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Abstract 

Introduction: Tolerance to ethanol is a key characteristic of the yeast Saccharomyces 

cerevisiae. Any increase in ethanol tolerance in the industrial strains could lead to faster and 

more complete fermentations, and may also allow the production of more alcohol. Due to the 

complex nature of ethanol tolerance, it appears that a large increase in ethanol tolerance requires 

several changes in the yeast’s genome. Several approaches that rely on the effect of (random) 

variation generated by evolutionary engineering or mutagenesis have successfully yielded 

strains with increased ethanol tolerance. 
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Materials and Methods: In the present study, to improve the ethanol tolerance phenotype in 

the industrial Ethanol Red strain, the parent strain was mutated physically and chemically. The 

mutants were screened using 1-butanol containing medium. The primary parent and the mutants 

were evolved within 144 days with evolutionary engineering strategy, while ethanol production 

of the selected strains was investigated 

Results: According to the increase in the maximum growth rate, 8 strains were selected 

including parental strain and mutants, and the amounts of ethanol production of these strains 

were evaluated after evolutionary adaptation tests. Ethanol production of ER 103 and ER 106 

which were mutated with EMS before the adaptive evolution test and then evolved at 11 and 9% 

v/v ethanol was improved from 103.44 ± 0.5 g/L to 112.45 ± 1 and 112.3 ± 0.9 g/L, 

respectively. 

Discussion and Conclusion: Due to the extensive capabilities of the evolutionary engineering 

method in creating capable strains in order to increase ethanol tolerance in industrial strains, the 

evolutionary engineering strategy was used. To increase the genetic diversity of the primary 

population, before starting the adaptive evolution experiments, mutation with ethyl methane 

sulfonate was used, which was more efficient than ultraviolet radiation in accelerating the 

evolution process to achieve the desired phenotype. 
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 کیدهچ

است. افوزایش بیشوتر تحمول در برابور      ساکارومایسس سرویزیههای شاخص  تحمل در برابر اتانول یکی از ویژگی  مقدمه مقدمه 

تر و افزایش تولید اتانول منجر شوود. بوا ماهیوت پیةیودۀ      تر، کامل تواند به تخمیر سری  های صنعتی مخمر می اتانول در سویه

های مختلفی کوه بوه    رسد افزایش تحمل اتانول به تغییر چندین ژن مخمر بستگی دارد. روش صفت تحمل اتانول، به نظر می

کننود، بوا افوزایش تحمول اتوانول، ایجواد        زایی تکیه موی  ر تغییرات )تاادفی( تولیدشده توسط مهندسی تکامل یا جهشتأثی

 های کارآمد را درپی دارند. سویه
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کوه یو  سوویۀ صونعتی       Ethanol Redدر تحقیق حاضر برای بهبود فنوتیپ تحمول اتوانول، سوویۀ      ها ها     مواد و روشمواد و روش

بوتانول   -1یافته بوا اسوتفاده از محویط حواوی      های جهش شیمیایی جهش داده شد و جدایهاست، به دو روش فیزیکی و 

روز با راهبرد مهندسی تکاملی بوا الکول خوو داده شودند و      144ها همراه با سویۀ والد اولیه طی  یافته غربال شدند. جهش

 های منتخب بررسی شد. میزان تولید اتانول در سویه

سوویه شوامل سوویۀ والودی و      8کامل تطبیقی، با توجه به افزایش حداکثر نور  ویوژه رشود،    های ت بعد از آزمون    نتایجنتایج

کوه    ER 106و   103ERها انتخا  شدند و میزان تولید اتانول آنها بررسی شد. میزان تولید اتانول دو سوویۀ   یافته جهش

درصد )حجم  9و  11ترتیب در غلظت  ه بل از انجام آزمون تکامل تطبیقی با اتیل متان سولفونات جهش یافته و سپس ب

کوه ایون مقودار     گرم در لیتر رسید؛ درحوالی  3/112±9/0و  45/112±1ترتیب به  در حجم( اتانول تکامل یافته بودند، به

 گرم در لیتر بود. 44/103±5/0برای سویۀ والد 

افوزایش تحمول بوه اتوانول در     های توانمند بوا هود     از راهبرد مهندسی تکاملی در ایجاد سویه  گیری گیری   بحث و نتیجهبحث و نتیجه

های بالای آن استفاده شد. برای افوزایش تنووژ ژنتیکوی جمعیوت اولیوه،  بول از شوروژ         دلیل  ابلیت های صنعتی به سویه

بخشویدن بوه رونود تکامول بورای       زایی با اتیل متان سولفونات استفاده شد که در سورعت  فرایند تکامل تطبیقی، از جهش

 ..مدنظر کارآمدتر از اشعه فرابنفش عمل کرددستیابی به بهبود فنوتیپ 

 ، مهندسی تکاملیEthanol Redزایی،  تحمل به اتانول، جهش  های کلیدی های کلیدی   واژهواژه

 

 .مقدمه

هزاران سال است کوه از مخمرهوا بورای تهیوه غوذاهای      هزاران سال است کوه از مخمرهوا بورای تهیوه غوذاهای      

ها مانند نان، آبجو و شورا  اسوتفاده   ها مانند نان، آبجو و شورا  اسوتفاده     تخمیرشده و نوشیدنیتخمیرشده و نوشیدنی

شود؛ با ایون حوال، انتخوا  یو  نووژ یوا گونوۀ مخمور         شود؛ با ایون حوال، انتخوا  یو  نووژ یوا گونوۀ مخمور           میمی

خاص برای یو  کواربرد صونعتی خواص اغلوب براسوا        خاص برای یو  کواربرد صونعتی خواص اغلوب براسوا        

نه مستندات تاریخی کوه از گذشوته   نه مستندات تاریخی کوه از گذشوته     های علمی است وهای علمی است و  دادهداده

فناورانوه  فناورانوه    تولید محاوولات زیسوت  تولید محاوولات زیسوت   (.(.11به جای مانده است )به جای مانده است )

هوا  هوا    های زیستی، مخمر را با محیطهای زیستی، مخمر را با محیط  نوین، مانند تولید سوختنوین، مانند تولید سوخت

کنوود کووه بووا آنةووه در تخمیوور کنوود کووه بووا آنةووه در تخمیوور   رو موویرو مووی  هووایی روبووههووایی روبووه  و چووالشو چووالش

(. ایمنوی  (. ایمنوی  22شود، متفاوت اسوت ) شود، متفاوت اسوت )   غذاهای سنتی مشاهده میغذاهای سنتی مشاهده می

ترین نگرانی در سناریوی ترین نگرانی در سناریوی   مممحیط زیست و تأمین انرژی مهمحیط زیست و تأمین انرژی مه

دلیول  دلیول    کنونی جهان است که در آن تقاضوا بورای انورژی بوه    کنونی جهان است که در آن تقاضوا بورای انورژی بوه    

طوووور طوووور   افووزایش مووداوم جمعیووت و کیفیوووت زنوودگی بووه     افووزایش مووداوم جمعیووت و کیفیوووت زنوودگی بووه     

چشوومگیری رو بووه افووزایش اسووت. در مقایسووه بووا تمووام     چشوومگیری رو بووه افووزایش اسووت. در مقایسووه بووا تمووام     

هووای زیسووتی تجدیدپووذیر و در دسووتر ، اتووانول  هووای زیسووتی تجدیدپووذیر و در دسووتر ، اتووانول    سوووختسوووخت

هووای سوووخت هووای سوووخت   توورین گزینووهتوورین گزینووه  زیسووتی یکووی از امیدوارکننوودهزیسووتی یکووی از امیدوارکننووده

ت و این امکان را دارد که با جایگزینی بنوزین و  ت و این امکان را دارد که با جایگزینی بنوزین و  زیستی اسزیستی اس

های فسیلی، بخشی از انرژی موورد نیواز در دنیوا را    های فسیلی، بخشی از انرژی موورد نیواز در دنیوا را      سوختسوخت

 (.(.33فراهم کند )فراهم کند )

اتانول زیستی ازنظر حجمی و ا تاادی یو  محاوول   اتانول زیستی ازنظر حجمی و ا تاادی یو  محاوول   

فنواوری اسوت. اموروزه حجوم     فنواوری اسوت. اموروزه حجوم       استراتژی  در حوزۀ زیستاستراتژی  در حوزۀ زیست

الکووول تخمیوووری تولیدشوووده در سراسووور جهوووان بسووویار   الکووول تخمیوووری تولیدشوووده در سراسووور جهوووان بسووویار   

میلیوارد  میلیوارد    100100که سالانه بویش از  که سالانه بویش از    طوریطوری  بهبه  انگیز است؛انگیز است؛  حیرتحیرت

 (.(.44شود )شود )  لیتر اتانول سوختی و خوراکی تولید میلیتر اتانول سوختی و خوراکی تولید می

ساکارومایسوس  ساکارومایسوس  هوا، مخمور   هوا، مخمور     از بین تمام میکروارگانسیماز بین تمام میکروارگانسیم
)عموموا   )عموموا     GRAS  1عنووان یو  میکروارگانسویم   عنووان یو  میکروارگانسویم     بهبه  سرویزیهسرویزیه

