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Abstract 

Beta-carotene, a natural plant pigment belonging to the carotenoid family, is one of the most important 

carotenoids. It is widely used as a precursor of vitamin A in pharmaceuticals, food, feed, and other 

applications. Due to its high capacity for carotenoid production, the heterothallic fungus Blakeslea 

trispora is considered one of the main biological sources of these compounds. Trisporic acids act as 

sexual hormones between the two mating types and are key regulators of carotenoid biosynthesis. This 

study used an adaptive laboratory evolution (ALE) approach involving selective pressure with 

imidazole to develop new strains of this mold. The results showed that one of the adapted strains 

exhibited a significant increase in the expression of genes involved in carotenoid biosynthesis. These 

genes included carRA, which encodes lycopene cyclase and phytoene synthase; carG, which is 

involved in geranylgeranyl pyrophosphate synthase, and Sr5AL, which is a key gene related to the 

trisporic acid response. Regardless of the presence of exogenously added trisporic acids, a 2.5-fold 

increase in Sr5AL transcription positively influenced β-carotene production in one of the imidazole-

adapted strains. These results suggest that β-carotene producing strains could be optimized using 

evolutionary approaches combined with controlled stress conditions. 
 

Keywords: β-Carotene; Blakeslea trispora; Adaptive Laboratory Evolution; Imidazole. 

 

                                                           
1Corresponding Author 
3060-7647/ © 2025 The Authors 

This is an open access article under the CC BY-NC-ND/4.0/ License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).  

Moradi, H., Zare, D., Azin, M., Moghimi, H. Enhanced Beta-Carotene Production in Blakeslea trispora under Imidazole Stress via Adaptive 

Laboratory Evolution. Journal of Microbial Biology, 2025; 14(54): 1-14. doi: 10.22108/bjm.2025.146152.1644 

https://bjm.ui.ac.ir/?lang=en
https://portal.issn.org/resource/ISSN/3060-7647
mailto:zare@irost.ir
https://portal.issn.org/resource/ISSN/3060-7647
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
doi:%2010.22108/bjm.2025.146152.1644
https://orcid.org/0000-0002-4090-0543


2 Journal of Microbial Biology, 14rd Year, Vol. 14, No. 54, 2025 
 

10.22108/bjm.2025.146152.1644 

Introduction 

Carotenoids are a diverse group of naturally occurring pigments responsible for the yellow, orange, and red 

coloration of plants, algae, and microorganisms. Beyond their aesthetic and industrial applications, carotenoids, 

particularly β-carotene, play essential biological roles as antioxidants and vitamin A precursors. Humans cannot 

synthesize β-carotene, necessitating its dietary intake from natural or synthetic sources. However, concerns about 

the safety of synthetic food additives have led to a significant increase in interest in the biotechnological production 

of carotenoids through microbial fermentation. 

The zygomycota fungus Blakeslea trispora is recognized as one of the most efficient natural producers of β-carotene 

among carotenoid-producing microorganisms. Due to its heterothallic nature, successful carotenoid production 

requires mating between positive and negative strains. In this process, trisporic acids act as vital signalling molecules 

that activate and regulate carotenoid biosynthesis. This metabolic pathway uses the mevalonate (MVA) route and 

is controlled by specific genes, such as carRA (which encodes phytoene synthase and lycopene cyclase), carB 

(which encodes phytoene dehydrogenase), and Sr5AL (which encodes a steroid 5α-reductase-like enzyme). 

Adaptive Laboratory Evolution (ALE) has emerged as a powerful strategy for improving the performance of 

microbes under defined stress conditions. This approach involves subjecting microbial populations to prolonged 

selective pressures, enabling the accumulation and fixation of beneficial genetic adaptations. In the present study, 

imidazole was used to induce stress. Imidazole is known to disrupt trisporic acid biosynthesis and inhibit lycopene 

cyclase, a critical enzyme responsible for converting lycopene into β-carotene. In order to maximize β-carotene 

production, the aim was to integrate UV-induced mutagenesis with ALE under imidazole stress to generate 

Blakeslea trispora strains with improved tolerance and enhanced carotenoid biosynthetic capacity. 

 

Materials and Methods 

Microorganisms and Maintenance 

The negative (B. trispora PTCC 5278) and positive (B. trispora PTCC 5277) mating types were obtained from the 

Iranian Research Organization for Science and Technology (IROST). The strains were maintained on malt extract 

agar slants at 28 °C for 5 days before being stored at 4 °C. The strains were initially grown in a pre-culture medium 

to promote active growth and then transferred to an optimized production medium for β-carotene biosynthesis. Pre-

cultures were incubated at 28 °C with shaking at 120 rpm, while production cultures were maintained at the same 

temperature with agitation at 180 rpm. 
 

Mutagenesis Procedure 

In order to create genetic diversity, spores of the negative mating type were subjected to UV irradiation (0/1 J/cm2) 

for 180 seconds at a distance of 50 cm, resulting in an approximate survival rate of 10%. The surviving colonies 

were plated on selective media containing acetoacetanilide and the most intensely pigmented colonies were isolated. 
 

Adaptive Laboratory Evolution 

Both wild-type and mutant strains were exposed to increasing concentrations of imidazole (1250–1500 mg/L) in 

CM17 agar medium. Spores were transferred through 26 successive subcultures over a period of 130 days. The 

adapted populations were cryopreserved in 20% glycerol stocks for further analysis. 
 

