 
  .يافت

ي هاتيكروپليماز : مخمر توسط اتانل يكم توليد بررسي
براي هاي منتخب كشت سويه براي متر سانتي 5ق عمبا 

 كه طوري هب، استفاده شد توليد شده اتانل ميزان گيري اندازه
غلظت قند در  .ميلي ليتر شد2حجم نهايي محيط كشت 

در مرحله هوازي كه كه  گرم در ليتر بود 20اين مرحله 
محيط  ها بر روي سويه، شد استفاده ها تكثير سويهبراي 
 rpm 250 و دور گراديسانتدرجه  30 يدما درYPD كشت 

از  .ندشد گرماگذاري ساعت 8به مدت  شيكر انكوباتور در
و  قابليت تنظيم با )Gas tight box( اييك محفظه شيشه

داخل محفظه از طريق يك خروجي گاز گاز فشار  حفظ
گاز براي  ك ورودييداراي  اين محفظه. استفاده شد

 بود و براياكسيژن هوا و براي  و يك خروجي نيتروژن
مورد استفاده قرار هوازي  كشت بيفراهم كردن شرايط 

 گلوكزغلظت  ،هوادهي ساعت 8پس از ). 1شكل (گرفت 
كشت در  .رسانده شد تريگرم در ل 200به  محيط كشت

 دور با انتيگرادسدرجه  30 يدر دما يهواز يب طيشرا
 ساعت ادامه 36به مدت  اتانل ديتول يبرا rpm70  نهمز

  .انجام شد تكرار در سه هاشيتمام آزما. افتي

 يژنوم راتييتغ: ژنومكل  يتوال نييتعاستخراج ژنوم و 
ژنوم كل  يتوال نييتع توسط افتهيتكامل  يهاهيدر سو

)WGS( يها نمونه از افتهيتكامل  يها كلون. شد مشخص 
. شدند انتخاب YPD تيپل برروي همربوط منتخب يتيجمع
هاي منتخب بعد از آزمايش تيجمع هر از كلوني سه

به  انتخاب و YPD تيپل برروي طور تصادفي هب ،تكاملي
 از بعد .ندشد داده رشد YPD عيما طيمح در طور مجزا

هاي  كلون DNA ،هاكلون نيا مقاومت و ديتول زانيم نييتع
. شد استخراج ®Qiagen تيك از استفاده با تاييد شده

 Invitrogen Qubit 2.0)( از استفاده با يينها DNA غلظت

Fluorometer Qubit و شد يريگاندازه بالا اريبس دقت با 
 يهانمونه. ديگرد دييتا شده استخراج ژنوم تيوكم تيفيك

 )Illumina( نايلوميا پلتفرم از استفاده با شده خالص ژنوم
NextSeq 500، تيك با NextSeq Mid Output v2 يتوال -

 150از  )read( شده خوانده يتوال قطعه هر. شدند يابي
 يتوال نييتع x100 پوشش با كه بود شده ليتشك باز جفت
  .شدند
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 توليد اتانل وها  يه هوازي سو اي با قابليت تنظيم فشار براي كشت بيمحفظه شيشه -1شكل

 

 با موارد تمام از قرائت ٪80 در شده خوانده يتوال تيفيك
-Trimmomatic برنامه از .شد نيتضم Q30 تيفيك نمره

 فرض شيپ يپارامترها با رآداپتو يتوال شيرايپ يبرا 0.32
 شد استفاده ها نمونه همه در يتوال نييتع يدادهها يبرا
 قابل خوانده يتوال ونيليم 10 از شيب يحاو نمونه هر .)9(

 هر يبرا كاليتكن تكرار 4 با نمونه هر. بود يبردارنقشه
 CEN.PK113-7D مرجع ژنوم به نسبت افتهي تكامل كلون

(http://cenpk.tudelft.nl) از استفاده با و يبردار نقشه 
 ،INDEL نشيچ ديتجد. شد داده مطابقت GATK نيپلايپا

 با همزمان طور به ها نمونه همه در SNP يتكرار حذف
 شد انجام نگيلتريف استاندارد يپارامترها از استفاده

 از تراز يهاليفا يبند فهرست و يمرتبساز يبرا. )16،36(
SAMtools 26( شد استفاده(.  

و گلوكز  اتانلغلظت  نييتع يبرا: اليز دستگاهيآن
 عيما يها با كروماتوگراف ، نمونهدر محيط كشت باقيمانده

 Ultimate 3000, Thermo Fisher) (HPLC)با فشار بالا 

Scientific, Waltham, MA, USA) ستون از . شدند آناليز
 :Aminex HPX-87H Product no تعويض يوني

1250140, Bio-Rad, Hercules, California, USA) ( به
به عنوان  مولاريليم 1 كيسولفور ديثابت و از اس فازعنوان 

 كيبا استفاده از  باتيترك. فاز متحرك استفاده شد
 ميليكيوآب  از. )32( شدند ييشناسا RIآشكارساز 

)MilliQ water( ها استفاده سازي نمونه براي رقيق لياستر
درجه  30 يدما بادر ستون  تريكروليم 20 نمونههر  از. شد
در  تريل يليم 6/0فاز متحرك  انيو با سرعت جر گراديسانت
كردن  قياستاندارد با رقهاي  نمونه. شد قيتزر قهيدق

كه دامنه  ييها به غلظت اتانلگلوكز و  يها محلول
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. ندشد هيته ،ادد يستون را پوشش م صيتشخ تيحساس
  HPLCيهااليو درآوري شده  هاي جمع نمونه ييحجم نها

  .بود تريل يليم 5/0

 Polymerase chain reaction( اي پليمرازواكنش زنجيره

)(PCR :( جهت تاييدSNP  هاي حاصل از تفسير تعيين
واكنش (از روش هاي تكامل يافته توالي كل ژنوم در سويه

- ات حاوي جهشبراي تكثير قطع PCR )زنجيرهاي پليمراز

مدل   BIORADترموسايكلر استفاده شد و در دستگاه ها
BR582  قرار داده شد 1با سيكل ارائه شده در جدول.  