بندی شوده اسوت و  وادر بوه تولیود بوالاترین       بندی شوده اسوت و  وادر بوه تولیود بوالاترین         خطر( طبقهخطر( طبقه  بیبی

ید اتانول در طیف وسویعی از  ید اتانول در طیف وسویعی از  میزان اتانول زیستی است. تولمیزان اتانول زیستی است. تول
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pH  هووای مختلووف ازجملووه فشووار اسوومزی، درجووه هووای مختلووف ازجملووه فشووار اسوومزی، درجووه   و توونشو توونش

عنوان محاول فراینود  عنوان محاول فراینود    حرارت بالا و غلظت بالای اتانول بهحرارت بالا و غلظت بالای اتانول به

گیرد. پایداری نسبتا  زیواد در شورایط سوخت و    گیرد. پایداری نسبتا  زیواد در شورایط سوخت و      صورت میصورت می

پوذیری در سوازگاری مو ثر بورای     پوذیری در سوازگاری مو ثر بورای       خشن صنعتی و انعطا خشن صنعتی و انعطا 

  تخمیرهووای در مقیووا  بووزر  باعوو  انتخووا  مخموور     تخمیرهووای در مقیووا  بووزر  باعوو  انتخووا  مخموور     

برای طیف وسویعی از فراینودهای   برای طیف وسویعی از فراینودهای     ساکارومایسس سرویزیهساکارومایسس سرویزیه

صنعتی زیستی ازجملوه فراینودهای تولیود اتوانول تخمیوری      صنعتی زیستی ازجملوه فراینودهای تولیود اتوانول تخمیوری      

های خاص باع  کواهش آلوودگی   های خاص باع  کواهش آلوودگی     شده است. این ویژگیشده است. این ویژگی

شوود و بوه   شوود و بوه     آوردن هزینۀ تقطیر در فرایند تخمیر موی آوردن هزینۀ تقطیر در فرایند تخمیر موی   و پایینو پایین

همین دلیل استفاده از ایون مخمور در تولیود اتوانول زیسوتی      همین دلیل استفاده از ایون مخمور در تولیود اتوانول زیسوتی      

صورفه اتوانول و   صورفه اتوانول و     بوه بوه   (. تولید مقورون (. تولید مقورون 55سترده است )سترده است )رایج و گرایج و گ

های اصلی این صونعت بووده   های اصلی این صونعت بووده     راندمان بالا، همواره از چالشراندمان بالا، همواره از چالش

و هرگونووه افووزایش در غلظووت اتووانول تولیوودی در طووول   و هرگونووه افووزایش در غلظووت اتووانول تولیوودی در طووول   

تخمیر ازنظر کیفیت و م حظات ا تاادی مطلوو  اسوت.   تخمیر ازنظر کیفیت و م حظات ا تاادی مطلوو  اسوت.   

افزایش تولید اتانول طی فرایند به عوامل متعددی وابسوته و  افزایش تولید اتانول طی فرایند به عوامل متعددی وابسوته و  

و  درت بقا و حفظ فیزیولووژی سولول   و  درت بقا و حفظ فیزیولووژی سولول     چگونگی عملکردچگونگی عملکرد

(. ترکیوب  (. ترکیوب  66مخمر در شرایط تخمیر از عوامل مهوم اسوت )  مخمر در شرایط تخمیر از عوامل مهوم اسوت )  

مواد مغذی محیط تخمیور در فیزیولووژی سولول مخمور از     مواد مغذی محیط تخمیور در فیزیولووژی سولول مخمور از     

اهمیت حیاتی برخوردار است. عوواملی ماننود در دسوتر     اهمیت حیاتی برخوردار است. عوواملی ماننود در دسوتر     

مواد معودنی، بورای مثوال پتاسویم، گووگرد، منیوزیم،        بودنبودن

مثال، بیوتین، ریبووف وین  ها )برای  عناصر کمیا ، ویتامین

و اسوووید پانتوتنیووو (، فاکتورهوووای رشووود )بووورای مثوووال، 

هوا و اسویدهای چور ( و همةنوین اکسویژن بورای        استرول

طور چشومگیری بور   طور چشومگیری بور     . این عوامل به. این عوامل بهها م ثر است رشد سلول

رشد مخمر، تحمل تونش و بوازده تولیود اتوانول تأثیرگوذار      رشد مخمر، تحمل تونش و بوازده تولیود اتوانول تأثیرگوذار      

و متابولیسوم  و متابولیسوم    زا بور رشود  زا بور رشود    (؛ در مقابل، عوامل تنش(؛ در مقابل، عوامل تنش77هستند )هستند )

مخموور و درنتیجووه، کووارایی تخمیوور الکلووی تووأثیر منفووی     مخموور و درنتیجووه، کووارایی تخمیوور الکلووی تووأثیر منفووی     

های شای  در فرایند تولید الکول تخمیوری   های شای  در فرایند تولید الکول تخمیوری     گذارند. تنشگذارند. تنش  میمی

های فیزیکی، شیمیایی و زیسوتی  های فیزیکی، شیمیایی و زیسوتی    صورت تنشصورت تنش  توان بهتوان به  را میرا می

توصیف کرد. تحمل تنش در مخمر ازنظر ژنتیکی پیةیوده  توصیف کرد. تحمل تنش در مخمر ازنظر ژنتیکی پیةیوده  

 براسوا   (.(.88کنود ) کنود )   هوای زیوادی را درگیور موی    هوای زیوادی را درگیور موی      است و ژناست و ژن

عنووان   هوا، اتوانول بوه    مطالعات مختلف، در میان ایون تونش  

تنش اصلی، مسئول کاهش تولیود اتوانول و تو وف تخمیور     

شناسی، اکولوژیکی و صنعتی،  دلیل اهمیت زیست است. به

(. 9دربارۀ تحمل اتانول مطالعات زیادی انجام شده اسوت ) 

تجم  اتوانول در طوول فراینود تخمیور در بیوراکتوور و اثور       

ناپوذیر اسوت. اتوانول بور      ارندگی آن بور رشود اجتنوا    بازد

هووای مختلووف تووأثیر   فیزیولوووژی سوولول مخموور بووه روش  

توان به تأثیرات مضر آن بور سواختار    گذارد؛ ازجمله می می

و عملکرد غشای سلولی مخمر اشاره کرد. اتانول همةنوین  

هووای مهوم مسوویر گلیکولیتیوو  و   باعو  اخووت ل در آنوزیم  

شوود. همةنوین،    د اکسیژن در مخمر موی تولید رادیکال آزا

کنوود، بوور فعالیووت   اتووانول اندوسوویتوز سوولول را مهووار مووی  

های هیدروژنی غشاهای داخلوی میتوکنودریایی توأثیر     پمپ

هایی مانند الکل دهیودروژناز   گذارد و باع  مهار آنزیم می

شود. تجم  اتوانول بور سیسوتم انتقوال درون سولولی نیوز        می

ایوت باعو  کواهش مقودار اتوانول      گوذارد و درنه  تأثیر می

 (.(.1010شود ) تولیدی می

مهار متابولیسم، کاهش مار  سوبسترا توسط مخمر، مهار متابولیسم، کاهش مار  سوبسترا توسط مخمر، 

کاهش رشد، تغییر در ساختار غشوا و افوزایش نفوذپوذیری    کاهش رشد، تغییر در ساختار غشوا و افوزایش نفوذپوذیری    

کنود و  کنود و    اند که اتوانول در مخمور ایجواد موی    اند که اتوانول در مخمور ایجواد موی      ازجمله تغییراتیازجمله تغییراتی

هوای  هوای    درنهایت، مر  سلول مخمر را به دنبال دارد. در سالدرنهایت، مر  سلول مخمر را به دنبال دارد. در سال

های زیادی برای شناسایی سوازوکارهای پاسوخ   های زیادی برای شناسایی سوازوکارهای پاسوخ     اخیر ت شاخیر ت ش

بووه توونش اتووانول انجووام شووده و بوواوجود مطالعووات وسووی ،  بووه توونش اتووانول انجووام شووده و بوواوجود مطالعووات وسووی ،  

طوور کامول   طوور کامول     سوازوکار تحمول بوه اتوانول در ایون مخمور بوه       سوازوکار تحمول بوه اتوانول در ایون مخمور بوه       

شناسایی نشده است. بوه عبوارت دیگور، صوفت تحمول در      شناسایی نشده است. بوه عبوارت دیگور، صوفت تحمول در      

ای وابسووته اسووت کووه   ای وابسووته اسووت کووه     برابوور اتووانول بووه شووبکۀ پیةیووده    برابوور اتووانول بووه شووبکۀ پیةیووده    

(. (. 1111هوم دارنود )  هوم دارنود )  هوای متقوابلی در سوطن ژنووم بوا      هوای متقوابلی در سوطن ژنووم بوا        واکنشواکنش

تاکنون مشخص شده است در ارتباط بوا صوفت تحمول بوه     تاکنون مشخص شده است در ارتباط بوا صوفت تحمول بوه     

اند که شامل طیوف وسویعی   اند که شامل طیوف وسویعی     های متعددی دخیلهای متعددی دخیل  اتانول، ژناتانول، ژن
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های عملکردی شامل بیوسنتز پوروتئین، متابولیسوم   های عملکردی شامل بیوسنتز پوروتئین، متابولیسوم     از گروهاز گروه

اسیدآمینه و نوکلئوتید، انتقال، چرخۀ رشد سلولی و رشود،  اسیدآمینه و نوکلئوتید، انتقال، چرخۀ رشد سلولی و رشود،  

یووابی یووابی   متابولیسووم اسوویدهای چوور  و ارگوسووترول، سووازمانمتابولیسووم اسوویدهای چوور  و ارگوسووترول، سووازمان

دیواره سلول و غشوا و بیوسونتز پورولین و تریپتوفوان اسوت.      دیواره سلول و غشوا و بیوسونتز پورولین و تریپتوفوان اسوت.      