Fermentation and Carotenoid Extraction 

The selected adapted strains were co-cultivated with the positive mating type in the production medium at 28 °C 

and 180 rpm for 5 days. The biomass was then harvested, freeze-thawed, and disrupted using glass beads. 

Carotenoids were sequentially extracted using ethanol and hexane, followed by the addition of water to induce phase 

separation. The carotenoid-rich phase was analyzed spectrophotometrically at 450 nm, and the β-carotene 

concentration was calculated using a standard curve. 
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RNA Extraction and Gene Expression Analysis 

RNA was extracted from the mycelium after 56 h of growth using a commercial kit. The purity of the RNA was 

confirmed using a NanoDrop spectrophotometer (A260/A280). cDNA synthesis was then performed, and qRT-PCR 

assays were conducted using primers for hmgr, ipi, carG, carA, carB, and Sr5AL. The housekeeping gene tef1 was 

used as a control. Relative expression was calculated using the 2^-ΔΔCt method. 
 

Morphological Characterization 

Colony morphology, hyphal branching, pellet formation, and pigmentation intensity were evaluated both 

microscopically and macroscopically. Comparisons were made among wild-type, adapted wild-type, and mutant-

adapted strains. 
 

Discussion of Results & Conclusions 

The ALE strategy yielded promising results in enhancing carotenoid production. The adapted mutant strain (IM1) 

produced the highest β-carotene yield at 35 mg/L, approximately double that of the wild-type parent (W78) and five 

times higher than the adapted wild-type strain (WI78). These results confirm the synergistic benefits of combining 

mutagenesis with ALE under selective stress. Interestingly, there was variation in biomass production among strains. 

While the adapted wild-type (WI78) exhibited reduced biomass, approximately one-third lower than W78, the 

adapted mutant (IM1) showed a twofold increase. This suggests that the outcomes of ALE depend heavily on the 

genetic background of the starting strain. Mutations introduced by UV treatment likely provided the basis for the 

adaptive changes that enabled IM1 to withstand imidazole stress and channel resources more effectively toward 

carotenoid synthesis. 

Transcriptional analysis revealed the key molecular mechanisms contributing to enhanced β-carotene production. 

In the adapted wild-type strain WI78, the upregulation of hmgr and carA indicated reinforcement of the mevalonate 

(MVA) pathway and activation of carotenoid biosynthesis. However, decreased expression of carB and Sr5AL 

suggested incomplete metabolic optimization, potentially accounting for the moderate β-carotene yield observed in 

WI78. By contrast, the mutant-adapted strain IM1 exhibited significant upregulation of carG, carA, and Sr5AL, 

while other pathway genes remained stable. This transcriptional profile indicates a well-coordinated metabolic 

network that efficiently channels precursors toward carotenoid biosynthesis. 

The pronounced upregulation of Sr5AL in IM1 is particularly notable. This gene plays a critical role in both steroid 

metabolism and trisporic acid biosynthesis, both of which are essential for inter-strain signaling and the induction 

of carotenoid production. The fact that its expression is enhanced in the absence of externally supplied trisporic 

acids suggests the presence of a self-sustaining regulatory mechanism capable of maintaining high levels of β-

carotene synthesis. 

These findings were further supported by morphological observations. IM1 exhibited dense, highly branched 

hyphae and compact pellet formation accompanied by strong orange pigmentation. These structural adaptations may 

enhance nutrient uptake and carotenoid sequestration, while the compact pellets reduce medium viscosity—an 

important advantage in industrial fermentations. In contrast, WI78 showed less favorable morphology, which 

correlated with its lower productivity. 

Collectively, the results highlight that ALE under imidazole stress induces both genetic and physiological 

adaptations that enhance metabolic performance. The success of IM1 demonstrates the effectiveness of combining 

random mutagenesis with targeted evolutionary pressure to obtain industrially valuable strains. 
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 چکیده

 سازشیعنوان پاست که به دهایکاروتنوئ نیتراز مهم و (یاهیگ یعیطب یها)رنگدانه دهایاز خانواده کاروتنوئ یآل بیترک کیبتاکاروتن 

 یبالا ییتوانا لیدلبه سپورایتر بلاکسلا یقارچ دو جنس شود.ها استفاده میطور گسترده در داروسازی، غذا، خوراک و سایر زمینهبه A نیتامیو

های جنسی بین عنوان هورمون. اسیدهای تریسپوریک بهرودیشمار م به باتیترک نیا یستیز یاز منابع اصل یکی دها،یکاروتنوئ دیآن در تول

تکامل  کردیاز رو یریگمطالعه، با بهره نیدر اکنندة سنتز کاروتنوئید هستند. خود از عوامل کلیدی تنظیمنوبهکنند و بهاین دو جفت عمل می

یکی از  ها نشان دادند. یافتهافتندیکپک توسعه  نیاز ا یدیجد یهاهیسو دازول،یمیتوسط ا یو اعمال فشار تنش (ALE) یسازش یشگاهیآزما

 های)ژن دخیل در سنتز آنزیم carRA ژن ازجمله های دخیل در بیوسنتز کاروتنوئیدهاداری در بیان ژنیافته افزایش معنیهای سازشسویه

)ژن کلیدی مرتبط با پاسخ  Sr5AL ژنو )دخیل در سنتز آنزیم ژرانیل ژرانیل پیروفسفات سنتاز(  carGز(، ژن سنتا وئنیتف و کلازیس کوپنیل

 اند یا خیر، تأثیرنظر از اینکه اسیدهای تریسپوریک اضافه شده، صرفSr5ALبرابری سطح رونویسی ژن  4/1به تریسپوریک( دارد و افزایش 

