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 های میکروبیکارایی سویه بهبودمورد استفاده جهت ژنتیکی بررسی روش های 
 لیگنو سلولزی هایکننده ترکیب تجزیه

 ، کژال فرهمندی *فاطمه تابنده

 .، تهران، ایرانیفناور ستیو ز کیژنت یمهندس یپژوهشگاه مل ست،یز طیصنعت و مح یفناور ستیپژوهشکده ز
 

 چکیده

که هايي از قندهاي مختلف هستند، در حالي مولكول ماکرو ،سلولز سلولز و همي. سلولز و ليگنين است لولز، هميليگنوسلولز متشكل از س 
هرچند ترکيب اصلي مواد ليگنوسلولزي را سلولز . سازهاي فنيل پروپانوئيد استشده از پيش آروماتيک تشكيل يمرليگنين يک پلي

صورت فيزيكوشيميايي به  در طبيعت به طورمعمولبهساکاريد است، اما اين پلي دهد که نسبت به تجزيه زيستي حساستشكيل مي
که ليگنين يک ترکيب مقاوم به تخريب زيستي است، تا حدودي سلولز را در مقابل حمله ميكروبي  جاييازآن. ليگنين باند شده است

عنوان مواد خام در  ها به در صنايع تبديلي و استفاده از آن ها دليل کاربردهاي فراوان آناهميت تجزيه ليگنوسلولز به. کند محافظت مي
ليگنوسلولزي، بايد  هايهاي مؤثر در تخريب زيستي ترکيب سويه. هاي زيستي گوناگون است وردهآصنايع مختلف بالاخص براي توليد فر

هاي پوسيدگي سفيد  ي قارچي متعلق به قارچها انواعي از سويه. باشند هاداراي يک سيستم آنزيمي قوي و کارا براي تجزيه اين ترکيب
هاي باکتريايي و قارچي  هاي وسيعي براي بهبود سويه حال پژوهش بااين. اند شده يند معرفيآهاي توانمند در اين فرعنوان ريزسازواره به

ورزي نوين مبتني بر دستهاي  زايي، روش هاي سنتي و قديمي مانند جهش بر روشعلاوه. شده است کننده ليگنوسلولز انجام تجزيه
شرح مختصري راجع به اين در اين مقاله به. اند شده يندهاي صنعتي پيشنهادآدهي فر ها با هدف افزايش بهره ژنتيكي جهت بهبود سويه

 . ليگنوسلولزي ارائه گرديده است هايکننده ترکيب هاي تجزيه هايي از هريک براي بهبود سويه شده و مثال ها پرداخته روش
 زايي، ادغام پروتوپلاستورزي ژنتيكي، جهشليگنوسلولزي، تجزيه زيستي، بهبود سويه، دست هايترکيب: کلیدی هایواژه

 مقدمه
که حدود  استتوده، لينگوسلولز  ترين ترکيب زيست  عمده

. دهد نيمي از مواد توليدشده توسط فتوسنتز را تشكيل مي
سلولز و ليگنين همي  مر سلولز،لينگوسلولز از سه نوع پلي

لحاظ شيميايي توسط پيوندهاي بهکه تشكيل شده 
غيرکووالانسي و اتصالات عرضي کووالانسي به يكديگر متصل 

هاي مختلف  ترکيب و درصد اين پليمرها در گونه  اند، شده
سلولز و تجزيه زيستي سلولز، همي(. 8،4)گياهي متفاوت است 

ها بوده بيوتكنولوژيست توجه مورد هاي قبلي ليگنين از سال
توانند با استفاده از  ها مي ها و قارچ تعداد زيادي از باکتري. است

ها را هاي هيدروليتيک يا اکسيداتيو اين ماکرومولكول آنزيم
مرها باعث کاهش اين پلي هاياتصال در طبيعت، . تجزيه نمايند

ها شده و تنوع سوبستراهاي سلولزي و  تجزيه زيستي آن
آنزيمي  هايهي در مطالعهايلولزي باعث بروز مشكلليگنوس

-ترين ريزسازوارهها شناخته شده قارچ(. 18،8) ها شده است آن
علت به. مر را دارندهايي هستند که توانايي تجزيْه اين سه پلي

صورت  به باکتريايي و قارچي  نامحلول بودن سوبستراها تجزيه 
تم آنزيمي خارج دو نوع سيس. گيرد خارج سلولي صورت مي
سيستم هيدروليتيک : ها وجود دارد سلولي در ميكروارگانيسم
عهده دارد و مسئول تجزيه سلولز و که توليد هيدرولازها را به