هوای عملکوردی مختلوف    هوای عملکوردی مختلوف      هوا در گوروه  هوا در گوروه    هرکدام از ایون ژن هرکدام از ایون ژن 

هوا کوه عملکورد    هوا کوه عملکورد      اند. تعداد زیادی از این ژناند. تعداد زیادی از این ژن  بندی شدهبندی شده  طبقهطبقه

دهنود. پیةیودگی شوبکۀ    دهنود. پیةیودگی شوبکۀ      چندگانه دارند، با هم میانکش میچندگانه دارند، با هم میانکش می

طووور مووداوم طووور مووداوم   پاسووخ مخموور طوووری اسووت کووه مسوویرها بووه پاسووخ مخموور طوووری اسووت کووه مسوویرها بووه 

شوند و این موضوژ تعیین سازوکار تحمول  شوند و این موضوژ تعیین سازوکار تحمول    ریزی میریزی می  برنامهبرنامه

هوووای هوووای   اتوووانول را مشوووکل کووورده اسوووت. بسووویاری از ژن  اتوووانول را مشوووکل کووورده اسوووت. بسووویاری از ژن  

شده که در تحمل به اتانول نقش دارنود، مربووط بوه    شده که در تحمل به اتانول نقش دارنود، مربووط بوه      شناختهشناخته

، ، ETR1هووای هووای   انوود؛ بوورای مثووال، ژنانوود؛ بوورای مثووال، ژن  ترکیووب غشووای سوولولیترکیووب غشووای سوولولی

OAR1 ، ،SUR4 ، ،FEN1  وو  HTD2     مربوووط بووه متابولیسووم   مربوووط بووه متابولیسووم

، ، DEP1 ، ،FEN2هووای هووای   اسوویدهای چوور  اشووباژ غشووا و ژناسوویدهای چوور  اشووباژ غشووا و ژن
UME6 ، ،HAC1 و PEX15     مربوط به متابولیسوم لیپیودها و   مربوط به متابولیسوم لیپیودها و

 (.(.1212اسیدهای چر  هستند )اسیدهای چر  هستند )

افزایش تحمل به اتانول در مخمرهای صنعتی به تخمیر 

تور منجوور شوده اسوت و همةنوین باعوو       تور و کامول   سوری  

پایوداری سوویه در فراینود     افزایش بازده تولیود، کوارایی و  

ها  ادر به افزایش زموان عملکورد فراینود     خواهد شد. سویه

تر در حضور اتانول هسوتند. عو وه    تخمیر به مدت طولانی

هوای مقواوم در برابور تونش اتوانول       بر این، تحقیق بر سوویه 

هوای دیگور ماننود     هوا از  ابلیوت   نشان داده است ایون سوویه  

ا ازجملوه فشوار اسومزی و    ز مقاومت به سوایر عوامول تونش   

 (.13تنش اکسایشی و حرارتی برخوردارند )

بورای  بورای    ساکارومایسوس سورویزیه  ساکارومایسوس سورویزیه  در مسیر بهبوود سوویۀ   در مسیر بهبوود سوویۀ   

و و   2افزایش تحمل به اتانول، از دو رویکرد مهندسی ژنتی افزایش تحمل به اتانول، از دو رویکرد مهندسی ژنتی 

تووان بهوره بورد. در هور دو رویکورد،      تووان بهوره بورد. در هور دو رویکورد،        میمی  3مهندسی تکاملیمهندسی تکاملی

طور مسوتقیم یوا غیرمسوتقیم ازطریوق     طور مسوتقیم یوا غیرمسوتقیم ازطریوق       شده بهشده به  تغییرات اعمالتغییرات اعمال

افتند و تمام این تغییورات نیازمنود   افتند و تمام این تغییورات نیازمنود     تغییرات ژنتیکی اتفاق میتغییرات ژنتیکی اتفاق می

هوای  هوای    درک سطن بالایی از توانمندی سلول در برابر تونش  درک سطن بالایی از توانمندی سلول در برابر تونش  

(. بوا  (. بوا  1414های م ثر در این صفت فنوتیپی است )های م ثر در این صفت فنوتیپی است )  مدنظر و ژنمدنظر و ژن

استفاده از رویکرد مهندسی ژنتیو  در توسوعه   استفاده از رویکرد مهندسی ژنتیو  در توسوعه     وجود این،وجود این،

هوایی هموراه   هوایی هموراه     بوا محودودیت  بوا محودودیت    ساکارمایسوس سورویزیه  ساکارمایسوس سورویزیه  سویۀ سویۀ 

 توان اشاره کرد:توان اشاره کرد:  است که به چند مورد میاست که به چند مورد می

( نیاز به اط عات گسترده دربارۀ ژنتیو  و بیوشویمی   ( نیاز به اط عات گسترده دربارۀ ژنتیو  و بیوشویمی   11

های فیزیولوژیو   های فیزیولوژیو     ( پیةیدگی پاسخ( پیةیدگی پاسخ22مسیرهای متابولی ؛ مسیرهای متابولی ؛ 

مهار برخوی دیگور   مهار برخوی دیگور     کردن بعضی مسیرها باع کردن بعضی مسیرها باع   سلولی )فعالسلولی )فعال

شود که باید بتوان تخمین زد پیامد تغییری که در مسویر  شود که باید بتوان تخمین زد پیامد تغییری که در مسویر    میمی

بووودن بووودن   ( سووخت( سووخت33( و کنوویم، چیسووت کنوویم، چیسووت   متابولیوو  ایجوواد موویمتابولیوو  ایجوواد مووی

دلیوول پیةیوودگی دلیوول پیةیوودگی   هووای صوونعتی بووههووای صوونعتی بووه  سووازی در سووویهسووازی در سووویه  همسووانههمسووانه

هوای  هوای    بودن آنها، استفاده از ارگانسویم بودن آنها، استفاده از ارگانسویم   پلو یدیپلو یدی  ژنتیکی و پلیژنتیکی و پلی

ه است. به ه است. به در کرر کرتغییر شکل یافتۀ ژنتیکی را در صنای  دشواتغییر شکل یافتۀ ژنتیکی را در صنای  دشوا

عبووارت دیگوور، رویکوورد مهندسووی تکوواملی در صووفات     عبووارت دیگوور، رویکوورد مهندسووی تکوواملی در صووفات     

طوور چشومگیری   طوور چشومگیری     ژنی  مانند صفت تحمل به اتانول بهژنی  مانند صفت تحمل به اتانول به  پلیپلی

 (.(.15و1616تر بوده است )تر بوده است )  موفقموفق

ظهووور تکاموول تطبیقووی باعوو  شوود سوو الات بنیووادی    ظهووور تکاموول تطبیقووی باعوو  شوود سوو الات بنیووادی    

ها دربارۀ چگونگی تکامل به چوالش کشویده شوود.    ها دربارۀ چگونگی تکامل به چوالش کشویده شوود.      فرضیهفرضیه

وجوود آمودن   وجوود آمودن   ع وه بر ایون، مطالعوات تکواملی باعو  بوه      ع وه بر ایون، مطالعوات تکواملی باعو  بوه      

هوا  هوا    فوردی از ویژگوی  فوردی از ویژگوی    موجودات جدید با ترکیب منحاوربه موجودات جدید با ترکیب منحاوربه 

عنووان یو  واحود    عنووان یو  واحود      (. هر میکروارگانیسم بوه (. هر میکروارگانیسم بوه 1717شده است )شده است )

های تکواملی، ابوزار مفیودی بورای بررسوی و      های تکواملی، ابوزار مفیودی بورای بررسوی و        زندۀ آزمایشزندۀ آزمایش

درک مسووا ل عمووومی و الگوهووای تکاموول اسووت و ایوون   درک مسووا ل عمووومی و الگوهووای تکاموول اسووت و ایوون   

های تطبیقی، سازشوی و تغییورات   های تطبیقی، سازشوی و تغییورات     حلحل  مطالعه برای یافتن راهمطالعه برای یافتن راه