های سازی سویههای این پژوهش امکان بهینهیافتهیافته به ایمیدازول دارد. های سازشمثبتی در افزایش تولید بتاکاروتن در یکی از سویه

 .دهدشده نشان میهای کنترلهای تکاملی و تنشتولیدکننده بتاکاروتن را با استفاده از روش

 ، تکامل ازمایشگاهی سازشی، ایمیدازولبلاکسلا تریسپورا: بتاکاروتن، های کلیدیواژه

                                                           
 نویسندة مسئول مکاتبات 

، آذین، مهرداد، مقیمی، حمید. افزایش تولید بتاکاروتن در کپک بلاکسلا تریسپورا تحت تنش ایمیدازول با رویکرد تکامل سازشی داود، زارع، حمیده، مرادی
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 مقدمه

یعی طبعنوان عامل ایجاد رنگ بههای کاروتنوئیدی رنگدانه

غذایی، دارویی، لوازم  رنگی زرد تا قرمز در صنایع با طیف

 یمهم ارید. رنگ نقش بسنشواستفاده می بهداشتی آرایشی و

بات این ترکی .دارد ییغذا یهافرآورده رشیو پذ تیدر مقبول

 طور گسترده به کاربه نیز غذای دام و طیور عنوان مکملبه

ترین عنوان یکی از فعالبهشوند. بتاکاروتن گرفته می

ها ازجمله شگیری از ابتلا به انواع بیماریکاروتنوئیدها برای پی

ها و همچنین تقویت سیستم ایمنی های قلبی و سرطانبیماری

که بدن قادر به ساختن این ماده  . از آنجاییاستثر ؤبدن م

نابع ویژه مبهمین این ماده از منابع خارجی، أنیست، ضرورت ت

در . (3-4) کندتوجهی پیدا می درخوراهمیت  ،طبیعی

 یدهایاز کاروتنوئ یبه انواع یدسترس با وجود ریاخ یهاسال

 یهاگدانهرن یکروبیو م یستیز دیتول ،یعیو طب سنتتیک

 تیساسح شیافزا لیدلبهبتاکاروتن  ژهیوبه یدیکاروتنوئ

 ه قرارتوج درخور غذا سنتتیک یهایبه مسئله افزودن یعموم

 . (4, 5) گرفته است

ترین یکی از مهم1اسپوریتر بلاکسلاقارچ 

ویژه کاروتنوئیدها، به ةتولیدکنندهای میکروارگانیسم

رود. این قارچ دو جنسی، از طریق شمار می بتاکاروتن به

های مثبت و منفی، قادر است ترکیبات سویهآمیختگی هم

ه نام اسیدهای تریسپوریک تولید کند ک سیگنالی خاصی به

تز اصلی مسیر بیوسنتز کاروتنوئیدها هستند. سن ةکنندتنظیم

ها استرول-β ویژهها، بهاسیدهای تریسپوریک از استرول

طور مستقیم بر بیان تواند بهشود و مهار آنها میمشتق می

های مسیر کاروتنوئید اثر بگذارد. از سوی دیگر، مشخص ژن

های شده است برخی ترکیبات مانند ایمیدازول، با مهار آنزیم

عنوان ابزار توانند بهدخیل در بیوسنتز تریسپوریک اسید، می

 ندشوه های تولیدی استفادیند بهبود سویهامهندسی تنش در فر

ق مسیر از طری سپورایتر بلاکسلا. تولید بتاکاروتن در (0)

