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ی مهندس با راهبرد هیزیسرو سسیساکارومادر مخمر  اتانلمقاومت به تولید و بهبود 

 بوتانل -1تنش  با استفاده از تکاملی

 6امیر فیضیو  5، پیام غیاثی4،منصور ابراهیمی3محمدعلی اسداللهی ،*1مهرداد آذین، 1خسرو رستمی ،2و1فاطمه شیخی

 پژوهشکده بیوتکنولوژی، ی ایرانسازمان پژوهشهای علمی و صنعت، تهرانایران،  1

 و صنایع جانبی خوزستاناهواز، موسسه تحقیقات و آموزش توسعه نیشکر ایران،  2

 فناوریزیست، گروه زیستیهای دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم و فناوری، صفهاناایران،  3

 دانشگاه قم، دانشکده علوم زیستی، گروه بیوانفورماتیک، قمایران،  4

 دلبرگی، ها یمولکول یشناس ستیز شگاهیآزما ، دلبرگیها، آلمان 5

 بیوتکنولوژی درمانی اوماس گروهاکسفورد، انگلستان،  6

 24/10/1399 تاریخ پذیرش: 25/08/1399 تاریخ دریافت:

 چکیده

در طول فرآیند  اتانلمع تج .دهدبسیار مهمی وجود دارد که کارایی تولید را تحت تاثیر قرار می عوامل، اتانلبیو در فرایند تولید

 منجر به افزایش مایسس سرویزیهوساکاردر سویه  اتانل. افزایش تحمل به ناپذیر استاجتناب و اثر بازدارندگی بر رشد تخمیر

 صفت پیچیده مناسب برای بهبودراهبرد مهندسی تکاملی یک رویکرد  خواهد شد. اتانلتولید  نهایت افزایشدر قدرت بقا و 

در  .های کوتاه زنجیره بر مخمر مشابه استاثر سمیت الکلسازوکار  .است مایسس سرویزیهوساکار سویه در لاتانتحمل به 

باراهبرد مهندسی تکاملی طی یک دوره کشت  CEN PK 113-7D ساکارومایسس سرویزیهسویه آزمایشگاهی  ،تحقیق حاضر

ارتقا یافت.  h 084/0-1 بهh048/0-1  ازه تکامل یافته سوی )µ( قرار گرفت و نرخ ویژه رشدبوتانل  -1تنش  تحتروزه   144

میزان  در سویه تکامل یافته شد. اتانلتولید افزایش تحمل به اتانل و همچنین افزایش به بوتانل منجر  -1تنش افزایش تحمل به 

ایش یافت. نتایج تعیین توالی کل افزسویه تکامل یافته  در گرم بر لیتر 02/87به  والدسویه در گرم بر لیتر 50/68از تولید اتانل 

های درگیر در این صفت را ژنوتیدی ئتک نوکل مورفیسمپلی تغییرات والدآن با سویه ه سو مقایهای تکامل یافته سویه نومژ

 بود شده جادیا  FAB1 و ,PGM2,MTH1, TCB1 YAP1801, UBP2, IAH1 CIA1 مثل یهایژن درتغییرات  آشکار نمود.

 وارهی، ساختار دسیتوپلاسماییء و ساختار غشا بیدر ترک خیلد یرهایو مس با انتقال مواد درون سلول در ارتباطها این ژن که

خیل در د هایژن ی ازاهمیت گروه جدیدبرای اولین بار در تحقیق حاضر،  .ندبود هادیپیل سمیمتابولقند،  سمی، متابولیسلول

  .ه استشدگزارش تحمل به اتانل  افزایش

 بوتانل، تعیین توالی کل ژنوم -1 مهندسی تکاملی، ،ساکارومایسس سرویزیه، اتانل: تحمل به ای کلیدیواژه ه

 azin@irost.irپست الکترونیکی: ،  02156276636* نویسنده مسئول، تلفن: 

 مقدمه

-سوختقیمت  عیرشد سر لیبه دل ریاخ هایسال یط در

لیل و بالاخره بدسوخت ذخایر  عیکاهش سری، لیفس های

 و یلیفس یهاتوسط سوخت ستیز طیمح افزایش آلودگی

ی و برپایه منابع ستیز یانرژی، جهان یدر آب و هوا رییتغ

 یبرا(. 30) تجدیدپذیر بسیار مورد توجه قرار گرفته است

 شیاز استفاده ب یناش ستیز طیمح یکاهش مسائل آلودگ
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-تلاش ،گذشته یهادر دهه یلیفس یاز حد از سوخت ها