 (.18و19)شرایط زیستی مفید است شرایط زیستی مفید است در اثر در اثر 

در رویکرد مهندسی تکاملی برای بهبود صفت تحمول  در رویکرد مهندسی تکاملی برای بهبود صفت تحمول  

هوای تکامول   هوای تکامول     ، آزموایش ، آزموایش ساکارومایسس سورویزیه ساکارومایسس سورویزیه به اتانول به اتانول 

در شوورایط دلخووواه و بووا اسووتفاده از اعمووال فشووار در شوورایط دلخووواه و بووا اسووتفاده از اعمووال فشووار   4تطبیقوویتطبیقووی

(. و توی  (. و توی  2020شووند ) شووند )   انتخابی به مودت طوولانی طراحوی موی    انتخابی به مودت طوولانی طراحوی موی    

و انودازۀ جمعیوت   و انودازۀ جمعیوت   زمان تولید نسل میکروارگانیسم، کوتواه  زمان تولید نسل میکروارگانیسم، کوتواه  



 

 

و همکاران نیمهرداد آذ/  زایی و مهندسی تکاملی بهبود تحمل به اتانول سویۀ صنعتی مخمر با ترکیبی از جهش  17 

 

 

ها در شرایط ایوده آل خواهنود بوود؛    ها در شرایط ایوده آل خواهنود بوود؛      بزر  باشد، آزمایشبزر  باشد، آزمایش

خودی در هر نسل اتفواق  خودی در هر نسل اتفواق    های خودبههای خودبه  زیرا بسیاری از جهشزیرا بسیاری از جهش

یافته به سرعت در کل جمعیت تکثیور  یافته به سرعت در کل جمعیت تکثیور    افتد و نسل تطبیقافتد و نسل تطبیق  میمی

(. در مهندسی تکواملی، مودت زموان و میوزان     (. در مهندسی تکواملی، مودت زموان و میوزان     2121شود )شود )  میمی

عبارت دیگور،  عبارت دیگور،  (. به (. به 2222جمعیت اولیه از عوامل م ثر هستند )جمعیت اولیه از عوامل م ثر هستند )

شوده بیشوتر باشود، احتموال و ووژ      شوده بیشوتر باشود، احتموال و ووژ        هرچه جمعیت آزموایش هرچه جمعیت آزموایش 

های بیشتر، مفیدتر و زیادتر است. همةنین از لحوا   های بیشتر، مفیدتر و زیادتر است. همةنین از لحوا     جهشجهش

هوای طوولانی مودت امکوان جداسوازی      هوای طوولانی مودت امکوان جداسوازی        آماری طی آزمونآماری طی آزمون

 (.(.2323یابد )یابد )  تر افزایش میتر افزایش می  فنوتیپ مطلو فنوتیپ مطلو 

هوا معموولا    هوا معموولا      خودی بیشتر ارگانیسمخودی بیشتر ارگانیسم  نر  جهش خودبهنر  جهش خودبه

در هر نسل اسوت؛  در هر نسل اسوت؛    1010-1010تا تا   1010-99پایین بوده و در حدود پایین بوده و در حدود 

بنابراین در شرایط رشد، هر عاملی، هرچند کوچ  که بنابراین در شرایط رشد، هر عاملی، هرچند کوچ  که 

باعوو  افووزایش نوور  جهووش شووود، زمینووه را بوورای       باعوو  افووزایش نوور  جهووش شووود، زمینووه را بوورای       

زایی با استفاده از زایی با استفاده از   کند. جهشکند. جهش  های مفید فراهم میهای مفید فراهم می  جهشجهش

اشعه یا مواد شیمیایی اغلب باع  افزایش تنوژ ژنتیکوی  اشعه یا مواد شیمیایی اغلب باع  افزایش تنوژ ژنتیکوی  

( و ( و 2424شوود ) شوود )   های تکاملی موی های تکاملی موی   جمعیت اولیه در آزمایشجمعیت اولیه در آزمایش

های تکامل تطبیقوی  های تکامل تطبیقوی    ژنوم جمعیت اولیه را برای آزمایشژنوم جمعیت اولیه را برای آزمایش

 کند.کند.  آماده میآماده می

با توجه به دمای جوش پایین اتوانول و تبخیور آن حوین    با توجه به دمای جوش پایین اتوانول و تبخیور آن حوین    

دار، احتموووال تکثیووور و گسوووترش  دار، احتموووال تکثیووور و گسوووترش    هوووای مووودت هوووای مووودت   کشوووتکشوووت

های کواذ  مخمور نسوبت بوه صوفت مقاوموت بوه        های کواذ  مخمور نسوبت بوه صوفت مقاوموت بوه          جمعیتجمعیت

اتانول وجود دارد. همةنین در تحقیقوات اخیور نشوان داده    اتانول وجود دارد. همةنین در تحقیقوات اخیور نشوان داده    

هوای کوتواه زنجیوره بور     هوای کوتواه زنجیوره بور       سازوکار سومیت الکول  سازوکار سومیت الکول  شده است شده است 

  ساکارومایسوس سورویزیه  ساکارومایسوس سورویزیه  ویوژه سوویۀ مخمور    ویوژه سوویۀ مخمور      مخمرها، بوه مخمرها، بوه 

بوتانول یو  الکول    بوتانول یو  الکول      -11(. با توجه بوه اینکوه   (. با توجه بوه اینکوه   25مشابه است )مشابه است )

کوتاه زنجیره با ساختار مشوابه اتوانول، اموا بوا نقطوه جووش       کوتاه زنجیره با ساختار مشوابه اتوانول، اموا بوا نقطوه جووش       

بوتانول بورای ایجواد    بوتانول بورای ایجواد      -11بالاتر اسوت، در مطالعوه حاضور از    بالاتر اسوت، در مطالعوه حاضور از    

های تکامل تطبیقی استفاده شود و  های تکامل تطبیقی استفاده شود و    زمایشزمایشفشار انتخابی در آفشار انتخابی در آ

سووپس میووزان تحموول بووه اتووانول و تولیوود اتووانول سووویۀ      سووپس میووزان تحموول بووه اتووانول و تولیوود اتووانول سووویۀ      

 یافته با سویۀ والد مقایسه شد.یافته با سویۀ والد مقایسه شد.  تکاملتکامل

ساکارومایسوس سورویزیه   ساکارومایسوس سورویزیه   در تحقیق حاضور، از سوویۀ   در تحقیق حاضور، از سوویۀ   

Ethanol red      که ی  سویۀ صونعتی و دارای بوازده تولیود    که ی  سویۀ صونعتی و دارای بوازده تولیود

زیوادی  زیوادی  الکل بالا است و در شرایط پر تنش تخمیر، توانایی الکل بالا است و در شرایط پر تنش تخمیر، توانایی 

عنوان سویۀ والد استفاده شود.  عنوان سویۀ والد استفاده شود.    در حفظ حیات خود دارد، بهدر حفظ حیات خود دارد، به

بوتانول، نور    بوتانول، نور      -11سپس برای تعیین میزان تحمل به اتانول و سپس برای تعیین میزان تحمل به اتانول و 

های مختلف اتانول نسبت به های مختلف اتانول نسبت به   ویژۀ رشد این سویه در غلظتویژۀ رشد این سویه در غلظت

منظوور افوزایش   منظوور افوزایش     حالت شاهد بدون الکول ارزیوابی شود. بوه    حالت شاهد بدون الکول ارزیوابی شود. بوه    

شورایط  شورایط  میزان تنوژ ژنتیکی جمعیت اولیه، سویۀ مذکور در میزان تنوژ ژنتیکی جمعیت اولیه، سویۀ مذکور در 

  6و اتیول متوان سوولفونات   و اتیول متوان سوولفونات     5زایی تابش اشعه فرابنفشزایی تابش اشعه فرابنفش  جهشجهش

یافتوه بوا اسوتفاده از    یافتوه بوا اسوتفاده از      هوای جهوش  هوای جهوش     رار گرفت. سوپس سوویه   رار گرفت. سوپس سوویه  

بوتانول جداسوازی   بوتانول جداسوازی     -11هوای حواوی غلظوت معینوی از     هوای حواوی غلظوت معینوی از       پلیتپلیت

دوره دوره   4848آموده طوی   آموده طوی     دسوت دسوت   هوای بوه  هوای بوه    شدند و در ادامه، سویهشدند و در ادامه، سویه

هووای تکاموول هووای تکاموول   روز تحووت آزمووایشروز تحووت آزمووایش  144144متوووالی بووه موودت متوووالی بووه موودت 

فتنوود و بعوود از مقایسووۀ نوور  ویووژۀ رشوود، فتنوود و بعوود از مقایسووۀ نوور  ویووژۀ رشوود، تطبیقووی  وورار گرتطبیقووی  وورار گر

های نهایی انتخا  شدند و تأثیر افوزایش مقاوموت بوه    های نهایی انتخا  شدند و تأثیر افوزایش مقاوموت بوه      سویهسویه

  7پیوسوته پیوسوته   اتانول در آنها در میزان تولید اتانول در شرایط نیمهاتانول در آنها در میزان تولید اتانول در شرایط نیمه

 بررسی شد.بررسی شد.

