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 تقدیم به  :

کار نصیبم ساخته  ی را بسی شاکرم که از روی کرم پدر و مادری فدا تا در سایه درخت پر بار وجودشان بیاسایم خدا
و از ریشه آنها شاخ و برگ گیرم و از سایه وجودشان در راه کسب علم و دانش تلاش نمایم . والدینی که 
بودنشان تاج افتخاری است بر سرم و نامشان دلیلی است بر بودنم چرا که این دو وجود پس از پروردگار مایه 

گرفتند و راه رفتن را در این وادی زندگی پر از فراز و نشیب آموختند. تقدیم به پدر و هستی ام بوده اند دستم را 
زیز و مهربانم که در سختی کار و پشتیبانی محکم و مطمئن برایم مادر ع ها و دشواری های زندگی همواره یاوری دلسوز و فدا
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 تقدیر و تشکر

فرهیخته و فرزانه جناب آقای دکترصمدلویی که با نکته های دلاویز و گفته های بلند ، با تقدیر و تشکر شایسته از استاد 
گا  .بوده است نامهرنده در اتمام واکمال پایانصحیفه های سخن را علم پرور نمود و همواره راهنما و راه گشای ن
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 تعهد نامه

دانشکده  علوم مواد غذایی رشته کارشناسی ارشددانشجوی دوره   عبداله وطن دوستاینجانب 

اثر عوامل محیطی بر تولید روغن از گونه  دانشگاه صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامهکشاورزی 

در محیط کشت مایع و ارتباط آن با میزان بیان ژن مالیک   Mortierella alpina قارچی

 شوم . متعهد می دکتر حمیدرضا صمدلویی و دکتر شاهرخ قرنجیک راهنمائیتحت  آنزیم

امهت ن یان  ا پ ین  ا . حقیقات در  ر است  اصالت برخوردا ز صحت و  ا نجام شده است و  ا ینجانب  ا  توسط 

 . استناد شده است  استفاده  به مرجع مورد  تایج پژوهشهای محققان دیگر  ن ز  ا استفاده   در 

 امه ن یان  ا پ افرت هریع نروک مردر  یرا  مطالب مندرج در  بررای دری ا فرد دیگرری  ی تاکنون توسط خود 

. ئه نشده است  ا ر ا متیازی در هیع جا   ا

   نرام ا  ب اشد و مقالات مستخرج  ب نشگاه صنعتی شاهرود می  به دا ثر متعلق  ا ین  ا » کلیه حقوق معنوی 

نشگاه صنعتی شاهرود  ا « دا ی به چاپ خواهد «  Shahrood  University  of  Technology» و 

.  رسید 

 فرادی که در به دست آمد ا امهحقوق معنوی تمام  ن یان  ا پ تایح اصلی  ن ند در مقالات  ن  ا وده  ب ر  أثیرگذا ت

ز ا امه مستخرج  ن یان  ا  رعایت می گردد. پ

 ( ز موجود زنده ا ردی که  ، در موا امه  ن یان  ا پ ین  ا نجام  ا استفاده شده  در کلیه مراحل  ها (  ن آ افتهای  ب ا  ی

بط . است ضوا  و اصول اخلاقی رعایت شده است 

  یافته فراد دسترسی  ا امه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی  ن یان  پا این  نجام  ا در کلیه مراحل 

نسانی رعایت  ا بط و اصول اخلاق  زداری ، ضوا .یا استفاده شده است اصل را                                                                                                                                                                      شده است 

                                                                             تاریخ                                                                             

 امضای دانشجو

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

  ر ها زا ف ا رم  ن  ، ه ای  ن ا ی ا ر امه های  رن ب  ، ، کتاب  )مقالات مستخرج  ثر و محصولات آن  ا ین  ا کلیه حقوق معنوی 

نحو مقتضی  ه  ب ید  ا ب ین مطلب  ا  . اشد  ب نشگاه صنعتی شاهرود می  ه دا ب تجهیزات ساخته شده است ( متعلق  و 

یدا تول .در   ت علمی مربوطه ذکر شود 

 امه بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد ایان ن پ نتایج موجود در  ز اطلاعات و  ا  .استفاده 
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 چکیده
خود را دارند،  توده زیستیدرصد  02میکروارگانیسم هایی که قابلیت تجمع لیپید به میزان بیش از 

ی ینا از گونهپتحت عنوان میکروارگانیسم های مولد چربی نامیده می شوند. گونه ی قارچی مورتیرلا آل

 یناپآل مورتیرلا قارچی گونه از تولیدی محصول میکروارگانیسم های مولد چربی می باشد. مهمترین

اسید همین  آراشیدونیک لیدتو مناسب برای منابع باشد و یکی از بهترین می ای یاخته تک روغن

 Mortierella alpine قارچی گونه از روغن تولید بر محیطی عوامل قارچ می باشد. در این تحقیق اثر

و همچنین تاثیر  ، ژن های خانه دارآنزیم مالیک ژن بیان میزان با آن ارتباط و مایع کشت محیط در

 میزان بیشترین که داد نشان نانو ذرات منیزیم بر تولید روغن و تولید توده زیستی بررسی شد. نتایج

 روز و از شده کند رشد روند چهارم به سوم روز و از باشد می تخمیر سوم روز تا زیستی توده افزایش

 توده تجمع با گلوکز کاهش روندو همچین . شد مشاهده زیستی توده کاهشی روند بعد به چهارم

و پنجم تخمیر در محیط کشت نیتروژن آلی   سومنتایج بیان ژن خانه دار در روز  .بود همزمان زیستی

 translation elongation factor 1 alpHa و پنجم ژن سومبدین صورت بود که در روز بدون نانو 

 باشد می مناسب ژنی. برای انتخاب ژن خانه دار داشت شده انتخاب های ژن بین را ژن بیان حداکثر

 dihydropteridine reductase ژن. باشد داشته را بیانی تغییرات کمترین مرگ و رشد مرحله در که

 ذره نانو حضور شود. در تایید دار خانه ژن ترین پایدار عنوان به کاندید ژن عنوان به مرحله این در

 و dihydropteridine reductase ژن دو. یافت توجهی قابل افزایش شاهد نمونه به نسبت رشد سرعت

putative 60S ribosomal شاخص با BESTKEEPER ،معیار انحراف مناسب  ،CV فاکتور و پایین 

M تخمیر حالت دو هر در تخمیر محیط کشت حاوی نانوذره بودند. اما در  کاندید های ژن 5/7 زیر 

 ژن عنوان به ژن این رو این از شد انتخاب کاندید ژن عنوان به dihydropteridine reductase ژن

 دار خانه ژن جائیکهآن از .شد انتخاب آنزیم مالیک ژن بیان بررسی برای دار خانه مناسب



 ح
 

dihydropteridine reductase بیان اختلاف شد انتخاب دار خانه های ژن بین کاندید ژن عنوان به 

ژن مالیک آنزیم در نمونه ی با نانو در روزهای   fold-changمیزان  .بررسی شد ژن این با مالیک ژن

 .تخمیر ابتدا روند افزایش سپس کاهش مجددا افزایش را داشت

 ، آرشیدونیک اسیدمالیک آنزیم گلوکز، یاخته، تک روغن ،مورتیرلا آلفینا : کلمات کلیدی
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 مقدمه :1 فصل
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 مقدمه -1-1

دهند، عموما از نظر اسیدهای پروتئین مردم جهان را تشکیل می%52انرژی و  %52که  های غلاتدانه

 اسیدهای چرب چند غیراشباک. (Certik et al., 2006)چرب چند غیر اشباک ضروری فقیر هستند 

(PUFAs)شان از دست های اسید چربهای هیدروژن را در زنجیره، دو یا تعداد بیشتری از جفت

 LDL و  HDL باعث پایین آوردن کلسترول سرم خون و همچنین کاهش تولید دهند. آنهامی

های گیاهی مانند ذرت، کنجد، آفتابگردان، گلرنگ، لوبیای سویا و همچنین در شوند. روغنمی

روند. این ای چرب چند غیر اشباک به شمار میهای چرب از مهمترین منابع غذایی اسیدهماهی

های چند غیراشباک نیز چربی 9 تاق مایع هستند. اسیدهای چرب امگاها معمولا در دمای اچربی

هستند. این اسیدهای چرب عمدتا در غذاهای دریایی مانند ماهی خال مخالی پرچرب، ماهی تن 

ای و همچنین روغن بذر کتان، گردو، روغن سویا و روغن آلباکور، ساردین، سالمون، قزل آلای دریاچه

از آلفا لینولنیک اسید موجود در منابع غیر  انسانبدن . (Susanto et al., 2016) شوندکانولا یافت می

با بهبود ایمنی، آرتریت  9 نماید. امگاتبدیل می 9 امگا سایر کند و آن را بهگوشتی استفاده می

ها با کاهش سطوح 9 روماتوئید، بینایی، عملکرد مغز و سلامت قلب مرتبط هستند. به طور خاص، امگا

کاهش خطر ابتلا به بیماری  د که باعثدن و سطوح کلسترول کل مرتبط هستنگلیسیرید در بتری

را نیز کاهش دهند. منابع اصلی برای  HDL  . اگر چه آنها ممکن است سطوحمی شودقلبی عروقی 

یکی از  (w6) اسید لینولئیک .می باشد های گیاهی و برخی محصولات غلاتعبارتند از روغن 9 امگا

های گیاهی نظیر آفتابگردان متداولترین اسیدهای چرب چند غیر اشباک است که معمولا در روغن

های بطور معمول در ماهی (w3) وجود دارد. اسیدهای چرب دکوزاهگزاننوئیک و ایکوزاپنتانوئیک

 یقاتپس از تحق .چرب مانند ساردین، سالمون، هالیبوت، ماهی خال مخالی و قزل آلا وجود دارند

چرب  یدهایروغن و اس یدتول یبرا یبردند که پروتزوا، جلبک و قارچ منبع مناسب یدانشمندان پ یهاول

به عنوان  هامیکروارگانیسمبنابراین  شود.یاخته گفته میها، روغن تککه به این روغن یراشباعیچند غ
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ز روغن تک یاخته و در زنجیره غذایی مورد توجه قرار گرفتند و بهره برداری تجاری ا PUFAمنشاء 

از مهمترین اسیدهای چرب  (.Gerasimenko et al., 2010) اختصاص آن به مصرف انسان آغاز گردید

توان آرشیدونیک اسید را نام برد، با توجه به اهمیت آراشیدونیک اسید در چرخه اشباعی میچند غیر

به علت کمبود منابع مناسب  6تغذیه ای انسان و با توجه به اینکه تولید این اسیدچرب ضروری امگا 

جدا کردند که  را Mortierella از کپک پست یهایگونهتولید، با مشکل جدی مواجه است دانشمندان 

مورد آراشیدونیک اسید را داشته و می تواند به عنوان منبع مناسبی تولید،  زیادیتولید مقادیر یی توانا

 گیرد.توجه قرار 

 هاچربی -1-2

های متابولیکی در موجودات زنده ای و همچنین واسطههای مهم ساختمانی، ذخیرهنقش هایچربی

لیپیدها بصورت اجسام چرب تقریبا در تمامی  .(Sikorski and Kolakowska, 2003)کنند ایفا می

های شوند. بخش اصلی لیپید، مولکولموجودات یوکاریوت در بعضی نقاط طی حیات آنها ذخیره می

 اسید چرب است که به یک 9های تری آسیل گلیسرول شامل باشد. مولکولتری آسیل گلیسرول می

آسیل گلیسرول و اسیدهای های تریلکول(. ترکیب مو7-7باشند )شکل مولکول گلیسرول متصل می

 (.Fennema, 1996) تواند متفاوت باشدچرب در درون و میان موجودات می
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 روغن تک یاخته -1-3

آید به عنوان روغن میکروبی یا روغن تک های روغنی به دست میروغنی که از منابع میکروبی گونه

های موجود در منابع گیاهی و حیوانی از دسته ها و چربیاست، همانند دیگر روغنسلولی شناخته شده

ن روغن حاوی اسیدهای چرب چند و به عنوا( Fidler et al., 1999باشد )آسیل گلیسرول می

 ,.Fakas et alاشباک از جمله آرشیدونیک اسید، مورد توجه خاص محققین قرار گرفته است )غیر

2009 .) 

شوند در حال حاضر یک واقعیت اقتصادی های میکروبی که روغن تک یاخته نیز نامیده میتولید روغن

های گیاهی و چربی حیوانی برای مدت های مناسب روغنعنوان جایگزینبهباشد. اگرچه وجود آنها می

 7385زمان طولانی پیشنهاد شده بود ولی اولین مرحله تولید صنعتی روغن تک یاخته در سال 

سال به فعالیت خود ادامه داد و سپس بدلیل اینکه  6میلادی در بریتانیا شروک شد که به مدت 

های گیاهی رقابت کند، متوقف شد. این روغن با استفاده از قارچ با روغنتوانست از لحاظ قیمت نمی

غنی از  روغن طراحی شده بود که محیط کشت ایشد و بگونهموکور سیرسینللوئیدس  تولید می

عنوان جایگزین روغن ه بهک شود.میچرب غیراشباک با چند پیوند دوگانه گاما لینولنیک اسید  اسید

 (Fennema, 1996) گلیسرول(آسیل تار شیمیایی یک تری گلیسیرید)تریساخ-1-1شکل 
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متر  002با ظرفیت در فرمانتورهای دارای همزن  تخمیرران بود، استفاده شود. ر گکه بسیاپامچال 

، استخراج روغن تک یاخته،  تیو مستلزم عملیات برداشت و خشک کردن توده زیس انجام شدمکعب 

تولید این روغن تک یاخته  ینداگرچه فرآ (Ratledge, 2004; 2005) سازی نهایی نیزو خالصتصفیه 

میکروارگانیسم ها توان از برای چند سال بیشتر طول نکشید ولی موجب اثبات این مدعا شد که می

های گیاهی باشد و همچنین روغن بعضی از روغن تولیدعنوان جایگزین مناسب و اقتصادی برای به

سازی نمود و نیاز به تولید خالصهای متداول استخراج و توان توسط روشتک یاخته میکروبی را می

های میکروبی دارای اسیدهای باشد. علاوه بر این، روغنقیمت و مخصوص استخراج نمیواحدهای گران

 باشند. اَ گران قیمت نیز میقابل تولید نیستند و ماهیت گیاهانباشند که براحتی بوسیله یچربی م

 ارزش تجاری سازی دارند. زیادی برخوردار بوده ومیکروبی از ارزش افزوده  چند غیراشباک هایروغن

ای زیادی از ارزش تغذیه چند غیراشباک اسیدهای چرب طیف وسیع اکنون مشخص شده است که این

 ;Ratledge, 2004) آنها وجود دارد بازار بزرگی برای ابراینبرای نوزادان و مادران برخوردار بوده و بن

2005) 

 تاریخچه روغن تک یاخته -1-3-1

از آنها به عنوان  یبردار سال گذشته و بهره705  یدر ط یکروبیم هایروغن  یدتول یبرا یادیه زعلاق

سد پول رمی . به نظروجود دارد مصرف بشر یبرا گیاهی و جانوری هایها و چربروغن جایگزین منابع

 یاسدر مقبا استفاده از تخمیر  محقیقی است که یناول کردیم یتآلمان فعال ینکه در برلیندر ل

 (.Ratledge, 2005)تولید چربی کرد  Endomyces vernalis از گونه مخمری کوچک

در  گیاهی  هایها و چربروغن یگزینبه عنوان منابع جا هایزسازوارهاستفاده از ر یبرا وسیعی یقاتتحق

 یندنه تنها فرآ انجام شده است یادر سرتا سر دن دانشمندان مختلف یهاتوسط گروه بیستم قرن یط

را  یپیدبر تجمع ل یرگذارتأث ژنتیکی دادند بلکه عوامل قرار را مورد مطالعه بیرجهت تولید چ تخمیر

 (. Ratledge, 2005) کردند یهم بررس



6 
 

 تحت کنترل بزرگ ینبود فرمانتورها یلبدل یکروبیم یهاروغن یادز یاسکارآمد و در مق یدتوسعه تول

مشکل اصلی تولید کنندگان  میلادی7352تا دهه  یباتقر عتی مناسبصن یمحدود شد. فرمانتورها

در اواخر دهه  یاخته تک  ینپروتئ یدتول یبرا یورغوطه یندهای تخمیرفرآ ینکهپس از ا.بود

 یدتول یگرهمزندار شد، بار د یصنعت ید فرمانتورهایتوسعه داده شد و موجب تول یلادیم7352

در  یاختهروغن تک  یدتول گرفت. قرار مورد توجه یلادیم7362در اواسط دهه  یکروبیم یهاوغنر

کره  یدمقدار تول یرا کهقرار گرفت ز یمورد بررس کره کاکائو یهامعادل یدتول یبرا یلادیم7382دهه  

 (.Ward and Singh, 2005) کاکائو کم بود

به مدت   که شروک شد یتانیادر بر یلادیم7385در سال   یاختهروغن تک  یصنعت یدمرحله تول یناول

 یهابا روغن یمتاز لحاظ ق یتوانستنم ینکها یلخود ادامه داد و سپس بدل یتسال به فعالشش 

اگرچه شد.  یدتول Mucor circinelloides روغن با استفاده از قارچ ینکند، متوقف شد. ا یاهی رقابتگ

مدعا شد  ینموجب اثبات ا یول یدطول نکش ریشتچند سال ب یبرا یاختهروغن تک  ینا یدتول یندفرآ

 یهااز روغن یبعض یدتول یبرا یمناسب و اقتصاد یگزینعنوان جا به میکروارگانیسم هااز  توانمی که

و  دارد یادیز اییهاز ارزش تغذ یدهای چرباس ینشده است که ا صاکنون مشخ استفاده کرد یاهیگ

 (.Ratledge, 2004) وجود داردآن ها تولید  یبرا یبازار بزرگ ینبنابرا

 یاختههای تولید کننده روغن تکمیکرواورگانیسم -1-3-2

و  یساختمان یهانقش یرغشاها و سا یبرا یچرب یحداقل مقدار یدزنده با یهایسمتمام ارگان

که در  یهر محصول یدتول ییتوانا یکیها از نظر تئوریکروارگانیسم. میندنما تولید شان یعملکرد

 یدتول یواناتو ح یاهانتر از گتر و سالمیعها را سرباشند و آنیدارا م را شودیم یافتزنده  یهاسلول

 ییراتبه تغ یتوان در تمام طول سال بدون وابستگیرا م ید محصولاتروند تول ین. همچنیندنمایم

کنند و تمام یم یدتول یپیدل یگر،زنده د یسلول یستمس هر ها مانندانجام داد. آن ییو آب و هوا یمیاقل
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اند. البته تنها تعداد ، احاطه شدهمی باشد یدهای چرباس حاوی که یپیدیل یها توسط غشاهاسلول

عنوان منبع درصد از جرم سلولی به  02قادر به تجمع لیپید به میزانها  یکروارگانیسماز م ینسبتاً کم

 .(Higashiyama et al., 2002)شناخته شده اند یروغن یتحت عنوان گونه هاکه  باشندای میذخیره

 .می توانند روغن تک یاخته ای تولید کنند هاها و قارچها، جلبکاز باکتری

های کنند. جنسوجود دارد که تولید لیپید قابل استخراج می محدودی هایها، گونهدر میان باکتری

دهند که مقادیر قابل توجهی ها را تشکیل میباکتریا و نوکاردیا گروهی از باکتریمایکوباکتریا، کرینه

باشند. می همراه زاکنند ولی این لیپیدها در ارتباط با عوامل سمی و حساسیتلیپید تولید می

توان آنها را برای تولید ها سرعت رشد کمی دارند. بنابراین نمیورگانیسمهمچنین این میکروا

توان البته می .(Ratledge, 1982) های میکروبی برای مصرف انسان و حیوانات در نظر گرفتروغن

عنوان ها جداسازی شده است را بهرگانیسمکه از این میکروا 7گلیکولیپید، دی مایکولیل تری هالوز

تواند گزارش شده که می 0ای از آرتروباکتربا این وجود، گونه .(Ratledge, 1984)بکار برد. سورفکتانت 