و  داریمنابع سوخت پا افتنیدر جهت  یمیعظ های

بی، وهای زیستی میکرسوخت شده است. ریدپذیتجد

های مایع و گازی هستند که توسط سوخت

یک سوخت  اتانلبیو .(1) شوندها تولید میمیکروارگانیسم

-سوخت ی برایجایگزین مناسب و سازگار با محیط زیست

 ریتخم ندیفرآ قیاز طر عمدتاً اتانل .(20) تاس فسیلیهای 

شود. یم دیتول ساکارومایسس سرویزیه با استفاده از مخمر

به  ساکارومایسس سرویزیه توسط یاتانل ریتخم نیبنابرا

بسیار مهم و به لحاظ  یصنعت یوتکنولوژیب ندیفرا نعنوا

 یهایژگیتوجه به و با .آیدبه شمار میاقتصادی سودآور 

 دیتول ییتوانامانند  این میکروارگانیسممنحصر به فرد 

و تحمل غلظت  ریپذدیتجدمواد از  اتانل یغلظت بالا

 ، مخمرکنندهمهار باتیترک ریو سا اتانل یبالا

 کیها قبل به عنوان از مدت ساکارومایسس سرویزیه

با  .(31) شود یاستفاده م ریدر صنعت تخم یکارخانه سلول

 و راندمان بالا جزء اتانلمقرون به صرفه  تولیدوجود این، 

(. 18) رودصلی این صنعت به شمار میهای اچالش

در فرآیند صنعتی به عوامل مختلف  اتانلافزایش تولید 

بستگی دارد و مهمترین عامل، چگونگی عملکرد و قدرت 

باشد. در طول فرایند تولید بقاء مخمر در شرایط تخمیر می

های مختلف با تنش زیهیساکارومایسس سرومخمر  ،اتانل

، درجه حرارت بالا و فشار اتانلغلظت زایش از جمله اف

یکی  .(6) ستا روبرواسمزی حاصل از غلظت بالای قند 

، سمیت این ماده اتانلدر ارتباط با تولید  عمدهمشکلات از 

که باعث  است ساکارومایسس سرویزیهبرای رشد مخمر 

و  اتانلمقدار مهار رشد شده و در نتیجه باعث کاهش 

باعث  اتانل .(24) شودایع تخمیر میراندمان تولید در صن

های مهم مسیر گلیکولیتیک و القاء تولید رادیکال مهار آنزیم

، استحکام اتانل. (11شود )آزاد اکسیژن در مخمر می

، اندوسیتوز را مهار کرده، کندمیغشاهای سلولی را مختل 

ی پروتونی غشاهای داخلی میتوکندریایی را محرکه ینیرو

و  Aچندین آنزیم مهم مانند پروتئین کیناز  وکند میبلوکه 

این ترکیب همچنین  زد.ساالکل دهیدروژناز را غیرفعال می

ی ی میتوکندریایی و تجزیهDNAموجب آسیب به 

جایی عناصر از غشاهای شود و از جابهها میبیومولکول

در محیط  اتانلتجمع  .کندها جلوگیری میزیستی در سلول

ل مخمر شده و بر روی سیستم انتقال باعث مهار رشد سلو

نهایت باعث کاهش درو گذارد میدرون سلولی آن تاثیر 

مهار متابولیسم، کاهش . (18)شود می تولیدی اتانلمقدار 

برداشت سوبسترا توسط مخمر، کاهش رشد، تغییر در 

از جمله تغییرات  ساختار غشاء و افزایش نفوذپذیری

در نهایت  کند وجاد میایاتانل در مخمر  دیگری است که

امروزه تا به . (19) را به دنبال داردمخمر سلول مرگ 

پاسخ سامانه عملکرد در جهت شناسایی  تحقیقات بسیاری

تحمل به ساز و کار انجام گرفته، اما  در مخمر اتانل تنشبه 

در این مخمر به طور کامل شناسایی نشده است.  اتانل

بستگی دارد که در سطح  ایبه شبکه پیچیده اتانلل به تحم

 درپژوهشگران ی هاو تلاشباهم واکنش متقابل دارند ژنوم 

 های مرتبط با این صفت ادامه داردجهت شناسایی ژن

برای بررسی اساس مولکولی مقاومت  که در تحقیقی. (15)

انجام  اتانل تنشدر برابر  ساکارومایسس سرویزیهمخمر 

مت مخمر در برابر ژن موثر بر مقاو 700، بیش ازه استشد

با (. 38) نداهشناسایی شد اتانلناشی از غلظت بالای تنش 

 اتانلتحمل به  در مورد صفتفقدان دانش لازم  به توجه

های مربوط به ، پیچیدگیساکارومایسس سرویزیه در

این صفت و تنوع ژنتیکی بسیار بالا و همچنین سازوکار 

ها که دستکاری ژن گسترده محدودیت موجود در اعمال

به راهکارهای موثرتری برای  ،شودمانع عملکرد سلول می

های محیطی مانند تنش اتانل افزایش مقاومت مخمر به تنش

 از رویکرد مهندسی تکاملیامروزه نیاز است. 

(Evolutionary engineering) به عنوان یک رویکرد علمی 

بی، که در آن با استفاده از اعمال فشار انتخا شوداستفاده می

 پس آید.دست میهب مورد نظرمیکروارگانیسمی با فنوتیپ 

با  میکروارگانیسم دستیابی به و تکاملی مهندسی انجام از

 تغییرات توانمی آن یابیتوالی با ،فنوتیپ دلخواه
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 با را آن در شده ایجاد( SNP) نوکلئوتیدیتک