 چرخه دمايي مورد نياز براي واكنش زنجيره ايي پليمراز -1جدول 

)ثانيه(زمان  )سانتي گراد(دما    مرحله 

 واسرشتگي اوليه 98 30
10   واسرشتگي 98

60 
ر براساسمتغي

 اتصال آغازگر
30-15 s/kb   تكثير 72

)بار 30( 2-4تكرار مرحله   
 تكثير 72 10
 توقف واكنش 4 

 

براي مبناي آغازگرها براي هر جهش دماي اتصال تعييين 
 بابا استفاده از  مرازيپل يا رهيزنج يتمام واكنشها .شد

Phusion Hot Start II High-Fidelity PCR Master Mix 
 F565S ،Thermo Scientific  ،Waltham: شماره محصول(

 50با حجم ) كايمتحده آمر الاتي، ماساچوست ، ا
 .در دستگاه ترموسايكلر انجام شد 2ميكروليتر طبق جدول 

توان در  يپروژه را م نياستفاده شده در كل ا يآغازگرها
  ..مشاهده كرد 3 جدول

  نتايج
 رشد ميزان: تعيين تحمل به الكلبررسي رشد سويه و 

قبل از ، CEN.PK 113-7D يزيهساكارومايسس سروسويه 
  .شد يابيارزهاي تكامل تطبيقي شيشروع آزما

 ازتركيبات واكنش زنجيرهاي پليمر-  2جدول 

حجم  غلظت نهايي
)ميكروليتر(

تركيب غلظت

1X 25 2X 

مستر ميكس
  آنزيم فيوژن

2X Master 
Mix 

(Phusion U) 
5/0 

 ميكرومول
1  و پيك 10

 مول
پرايمر

Forward 

5/0 
 ميكرومول

1  پيكو  10
 مول

پرايمر
Reverse  

250-10 
 نانوگرم

ژنوم  1

%3  5/1     DMSO 
100% 

 5/20     آب مقطر
استريل

  

 11تا  0از  اتانلمختلف  يهادر معرض غلظت هيسو

 ژهيقرار گرفت و نرخ رشد و) حجم در حجم(درصد 
شد  نييتعهاي ياد شده نيز در هر يك از غلظتسويه 

همچنين نرخ رشد ويژه سويه مذكور در غلظت . )2شكل (
 نيدر ا .)3شكل (شد تعيين بوتانل نيز  - 1درصد  2تا  0

 -1) حجم در حجم( درصد 2 تا مخمر هيسو مطالعه،
 ،بوتانل - 1 يتحت فشار انتخابها سويه. سازگار شد بوتانل

 طيمح كيبه  هيانتقال سو. شدندكشت متوالي روز  144 تا
كه  زماني انجام شدبالاتر بوتانل  - 1غلظت  يتازه حاو

باقي بت ثا نسل نيچند يبرا يغلظت قبل سرعت رشد در
برخي ، روز 144در طي  دوره كشت 48پس از . بود مانده

 ٪2 غلظت درقادر به رشد  مورد آزمايش ي سلوليها ردهاز 
 والد هيكه سو يدر حال بودند، بوتانل - 1) حجم در حجم(

  . نبودغلظت  نيرشد در ا قادر به

هاي شيزماآدر طول  جيرشد به تدر ويژه نرخ حداكثر
مراحل  ياگرچه، در برخ. يافت شيافزا تكامل تطبيقي

 هدور 48پس از اما مشاهده شد،  نيز كاهش نرخ رشد
رشد  ويژه نرخ حداكثر، بوتانل -1 تنش تحتمتوالي  كشت
  ).4شكل ( ارتقا يافت h-1 084/0بهh-1 048/0 از هيسو يك
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  نوكلئوتيدي هاي تك جهش تاييد برايآغازگرهاي استفاده شده فهرست   -3جدول
  5→ˊ 3ˊتوالي آغازگر  نام

 
وتيدئنوكل   Tm 

(ᵒC) 

DAN4 
 

Forward TCTACAACCTCCACCACT 18 3/58  

Reverse GGAAGTGGTTGCTTTACTGA 20 59 

ISC1 
Forward GAAAATCAAACCCACCCTT 19 

 

2/57  

Reverse TCATCATCATCCCCGGTA 18 3/58  

CIA1 

 

Forward ATGGCGTCTATCAATCTGAT 20 
 

7/57  

Reverse GCTGCTTTTTCTAGAGACCA 20 8/58  

UBP2 

 

Forward GCCGAACGAAGATAATGAA 20 6/56  

Reverse TGGAGGGACGTATTCAGTA 19 2/58  

IAH1 
Forward AGATGGCAAAGATCAGTA 18 2/54  

Reverse CCATCATCTAGCACATCTCT 20 6/57  

FAB1 
Forward ACAATAGCTCTGCAACA 17 7/54  

Reverse ATCGCTAGTATATCGGGATTC 21 7/57  

TUB3 

 

Forward GGAACACGCAGACTGTA 17 2/57  

Reverse AGAACTCCTCAGCGTAAGA 19 7/58  

MTH1 

 

Forward AGCAGACCCATCCAACAT 18 8/59  

Reverse GGTAAACTTGTGCCTGACA 19 8/58  

PGM2 
Forward GCCGCTTCTCACATCAT 17 1/58  

Reverse CGTACTTTGCCCAGAATT 18 8/56  

 RTK1 

 

Forward GGAGTATGCGCCATATGA 18 5/57  

Reverse TCTTTATTCCCGTGTTGCT 18  2/58  

   SHE4 

 

Forward GAATGATCCAATCGATAGCT 20 2/56  

Reverse TCGACCACTGCTTTATCAA 18 8/57  

YAP1801 

 

Forward CCGTTCGCATTGCACAA 17 9/59  

Reverse GAGGTTGTTAGCATATTGGT 20 6/56  

   SEC12 

 

Forward GAAGTTCGTGACAGCTAGT 19 9/57  

Reverse CCAATTCACCCTTCATGT 17 56 
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 .باشد تكرار مي3هاي مختلف اتانل، هر داده ميانگين  در غلظتساكارومايسس سرويزيه ژه رشد سويه منحني نرخ وي -2شكل 

  

  

 

  .باشد تكرار مي3بوتانل، هر داده ميانگين -1 مختلف هاي در غلظتساكارومايسس سرويزيه ژه رشد سويه وي منحني نرخ -3شكل 
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غلظت بوتانل تا روز شصت . بوتانل -1 شرايط تنش هاي تكامل تطبيقي درطي آزمايش ساكارومايسس سرويزيهتغييرات نرخ ويژه رشد سويه  -4شكل
  .افزايش داده شد% 2بود و سپس به ) حجم حجم در% (1,8برابر با  چهارمو 