تری آسیل گلیسرول،  %08-52این لیپید شامل  .لیپید تجمع کندتوده زیستی خود را  %82تا بیش از 

 . هدف اساسی تولید این لیپیدمی باشد فسفولیپید %5یسرول و کمتر از مونو آسیل گل 56-92%

 .(Ratledge, 1982)است  زیستی عنوان سوختاستفاده از آن به

از توده زیستی آنها را  %52 بیش از از آنها اندکی و تعداد %92بیش از تعداد زیادی  هادر میان جلبک

، 4، گونه نانوکلروپسیس9های نیتزشیاها مانند گونهاز جلبک .(Ratledge, 1981). دهدپید تشکیل میلی

ای برای تولید ایکوزاپنتانوئیک بطور گسترده 7و گونه پورفیریدیوم 6، گونه فائوداستیلوم5ناویکولاگونه 

                                                 

1- Dimycolyltrehalose 
2- Arthrobacter 
3- Nitzschia 
4- Nannochloropsis 
5- Navicula 
6- Phaeodactylum 
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 .(Barclay et al., 2005; Cohen and Khozin-Goldberg, 2005)شود اسید استفاده می

نبع مناسبتری برای تولید روغن مها ها نسبت به باکتریها و جلبکبه طور کلی مخمرها و کپک

، 9ریپتوکوکوس، 0های کاندیدابهترین مخمرهای روغنی وابسته به گونه (. 2010et alLi ,.) باشدمی

هستند. به طور میانگین این مخمرها لیپید را تا حد  1و یاروویا 6تریکوسپورون، 5ریزوپوس، 4ردوتورولا

 ,.Beopoulos et al) کنندذخیره می زیستی خوددرصد توده  12تا   در حالت بهینه درصد و  42

درصد توده  82تا  لیپید سازیبه ذخیره ها قادراز قارچ داده است که بعضی تحقیقات نشان(. 2009

توانایی تولید  Mortierella alpineهای جنس ها بسیاری از گونهدر میان قارچ باشندخود می زیستی

 تواندمی Mortierella alpineقارچ  .کشت دارند محیط شرایط حسب را بر PUFAمقادیر زیادی

 12گرم در لیتر و آراشیدونیک اسید را تا  02های غنی از آراشیدونیک اسید را تا آسیل گلیسرولتری

 (.Janga and Yang, 2008) تولید کند اسیدهای چرب لدرصد ک

 (Mortierellaceaeخانواده مورتیرلاسه ) -1-3-3

ی مداری سفید یا هاشود و پرگنهعنکبوتی مشخص میتار های منشعب و اغلب این خانواده با ریسه

ن شوند اما ممکعموما از خا  جدا می Mortierellaceaeهای خانواده دهند. گونهزردرنگ تشکیل می

 Mortierellaها ویا دیگر مواد آلی هم با آنها مواجه شد. افراد جنس ها، قارچاست در کود، چوب، برگ

گیری بازی های مناطق معتدل نقش چشمهای جنگلاکولوژی خا  وانند و درمخصوصا در خا  فرا

کنیم، رخورد نمیهای خا  با آنها بن جنس سرمادوست هستند و در نمونهبسیاری از افراد ای .کنندمی

                                                                                                                                               

1- Porphyridium 
2 - Candida 
3 - Cryptococcus 
4 - Rhodotorula 
5 - Rhizopus 
6 - Trichosporon 
7 - Trichosporon 



9 
  

 . (Dyal and Narvine, 2005) مگر اینکه دمای کشت پایین آورده شود

 Mortierella alpineقارچ  -1-3-3-1

است این راسته   Zygomycotaخانواده، Mucoralesمتعلق به راسته  Mortierella alpineجنس 

های درون این راسته به طور معمول قارچ. شودمی همMucor و  Rizhopos شامل جنس

 Dyal and) کنندهای پیچیده مصرف میقندی ساده را بهتر از مولکول گندخوارهایی هستند که منابع

Narine, 2005). قارچ Mortierella alpine یدتول یشده برا یبررسهای رگانیسماز بهترین میکروا 

 ییزا نبودن، توانایماریب شامل آن یایمزا یشده است. برخ یاشباک معرفیرچرب چند غ یدهایاس

ساز  یراشباککننده و غ یلطو یهایماز آنز ی، وجود انواععدم تولید رنگدانه ،رشد سریع بالا، ییزاروغن

از  یانواع یدکشت آن منجر به تول طیشرا تحت باشد و یم Mortierella alpine ی،در قارچ رشته ا

درجه  00  یررشد به ز یدما کاهش شود. به عنوان مثالیاشباک م یرچرب چند غ یدهایاس

د شویم یداسید ایکوزاپنتاانوئیک کشت، منجر به تول یطبه محافزودن نیتروژن  گراد باسانتی

(Muniglia et al., 2004.) 

 Mortierella در یاختهعوامل موثر بر تولید روغن تک -1-3-3-2

alpine 

شوند. با توجه  به به دو قسمت متابولیت های اولیه و ثانویه تقسیم می میکروارگانیسمیهای متابولیت

و در اواسط رشد میزان روغن شود در قارچ ذخیره می میکروارگانیسماینکه روغن از اوایل رشد 

ای که در دیواره سلولی به اندازه میکروارگانیسمیابد از این رو تولید روغن توسط ای افزایش میذخیره

های اولیه در نظر گرفته جزء متابولیت کند راگیرد و کمک به رشد میو دیگر اجزاء ساختاری قرار می

مرحله سکون بوجود  یکه بعد از توقف رشد و در ابتدا میکروارگانیسمشده و روغن ذخیره ای توسط 

های روغنی در یزان قابل توجهی از روغن در گونهباشند که مهای ثانویه میآیند جزئی از متابولیتمی

 میکروارگانیسمهای ثانویه تحت تاثیر دو عامل داخلی و خارجی شود. متابولیتاین مرحله ذخیره می
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ای فیزیکی و شیمیایی محیط هگیژنتیکی و عوامل خارجی شامل ویژاست. عوامل داخلی خصوصیات 

باشد. مهمترین عوامل فیزیکی شامل دما، دور همزن و مدت زمان کشت و عوامل شیمیایی کشت می

ها میکروارگانیسمنیاز های غذایی  باشد.می کشت محیط pHعناصر کم مقدار و  ،نیتروژن ،کربنشامل 

و نیتروژن از عناصر غذایی پرمقدار و شود کربن بندی میو قسمت کم مقدار و پرمقدار تقسیمبه د

مورد نیاز است  میکروارگانیسمباشد که برای رشد معدنی از مواد غذایی کم مقدار میبعضی از عناصر 

شود این عناصر از طریق گوهرمایه به محیط کشت وارد شده استفاده میوقتی از محیط کشت پیچیده 

 (. 7981سداللهی، و نیاز به افزودن آن نیست )شجاک الساداتی و ا

 کشت طیمح ییایمیش وی کیزیعوامل ف -1-3-4

 یمنابع کربن -1-3-4-1

های روغنی با تولید انرژی مرتبط نیست منبع کربنی میکروارگانیسماز آنجایی که تولید روغن توسط 

وزن خشک  % 52تا  42شود  اول اینکهحیط کشت توسط ریزسازواره مصرف میاز سه مسیر در م

دهد از این رو میزان قابل توجهی از این گوهرمایه وارد ساختار را کربن تشکیل می میکروارگانیسم

توجهی از منبع کربنی صرف رشد و فعالیت حیاتی شده دوم اینکه میزان قابل میکروارگانیسم

های ن انرژی ریزسازواره، برای فعالیتشود در واقع منبع کربنی منبع اصلی تامیمی میکروارگانیسم

 Embden-parnas-parnas (EMP) از مسیر میکروارگانیسمست. نتایج تحقیقات نشان داده که حیاتی ا

کند که با توجه به نیاز ربن را برای تامین انرژی مصرف میک Pentose pHospHate (PP) و

روغن از شود.  سوم اینکه ط محیطی یکی از مسیرها انتخاب میناشی از تغییرات شرای میکروارگانیسم

نبع کربن نیز صرف تولید محصول باشد بنابراین مقداری از مهای غیر وابسته به انرژی میمتابولیت

باشد کربن می از آنجایی که ساختار اصلی روغن(. Carter et al., 1971; Papagianni, 2004)شود می

چ ها هتروتروف شود. قاربه روغن دگرگون سازی می میکروارگانیسممیزانی از گوهرمایه کربنی توسط 

باشد ساپروفیت می مورتیرلاباشد برای رشد نیاز به کربن آلی دارند و از آنجائیکه گونه قارچی می
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ای مانند  ه از این رو قندهای سادهتمایل بیشتری به منابع کربنی ساده داشته تا به منابع کربنی پیچید

 میکروارگانیسممونو ساکاریدی و دی ساکاریدی )گلوکز، فروکتوز و ساکاروز( به سرعت توسط این 

به تحقیقات وسیعی که روی قارچ  توجه با. شوداعث رشد و تولید محصول بیشتری میمصرف شده و ب

 ریغ چند ربچی دهایاس دیتول و رشدی برا انجام شده بهترین گوهرمایه کربنی نایآلپ رلایمورت

 میکروارگانیسم نیا توسط آراشیدونیک دیتول بر رای مناسب اثر زین نشاسته. بوده است گلوکز ،یاشباع

  .(Jang et al., 2005) است داده نشان

 منابع نیتروژنی -1-3-4-2

استفاده  به منظور تولید روغن عنوان منبع محدود کننده رشدمنبع نیتروژنی بهاز برای تولید روغن 

شوند و کربن اضافی می چربیها وارد مرحله تجمع شود. در شرایط کمبود منبع نیتروژنی، سلولمی

نتایج تحقیقات  کنند.تبدیل می چربیکه هنوز در محیط کشت مورد استفاده قرار نگرفته است را به 

های روغنی بشدت تحت تاثیر ماهیت منبع نیتروژنی توانایی تجمع چربی در قارچ ان داده کهاخیر نش

مل منابع نیتروژن آلی و معدنی منابع نیتروژنی مورد استفاده در محیط کشت شا گیرد.قرار می

 باشد که از آن جمله می توان به آمینواسیدها، پروتئین، ملاس چغندر و نیشکر، پودر آب پنیر،می

ها به عنوان های کپکای در کشتطور گسترده به اشاره کرد که عصاره مخمر، کنجاله سویا و پپتون

متابولیت و شکل منبع نیتروژنی در . (Ratledge, 1993)اند منبع نیتروژنی مورد استفاده قرار گرفته

مورفولوژی قارچ تاثیر قابل توجهی دارد. در شرایط کمبود نیتروژن فعالیت متابولیکی کاهش یافته و تا 

عث شده تا ریسه ها حدی ریسه خالی شده و انتهای آن می شکند. در فرایند تخمیر کاهش نیتروژن با

واقع گویچه ها کوچک شده و شرایط ها به راحتی از هم جدا شوند در ای خارج و ریسهاز حالت گویچه

دهد که منبع تحقیقات نشان می (.Papagianni, 2004)شود برای حساسیت مکانیکی آن فراهم می

دارد به عنوان مثال  مورتیرلا آلپینانیترژنی تاثیر قابل توجهی در تولید آراشیدونیک اسید توسط قارچ 

شده و میزان  5شود باعث تغییر ژنتیکی دلتا ده میبع نیتروژنی استفاهنگامی که از اوره به عنوان من
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 (.(Ratledge, 2005یابد می یآراشیدونیک اسید کاهش قابل توجه

 اکسیژن -1-3-4-3

که کمبود اکسیژن ها برای رشد نیاز به اکسیژن مولکولی دارند. نتایج تحقیقات نشان داده بیشتر قارچ

متوقف شود. تحقیقات میکروارگانیسم وسط های قارچی باعث شده تا تولید محصول تدر بعضی از گونه

با تولید محصول کاملا متفاوت  میکروارگانیسمنشان داده که الگوی مصرف اکسیژن برای رشد 

باشد. تخمیر در آزمایشگاه یا در با توجه به روش تخمیر متفاوت می باشد. شرایط اکسیژن رسانیمی

مناسبی برای تامین اکسیژن در گیرد. همزدن روش تور انجام میظروف تکان خورنده و یا در فرمان

شدیدا تحت تاثیر میزان اکسیژن باشد در مواردی که تولید محصول های تکان خورنده میظرف

شود که میزان محیط روف تکان خورنده چنین پیشنهاد میباشد برای تامین اکسیژن کافی در ظمی

باشد درحالیکه در فرمانتور از پاشش هوا یا ای نروف شیشهکشت بیشتر از یک دهم تا یک پنجم ظ

شود )شجاک الساداتی و استفاده می میکروارگانیسماکسیژن خالص برای تامین اکسیژن مورد نیاز 

 تامین به نیاز دیاس کیدونیآراش مانند راشباک،یغ چربی دهایاس ازی اریبس تولید(. 7981اسداللهی، 

 شامل که آنزیمی سازیغیراشباک مراحلدر  راشباکیغ چند چربی دهایاس زیرا دارد کافی اکسیژن

 et al.(Higashiyama , .نیاز قابل توجهی به اکسیژن محلول دارد باشد،می نیز 7شدن دار اکسیژن

2002; Kim, 1997). 

 دما -1-3-4-4

باشد. افزایش دما در محدوده دمایی رشد باعث متغییر می 92تا  0ر قارچ ها بین د Q10میزان 

تحت  میکروارگانیسمشود. حلالیت اکسیژن و اکسیژن در دسترس می میکروارگانیسمافزایش رشد 

گراد درجه سانتی 91به  09زایش دما از باشد. نتایج تحقیقات نشان داده که با افتاثیر شدید دما می

                                                 

1 Oxygenation 
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 افزایش یافته است. تغییرات دمایی تاثیر قابل 04/9به  54/7والان اکسیژن مورد نیاز از میزان اکی

 (.Bull and Bushell, 1976)توجهی در تغییر مسیرهای بیوسنتز دارد 

1-3-4-5- pH 

باشد. میزان اولیه محیط کشت می pHاز عوامل مهم و موثر دیگر در تولید محصول و رشد ریزسازواره 

pH تاثیر قابل توجهی در انتقال ترکیبات مغذی به ریزسازواره، حلالیت مواد مغذی در محیط کشت و 

کنند. تغییرات رشد و تولید محصول می ،pHآنزیمی دارد. قارچ ها در محدوده وسیعی از های فعالیت

pH توجهی در شکل ریسه قارچ نیز دارد. افزایش و کاهش بیش از حد تحمل تاثیر قابلpH  باعث شده

 Bull and Bushell, 1976; Pirt and)ها متورم شوند و نسبت به نیروی برشی حساس شوند ریسه

Callow 1959.) رو تنظیم از اینpH باشد.م در تنظیم رشد و تولید محصول میاز عوامل مه 

 دور همزن -1-3-4-6

دور همزن و روش همزدن تاثیر قابل توجهی در مورفولوژی قارچ، میزان رشد ویژه قارچ و در عین حال 

ه همزن قرار اورت پرتولید محصول دارد. سرعت بالای همزن به ساختار ریسه ریزسازواره که در مج

کند. البته ره خود را در این شرایط ترمیم میگیرند آسیب بیشتری وارد کرده ولی عموما ریزسازوامی

های پیر توانایی کمتری در ترمیم بافت باشد و ریزسازوارهانایی به سن ریزسازواره مرتبط میاین تو

فراهم کرده افزایش رشد با کاهش  آسیب دیده دارند. دور همزن بالا، اکسیژن مورد نیاز برای رشد را

 (. Papagianni, 2004)تولید محصول همراه است 

 مدت زمان تخمیر  -1-3-4-7

 دیاس کیدونیآراش زانیم وی ستیز تودهروغن،  دیتول شیافزا سبب ر،یتخم زمان مدت شیافزا معمولاً

 را دیاس کیدونیآراش دیتول زانیم نیبهتر نایآلپ رلایمورتی هاگونه. گرددیم نایآلپ رلایمورت قارچ توسط

 از شیب شیافزا که است نیا دارد، تیاهم انیم نیا در آنچه. دهندیم نشان روز 72 زمان مدت در
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 نیا به توجه با. کاهدیم زسازوارهیر توسط شده دیتول محصولی اقتصاد صرفه از ر،یتخم زمان اندازه

 زمان نیکمتر در راندمان نیشتریب که گردد انتخابی اگونه به ریتخم زمان مدتی ستیبا عامل،

 .(Dyal and Narine, 2005) دیآ دست به ممکن

 آرشیدونیک اسید -1-4

)شکل  دوگانه است یوندپ 4 یاست که دارا یکربن 02چرب اشباک نشده  یداس یک یدونیکآراش یداس

آرشیدونیک اسید یکی از  .آیدیبه حساب م 6چرب امگا  یدهایاس یرمجموعهچرب، ز یداس ین. ا(7-0

موجود در  ینولنیکل یدعمدتاً از اس باشد، کهترین اسید چرب چند غیراشباک در بدن انسان میمهم

آرشیدونیک  غشا سلول هست. یپیدهایاز فسفول یجزئ یکبه عنوان  ،. در بدنآیدیغذا بدست م

کنند از جمله حفاظت از مخاط معده، کاهش چربی کبد، از های متنوعی در بدن ایفا میاسیدها نقش

، بهبود سوخت و ساز چربی در بیماران 7ای، درمان پسوریازیس پوستیهای غدهبین بردن سلول

 ;Higashima et al., 2002)، کنترل حافظه، ادرا ، احساس درد و حرکت نقش دارند 0سیروزی

Ward and Singh, 2005.) 

 

 (Higashima et al., 2002) دیاس کیدونیآرش یفرمول ساختار-0-7شکل 

                                                 

1-  Skin Psoriasis 
2 - Cirrhotic Patients 
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توجه به تاثیر آن، در رشد مغز و  در بین اسیدهای چرب غیراشباک ضروری، آراشیدونیک اسرید برا

 .قرار گرفته است قدرت بینایی بیشتر مرورد توجره

و بافت ها، خون آرشیدونیک اسید عمده ترین اسید چرب چند غیر اشباک در انسان است که در اندام

اشد، بای وجود دارد و همراه با فسفولیپیدها دارای نقش اساسی به عنوان لیپید ساختاری میماهیچه

ساز بسیاری از و پیش( Ratlegdge, 2004)موجود در بافت مغز  6ترین اسید چرب امگا اصلی

باشد. ، می90های سری و پروستاگلاندین 0ها، لوکوترین7هاایکوزانوئیدها از جمله ترومبوکسان

عملکردهای فیزیولوژی متنوعی از جمله حفاظت از مخاط معده، کاهش چربی کبد، از بین بردن 

برای  5و بهبود سوخت و ساز چربی در بیماران سیروزی 4ای، درمان پسوریازیس پوستیهای غدهسلول

 ,Higashima et al., 2002; Dyal and Narine) آراشیدونیک اسید گزارش شده است

2005.)Annunziata و Annunziata   آزمایش کلینیکی را روی نوزادان نابالغ که به 0277در سال ،

و آراشیدونیک اسید داده شده بود، انجام دادند و دریافتند  DHAآنها شیرهای خشک دارای مکمل 

 های تیزهوشی، توسعه حرکتی و برقراری ارتباط سودمندها در افزایش شاخصکه افزودن این مکمل

، یک آزمایش 0222و همکاران در سال  Birch(. Annunziata and Annunziata., 2011)باشند می

و  DHAکلینیکی روی نوزادان بالغ اجرا کردند و به آنها سه نوک فرمول شیر خشک دارای مکمل 

و بدون مکمل داده شد. شاخص توسعه روانی در گروهی از  DHAآراشیدونیک اسید، تنها مکمل 

و آراشیدونیک اسید به آنها داده شده بود، بالاتر بود  DHAکه شیر خشک دارای هر دو مکمل  کودکان

(Brich et al., 2000 .)های مختلفی وجود دارد که علاوه بر این، گزارشPUFA  ممکن است در توسعه

                                                 

1  Thromboanes (TX) 
2  Leukotrienes (LT) 
3  Series 2 Prostaglandins 
4  Skin Psoriasis 
5  Cirrhotic Patients 
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 ای باشد که تا حد امکانمغز نقش داشته باشند و توصیه شده که اگر ترکیب شیر خشک به گونه

 .(Higashiyama et al., 1998)مشابه شیر مادر باشد، بهترین تغذیه برای کودکان است 

 تولید میکروبی آرشیدونیک اسید -1-5

 تعدادی از .های بسیاری برای تولید آراشیدونیک اسید میکروبی انجام گرفته استتاکنون تلاش

... اسیدهای چرب و  Diatoms ،CrysopHytes ،CryptopHytes ،Dinoflagellatesها، از جمله جلبک

 7های فتواتوتروفد تولید آراشیدونیک اسید در جلبککنند. به نظر میرسپیوند دوگانه تولید می با چند

تحت شرایط رشد آهسته در محیط   PorpHyridium cruentumو   Parietochloris incise مثل

 که رشد آهسته از دیدگاه تولید صنعتی نیتروژن محدود، بهینه باشد کشت بدون نیتروژن یا با

یابد و آنهایی ها به شکل تری آسیل گلیسرول تجمع نمیجلبک نامطلوب است. از طرفی روغن دراغلب

 فتوتروف اجباری هستند. برای مثال آراشیدونیک اسید کنندکه تری آسیل گلیسرول ذخیره می

لیپیدهای قطبی پیچیده که در شیر مادر ، اتولیدی توسط پورفیریدیوم سرنتوم همراه گالاکتولیپیده

 ،Nitzschia ،Crypthe codinium  ،Pythium مثل های هتروتروفوجود ندارد، است. اگرچه جلبک

PUFA  کنندمی گلیسرول و فسفولیپید ذخیرهرا اغلب به شکل تری آسیل (Ward and Singh, 

2005.) 