-بهسلولز است و سيستم ليگنوليتيک اکسيداتيو که همي
 1336طي دهه(. 16) شود ليگنين مي اختصاص باعث تجزيه 

سلولز و کننده سلولز ، همي ههاي تجزي سامانهژنتيک مولكولي 
ها هم در  اکثر آنزيم . توجهي داشت ليگنين پيشرفت قابل

هاي هترولوگ کلون،  هاي همولوگ و هم در ميزبان ميزبان
ساختار ژنومي و   تعيين توالي و بيان شده و درباره ساختمان، 

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره نهم ، شماره سی و سوم-زمستان 1397

Review Article
مقاله مروری
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ها اطلاعات زيادي  هاي کد کننده اين پروتئين تنظيم ژن
 (.17،14)آمده است  دست به

ضايعات کشاورزي  ها ، ليگنوسلولز در طبيعت از چوب ،علف
. آيد دست ميهاي جامد شهري به هاي جنگلي و پساب ،پساب

براي بازيافت ليگنوسلولز چندين روش بيولوژيكي بر اساس 
سلولز و ليگنين پيشنهاد شده همي شناسي تجزيه سلولز، آنزيم
ازي و استفاده از سکمپوست  ها، در ميان اين روش. است

صورت يک  عنوان ماده خام در توليد الكل که به ليگنوسلولز به
شود از لحاظ اقتصادي  ماده جانشين سوخت محسوب مي

هاي لينگنو  علاوه، استفاده از آنزيمهب. استصرفه  مقرون به
در مراحل مختلف توليد خميرکاغذ جهت پيش تيمار در سلولاز 

بري زيستي و يا تيمار  نگر مراحل خمير سازي زيستي، 
جويي در نيروي  هاي جانشين، باعث صرفه عنوان فن فاضلاب به

هاي اين صنايع شده  الكتريكي و نيز کاهش آلودگي در پساب
هاي  که پيش تيمار ضايعات کشاورزي با قارچکما اين. است

عنوان ماده خام در توليد  ها به استفاده از آن ليگنوسلولوليتيک، 
 (.18) سازد مكن ميکاغذ را م

هاي صنعتي به ندرت ممكن است که از طبيعت ريزسازوارههب
آل داشته و نياز به ايده هايدست آورده شود که خصوصيت

اين  طور کليبه. ها نباشد ژنتيكي آن  ايجاد تغيير در گنجينة
دلخواه و تجاري را در مقادير بسيار  هايها محصولريزسازواره

بنابراين لازم است که قدرت توليد سويه  .کنند کم توليد مي
توانايي بيوشيميايي . بهبود و افزايش پيدا کند انتخابي، 
توليد اقسام گوناگوني از  ها زياد است بنابراين امكانريزسازواره

ها و  جديد و نامتعارف توسط انواع مختلف ميكروب هايترکيب
، تغيير صفت   ها منظور از بهبود سويه(. .0) ها وجود دارد قارچ
هاي  هاي موردنظر در جهت دلخواه با هدف بهبود ارزش سويه

انگيزه  طورکلي، مسائل اقتصادي  به. هاست کمي و کيفي فرآورده
-بهروند، زيرا  هاي جديد به شمار مي اصلي براي ايجاد سويه

هاي  هاي توليدشده توسط سويهغلظت متابوليت  طورکلي
از  بنابراين . ي بسيار ناچيز استبراي فرآيندهاي اقتصاد  وحشي،

توان به افزايش  مي هاي کارا،  طريق يک برنامه جامع ايجاد سويه
يند مقرون آبراي يک فر. ل شدئتر ناتوليدي تا صد برابر يا بيش

هايي  با خصوصيت تخميري  ممكن است به سويه صرفه،  به
زسازواره بسته به نوع کاربرد ري(. 0 ،18) تر نياز باشد بهبود يافته

هايي  در سيستم موردنظر ممكن است جداسازي و بهبود سويه
احتياج  تري نيازمند باشند،  مطلوب باشد که به زمان رشد کوتاه

                                                                 
1 Strain improvement  

باشند و يا قادر وري بالاتري داشته باشند، بهرهبه اکسيژن داشته
تغييرات و . قيمت باشند به متابوليزه کردن سوبستراهاي ارزان

تواند به بيوسنتز  مي  ها،ريزسازواره سازي ژنوتيپ بهينه
هاي متفاوتي مانند  روش. منجر گردد  هاي جديد،متابوليت

، ادغام پروتوپلاست براي بهبود DNAزايي، نوترکيبي موتان
هاي نوين ديگري مانند  روش تازگيبه. ها وجود دارد سويه