انتخاب  يبرامشابه سازي با شرايط صنعتي  منظور به
كشت  طي، از محت به الكلمقاومبرتر به لحاظ  يهاهيسو

توان  ،هاي برترسويهانتخاب  اريمع. استفاده شد ملاس
الكل و  تنش تحت يدر پ يپ يهاكشت يط تكثير بالاتر

 منتخب سويه ميزان نرخ ويژه رشد .بود نسلزمان  محاسبه
ارتقا  h-1 06/0  بهh-1 048/0 از در محيط كشت ملاس

  .يافته بود

 يبررس يبرا: هاي منتخبسويه اتانلعيين ميزان توليد ت
 افتهيتكامل  يهاهيسو بوتانل - 1مقاومت به  شيافزا ريتأث

و  اتانلميزان توليد آنها،  اتانل ديتول شيبر افزامنتخب 
شكل ( شد مشخص افتهيتكامل  هيهر سو مصرف گلوكز

بر اتانل مشخص شدن تاثير افزايش مقاومت به براي . )5
گرم بر ليتر محيط  200غلظت گلوكز  از، اتانلن توليد ميزا

گرم در  200 يحاو YPD طيدر مح .شد ستفادهاكشت 
 افتهيتكامل  هايهيسلول سو تيجمع تغييراتگلوكز،  تريل

  .وجود داشت يدار يمتناظر آنها تفاوت معن نيوالدبا 

تكامل  هيسو دو يو مصرف گلوكز برا اتانل ديتول زانيم
 E1سويه تكامل يافته اتانل ديتول. افتي شيافزا افتهي

 درصد 2در غلظت  YPDكه در محيط كشت  منتخب
 به بودتكامل يافته  بوتانل - 1) حجم در حجم(

 34/163و ميزان مصرف گلوكز  تريگرم در ل 76/1±02/87
در كه در محيط كشت ملاس  E2سويه  براي و تريگرم در ل
تكامل يافته بوتانل  -1) حجم در حجم( درصد 2غلظت 
و ميزان مصرف گلوكز  تريگرم در ل 1/78±37/3 بود به

و اين در حالي است  ارتقا يافته بود تريگرم در ل 34/159
 تحت شرايط والدسويه  اتانلكه ميزان توليد 

و ميزان مصرف گلوكز گرم بر ليتر  5/68±46/2مذكور
 شيدهد كه افزايها نشان مداده نيا .بودگرم بر ليتر  0/145

تحمل به  شيمنجر به افزا بوتانل - 1مخمر در برابر  تحمل
ميزان كه نهايتاً مصرف قند شده سرعت و  )6 شكل( اتانل

  .افزايش يافت تكامل يافته نيز در اين دوسويه اتانلتوليد 

 يبرا: حاصل از تفسير توالي يابي كل ژنومنتايج 
با  يدر هنگام سازگار يافته جهش يرهاياز مس ييرمزگشا

در طول  يافته تكامل هاي منتخب سويه، ژنوم بوتانل- 1
جهش در  68شد،  ييو شناسا يابي يمجدداً توال ،شيآزما

 missense ،78جهش  38مناطق رمزگذار ژن، از جمله 
 برخي. اتفاق افتاده بود ژنوم در حذف 6جهش خاموش و 

شناسايي  يهاغالب ژنرمزگذار ژن  درمنطقهها جهش 
 يرهايو مس انتقال مواد درون سلول باارتباط ، در شده

 وارهي، ساختار دء سلوليو ساختار غشا بيدر ترك خيلد
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  .)1جدول ( ايي پليمراز تاييد شدندواكنش زنجيرهبا استفاده از  بودند ديپيل سميمتابولو  قند سمي، متابوليسلول

  
سويه تكامل يافته در  E1سويه والد،  P. هاي تكامل يافته و گلوكز باقيمانده در محيط كشت در مقايسه با سويه والدميزان توليد اتانل سويه -5شكل

   YPDسويه تكامل يافته در محيط كشت  E2محيط كشت ملاس و 

 

 

اتانل حجم در حجم % 9هاي تكامل تطبيقي در غلظت تغييرات نرخ ويژه رشد دوسويه تكامل يافته در طي آزمايش -6شكل  

  

 ريدر مناطق غ وتيديلنوك هاي تكجهش دراين مطالعه،
در  يافت شده يهاتعداد جهش. حذف شدند ژن رمزگذار

 ي سويه نسبت به YPDكشت  طيدر مح افتهيتكامل  سويه

 برخي از .بود شتريكشت ملاس ب طيدر مح تكامل يافته
SNPآغازگرها و  يبا طراح افتهيتكامل  يهاهيسو هاي
   .)4جدول ( ندشد دييتأ PCR انجام

 



 1401، 3، شماره 35جلد                                                 )                          مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

             DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8

 
 مرتبط هاي يابي كل ژنوم و ژنتاييد شده حاصل از تواليSNPsفهرست-4دولج

 ژن   شرح كار پروتئين  شماره كروموزوم  اسيد آمينه تغيير يافته

YAP1801 Gln575His  9كروموزوم  
پروتئين متصل شونده به كلاترين در فرايند 
   اندوسيتوز و دخيل سازماندهي اسكلت سلولي

CIA1 Arg63Phe 4كروموزوم 
اهن سيتوزلي  -هاي كلاستر سولفور از پروتئين

دخيل دربيوسنتز متيونين، دخيل در سازماندهي 
 زيرواحد بزرگ ريبوزم 

RTK1 Pro585Thr 4كروموزوم    پروتئين مورد نياز براي بيوژنز ريبوزوم

TCB1 Asp96Asn 15كروموزوم 

بكه دهي غشاي ش هاي دخيل در سازمان از پروتئين
اندوپلاسمي و تنظيم دفسفوريله شدن فسفاتيديل 