آراشیدونیک اسید باشد. در مقدار  بالقوهای برای تولیدتواند منبع جلبک سبز پاریتوکلریز اینسیزه می

درصد توده  02چرب و  درصد کل اسیدهای 52حداکثر تولید لیپید میزان آراشیدونیک اسید به 

 Dyal) شودمی درصد آراشیدونیک اسید به شکل تری آسیل گلیسرول ذخیره 32سلولی میرسد و 

and Narine, 2005.) 

 

                                                 

1- Photoautotrophic 
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 مالیک آنزیم -1-6

تنها آنزیم موثر در  MEیک آنزیم کلیدی در تجمع چربی می باشد. ( ME; EC1.1.1.40آنزیم )مالیک 

(. تنها یرک فررم از هفرت فررم 0-7باشد )شکل مورد نیاز برای ساخت اسیدچرب می NADPHتولید 

ME  در تجمع چربی دخیل می باشد. شکلE  مالیک آنزیم که از فرمD شود توانایی سرنتز ساخته می

کنرد و بره را کرد مری Eو  Dا دارد. نتایج تحقیقات نشان داد که یک ژن هر دو شکل آنزیمری چربی ر

بره گونره  MEحاصل از آن با هم مشابهت زیادی دارند. وقتی که ژن کد کننرده ایرن فررم از پروتئین 

برابر افرزایش یافرت. اگرر  5/0منتقل شد میزان روغن این گونه قارچی  Mucor circinelloidesقارچی

یابرد. فعالیرت میزان ذخیره چربی به شدت کاهش میاین آنزیم غیرفعال شود یا فعالیتش کاهش یابد 

 Mucor  ارتبرراط مسررتقیمی بررا ذخیررره شرردن چربرری در دو گونرره قررارچ رشررته ای MEآنررزیم 

circinelloides   و Mortierella alpinaدارد (Zhangy and Ratledge, 2008 .) در تحقیقی که توسرط

Jin انجام شد نشان دادند که غلظت نیتروژن تاثیر قابل تروجهی در فعالیرت  0228سال و همکاران در

   یابد.رشد افزایش مییم شدیدا در مرحله اسید دارد. فعالیت این آنز مالیک آنزیم و میزان آراشیدونیک

 (Zhangy and Ratledge, 2008) ریمس نیا در کیمال میآنز نقش و دهایپیل وسنتزیب ریمس-3-1شکل 
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   Real- Time PCRواکنش  -1-7

 است که آن را  Real Time PCRدارای انواک متعددی است. یکی از آنها  مراز ای پلیواکنش زنجیره

(Assay Homogeneous )نامند. در این روش برخلاف روش الکتروفورز اجزای واکنش دهنده نیز می

PCR شوند. به طور کلی از یکدیگر جدا نمیReal Time PCR ی وقفهتکنیکی برای مشاهده بی

 PCRدر طول زمان است. همچنین با این روش می توان مقادیر تولیدات  PCRپیشرفت واکنش 

DNA ،cDNA  یاRNA  کرد. این روش بر مبنای فلورسنت  تولیدی از مولکول گیری را نیز اندازه

-های گزارشگر فلورسنت یا به صورت رنگیابد. مولکولگزارشگر است که در طول واکنش افزایش می

گرهای و یا به صورت شناسه SYBR Greenشوند مانند ای باند میدو رشته DNAهایی هستند که به 

ستند. این تکنیک می تواند با حداقل اسید نوکلئیک آغاز ه TaqMan Probesهای خاص مانند توالی

شود و مقدار تولید نهایی را با دقت زیادی تعیین کند. محدود به زمان و ذخیره منابع نیست، به 

 .معمولی دارد PCRراحتی قابل اجرا است و دقت و حساسیت بالاتر از 

 Real- Time PCRتاریخچه و روش انجام  -1-7-1

 یرتکث یریگقادر اسررت به منظور اندازه و شد یو همکارانش معرف Higuchiتوسررط  7330در سال 

DNA در هر چرخه PCR، ینگر یبرمثل سررا یرنگ فلورسررنت گزارشررگر I کند در  آشکارسازی را

شود و به یکه قابل سنجش م یابدیم یشافزا ینقطه ا تا فلورسنس یر،تکث یتمیلگار یطول فاز خط

مورد اسررتفاده در واکنش  یژه ژنو یمرهایپرا یلهاسررت که به وسرر یهدف یهاژن یبعد یزنالآ عنوان

ی هااز نمونه RNA یکسر یناند؛ بنابرانشررده یرتکث ،cDNAیر و تکث یلجهت تشررک یاتک لوله

را دارد که در  یتمز ینا یا مرحله شرروند؛ اما انجام روش دو یرهذخ یشررترجهت آزمون ب یدبا اصلی

 .سازدیم یرپذژن هدف را امکان یشترب یزشود و آنالیاستفاده نم یک مرحلهدر  RNAروش نمونه  ینا

 DNA یمتوال یهااز رقت استفاده با ینشود؛ بنابرایم یدهنقطه تقاطع نام یا (CT) آسررتانه چرخه
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با  CT ارزش نمونه ناشررناخته را به عنوان cDNA یا DNAتوان مقدار می استاندارد با مقدار مشخص،

و  یرتکث qPCRمحاسبه کرد.  CTمقابل  در غلظت یتماستاندارد لگار یمنحن یماستفاده از ترس

پررس از  یندفرآ هر به یازرو ن یندهد از ا یبا هم انجام م یمرحله انفراد یکدر  را نمونه یآشکارساز

واکنش در زمان  یشرررفتپ یینتع یت،حساسرر ،RT-PCRیگر د یها یتبرد. مزیم یانرا از م یریتکث

وجود رنگ  یجهامررر در نت این مواد مورد آزمون در نمونه است. یقو سنجش دق یزآنال ی، سرررعتواقع

مقدار  با دار با فلورسانس است که شدت آن هانشان ی اولیگونوکلئوتیدیپروپ ها یافلورسررنس  یها

،انواک  qPCR یهاک مختلف واکنشانوا تسهیل باشد. جهتیشررده، متناسب م یدتول DNAمحصول 

 یمقاومت حرارت و صحت باال، سرعت یدارا یمرازهاپل ینشرروند که ایم یمراز استفادهمختلف پل

 یواکنش ها طراح ینجهت انجام ا یواقع زمرران در PCR یزاتتجه ین،هستند؛ بنابرا ییباال

فلوئور وفورها  ی برانگیختنبرا ینور یستم،س DNA یرتکث یبرا یکلرترمال سررا شررامل شرروند کهیم

 یهاداده آنالیز و یجمع آور یبرا یژهو نرم افزار وی سازآشررکار یمیاز ش یو گرفتن فلورسررنس نشر

 .(Hudecova, 2015) شده است یدتول یکم

 DNAهای فلورسنت متصل شونده به رنگ -1-7-2

ترین رنگ مورد استفاده در این تکنیک سایبرگرین باشد. این رنرگ بره شریارهای شاید متداول

نرانومتری را  500نانومتر، نرور  438ای متصل میشود و با جذب در طول موج  رشته دو DNAکوچک 

ولیرد میشرود، ای تکه محصرول دو رشرته PCRشود. در طی ساطع میکند که توسط دستگاه ثبت می

متناسرب اسرت.  dsDNAود و بنابراین افرزایش شردت فلورسرنت برا غلظرت شرنگ به آنها متصل می

سایبرگرین یک رنگ غیر اختصاصی است لذا برای تمامی آزمایشات قابل استفاده است و ایرن مسرئله 

دو رشرته ای  DNAتررین عیرب آن عردم توانرایی در افترراق آید اگرچره مهرمیک مزیت به شمار می
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پرس از انجرام  7که برای حل این مشرکل اسرتفاده از منحنری ذوب استاختصاصی از پرایمر دایمر ها 

 Real-Time PCR منحنری ذوب 4-7شکل  (.(Morison et al., 1998 توصیه شده است PCRمراحل 

 دهد.نشان می

 

 های فلورسنتپروب -1-7-3

ها کنند. پروبها بر خلاف سایبرگرین بر اساس تشخیص اختصاصی توالی محصول کار میپروب 

ها بازتابش رنگ فلورسنت دارند. معمولاً دستگاه و یک رنگ خاموش کننده معمولاً یک رنگ فلورسنت

جذب نور آن و خاموش کننده در نزدیکی موقعیت فلورسنت موجب کنند. حضور خاموشرا بررسی می

توان به ها میشود. از جمله این پروبشود لذا در این حالت بازتابشی در دستگاه ثبت نمیشدن آن می

Taqman ،scorpion و ... اشاره کرد (.(Marisa et al., 2005 

                                                 

1 - Melting Curve 

 Real-Time PCR (Morison et al., 1998)منحنی ذوب -4-1شکل 
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های با استفاده از شاخص DNAتعیین غلظت  -1-7-4

 الیگونوکلئوتیدی فلورسانس

های گزارشگر ادترین نتایج با استفاده از شاخصترین و قابل اعتمدقیق، Real-time PCRدر تکنیک 

یا  DNAهای دارد. در این روش از شاخصآید که البته هزینه زیادی نیز در برفلورسانس به دست می

RNA ( ی اختصاصیsequence specific RNA or DNA-based probe )شود و در استفاده می

شود. بنابر پذیر میهای خاص امکانو تعیین غلظت برای سکانس، جستجو ی هدفDNAنتیجه در 

نتایج حاصل از نظر اختصاصی بودن، در حد بالائی است. در این ، DNAاین حتی در حضور سایر انواک 

های توان ژنهای مختلف استفاده شود، حتی میهای اختصاصی با رنگشرایط، چنانچه از شاخص

 Marisa et al., 200).) مورد بررسی قرار داد، PCRمتعددی را در یک واکنش 

 Real time PCRسازی آنالیزهای روش های کمی -1-8

 روش منحنی استاندارد )مقایسة مطلق( -1-8-1

با  CTگویند. عدد  CTباشد چرخة آستانه یا  7ای که شدت فلورسنت بیشتر از خط پایهبه اولین چرخه

اولیه را تخمین زد. به  mRNAمقدار الگوی اولیه رابطة معنی داری دارد و از روی آن میتوان مقدار 

 رسد که بهای میهیابد تا به آستانتصاعدی مقدار فلورسنت افزایش می عبارت دیگر در فاز اولیه مرحله

قطعه تکثیر از حد  که PCRاست، این چرخه )سیکلی از  بالاتر  backgroundمقدارمشخصی از سطح 

 .(5-7)شکل  شودشناخته می CTآستانه عبور می کند( به عنوان 

 

 

                                                 

1 - Threshold 
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شود. استفاده میبا غلظت مشخص برای رسم منحنی استاندارد  DNAیا  RNAدر این روش از نمونة 

شود و سپس از روی وزن تعیین می نانومتر( 062) استاندارد با اسپکتروفوتومتر DNAیا  RNAغلظت 

ت های معروف به صورشود. استانداردهای غلظتی ژنمولکولی نمونه به تعداد نسخه های آن تبدیل می

ه با نمونه هدف در دستگاه ای را همراهای استاندارد رقیق شدهتجاری قابل خریداری است. نمونه

Real-time PCR های رقیق شده بدین صورت که محور دهیم. ابتدا یک نمودار از نمونهقرار میX 

کنیم قرائت شده از دستگاه است، رسم می CTمیزان  Yسازی یا تعداد کپی ژن و محور میزان رقیق

پی و یا نمونه هدف را با دستگاه محاسبه کرده سپس در نمودار رسم شده میزان ک CTدر ادامه عدد

های استاندارد یکسان آن است که طول قطعه هدف و نمونه آوریم. سعی برغلظت آن را به دست می

 .(Vandesompele et al., 2002)  باشند

 روش آستانه نسبی )مقایسة نسبی(  -1-8-2

ها و فرد از رد شده در واکنش و خطاهای عملکرد دستگاهوا RNAبرای حذف نوسانات مقادیر 

ها بیان ثابت داشته باشند و استانداردهای داخلی استفاده میشود. این استانداردها باید در همة بافت

هایی تحت عنوان ترل تغییر دهد. بدین منظور از ژنآزمایش ما نباید بیان آن را نسبت به نمونة کن

 Real-Time PCR (Vandesompele et al., 2002) در هیپا خط و استاندارد یمنحن-5-1شکل 
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Housekeeping genes نند ماactin  وGAPDH ها ثابت است و از استفاده میشود. بیان این ژن

 توان کاهش یا افزایش بیان را مشاهده کرد.ار شده با شاهد و کنترل داخلی میمقایسه نمونه تیم

 چند مرحله دارد که عبارت است از:  Real time PCRبه طور کلی  

Baseline rgion:   قابل رویت نیست.در این مرحله هیع گونه نوری 

Exponential pHase  :د تصاعدی مربوط به شود و رشای در هر چرخه دو برابر میمحصول دو رشته

 شود.واکنش آغاز می

The liner pHase :.ترکیبات واکنش و کارایی آنها روبه اتمام است 

 The plateau pHase: ت مشاهده  شی در میزان فلورسنروند و افزایترکیبات واکنش از بین می

 .(Vandesompele et al., 2002)  شودنمی

 Real- Time PCRمزایای روش  -1-9

باشد. به عبارتی امکان ثبت لحظه به لحظه واکنش فراهم آمده و تکثیر در هر زمان قابل مشاهده می

 در هر سیکل امکان بررسی فرآیند تکثیر وجود دارد.

اد سیکل و پرایمر و همچنین تعد DNAترین غلظت ینه سازی واکنش به طوری که مناسبامکان به-

 شود.لازم برای تکثیر مشخص می

باشد، در قابل مشاهده می PCRامکان قطع واکنش در زمان دلخواه وجود دارد. از آنجایی که روند -

توان به واکنش خاتمه داد و از اتلاف وقت و انرژی پرهیز دم تکثیر یا رفتن به فاز سکون میصورت ع

 نمود.

و کمیت ( Absolute Quantification)کمی با استفاده از روش کمیت مطلق  PCRامکان انجام -
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 جهت بررسی تعداد دقیق یا نسبی الگوی اولیه وجود دارد.( Relative Quantificationنسبی )

 افتد و زمان کمتری لازم است.معمولا واکنشها سریعتر اتفاق می-

دهد برابر را هم نشان می 0ف کمتر از معمولی است. حتی اختلا PCRز محدوده تشخیص آن بالاتر ا-

Marsia et al., 2005).) 

 Real- Time PCRکاربردهای روش  -1-11

 توان به موارد زیر اشاره کرد:می Real- Time PCRاز کاربردهای 

گیری میزان ها، اندازهسنجش میزان بیان ژن، سنجش ویروس تعیین تعداد دقیق کپی از هر ژن،

بعضی  تشخیص سریع آلودگی به، داروها ثبتبررسی میزان اثر بخشی داروها و ، DNAآسیب به 

ژنوتایپینگ و تشخیص انواک ، های بنیادی خونسازپیگیری نتایج پس از پیوند سلولزا، عوامل بیماری

 (Marsia et al., 2005). کند و غیره را بررسی می اینقطه جهش ،ها شامل الحاق، حذفجهش

 یروغن بررسر یدو کربن در تول یتروژنن یزانم یطیمح یبا توجه به نکات ذکر شده  در ابتدا فاکتورها

 یروغرن بررسر یردتول یردیژن کل یرانب یررتخم ینردفرا یندر ح یدروغنتول ینهبه یطشود در شرایم

با استفاده  یناآلپ یرلاقارچ مورت یقتحق یندر ا، RNAژن در سطح  یانسطح ب یشود. در مورد بررسیم

شرود. در یمر ینرهو به یبررسر یرتخم یندفرا یندر ح یداخل یهاژن یانب یزانم ینسب یتاز روش کم

همزمران  یکمال یهاژن یانو ب یناآلف یرلاو روغن قارچ مورت  یستیتوده ز یدتول ییراتحاضر تغ یقتحق

رشرد و  ین که در حریرلامورت یگونه قارچ یکژن مال یانب یبررس یقتحق ینشود. هدف از ایم یبررس

 شود. یکشت و رشد بررس یطمح یباتترک یرژن ها تحت تاث ینا یانیباشد تا ارتباط بیتجمع روغن م
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 پیشینمروری بر مطالعات  :2 فصل
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 یقاتتحق روغن غیر چند اشباعی یبالا یدبه علت تول Mortierella alpineقارچ   یتبا توجه به اهم

وسیعی در زمینه بررسی شرایط مناسب فیزیکی و شیمیایی کشت و عوامل ژنتیکی موثر در تولید 

تولید روغن افزایش ی به عمل آمده است. شرایط مناسب کشت باعث شده میزان چند اشباع یرروغن غ

یابد که در این زمینه تحقیقات فراوانی انجام شده است. از این رو به برخی از این تحقیقات که در 

 یطدر مح Mortierella alpine یروغن از گونه قارچ یدبر تول یطیر عوامل محیاثبررسی ت زمینه

 خواهیم کرد:اشاره  یکمال آنزیم ژن یانب یزانو ارتباط آن با م مختلف هایکشت

( به بررسی منشا، تکامل و پیشرفت تولید 0271و همکاران ) Rayarothای مروری در طی مطالعه

 یکل یهایشرفتپپرداختند، که در این مطالعه  Mortierella alpine یاز گونه قارچآرشیدونیک اسید 

ینده انداز آچشمتولید و  یوتکنولوژیتحولات ب ی،مولکول یهامشخصه یی،شناسا ی،در جداساز

 (.Rayaroth et al., 2017) بحث قرار گرفته استمورد  Mortierella alpineقارچ  زاآرشیدونیک اسید 

از  آرشیدونیک اسید یدتول یساز ینهبه( برای 0276و همکاران ) Malaiwongدر تحقیقی که توسط 

Mortierella alpina PRAO7-10 امتر درجه حرارت، هفت پارسطحی انجام دادند که  با روش پاسخ

pH ،بر  یاسو پودر ایزولهو  پتاسیم فسفاتدی، پتاسیم نیتراتو غلظت گلوکز،  درصد حجم متوسط

درجه مورد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد که قارچ  ینا آرشیدونیک اسید درتوده و  یستز یدتول

کنند در یم یفاا ینقش مهم یداس یدونیکتوده و آرش یستز یدحرارت و درصد حجم متوسط در تول

 ,.Malaiwong et al) گذاردیم یرتأث یداس یدونیکآرش یدتنها بر تول یاسوپودر ایزوله گلوکز و  کهیحال

2016.) 