 هایژن بررسی با سپس و مقایسه کرد والد میکروارگانیسم

 بررسی را ویژگی این در هاآن عملکرد ینحوه ،یافتهتغییر

گسترش  .قرار گیرد استفادهمورد  بعدی در مطالعات تا کرد

 و یابیتوالی توسعه بیش از پیشعلوم بیوانفورماتیک، 

 مسیر در اساسی یتحول عنوان تعیین توالی نسل جدید به

 های جنبه ،زیستی هایسامانه از ژنتیکی اطلاعات استخراج

 ژنوماپی و رونویسی ژنوم، اطلاعات کل از حصری و حدیب

 موانع از بسیاری قابلیت این .است کرده آشکار را هاگونه

و باعث  کرده برطرف را استخراج اطلاعات از ژنوم در مهم

مهم توسعه میکروارگانیسم های ایجاد مسیرهای نوینی در 

 (.7) است شدهمورد استفاده در فرایندهای زیستی 

صفت  بهبود در زمینه تاکنون انجام شدهتحقیقات  در 

از  ،با رویکرد مهندسی تکاملی اتانلتنش مقاومت به 

استفاده شده  انتخابیفشارعنوان هب اتانلغلظت 

 و اتانل ایینپدمای جوش  با توجه به .(18،11،10)است

تکثیر و  احتمال ،دارهای مدتدرحین کشتآن تبخیر 

 نسبت به صفت مرمخ کاذب هایجمعیت گسترش

در تحقیقات اخیر  وجود دارد. از طرفی اتانلمقاومت به 

های کوتاه سمیت الکلسازوکار  نشان داده شده است که

ساکارومایسس  ویژه سویه مخمرهب ،مخمرها زنجیره بر

-1با توجه به این که  .(40،22) باشدمشابه می ،سرویزیه

به اتانل ولی بوتانل یک الکل کوتاه زنجیره با ساختار مشا

 -1 ازدر مطالعه حاضر دارای نقطه جوش بالاتر است، 

های تکامل آزمایشدر فشارانتخابی ایجاد  برایبوتانل 

و تولید  اتانلبه  تحملمیزان سپس تطبیقی استفاده شد و 

 ،مقایسه شد. در ادامه والدفته با سویه سویه تکامل یا اتانل

 و توالی کل ژنوم ژنوم سویه منتخب تکامل یافته استخراج

 ایجاد نوکلئوتیدیتک تغییراتبدین ترتیب،  .تعیین شد آن

 مادر میکروارگانیسم با های تکامل یافتهدر سویه شده

صفت این در ارتباط با  که جدیدی هایژن و مقایسه

 شدند.معرفی  دستخوش تغییر شده بودند،

 مواد و روشها

 هیسو: مخمرها کشت شرایط و کشت هایمحیط

 CEN.PK ساکارومایسس سرویزیه دیهاپلوئ یشگاهیآزما

113.7D های تکامل آزمایش یبرا والد هیبه عنوان سو

 YPD کشت طیدر مح والد هیسو .استفاده شد تطبیقی

گرم  20)ترکیبات  حاویاین محیط رشد داده شد. )مرک( 

 تریگرم در ل 10پپتون و  تریگرم در ل 20گلوکز،  تریدر ل

 درصد2 ،رای ساخت محیط جامدببود. عصاره مخمر( 

افزوده شد و در نهایت  موادآگار )مرک( به سایر  وزنی

دقیقه  15و به مدت  سانتیگراددرجه  121در دمای  هامحیط

 48 طی تکرار 6با این سویه . نددر اتوکلاو استریل شد

 هایهیو سوکشت داده شد  تیکروپلیدر م یمتوالمرحله 

به دست  ه رشدد نرخ ویژبهبو با توجه به تکامل یافته 

های کشتدر طول  جیبه تدر بوتانل -1. غلظت ندآمد

از  بوتانل -1غلظت بطوریکه افتی شیافزا متوالی

 2غلظت تا شروع و نهایتا  )حجم در حجم(درصد 8/1

کشت و قبل از هر درصد )حجم در حجم( افزایش یافت 

در  اه، سلولفشار انتخابیعنوان هبوتانل ب -1حضور  در

های آزمایش یبرا قهیدق 30به مدت  YPDتازه  طیحم

 .(22)شدند  یابیباز تکامل تطبیقی

برای : اتانل به مخمر صنعتی هایسویه تحمل بررسی

 سویه رشدهای و ویژگی اتانلبررسی میزان تحمل به 

CEN.PK 113-7D  های تکامل آزمایشقبل از شروع

 0از  نلاتامختلف  یهادر معرض غلظتتطبیقی، این سویه 

( قرار گرفت و سرعت رشد حجمدر  حجمدرصد ) 11تا 

ویژه این سویه رشد . همچنین نرخ مشخص شدآن  ژهیو

بوتانل نیز  -1 )حجم در حجم( درصد 2تا  5/0در غلظت 

  شد.تعیین 

 قیبا رق کشت ملاس محیط: های تکامل تطبیقیآزمایش

شد.  هیته 18 کسیبر در آب مقطر تا شکریکردن ملاس ن

جامد،  یها یناخالص حذفرقت، به منظور  تهیه از پس

 ،قهیدق 25به مدت  rpm 5000در  محیط کشت آماده شده
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پس از افزودن  .شد وژیفیسانتر گرادیدرجه سانت 4 یدر دما

 اوره تریگرم در ل 2و  ومیسولفات آمون تریگرم در ل 2

 میتنظ 5/4 روی کیسولفور دیتوسط اس محیط pH، )مرک(

 قهیدق 10به مدت  گرادیدرجه سانت 121 یدر دما سپس و

 (.1) داتوکلاو ش

ان های تکامل تطبیقی، با توجه به میزبرای شروع آزمایش

درصد  8/1 نرخ ویژه رشد سویه والد، از غلظت اولیه

 ممستقیطور به که شد استفادهبوتانل  -1 )حجم در حجم(

 کشت اضافه شد. هر طیبه محو بدون استریل کردن 

 زتا ا شد پوشیدهمحکم  کاملاً  با فویل غشایی میکروپلیت

 30 یدر دما هامیکروپلیت. جلوگیری شود الکل تبخیر

 یشد. برا گرماگذاری rpm70 دور و گرادیسانتدرجه 

 هایردیف نیتریرونیاز ب طیمح ریاز اثر تبخ یریجلوگ

 . نشداستفاده  میکروپلیت

و  006OD میزان کدورت در یریگبا اندازه هاهیسو خوگیری

-انجام آزمایش حین هاهیتمام سومحاسبه نرخ ویژه رشد 

به منظور نگهداری تمامی . شد پایش های تکامل تطبیقی

 2/0، کشت هر بار تکراراز  قبلهای سلول تکامل یافته، رده

از محلول  تریل یلیم 2/0به قبلی  تکشاز  تریل یلیم

)حجم در تازه  YPDدر محیط کشت  ٪40 سرولیگل

 دش رهیذخ گرادیسانتدرجه  -80 یدر دما اضافه وحجم( 

 طیمخمر در طول تکرار کشت در مح رشد ژهیونرخ . (22)

 افزایش یافت و کاهش والکل مذکور غلظت حاوی 

ها ثابت شد و روز نرخ ویژه جمعیت 64پس از  نهایتدر

 8/1بوتانل از  -1میزان غلظت  ،در این زمان .افتین کاهش

افزایش  هادر کشت درصد2به )حجم در حجم(  درصد 

 .یافت

ی هاتیکروپلیماز : مخمر توسط اتانل کمی تولید بررسی

برای های منتخب کشت سویه برای مترسانتی 5ق عمبا 

 که طوریهب، استفاده شد تولید شده اتانل میزان گیریاندازه

غلظت قند در  .میلی لیتر شد2حجم نهایی محیط کشت 

در مرحله هوازی که که  ر بودگرم در لیت 20این مرحله 

محیط  ها بر رویسویه، شد استفاده هاتکثیر سویهبرای 

 rpm 250 و دور گرادیسانتدرجه  30 یدما درYPD کشت 

از  .ندشد گرماگذاری ساعت 8به مدت  شیکر انکوباتور در

و  قابلیت تنظیم با (Gas tight box) اییک محفظه شیشه

ریق یک خروجی گاز داخل محفظه از طگاز فشار  حفظ

گاز برای  یک ورودیدارای  این محفظه. استفاده شد

 بود و برایاکسیژن هوا و برای  و یک خروجی نیتروژن

مورد استفاده قرار هوازی کشت بیفراهم کردن شرایط 

 گلوکزغلظت  ،هوادهی ساعت 8پس از (. 1)شکل گرفت 

کشت در  .رسانده شد تریگرم در ل 200به  محیط کشت

 دور با انتیگرادسدرجه  30 یدر دما یهوازیب طیشرا

 ساعت ادامه 36به مدت  اتانل دیتول یبرا rpm70  همزن

 .انجام شد تکرار در سه هاشی. تمام آزماافتی

 یژنوم راتییتغ: ژنومکل  یتوال نییتعاستخراج ژنوم و 

ژنوم کل  یتوال نییتع توسط افتهیتکامل  یهاهیدر سو

(WGS )یهانمونه از افتهیتکامل  یاهشد. کلون مشخص 

. شدند انتخاب YPD تیپل برروی مربوطه منتخب یتیجمع

های منتخب بعد از آزمایش تیجمع هر از کلونی سه

به  انتخاب و YPD تیپل برروی طور تصادفیتکاملی، به

 از بعد. ندشد داده رشد YPD عیما طیمح در طور مجزا

های کلون DNA ،هاکلون نیا مقاومت و دیتول زانیم نییتع

. شد استخراج ®Qiagen تیک از استفاده با تایید شده

 Invitrogen Qubit 2.0)) از استفاده با یینها DNA غلظت

Fluorometer Qubit و شد یریگاندازه بالا اریبس دقت با 

 یهانمونه. دیگرد دییتا شده استخراج ژنوم تیوکم تیفیک

 (Illumina) نایلومیا پلتفرم از استفاده با شده خالص ژنوم

NextSeq 500، تیک با NextSeq Mid Output v2 یتوال-

 150از ( read) شده خوانده یتوال قطعه هر. شدند یابی

 یتوال نییتع x100 پوشش با که بود شده لیتشک باز جفت

 .شدند
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 نلها و تولید اتایههوازی سوای با قابلیت تنظیم فشار برای کشت بیمحفظه شیشه -1شکل