                                                           
2 Blakeslea trispora 
3 Saccharomyces cerevisiae 

های کلیدی در مسیر ازجمله ژن گیرد.موالونات صورت می

 ةکنندکد) carRA، این کپکبیوسنتز کاروتنوئید در 

 ةکنندکد) carB (،زسنتا وئنیتف و کلازیس کوپنیلهای آنزیم

استروئیدی  آنزیم ة)کدکنند SR5AL( و هیدروژنازفیتوئن د

ی( جنس هایهورمونمرتبط با متابولیسم  ردوکتاز-آلفا-4

و  تأثیر شرایط محیطیکه بیان آنها به شدت تحتهستند 

 .(9 -0) سلولی قرار داردهای درونسیگنال

ز ا یبخشعنوان بهزا کاروتن یهاسمیکروارگانیاغلب م 

مختلف،  یطیمح یهاخود به تنش یواکنش دفاع

, 0) کنندیم رهیخود ذخ یهااختهی ها را دروندیکاروتنوئ

 یشگاهیآزمایتکامل سازش کردیدرحال حاضر رو .(44-41

(ALE) ر که د شودیشناخته م یعلم کردیرو کیعنوان به

با  یمسیکروارگانیم ،یبا استفاده از اعمال فشار انتخاب آن

. با توسعه دانش دیآیدست ممدنظر به  پیفنوت

 ییناساو ش هاسمیکروارگانیم یابیی، توالکیوانفورماتیب

 حاصل از روش تکامل یکیژنت راتییها و تغجهش

 یهنگام. (45, 43) است افتهی سرعت یشگاهیآزمایسازش

 ریز به هاشگاهیآزما طور مکرر دربه هاسمیکروارگانیکه م

و سرعت رشد  شودیکوتاه م ریخأمرحله ت روند،یم کشت

رقابت در  دنیفرا ی. طابدییم شیافزا هیبا کشت اول سهیدر مقا

 یهاسازگار به نسل ییهابا منابع محدود، جهش یطیمح

وجود ه ب تیکل جمع را در یراتییکه تغ شوندیمنتقل م یعدب

 یشگاهیآزمااز روش تکامل  گیریبهره. (41-44) آورندیم

ر د دروژنیه دیهای پراکسها و شوکغلظت با اعمال یسازش

های شده دارای ژنیمهندس 3ساکارومایسس سرویزیه مخمر

 دیری تولبراب سه شیبتاکاروتن سبب افزا وسنتزیب ریمس

 توانیم یراهبرد تکامل نیاز ا. (49) شد آن بتاکاروتن در

 ردنکصرفه بهمقرونو  شیعنوان روش کارآمد برای افزابه

 رایز ؛فاده کرداستنیز  سپورایتر بلاکسلابتاکاروتن در  دیتول

 ویاتدیاستفاده از عوامل استرس اکس نداها نشان دادهپژوهش
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 یریچشمگ ریثأت ژنیآزاد اکس یهاکالیراد شیازجمله افزا

و از  (14)کپک دارد  نیبتاکاروتن توسط ا نهیبه دیبر تول

طور طبیعی مسئول مسیر بیوسنتز بتاکاروتن بههای ژن یطرف

در  دیتول شیامر شانس افزا نیو ا در این کپک وجود دارند

 .ردبیم ترشده بالایمهندسمخمر  نسبت بهکپک را  نیا

مسیر بیوسنتز  هایآنزیمبر زای ایمیدازول عامل استرس

کوپن طور اختصاصی آنزیم لیبهو  گذاردیم ریثأبتاکاروتن ت

 .(14)د کنسیکلاز از مسیر بیوسنتز بتاکاروتن را مهار می

لیکوپن سیکلاز یک آنزیم دو عملکردی است که با 

کاتالیزکردن تبدیل لیکوپن به بتاکاروتن، نقش کلیدی در 

را از توجه فیتوئن سنتدرخور . همچنین فعالیت دارداین مسیر 

یندهای پیچیده ادهد و اهمیت آن را در هدایت فرنشان می

ی، کمّ PCR با استفاده از تکنیک .کنددرگیر برجسته می

یر را های مرتبط با این مستوان تغییرات پیچیده در بیان ژنمی

. در این مطالعه، با (11Liu)کرد در سطح رونویسی بررسی 

های و اعمال تدریجی غلظت ALE استفاده از رویکرد

تلاش  وراسپیتر بلاکسلاافزاینده ایمیدازول بر سویه منفی 

د هایی با تحمل بالاتر و ظرفیت بیشتر در تولیشده است سویه

بتاکاروتن جداسازی شوند. در ادامه، تغییرات حاصل در بیان 

و  دهشهای کلیدی مسیر بیوسنتز کاروتنوئید بررسی ژن

سه یافته با سویه وحشی مقایهای سازشعملکرد تولیدی سویه

های توسعه سویه سازتواند زمینهشده است. این پژوهش می

 .صنعتی جدید برای تولید پایدار و ایمن کاروتنوئیدها باشد

 

 هامواد و روش

ه جنس سوی سپورایتر بلاکسلا یدو جنس کپکها: سویه

 ، ازPTCC 5277و جنس مثبت  PTCC 5278 منفی

 یصنعت و علمی هایپژوهش سازمان میکروبی کلکسیون

ار مالت دکشت شیب ها ابتدا روی محیطایران تهیه شد. سویه

و  درصد 4اکسترکت آگار )عصاره مالت از شرکت به مالت 

 11روز در دمای  4و به مدت  اندکشت شده (درصد 1 آگار

 5یخچال با دمای  گرماگذاری و سپس در ،گراددرجه سانتی

 .گراد نگهداری شدنددرجه سانتی

پک، ک منظور تهیه مایه تلقیح ازبهکشت: محیط پیش

 درصد و عصاره مخمر 1 مایع با ترکیب گلوکز کشت محیط

 ،دارهای بافلدرصد در ارلن 4/4درصد و روغن سویا  3/4

 44گراد به مدت درجه سانتی 414دمای  تهیه و سپس در

د. برای انجام تلقیح ابتدا شاتوکلاو استریل  دقیقه در

 ها، با استفاده از پیپت پاستور و سرماسپورهای سطحی سویه

شو شد و پس از شمارش با وی حاوی توئین شستفیزیولوژ

های منفی و مثبت اسپور از سویه 044لام نئوبار به میزان 

ساعت در  51تلقیح و به مدت  ،هاصورت جداگانه به ارلنبه

در انکوباتور  rpm 414گراد و دور سانتیدرجه  11دمای 

 . (13) شیکردار گرماگذاری شد

در آزمایشات تست نهایی تولید  :محیط کشت تخمیر

 44 کشت پایه با فرمول ترکیبی گلوکز بتاکاروتن از محیط

لیتر میلی 44لیتر، روغن سویا  رب گرم 0سویا  لیتر، پودر ربگرم 

 گرم O2.7H4MgSO  5/4 لیتر، رب گرم 4PO2KH 1/4 ر لیتر،ب

ر لیتر بلیتر میلی Span20 1 لیتر و ربگرم  BHT 5 لیتر، رب

 (.13) استفاده شد

های آزمایشمحیط کشت آزمایشات تکامل سازشی: 