با  Mortierella alpine یروغن از گونه قارچ یدتول یزانم یبررس 7936حسینعلی زاده در سال 

حال  یندر حضور نانو ذره سرعت رشد و در عیر را مورد مطالعه قرار داد. آب پن یاستفاده از منبع کربن

 یطدر شرا یبه طور یافت یقابل توجه یشبه نمونه شاهد افزا یستی نسبتتوده ز یبسرعت تخر
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نشان  یج. نتایافتکاهش  یدتول یطشرا %92 به سطح زیستی کاهش توده یزانم یستیتوده ز یبتخر

کشت فرموله  یطروغن در مح یزانم .ذره بود نانو روند تجمع روغن نسبت به نمونه فاقد یتدهنده تقو

روغن تا روز  یزانم ینو ا یدرس یستیتوده ز %75و به سطح   یش یافتتا روز دوم افزا یرشده آب پن

ه شود که روغن هموار یم یلتحل ینچن یستیز یش تودهچهارم ثابت بود در واقع با در نظر گرفتن افزا

 یدارا یرکشت آّب پن یطدر مح ید روغنتول یشو تجمع در داخل سلول بود. روند افزا یددر حال تول

سطح  ینرشد به بالاتر دوم که در روز یقابل توجه بود به طور یارکشت ساده بس یطنانو ذره مانند مح

ش اند  توده بالاتر بود. کاه %5 ( که نسبت به نمونه بدون نانوذرهیستیتوده ز %02) یدروغن رس

 یکننده انرژ ینباشد که تأم یا یرهاز مصرف روغن ذخ یتواند ناشیم مرگ در فاز یستیز

 یزانبوده و م ینولنیکل یداس یدمحر  تول یرکشت آب پن یطمح  باشد. نانو ذره دریم میکروارگانیسم

در  ینانو ذره اثر کاهش یکهبالاتر بدست آمد در حال ذره چرب نسبت به نمونه شاهد فاقد نانو یداس ینا

تجمع  یشداشت. افزاینا آلپ یرلامورت قارچی حاصل از تجمع روغن در گونه یداس یدونیکآراش یدتول

کاهش  یمارت ینساز در ا ی غیراشباکهایمآنز یتدهدکه فعالینانو ذره نشان م یدر روغن حاو یکاولئ

 (.7936)حسینعلی زاده،  دارد یمکه با تجمع روغن ارتباط مستق یافته

Sakuradani  نشان داد که آراشیدونیک اسید و  0223و همکاران در سالEPA  در قارچ ها عموما از

 (DGAT2)شوند. نتایج تحقیقات نشان داده که افزایش فعالیت و بیان ژن تولید می n-3و  n-6مسیر 

ل اسیدهای چرب آزاد در روغن ها در روغن افزایش و میزان کباعث شده تا میزان تری گلیسیرید

به صورت تری گلیسیرید در سلول  PUFAکاهش یابد. تحقیقات اخیر نشان داده که مقداری از 

-Szeاند. در تحقیقی که توسط در فسفولیپیدهای غشائی ذخیره شدهذخیره شده و مقداری دیگر 

Yeen  آراشیدونیک اسید آلپینا مورتیرلاانجام شد نشان داده شد که قارچ  0228و همکاران در سال ،

درفسفولیپیدها بالا بوده  ARAکند. در ابتدا رشد میزان ا به صورت تری گلیسیرید ذخیره میرا عموم
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یابد. بیشترین ا کاهش و در چربی خنثی افزایش میدر فسفولیپیده ARAو با افزایش سن قارچ میزان 

برابر  72برابر فسفولیپیدها و  0( است که حدود %82تا  12در چربی خنثی ذخیره ای ) ARAمیزان 

روی گونه  0277و همکاران در سال  Rockyباشد.در تحقیقی که توسط گلیکولیپید می-اسفنگولیپید

 صورت گرفته تاثیر عواملی مانند نوک منبع کربنی )گلوکز و گالاکتوز(، نوک Mortierella alpinaقارچی 

منبع نیتروژنی )پپتون و عصاره مخمر(، درجه حرارت، سرعت همزدن و مدت زمان تخمیر بر تولید 

میلی  85/87 بررسی شد. نتایج نشان داد که بیشترین میزان آراشیدونیک اسید آراشیدونیک اسید

باشد. گلوکز، عصاره مخمر و مدت زمان تخمیر باعث افزایش گرم در لیتر محیط کشت می

یک اسید شده در حالیکه افزایش درجه حرارت و سرعت همزدن باعث کاهش سطح آراشیدون

 (.Rocky et al., 2011) گردیده است آراشیدونیک اسید

 Mortierellaبررسی سوخت و ساز قارچ ، به 7939ای توسط صمدلویی و همکاران در سال در مطالعه

alpine در پرداختند.  پاسخ استفاده از روش سطحآراشیدونیک اسید با  در شرایط بهینه تولید روغن و

این تحقیق شرایط بهینه تولید روغن و آراشیدونیک اسید توسط گونره قرارچی مرورتیرلا آلپینرا  

CBS 754.68  گرم در  74/14، 12، 62، 52، 8/45)سطح  در پرنج (گلروکز)از نظرر میرزان کرربن

بره روش  (گررم درلیترر 21/00، 02، 75، 72، 30/1) در پنج سطح (پودر سویا) ، منبع نیتروژنی(لیتر

(، %52)پاسخ مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که برای تولید حداکثری روغن  آمراری سرطح

( 56/%42) آراشیدونیک اسید گرم در لیتر باشد و برای تولید بهینره 72و پودر سویا  12گلوکز باید 

گرم در لیتر باشد. در مرحله بعد تغییرات ترکیبات محیط کشت و  78/92و پودر سویا  52/95گلوکز 

تخمیر در دو محیط کشت بهینه بررسی شد. نتایج نشان داد که تولید  توده زیستی در حین فرایند

ای قابل توجه و ذخیره روغن افزایش میکروارگانیسمروغن و آراشیدونیک اسید به ترتیب با توقف رشد 

 ارتباط مستقیم دارد میکروارگانیسمولیک با رشد سلول و میزان روغن یابد و ترکیبات فنمی
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 (.7939)صمدلویی و همکاران، 

در  دیاس کینولئیل ن،ی. علاوه بر ادارد دیپیل دیرا بر تول ریتأث نیشتریلاکتوز به عنوان منبع کربن ب

به  پتونی. پپتون و تراستمنبع کربن  نیلاکتوز به عنوان بهتر نی، بنابراشودمی دیحضور لاکتوز تول

 Mortierella vinacea طتوس دیاس کینولنیو ل کینولئیل دیتول یبرا بیبه ترت تروژنیبع نعنوان من

 شیافزا یبالقوه برا دیکاند کی  Mortierella هیدهد که سو ینشان م هاافتهی نیانتخاب شدند. تمام ا

 تواندیکشت م طیساده مح طیشرا نیا ن،یاست. همچن دیاس کینولنیو ل دیاس کینولئیل یمحتوا

در  استفاده شود. یصنعت افاهد یبالاتر، برا اسیدر مق دیاس کینولنیو ل دیاس کینولئیل دیتول یبرا

 یبر رو یتروژنیو ن یاثر منابع کربن، با عنوان 0271و همکاران در سال  Nasrای که توسط مطالعه

 یدهایو اس دهایپیل یسازنهیو به دیتول انجام شد، به اینشیو رلایچرب قارچ مورت یدهایاس لیپروفا

چرب  یدهایکشت مختلف بود تا اس یهاطیبا استفاده از مح ،Mortierella vinaceaچرب توسط قارچ 

منبع کربن و  نیاثر چند. همچنین، دیبه دست آ ییو دارو ییغذا عیاستفاده در صنا یبا ارزش برا

 نیشتریب نتایج نشان داد که، .کردند یچرب بررس یدهایو اس دیپیل دیتول ومس،یب یبر رو تروژنین

 کینولئیدرصد(. ل66/06شد ) افتیلاکتوز و عصاره مخمر  یکشت حاو طیدر مح دیپیل دیتول زانیم

حال، قارچ  نیدرصد(. با ا1/05شد ) دیپپتون( تول ایتنها در حضور لاکتوز و عصاره مخمر ) دیاس

Mortierella vinacea پپتون  یکشت حاو طیدرصد( را در مح16/50) دیاس کینولئیسطح ل نیشتریب

 (. Nasr et al., 2017) به دست آمد پتونیتنها در حضور لاکتوز و تر دیاس کینولنیل، کرد دیتول

 یرمقاد یدینا به علت تولپلآ یرلامورت یانسان، گونه کپک یهدر تغذ یداس یدونیکآراش یتبا توجه به اهم

 یکه گونه قارچ ییمورد توجه دانشمندان قرار گرفته است. از آنجا یداس یدونیکاز آراش یقابل توجه ا

Mortierella alpine صمدلویی و همکاران در  .را ندارد یدیساکار یپل یمصرف منابع کربن ییتوانا

های در محیط Mortierella alpineقارچ پژوهشی به بررسی اسید چرب غیراشباک تولید شده در 
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 یمبا عصاره آنز یاهیگ یدهایساکار یپژوهش پل یندر اساکاریدی هیدرولیز شده پرداختند، پلیکشت 

 یطشدند و با فرموله کردن مح یدرولیزشده، ه یتتثب ینسفاس یلوآم یکوییل یلوسباس یلازآلفا آم

 65,  154 یهسو یناآلپ یرلامورت یقارچ یستیاشباک و توده زیرچرب غ یدهایاس یدکشت، روند تول

ها با یدساکاریپل یچیده،کشت پ یطدر مح یبه منظور رشد گونه قارچ یهشد. در مرحله اول یبررس

شدند.  یدرولیزه ینسفاس یلوآم یکوییل یلوسشده باس یتتثب یگونه باکتر یلازآلفا آم یمیعصاره آنز

گندم،  یاز عصاره جوانه یدیتول یایقند اح یزانم یلاز،آلفا آم یمآنز یتنشان داد که در اثر فعال یجنتا

شده با  یدرولیزه یطبدست آمد. مح یترگرم بر ل 60/57و  52/51، 57/720ب یارزن و گندم به ترت

 یوزن خشک توده یزانم یشتریننشان داد ب یجو پپتن فرموله شد. نتا یاپودر سو ینیمنبع پروتئ

کشت( و  یطدرصد مح 1/9گندم ) یکشت فرموله شده جوانه یطینا در محپآل یرلامورت یستیز

چرب  یداس یلپروفا یکشت( بدست آمد. بررس یطدرصد مح10/7برنج ) تکش یطآن از مح ینکمتر

 یطروغن( در محدرصد  18/47)یداس ینولئیکچرب ل یددرصد اس یشتریننشان داد که ب یرلامورت

 یداس یدونیکدرصد روغن( و آراش 67/92برنج )  یدر منبع کربن یکذرت، اولئ یبا منبع کربن یکشت

 یرتاث ینشان داد که منبع کربن یجبدست آمد. نتا ینیزم یبس یدرصد روغن( در منبع کربن 01/54)

منبع  ییررو تغ یندارد و از ا یرلاچرب غالب روغن مورت یدچرب و اس یداس یلدر پروفا یقابل توجه ا

 کند یجادا یکروبیگونه م یناشباک را در ا یرغ چندچرب  یها یداز اس یعیتواند دامنه وس یم یکربن

 .(7936)صمدلویی و همکاران، 

ای به عنوان سوبسترا ارزان ری و همکاران به بررسی اثر شربت گلوکز و شکر قهوهظدر تحقیقی منت

در پژوهش حاضر، از منابع  پرداختند. Mortierella alpineقیمت در تولید روغن توسط گونه قارچی 

از گونه  یداس یدونیکروغن و آراش یدتول یو نشاسته برا یاشکر قهوه یع،گلوکز ما یمتارزان ق یکربن

روغن با ، ((DNS یداسیتروسالسیلیکنیبه روش د یااستفاده شد. قند اح Mortierella alpine یقارچ
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یف سنج ط یچرب با استفاده از دستگاه گاز کروماتوگراف یداستفاده از دستگاه سوکسله و نوک اس

گرم در  12در سطح  یااساس قند احنشاسته بر یبه جز منبع کربن یشد. منابع کربن یریگاندازه یجرم

 یزاننشان داد که م یجشد. نتا یمتنظ یترگرم در ل 72ها در سطح در همه نمونه یاسو رو پود یترل

 79 یو شکر قهوه ا 05، نشاسته 90 یعگلوکز ما هاییطدر مح یببه ترت یستیدرصد روغن در توده ز

و شکر  99، نشاسته 91 یعگلوکز ما یها یطدر مح یبدر روغن به ترت یداس یدونیکدرصد آراش

 یردهنده روغن تحت تاث یلچرب تشک یداس یاجزانتایج نشان داد که به دست آمد. درصد  97 یاقهوه

 یکروغن مانند استئار یچرب ساختار یدهایاس یستی،رشد توده ز یشاست. افزا یکروارگانیسمرشد م

و  یستیتوده ز یدکشت باعث شد بازده تول یطنامناسب مح یطداد. شرا یشرا افزا یداس یکو اولئ یداس

 (.7935یابد )منتظری و همکاران،  کاهشروغن 

 Mortierellaبررسی تولید روغن میکروبی به وسیله (، به 7983ای حسینی و همکاران )مطالعهدر 

alpine  جهت افزایش زیست توده از کشت در محیط مایع به روش ناپیوسته استفاده . پرداختند

توده تولید شده از محیط مایع جدا گشته و روغن آن  گردید. پس از طی مدت زمان تخمیر زیست

ها نشان قرار گرفت. یافته استخراج گردید. روند رشد و تولید روغن در محیط جایگزین مورد بررسی

بندی نمود. بدین میتوان به سه ناحیه تقسیم را  Mortierella alpineقارچمدت زمان رشد داد که 

بازده تولیدی زیست توده و کمترین نرخ تولید روغن  صورت که در طی دو روز اول رشد بیشترین

-0گیرد. از روز می وجود دارد. به این ترتیب روند کاهش گلوکز در این دو روز با شدت کمتری صورت

با کاهش منبع نیتروژن شدت تولید زیست توده کاهش یافته و متعاقباً تولید روغن شدیدا افزایش و  6

به تدریج تولید زیست توده به نزدیک صفر رسیده  72تا  6شود. از روز تر میسریع کاهش منبع کربن

دهد روند تغییرات گلوکز نیز کاهش می کمتری صورت میگیرد، پس و تولید روغن نیز با شدت

 (.7983)حسینی و همکاران، 
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چرب  یهایداس یدتول(، برای بررسی 0274و همکاران ) Grantina-Ievinaمطالعه دیگری توسط 

صورت  معتدل ییآب و هوا یهاشده از خا  جدا Umbelopsisو  Mortierella یهاتوسط گونه

گرفت. غربالگری اولیه برای تولید بالای آرشیدونیک اسید در محیط کشت آگار با عصاره مالت با 

ژلاتین و دکستروز سیب زمینی با آسپرین و بدون آسپرین انجام شد. نتایج نشان که پنج جدایه در 

مقادیر زیادی  محیط کشت آگار با آسپرین رشد کردند ولی حاوی آرشیدونیک اسید نبودند، اما دارای

اسیدهای چرب غیر اشباک نشده مانند لینولئیک اسید و اولئیک اسید بودند. برخی از جدایه ها مقادیر 

های حاوی مقادیر کمتری کربن و دمای پایین بالایی اسید چرب و آرشیدونیک اسید را در محیط

  (.Grantina-Ievina et al., 2014محیط کشت تولید کردند )

استفاده  سوبسترا محیط کشتها به عنوان یدراتمعمولا از کربوهروبی آرشیدونیک اسید در تولید میک

قابل اعتماد  یگزینرا به عنوان جامحققان توجه  یسرولگلهای حاوی گیری، محیطکار. به شودیم

اثر (، 0270و همکاران ) Dedyukhinaجلب کرده است.   یوتکنولوژیصنعت ب یبراها وهیدراتکرب

 Mortierella alpina در دو سویه یپیدل یمسدآرشیدونیک اسید و  یدتول و خالص بر رشد یسیرینگل

LPM-301  وNRRL-A-10995  نتایج نشان دادکه مقدار  دادند.قرار  یبررسمقایسه و مورد

درصد بسته به غلظت اولیه  68-69درصد و مقدار سدیم لیپید از  03-00آرشیدونیک اسید از 

بعد از بهینه سازی غلظت گلیسرول در محیط کشت نشان داد  ت متغیر است.گلیسرول در محیط کش

درصد در کل زیست توده  79-77درصد از کل لیپیدها و  49-42که تولید آرشیدونیک اسید به 

ها در جایگزین مناسبی برای کربوهیدرات افزایش پیدا کرد، که این نتایج ثابت کرد گلیسرول می تواند

 .(Dedyukhina et al., 2012ید آرشیدونیک اسید باشد )محیط کشت برای تول

Hao  ید و تولغیراشباک چرب  یداس یشافزاای به بررسی در مطالعه 0274و همکاران در سال

 Mortierella alpineدر  یتوکندریایم یکمال یماز حد آنز به وسیله بیان بیش یداس آرشیدونیک
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با بیان  Mortierella alpine ونه قارچیگ از آنزیم مالیکمیتوکندریایی ژن  این تحقیق،در پرداختند. 

به  ی، قارچ یداس آرشیدونیک با گروه شاهد، مقدار یسه. در مقامورد مطالعه قرار گرفتاز حد  یشب

 ایشکه افز دادنشان  هایافتهچرب ندارد.  یدبر مقدار کل اس یریو تاث یابدیم یشدرصد افزا 62 یزانم

در  آرشیدونیک اسید یصنعت یدتول یشافزا یمؤلفه موثر برا یکتواند یم مالیک آنزیم یتالفع

Mortierella alpine باشد (Hao et al., 2014.) 

 قیاز طر Mortierella alpineدر  دیاسآرشیدونیک بهبود تجمع و همکاران  Zeng، 0270در سال 

های گروه ب، مقدار که در این تحقیق با افزودن ویتامین های گروه ب بررسی کردند.نیتامیافزودن و

 یهاتیفعال نیحال، بالاتر نیدر عبرار مقدار محیط کشت فاقد ویتامین ب شد.  1/7آرشیدونیک اسید 

فسفات -6گلوکز  ک،یمال می، از جمله آنزآرشیدونیک اسید سمیدر متابول یدیکل یها میآنز یاختصاص

ممکن  هانیتامیو از شاهد بود. شتریدرصد ب 1/59 و 6/98، 9/69 بیبه ترت ،یازل تراتیس و دروژنازیده

گروه  یهانیتامیمشخص شد که و نیشود، بنابرا آرشیدونیک اسیدانباشت  زمیاست موجب بهبود مکان

 یسازهاشیپ ای دونیک اسیدیبیوسنتز آرشدر  ریدرگ یدیکل یهامیآنز کوفاکتورتوانند به عنوان یم ب

، عمل کنند هستند یاتیح آرشیدونیک اسیدسنتز  یکه برا کوآنزیم آ لیو است NADPH لیتشک

(Zeng et al., 2012.) 