 

 با موارد تمام از قرائت ٪80 در شده خوانده یتوال تیفیک

-Trimmomatic برنامه از .شد نیتضم Q30 تیفیک نمره

 فرض شیپ یپارامترها با آداپتور یتوال شیرایپ یبرا 0.32

 شد استفاده هانمونه همه در یتوال نییتع یدادهها یبرا

 قابل دهخوان یتوال ونیلیم 10 از شیب یحاو نمونه هر .(9)

 هر یبرا کالیتکن تکرار 4 با نمونه هر. بود یبردارنقشه

 CEN.PK113-7D مرجع ژنوم به نسبت افتهی تکامل کلون

(http://cenpk.tudelft.nl) از استفاده با و یبردارنقشه 

 ،INDEL نشیچ دیتجد. شد داده مطابقت GATK نیپلایپا

 با همزمان طور به هانمونه همه در SNP یتکرار حذف

 شد انجام نگیلتریف استاندارد یپارامترها از استفاده

 از تراز یهالیفا یبندفهرست و یمرتبساز یبرا. (16،36)

SAMtools (26) شد استفاده. 

و گلوکز  اتانلغلظت  نییتع یبرا: آنالیز دستگاهی

با  عیما یها با کروماتوگراف، نمونهدر محیط کشت باقیمانده

 Ultimate 3000, Thermo Fisher) (HPLC)فشار بالا 

Scientific, Waltham, MA, USA) ستون از . شدند آنالیز

 :Aminex HPX-87H Product no تعویض یونی

1250140, Bio-Rad, Hercules, California, USA) ) به

به عنوان  مولاریلیم 1 کیسولفور دیثابت و از اس فازعنوان 

 کیاده از با استف باتیفاز متحرک استفاده شد. ترک

 میلیکیوآب  از. (32) شدند ییشناسا RIآشکارساز 

(MilliQ water) ها استفاده سازی نمونهبرای رقیق لیاستر

درجه  30 یدما بادر ستون  تریکرولیم 20 نمونههر  شد. از

در  تریل یلیم 6/0فاز متحرک  انیو با سرعت جر گرادیسانت

کردن  قیاستاندارد با رقهای نمونهشد.  قیتزر قهیدق

که دامنه  ییهابه غلظت اتانلگلوکز و  یهامحلول

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8


 1401، 3، شماره 35جلد                                                         )مجله زیست شناسی ایران(                   سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

 

404 

 

           DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8 

. ندشد هیته ،اددیستون را پوشش م صیتشخ تیحساس

  HPLCیهاالیدر وآوری شده های جمعنمونه ییحجم نها

 بود. تریل یلیم 5/0

 Polymerase chain reaction) ای پلیمرازواکنش زنجیره

)PCR( :) جهت تاییدSNP ر تعیین های حاصل از تفسی

از روش )واکنش های تکامل یافته توالی کل ژنوم در سویه

-ات حاوی جهشبرای تکثیر قطع PCR زنجیرهای پلیمراز(

مدل   BIORADترموسایکلر استفاده شد و در دستگاه ها

BR582  قرار داده شد 1با سیکل ارائه شده در جدول. 

 لیمرازچرخه دمایی مورد نیاز برای واکنش زنجیره ایی پ -1جدول 

 مرحله دما )سانتی گراد( زمان )ثانیه(

 واسرشتگی اولیه 98 30

 واسرشتگی 98 10

60 

متغیر براساس 

 اتصال آغازگر

15-30 s/kb 72 تکثیر 

بار( 30) 2-4تکرار مرحله   

 تکثیر 72 10

 توقف واکنش 4 

 

 برای مبنای آغازگرها برای هر جهش دمای اتصال تعییین

 با با استفاده از مرازیپل یا رهینجز یتمام واکنشها شد.
Phusion Hot Start II High-Fidelity PCR Master Mix 

 F565S ،Thermo Scientific  ،Waltham)شماره محصول: 

 50با حجم ( کایمتحده آمر الاتی، ماساچوست ، ا

 .ددر دستگاه ترموسایکلر انجام ش 2میکرولیتر طبق جدول 

ر توان د یپروژه را م نیا استفاده شده در کل یآغازگرها

 ..مشاهده کرد 3 جدول

 نتایج

 رشد : میزانبررسی رشد سویه و تعیین تحمل به الکل

قبل از ، CEN.PK 113-7D ساکارومایسس سرویزیهسویه 

 شد. یابیارزهای تکامل تطبیقی شیشروع آزما

 ازترکیبات واکنش زنجیرهای پلیمر- 2جدول 

حجم  غلظت نهایی
 )میکرولیتر(

 ترکیب غلظت

1X 25 2X 

مستر میکس 
 آنزیم فیوژن

2X Master 
Mix 

(Phusion U) 
5/0 

 میکرومول
پیکو  10 1

 مول
پرایمر 

Forward 

5/0 
 میکرومول

پیکو  10 1
 مول

پرایمر 
Reverse 

10-250 
 نانوگرم

 ژنوم  1

3%  5/1   DMSO 
100% 

 5/20 آب مقطر   
 استریل

 

 11تا  0مختلف اتانل از  یهادر معرض غلظت هیسو

سویه  ژهیقرار گرفت و نرخ رشد ودرصد )حجم در حجم( 

 (.2شد )شکل  نییتعهای یاد شده نیز در هر یک از غلظت

 2تا  0همچنین نرخ رشد ویژه سویه مذکور در غلظت 

 مطالعه، نیدر ا (.3وتانل نیز تعیین شد )شکل ب -1درصد 

 وتانلب -1درصد )حجم در حجم(  2تا  مخمر هیسو

 144 تا ،وتانلب -1ی تحت فشار انتخابها سویهد. سازگار ش

تازه  طیمح کیبه  هی. انتقال سوروز متوالی کشت شدند

که سرعت  نی انجام شدزمابالاتر بوتانل  -1غلظت  یحاو

باقی مانده بت ثا نسل نیچند یبرا یرشد در غلظت قبل

برخی از ، روز 144دوره کشت در طی  48پس از بود. 