 

 .ها مواد و روش

سوویۀ  های کشهت و شهرایط کشهت مخمرهها       محیط

اهداشوده   Ethanol redساکارومایسوس سورویزیه   صنعتی 

 Novo Nordisk Foundation Center forتوسووط 

Biosustainability    عنووان   دانشگاه صونعتی دانموارک بوه

های تکامل تطبیقوی اسوتفاده شود.     سویۀ والد برای آزمایش

)مرک( رشود داده شود.    YPDسویۀ والد در محیط کشت 

گرم در لیتور   20گرم در لیتر گلوکز،  20این محیط حاوی 

گرم در لیتر عااره مخمور بوود. بورای سواخت      10پپتون و 

درصد وزنی آگار )مورک( بوه سوایر موواد      2محیط جامد، 

درجووه  121هووا در دمووای  افووزوده شوود و درنهایووت، محوویط
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د یقه در اتوک و استریل شودند.   15گراد و به مدت  سانتی

 2زایوی بوا    تکورار و سوویۀ حاصول از جهوش     6این سویه با 

 96هوای بوا    ی در میکروپلیوت مرحلوه متووال   48تکرار طوی  

چاه  کشت داده شدند. به عبارت دیگر، در هر چاهو   

جمعیتی حاصل از هور سوویه در شورایط تونش الکول  ورار       

های متووالی   گرفت. غلظت اتانول به تدریج در طول کشت

درصوود  8کووه غلظووت اتووانول از  طوووری افووزایش یافووت؛ بووه

ر درصود )حجوم د   9)حجم در حجم( در ابتدا، توا غلظوت   

حجم( افزایش یافت و  بل از هر کشت در حضور اتوانول،  

بوه   YPDهوا در محویط توازه     عنوان فشار انتخوابی، سولول    به

های تکامول تطبیقوی بازیوابی     د یقه برای آزمایش 30مدت 

عنووان   شدند. در تحقیق حاضر، افزایش نر  رشد ویوژه بوه  

بوه  های با تحمل بالاتر  پارامتر انتخابی برای جداسازی سویه

الکوول انتخووا  شوود. جمعیووت مخمووری بووا رشوود مکوورر در 

غلظت بالای تنش الکول بوا آن خوگرفتوه و سوازگار شوده      

است که درنهایت به تکثیور جمعیوت برتور در ایون شورایط      

-tیافتوه بوا اسوتفاده از آزموون      های تکامل منجر شد و سویه

test    05/0درصوود و  95بووا سووطن اطمینووانp-value<  در

 (. 25شد به دست آمدند )بهبود نر  ویژۀ ر

درصود   11در روش دیگر از ی  غلظت ثابت اتوانول  

مرحلوه   48کوه در   طووری  )حجم در حجم( استفاده شد؛ بوه 

طوور   هوایی انتخوا  و بوه     این غلظت ثابت مانود و جمعیوت  

 متوالی کشت شدند که  ادر به رشد در این غلظت بودند. 

اسوتفاده   عنووان فشوار انتخوابی    بوتانل به -1همةنین، از 

هوای   که غلظت آن به تدریج در طول کشوت  طوری شد؛ به

درصود )حجوم در حجوم(     8/1متوالی افوزایش یافوت و از   

درصد )حجوم در حجوم(    2شروژ شد و در انتها تا غلظت 

های حاوی  افزایش یافت.  بل از هر مرحله کشت در پلیت

هوا در محویط توازه     عنوان فشار انتخابی، سلول بوتانل، به -1

YPD  های تکامل تطبیقوی   د یقه برای آزمایش 30به مدت

 ..(22و26بازیابی شدند )

بورای  بررسی تحمل سویة صنعتی مخمهر بهه اتهانول     

بررسووی میووزان تحموول بووه توونش الکوول،  بوول از شووروژ      

ساکارومایسووس هووای تکاموول تطبیقووی، سووویۀ    آزمووایش

کشوت داده شود.    YPDدر محویط   Ethanol redسرویزیه 

حواوی    YPDبه محویط کشوت  سلول مخمر سلول مخمر   22××101088سپس 

درصود )حجوم در    11توا   0های مختلوف اتوانول از    غلظت

حجم(، تلقین و نر  ویژه رشد آن بور پایوۀ سوینتی  رشود     

مشخص شد. همةنین، نر  رشد ویژه این سویه در غلظت 

بوتانل به همین روش  -1درصد )حجم در حجم(  2تا  5/0

 تعیین شد.

برای محاسبۀ نر  ویژه رشود بورای هور نمونوه، از تواب       

یکسوان بورای   OD 600رشد نمایی استفاده شد. مقادیر اولیوه  

ها محاسبه و استفاده شود. نور  ویوژه رشود بوا       همه چاه 

 استفاده از رابطه زیر محاسبه شد.  
μ=(lnX2 − lnX1)/(t1 − t2) 

 

 .  .  زاییزایی  جهشجهش

در ابتدا مخمور در محویط   در ابتدا مخمور در محویط   فرابنفش  زایی با اشعه زایی با اشعه   جهشجهش

درجوه   30در دموای   ساعتساعت  1818به مدت به مدت   YPDکشت مای  کشت مای  

. سپس سوسپانسیون سولولی بوا   گرماگذاری شدگرماگذاری شدگراد  سانتی

  Tris-HClبافر لیتر لیتر   سلول مخمر در ی  میلیسلول مخمر در ی  میلی  22××101088تعداد 

بخشویدن بووه مرحلووه  بخشویدن بووه مرحلووه    منظووور سوورعتمنظووور سوورعت  تهیووه شوود. بوه تهیووه شوود. بوه pH    77بوا  بوا  

سووولولی در سووولولی در از سوسپانسووویون از سوسپانسووویون لیتووور  میلوووی 00//11غربوووالگری، غربوووالگری، 

هموراه بوا   هموراه بوا    YPDA های حاوی محیط کشوت اسوتریل  های حاوی محیط کشوت اسوتریل    پلیتپلیت

درصود حجوم در حجوم الکول     درصود حجوم در حجوم الکول       22//55یا یا   22//2525، ، 22های های   غلظتغلظت

هوا بورای   هوا بورای     بوتانل، تلقین و کام   پخش شد. سپس پلیوت بوتانل، تلقین و کام   پخش شد. سپس پلیوت   -11

ثانیوه از فاصوله   ثانیوه از فاصوله     120120و و   100100، ، 8080، ، 6060، ، 4040، ، 2020، ، 00هوای  هوای    زمانزمان

متری در معرض اشعه فورابنفش ناشوی از لاموپ،    متری در معرض اشعه فورابنفش ناشوی از لاموپ،      سانتیسانتی  2020
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T8 615/30w    رار گرفت و ب فاصوله در شورایط تواریکی     رار گرفت و ب فاصوله در شورایط تواریکی 

گوووراد گوووراد   درجوووه سوووانتیدرجوووه سوووانتی  3030روز در دموووای روز در دموووای   33-55بوووه مووودت بوووه مووودت 

منحنوی  منحنوی  . ((2727هوا رشود کننود )   هوا رشود کننود )     یافتوه یافتوه   نگهداری شد تا جهوش نگهداری شد تا جهوش 

 (.(.11مر  سلولی رسم شد )شکل مر  سلولی رسم شد )شکل 

بوه ایون منظوور    بوه ایون منظوور        زایی با اتیهل متهاس سهولفونا    زایی با اتیهل متهاس سهولفونا      جهشجهش

، تهیوه و  ، تهیوه و  YPDسلول مخمر از محویط کشوت موای     سلول مخمر از محویط کشوت موای       22××101088

سپس سوسپانسیون سلولی در بافر فسفات سدیم بوا غلظوت   سپس سوسپانسیون سلولی در بافر فسفات سدیم بوا غلظوت   

دار تهیه شود و بوه   دار تهیه شود و بوه     در ی  لوله درپیچدر ی  لوله درپیچ  pH  77//22مولار و مولار و   00//11

درجووه درجووه   3030سوواعت روی شوویکر در دمووای   سوواعت روی شوویکر در دمووای     44تووا تووا   11موودت موودت 

  2525، ، 7575، ، 5050در مجوواورت در مجوواورت   rpm  110110گووراد بووا دور  گووراد بووا دور    سووانتیسووانتی

میکرولیتوور اتیوول متووان سووولفونات )سوویگما(  وورار گرفووت.  میکرولیتوور اتیوول متووان سووولفونات )سوویگما(  وورار گرفووت.  