 اينوزيتول

SHE4 Lys25Asn 15كروموزوم 
پروتئين متصل شونده به ميوزين و دخيل در 

  دهي ميوزين و اكتين، انتقال سلولي سازمان

IAH1 Lys163Asn 15كروموزوم    آنزيم هيدروليز كنده ايزوآميل استات استراز

DAN4 Glu181Lys  10كروموزوم 
مانوپروتئين ديواره سلولي، بيان ژن در شرايط 

  هوازي  بي

UBP2 Asp342Ala 15كروموزوم 
كيتيون وابسته به تيول دخيل در  آنزيم پروتئاز يوبي
 كردن ليپيدهاي غشاء ميتوكندري تنظيم دساتوره

PGM2 Met226Ilu 13كروموزوم    آنزيم فسفوگلوموتاز

TUB3 Ala338Val  13كروموزوم    پروتئين آلفا توبولين، نقش در تقسيم سلولي

MTH1 Cys329Trp  4كروموزوم 
پروتئين داخل غشايي، دخيل در انتقال گلوكز و 

  انتقال سيگنال

SEC12 Lys25Asn 14كروموزوم 
 COP11پروتئين مورد نياز براي تشكيل وزيكول 

  براي انتقال از شبكه اندوپلاسمي به شبكه گلژي

FAB1 Asn582Ser 6كروموزوم 
فسفوكيناز، نقش 3پروتئين فسفاتيديل اينوزيتول 

 در هموستازي سلول
 

نتايج تعيين توالي كل ژنوم منجربه آشكارسازي تغييرات 
اغلب . هاي منتخب شدنوكلوتيدي در ژنوم سويه تك

SNP ها براي بار نخست در اين مقاله در رابطه با اين
 ,TCB1 ,هاييدر ژن هاSNPاين  .شوندصفت گزارش مي

YAP1801, UBP2, FAB1,DAN4 ,SEC12, كه اند داده رخ 
مرتبط با سازماندهي غشاء سيتوپلاسمي و غشاء ها اين ژن
لولي و ديواره سلولي و متابوليسم هاي داخل ساندامك

 و TUB3هاي  هاي روي داده در ژنجهش. ليپدها هستند
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SHE4  در ارتباط با اسكلت سلولي و ديناميك درون سلولي
دخيل در  MTH1و  PGM2، ژن آنزيم فسفوگلوموتاز 

و  IAH1متابوليسم گلوكز، ژن آنزيم ايزوآميل استات استراز 
CIA1 همانندسازي و تعمير ژنوم  رمزگذار پروتيني كه در

نقش داشته و از طرفي در حفظ و نگهداري تلومر موثر 
  .است

  بحث
فردي  به انداز كاملاً منحصراز چشم اتانلبيوامروزه توليد 

عنوان يك محصول  در جهان برخوردار است و همچنان به
و امنيت انرژي را تضمين مي  شودمحسوب مي راهبردي

در فرآيند صنعتي به عوامل  اتانليد افزايش تول. )2،3( كند
مختلف بستگي دارد و مهمترين عامل، چگونگي عملكرد و 

در  اتانلتجمع . باشدقدرت بقاء مخمر در شرايط تخمير مي
و اثر  ناپذير استاجتناب گاهواكنشطول فرآيند تخمير در 

 كي .)17(رشد ثابت شده است آن برروي بازدارندگي 
ساكارومايسس  تنشود تحمل بهب يموفق برا كرديرو

 يسازگار قياز طر اين سويه مقاومت بهبود ،زيهيسرو
ي مقاوم  سويه و انتخاب) 5( با الكل هاست يكيولوژيزيف

، باشدفشار انتخابي  در اثر ايجاد شده جهش ناشي ازكه 
زا تنشدر شرايط تواند باعث افزايش طول عمر مخمر مي

در . )10،1(لا برد نهايت راندمان توليد را بادرشده و 
هاي كوتاه زنجيره اثر سميت مشابه الكلتحقيقات گذشته 

براساس . استثابت شده  زيهيساكارومايسس سروبر روي 
هاي تكامل طي آزمايش كهي هاي ها، سويه اين پژوهش

نيز  اتانلدر برابر  ،اند يافته بهبود بوتانلدر برابر تطبيقي 
ين در ا .)40،22(د دهن ميي از خود نشان رمقاومت بالات

سميت نسبتاً بالاتري  كه بوتانل - 1تحقيق نيز از تركيب 
به  ،)22(دارد و همچنين اتانل  بوتانلنسبت به ساير انواع 

تحقيق  حاصل از نتايج. استفاده شدفشار انتخابي  عنوان
نشان داد افزايش تحمل به اين تركيب منجر به  حاضر

-سويه علاوه بر اين، شود ومينيز  اتانلافزايش تحمل به 

 اتانلهاي منتخب قادر به مصرف گلوكز بيشتر و توليد 
  .  بالاتري شدند

به عنوان پارامتر  ژهينرخ رشد و افزايش ،در تحقيق حاضر
 الكل بالاتر به تحملهاي با جداسازي سويه يبرا يانتخاب

رشد مداوم تحت  مكرر حلمرا طي تيجمع. انتخاب شد
در رشد  موجود خوگرفته و شتنبا  الكل غلظت بالاي

معيت برتر در اين ج تكثيرمنجر به  ،داريتنش پا حضور
بر بررسي تاثير افزايش تحمل به الكل  براي. شرايط شد

گرم بر ليتر گلوكز  200غلظت از ، اتانلافزايش توليد 
دو سويه تكامل يافته منتخب نتايج نشان داد . استفاده شد

انتخاب شده  تنشتحت  كه براساس افزايش نرخ رشد ويژه
بالاتري در شرايط  اتانلميزان  والدبودند نسبت به سويه 

 هااين سويه تحمل ،رسد به نظر مي. يكسان توليد كردند
و قادر به استفاده از گلوكز  بهبود يافته اتانل نسبت به

بيشتري نسبت به سويه والد بوده و به رشد خود دراين 
بيشتري نسبت به  اتانلزان شرايط ادامه دادند و درنهايت مي

  .توليد كردند والدسويه 

هاي متعددي دخيل ژن ،در ارتباط با صفت تحمل به اتانل
 مانند مسيرهاي متابوليسميهستند كه طيف وسيعي از 

، چرخه مواد به داخل سلول انتقالمسير ، بيوسنتز پروتئين
- رشد سلولي و رشد، متابوليسم اسيدهاي چرب ، سازمان

هركدام از اين . گيرند را دربرميره سلول و غشاء يابي ديوا
با . اندبندي شده هاي عملكردي مختلف طبقهها، در گروهژن