 M6آراشیدونیک اسید توسط مورتیرلا آلپینا سازی تولید ( بهینه0226و همکاران ) Zhuدر تحقیقی 

. نشان داده شد که گلوکز بسرعت در را مورد بررسی قرار دادند 7دهی شدهدر کشت غیر مداوم خورا 

گیرد. این قارچ در شود و در اواخر کشت این عمل به آرامی صورت میروزهای اولیه کشت مصرف می

باشد با سرعت بیشتری نسبت به  g/L 52و  g/L 92که غلظت گلوکز روز اول کشت هنگامی 0

کند و هر چه غلظت گلوکز اولیه یباشد، رشد م g/L 702و  g/L 82 ،g/L 722که غلظت گلوکز زمانی

                                                 

1- Fed-batch culture 
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باشد،  g/L 82و  g/L 92 ،g/L 52که غلظت گلوکز بیشتر باشد، سرعت رشد قارچ کمتر است. هنگامی

رسد و پس از آن کاهش می 3و  4، 9ترتیب در روز تولید توده زیستی به بیشترین مقدار خود به

است، مقدار کافی از گلوکز در محیط کشت  g/L 702و  g/L 722 که غلظت گلوکز یابد. هنگامیمی

یابد که در اوایل کشت با سرعت زیاد وجود دارد و بنابراین توده زیستی در تمام دوره کشت افزایش می

های گلوکز کم با سرعت گیرد. اگرچه این قارچ در غلظتو در اواخرکشت با سرعت کم صورت می

( در g/L 5/00حال بیشترین میزان توده زیستی ) کند، با اینبیشتری در اوایل دوره کشت رشد می

 (.Zhu et al. 2006آید )بدست می g/L 702غلظت گلوکز اولیه 

Nisha  و Venkateswara دیبر تول کشت یرهایاثر متغطی پژوهشی به بررسی  0277در سال 

نتایج نشان داد که موثرترین محیط  پرداختند. Mortierella alpine یک اسید در قارچدونیآراش

 5/6 بیو درجه حرارت به ترت نهیبه  pH.باشدآراشیدونیک، عصاره گلوکز مخمر میرشد و تولید اسید 

 نیدر ا دیپیلتولید توده و  ستیز یمنبع کربن برا نیترگلوکز، کارآمد.بود گرادیدرجه سانت 08و 

به  لیپید درصد  0/42توده خشک و  ستیز تریگرم بر ل 8/6 روز کشت، 1بود که پس از  یقارچ سویه

زیست  بود اما شاملرامنوز  یحاو طیدر مح درصد 47/42 آراشیدونیک اسیدحداکثر  دیتول .آمددست 

بیشترین محتوای چربی  Mortierella alpine CBS 528.72  سویه . در بالاتر نبود دیپیلتولید و  توده

به تولید آراشیدونیک اسید توده و  ستیمشخص شد که ز ن،یعلاوه بر ا در محیط پپتون مشاهده شد.

است، اما  افتهیبه عنوان منبع کربن منحصر به فرد کاهش  یاهیگ یهابا روغن طیمح کیشدت در 

آل ذکر شده دهیا طیتحت شرا شود.یکل م یلیپیدها شتریمنجر به تجمع ب کیپوژنیروند ل جادیباعث ا

 گرم در لیتر، 6/8 بیبه ترت کیدونیآراش دیو اس دهایپیکل ل ،زیست تودهدر بالا، حداکثر مقدار 

 Nisha and) وری مشاهده شدغوطه ستمیچرب در سدیدرصد کل اس 08/95درصد و 6/47

Venkateswaran, 2011.) 
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 Mortirella  ساز گونه یلهای طوژن یانب یبررسبه بررسی  7934صمدلویی و مخبری در سال 

alpine روغن،  یستی،توده ز یدتولپرداختند.  و روغن یداس یدونیکآراش تولید مناسب یطدر شرا

سطوح مختلف گلوکز و  در Mortierella alpine CBS 754.68 یتوسط گونه قارچ یداس یدونیکآراش

 یندر ا یداس یدونیکآراش یدساز موثر در تول یلهای طوژن یانآن با ب ارتباط شد تا یبررس یاسو

و پودر  یتر(در ل گرم 52)گلروکز  ییننشان داد در سرطح پرا یجکشت مطالعه شود. نتا هاییطمح

. بردون در نظرر باشردیمر یسرتی(توده ز 41%)روغن حداکثری   یدتول یزانم یتر(گرم در ل 72) یاسو

. مشاهدات یافت یشافزا یرتخم ینددر کل فرا یداس آراشیدونیک کشرت یطمحر یبراتگررفتن ترک

 یدتول یتر( میزانگرم در ل 02) یاسو بالایو  یتر(در ل گرم 52)گلروکز  یینح پراونشان داد که در سرط

 5 یرکربن به ز یزانم یوقت GLELOژن  یانب یزانقابل توجه بود. م (روغن 56%)  یداس یدونیکآراش

 ینچن GLELOو  MALC1ژن  یانب یزانم یبررس. با یافت کراهش یددر روز ششم رس یترگرم در ل

باشد )صمدلویی و مخبری، یم یداس یدونیکآراش یدژن محدود کننده تول GLELOمشخص شد که 

7934.) 

و پسماندهای  یدراتیاستفاده از منبع کربوه، طی پژوهشی 7939نصر و همکاران در سال محمدی

 درسپور قارچ را برررسی کردند.که تعداد مشخص ا Mucor hiemalisاز قارچ  دیپیل دیدر تول یروغن

 ی،ماه یپسماند روغن ایو  مرغی پسماند روغن ایسه نوک منبع کربن شامل گلوکز  با کشت طیمح

دارای منبع کربن  منحصرا "الف" طیبود که مح طیشامل دو نوک مح دیتول هایطیکشت داده شد. مح

نتایج داشت.  "الف" طینسبت به مح شترییب یتروژنیمنبع ن تیمحدود "ب" طیبوده و مح تروژنیو ن

 رای. زهددینشان م شیافزا "الف" طیبا مح سهیدر مقا "ب" طیدر مح دیپیل دیبازده تولنشان داد که 

 سمیکروارگانیم ،یتمیکه در فاز رشد لگار شودیسبب م "ب" طیدر مح تروژنیمنبع ن تیمحدود

نشان داد استفاده از پسماندهای  قیتحق نیا هایافتهی نیبرسد. همچن دیپیل دیبه مرحله تول عتریسر
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 Mucorدر قارچ  دیپیل دیتول شیمنجر به افزا نه،یآسان و کاهش هز یعلاوه بر دسترس یروغن

hiemalis (. 7939نصر و همکاران، )محمدی شوندیم 

با توجه به اثرات تغذیه ای و دارویی آراشیدونیک اسید در سیستم عصبی انسان مخصوصا نوزادان این  

به شدت مورد توجه قرار گرفته و توانسته است در ساختار فرمولاسیون  اسید چرب در سالهای اخیر

این  ستخراجبه بررسی تولید و ا (،7937ای حسنی و همکاران )مطالعهغذای نوزادان قرار گیرد. در 

باشد پرداختند. نتایج می Mortierella alpineترین منبع تولید آن که  قارچ اسید چرب از اصلی

ای زا یک فرایند دو مرحلههای چربیتولید روغن در میکروارگانیسمحاصل از این مطالعه نشان داد که، 

سلول مثل پروتئین، اسید ساخت مواد ضروری  شود که ارگانیسم قادر بهاست که زمانی آغاز می

اندازه کافی  باشد و یک ماده ضروری اصلی به غیر از کربن و اکسیژن در محیط بهنوکلئیک و ... نمی

وجود ندارد که معمولا این ماده منبع نیتروژن است. بنابراین باید منبع نیتروژن را در حدی در نظر 

)حسینی و  ید روغن مناسب گرددجمعیت مناسب شرایط برای تول رسیدن به گرفت که بعد از

 (.7937همکاران، 

 Mortierella بررسی تولید آراشیدونیک اسید توسط( به 7939ای اسدی و همکاران )طی مطالعه

alpine کشت  توسط داسی کیدونیدآراشیتولپرداختند.  در تخمیر حالت جامد با استفاده از تفاله خرما

حالت جامد با استفاده از طرح  ریبرتفاله خرما در تخم Mortierella alpine CBS 528.72 هیجدا

 ریمتغ ازدهی ریاضافه شد. تاث ایکنجاله سو تروژن،یمنبع ن نیپلاکت برمن انجام گرفت. به منظور تام

روغن بزر   هایسوبسترا، مکمل تروژنینسبت کربن به ن ه،یاول pHرطوبت،  زانیشامل اندازه ذرات، م

 تروژنیو مکمل ن یحرارت ماریت شیمدت زمان پ ،گذاریدما و مدت زمان گرمخانه ح،یسن تلق ا،یو سو

با اصلاح تفاله یافته ها نشان داد که  .دیگرد یدو سطح بررس در داسی کیدونیآراش دیتول زانیبر م

 کیدونیمقدار آراش نیشتریب یحاو اختهیروغن تک  دیبه تول توانیخرما توسط عوامل ذکر شده، م
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  .(7939)اسدی و همکاران،  افتیدست   Mortierella alpine توسط قارچ داسی

،  Mortierella alpineانجام شد نشان داده شد که قارچ  0228در سال  Haoکه توسط  یقیدر تحق

 ARA زانیکند. در ابتدا رشد میم رهیذخ دیریسیگل یرا عموما به صورت تر دیاس کیدونیآراش

 یخنث یکاهش و در چرب دهایپیدر فسفول ARA زانیسن قارچ م شیبالا بوده و با افزا دهایپیدرفسفول

برابر  0( است که حدود %82تا  12) یارهیذخ یخنث یدر چرب ARA زانیم نیشتری. بابدییم شیافزا

 .(Ho, 2008) باشدیم دیپیکولیگل-دیپیبرابر اسفنگول 72و  دهایپیولفسف

یزبانی ساختاری، عملکردی و دامنه م هاییژگیو یبررسبه بررسی  7936فرمانبر و همکاران در سال 

منظور واکاوی  به یقتحق یندر ای پرداختند. های روغندر قارچ یپیدو تجمع ل یدمؤثر در تول هایآنزیم

 MAE11های کد شده از ژن یکمال هاییمآنز آشکارسازی مرتبط منجر به یمولکول هاییسممکان

،mce23 ،mce22 ،mce21  وMAE12 های در گونه یپیدو تجمع ل یدمؤثر در تول هایآنزیم به عنوان

ها، ضمن آشکارسازی طول و محتوی ژن این ساختاری هاییژگیو یششد. پا یهای روغنمختلف قارچ

CG مذکور  هاییمآنزساختاری  هایی ویژگیها را آشکار نمود. بررسآن یبودن تمام یوستهمتفاوت، پ

و  Malic_M ،MAO1_MFعملکردی هایینها، حضور دمآن یسلول یتضمن آشکارسازی موقع

malic یابیتشابه پس از ترجمه را نشان داد. ییراتاز تغ یرپذیریتأث یتقابل ها باآن یرا در تمام 

 شد. از یچرب یدتول یاحتمال یتبا قابل یهای قارچگونه یمذکور، منجربه معرف هاییمآنز ینیپروتئ

های مدل یجادضمن ا یانتخاب یکمال هاییمو شبه آنز هایممدلسازی ساختاری آنز یگرد سویی

 یجنتا یها در اتصال به مالات را آشکار نمود. به طورکلمطلوب آن ییو کارا یفیتکمناسب،  ساختاری

منجربه  یودیزلی،توده ب یستز ینمناسب در تأم یهای قارچگونه یمعرف یق ضمنتحق ینحاصل از ا

 یدتوانا در تول هاییهسو یابیدر رد تواندیخاص شد که م هایویژگی مؤثر با هاییمآشکارسازی آنز

 (.7936گردد )فرمانبر و همکاران،  واقع یدمف سازییختترار یاو  یودیزلب
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Hao  ی شبه هاک در مسیر سنتز اسیدهای چرب قارچنقش آنزیم مالی 0274و همکاران در سال

ژن آنزیم مالیک  Eرا مورد بررسی قرار دادند. که در این مطالعه ایزوفرم  Mortierella alpine 7روغنی

آنزیم مالیک باعث افزایش اسید چرب نسبت  0بیان شد. بیان بیش از حد Mortierella alpine در قارچ

به مقدار شاهد شد. نتایج نشان داد که آنزیم مالیک تنها آنزیم محدود کننده در طی تولید اسیدهای 

 (.Hao et al., 2014)چرب در قارچ های شبه روغنی نیست 

ریز سازواره ها  چرب در یهایداس یوسنتزب یبرا NADPHتواند یاست که م یمتنها آنز یکمال یمآنز

ممکن است در  ینو بنابرا ها دارد میکروارگانیسمنیز در را  یگرید یحال، نقش ها ینفراهم کند. با ا

 1شود. حداقل  یم یمختلف کد گذار یتوسط ژن ها لااشکال مختلف وجود داشته باشد، که احتما

 اندشده ییشناسا Mortierella alpine یروغن هایدر قارچ آنزیم مالیکاز  (A-G) یزوفرماشکل 

(Wang et al., 2011). Zhang   وRatledge  یمچندگانه آنز یهایزوفرما ، به بررسی0228در سال 

بوجود  D یزوفرم، که از اE یزوفرمفقط ا. پرداختند Mortierella alpineروغنی های در قارچ یکمال

 یط،شود و در آن شرایآشکار م یط،از مح یتروژنن یههمراه بود، که پس از تخل یبا تجمع چرب ید،آیم

. ندهمراه بود یژنبا رشد محدود اکس Gو  A ،B ،C ،F ایزوفرم های افتد.یاتفاق م یتجمع چرب

کل  یسازیره. در طول ذخشوندبیان می یو هوازگ یهوازبیرشد  یطتحت شرا Eو  D یهایزوفرما

آن  یانگرشود که بیم یلتبد G یزوفرمبه ا یجبه تدر E یزوفرما گراد،یدرجه سانت 02منفی ها در سلول

 .(Zhang and Ratledge, 2008) دهدیرخ م یشترب پساترجمه یناست که اصلاح پروتئ

رسد که با ایجاد شرایط مناسب تخمیر برای حقیقات انجام شده چنین به نظر میبا در نظر گرفتن ت

و روغن تحت تاثیر  آراشیدونیک اسیدهای موثر در تولید بیان ژن Mortierella alpineریزسازواره 

                                                 

1  Oleaginous Fungus. 
2  Overexpression 
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انزیم گوهر مایه محیط کشت قرار خواهد گرفت. از این رو در این رساله برای بررسی ژن مالیک 

و  شده با پایداری مناسب مشخص گردد های انتخابدار مناسب از میان ژنابتدا باید یک ژن خانه

 Realدر شرایط بهینه به روش  ژن خانه دار انتخاب شده میزان بیان ژن مالیک آنزیم نسبت به

time PCR در تولید محصول توسط قارچ Mortierella alpine  شود. در واقع هدف نهایی  بررسی

در   Mortierella alpine از این تحقیق بررسی تاثیر عوامل محیطی بر تولید روغن از گونه قارچی

های مشابه از در تحقیقباشد.بیان ژن مالیک آنزیم می با میزانمحیط کشت مایع و ارتباط آن 

های باکتریایی و قارچی استفاده شد که تعدادی از آنها در زیر دار متفاوت برای گونههای خانهژن

 آورده شده است.

Bohle  خاصی ژن هایداده سازینرمال برای مرجع هایژن به انتخاب 0221و همکاران در سال 

 عملکردی مختلف هایکلاس احتمالی از کاندیدا ژن . دهپرداختند Aspergillus niger در قارچ

 هاژن این رونویسی سطوح .شد اعتبارسنجی ژن مرجع داخلی عنوان به آنها کاربرد و شدند انتخاب

 شرایط تحت .شد مقایسه Aspergillus niger مختلف هایکشت از نمونه مختلف هایمجموعه در

معرفی  بیان پایدارترین با هاییژن عنوان به cox5 و act، sarAهای ژن شده، انتخاب آزمایشی

 که شد استفاده گلوکوامیلاز ژن بیان برای RT-PCR های داده سازیبه برای مرجع ژن سه .شدند

 .(Bohle et al., 2007بودند ) مداوم کشت در میلازآگلوکو تولید با بالا همبستگی دارای

 هایژن انجام شد به اعتبارسنجی 0223و همکاران در سال  Testeی انجام شده توسط در مطالعه

 پرداختند. هدف Saccharomyces cerevisiae در RT-PCR توسط کمی بیان تجزیه برای مرجع

 بیان اعتماد قابل تحلیل و تجزیه برای مرجع های ژن از ایمجموعه برای جستجو تحقیق این از

-، شرایط رشد و سویهgeNorm الگوریتم با استفاده از .بود Saccharomyces cerevisiae در ژن

هایی که در به عنوان ژن UBC6 و ALG9، TAF10، TFC1 هایهای آزمایشی در این تحقیق ژن
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 را بجای دیگر ACT1 از استفاده انتها، در .کار گرفته شدندشرایط مختلف بیان یکسانی دارند به

 برای داخلی هایکنترل عنوان به را( غیره و ،PDA1، TDH3، RDN18) معمول مرجع هایژن

 (.Teste et al., 2009نامناسب بیان کردند ) مخمر در ژن کمی بیان تجزیه

 real-timeهای مرجع در به بررسی ژن 0279در سال  Rapacz و  Kozera، در تحقیق مروری

PCR روش در مرجع هایژن از استفاده مختلف هایجنبه مطالعه پرداختند. در این real-time 

PCR انجام با توجه به مطالعات مختلف در این زمینه، بررسی شد (Kozera and Rapacz, 2013.) 

Zampieri  در قارچ مرجع هایژن سنجی اعتبار 0274و همکاران در سال Penicillium 

echinulatum از استفاده با هاژن بیان مطالعه برای RT-PCR را مورد بررسی قرار دادند. مطالعات 

-glyceraldehyde-3 و β-actin (actb،) β-tubulin ژن از ای اغلبهای رشتهقارچ در ژن بیان

pHospHate dehydrogenase  ثابتی بیان سطوح هاآن زیرا کنند،می استفاده مرجع ژن عنوان به 

سرکوب  یا و قند و دارای سلولز که شرایطی در Penicillium echinulatum strain S1M29 .دارند

نتایج نشان  .داده شد رشد پایدار بیان برای نامزد ژن 09 تحلیل و تجزیه منظور به گلوکز، بیان ژن

شد، در نتیجه  بیان Penicillium echinulatum  در به صورت پایدارتر  actb مرجع ژن داد که که

 Zampieri et) سلولاز معرفی شدژن سلولاز و همی بیان بررسی برای ژن مرجع عنوان این ژن به

al., 2014.) 

Zhou  قارچ در هابیان ژن تجزیه برای مطلوب مرجع ژن به انتخاب 0270و همکاران در سال 

Beauveria bassiana معرض در گرفتن قرار از پس و ایتغذیه شرایط تغییر تحت توسعه، طول در 

 بیان ،Beauveria bassiana در مناسب مرجع هایژن شناسایی برایرویه پرداختند.  بی هایتنش

 ،18S، 28S، β-Tub، GAPD، γ-Act، TEF، HGPT، His3، His2A، TBP، CypAژن کاندید:  74

CypB، PP1 و CrzAشرایط تحت و رشد مختلف مراحل در کمی پلیمراز ایزنجیره واکنش ، با 
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 CrzA و   His2A ، γ-Act نتایج نشان داد کهگیری شد. تنش اندازه و تغذیه مختلف

و  28S ، PP1  ، CypA، His2A  ، γ-Act که حالی در داشتند، توسعه طول در را بیان پایدارترین

CypA هایژن کلی، طور داشتند. به را تنش و ایتغذیه شرایط انواک تحت را بیان پایداری بیشتر 

PP1، γ-Act و CypA  ( بیشرین پایداری را در شرایط مختلف دارا بودندZhou et al., 

2012.) 

 کردن نرمال برای مرجع هایژن بهترین و همکاران به منظور ردیابی Llanosای توسط در مطالعه

 در RT-qPCR آزمون توسط دارای عملکرد متفاوت ژن 70ای، رشته قارچ در RT-qPCR هایداده

 هایگرفتند. نتایج نشان داد که ژن قرار تحلیل و تجزیه مختلف موردکشت  شرایط 92 از بیش

ubcB، sac7، fis1 و sarA ،TFC1 و UBC6 در  .دارای تغییرات اند  بیان در شرایط مختلف بودند

 Llanosد )نارائه شد RT-qPCR داده سازی نرمال در مرجع هایژن نهایت این شش ژن به عنوان

et al., 2015.) 