متشکل  (CM17) کشت و سازگاری با استفاده از محیط جامد

-ر لیتر، البگرم  4/4ر لیتر، عصاره مخمر بگرم  3از گلوکز 

ر لیتر، ب گرم 4MgSO 44/4ر لیتر، بگرم  1/4آسپاراژین 

4PO2KH 44/4 ر لیتربگرم  14ر لیتر و آگارب گرم pH  برابر با

های مختلف و با افزودن ایمیدازول در گرادیانی از غلظت 0

 .(11) انجام شد

 
در برابر  5278 سپورایتر بلاکسلا سویه تحمل بررسی

 ایمیدازول

ه سویه آنجا که سویه منفی نسبت ب باتوجه به مطالعات قبلی، از

 PTCCویه س ند،کثرتر عمل میؤمثبت در تولید بتاکاروتن م
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عنوان سویه منفی برای ادامه مراحل آزمایشات به 5278

 هیسوبرای بررسی میزان تحمل  .(14) تکمیلی انتخاب شد

ایمیدازول و  ةبه ماده بازدارند ینوع منف یعیوالد طب

های تکامل آزمایشقبل از شروع آن  رشدهای ویژگی

 ایمیدازولمختلف  یهادر معرض غلظتسازشی، این سویه 

قرار  (CM17) در محیط کشت مایع ر لیتربگرم  1تا  4از 

 هیسو رشد از نیآن کمتر زا که دراز ماده تنش یغلظت .گرفت

های شیآغاز آزما یبرا هیعنوان غلظت اولبه ،مشاهده شد

(.4 شکل)شد استفاده  یسازشتکامل 

 

 
 در برابر ایمیدازول بلاکسلاتریسپورا: تعیین آستانه تحمل کپک 4 شکل

Figure 1: Determination of the imidazole tolerance threshold in Blakeslea trispora 

 

 یتکامل سازش هایشیآزما

گسترش  تکامل آزمایشگاهی ازطور خلاصه رویکرد به

 .ندکجمعیت میکربی تحت فشار انتخابی استفاده می

فزایش دلیل اای که سرعت رشد آنها بهیافتهتطابقهای سویه

 ،ستا تر سوبسترا افزایش یافتهپذیری و مصرف سریعتحمل

ریق از طو درنهایت  یابندمی جمعیت گسترش تدریج دربه

اگر جمعیت اولیه  .شوندهای مکرر انتخاب میجداسازی

 ،تر و با قابلیت تولید بالاتری از محصول باشدها متنوعسویه

توان انتظار در ادامه با انجام آزمایشات تکامل سازشی می

 ،های بهتری دسترسی پیدا کرد. به همین منظورداشت به سویه

 اشعه یکیزیف روش یریکارگهب با کیکلاس ییزاجهشاز 

 ییه با بقاسویه اول یابتدا منحنی بقااستفاده شد و  ماوراءبنفش

 ثر،ؤزایی مبرای یک جهش تهیه شد. UVدرصد در برابر  44

 044میکرولیتر از سوسپانسیون اسپور با غلظت اولیه  144مقدار 

حاوی  CM17 لیتر روی محیط کشت انتخابیاسپور بر میلی

رای پخش شد )استواستانیلید بماده غربالگر استواستانیلید 

ه کار ب بلاکسلا تریسپورا ةیافتهای جهشغربالگری سویه

متری به سانتی 44ها در فاصله سپس پلیت. (11) رود(می

 4/4 تابشی دز)ثانیه در معرض اشعه فرابنفش  414مدت 

2J/cm بلافاصله در تاریکی کامل انکوبه  و گرفتند( قرار

ساعت و رشد اسپورها در همان محیط  51شدند. بعد از 

نفش بءشدند که در برابر اشعه ماورا هایی ظاهرکلنی ،کشت

تری کلنی که رنگ زرد پررنگ مانی داشتند و هرقابلیت زنده

هتر بتولیدکنندة عنوان بهها داشت، نسبت به بقیه کلنی

به  های پررنگکلنی ،بتاکاروتن انتخاب شد. در مرحله بعد

منتقل شدند و  (MEA) محیط کشت مالت اکسترکت آگار

هایی که خصوصیات کلنی ،بعد از چند مرحله واکشت

مطلوب از نظر میزان رشد و رنگ حفظ کرده بودند برای 

منتخب  هیسوآزمایشات تکامل سازشی انتخاب شدند. 

 یبرا یعیوالد طب هیسو نیهمچن و ییزاحاصل از جهش

عامل  یجامد حاو کشت طیتحت تنش به مح شاتیآزما

 تواکش . انتقال آنها در هرشدندمنتقل  ی ایمیدازولزاتنش

صورت انتقال بهزا، ماده تنش نیغلظت مع کیاز 

لام نئوبار(  ط)شمارش توس ثابت غلظت با اسپور ونیسوسپانس

ل حاص ی. اسپورهاشدجامد در نظر گرفته  کشت طیدر مح

 یاشهیشم شپ لتریو ف فیاول با کمک ق افتهیسازش تیاز جمع

از کشت جامد با غلظت  یو به دوره بعد یآورجمع ،لیاستر

زا منتقل شد. زمان ماند هر دوره در برابر بالاتر از ماده تنش
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در  .بود نهیواکشت به 41تا  1 نیزا بهر غلظت از عامل تنش