 ٪2 غلظت در قادر به رشد د آزمایشهای سلولی موررده

 والد هیکه سو یدر حال بودند، لبوتان -1)حجم در حجم( 

 . نبودغلظت  نیرشد در ا قادر به

های شیدر طول آزما جیرشد به تدر ویژه نرخ حداکثر

مراحل  ی. اگرچه، در برخیافت شیافزا تکامل تطبیقی

 هدور 48پس از اما مشاهده شد،  نیز کاهش نرخ رشد

رشد  ویژه نرخ حداکثر، بوتانل -1 تنش تحتمتوالی  تکش

 (.4)شکل  ارتقا یافت h084/0-1 بهh048/0-1  از هیسو یک
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 نوکلئوتیدیهای تکفهرست آغازگرهای استفاده شده برای تایید جهش  -3جدول

 5ˊ→ 3ˊتوالی آغازگر  نام

 

 Tm نوکلئوتید

(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 81  
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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 .باشدتکرار می3های مختلف اتانل، هر داده میانگین در غلظتساکارومایسس سرویزیه ژه رشد سویه منحنی نرخ وی -2شکل 

 

 

 

 باشد.تکرار می3بوتانل، هر داده میانگین -1های مختلف در غلظتساکارومایسس سرویزیه ژه رشد سویه منحنی نرخ وی -3شکل 
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بوتانل. غلظت بوتانل تا روز شصت  -1های تکامل تطبیقی در شرایط تنش طی آزمایش ساکارومایسس سرویزیهتغییرات نرخ ویژه رشد سویه  -4کلش

 افزایش داده شد. %2)حجم در حجم( بود و سپس به  %1.8و چهارم برابر با 

انتخاب  یبرامشابه سازی با شرایط صنعتی  منظور به

کشت  طی، از محت به الکلمقاوملحاظ  برتر به یهاهیسو

توان  ،های برترسویهانتخاب  اریاستفاده شد. مع ملاس

الکل و  تنش تحت یدر پ یپ یهاکشت یط تکثیر بالاتر

 منتخب سویه میزان نرخ ویژه رشد بود. نسلزمان  محاسبه

ارتقا یافته  h 06/0-1  بهh 048/0-1 از در محیط کشت ملاس

 بود.

 یبررس یبرا: های منتخبسویه اتانللید تعیین میزان تو

 افتهیتکامل  یهاهیسو بوتانل -1مقاومت به  شیافزا ریتأث

و  اتانلمیزان تولید آنها،  اتانل دیتول شیبر افزامنتخب 

)شکل  شد مشخص افتهیتکامل  هیهر سو مصرف گلوکز

بر اتانل مشخص شدن تاثیر افزایش مقاومت به برای . (5

گرم بر لیتر محیط  200غلظت گلوکز  از، اتانلمیزان تولید 

 تریگرم در ل 200 یحاو YPD طیدر مح .شد ستفادهاکشت 

با  افتهیتکامل  هایهیسلول سو تیجمع تغییراتگلوکز، 

  .وجود داشت یداریمتناظر آنها تفاوت معن نیوالد

تکامل  هیسو دو یو مصرف گلوکز برا اتانل دیتول زانیم

 E1سویه تکامل یافته اتانل دی. تولافتی شیافزا افتهی

 درصد 2در غلظت  YPDکه در محیط کشت  منتخب

 به بودتکامل یافته  بوتانل -1)حجم در حجم( 

 34/163و میزان مصرف گلوکز  تریگرم در ل 76/1±02/87

در که در محیط کشت ملاس  E2سویه  برای و تریگرم در ل

بوتانل تکامل یافته  -1)حجم در حجم(  درصد 2غلظت 

و میزان مصرف گلوکز  تریگرم در ل 1/78±37/3 ود بهب

و این در حالی است  ارتقا یافته بود تریگرم در ل 34/159

 تحت شرایط والدسویه  اتانلکه میزان تولید 

و میزان مصرف گلوکز گرم بر لیتر  5/68±46/2مذکور

 شیدهد که افزایها نشان مداده نیا بود.گرم بر لیتر  0/145

تحمل به  شیمنجر به افزا بوتانل -1برابر  مخمر در تحمل

میزان که نهایتاً مصرف قند شده سرعت و  (6 )شکل اتانل

 افزایش یافت. تکامل یافته نیز در این دوسویه اتانلتولید 

 یبرا: نتایج حاصل از تفسیر توالی یابی کل ژنوم

با  یدر هنگام سازگار یافته جهش یرهایاز مس ییرمزگشا

در طول  یافته تکامل های منتخبسویه، ژنوم بوتانل-1

جهش در  68شد،  ییو شناسا یابییمجدداً توال ،شیآزما

 missense ،78جهش  38مناطق رمزگذار ژن، از جمله 

 برخی. اتفاق افتاده بود ژنوم در حذف 6جهش خاموش و 

شناسایی  یهاغالب ژنرمزگذار ژن  ها درمنطقهجهش 

 یرهایو مس درون سلولارتباط با انتقال مواد ، در شده

 وارهی، ساختار دء سلولیو ساختار غشا بیدر ترک خیلد
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 .(1ایی پلیمراز تایید شدند )جدول واکنش زنجیرهبودند با استفاده از  دیپیل سمیمتابولو  قند سمی، متابولیسلول

 

سویه تکامل یافته در  E1سویه والد،  Pقایسه با سویه والد. های تکامل یافته و گلوکز باقیمانده در محیط کشت در ممیزان تولید اتانل سویه -5شکل

  YPDسویه تکامل یافته در محیط کشت  E2محیط کشت ملاس و 

 

 

حجم در حجم اتانل  %9های تکامل تطبیقی در غلظت تغییرات نرخ ویژه رشد دوسویه تکامل یافته در طی آزمایش -6شکل  

 