Kim  وYun  کمی تحلیل و تجزیه برای مرجع هایژن ، ارزیابی0277در سال RT-PCR در 

Fusarium graminearum کشت را مورد بررسی قرار دادند، در این مطالعه،  مختلف شرایط تحت

 هاییژن و دار بودندخانه ژن عنوان به قبلا که هاییژن جمله از به عنوان کاندیدا ژن مرجع، ژن 75

 و GzFLO بیان دو ژن .گرفتند قرار بررسی مورد شدند، انتخاب ترانسکتیکوم یابی کلتوالی  از که

GzUBH بودند و بیان دو ژن پایدار در شرایط رشد مسیلی ترجیی EF1A و GzRPS16 شرایط  در

 مرجع هایژنعنوان  به EF1A و GzUBHپایدار بود.  در انتها دو ژن  مختلف محیط کشت نسبتا

 Fusarium ژن بیان تحلیل برای qRT-PCR هایداده دقیق سازی نرمال برای مناسب

graminearum هایقارچ دیگر و ( مرتبط انتخاب شدندKim and Yun, 2011.) 
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تجهیزات و روش کلی افزار، مواد شیمیایی، نرم -3-1

 تحقیق

 مواد شیمیایی مورد استفاده در تخمیر -3-1-1

 1فات منیزیم آبه، سول 0آبه، کلرید کلسیم  9، مالت آگار، دی پتاسیم هیدروژن فسفات گلوکز تک آبه

که از شرکت مر   (MgO, 99+%, 20nm)یزیم من یدپودر اکس نانوو  سودآبه، اسید کلریدریک، 

ره مخمر استفاده شد و همچنین پودر سویای سبحان که پس از خرد و از عصا. آلمان خریداری شد

 داری شد.گراد نگهدرجه سانتی -02در دمای الک شدن 

 cDNAو ساخت  RNAکیت استخراج  -3-1-2

 استفاده شد. TaKaRa شرکت  cDNAو ساخت   Bio Basic یتاز ک RNAبرای استخراج 

  Real Time PCRکیت مورد استفاده در دستگاه  -3-1-3

 استفاده شد. TaKaRaکیت 

ای مورد نیاز برای الکتروفورز ها و بافرهمحلول -3-1-4

 آگاروز ژل

 6X) گارز یک درصد، بافر بارگیری آ(، ml  /mg 72، محلول اتیدیوم برماید ) TBE (0.5xبافر)

Loading dye) ، 1نشانگر وزن مولکولی kb .)شرکت سیناکلون( 
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 PCRمواد شیمیایی مورد نیاز برای  -3-1-5

 MgCl  1به میزانµl ،dNTP 0.5به میزان µl ،Primer 2به میزان µl  که از هر پرایمرforward)  و

Reverse ) 1µl  ،استفاده شد cDNA  2به میزان µl،10x PCR Buffer  2.5میزان به µl،  آب مقطر به

 05استفاده شده در نهایت حجم نهایی به  µl 0.25به میزان  Taq DNA polو   µl 16.75میزان

 میکرولیتر  رسید.

 نرم افزارهای مورد استفاده   -3-1-6

 طراحی پرایمر -3-1-6-1

های موثر در تولید روغن و آراشیدونیک اسید ارائه شده است به اینکه گزارشات متفاوتی از ژن با توجه

با در نظر گرفتن  شدند و alignها ژن MegAlignو EditSeq برای طراحی پرایمر ابتدا با نرم افزار 

 برای آن ها پرایمر طراحی شد. Gene Runner 1ها با استفاده از نرم افزار مناطق مشتر  ژن

 تجهیزات مورد استفاده  -3-1-7

 ؛کشور ایران تجهیزساخت شرکت ژال JTOL200( آون مدل 7

سراخت  Gerhardt( انکوباتور مجهز به سامانه همزن سراخت شررکت ژال تجهیرز و انکوبراتور 0

 ؛کشور آلمان

 ؛لیتری( ساخت شرکت ریحان طب کشور ایران 15) F2000( اتوکلاو مدل 9

 ؛ساخت کشور آلمان Transsonic TP 690/H( دستگاه اولتراسوند 4
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 ؛گرم 7/2با دقت  ساخت کشور آلمان Sartorius TE124S( ترازو 5

 ؛ساخت کشور سویس Metrohmمتر  pH( دستگاه 6

 ؛ساخت کشور انگلستان Black & Deckerکن ( مخلوط1

 ؛ساخت کشور آلمان Hettich EBA 8S( سانتریفیوژ 8

 ؛( هاون آزمایشگاهی3

 ؛( سر سمپلر و میکرو تیوپ72

 ؛Hot Plate ( وسایل شیشه ای مورد نیاز، میکروپیپت و77

 ؛ساخت شرکت آلمان eppendorfمدل  PCR( دستگاه 70

 ؛ساخت کشور آمریکاstep one   ABIمدلReal time PCR ( دستگاه 79

 روش کلی تحقیق -3-1-8

  Mortierella alpine یروغن از گونه قارچ دیبر تول یطیثر عوامل محهدف اولیه این پژوهش، بررسی ا

در دو تیمرار  میآنرز کیرژن مال انیرب زانیرم باشد. در عین حرالمتفاوت می عیکشت ما طیمح دو در

 شد.گیری شده در حین فرایند تخمیر اندازه اعمال
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 هاروش نگهداری ریزسازواره -3-2

پس از خریداری از مجموعره  استفاده شد. 68/1547قارچ مورتیرلا آلپینا سی بی اس در این تحقیق از 

، روی محیط کشت مالرت آگرار 9داربصورت میسلیوم در لوله آزمایش آگار شیب 0میکروبی کشور هلند

روز کشت داده شد و  1و مدت زمان  C˚00دار در درجه حرارت و لوله آزمایش آگار شیب 4در بشقابک

 نگهداری شد.  C˚9سپس در یخچال با درجه حرارت 

 های اصلیمایه تلقیح و کشت -3-3

. (Zhu et al., 2003)شرد های تولیرد محصرول اسرتفاده از سوسپانسیون میسلیومی برای تلقیح کشت

( و g/L 92میلی لیتر محیط کشت شامل گلوکز ترک آبره ) 722میسلیومی، برای تهیه سوسپانسیون 

 75و  C˚707میلی لیترری تهیره شرد، در درجره حررارت  522( در یک ارلن g/L 72عصاره مخمر )

 C˚06دقیقه سترون گردید. سپس بوسیله آنس سترون ریزسازواره را تلقیح کرده و در درجره حررارت 

از  %72تا  9. (Singh and Ward, 1997)گذاری شد گرمخانه 5دقیقهدور بر  712ساعت و  10به مدت 

هرای تولید محصول افزوده شد. در محیط عنوان مایه تلقیح به محیط کشتهای توسعه تلقیح بهکشت

باشرد، میلی لیتر محیط کشرت مری 722میلی لیتری که شامل  522های کشت تولید محصول از ارلن

مرحلره تولید محصول با توجه به روش آماری طراحی شده است در هر  های کشتاستفاده شد. محیط

شود. نکته قابل توجه اینکره امرلاح معردنی مرورد اسرتفاده شرامل سرولفات اجزاء مورد نیاز افزوده می

گررم برر لیترر( و دی پتاسریم هیردروژن  7/2آبره ) 0گرم بر لیتر(، کلرید کلسریم  5/2آبه ) 1منیزیم 

                                                 

1 Mortierella alpina CBS 754.68 
2 Centraalbureau voor Schimmelcultures 
3 Slant agar 
4 Petri dish 
5 Revolution per minute (rpm) 
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بر لیتر(؛ منبع پروتئینی استفاده شده عصاره مخمر مر  و از سویای پودر شرده گرم  4آبه ) 9سولفات 

و محیط کشت دیگری مشابه به محیط کشت اصلی اما شامل نرانوذره منیرزیم در سبحان استفاده شد 

از اسید کلریدریک و سود استفاده شرد  pHهمچنین برای تنظیم گرم در لیترساخته شد.  25/2سطح 

(Zhu et al., 2002 and 2003). 

 گیری وزن خشک سلولیاندازه -3-4

، روی قیف بوخنر مجهز به پمپ خلاء 47جداسازی توده زیستی توسط کاغذ صافی واتمن شماره 

های ساعت قرار داده و به آنها را روی شیشه 7گیری وزن خشک سلولیصورت گرفت. سپس برای اندازه

 ;Park et al., 1999; Koike et al., 2001)شد خشک  C˚725ساعت در آون با درجه حرارت  0مدت 

Sakuradani et al., 2004) 

 Mortierella alpinaاز قارچ  RNAاستخراج  -3-5

باشد. این آنزیم بسیار در محیط می (RNase)وجود آنزیم ریبونوکلئاز  RNAیکی از موانع استخراج 

پایدار و فعال بوده و برای عمل نیازی به کوفاکتور ندارد. از آنجایی که غیرفعال کردن این آنزیم مشکل 

باشد بنابراین باید تمام مواد و تجهیزات می RNAبوده و حتی در مدت یک دقیقه قادر به تخریب 

 ن آنزیم باشد. جهت ایجاد محیطی عاری از و جابجایی آن عاری از ای RNAجهت استخراج 

RNaseزیر باید مورد توجه قرار گیرد: نکات 

 RNAهستند، در هنگام کار با  RNaseهای میکروبی و قارچی منبع عظیم گرد و خا  و آلودگی-7

درصد ضدعفونی کنید. تمام مراحل کار باید زیر هود انجام گیرد. قبل 36همیشه تمام محیط را با الکل 

                                                 

1 Dry cell weight (DCW) 
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 دقیقه سطح کار ضدعفونی شود. 75به مدت  UVز شروک کار توسط اشعه ا

ها و ابزارآلات و از تماس پوست دست با نمونه شداز دستکش و ماسک استفاده  بصورت دائم -0

ها پذیر است درب تیوباست. هر زمان که امکان RNaseچون پوست منبع عمومی  شدجلوگیری 

 شد.بسته نگه داشته 

 نمونه هاآماده سازی  -3-5-1

تخمیر از دو محیط کشت فرموله شرده در ظرروف تکران خورنرده از   5، 9، 0توده زیستی در روزهای 

دقیقره جردا شرده، داخرل هراون  5دور در دقیقه به مدت  8222محیط کشت با سانتریفوژ کردن در 

 ده و خنک شرده ریختره شرده برهدرجه سانتی گراد مان 002ساعت داخل آون  70چینی که به مدت 

میلی لیتری قرار گرفت و تا زمان  5/7ها ازت مایع اضافه شد بافت نمونه خرد و داخل ویال های نمونه

ل توجه اینکه به هریع عنروان درجه سانتی گراد نگه داری شد. نکته قاب -12در دمای  RNAاستخراج 

 ها بعد از خرد شدن در ازت مایع نباید ذوب شوند.نمونه

 Bio Basicکیت عمل طبق دستورال RNAاستخراج  -3-5-2

 کل با استفاده از این کیت به این شرح بود: RNAروش کار استخراج 

طور جداگانه وزن کرده و در زیر هود با هاون در نیتروژن مایع . ابتدا با لوپ مقداری از نمونه را به7

 کاملاً سائیده و به ویال منتقل گردید.

ویال حاوی نمونه اضافه و به وسیله ورتکس خوب  ( از بافر بهml7 )میکرولیتر  7222. به میزان 0

 مخلوط شد.
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میکرولیتر کلروفوم به ویال  022داری، سپس دقیقه در دمای اتاق نگه 5مدت . این مخلوط را به 9

 اضافه گردید.

سانتریفیوژ گردید، سپس محلول رویی  -4در دمای  g70222دقیقه با سرعت  5. ویال را به مدت 4

 .انتقال داده شدال جدید با سمپلر به وی

ثانیه  92درصد به تیوب اضافه کرده و  36. به میزان یک سوم از حجم مایع منتقل شده اتانول 5

 دقیقه ویال را در یخچال منفی بیست قرار دادیم. 72تا  5ورتکس شد، سپس 

 .شدسانتریفیوژ  g70222گراد با سرعت درجه سانتی4دقیقه در دمای  5. سپس به مدت 6

. گردیددرصد اضافه 15. به رسوب باقی مانده یک میلی لیتر اتانول شد. مایع رویی با احتیاط خارج 1

گراد با سرعت درجه سانتی 4دقیقه در دمای  5. لوله را به مدت کردیمثانیه لوله را ورتکس  5به مدت 

g70222  نمودیمسانتریفیوژ. 

 یبا درب باز در دما لوله را .شدلوله خارج . مایع رویی با احتیاط و مشاهده مداوم رسوب ته 8

 RNaseمیکرولیتر  92الکل باقی مانده تبخیر شود. سپس تا  کردهانکوبه  قهیدق 92به مدت  شگاهیآزما

 . نمودیمبه ویال اضافه 

 استخراج شده RNAبررسی کمیت و کیفیت  -3-5-3

RNA  استخراج شده از نظر کمی و کیفی با استفاده از دو روشنانودراپ و الکتروفورز ژل آگارز مورد

 بررسی قرار می گیرد:
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 نانودراپ -3-5-3-1

دهیم مقدار کنیم عدد بدست را در فرمول قرار میابتدا از نانودراپ استفاده می RNAبعد از استخراج 

RNA شود سپس به آن یک میکرولیتر مصرفی مشخص میDNase  و یک میکرولیتر بافرDNase 

رسانیم. سپس نیم ساعت در میکرولیتر می 72اضافه کرده و حجم کل واکنش را با آب دیونیزه به 

به ویال اضافه کرده و در  EDTAدهیم. یک میکرولیتر درجه سانتیگراد در بن ماری قرار می 91دمای 

گیری ، سپس دوباره برای اندازهدهیمی قرار میماردقیقه در بن 72سانتیگراد به مدت درجه  65دمای 

 کنیم.از نانودراپ استفاده می RNAمقدار 

 الکتروفورز ژل آگارز -3-5-3-2

نماید که مربوط به اند واضح میسالم قارچی روی ژل آگارز ایجاد دو ب  RNAالکتروفورز یک نمونه 

RNA  ریبوزومیs78  وs08 باشد. هرچه شدت اسمیر بین این دو باند کمتر باشد کیفیت میRNA 

 Liu and)شود نیز در پایین ژل مشاهده می s rRNA 5بالاتر است. علاوه براین دو باند، معمولا باند 

Saint, 2002). 

 (RT-PCRواکنش آرتی پی سی آر ) -3-6

استخراجی که  RNAای صورت گرفت. در این روش، به روش دو مرحله RT-PCRواکنش 

DNA  آن با آنزیمDNAs  تجزیه شده به کمک پرایمرOligo dT   بهcDNA شود. تبدیل می

گردد.  به منظور اطمینان افزوده می PCRبه مخلوط واکنش  RTسپس، این بخش از واکنش 

قرار  PCRژن مرجع در شرایط استخراجی را با استفاده از پرایمر  DNA ،RNAاز عدم حضور 

 باشد.ژنومی می DNAبه  RNAدهنده عدم آلودگی نشان DNAعدم وجود باند  دهیممی
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 cDNA سنتز  -3-6-1

برا کمرک پرایمرهرایی کره بره  RTپلی مراز وابسته به  DNAدر طی واکنش رونویسی معکوس، آنزیم 

mRNA شوند، آن را بههیبرید میcDNA  نماید. تبدیل میmRNA هرا ضرروری برای سنتز پرروتئین

 شود. صی برای بیان ژن در نظر گرفته میآن شاخاست و مقدار 

بره تروالی  Oligo dTاستفاده شد.  Oligo dTدر این گونه قارچی، از پرایمر  total cDNAبرای ساخت 

در طول نسخه برداری معکروس بره طرور  cDNAشود. بنابراین، سنتز متصل می RNAانتهای  Aپلی 

گیرد. نکته قابل توجه اینکره عمومرا میرزان غلظرت صورت می rRNAو هم از  mRNAتصادفی هم از 

RNA  مورد استفاده برای سراختcDNA  برا اسرتفاده از کیرتvivantis  میکرولیترر در  8ترا  0برین

و طبرق  DNA Takara با استفاده از کیت خریداری شرده از شررکت  cDNAباشد. تهیه لیتر میمیلی

 DNase ،5/2تیمار شده با  RNAهای حاوی لولهتوسط شرکت سازنده انجام شد. به  روش توصیه شده

، cDNAطور جداگانه اضافه گردید. سپس برای تکمیل سنتز میکرولیتر از آغازگر ریورس اختصاصی به

و آنزیم ترانسکریپتاز اضافه گردید و به حجم نهایی  dNTPمقادیر مورد نیاز از بافر آنزیم ترانسکریپتاز، 

دقیقره  75مردت میکرولیتر رسانده شد. مخلوط حاضر به 72به  DEPCتوسط آب مقطر تیمار شده با 

درجره روی هرات پلرت  4درجه و سرپس در دمرای  85ثانیه در دمای  5درجه  و سپس 91در دمای 

در  PCRحاصل تا زمان انجرام واکرنش  cDNAشوند. قرار داده می -02انکوبه شده سپس در یخچال 

 شود. نگهداری می -C02˚دمای 

 (PCR)زنجیره ای پلیمراز واکنش -3-6-2

های دمایی که شده که در قبل اشاره شد در چرخه مخلوط واکنش تهیه، PCRجهت انجام واکنش 

سازی چرخه دمایی شامل واسرشت 92سپس،  دقیقه، 5به مدت  C35˚سازی اولیه در واسرشت شامل
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به مدت  C10˚به مدت یک دقیقه و تکثیر در  C55˚به مدت یک دقیقه، اتصال پرایمر در  C35˚در 

 قرار گرفت. C10˚دقیقه در  72یک دقیقه. در پایان نیز، تکثیر نهایی به مدت 

 طراحی پرایمر -3-7

روی  مشخص قطعات به اتصال با که هستند باز جفت 02حدود طول با اولیگونوکلئوتیدهائی پرایمرها،

DNA انتخاب تکثیر برای که قطعاتی د.شومی فراهم قطعات این تکثیر و آنزیم عملکرد الگو ، امکان 

هفت ژن دخیل در تولید آراشیدونیک ، در این آزمایش. باشند هدف اساس توالی بر باید می شوند

بود به منظور  NCBIاز آنجائیکه از هر ژن چندین گزارش در سایت اسید و روغن انتخاب گردیده 

یمر تهیه شد. در شدند و در مرحله بعد برای نقاط مشتر  پرا alingطراحی پرایمر هر کدام از ژن ها 

، NCBIبردن به اینکه پرایمرهای طراحی شده اختصاصی می باشند در سایت عین حال برای پی

BLAST  )برای تشخیص اینکه تا چه حدی این پرایمر توانایی تکثیر قطعات غیر اختصاصی را دارد(

 Actinژن (.7-9شد)جدول  ت تکاپو زیست سفارش دادهشدند بعد از تایید پرایمرها به شرک

(accessing number: DQ973624.1)  2009 ,.)دید گر انتخاب، 7به عنوان ژن مرجعet al 

Sakuradani.) 

 

 

 

                                                 

1  House keeping gene 
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 مرجع ژن و نظر مورد هایژن مریپرا مشخصات و یتوال-1-3جدول 

 

 آگارز ژل روی PCRمحصولات  روفورزتالک -3-8

میکرولیتر از هر نمونه برداشت شد و همراه با یک میکرولیتر بافر بارگیری،  72مقدار ، PCRپس از 

 7در طی  722و با ولتاژ ثابت   x5/2TBEبارگیری گردید. عمل الکتروفورز در بافر  %0روی ژل آگاروز 

آمیزی دقیقه در داخل محلول رنگ 72مدت  ساعت انجام گرفت. پس از الکتروفورز، ژل مربوطه به

دقیقه، توسط دستگاه  5اتیدیوم بروماید قرار گرفته و پس از رنگ زدایی توسط آب مقطر به مدت 

TMIt-System Gel Doc. BioDoc  برداری قرار گرفت.)ساخت آلمان( مورد عکس 

Product 

size 

TM %GC Primer       sequence Primer  Gene No. 