بوا  بوا    10:110:1کردن سوسپانسیون سلولی به نسبت کردن سوسپانسیون سلولی به نسبت    یق یقواکنش با رواکنش با ر

درصد )وزن در حجم( تیوسوولفات سودیم توازه    درصد )وزن در حجم( تیوسوولفات سودیم توازه      55محلول محلول 

ها بوا سوانتریفیوژکردن در دور   ها بوا سوانتریفیوژکردن در دور     تهیه شده متو ف شد. سلولتهیه شده متو ف شد. سلول

rpm  30003000نشین و پس از شستشو با آ  مقطر اسوتریل  نشین و پس از شستشو با آ  مقطر اسوتریل    ، ته، ته

شوده  شوده    لیتر از سوسپانسیون تهیهلیتر از سوسپانسیون تهیه  میکرومیکرو  100100سازی شدند. سازی شدند.   ر یقر یق

  22//55و و   22//2525، ، 22حواوی  حواوی    YPDAکشوت  کشوت    روی سطن محویط روی سطن محویط 

  3030روز در روز در   55بوتانل، کوام   پخوش و بوه مودت     بوتانل، کوام   پخوش و بوه مودت       -11درصد درصد 

گراد گرماگذاری شد. منحنوی مور  سولولی    گراد گرماگذاری شد. منحنوی مور  سولولی      درجه سانتیدرجه سانتی

ها در مقایسوه بوا نمونوه شواهد     ها در مقایسوه بوا نمونوه شواهد       براسا  تغییرات رشد سلولبراسا  تغییرات رشد سلول

 (.(.26و27بدون اتیل متان سولفونات رسم شد )بدون اتیل متان سولفونات رسم شد )

 

 
 Ethanol redساکارومایسس سرویزیه مخمر  در UVمنحنی مر  سلولی در اثر اشعه  -1شکل 

 
 UVمشخاات لامپ  -1جدول 

 های الکتریکی داده

 30 توان

 110 ولتاژ

370-400 آمپر  

50-60 فرکانس  

200-280  درت تابشی های نورسنجی داده nm 

 طول عمر
10800ساعت  عمر مفید  

 30kWh/1000h مار  انرژی
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 Ethanol redساکارومایسس سرویزیه مخمر در  EMS منحنی مر  سلولی در اثر -2شکل 

 

در تحقیق حاضر از دو  های تکامل تطبیقی   زمایش

های تکامل  و م   برای آزمایش YPDمحیط کشت 

عنوان  بوتانل به -1دو نوژ الکل اتانول و از  تطبیقی و

تنش فیزیولوژی  استفاده شد. محیط کشت م   با 

تهیه  18کردن م   نیشکر در آ  مقطر تا بریکس  ر یق

های  منظور حذ  ناخالای شد. پس از تهیه ر ت، به

به مدت  rpm 5000شده در  جامد، محیط کشت آماده

اد سانتریفیوژ شد. گر درجه سانتی 4د یقه و در دمای  25

گرم  2گرم در لیتر سولفات آمونیوم و  2پس از افزودن 

در لیتر اوره )مرک(، محیط کشت با افزودن اسید 

تنظیم شد. محیط کشت در  pH 5/4سولفوری  در 

د یقه اتوک و  10گراد به مدت  درجه سانتی 121دمای 

 (.28شد )

 های تکامل تطبیقی، با توجه به برای شروژ آزمایش

درصد  8میزان نر  ویژه رشد سویۀ والد، از غلظت اولیه 

درصد )حجم در حجم( اتانول و  11)حجم در حجم( تا 

درصد  5/2درصد )حجم در حجم( تا  8/1از غلظت 

طور  بوتانل استفاده شد که به -1)حجم در حجم( 

کردن به محیط کشت اضافه شد.  مستقیم و بدون استریل

یی کام   محکم پوشیده شد هر میکروپلیت با فویل غشا

ها در دمای  تا از تبخیر الکل جلوگیری شود. میکروپلیت

گرماگذاری شدند.  rpm  70گراد و دور درجه سانتی 30

ترین  برای جلوگیری از تبخیر محیط از بیرونی

 های میکروپلیت استفاده نشد.  ردیف

گیری میزان کدورت در  ها با اندازه خوگیری سویه

OD600 ( هر دو ساعت ی  بار با استفاده از دستگاهBio 

tech, USAها  ( خوانش شد و نر  ویژه رشد تمام سویه

های تکامل تطبیقی محاسبه شد.  حین انجام آزمایش

های سلول  منظور نگهداری و حفظ تمامی رده به

لیتر از  میلی 2/0یافته،  بل از هر بار تکرار کشت،  تکامل

 40لیتر از محلول گلیسرول  میلی 2/0کشت  بلی به 

تازه، اضافه و در دمای  YPDدرصد در محیط کشت 

(. افزایش غلظت 25گراد ذخیره شد ) درجه سانتی -80

های تکامل تطبیقی بعد از  الکل محیط کشت در آزمایش

که  طوری ها با غلظت الکل انجام شد؛ به خوگیری سویه

یافته و  ها در غلظت اولیه افزایش بیشترین نر  رشد سویه

 بعد از طی زمان تثبیت شده بود. 

از   بررسی تولید اتانول توسط مخمر

متر برای کشت  میلی 50های با عمق  میکروپلیت

گیری میزان اتانول  های منتخب برای اندازه سویه
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لیتر محیط  میلی 2تولیدشده استفاده شد و در هری  

کشت ریخته شد. غلظت  ند در این مرحله )مرحله 

گرم در لیتر بود.  20ها(،  رشد هوازی و تکثیر سویه

درجه  30در دمای YPDها در محیط کشت   سویه

در شیکر انکوباتور به  rpm 250گراد و دور  سانتی

محفظه  ساعت گرماگذاری شدند. از ی  8مدت 

با  ابلیت تنظیم و حفظ فشار گاز داخل  8ای شیشه

محفظه ازطریق ی  خروجی گاز استفاده شد. این 

محفظه دارای ی  ورودی برای گاز نیتروژن و ی  

کردن  خروجی برای هوا و اکسیژن بود و برای فراهم

هوازی و تولید اتانول استفاده شد. پس  شرایط کشت بی

لوکز محیط کشت به ساعت هوادهی، غلظت گ 8از 

گرم در لیتر رسانده شد. کشت در شرایط  300

گراد با دور همزن   درجه سانتی 30هوازی در دمای  بی

rpm70  ها  ساعت ادامه یافت. تمام آزمایش 36به مدت

 در سه تکرار انجام شدند.

برای تعیین غلظت اتانول و گلوکز  نالیز دستگاهی  

ا با کروماتوگرافی ه مانده در محیط کشت، نمونه با ی

 HPLC( )Ultimate 3000, Thermoمای  با فشار بالا )

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA آنالیز )

 Aminex HPX-87Hشدند. از ستون تعویض یونی )

(1250140), Bio-Rad, Hercules, California, 

USA5/0عنوان فاز ثابت و از اسید سولفوری   ( به 

ان فاز متحرک استفاده شد. ترکیبات با عنو مولار به میلی

(. از 27شناسایی شدند ) RIاستفاده از ی  آشکارساز 

ها استفاده  سازی نمونه استریل برای ر یق 9آ  میلیکیو

 30میکرولیتر به ستون با دمای  20شد. از هر نمونه 

 6/0گراد و با سرعت جریان فاز متحرک  درجه سانتی

های استاندارد با  . نمونهلیتر در د یقه تزریق شد میلی

هایی  های گلوکز و اتانول با غلظت کردن محلول ر یق

تهیه شدند که دامنه حساسیت تشخیص ستون را پوشش 

شده در  آوری های جم  داد. حجم نهایی نمونه می

 لیتر بود. میلی HPLC  5/0های ویال

 

 نتایج 

میزان  بررسی رشد سویه و تعیی  تحمل به الکل 

 Ethanol redگونۀ  ساکارومایسس سرویزیهرشد سویۀ 

های تکامل تطبیقی ارزیابی شد.   بل از شروژ آزمایش

 11تا  0های مختلف اتانول از  سویه در معرض غلظت

درصد )حجم در حجم(  رار گرفت و نر  رشد ویژه 

های یادشده تعیین شد )شکل  سویه در هری  از غلظت

 2تا  0(. نر  رشد ویژه سویۀ مذکور در غلظت 3

(. در این 4بوتانل نیز تعیین شد )شکل  -1درصد 

های حاصل از جهش با تابش  کلونی مطالعه، تمام ت 

فرابنفش و اتیل متان سولفونات و سویۀ والدی ابتدا در 

کشت داده شدند و جمعیت حاصل  YPDمحیط کشت 

 6کشت هری  از آنها که جمعیت اولیه نام گرفت، با 

کامل تطبیقی در شرایط تنش های ت تکرار در آزمایش

 بوتانل  رار گرفتند. -1اتانول و 

ها در دو حالت کلی تنش افزایشی و  این جمعیت

 -1در معرض اتانول و  YPDثابت در محیط کشت 

ها در محیط  بوتانل  رار گرفتند. همةنین این جمعیت

کشت م   در شرایط تنش افزایشی اتانول  رار 

 9درصد تا  8افزایشی از که در تنش  طوری گرفتند؛ به

درصد  11درصد )حجم در حجم( و در تنش ثابت با 

طور  به 5اتانول سازگار شدند. طرح آزمایش در شکل 

ها در شرایط فشار  شماتی  آورده شده است. سویه

روز متوالی کشت  144انتخابی هر دو نوژ الکل، تا 

شدند. انتقال سویه به ی  محیط تازه حاوی غلظت 

لاتر در رویکرد افزایشی زمانی انجام شد که اتانول با
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نر  ویژه رشد در غلظت  بلی برای چندین نسل ثابت 

روز،  144دوره کشت طی  48با ی مانده بود. پس از 

های سلولی  در رویکرد ثابت نیز برخی از رده

درصد )حجم  11شده  ادر به رشد در غلظت  آزمایش

الد  ادر به که سویۀ و در حجم( اتانول بودند؛ درحالی

رشد در این غلظت نبود. همةنین، نر  رشد برخی از 

درصد )حجم در حجم( اتانول  9ها در غلظت  سویه

 بهبود یافت.