 ریدر مناطق غ وتیدیلنوکهای تکجهش عه،دراین مطال

در  یافت شده یهاحذف شدند. تعداد جهش ژن رمزگذار

 یسویه نسبت به YPDکشت  طیدر مح افتهیتکامل  سویه

 برخی از بود. شتریکشت ملاس ب طیدر مح تکامل یافته

SNPآغازگرها و  یبا طراح افتهیتکامل  یهاهیسو های

  .(4 )جدول ندشد دییتأ PCR انجام

 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8


 1401، 3، شماره 35جلد                                                         )مجله زیست شناسی ایران(                   سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

 

409 

 

           DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.2.2.8 

 
 مرتبط هاییابی کل ژنوم و ژنتایید شده حاصل از توالی SNPsفهرست  -4جدول 

 شرح کار پروتئین شماره کروموزوم اسید آمینه تغییر یافته ژن

YAP1801 Gln575His  9کروموزوم  
پروتئین متصل شونده به کلاترین در فرایند 

   اندوسیتوز و دخیل سازماندهی اسکلت سلولی

CIA1 Arg63Phe 4کروموزوم 

اهن سیتوزلی  -های کلاستر سولفوراز پروتئین

دخیل دربیوسنتز متیونین، دخیل در سازماندهی 

 زیرواحد بزرگ ریبوزم  

RTK1 Pro585Thr پروتئین مورد نیاز برای بیوژنز ریبوزوم 4کروموزوم 

TCB1 Asp96Asn 15کروموزوم 

که دهی غشای شبهای دخیل در سازماناز پروتئین

اندوپلاسمی و تنظیم دفسفوریله شدن فسفاتیدیل 

 اینوزیتول

SHE4 Lys25Asn 15کروموزوم 
پروتئین متصل شونده به میوزین و دخیل در 

 دهی میوزین و اکتین، انتقال سلولیسازمان

IAH1 Lys163Asn آنزیم هیدرولیز کنده ایزوآمیل استات استراز 15کروموزوم 

DAN4 Glu181Lys  10کروموزوم 
مانوپروتئین دیواره سلولی، بیان ژن در شرایط 

 هوازی بی

UBP2 Asp342Ala 15کروموزوم 
کیتیون وابسته به تیول دخیل در آنزیم پروتئاز یوبی

 کردن لیپیدهای غشاء میتوکندریتنظیم دساتوره

PGM2 Met226Ilu آنزیم فسفوگلوموتاز 13کروموزوم 

TUB3 Ala338Val  پروتئین آلفا توبولین، نقش در تقسیم سلولی 13کروموزوم 

MTH1 Cys329Trp  4کروموزوم 
پروتئین داخل غشایی، دخیل در انتقال گلوکز و 

 انتقال سیگنال

SEC12 Lys25Asn 14کروموزوم 
 COP11پروتئین مورد نیاز برای تشکیل وزیکول 

 برای انتقال از شبکه اندوپلاسمی به شبکه گلژی

FAB1 Asn582Ser 6کروموزوم 
فسفوکیناز، نقش 3پروتئین فسفاتیدیل اینوزیتول 

 در هموستازی سلول

 

نتایج تعیین توالی کل ژنوم منجربه آشکارسازی تغییرات 

های منتخب شد. اغلب نوکلوتیدی در ژنوم سویهتک

SNP ها برای بار نخست در این مقاله در رابطه با این

 ,TCB1 ,ییهادر ژن هاSNPاین  شوند.صفت گزارش می

YAP1801, UBP2, FAB1,DAN4 ,SEC12, که اندداده رخ 

مرتبط با سازماندهی غشاء سیتوپلاسمی و غشاء ها این ژن

های داخل سلولی و دیواره سلولی و متابولیسم اندامک

 و TUB3های های روی داده در ژنجهش. لیپدها هستند
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SHE4 ی در ارتباط با اسکلت سلولی و دینامیک درون سلول

دخیل در  MTH1و  PGM2، ژن آنزیم فسفوگلوموتاز 

و  IAH1متابولیسم گلوکز، ژن آنزیم ایزوآمیل استات استراز 

CIA1  رمزگذار پروتینی که در همانندسازی و تعمیر ژنوم

نقش داشته و از طرفی در حفظ و نگهداری تلومر موثر 

 .است

 بحث

فردی  به انداز کاملاً منحصراز چشم اتانلبیوامروزه تولید 

عنوان یک محصول  در جهان برخوردار است و همچنان به

و امنیت انرژی را تضمین می  شودمحسوب می راهبردی

در فرآیند صنعتی به عوامل  اتانل. افزایش تولید (2،3) کند

مختلف بستگی دارد و مهمترین عامل، چگونگی عملکرد و 

در  انلاتتجمع باشد. قدرت بقاء مخمر در شرایط تخمیر می

و اثر  ناپذیر استاجتناب گاهواکنشطول فرآیند تخمیر در 

 کی .(17رشد ثابت شده است )آن برروی بازدارندگی 

ساکارومایسس  تنشبهبود تحمل  یموفق برا کردیرو

 یسازگار قیاز طر این سویه مقاومت بهبود ،زیهیسرو

ی مقاوم سویه ( و انتخاب5) با الکل هاست یکیولوژیزیف

، باشدفشار انتخابی  در اثر ایجاد شده جهش از ناشیکه 

زا تنشدر شرایط تواند باعث افزایش طول عمر مخمر می

در . (10،1)نهایت راندمان تولید را بالا برد درشده و 

های کوتاه زنجیره اثر سمیت مشابه الکلتحقیقات گذشته 

. براساس استثابت شده  زیهیساکارومایسس سروبر روی 

های تکامل طی آزمایش کهی هایها، سویهاین پژوهش

نیز  اتانلدر برابر  ،اندیافته بهبود بوتانلدر برابر تطبیقی 

ین در ا .(40،22)دهند میی از خود نشان رمقاومت بالات

سمیت نسبتاً بالاتری  که بوتانل -1تحقیق نیز از ترکیب 

به  ،(22)دارد نل و همچنین اتا بوتانلنسبت به سایر انواع 

تحقیق  حاصل از . نتایجاستفاده شدفشار انتخابی  عنوان

نشان داد افزایش تحمل به این ترکیب منجر به  حاضر

-سویه علاوه بر این،شود و مینیز  اتانلافزایش تحمل به 

 اتانلهای منتخب قادر به مصرف گلوکز بیشتر و تولید 

 بالاتری شدند.  

به عنوان پارامتر  ژهیرخ رشد ون افزایش ،در تحقیق حاضر

 الکل بالاتر به تحملهای با جداسازی سویه یبرا یانتخاب

رشد مداوم تحت  مکرر حلمرا طی تیجمعانتخاب شد. 