 
1/53   forward 

HSP 1 
0/62   Reverse 

 
9/53   forward 

DiFO1 2 
8/53   Reverse 

 
8/53   forward 

DiPeT  3 
5/62   Reverse 

 
8/62   forward 

EF1  4 
0/62   Reverse 

 
6/67   forward Gly3 

pHosp

Hate  

5 
1/62  

 
Reverse 

 

9/65   forward 
Malic 6 

8/65   Reverse 
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3-9- Real time PCR  

هرای محیط بهینه تولیرد روغرن در زمران مورتیرلا آلفینا درمیزان تظاهر هفت ژن تحت مطالعه، قارچ 

گیری شرد. اندازه Real time PCRروز پس از تخمیر( با استفاده از دستگاه  5،  9، 0مختلف تخمیر ) 

انجرام ( Relative Quantificationسرنجی نسربی)ژن در این روش برا اسرتفاده ازغلظرتبررسی بیان 

 ( نیاز است. Actin ژنسنجی نسبی به یک ژن کنترل داخلی )جهت انجام غلظت .گرفت

استفاده گردید. مواد استفاده شرده در  TaKaRaشرکت  SYBR GREENجهت انجام واکنش از کیت 

PCR سرازی واسرشرت انتخراب شردند:می باشد. چرخه های دمایی نیز، به شرح زیر  0-9طبق جدول

بره مردت  C35˚سازی در چرخه دمایی شامل واسرشت 42سپس،  دقیقه، 72به مدت  C35˚اولیه در 

ثانیه. در پایان نیرز،  75به مدت  C35˚ثانیه و تکثیر در  92به مدت  C62˚ثانیه، اتصال پرایمر در  75

 انجام گرفت.  C62˚دقیقه در 7تکثیر نهایی به مدت 

 Real time PCR انجام جهت لازم مواد-2-3جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 real time PCRمواد لازم برای واکنش  مقادیر

µl 72  SYBR GREEN Master mix(2X) 

µl 4/2  PrimerF(10µM) 

µl 4/2  PrimerR(10µM) 

µl 0 cDNA 

µl 4/2  ROX Reference Dye(50x) 

µl 8/6  Distillated water 

 شد.بامی µl 02  واکنش برابر با نهاییحجم 
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 Real Time PCR دستگاه برنامه-3-3 جدول

 مرحله دما و زمان مورد استفاده

 فعال سازی ابتدایی آنزیم دقیقه 75گراد به مدت درجه سانتی 35

 چرخه شامل مراحل زیر:4 

 واسرشت شدن ثانیه 75 گراد به مدتدرجه سانتی35

 اتصال آغازگرها ثانیه 92 گراد به مدتدرجه سانتی 62

 بسط ترکیبی دقیقه 7 گراد به مدتدرجه سانتی 62

  

 

  Real time PCRکنترل های  -3-9-1

بدون وجود کنترل مثبت و منفی ارزش چندانی ندارد زیرا وجود کنترل  PCRبطور کلی، هیع واکنش 

دهد و وجود کنترل کنش را نشان میمنفی، امکان وجود آلودگی مواد و وسایل مورد استفاده در وا

این، باید برای نماید. بنابرژنومی را بیان می DNAرا به  RNAمثبت، اطمینان از تشخیص آلودگی 

Real time PCR  دیگر آنالیزهای مثلPCR ،های مثبت و منفی استفاده شوند.کنترل 
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 نتایج و بحث :4 فصل
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زیستی در محیط بررسی تغییرات میزان توده -4-1

 کشت نیتروژن آلی

در تولید روغن در محیط کشت  بالاییینا به عنوان گونه روغنی توانایی پمورتیرلا آل میکروارگانیسم

با توجه به تحقیقات انجام شده سطح سوبسترای  .شامل منبع کربنی گلوکز و منبع پروتئنی سویا دارد

 samadlouie etتر وارد فاز تخریب شود )نی در سطحی تنظیم شد که ریزسازواره سریعیمنبع پروتئ

all., 2014 .)گرم در  72ه عنوان منبع پروتئینی در سطح )در این مرحله از تحقیق از پروتئین سویا ب

 آنیند تخمیر روند رشد آگرم در لیتر( استفاده شد. در حین فر 52لیتر( و گلوکز در سطح )

 گیری شد. اندازه

 

 یآل تروژنین کشت طیمح در ریتخم زمان یط در یستیز توده دیتول زانیم-1-4 شکل
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رو افزایش توده زیستی باشد از اینافزایش متوازن همه اجزا سلولی میبه معنی  میکروارگانیسمرشد 

تواند به عنوان رشد در نظر فاز تجمع روغن وارد نشده است میبه  میکروارگانیسمدر شرایطی که 

که  یاز این رو در شرایطشود روغن در شرایط کاهش رشد تقویت میجائیکه تولید آنگرفته شود و از 

وغن است و در واقع در باشد، در حال تجمع رمرحله توقف تولید توده زیستی می در میکروارگانیسم

چنین برداشت کرد که  7-4شکل توان از روی اشد. با توجه به نکات ذکر شده میبفاز مرگ می

شد که میزان توده زیستی به باتوده زیستی تا روز سوم تخمیر میوزن خشک بیشترین میزان افزایش 

رشد کند شده و به سطح  افزایش درصد محیط کشت رسید از روز سوم به چهارم روند 0/7سطح 

. با توجه به متوقف شده است توده زیستی رشد محیط کشت رسید از روز چهارم به بعد روند 6/7%

زیستی نشان داد که دو مرحله با نمودار تغییرات توده زیستی به زمان نتایج تغییرات وزن خشک توده 

مرحله رشد که نمودار تا روز سوم رشد حالت  ،توجه به زمان های اندازه گیری شده قابل مشاهده است

که رشد توده زیستی شتاب کاهشی داشته و در  (decalerationرشد ) و مرحله کاهشافزایشی داشته 

توده  تی است. در این مرحله تجزیه بافته زیسانتها مرحله تجزیه با در نظر گرفتن تجمع روغن در تود

یابد. از اینرو در این مرحله تغییرات ترکیبات مغذی محیط کشت افزایش میزیستی تحت تاثیر کاهش 

 شود.نی بررسی مییگلوکز و منبع پروتئ

تمامی منبع پروتئینی مصرف با بررسی میزان پروتئین چنین نتیجه شد که در روز اول اندازه گیری 

مرحله  اردتر وسریع میکروارگانیسمیم شد تا ظگرم در لیتر تن 72نی ید. سطح منبع پروتئش

رو دارد از این میکروارگانیسمئین نقش مهمی در کاهش رشد تتخلیه پرو. لیپوژنتیکی شود

تا روز سوم به صورت لگاریتمی با حداکثر سرعت رشد ویژه میکروبی روند رشد را طی  میکروارگانیسم

 باشد.ه چهارم کاهش رشد قابل مشاهده میکرده و با تخلیه نیتروژن در روز سوم ب

نی های روغنی منبع کربمیکروارگانیسم ترین سوبسترای محیط کشت درمترین سوبسترا و پرمقدارمه

باشد گلوکز می میکروارگانیسممسیر اصلی تولید روغن در این  EMPنجائیکه مسیر آباشد و از می
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باشد. گلوکز هم در تولید توده زیستی در این قارچ میالهضم ترین منبع در رشد و مهمترین و سهل

 ,Carter et al., 1971; Papagianni)تولید توده زیستی و هم در تولید روغن نقش کلیدی را دارد 

2004.) 

ی گلوکز سوبسترای که نشان دادنتایج  ،با بررسی میزان گلوکز محیط کشت 0-4با توجه به شکل 

سطح منبع  4از روز اول فرایند تخمیر تا روز روند کاهشی دارد.  میکروارگانیسم تحت تاثیر رشد

ز منبع رشد کرده و ا میکروارگانیسماین روز ا تکه باشد می میکروارگانیسمکربنی گلوکز مناسب رشد 

 رگرم د 72ه بعد سطح گلوکز به زیر ب 4از روز  .کربنی برای تجمع توده زیستی استفاده کرده است

تجمع کاهش  روند کاهش گلوکز با بنابراین ،توانایی مصرف آن را ندارد میکروارگانیسملیتر رسیده که 

 باشد. توده زیستی همزمان می

 

 ریتخم متفاوت یروزها در احیاءقند  زانیم  -2-4 شکل

طیف  .میکروبی روغنی داردهای ولید توده زیستی و محصول از گونهمنابع کربنی نقش مهمی در ت

وسیعی از این ترکیبات مانند سبوس برنج، سبوس گندم، ضایعات سیب زمینی، تفاله سیب، ملاس، 

عنوان سوبسترا برای تولید آب پنیر، نشاسته سیب زمینی، کاه و کلش برنج  بطور موفقیت آمیزی به
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به نوک  ای بستهلیپید بصورت گسترده پروفایل اسید چرب لیپید استفاده شده است. اگرچه ترکیب

 .(Ahmed et al., 2006; Stredansky et al., 2000; Jang et al., 2000) کندسوبسترا تغییر می

 بررسی تغییرات میزان روغن -4-2

که در محیط کشت تعریف شده حاوی گلوکز به عنوان منبع ی این بود بدست آمده نشان دهندهنتایج 

دارد. روغن در روزهای اندازه گیری شده روند افزایشی کربنی و پودر سویا به عنوان منبع پروتئینی، 

بود که میزان روغن در وزن  پنجمبه  چهارمبیشترین میزان افزایش روغن از روز  9-4طبق شکل 

روند افزایش روغن  چهارمتخمیر تا روز  سومافزایش یافت. از روز   %98به  %09خشک توده زیستی از 

شود که در چنین تحلیل میتوجهی توده زیستی تولید شد.  کند بوده و در این مدت میزان قابل

شود تولید روغن تجمع توده زیستی کند می ولی هنگامی کهتولید روغن کند بوده  ،رشد طشرای

وارد فاز  ،که گلوکز به جای وارد شدن در فاز تجمع روغن این بدین معنی استتقویت شده است. 

 لیپوژنتیکی شده است.

    

 یآل تروژنین کشت طیمح در ریتخم زمان یط در روغن دیتول زانیم-3-4 شکل
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منابع مختلف نیتروژنی مانند عصاره مخمر، کنجاله سویا، شربت ذرت  Park et al. (1999) در تحقیق

 و  بودند هدادروغن انجام ، پروتئین ماهی و پروتئین گلوتن و تأثیر آنها را بر تولید 0، فارمامدیا7خیسانده

 Parker همچنین در تحقیقی دیگر. باشدمی میکروارگانیسمتولید روغن تحت تاثیر رشد  که دریافتند

et al. (2000) لید روغن توسط قارچ ها گزارش نمودند که پودر سویا یک منبع نیتروژنی با ارزش در تو

یک منبع نیتروژنی بوده و به باشد. این نتیجه می تواند به این دلیل باشد که پروتئین سویا می

از  گردد.نتیجه سبب افزایش تولید روغن می شود و درستگی توسط میکروارگانیسم مصرف میآه

 استفاده شد. به منظور تحریک روغن رو در این تحقیق از سویا به عنوان منبع پروتئینیاین

 تخمیرسوم دار در روز بررسی بیان ژن خانه -4-3

 .استخراج شددر شرایط رشد  Bio Basicبا استفاده از کیت ینا پمورتیرلا آلاز قارچ  RNA یهانمونه

ساخته شد با استفاده از دستگاه نانودرب غلظت  cDNAبا استفاده از کیت  RNAدر مرحله بعد 

cDNA تاکارا ها با استفاده کیت سایبر گرینسازی شد و میزان بیان ژنرقیقنانوگرم  52 در سطح 

گرم در  52تخمیر روز رشد میکروارگانیسم بوده بطوری که میزان قند احیا  سومگیری شد. روز اندازه

در حال رشد  میکروارگانیسمدرصد بوده و با در نظر گرفتن اینکه  0/7در سطح  میکروارگانیسملیتر و 

کثر در حدا میکروارگانیسمشود که فتن سطح بالای قند چنین تحلیل میباشد و با در نظر گرمی

چنین  cDNAر گرفتن سطوح برابر غلظت ظو با در نها با بررسی بیان ژن فعالیت متابولیکی بوده

 رود که حداکثر بیان ژن در این روز مشاهده شود.انتظار می

 

                                                 

1- Corn steep liquor (CSL) 
2- Pharmamedia 
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 ریتخمسوم  روز در هاژن Ct زانیم یبررس-4-4 شکل

بیان ژن را حداکثر  Ct 59/74با  translation elongation factor 1 alpHaژن  4-4با توجه به شکل 

 91/76آن  Ctمیزان که باشد می putative 60S ribosomalژن دوم  .های انتخاب شده داشتبین ژن

های بین ژنرا ترین میزان بیان ژن پایین glycerol-3-pHospHate dehydrogenase . باشدمی

ز تخمیر بودند که نشان می دهد کاندید شده دارای بیان در این روهای همه ژن. داشتانتخابی 

ات بیانی در حین فرایند ولی نکته مهمتر تغییر ،دار باشندانند کاندید مناسبی برای ژن خانهتومی

مورد  باشد باید باشد از این رو میزان بیان در شرایطی که کاهش رشد نیز وجود داشتهتخمیر می

 .گیردبررسی قرار 

 بررسی بیان ژن خانه دار در روز پنج تخمیر -4-4

استفاده  نانوگرم با 52غلظت در سطح  cDNAو پس از ساخت  استخراج شد RNAهمانند روش قبل 
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باشد دقت دار میهای خانهنجائیکه هدف مقایسه بیان ژنآاز  .ای تنظیم شدسازی مرحلهاز روش رقیق

ژن باشد و  نتایج بدست آمده فقط اختلاف در بیانزیادی در تنظیم محلول رقیق شده انجام شد که 

باعث اختلال در نتایج بدست آمده نباشد. روز پنج تخمیر با  5و  9روز  یهاتفاوت غلظت بین نمونه

توانایی  میکروارگانیسمنجائیکه آو از رسیده  گرم در لیتر 72گلوکز به سطح زیر سطح  اینکه توجه به

وارد  میکروارگانیسمشود که در لیتر را ندارد چنین تحلیل می گرم 72مصرف گلوکز در سطح زیر 

نجائیکه از روز از آ .شودی تحلیل فاز مرگ تایید میفرایند مرگ شده است. با بررسی میزان توده زیست

 95تا  05طح مشاهده نشده و با در نظر گرفتن افزایش روغن از س میکروارگانیسمرشدی در  5به  9

 شده است. (Autolysis)وارد فرایند خودکافتی یا  میکروارگانیسمشود که یدرصد چنین برداشت م

 

 ریتخم پنجم روز در ها ژن Ct زانیم یبررس -5-4 شکل

  translation elongation factor 1 alpHa ژن 5-4با توجه به شکل  در این مرحله از فرایند تخمیر

 putative. همانند مرحله قبل نیز ژن می باشدCt (78 )دارای حداکثر بیان ژن و حداقل  9مانند روز 

60S ribosomal  باشد و میزان ژن دوم میCt  ژنباشدمی 02آن .Dehydropteridine reductase 
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این نتیجه  ها تایید کنندهکاهش بیان ژنهای انتخابی داشت. را بین ژنترین میزان بیان ژن پایین

 ز تخریب و افزایش تجمع روغن شده است.وارد فا میکروارگانیسمبوده که 

 دار مناسب در شرایط تخمیری رشد و مرگانتخاب ژن خانه -4-5

باشد و با در نظر گرفتن این نکته که رلا از منابع اصلی تولید روغن میرتیونجائیکه گونه قارچی مآاز 

موما در مرحله باشد. این اسید چرب ضروری عآراشیدونیک اسید میینا درتولید پاهمیت مورتیرلا آال

باشد با ما اسید چرب غالب اولئیک اسید میشود. در فرایند تولید روغن عموکاهش رشد تولید می

شود. اسید چرب غیراشباک در از تولید روغن با قدرت بیشتری میوارد ف میکروارگانیسمکاهش رشد 

رو یابد. از اینشود در روغن افزایش میقف شده و وارد فاز تجزیه روغن میوشرایطی که تولید روغن مت

دو  ،تحقیقاز باشد. در این مرحله فرایند تولید آراشیدونیک اسید میفاز مرگ از مهمترین مراحل 

نتایج نشان داد مرحله اول مرحله رشد بود که همانطور که  مرحله از زندگی مورتیرلا بررسی شد.

وارد فرایند تجزیه  میکروارگانیسم ،بعد از فرایند رشد. بیان بالاتری داشتند دار،های خانهعموما ژن

زیه کننده خود را در محیط ترشح آنزیم های تج میکروارگانیسم ،شده که با کاهش مواد مغذی

ها ن انتظار می رود که ژنچنی ،میکروارگانیسم. با در نظر گرفتن کاهش فعالیت متابولیکی کندیم

دار مناسب ژنی هها مشاهده شد. ژن خانباشند که عموما کاهش بیانی در ژندارای بیان پایین تری 

 ین تغییرات بیانی را داشته باشد.باشد که در مرحله رشد و مرگ کمترمی
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 گمر و رشد فاز ریتخم متفاوت یروزها در دارخانه یهاژن انیب تنوع بیضر و اریمع انحراف-1-4 جدول

 dihydrofolate 

reductase 

putative 

  heat 

shock 

protein 

10 

Dihydropteridine 

reductase 

translation 

elongation 

factor 1 

alpHa 

glycerol-3-

pHospHate 

dehydrogenase 

putative 

60S 

ribosom

al 

min 

[CP] 

73/92 49/01 22/03 84/79 32/97 04/76 

max 

[CP] 

22/90 62/90 87/99 62/78 72/99 62/02 

std 

dev 

[± 

CP] 

41/2 36/7 77/0 18/7 49/2 80/7 

CV 

[% 

CP] 

50/7 50/6 68/6 88/72 99/7 27/72 

coeff. 

of 

corr. 

[r] 

91/2- 358/2 332/2 369/2 547/2- 386/2 

p-

value 

469/2 229/2 227/2 220/2 061/2 227/2 

M 

value 

078/2 759/2 750/2 717/2 076/2 751/2 

کمترین میزان انحراف معیار مربوط به ژن  شود که چنین تحلیل می 7-4با توجه به جدول 

glycerol-3-pHospHate dehydrogenase همچنین این ژن دارای باشدمی ،CV  بسیار مناسبی

شود. حذف میاشد این ژن باین ژن پایین می Best keeperنجائیکه میزان شاخص آولی از  باشدمی

 41/2می باشد که با اندکی بیشتر میزان انحراف معیار  dihydrofolate reductaseژن کاندید بعدی 

دار با پایداری بالا واند کاندید مناسبی برای ژن خانهپایینی داشته که می ت CV  نیز داشت. این ژن 

ارد از این رو این ژن نیز را د  bestkeeperنجائیکه این ژن پایین ترین میزان شاخص آباشد ولی از 

 Best keeper ،P value ،Mشاخص  translation elongation factor 1 alpHaژن شود. حذف می

value  مناسبی دارد اما به دلیل بالاترین میزانCV شود. هچنین ژن این ژن نیز حذف میputative 

60S ribosomal  های کاندید به عنوان ژن خانه دار در این مرحله از تحقیق باشد و تواند از ژنمی
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بالاتر در این مرحله  CVدارد اما به دلیل  putative heat shock protein 10شاخص های برابری با ژن

باشد. پایین  best keeperتواند دلیل پایین بودن شاخص و بیان کم ژن می Ctبالا بودن حذف شد. 

این  putative heat shock protein 10و  dihydropteridine reductaseدر دو ژن  Mبودن فاکتور 

و همچنین پایین   best keeperبالا بودن شاخص  کند.به عنوان کاندید مناسب معرفی می ها راژن

 .ندنه دار در نظر گرفته شدمرحله کاندیدای مناسبی برای ژن خا در این ، این دو ژن CVبودن 

رات میزان توده زیستی در محیط کشت نیتروژن بررسی تغیی -4-6

 آلی حاوی نانوذره منیزیم

، گرم در لیتر بر میزان تولید توده زیستی 25/2در این مرحله از تحقیق تأثیر نانو ذره منیزیم در سطح 

علم نانو در علوم متفاوت کاربردهای  در حین فرایند تخمیر بررسی شد.مصرف گلوکز و تولید روغن 

 ذره باشد حضور این نانومی EMPهای مسیر منیزیم به عنوان کوفاکتور آنزیموسیعی دارد از انجائیکه 

در سطوح بالاتر منیزیم به  .شود که محر  رشد و تولید روغن باشدبینی میچنین پیشدر این سطح 

ه در این سطح نتایج نشان داد که اثر مثبتی در فرایند کصورت نانو اثر بازدارندگی داشته در حالی

 رشد، مصرف گلوکز و تولید روغن داشته است.
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 میزیمن نانوذره یحاو یآل تروژنین کشت طیمح در ریتخم زمان یط در یستیز توده دیتول زانیم6-4 شکل

 

نانوذره باعث کاهش سرعت روند افزایش توده زیستی شد و نتایج نشان داد که  6-4با توجه به شکل  

 %7طوری که به سطح برخلاف نمونه شاهد، افزایش توده زیستی در اواخر فرایند تخمیر اتفاق افتاد به 

به میزان قابل توجهی افزایش یافت و به افزایش توده زیستی تا روز سوم رشد محیط کشت رسید. 