طور كامل شناخته  هب اتانلتحمل به سازوكار  اين، وجود
ها داراي عملكرد تعداد زيادي از اين ژن. نشده است

پيچيدگي شبكه پاسخ . دارند چندگانه بوده و باهم ميانكش
ريزي مداوم برنامهطور  بهمخمر طوري است كه مسيرها 

را مشكل كرده  اتانلتحمل سازوكار تعيين  اين، شوند ومي
هاي تلاش محققين براي شناسايي ژن ،اين با وجود. است

  .موثر براين صفت همچنان ادامه دارد

براي  MTH1بيان ژن در تحقيقي اهميت موريا و همكاران 
به داخل  هگزوزهاانتقال در مسير HIX1 تنظيم بيان ژن
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 MTH1ژن در واقع  .)27( را بيان كردندمخمر  سلول
تنظيم كننده منفي مسير كند كه مي رمزگذاريپروتئيني را 

وج ميزان ورود و خر و بودهانتقال سيگنال حسگر گلوكز 
به داخل سلول از طريق ميانكش با پروتئين دو  را گلوكز

 به افزايشبا توجه  .)25( كندميتنظيم  RGT2و  SNF3 نژ
رسد  به نظر مي ،هاي تكامل يافتهميزان مصرف گلوكز سويه

آنزيم  .حائز اهميت استن اين ژجهش در كه 
مسئول تبديل ، M2GP فسفوگلوكوموتاز حاصل از ژن

و اين تركيب فسفات است - 6فسفات به گلوكز-1گلوكز 
يكي  وپنتوزفسفات بوده مسيرز و ماده اوليه مسير گليكولي

 .هاي كليدي در متابوليسم گلوكز به شمار مي روداز آنزيم
مسير توليد  درطور تنگاتنگي  همتابوليسم گلوكز باز طرفي 

هالوز، هايي مثل تركربوهيدرات. ذار استتاثيرگهالوز تر
توانند در هنگام ورود هستند كه مياي  كنندهسازگار  مواد
-ناپذير سلولافي از دهيدراته شدن برگشتهاي اضنمك

 تنشدر شرايط مخمرها قادرند . هاي مخمر جلوگيري كنند
هالوز در خود جمع وزن خشك سلول تر 15% تامحيطي 

اتانل هم مشاهده  تنشهالوز تحت شرايط تجمع تر. كنند
هالوز نباشند، هايي كه قادر به تجمع ترشده است و سلول

- اتانل كاهش و با تاخير انجام مي در شرايط تنشرشدشان 

كننده هاي تجزيهاتانل، ژن تنشاز رهايي بعد از . )28( گيرد
-تجمع تر. رودهالوز نيز فعال شده و بيان آنها بالا ميتر

 هالوز مثلهاي مسئول سنتز ترژن افزايش بيانبا  هالوز
TPS2 ،TSL1 ،PGM2 ،UGP1 هالوز باعث تر. همراه است

تواند ميشود و اين كار ري غشاء سلولي ميكاهش نفوذپذي
تر  ،در شرايط عادي .ها باشدينئگيري پروتاز طريق شكل

 شرايط تنشبرخلاف  يابد وهالوز در سلول تجمع نمي
دما و  تنشاما در شرايط  ؛شودزيه ميجبه سرعت تاتانل، 
اين تركيب در سلول تجمع يافته و باعث حفظ  اتانل

هرو و  .شودمي اين شرايط تماميت سلول مخمر در
طي ترهالوز  برتوليدتاثير آنزيم فسفوگلوكوموتاز همكاران 

  . )23( گزارش كردندرا  اتانلتنش 

 تنشه مخمر با هافزايش سنتز پروتئين در سلول حين مواج
 نيپروتئ). 11(اثبات شده است در مطالعات قبلي اتانل 

ژن  حاصل از بيان گوگردي- آهن ياهستهو  كيتوزوليس
CIA1 در پردازش  يمهم اريعملكرد بسrRNA وژنزيو ب 

اين پروتئين براي . داردهاي يوكاريوت  وللدر س بوزومير
حياتي بوده و در شروع  ساكارومايسس سرويزيهمخمر 

 يوتيوكاري يهاسلول. ترجمه نقش بنيادي دارد
 انيب و ترجمه مياز جمله تنظ ياديز يامقابله يسازوكارها

و از طريق ، اندكرده جاديمحافظ را ا يدانياكس يآنت يهاژن
براي مورد نياز  هاي پروتئين ،سازي سيستم پروتئينتقويت 

 اين پروتئين در .كنندسنتز مي رازا  تنشمقابله با شرايط 
در  نيپروتئ باعث افزايش سنتز موثر بوده و بوزومير بيوژنز

 باعث ،DNA يهمانندساز شيافزاو با  شده تنشپاسخ به 
  .)37( شودافزايش نرخ رشد مي

 يهموستاز سلولشرايط  يچالش برا كي تنش اكسايشي
د منجر توانيمالكل يكي از عواملي است كه  تنشو  است

 .شوددر سلول مخمر  ايشياكس به ايجاد اين شرايط
مسير  اصلي هايكنندهيكي از تنظيم UBP2ن محصول ژ
اثر كه ست كردن اسيدهاي چرب در ميتوكندري ا غيراشباع

داشته و منجر به  RSP5آنتاگونيستي بر فعاليت پروتئين ژن 
- مي ،يك اسيد چرب غيراشباع ،سنتز اسيدچرب اولئيك

ها تغيير ساختار داده و غشاء سلولي تحت تاثير الكل .شود
دو اسيد چرب غيراشباع افزايش . شودوارد فرآيند پاسخ مي

اكارومايسس ساسيد پالمتولئيك و اسيد اولئيك در غشاء 
اتانل تنش و تحمل افزايش سياليت غشاء  عثبا سرويزيه

ويژه اسيد اولئيك در  هاين دو اسيد چرب ب. )30( شودمي
   .)13،12(اند هاي مقاوم به اتانل ديده شدهگونه

سيتوپلاسمي سلول شامل  ءغشاتشكيل دهنده  ياجزانوع 
و  اگوسيتوز يهانديفرآ ميتنظ ها و ليپيدها باپروتئين
 يضرور يسلول يندهاياز فرآ ياريبس كنترل ،توزياندوس
 رندهيبا واسطه گ گناليو انتقال س يمواد مغذ جذب مانند