در رشد  موجود خوگرفته و تنشبا  الکل غلظت بالای

معیت برتر در این ج تکثیرمنجر به  ،داریتنش پا حضور

بر تحمل به الکل بررسی تاثیر افزایش  شرایط شد. برای

گرم بر لیتر گلوکز  200غلظت از ، اتانلافزایش تولید 

دو سویه تکامل یافته منتخب نتایج نشان داد . استفاده شد

انتخاب شده  تنشکه براساس افزایش نرخ رشد ویژه تحت 

بالاتری در شرایط  اتانلمیزان  والدبودند نسبت به سویه 

 هااین سویه حملت ،رسدیکسان تولید کردند. به نظر می

و قادر به استفاده از گلوکز  بهبود یافته اتانل نسبت به

بیشتری نسبت به سویه والد بوده و به رشد خود دراین 

بیشتری نسبت به  اتانلشرایط ادامه دادند و درنهایت میزان 

 تولید کردند. والدسویه 

های متعددی دخیل ژن ،در ارتباط با صفت تحمل به اتانل

 مانند مسیرهای متابولیسمیطیف وسیعی از هستند که 

، چرخه مواد به داخل سلول انتقالمسیر ، بیوسنتز پروتئین

-رشد سلولی و رشد، متابولیسم اسیدهای چرب ، سازمان

. هرکدام از این گیرندرا دربرمییابی دیواره سلول و غشاء 

اند. با بندی شدههای عملکردی مختلف طبقهها، در گروهژن

طور کامل شناخته هب اتانلتحمل به سازوکار  ن،ای وجود

ها دارای عملکرد نشده است. تعداد زیادی از این ژن

چندگانه بوده و باهم میانکش دارند. پیچیدگی شبکه پاسخ 

ریزی مداوم برنامهطور بهمخمر طوری است که مسیرها 

را مشکل کرده  اتانلتحمل سازوکار تعیین  این، شوند ومی

های تلاش محققین برای شناسایی ژن ،این وداست. با وج

 موثر براین صفت همچنان ادامه دارد.

برای  MTH1بیان ژن در تحقیقی اهمیت موریا و همکاران 

به داخل  هگزوزهاانتقال در مسیر HIX1 تنظیم بیان ژن
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 MTH1ژن در واقع  .(27) را بیان کردندمخمر  سلول

کننده منفی مسیر تنظیم کند که می رمزگذاریپروتئینی را 

وج میزان ورود و خر و بودهانتقال سیگنال حسگر گلوکز 

به داخل سلول از طریق میانکش با پروتئین دو  را گلوکز

 به افزایشبا توجه  .(25) کندمیتنظیم  2RGTو  3SNF ژن

رسد به نظر می ،های تکامل یافتهمیزان مصرف گلوکز سویه

نزیم آ .حائز اهمیت استن این ژجهش در که 

مسئول تبدیل ، 2MGP فسفوگلوکوموتاز حاصل از ژن

و این ترکیب فسفات است -6فسفات به گلوکز-1گلوکز 

یکی  وپنتوزفسفات بوده مسیرماده اولیه مسیر گلیکولیز و 

 .های کلیدی در متابولیسم گلوکز به شمار می روداز آنزیم

مسیر تولید  درطور تنگاتنگی همتابولیسم گلوکز باز طرفی 

هالوز، هایی مثل ترذار است. کربوهیدراتتاثیرگهالوز تر

توانند در هنگام ورود هستند که میای کنندهسازگار  مواد

-ناپذیر سلولهای اضافی از دهیدراته شدن برگشتنمک

 تنشدر شرایط های مخمر جلوگیری کنند. مخمرها قادرند 

هالوز در خود جمع وزن خشک سلول تر 15% تامحیطی 

اتانل هم مشاهده  تنشهالوز تحت شرایط . تجمع ترکنند

هالوز نباشند، هایی که قادر به تجمع ترشده است و سلول

-اتانل کاهش و با تاخیر انجام می در شرایط تنشرشدشان 

کننده های تجزیهاتانل، ژن تنشاز رهایی . بعد از (28) گیرد

-مع ترتجرود. هالوز نیز فعال شده و بیان آنها بالا میتر

 هالوز مثلهای مسئول سنتز ترژن افزایش بیانبا  هالوز

TPS2 ،TSL1 ،PGM2 ،UGP1 هالوز باعث همراه است. تر

تواند میشود و این کار کاهش نفوذپذیری غشاء سلولی می

تر  ،در شرایط عادی ها باشد.ینئگیری پروتاز طریق شکل

 شرایط تنشبرخلاف  یابد وهالوز در سلول تجمع نمی

دما و  تنشاما در شرایط  ؛شودزیه میجبه سرعت تاتانل، 

این ترکیب در سلول تجمع یافته و باعث حفظ  اتانل

هرو و  شود.می این شرایطتمامیت سلول مخمر در 

طی ترهالوز  برتولیدتاثیر آنزیم فسفوگلوکوموتاز همکاران 

 . (23) گزارش کردندرا  اتانلتنش 

 تنشه مخمر با هحین مواج افزایش سنتز پروتئین در سلول

 نیپروتئ(. 11اثبات شده است )در مطالعات قبلی اتانل 

حاصل از بیان ژن  گوگردی-آهن یاهستهو  کیتوزولیس

CIA1 در پردازش  یمهم اریعملکرد بسrRNA وژنزیو ب 

. این پروتئین برای داردهای یوکاریوت وللدر س بوزومیر

و در شروع  حیاتی بوده ساکارومایسس سرویزیهمخمر 

 یوتیوکاری یهاسلول. ترجمه نقش بنیادی دارد

 انیب و ترجمه میاز جمله تنظ یادیز یامقابله یسازوکارها

و از طریق ، اندکرده جادیمحافظ را ا یدانیاکس یآنت یهاژن

برای مورد نیاز  هایپروتئین ،سازیسیستم پروتئینتقویت 

 این پروتئین در .کنندسنتز می رازا تنشمقابله با شرایط 

در  نیپروتئ باعث افزایش سنتز موثر بوده و بوزومیر بیوژنز

باعث  ،DNA یهمانندساز شیافزاو با  شده تنشپاسخ به 

 .(37) شودافزایش نرخ رشد می

 یهموستاز سلولشرایط  یچالش برا کی تنش اکسایشی

د منجر توانیمالکل یکی از عواملی است که  تنشو  است

 .شوددر سلول مخمر  ایشیاکس رایطبه ایجاد این ش

مسیر  اصلی هایکنندهیکی از تنظیم UBP2ن محصول ژ

اثر که کردن اسیدهای چرب در میتوکندری است غیراشباع

داشته و منجر به  RSP5آنتاگونیستی بر فعالیت پروتئین ژن 

-می ،یک اسید چرب غیراشباع ،سنتز اسیدچرب اولئیک

ها تغییر ساختار داده و کلغشاء سلولی تحت تاثیر ال شود.