روز از  434واکشت در مدت  10 مجموع طی دو دوره،

  .(4 جدول) گرم بر لیتر انجام شدمیلی 4444تا  4144غلظت 

 یهاغلظت یردهیثأذکر است پس از اتمام هر دوره از ت شایان

 14 سرولیحاصل در گل تیزا، از جمعمشخص عامل تنش

ها شتک کردن، محیطبعد از استریلد. ش هیاستوک تهدرصد 

از مایه تلقیح سویه منفی و مثبت تلقیح شد.  4به  5 با نسبت

درجه  11و دمای  414سپس در انکوباتور شیکردار در دور 

گرماگذاری شد. روز 4مدت  گراد بهسانتی

 
 هادر طول آزمایشات تکاملی و تعداد واکشت شدهزا استفاده: غلظت ماده تنش4 جدول

Table 1: Concentrations of the stress-inducing agent used during the ALE experiments and the number of 

subcultures at each level 

Number of 

Subcultures 
Stress agent 

concentration (Final) 
Stress agent 

concentration (Initial) 
Strain 

Name 

8 1500mg/l 1250mg/l W 78 

18 1500mg/l 1250mg/l 1M 

 طیمح مثبت در هیمنتخب با سو افتهیسازش یهاهیدر ادامه سو

 شکخ براساس وزن یابیشده و ارزجفت عیما دیکشت تول

و  هاهیسو ی، مورفولوژدرجه( 04کردن در آون )خشک

 طیر محبتاکاروتن د دیمقدار تول سهیو مقا بتاکاروتنسنجش 

 . انجام شداستاندارد  دیتول

 

 سنجش بتاکاروتن

سلا بلاکازآنجا که بتاکاروتن تولیدشده توسط کپک  
بعد از پایان مرحله تخمیر با  ،استسلولی درون تریسپورا

 آوری و به مدتجمع ،استفاده از صافی توده سلولی حاصل

ساعت در فریزر نگهداری شد تا شکست سلولی برای  15

تر ک آسانهای کپیافته در میسلیوماستخراج بتاکاروتن تجمع

گرم از توده  1/4مقدار مشخصی معادل شود. سپس 

گرم پودر شیشه  1/4جدا و به همراه  ،سلولی منجمدشده

ودر پ سپس به .طور کامل ساییده شددر هاون دستی به

افزوده و مخلوط  ،درصد 90لیتر اتانول میلی 44حاصل 

 وشوی کامل. برای شستشدبه داخل فالکون منتقل 

 ،لیتر هگزان به هاونمیلی 44پودر از هاون،  ةماندباقی

                                                           
4 Real-time PCR 

 .سازی، به فالکون منتقل شدافزوده و پس از مخلوط

دقیقه با دستگاه  44مدت  مخلوط داخل فالکون به

لیتر آب میلی 44د. در ادامه، شمخلوط ورتکس کاملاً 

افزوده و مجدداً عملیات ورتکس انجام  ،مقطر به مخلوط

شد تا فازهای آلی و آبی از یکدیگر جدا شوند. در پایان، 

مخلوط دوفازی حاصل با استفاده از سانتریفیوژ با سرعت 

فاز  .شددقیقه سانتریفیوژ  4مدت  دور در دقیقه به 4444

نگدانه بتاکاروتن بود، جدا و میزان رویی که حاوی ر

نانومتر با استفاده از  544جذب نوری آن در طول موج 

ایی گیری شد. مقدار نهدستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

 شده با استفاده از منحنی استانداردبتاکاروتن استخراج

 (.13) دشمحاسبه 

 

 5آرسیپیها با ریل تایم بررسی میزان رونویسی ژن

وئید ثیر ایمیدازول در مسیر بیوسنتز کاروتنأبرای آشکارشدن ت

 های مرتبط بایافته، سطوح رونویسی ژنهای سازشسویه

، carG، سنتز کاروتنوئید )ipi و hmgrهای ، ژنMVAمسیر 
carA و carBردوکتاز مربوط -آلفا-4استروئیدی ( و ژن شبه
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 ،منظور نیبه ا. شد( بررسی Sr5ALتریسپوریک )اسیدبه سنتز 

مدنظر )والد،  یهاهیحاصل از رشد سو یابتدا اسپورها

و  یتصادف ییزاحاصل از جهش یهاافتهیجهش

کشت  ی( از رویحاصل از تکامل سازش یهاافتهیجهش

و به  شووشست ،دارنیتوئ یولوژیزیبا سرم ف (MEA) جامد

دار با کریمنتقل شد و در انکوباتور ش عیما دیکشت تول طیمح

 گرادیدرجه سانت 11 ییدما طیو در شرا قهیدور در دق 414

 ماندر زبا توجه به منحنی رشد و . سپس شدند یگرماگذار

 نی. به ادش یبررس همربوط یهاژن انیب زانیساعت م 40

و  یآورعجم ،لتریف قیحاصل از طر یستیز ابتدا توده ،منظور

روتکل طبق پ سپسشد.  شووشست ریبا آب مقطر دوبار تقط

کل  ی،قارچ RNAمخصوص استخراج  تیموجود در ک

RNA مقدار و درصد  شد واستخراج  هاهیمربوط به سو

شده توسط دستگاه نانودراپ با نسبت استخراج RNAخلوص 

 .(15) دش یبررس A260/A280جذب 

 cDNAشده استخراج RNAاز  ،تیبا استفاده از کادامه  در

 هانژ نیا یاختصاص یمرهایپرااز با استفاده تا  تهیه شد

 دیوتنوئکار وسنتزیب ریژن مس شش یسیسطح رونو (1 جدول)

با ژن  آمدهدستهب جینتا .شود یبررس یافتهسویه سازشدر 

 .شد یسازبا کنترل مربوطه نرمال سهیو مقا tef1 4زادخانه

 
 (41مطالعه ) این در شدهاستفاده یمرهای: پرا1 جدول

Table 2: Primers used in this study (12) 

Genes name 
 

Gene Abbreviating Forward and reverse primers (5 → 3) 