-مي رمزگذاريپروتئيني را  YAP1801 ژن .برعهده دارند را
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انتقال وزيكول  در كلاترين متصل شده وپروتئين به كه كند 
 همچنين اين پروتئين .سزايي دارد هنقش ب به ارگانل مناسب

شبكه  ).39( نقش دارددهي اسكلت سلولي  سازماندر 
 هاي اندوپلاسمي يك اندامك بسيار مهم در سلول

ها، رود كه نقش اساسي در سنتز ليپيدشمار مي هيوكاريوت ب
پروتئين  .ها و انتقال سينگال كلسيم داردترشح پروتئين

كه در شبكه اندوپلاسمي سنتز و  TCB1حاصل از ژن 
شبكه است كه هايي از پروتئينيكي  ،ترشح شده

در انتقال اندوپلاسمي را به غشاء پلاسمايي متصل مي كند، 
و سازماندهي شبكه به داخل سلول انتقال آن كلسيم و 

  ).35( اندوپلاسمي تاثيرگذار است

را ديواره سلولي در مخمر مانوپروتئين سنتز  DAN4ژن 
به  .ن مي شودبياهوازي  كند كه در شرايط بيميرمزگذاري 

كوچك مرتبط با  يدهايگوساكاريرسد كه ال ينظر م
 نيا. كننديسلول كمك م وارهيبه ثبات د زيها ننيمانوپروتئ

 نيب پيوندهاي قوي كهتوان با وجود يرا م دهيپد
 حيتوض وجود دارد، هانيپروتئاين  بامرتبط  يدهايساكار
ه سلولي ها در ثبات ديواروجود اين نوع مانوپروتئين .داد

  ).4( بسيار موثر است

بيس فسفات در غشاء  5 ,4فسفاتيديل اينوزيتول 
سيتوپلاسمي مخمر قرارداشته و داراي دو نقش ساختاري و 

درحفظ تماميت سلول و هموستازي سلول . سيگنالي است
از طريق ديناميك غشاء نقش داشته و همچنين در 

ذار هاي اكتين اسكلت سلولي تاثيرگ دهي رشته سازمان
را  يدالتون لويك 257 نيپروتئ كي  FAB1ژن. است

در  نيستئياز س يدامنه غن كي يكند كه حاويم رمزگذاري
 ليديفسفات كيبه عنوان  Fab1p. باشد مي NH2 يانتها

عضوي از يك خانواده آنزيمي  نازيك فسفات-4 تولينوزيا
كه با فسفريله كردن فسفوليپيدها و ايجاد شود شناخته مي

هاي ثانويه در مسيرهاي مختلف انتقال پيام از جمله پيامبر
 ).14,33( تاثيرگذار است تكثير، تمايز، كنترل سيكل سلولي

هاي مهم در يكي از پروتئين نيز (COPII) پوششي نيپروتئ

ساكارومايسس مخمر  ساختار ديواره سلوليزدن و  جوانه
 نيحمل و نقل پروتئ ،هاكوليوزاز طريق بوده و  سرويزيه

به شبكه گلژي منتقل  يرا از شبكه آندوپلاسمي ادراتص
 نياول كند كهمي رمزگذاريپروتئيني را  SEC12ژن  .كند مي

 Sar1p-GDP ليشامل تبد ،COPII كوليوز ليمرحله تشك
 نيگوان ديتوسط عامل تبادل نوكلئوت Sar1p-GTPبه 

(GEF) Sec12p به نظر . ) 21(رساند  انجام مي  را به
در  .ن در تكثير و رشد مخمر تاثيرگذار باشدرسد اين ژ مي

 كهاست هايي يكي از ژن TUB3 ،ساكارومايسس سرويزيه
ها كروتوبوليم. كندمي رمزگذاريآلفاتوبولين را  پروتئين

 يندهايهستند كه در فرا يامحافظت شده يعناصر اسكلت
، جهت وزيو م توزيكروموزوم در م كيتفكمانند  ياهسته

و  توزيم يدر ط ياو مهاجرت هسته همانندسازيدوك 
و همكاران گزارش بد . تاثيرگذار هستند يريگجفت
محصول اين ژن با افزايش ديناميك  اند كه هكرد

 زدن و تكثير مخمر تاثيرگذار است ها بر جوانهميكروتوبول
 ييها نياز خانواده پروتئ يعضو SHE4پروتئين ژن  .)8(

 ياسكلت سلول يبند قطب و توزياندوس يبرا كه است
 She4p . است ازيمورد ن يهزيسرو سيسساكارومادر  نياكت

برعهده را  F-actin و Myo3/5p موتور نيتعامل ب ميتنظ
پروتئين ميوزين عملكرد رسد كه براي و به نظر مي دارد

هاي درگير در ژن ).34( ضروري است She4pحضور 
تطابق كه منجر به  اين دليل هبجوانه زدن و دينامك سلولي 

و توان ادامه بقا مي درون سلولي مخمر با شرايط محيطي 
  .حائز اهميت هستند ،شوند

استفاده از  دست آمده در اين پژوهش، ا توجه به نتايج بهب
منجر به ، اتانلعنوان فشار انتخابي جايگزين  بوتانل به - 1

شده است و دو  در سويه تكامل يافته اتانلبهبود تحمل به 
توان از  مي. اندتر شده مقاوم اتانلبت به منتخب نسسويه 
SNPمهندسي معكوس  براي ،تاييد شده در اين تحقيق يها

بعدي و بررسي اثر آن در سويه وحشي در مطالعات 
  .استفاده نمود



 1401، 3، شماره 35جلد                                                 )                          مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

             DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8

  سپاسگزاري

زش و آموازحمايت مادي و معنوي موسسه تحقيقات 
مركز و همچنين  صنايع جانبي خوزستان و توسعه نيشكر

the Novo Nordisk Foundation Center for 

Biosustainability   دانشگاه صنعتي دانمارك كه قسمتي از
  .تشكر وقدرداني مي گردد ،انجام شد جااين طرح در آن

  منابع
جداسازي سويه صنعتي  ،1397درويشي ف، ابوالحسني مقدمي ن ، -1

 از كارخانه اتانلبا قابليت تحمل بالا به  ساكارومايسس سرويزيه
- 592، 31 ،پژوهشهاي سلولي و مولكولي .سازي ايران هاي الكل

582.  