های تکامل  روز آزمایش 144کلی، بعد از  طور به

های  تطبیقی، افزایش تحمل به اتانول در جدایه

یافته با اتیل متان سولفونات هم نسبت به سویۀ  جهش

 -1فقط با آزمایش تکامل تطبیقی با اتانول و  والدی که

های  بوتانل سازگار شده بودند و هم نسبت به جدایه

 (.2یافته با تابش فرابنفش بالاتر بود )جدول  جهش

حداکثر نر  ویژه رشد به تدریج در طول 

های تکامل تطبیقی افزایش یافت. در برخی  آزمایش

اما پس  مراحل کاهش نر  ویژه رشد نیز مشاهده شد؛

دوره کشت متوالی در شرایط تنش اتانول،  48از 

hحداکثر نر  ویژه رشد ی  سویه از
hبه 095/0  1-

-1  

 .(6ارتقا یافت )شکل  19/0

سازی با شرایط صنعتی بورای انتخوا     منظور مشابه به

های برتر از لحوا  مقاوموت بوه اتوانول، از محویط       سویه

های برتور،   هکشت م   استفاده شد. معیار انتخا  سوی

درپوی در شورایط    هوای پوی   توان تکثیر بالاتر طی کشوت 

تنش اتانول و محاسبۀ زمان نسل بوود. میوزان نور  ویوژه     

hرشد سویۀ منتخب در محیط کشت م   از
-1  095/0 

hبه 
 افزایش یافت. 12/0 1-

درصد )حجوم در   11یافته با  های تطابق از میان سویه

حجم( اتانول، نر  رشد ویژه ی  سویۀ والودی و یو    

hترتیوب بوه    جدایۀ حاصل از جهش بعود از تطوابق بوه   
-1 

hو   162/0
هوای منتخوب بعود از     رسید. سوویه  175/0 1-

  اند. آورده شده 1آزمایش تکامل تطبیقی در جدول 

 

 
 تکرار است. 3های مختلف اتانول. هر داده میانگین  در غلظت Ethanol redمنحنی نر  ویژه رشد سویۀ  -3شکل 
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 تکرار است. 3بوتانل. هر داده میانگین  -1های مختلف  در غلظت Ethanol redمنحنی نر  ویژه رشد سویۀ  -4شکل 

 

 
 های تطبیقی فلوچارت آزمایش -5شکل 
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 های تکامل تطبیقی های منتخب بعد از آزمایش سویه -2جدول 

میزان افزایش نر  ویژه 

های ثانویه  رشد جدایه

نسبت به سویۀ اولیه بعد 

10از تکامل تطبیقی
 

درصد )حجم در حجم( 

بوتانل در محیط  -1

کشت جداسازی 

شده بعد از  استفاده

 زایی جهش

زمان 

 جهش
  زایی نوژ جهش

درصد اتانول / 

بوتانل  -1

 یافته تطابق

محیط 

 کشت
 سویه

 YPD Ethanol Red (E1) درصد 9 - - - 079/0

 YPD Ethanol Red (E2) درصد 11 - - - 067/0

 YPD Ethanol Red (E3) درصد 9 - - - 05/0

 ساعت 1 25/2 095/0
میکرولیتر  25

EMS 
 YPD ER 106 درصد 9

 ساعت 1 25/2 076/0
میکرولیتر  75

EMS 
 YPD ER 103 درصد 11

 ساعت 1 25/2 074/0
میکرولیتر  50

EMS 
 YPD ER 105 درصد 5/2

 ساعت2 25/2 025/0
میکرولیتر  75

EMS 
 ER 108 م   درصد 9

 YPD ER 202 درصد UV 9 ثانیه 20 2 070/0

 

بورای   های منتخه:   تعیی  میزاس تولید اتانول سویه

هووای  بررسووی تووأثیر افووزایش مقاومووت بووه اتووانول سووویه  

یافتۀ منتخب بر افزایش تولیود اتوانول آنهوا، میوزان      تکامل

یافتووه  تولیوود اتووانول و ماوور  گلوووکز هوور سووویۀ تکاموول

شدن تأثیر افوزایش   (. برای مشخص6مشخص شد )شکل 

شده بر میزان تولید اتوانول،   تحمل به دو نوژ الکل استفاده

رم بوور لیتوور غلظووت گلوووکز در محوویط کشووت  گوو 300از 

گورم در لیتور    300حواوی   YPDغذادهی شد. در محویط  

یافتوه بوا    های تکامل گلوکز، تغییرات جمعیت سلول سویه

 داری وجود داشت.   والدین متناظر آنها تفاوت معنی

میووزان تولیوود اتووانول و ماوور  گلوووکز بوورای همووه   

ز میوان تموام   یافتوه افوزایش یافتوه بوود. ا     های تکامول  سویه

های منتخوب، بیشوترین تولیود اتوانول مربووط بوه دو        سویه

بوود کوه  بول از انجوام آزموون       106ERو  103ERسویۀ 

تکامل تطبیقی بوا اتیول متوان سوولفونات جهوش یافتنود و       

درصوود )حجووم در  9و  11ترتیووب در غلظووت  سووپس بووه

حجم( اتانول تکامل یافته بودند. میزان تولیود اتوانول ایون    

گورم در   3/112±9/0و  45/112±1ترتیب بوه   به دو سویه

لیتوور رسووید و کمتوورین میووزان تولیوود مربوووط بووه سووویۀ    

بود که با تابش فرابنفش جهش یافتوه   202ERیافتۀ  تکامل

درصود )حجوم در    9در غلظت  YPDو در محیط کشت 

حجم( اتانول تکامل یافته بود. میزان تولید اتوانول توسوط   

گورم در لیتور رسوید. ایون در      12/107±3/0این سویه بوه  

حالی است که میزان تولید اتانول سوویۀ والود در شورایط    

هوا نشوان    گرم بر لیتر بود. ایون داده  44/103±1/1مذکور 

بوتانول، بوه    -1دهند افزایش تحمل مخمر به اتوانول و   می

هووای  افووزایش تولیوود اتووانول و ماوور   نوود در سووویه    

 (.6یافته منجر شد )شکل  تکامل

های منتخب از بین  تانول سویهتولید ا

هایی که هیچ نوژ جهشی بر آنها اعمال نشده  جمعیت
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های تکاملی در معرض  بود و تنها طی آزمایش

درصد )حجم در حجم( اتانول  رار  11و  9غلظت 

با سطن  t-testگرفته بودند نیز با استفاده از آزمون 

نسبت به سویۀ  >05/0p-valueدرصد و  95اطمینان 

 داری افزایش یافته بود.  طور معنی بهوالدی 

منظوور بررسوی اثورات جهوش بور میوزان تولیود اتوانول          به

هوای منتخوب    ها، میوزان تولیود والودین میوانی سوویه      سویه

های تکامل تطبیقوی( نیوز    های  بل از آزمایش یافته )جهش

دهنودۀ افوزایش میوزان تولیود      ها نشوان  ارزیابی شد. آزمون

 108جز سوویۀ   بت به سویۀ اولیه بهاتانول والدین میانی نس

ER یافته با اتیل متان سولفونات( بود. )جهش 

 

 

 
 های والدین میانی و سویۀ والد اولیه های منتخب، سویه میزان تولید اتانول در سویه -6شکل 

 

 .گیری نتیجهبحث و 

بووا توجووه بووه افووزایش رشوود تقاضووای جهووانی اتووانول  

در سراسر جهان و  COVID-19زیستی، گسترش پاندمی 

عنوووان موواده   نیوواز بووه تولیوود هرچووه بیشووتر اتووانول بووه      

های اخیر، در زموان حاضور نیواز     کننده در سال ضدعفونی

(. ایون  29به حجم زیادی از اتوانول زیسوتی وجوود دارد )   