Amplicon 

length (bp) 
 

Translation elongation factor -1 tef1 
tef1-F 
tef1-R 

AACTCGGTAAGGGTTCCTTCAAG 
CGGGAGCATCAATAACGGTAAC 

138 

Isopentenyl pyrophosphate isomerisse ipi 
ipi-F 

ipi-R 

TCTCACCCCTTAAATACAGCAGATG 

CTCGGTGCCAAATAATGAATACG 
161 

Gernyl gernyl pyrophosphate carG 
carG-F 
carG-R 

AATTGTTTTGGCGTGACACCTT 
CAGTTCCCGATTGACTAGCTTCTT 

129 

3 hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme 

A redoctase 
hmg 

hmgR-F 

hmgR-R 

AAACGATGGATTGAACAAGAGGG 

TAGACTAGACGACCGGCAAGAGC 
113 

lycopene cyclase phytoene synthase carRA 
carRA-F 
carRA-R 

CTAAAGCCGTTTCACTCACAGCA 
ACAAGTAGGACAGTACCACCAAGCG 

129 

Phytoene dehydrogenases carB 
carB-F 

carB-R 

AGACCTAGTACCAAGGATTCCACAA 

AGAACGATAGGAACACCAGTACCTG 
92 

Steroid 5α-reductase-like gene SR5AL 
SR5AL-F 
SR5AL-R 

TCCCTTTTTTTTACATTTCGTTTTGG 
ATACCTTGGTTGTTTTGAGAGCCCT 

180 

  F: Forward, R: reverse 

 

 نتایج

 میزان تولید بتاکاروتن
های حاصل از سنجش بتاکاروتن تولیدشده در سویه نتایج

دهد میزان تولید بتاکاروتن نشان می 4یافته در نمودار سازش

ر بگرم میلی 34( به مقدار IM1یافته موتانت )در سویه سازش

در  (W78)لیتر رسیده است که نسبت به سویه والد طبیعی 

                                                           
5 Housekeeping 

افته یو همچنین نسبت به سویه سازش استحدود دو برابر 

 .(1 شکل(، حدود پنج برابر بیشتر است )WI78والد )

توده در سویه در مقایسه با سویه والد، زیستهمچنین 

 ؛سوم کاهش یافتحدود یک (WI78) وحشی ةیافتسازش

حدود دو برابر  (IM1) موتانت ةیافتکه سویه سازشدرحالی

 دننتایج حاصل از این مطالعه نشان داد .افزایش نشان داد

شان نهای مختلف اثرات متفاوتی یند سازش در سویهافر
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 یند سازش وابسته به زمینه ژنتیکیااثرگذاری فر دهد.می

 که در سویه وحشی اثر منفی داشتهطوریسویه است؛ به

اما در سویه موتانت موجب تقویت تولید و افزایش  است؛

 .بازده شده است

 

 

 

 خصوصیات ظاهری

همچنین بررسی و مشاهده تصویر میکروسکوپی لام حاصل 

یافته در مقایسه با سویه والد های سازشاز کشت مایع، سویه

(W78 و سویه )سازش( یافتة آنWI78 نشان داد )

، از نظر شکلی (IM1)یافته های سویه موتانت سازشمیسلیوم

تری هستند که ناشی از افزایش حضور دارای ظاهر پررنگ

  (.3شکل بتاکاروتن است )

 
 یافته به ایمیدازولسازشهای مقایسه تولید بتاکاروتن توسط سویه: 1 شکل

Figure 2: Comparison of beta-carotene production by strains adapted to imidazole 

 هابررسی میزان بیان ژن

نشان دادند در سویه  هاژن یسیرونو زانیم یبررسنتایج 

های ، سطح رونویسی ژنWI78 یعنی سویه 78یافتة سازش

hmgr و  carA  درحدود دو برابر نسبت به سویه والد افزایش

 (.5شکل  aبخش داشته است )

مسئول کدگذاری اولین آنزیم محدودکنندة  hmgr ژن

گلوتاریل متیلیعنی هیدروکسی  MVA سرعت در مسیر

ردوکتاز است که تنظیم مثبت این ژن منجر به  Aکوآنزیم 

و درنتیجه افزایش دسترسی به  MVA شار مسیرتقویت 

ن ژ شود.میسازهای موردنیاز سنتز کاروتنوئید پیش

carA و کلازیسکوپنیل هایمیآنز مسئول کدگذاری 

 Sr5AL و carBهای سطوح رونویسی ژن است. سنتازوتئنیف
نسبت به سویه والد کاهش  WI78یافته در سویه سازش

 داشت. 

های (، سطح رونویسی ژنIM1موتانت )یافته در سویه سازش

carG  و carA دو برابر و ژن حدودSr5AL  در حدود دو و

وح اند و سطنیم برابر نسبت به سویه والد افزایش داشته

ها حالت پایداری نسبت به سویه والد رونویسی دیگر ژن

 (.5شکل bبخش داشت )

 

doi:%2010.22108/bjm.2025.146152.1644


4545، 45شماره ، چهاردهمسال شناسی میکروبی، زیست 44  
 

10.22108/bjm.2025.146152.1644 

 

 
 

 45به ایمیدازول در ساب کالچر  ( IM1)و موتانت  ((WI78یافته والد سازشهای  مقایسه ظاهری سویه: 3 شکل

Figure 3: Morphological comparison of the adapted wild-type strain (WI78) and the mutant strain (IM1) under imidazole 

stress at subculture 14 

 

 

 