اثر تغييرات  ).1399.(فرامرزي س، انزابي ي،جعفريزاده مالميري ه -2
مقدار ملاس و سلنيوم بر رشد مخمر ساكارومايسس سروزيه و 

- 639، 4 ،وهشهاي سلولي و مولكوليپژ .اتانول توليدي ميزان بيو
626 

سازي توليد بيواتانل در مخمر  بهينه). 1387.(م . ممبيني دهكردي -3
نامه پايان. از طريق مهندسي متابوليك ساكارومايسس سرويزيه

 .2- 5صفحه . دانشگاه اصفهان .دكتري رشته ميكروبيولوژي

4- Abramova N, Sertil O, Mehta S. Lowry C.V. 
2001. Reciprocal regulation of anaerobic and 
aerobic cell wall mannoprotein gene expression 
in Saccharomyces cerevisiae. J Bacteriol.183 
(9):2881-7 

5- Attfield, P.V. 1997. Stress tolerance: the key to 
effective strains of industrial baker’s yeast. Nat. 
Biotechnol. 15, 1351–1357. 

6- Bai FW, Chen LJ, Zhang Z, Anderson WA, Moo-
Young M. 2004. Continuous ethanol production 
and evaluation of yeast cell lysis and viability 
loss under very high gravity medium conditions. 
J. Biotechnol. 110:287–293. 

7- Behjati S, Tarpey PS. 2013. What is next 
generation sequencing? Archives of Disease in 
Childhood - Education and Practice 0: 1–3. 

8- Bode CJ, Gupta J. ML, Suprenant K A, Himes R 
H. 2003. The two alpha-tubulin isotypes in 
budding yeast have opposing effects on 
microtubule dynamics in vitro. EMBO Rep. 4 
(1):94-9. 

9- Bolger Anthony m, Lohas Marc, Usadel Bjoern. 
2014. Trimmomatic: A flexible trimmer for 
illumina sequence data. Bioinformatics 
1:30(15):2114-20. 

10- Cakar ZP, Seker UOS, Tamerler C, Sonderegger 
M, Sauer U. 2005. Evolutionary engineering of 
multiple-stress resistant Saccharomyces 
cerevisiae. FEMS Yeast Res. 5:569–578. 

11- Cakar, ZP., Turanli-Y, Alkim C., Yilmaz, U. 
2012. Evolutionary engineering of 
Saccharomyces cerevisiae for improved 
industrially important properties. FEMS Yeast 
Res. 12. 171–182. 

12- Cavellini L, Meurisse J, Findinier J, Zoi E, 
Naima B.T, Allan M. Weissman M, Cohen M. 
2017. An ubiquitin-dependent balance between 
mitofusin turnover and fatty acids desaturation 
regulates mitochondrial fusion. Nat. Commun. 
8:15832.  

13- ChenY, Feldman D.E, Deng C, Brown J.B, De 
Giacomo A.F, Gaw A.F, Shi G, Le Q.T ,Brown 
JM, , Koong A.C. 2005. Identification of 
Mitogen-Activated Protein Kinase Signaling 
Pathways That Confer Resistance to 
Endoplasmic Reticulum Stress in 
Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cancer Res. 
3(12):669-77 

14- Cooke F.T, Dove S.K, McEwen R.K, Painter G, 
B. Holmes A, Hall, R.H. Michell M.N, Parker P. 
J. 1998. The stress-activated 
phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase 
Fab1p is essential for vacuole function in S. 
cerevisiae. Curr Biol.8 (22):1219-22. 

15- Davis L. Stephanie A, Griffith D.A, Choi B, 
Cate J, Tullman E.D. 2018. Evolutionary 
engineering improves for medium-chain 
alcohols in Saccharomyces cerevisiae. 
Biotechnol biofuels 11:90. 

16- Depristo M.A, Banks E, Poplin R, V Garimella, 
et al. 2011. A framework for variation discovery 
and genotyping using next generation DNA 
sequence data. Nat. Genet.43, 491-498. 

17- Ding J, Huang X, Zhang H, Zhao N, Yang D, 
Zhang K. 2009. Tolerance and stress response to 
ethanol in the yeast Saccharomyces cerevisiae. 
Appl. Microbiol. Biotechnol. 85:253–263. 

18- Dinh TN, Nagahisa K, Hirasawa T, Furusawa C, 
Shimizu H. 2008. Adaptation of Saccharomyces 
cerevisiae cells to high ethanol concentration 



 1401، 3، شماره 35جلد                                                 )                          مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

             DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8

and changes in fatty acid composition of 
membrane and cell size. PloS One 3: 2623. 

19- Dragosits M, Mattanovich D. 2013. Adaptive 
laboratory evolution – Principles and 
applications for biotechnology. Microbial Cell 
Fact. 12: 64. 

20- Dutta A. 2018. Cointegration and nonlinear 
causality among ethanol-related prices: evidence 
from Brazil. GCB Bioenergy. 10:335-342. 

21- Fath S. Mancias JD, Xiping Bi, Goldberg J. 
2007. Structure and organization of coat 
proteins in the COPII cage. Cell. 129(7):1325-
36. 

22- Ghiaci P, Norbeck J, Larsson C. 2013. 
Physiological adaptations of Saccharomyces 
cerevisiae evolved for improved butanol 
tolerance. Biotechnol. Biofuels. 6:101. 

23- Herve A, Ansanay-Galeote S, Dequin BB. 2001. 
Global gene expression during short-term 
ethanol stress in Saccharomyces cerevisiae. 
FEBS Lett. 498 .98-103. 

24- Jia K, Zhang Y, Li Y. 2010. Systematic 
engineering of microorganisms to Improve 
alcohol tolerance. Engineering Life. Sciences. 
10(2010): 422-429. 

25- Lafuente MJ, Gancedo C, Jauniaux JC, Gancedo 
JM. 2002. Mth1 receives the signal given by the 
glucose sensors Snf3 and Rgt2 in 
Saccharomyces cerevisiae. Mo. Microbiol.35 
(1), 161-172. 

26- Li H, Durbin R. 2009. Fast and accurate short 
read alignment with Burrows–Wheeler 
transform. Bioinformatics. 25(14): 1754–1760. 