وری در هر مرحله  بدان معناست که بهبود عملکرد و بهره

ز این از تولید این محاول بسیار ضروری است. بسیاری ا

ها  ابل حل اسوت و بوا    شرایط با مهندسی میکروارگانیسم

طراحی دوبارۀ مسیرهای متابولیسومی، بوه افوزایش سوطن     

شود؛ درنهایت، موواد اولیوه    وری منجر می عملکرد و بهره

هوای تولیدکننوده و میوزان     مورد نیاز در مقیوا  کارخانوه  

 (.31و30یابد ) های تولید کاهش می سرمایه و هزینه
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رۀ محاولات زیستی که مار  انسوانی دارنود،   دربا

هوای تغییریافتوه از لحوا      هنوز استفاده از میکروارگانیسم

ژنتیکووی در بسوویاری از کشووورها ازجملووه ایووران بووا منوو    

 انونی همراه است؛ بنابراین، استفاده از راهبردهایی ماننود  

 گشا باشد. تواند در این زمینه گره مهندسی تکاملی می

صورفۀ اتوانول، تخمیور     بوه  کارآمد و مقرونبرای تولید 

رو، ی  سویۀ مخمور بایود دارای    سری  لازم است؛ ازاین

سرعت رشد خو  و میزان تولید اتانول در غلظت بوالای  

(. در مطالعات متعددی که تاکنون انجوام  32اتانول باشد )

هوایی کوه در ژنووم آنهوا      ها بر اثر جهش شده است، سویه

هوای   زا یوا جهوش   از موواد جهوش  دهد بوا اسوتفاده    ر  می

خودی ازطریق انطبواق تکواملی جمعیوت مخموری      خودبه

شووند و میوزان رشود مخمور در      با تنش اتانول سازگار می

دهود   یابد. دروا   جهش هنگامی ر  می تنش افزایش می

که مخمر در غلظوت کشونده یوا مهارکننودۀ رشود اتوانول       

خوود را   رار گیرد و با تغییرات حاصول از جهوش، بقوای    

طور چشومگیری در مقایسوه    در حدود این غلظت الکل به

(؛ بنوابراین،  34و33دهود )  های اجدادی بهبود موی با سویه

عنووان پوارامتر انتخوا  مناسوبی بورای       نر  رشد ویوژه بوه  

های تکامل تطبیقی بورای صوفت تحمول اتوانول      آزمایش

(. برای بررسی تأثیر افزایش تحمول  35شود ) محسو  می

گورم بور    300ر افزایش تولید اتوانول، از غلظوت   به الکل ب

لیتر گلوکز استفاده شود. نتوایج نشوان دادنود تحمول ایون       

ها نسبت به اتانول بهبود یافتوه و  وادر بوه اسوتفاده از      سویه

گلوکز بیشتری نسبت به سویۀ والد بوده است و بوه رشود   

خود در این شرایط ادامه دادند؛ درنهایوت، میوزان اتوانول    

 سبت به سویۀ والد تولید کردند.بیشتری ن

( بوووا اسوووتفاده از راهبووورد  2008دینوووه و همکووواران )

مهندسی تکاملی با روش ناپیوسته، تحمل به اتوانول یو    

هاپلو یود آزمایشوگاهی را    ساکارومایسس سرویزیهسویۀ 

درصوود )حجووم در حجووم( بهبووود     10درصوود بووه   8از 

در  (. در مطالعۀ دیگری استنلی و همکواران 13بخشیدند )

 ساکارومایسوس سورویزیه  بعد از جهش سویۀ  2010سال 

W303-1A   بووا اتیوول متووان سووولفانات، میووزان تحموول بووه

یافتوه و سوویۀ والودی را بعود از      هوای جهوش   اتانول سوویه 

صوورت   ی  دوره آزمایش تکامل تطبیقوی در اتوانول بوه   

روز  192پیوسووته بررسووی کردنوود و نشووان دادنوود بعوود از  

ور در شرایط تنش اتانول، میوزان  کشت مداوم در بیوراکت

درصود   9درصود بوه    5/7تحمل به اتانول هر دو سوویه از  

)حجم در حجم( ارتقا یافته بود؛ اما نر  مار  گلووکز  

زایوی در شورایط    گونوه جهوش   ای که بدون هویچ  در سویه

توونش اتووانول تکاموول یافتووه بووود، نسووبت بووه سووویۀ دیگوور  

( در 2017افوووزایش یافتوووه بوووود. توووورانلی و همکووواران )

ای از اتیول متوان سوولفانات بورای جهوش اسوتفاده        مطالعه

ساکارومایسووس کردنوود و میووزان تحموول یوو  سووویۀ     

را  CEN.PK 113-7Dهاپلو یود آزمایشوگاهی    سورویزیه 

درصوود افووزایش   10درصوود )حجووم در حجووم( تووا    5از 

دادند. در ادامه با روش مهندسی تکاملی تحمل به اتوانول  

خشوویدند و سووپس تغییوورات در  درصوود بهبووود ب 12را تووا 

یافتوه را بررسوی    های تکامول  ها در سویه تعداد کروموزوم

کردند. در ایون تحقیوق میوزان رانودمان تولیود نسوبت بوه        

سووویۀ والوودی در شوورایط یکسووان افووزایش یافتووه و ژنوووم 

یافتوه دیپلو یود شوده بوود. در تحقیوق حاضور        سویۀ تکامل

و ثابوت طوی   افزایش تحمل به اتانول روش تنش افزایشی 

و  96هوای بوا   روز و در کشت بسته، در میکروپلیوت  144

چاه  و در حجم بسیار کم انجوام شود. بهبوود نور       24

هوای بوالای   رشد طی روند تکاملی، در مقایسوه بوا هزینوه   

هوا،  کشت پیوسته و حفظ شرایط بسیار سخت این سیستم

در زمان کوتاه و با صر  هزینه بسیار کم همراه بوود. در  

جدایووۀ   100مطالعووه تغییوورات نوور  ویووژه رشوود     ایوون 
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تکرار بررسی شد کوه بوه انتخوا      2یافته با حدا ل  جهش

جدایووۀ برتوور منجوور شوود. در ایوون  2جدایووه و درنهایووت  5

تحقیق از یو  سوویه هوای هاپلو یود آزمایشوگاهی طوی       

عنوان شاهد استفاده شود و   های تکامل تطبیقی به آزمایش

یپلو ید با تکورار موجوود در   های د نتایج نشان دادند سویه

تور   صورت بالقوه مقواوم  ماده ژنوم نسبت به تنش اتانول به

های هاپلو ید هستند؛ اما با رونود کنودتری نسوبت     از سویه

انوود و تطووابق  هووای هاپلو یوود بووا توونش خوگرفتووه بووه سووویه

رسود یکوی از دلایول ایون موضووژ       یابند. بوه نظور موی    می

ای همسوان طوی   هو  های برگشتی است کوه در آلول   جهش

دهوود. تووورانلی و  هووا ر  مووی زمووان در ژنوووم ایوون سووویه 

ای افووزایش خوووگیری بووه   ( در مطالعووه2017همکوواران )

اتانول را با استفاده از اتیل متان سولفونات ثابوت کردنود.   

یافتوه بوا اتیول متوان      های جهوش  در تحقیق حاضر نیز سویه

یافتووه بووا اشووعه  هووای جهووش سووولفونات نسووبت بووه سووویه 

هایی کوه فقوط رونود آزموایش      نفش و همةنین سویهفراب

تکامل تطبیقوی را گذراندنود، نسوبت بوه اتوانول مقاوموت       

های حاصول از ایون مطالعوه     بیشتری را نشان دادند؛ با داده

 نتایج تورانلی تأیید شد.  

آمووده در ایوون پووژوهش،  دسووت بووا توجووه بووه نتووایج بووه

مرحلوۀ   عنووان فشوار انتخوابی در    بوتانول بوه   -1استفاده از 

غربالگری بعد از جهش، جایگزین مناسوبی بورای اتوانول    

هایی منجر شود کوه تحمول     بوده است و به انتخا  جدایه

هوای   به اتانول در آنها افزایش یافته بود؛ اموا در آزموایش  

هوایی   هوای بهبودیافتوه عمودتا  سوویه     تکامل تطبیقی سوویه 

بودنود کوه در شورایط تونش اتوانول تکامول یافتوه بودنود.         

مةنین، استفاده از محیط کشت م   تأثیر چنودانی در  ه

رونوود بهبووود مقاومووت بووه اتووانول در مقایسووه بووا محوویط    

 نداشت.   YPDآزمایشگاهی 

 

 سپاسگزاری

تحقیوق حاضور از حمایوت موادی و معنووی م سسووه      

تحقیقووات و آموووزش توسووعۀ نیشووکر و صوونای  جووانبی   

خوزستان برخوردار بوده است. پژوهش در آزمایشوگاه  

فنوواوری  میکروبیولوووژی صوونعتی پژوهشووکده زیسووت   

های علمی و صونعتی ایوران و همةنوین     سازمان پژوهش

 the Novo Nordisk Foundation Center forمرکوز 

Biosustainability  دانشووگاه صوونعتی دانمووارک انجووام

شووده اسووت؛ از اسوواتید، پرسوونل محتوورم آزمایشووگاه و   

 شود. های مرتبط تشکر و  دردانی می بخش
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