 IM1  و M1موتانت  یهسو هایژن بیان میزان( bو  WI78 و  W78والد سویه هایژن بیان میزان( a: 5شکل

Figure 4: (a) Gene expression levels in the parental strain W78 and adapted strain I78. (b) Gene expression levels in the 

mutant strains M1 and IM1 

a b 
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 بحث

یندها است ارای از فپیچیدهبیوسنتز کاروتنوئیدها شامل شبکه 

که در آن تنظیم بازخورد متابولیک نقش مهمی در هدایت 

 دننتایج این پژوهش نشان داد دارد.کارایی و خروجی مسیر 

گیری از روش تکامل آزمایشگاهی سازشی همراه با بهره

اعمال تنش ایمیدازول، منجر به بهبود معنادار در توان تولید 

شده است. سویه  بلاکسلا تریسپورا بتاکاروتن در کپک

و  (W78) نسبت به سویه والد (IM1) یافتهموتانت سازش

عملکرد بهتری از خود  (WI78) حتی سویه والد سازگارشده

های کلیدی افزایش سطح رونویسی ژنهمچنین نشان داد. 

، حتی در غیاب IM1 در سویه Sr5AL و carG ،carRAد مانن

 افزودن اسیدهای تریسپوریک، بر نقش مهم تنظیمی ژن

Sr5AL رد. اسیدهای در القای سنتز کاروتنوئیدها دلالت دا

سنتز  سیرم ةنندکتریسپوریک یکی از عوامل کلیدی تنظیم

ساز اسیدهای کاروتنوئیدها پیش کاروتنوئید هستند و از طرفی

 hmgr همچنین افزایش بیان ژن(. 14، 0) تریسپوریک هستند

 سیرای از افزایش شار متواند نشانههای بهبودیافته میدر سویه

MVA  اشدسازهای سنتز کاروتنوئید بدرنتیجه افزایش پیشو 

(14.)  

 ها ماننددر برخی سویه Sr5AL و carB هایکاهش بیان ژن

WI78 پذیری به تنهایی کافی نبوده و دهد سازشنشان می

زمان های هدفمند یا انتخاب بهتر، در بهبود هماعمال جهش

تنظیم مسیر متابولیک و افزایش تولید محصول مؤثرتر بوده 

فرایندهای سازشی در سطح  دندهنشان میاست. این نتایج 

زیکی یاند و تنها به تحمل فها نیز بازتاب پیدا کردهبیان ژن

 .شوندمحدود نمی

عنوان زای ایمیدازول بهطور کلی، استفاده از عامل استرسبه

ابزار انتخابی در فرایند تکامل سازشی موجب تحریک 

شده است.  سپورایتر بلاکسلا های تنظیمی مؤثری درپاسخ

ای را برای افزایش بازده تولید ها مسیرهای تازهاین یافته

های روش کارگیریبیولوژیکی از طریق بهترکیبات ارزشمند 

 .دکنمبتنی بر فشار انتخابی و تحلیل مولکولی هموار می

نش ت ندمشاهدات میکروسکوپی و ماکروسکوپی نشان داد

یند تکامل سازشی اویژه پس از اعمال فرایمیدازول، به

ر در ساختا چشمگیری، موجب تغییرات (ALE) آزمایشگاهی

 . سویهه استشد سپورایتر بلاکسلا و رنگ میسلیوم

تر تر و منشعبهیفی متراکم ةدارای شبک IM1 ةیافتتکامل

ای نشانه تواندبود که می WI78 و W78 هاینسبت به سویه

ح منظور افزایش سطها بهاز سازگاری فیزیولوژیکی سلول

از نظر  .باشد جذب مواد مغذی یتماس با محیط و ارتقا

، رنگ IM1 ویژهیافته، بهتکاملهای ای، سویهدانهرنگ

نارنجی شدیدتری از خود نشان دادند. این ویژگی ظاهری با 

ه سلولی مطابقت داشت کافزایش محسوس بتاکاروتن درون

ه افزایش . اگرچاز طریق آنالیز اسپکتروفتومتری تأیید شد

توده اندک بود، تمرکز اصلی تغییرات وزن خشک زیست

تشکیل  .ید کاروتنوئیدها بودمتابولیکی بر مسیرهای تول

ند یاتواند فرتر نیز میهای کوتاههای فشرده و هیفپلت

ین ا دانه و عملکرد صنعتی را بهبود بخشد.استخراج رنگ

های ساختاری در شرایط صنعتی از اهمیت زیادی ویژگی

ها اغلب مشکلاتی ای در قارچزیرا رشد رشته ؛برخوردارند

در ویسکوزیته محیط کشت و عملکرد بیورآکتورها ایجاد 

های زمان ویژگیاین نتایج اهمیت بررسی هم (.9) کندمی

های سازی سویهای را در بهینهدانهمورفولوژیک و رنگ

 .دهدصنعتی قارچی نشان می

 

 گیرینتیجه
 نتایج مقدار بتاکاروتن تولیدشده و ةدر این مطالعه با مقایس

ها، سطوح رونویسی ژن ةگرفته در زمینهای صورتبررسی

 های مسیر بیوسنتزافزایی پاسخ آنزیمدر هم Sr5AL ثیر ژنأت

یافته سویه سازش ند. نتایج نشان داددشکاروتنوئید مشخص 

 پذیری را نسبت به سویه( شرایط سازشIM1موتانت )

 این یافته بر .( بهتر طی کرده استWI78والد )یافته سازش

بود های بهها برای ویژگیپذیری سویهمزایای بالقوه سازش

.کندکید میأیافته ت
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