دو اسید چرب غیراشباع افزایش شود. وارد فرآیند پاسخ می

ساکارومایسس اسید پالمتولئیک و اسید اولئیک در غشاء 
اتانل تنش و تحمل افزایش سیالیت غشاء  عثبا سرویزیه

ویژه اسید اولئیک در هاین دو اسید چرب ب. (30) شودمی

  .(13،12)اند ده شدههای مقاوم به اتانل دیگونه

سیتوپلاسمی سلول شامل  ءغشاتشکیل دهنده  یاجزانوع 

و  اگوسیتوز یهاندیفرآ میتنظ ها و لیپیدها باپروتئین

 یضرور یسلول یندهایاز فرآ یاریبس کنترل ،توزیاندوس

 رندهیبا واسطه گ گنالیو انتقال س یمواد مغذ جذب مانند

-می رمزگذاریی را پروتئین YAP1801 ژن .برعهده دارند را
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انتقال وزیکول  در کلاترین متصل شده وپروتئین به که کند 

 همچنین این پروتئین .سزایی داردهنقش ب به ارگانل مناسب

شبکه  (.39) نقش دارددهی اسکلت سلولی سازماندر 

 هایاندوپلاسمی یک اندامک بسیار مهم در سلول

ها، تز لیپیدرود که نقش اساسی در سنشمار میهیوکاریوت ب

پروتئین  ها و انتقال سینگال کلسیم دارد.ترشح پروتئین

که در شبکه اندوپلاسمی سنتز و  TCB1حاصل از ژن 

شبکه است که هایی از پروتئینیکی  ،ترشح شده

در انتقال اندوپلاسمی را به غشاء پلاسمایی متصل می کند، 

و سازماندهی شبکه به داخل سلول انتقال آن کلسیم و 

 (.35) دوپلاسمی تاثیرگذار استان

را دیواره سلولی در مخمر مانوپروتئین سنتز  DAN4ژن 

به  .بیان می شودهوازی کند که در شرایط بیمیرمزگذاری 

کوچک مرتبط با  یدهایگوساکاریرسد که الینظر م

 نیکنند. ایسلول کمک م وارهیبه ثبات د زیها ننیمانوپروتئ

 نیب پیوندهای قوی کهتوان با وجود یرا م دهیپد

 حیتوض وجود دارد، هانیپروتئاین  بامرتبط  یدهایساکار

ها در ثبات دیواره سلولی وجود این نوع مانوپروتئین داد.

 (.4) بسیار موثر است

بیس فسفات در غشاء  5 ,4فسفاتیدیل اینوزیتول 

سیتوپلاسمی مخمر قرارداشته و دارای دو نقش ساختاری و 

فظ تمامیت سلول و هموستازی سلول سیگنالی است. درح

از طریق دینامیک غشاء نقش داشته و همچنین در 

های اکتین اسکلت سلولی تاثیرگذار دهی رشتهسازمان

را  یدالتون لویک 257 نیپروتئ کی  FAB1ژناست. 

در  نیستئیاز س یدامنه غن کی یکند که حاویم رمزگذاری

 لیدیسفاتف کیبه عنوان  Fab1p. باشدمی NH2 یانتها

عضوی از یک خانواده آنزیمی  نازیک فسفات-4 تولینوزیا

که با فسفریله کردن فسفولیپیدها و ایجاد شود شناخته می

پیامبرهای ثانویه در مسیرهای مختلف انتقال پیام از جمله 

 (.14.33) تاثیرگذار است تکثیر، تمایز، کنترل سیکل سلولی

های مهم در تئینیکی از پرو نیز (COPII) پوششی نیپروتئ

ساکارومایسس مخمر  ساختار دیواره سلولیزدن و جوانه
 نیحمل و نقل پروتئ ،هاکولیوزاز طریق بوده و  سرویزیه

به شبکه گلژی منتقل  یرا از شبکه آندوپلاسمی صادرات

 نیاول کند کهمی رمزگذاریپروتئینی را  SEC12ژن  .کندمی

 Sar1p-GDP لیشامل تبد ،COPII کولیوز لیمرحله تشک

 نیگوان دیتوسط عامل تبادل نوکلئوت Sar1p-GTPبه 

(GEF) Sec12p به نظر . ) 21)رساند انجام می  را به

در  رسد این ژن در تکثیر و رشد مخمر تاثیرگذار باشد.می

 کهاست هایی یکی از ژن TUB3 ،ساکارومایسس سرویزیه

ها لکروتوبویم. کندمی رمزگذاریآلفاتوبولین را  پروتئین

 یندهایهستند که در فرا یامحافظت شده یعناصر اسکلت

، جهت وزیو م توزیکروموزوم در م کیتفکمانند  یاهسته

و  توزیم یدر ط یاو مهاجرت هسته همانندسازیدوک 

و همکاران گزارش بد . تاثیرگذار هستند یریگجفت

محصول این ژن با افزایش دینامیک  اند کههکرد

 زدن و تکثیر مخمر تاثیرگذار استوانهها بر جمیکروتوبول

 ییهانیاز خانواده پروتئ یعضو SHE4پروتئین ژن  .(8)

 یاسکلت سلول یبندقطب و توزیاندوس یبرا که است

 She4p است.  ازیمورد ن یهزیسرو سیسساکارومادر  نیاکت

برعهده را  F-actin و Myo3/5p موتور نیتعامل ب میتنظ

پروتئین میوزین عملکرد برای رسد که و به نظر می دارد

های درگیر در ژن (.34) ضروری است She4pحضور 

که منجر به تطابق  این دلیلهبجوانه زدن و دینامک سلولی 

و توان ادامه بقا می درون سلولی مخمر با شرایط محیطی 

 حائز اهمیت هستند. ،شوند

استفاده از  دست آمده در این پژوهش،ا توجه به نتایج بهب

منجر به ، اتانلعنوان فشار انتخابی جایگزین بوتانل به -1

شده است و دو  در سویه تکامل یافته اتانلبهبود تحمل به 

توان از می. اندتر شدهمقاوم اتانلمنتخب نسبت به سویه 

SNPمهندسی معکوس  برای ،تایید شده در این تحقیق یها

بعدی و بررسی اثر آن در سویه وحشی در مطالعات 

 اده نمود.استف
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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.  
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