 کند بود روند این افزایش بعد از روز سوم توده زیستی رسید. محیط کشت در وزن خشک %8/2سطح 

در محیط کشت حاوی نانوذره منیزیم در روز پنجم، توده  همچنان ادامه داشت.تا روز پنجم ولی 

درصد محیط کشت رسید در حالی که در نمونه شاهد این مقدار توده زیستی تا  0/7زیستی به سطح 

که از این نتایج مشهود است همانطور که گفته شد نانوذره باعث  روز سوم تخمیر مشاهده شد. آنچه

 کاهش سرعت روند افزایش توده زیستی می شود.
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 میزیمن نانوذره یحاو یآل تروژنین کشت طیمح در ریتخم زمان یط در ایاح قند مصرف زانیم7-4شکل 

روند مصرف مواد قندی تا روز سوم کند بوده و میزان مصرف قند احیا نشان داد که  1-4مطابق شکل 

گرم در لیتر  02میزان قند به  4افزایش قابل توجه ای یافته است. در روز  4به  9این روند از روز 

 به پایین ترین سطح ممکن کاهش یافته است. 5کاهش یافته و تا روز 

بررسی تغییرات میزان روغن در محیط کشت نیتروژن آلی  -4-7

 منیزیم حاوی نانو ذره

روند افزایش میزان روغن در این محیط کشت به طور مشاهده می شود  8-4همانطور که در شکل 

قابل توجهی از روز اول تخمیر تا روز چهارم تخمیر بالا بوده به طوری که میزان روغن در توده زیستی 

این روند بسیار کند بوده و به  پنجمبه چهارم وزن خشک توده زیستی رسید. از روز  %96به سطح 

 توده زیستی رسید در این شرایط تولید توده زیستی به صورت قابل توجهی افزایش یافت. %42سطح 

نانو ذره این روند با روند تولید روغن در شرایط بدون نانو کاملا متفاوت بود چنین تحلیل می شود که 

یل فرایند تخمیر تجمع اداده و باعث شده در او را کاهش میکروارگانیسممنیزیم زمان تجمع روغن در 
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روغن تحریک شده و توده زیستی شروک به تجمع روغن در زمان اولیه تخمیر کند افزیش تجمع روغن 

و رشد سریع تنها در شرایط استفاده از نانو ذره ممکن است در حالیکه در سایر تحقیقات نتایج 

تفاق می باشند که تجمع روغن در زمان کاهش رشد ن ها بر این اآمتفاوتی گزارش شده که اکثر 

 (Ratledge  ,2004)تسریع می شود 

 

 میزیمن ذره نانو یحاو یآل تروژنین کشت طیمح در ریتخم زمان یط در روغن دیتول زانیم  -8-4 شکل

 

 تخمیر سومبررسی بیان ژن در روز  -4-8

نانوگرم با  52غلظت در سطح  cDNAاستخراج شده و پس از ساخت  RNAهمانند روش قبل 

نجائیکه هدف مقایسه بیان ژن های خانه دار آاستفاده از روش رقیق سازی مرحله ای تنظیم شد از 

می باشد دقت زیادی در تنظیم محلول رقیق شده انجام شد که نتایج بدست آمده فقط اختلاف در 

 باعث اختلال در نتایج بدست آمده نباشد. 5و  4، 9ن نمونه ها روز بیان ژن باشد و تفاوت غلظت بی

 ،در این روز تخمیرو خانه دار بیان داشته  ینتایج بیان ژن نشان می دهد که همه ژن ها

میزان قند در سطح بالایی در محیط  .در اویل فاز رشد بوده و روند رشد افزایشی بود میکروارگانیسم

 putative 60Sبیشترین میزان بیان ژن مربوط به ژن  3-4ه شکل .با توجه بکشت وجود داشت
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ribosomal   پس از آن بیشترین میزان بیان ژن مربوط به ژن  می باشد. 64/00با میزانtranslation 

elongation factor 1 alpHa   کمترین میزان بیان ژن با بالاترین  می باشد و 55/09 با مقدار Ct  و

 می باشد.  dihydropteridine reductaseبه مربوط  7/99مقدار 

        

 ریتخم سوم روز در ها ژن Ct زانیم یبررس -9-4 شکل

 

 تخمیر چهارمبررسی بیان ژن در روز  -4-8-1

در فاز رشد بوده و توده زیستی همچنان افزایش یافته در عین  میکروارگانیسمتخمیر  چهارمدر روز 

تجمع یافته است. با در نظر گرفتن روند رشد و میزان  میکروارگانیسمحال روغن قابل توجه ای در 

در حال  میکروارگانیسمگرم در لیتر می باشد چنین تحلیل می شود که  02سطح گلوکز که در سطح 

نیز قابل تحلیل می باشد که روند افزایشی داشته باشد. با نگاهی به  رشد می باشد. نتایج بیان ژن

 putative 60S چنین برداشت می شود که ژن 72-4در شکل میزان بیان ژن های خانه دار 

ribosomal  بیان بالاتری نسبت به مابقی ژن ها داشته و در عین حال ژن dihydropteridine 

reductase    .تخمیر نشان دهنده این است  سوممشابهت بیانی با روز  نیز حداقل میزان بیان را دارد
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که روند توسعه سلولی از یک روند ثابتی پیروی می کند که تایید این واقعیت علمی می باشد که 

 .در مرحله رشد سلولی می باشد میکروارگانیسم

         

 

 ریتخم چهارم روز در ها ژن Ct زانیم یبررس-11-4 شکل

 تخمیر قارچی پنجمروز  -4-8-2

در اواخر فاز رشد می باشد با توجه به روند افزایشی رشد و کاهش قند به  میکروارگانیسم پنجمدر روز 

گرم در لیتر در عین حال میزان روغن در حداکثر سطح موجود افزایش یافته است. با  72سطح زیر 

می باشد که  را دارا رشد 4و  9روند بیانی مانند روز  ،بیان ژن های خانه دارمیزان  77-4شکل بررسی 

در این روز نیز در فاز رشد می باشد. نکته قابل تامل کاهش  میکروارگانیسمچنین تحلیل می شود که 

گرم در لیتر می باشد که نشان دهنده این واقعیت می باشد که  72سطح گلوکز به سطح 

با توجه به محتوی کم و غیر قابل استفاده گلوکز در  .واخر فاز رشد بوده استدر ا میکروارگانیسم

محیط کشت، احتمالا بعد از این روز روند تجزیه را طی خواهد کرد. یکنواختی روند بیانی سطح پایین 
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Ct کی سلول بالا است.ست بوده و همچنان فعالیت متابولینشان می دهد که تحلیل مورد نظر در 

                      

 

 ریتخم پنجم روز در ها ژن Ct زانیم یبررس -11-4 شکل

 تعیین ژن خانه دار مناسب در فرایند رشد ریزسازواره -4-9

دارای  translation elongation factor 1 alpHaچنین نتیجه می شود که ژن    0-4با بررسی جدول 

ولی با  بسیار مناسبی می باشد Mهمچنین دارای فاکتور  پایین می باشد CVشاخص انحراف معیار و 

برای  Bestkeeperاین ژن حذف می شود. میزان شاخص پایین  P ن فاکتورتوجه به غیر معنا دار بود

شده این  باعث dihydrofolate reductaseو   glycerol-3-pHospHate dehydrogenaseهای ژن

باعث حذف  putative heat shock protein 10ژن  Bestkeeperها نیز حذف شوند. شاخص پایین ژن

با شاخص  putative 60S ribosomalو  dihydropteridine reductase این  ژن شد. دو ژن  

Bestkeeper  مناسب، انحراف معیار همچنینCV  پایین و فاکتورM  ژن های کاندید این  5/7زیر

  مرحله از تخمیر بودند.
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 و مرگ رشد فاز در ریتخم متفاوت یروزها در دارخانه یهاژن انیب تنوع بیضر ارویمع انحراف -2-4 جدول

 dihydrofolat

e reductase 

putativ

e heat 

shock 

protein 

10 

 

dihydropteridi

ne reductase 

 

translatio

n 

elongatio

n factor 1 

alpHa 

glycerol-3-

pHospHate 

dehydrogenas

e 

putative 

60S 

ribosoma

l 

min 

[CP] 

42/06 64/09 67/90 83/06 08/03 22/07 

max 

[CP] 

69/08 03/01 22/96 72/03 35/97 22/04 

std dev 

[± CP] 

60/2 23/7 31/2 53/2 87/2 88/2 

CV [% 

CP] 

05/0 09/4 81/0 77/0 64/0 34/9 

coeff. 

of corr. 

[r] 

637/2- 630/2 360/2 779/2 470/2- 835/2 

p-value 293/2 293/2 227/2 119/2 063/2 227/2 

M value 282/2 213/2 262/2 268/2 218/2 212/2 

 

 تعیین ژن خانه دار مناسب با بررسی دو حالت تخمیر -4-11

با بالاترین  dihydropteridine reductaseبا بررسی دو حالت تخمیر چنین تحلیل می شود که ژن 

د به و انحراف استاندار پایین می توان CVهمچنین  5/7مناسب زیر  Mو میزان  Bestkeeperشاخص 

عنوان ژن خانه دار معرفی شود سایر ژن ها نسبت به این ژن شاخص های پایین تری داشتند. در 

میزان بیان ژن مالیک آنزیم در دو حالت ذکر شده با این ژن که حداقل تغییرات در حین  مرحله بعد

 با این ژن خانه دار مقایسه شد. Ctو میزان تغییرات  فرایند تخمیر داشته مقایسه شود
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 بررسی بیان ژن مالیک آنزیم -4-11

ینا می باشد این ژن با پمورتیرلا آل میکروارگانیسمژن مالیک آنزیم از ژن های کلیدی تولید روغن در 

که در دو شرایط تخمیر بررسی شد فرایند تولید روغن را کنترل می کند. همانطور  NADHتامین 

نداشتند.  میکروارگانیسمات نانو باعث افزایش سرعت تولید روغن شده و تاثیری در محتوی روغن رذ

به حداکثر سطح روغن تولیدی  4در محیط کشت وجود داشت در روز  منیزیمکه نانو ذره  یدر شرایط

محتوی  بدست آمد. 5ن میزان روغن در روز رسید در حالیکه در نمونه فاقد نانو ای میکروارگانیسم

 روغن در هر دو شرایط به یک میزان بوده در حالیکه سرعت تولید روغن متفاوت بوده است. 

 

 نانو با نمونه در ریتخم 5 و 4 ،3 یروزها در ΔCt -40   زانیم-12-4 شکل

به عنوان ژن کاندید بین ژن های خانه دار  dihydropteridine reductaseاز انجائیکه ژن خانه دار 

آمده است. همانطور که مشاهده می  70-4شکل انتخاب شد اختلاف بیان ژن مالیک با این ژن در 

که در شرایط تولید  تخمیر مشاهده می شود 4بیان ژن مالیک آنزیم در روز  ین میزانشود بیشتر

که نشان می دهد میزان تولید روغن است  کاهش یافته مجددا میزان بیان 5در روز روغن می باشد. 

 کاهش یافته است.
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 نانو بدون نمونه در ریتخم 5 و 4 ،3 یروزها در ΔCt -40   زانیم -13-4 شکل

، اختلاف بیان این ژن با به عنوان ژن خانه دار dihydropteridine reductase با توجه به انتخاب ژن 

شود یهمانطور که مشاهده م آمده است. 79-4شکل نانو در  بدوندر نمونه   malic enzymeژن 

داری بین نمونه ها ی بیان بالایی داشته و اختلاف معن اره ژن مالیک آنزیم در حین فرایند رشدوهم

می توان به صحت میزان بیان ژن مالیک آنزیم در نمونه  9-4با مراجعه به شکل  مشاهده نمی شود.

بدون نانو پی برد . بدلیل اینکه در روز سوم میکروارگانیسم تولید توده زیستی می کند و میزان تولید 

صورت کند ادامه دارد و در روز پنجم روغن پایین است . در روز چهارم همچنان تولید توده زیستی به 

 روند رشد متوقف می شود و تولید روغن افزایش می یابد.

نانو و با مالیک آنزیم در دو حالت تخمیر بیمقایسه بیان ژن  -4-12

 Fold changeنانو با استفاده از شاخص 

فاده از مقایسه دو حالت تخمیری و برسی تفاوت بیان ژن مالیک آنزیم در دو حالت تخمیر با است

ی باشد. در این مرحله از تحقیق میزان  ΔΔCt-^2میزان آن  که انجام گرفت fold changeشاخص 

  افزایش و یا کاهش برابری بیان ژن مالیک آنزیم در حالت نانو به حالت بدون نانو نشان داده شد.
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 ریتخم متفاوت یروزها در fold change زانیم -14-4 شکل

همواره مثبت بوده که نشان  fold changeنشان داده می شود میزان  74-4همانطور که در شکل 

 foldدهنده افزایش بیان ژن مالیک آنزیم در هنگام استفاده از نانو ذره می باشد. بیشترین میزان 

change  افزایشتخمیر بوده که با توجه به سرعت تجمع روغن چنین تحلیل می شود که  9در روز 

بیان ژن مالیک آنزیم در روز اولیه تخمیر عامل مهمی در افزایش تجمع روغن در توده زیستی در این 

. تولید شدید داردبرابر بیان بیشتری نسبت به نمونه ی بدون نانو  74و نمونه ی با نانو  روز می باشد

با این حال  وز کاهش یافتهاحتمالا اثر بازدارنده بیانی داشته که بیان این ژن در این ر 4روز  روغن در

 5و در نهایت در روز  داشتبرابر بیان بیشتری نسبت به نمونه ی بدون نانو  9هم نمونه ی با نانو  باز

 بدون نانو داشت. ی افزایش بیشتری نسبت به نمونه درنمونه ی با نانو مالیک انزیمژن دوباره بیان 

 نتیجه گیری -4-13

 مورتیرلا قارچ در سلولی رشد برای مناسب شرایط که گفت توانمی آمده بدست نتایج به توجه با

گرم در لیتر می  52به  72به نسبت  نیتروژنی و منابع قندی غلظت لحاظ از حاضر تحقیق ینا درپآل

ها تا روز چهارم تخمیر می باشد و از روز چهارم  میکروارگانیسم رشد روند تخمیر فرایند حین باشد. در
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 وزن پاسخ سه هر بر زیادی همزدن تاثیر سرعت و حرارت شود . درجهبه بعد وارد فاز مرگ می 

 تولید بر بویژه و چرب اسیدهای کل و کشت محیط در اسید آراشیدونیک مقدار سلولی، خشک

 میزان که داد نشان زیستی توده در روغن تجمعی تغییرات. دارد کشت محیط در اسید آراشیدونیک

 روغن مصرف دهنده نشان که یافت توجهی قابل کاهشابتدا کم، سپس افزایش، مجددا  روغنتولید 

در این تحقیق از سویا به عنوان منبع پروتئینی استفاده شد که  .باشد می قارچی گونه این توسط

ژن  بیان بود. حداکثر (شعاعی شناسیریخت مانند، پر هایگویچه یا)  ها به صورت کرکیشکل گویچه

 translation elongation همچنین نتایج نشان داد ژن رشد میکروارگانیسم مشاهده شد.در روز 

factor 1 alpHa .در محیط کشت نیتروژن آلی بالاترین میزان بیان ژن را بین ژن های انتخابی داشت 

 best. با بررسی و مقایسه کردن معیارهای تاثیر زیادی در بیان ژن ها داشت annealingدما و زمان 

keeper   فاکتور ،Mمعیار انحراف ، میزان ،CV ژنو میزان بیان ژن ها ، dihydropteridine 

reductase ژن عنوان به بدون نانوذره منیزیم و با نانوذره منیزیم در محیط کشت حاوی نیروژن آلی 

گرم  25/2سطح  در منیزیم ذرات نانو از انتخاب شد. استفاده دار خانه ژن ترین پایدار عنوان به کاندید

منیزیم به صورت محلول و به صورت  .بود تحقیق این در روغن تولید محر ، کشت محیطدر لیتر در

 دانشمندان تحقیقات نتایج نانوذره در سطوح بالاتر و پایین تر اثر بازدارندگی در تولید روغن داشت.

 اسید آراشیدونیک تجمع در باشد داشته مثبت تأثیر روغن تولید در که شرایطی هر که نشان داده

 اندکی انرژی اینرو از شده روغن تجمع صرف انرژی از توجهی قابل میزان چرا که دارد منفی تأثیر

 می اسید آراشیدونیک مانند غیراشباک چرب اسیدهایتولید  مسیر سازی فعال صرف

در روزهای متفاوت تخمیر ابتدا کم بود، سپس  آنزیم مالیک ژن بیان (samadlouie et al., 2014)شود

 یکژن مال یانتفاوت ب یسرو بر یسهمقاهمچنین در این تحقیق   .افزایش یافت و مجددا کاهش یافت

استفاده از نانوذره تاثیر گرفت که  انجام fold changeبا استفاده از شاخص  یردر دو حالت تخم یمآنز

 .اشتد زیادی در مقدار بیان ژن مالیک آنزیم
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 پیشنهادات -4-14

 کشت محیط در منیزیم ذره نانو استفاده اثر در تخمیر زمان کاهش در موثر ژنتیکی عوامل 

 .بررسی شود پنیر آب

 این از دارند، غذایی صنایع و کشاورزی ضایعات از استفاده قابلیت هاقارچ اینکه به توجه با 

 .شود استفاده آنها از ناشی مشکلات کردن برطرف و هاهزینه کاهش برای مواد

  ژن مالیک آنزیم با توالی و دمایannealing   دیگری بر رویcDNA  قارچ مورتیرلا آلپینا

 بررسی شود.

 .از ژن های دیگری به عنوان ژن خانه دار بر روی قارچ مورتیرلا آلپینا استفاده شود 

 انجام اشباک غیر چرب اسیدهای محتوی بر ژن های خانه دار تأثیر در وسیعتری تحقیقات 

 شود
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Abstract  

Microorganisms that have a lipid accumulation capability more than 20% of their 

biomass are called oleaginous. Mortierella alpine fungi species are famous oleaginous 

fungi. The most important product of Mortierella alpine is lipid with high content of the 

arachidonic acid fatty acids. In this research the effect of pHysic chemical factors and 

magnesium nano-particles on the oil production from Mortierella alpina fungus in a 

submerge fermentation condition as well as theirs relation with the rate Malic gene 

expression and housekeeping genes were investigated. The results showed that at the 

early fermentation time until third days, a considerably biomass growth was observed. 

during the 24 after that time, the growth trend had slowed down, subsequently at the end 

of fermentation time, a deterioration in biomass accumulation was occurred. More to the 

point, the consumption of the reducing glucose was coincident with the accumulation of 

biomass. at the days two and five in a non-nano particle medium, translation elongation 

factor 1 alpHa as housekeeping gene had the maximum gene expression among the 

selected genes at the 3 and 5 days of fermentation time. To select a suitable 

housekeeping gene, the gene that has the lowest variation in expression at the stage of 

growth and death must be investigated. The dihydropteridine reductase at this stage was 

confirmed as the best candidate gene with the most stability index. Nano-particles in 

media induced the growth rate comparing to the control sample.  

Dihydropteridine reductase and putative 60S ribosomal with a suitable best keeper 

index and low Standard deviation, CV index and factor M1 were chosen in the 

fermented medium containing nano-particles. However, in both cases, the 

dihydropteridine reductase gene was selected as the best housekeeping gene for further 

processing; hence the gene was used to normalize the malic enzyme gene expression. 

The results of the fold-change of the malic enzyme in a nano-sample to the non-nano-

sample indicated that, nano-particle had positive effect on the malic gene expression 

and the highest effect was achieved at the begging of the fermentation time that caused 

the lipid production to induce.  

Keyword: mortierella alpine, single cell oil, glucose, malic enzyme, arachidonic acid 
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