27- Moriya H, Johnston M. 2003. Glucose sensing 
and signaling in Saccharomyces cerevisiae 
through the Rgt2 glucose sensor and casein 
kinase I. 1572–1577. PNAS .101. 6. 

28- Mulet JM, Alejandro S, Carlos R. 2004. The 
trehalose pathway and intracellular glucose 
phosphates as modulators of potassium transport 
and general cation homeostasis in yeast. Yeast. 
21: 569–582. 

29- Roozbehani B, Imani MS, Mirdrikvand M, 
Cheshmeh RA. 2012. Modeling Direct Ethylene 
Hydration over Zirconium Tungsten Catalyst: 
Fundamental of Ethanol Production Using the 
Biggest Global Ethylene Feeding Pipeline in 
Iran. EER. 2: 28-36. 

30- Silva GM, Daniel F, Christine V. 2015. K63 
polyubiquitination is a new modulator of the 

oxidative stress response. Nat Struct Mol Biol. 
22(2): 116–123.  

31- Somda MK, Savadogo A, Ouattara CAT, 
Outtara AS, Traora AS. 2011a. Improvement of 
bioethanol production using amylase properties 
from Bacllus licheniformis and yeasts strains 
fermentation for biomass valorization. Asian J. 
Biotechnol., 3:254-261. 

32- Stanley D, Fraser S, Chambers P.J, Grant P.R, 
Stanley A .2010. Generation and 
characterization of stable ethanol-tolerant 
mutants of Saccharomyces cerevisiae. J. Ind. 
Microbiol. Biotechnol. 37:139–149. 

33- Strahl T, Thorner J .2007. Synthesis and 
function of membrane phosphoinositides in 
budding yeast, Saccharomyces cerevisiae. 
Biochim Biophys Acta.1771 (3):353-404. 

34- Toi H, Fujimura-Kamada K, Irie K, Takai Y, 
Todo S, Tanaka K. 2003. She4p/Dim1p interacts 
with the motor domain of unconventional 
myosins in the budding yeast, Saccharomyces 
cerevisiae. Mol Biol Cell.14 (6):2237-49. 

35- Toulmay A, Prinz WA. 2012. A conserved 
membrane-binding domain targets proteins to 
organelle contact sites. J Cell Sci. 125:49-58 

36- Van der AGA, Carneiro MO, Hartl C, et al. 
2018. From Fast Q data to high confidence 
variant calls: the genome analysis toolkit best 
practices pipeline. Curr protoc 
Bioinformatics.15.3. 

37- Vasundara S, Daili JAN, Holger W, Judita M, 
Antonio JP, Hartmut M, Roland L. 2007. 
Structure of the Yeast WD40 Domain Protein 
Cia1, a Component Acting Late in Iron-Sulfur 
Protein Biogenesis. Cell press. Struct. 15, 1246–
1257. 

38- Wallace-Salinas V. Gorwa-Grauslund MF. 2013. 
Adaptive evolution of an industrial strain of 
Saccharomyces cerevisiae for combined 
tolerance to inhibitors and temperature. 
Biotechnol.Biofuels. 6:151. 

39-  Wendland B, Emr SD .1998. Pan1p, yeast 
eps15, functions as a multivalent adaptor that 
coordinates protein-protein interactions essential 
for endocytosis. J Cell Biol.141 (1):71-84. 

40- Zverlov VV, Berezina O, Velikodvorskaya GA, 
Schwarz WH. 2006. Bacterial acetone and 
butanol production by industrial fermentation in 
the Soviet Union: use of hydrolyzed agricultural 
waste for biorefinery. Appl Microbiol 
Biotechnol. 71:587–597. 

 



 1401، 3، شماره 35جلد                                                 )                          مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

             DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8

Improving ethanol production and tolerance in Saccharomyces 
cerevisiae through evolutionary engineering strategy using 1-

butanol stress 
Sheikhi F.1, 2, Rostami Kh.1, Azin M.1*, Asadollahi M.A.3, Ebrahimi M.4, Ghiaci P.5 and 

Feizi A.6 
1 Dept. of Biotechnology, Iranian Research Organization for Science and Technology (IROST), Tehran, 

I.R. of Iran. 
2 Sugarcane Training and Research Institute, Khuzestan, I.R. of Iran. 

3 Dept. of Biotechnology, Faculty of Biological Science and Technology, University of Isfahan, Isfahan 
81746-73441, I.R. of Iran. 

4 Bioinformatics Research Group, Green Research Center, University of Qom, I.R. of Iran. 
5 The European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, Germany 

6 OMass Therapeutics, Biotechnology, Oxford, England 

Abstract 

There are crucial factors in the bioethanol production process that affect production 
efficiency. Accumulation of ethanol during the fermentation process and the inhibitory 
effect on growth are inevitable. Increasing ethanol tolerance in Saccharomyces 
cerevisiae enhances survival and ultimately increases ethanol production. The 
evolutionary engineering approach is a promising strategy to improve the complex trait 
of ethanol tolerance in the Saccharomyces cerevisiae. The toxicity mechanism of short-
chain alcohols on yeast are similar. In this study, the laboratory strain of Saccharomyces 
cerevisiae CEN PK113-7D was exposed to 1-butanol stress by evolutionary engineering 
strategy during a 144-days culture period, after which the specific growth rate (µ) of the 
evolved strain was boosted from 0.48 h-1 to 0.84 h-1. Increased stress tolerance of 1-
butanol led to an increase in ethanol tolerance and also ethanol production in the 
evolved strain. Ethanol production improved from 68.50 g/L in the parent strain to 
87.02 g/L in the evolved strain. The results of the whole genome sequencing of evolved 
strains and comparing it with the parent strain sequence revealed changes in the single 
nucleotide polymorphism (SNPs) of the genes involved in this trait. There were changes 
in genes such as PGM2, MTH1, TCB1, YAP1801, UBP2, FAB1, IAH1 and CIA1. These 
genes were related to intracellular transport and pathways involved in cytoplasmic 
membrane composition and structure, cell wall structure, glucose metabolism, and lipids 
metabolism. So, the significance of this set of genes in the enhancement of ethanol 
tolerance was reported for the first time. 

Key words: ethanol tolerance, Saccharomyces cerevisiae, evolutionary engineering, 1- 
butanol, whole genome sequencing.  
 

 

 

 