آميختگي  ، درهم ، مهندسي ريبوزوم سيستم بيوتكنولوژي
اند  شده نيز شناخته  هاي کلي تحت عنوان اميكس وشو ر  ژنوم

 (. 52،18)هاي قبلي بسيار مؤثرترند  که نسبت به روش
در اين تحقيق ابتدا به معرفي ترکيبت ليگنوسلولز و 

ها و در انتها به معرفي  کننده آن هاي تجزيه ميكروارگانيسم
کننده ليگنوسلولز  هاي تجزيه هاي جديد بهبود سويه برخي روش

 .شده است پرداخته
 لیگنوسلولز  هایترکیب
 سلولز 

 کمابيشچراکه  استترين بيوپليمر در جهان  سلولز فراوان
دهد که از طريق تثبيت  نيمي از مواد فتوسنتزي را تشكيل مي

هاي سلولز خاصيت  از ويژگي. شود اکسيد کربن حاصل مي دي
د درص 42اين کربوهيدرات  سختي و غيرمحلول بودن آن است، 
بر گياهان در دهد و علاوه وزن خشک چوب را تشكيل مي

ها و معدودي از  ها ،جلبک ديواره سلولي تعدادي از قارچ
وجود ( کپسولي هايدر ترکيب) ها نظير استوباکترها  باکتري

 1ساکاريد در شكل واحد ساختماني اين پلي(. 12 ،17) دارد
 .شود مشاهده مي

 4و 1ز با پيوندهاي گليكوزيدي بتا گلوک-کربنه د 0دو قند  -1شكل 
 عنوان واحد ساختماني سلولز به

 

                                                                 
2 Systems biotechnology 
3 Ribosome Engineering 
4 Genome shuffling 
5 X-omics 
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 اهمیت سلولز 
مقدار کربن موجود در مواد سلولزي گياهان بسيار زياد است، 

تواند بخش مهمي از مواد آلي خاك و منبع  که مي طوري به 
ها محسوب سرشاري از مواد کربن دار براي تغذيه ريزسازواره

هاي گوناگوني توانايي تجزيه  كروارگانيسمطورکلي مي به. شود
عنوان منبع کربن و انرژي استفاده  سلولز را داشته و از آن به

توان گفت بدون هيدروليز سلولز توسط  مي. کنند مي
ها قسمت بزرگي از موجودات که  ميكروارگانيسم

از نظر غذايي در فقر بوده و قادر به  ند، هستنشخوارکنندگان 
هاي هوازي بخش عمده  ميكروب. نخواهند بود تغذيه از علوفه

اکسيد کرده و به جو  ،اکسيدکربن سلولز محيط را به دي
يند امكان چرخه کربن و گردش آگردانند که طي اين فر بازمي

مقدار کمي از سلولز در  از سوي ديگر، . شود انرژي فراهم مي
 گردد صورت متان تشكيل شده و وارد جو مي هوازي به فرايند بي

اکسيدکربن  نهايت متان با ازن وارد واکنش شده و به ديدر که 
سلولز علاوه بر اهميتي که در طبيعت . شود و آب تبديل مي

که با هيدروليز  طوري به استدارد در صنعت نيز حائز اهميت 
شود، لذا  ها و پروتئين حاصل مي الكل استون،  آن اسيدهاي آلي، 

 (.15 ،12)است  امروزه اين ماده بسيار موردتوجه
 کننده سلولز  های تجزیهریزسازواره

علت اهميت خاصي که تجزيه زيستي سلولز در چرخه کربن به
کننده اين ماده شده  هاي تجزيهدارد توجه زيادي به ريزسازواره

ها  کننده سلولز به گروه باکتري هاي تجزيهاکثر ريزسازواره. است
ها تعدادي پرتوزواهاي  آنها تعلق دارند اگرچه در ميان  و قارچ

توانند با  هاي سلولوليتيک ميريزسازواره. شود آبي نيز ديده مي
هاي غيرسلولوليتيک در تجزيه سلولز روابط ساير جدايه

هاي بين دو جمعيت  ميان کنش. سينرژيستي داشته باشند
اکسيدکربن و آب  منجر به تجزيه کامل سلولز و آزادسازي دي

متان و آب تحت شرايط  اکسيدکربن،  يتحت شرايط هوازي و د
هاي  طورمعمول در کليه خاك بهموجودات اين . هوازي شود بي

چنين در هم. زراعي و جنگلي به تعداد فراوان وجود دارند
. اند شده هاي در حال فساد نيز ديده کودهاي دامي و روي بافت

هاي مهم و مؤثر در تجزيه سلولز را طورکلي ريزسازواره به
هاي  هاي هوازي مزوفيل، باکتري هاي باکتري وان به گروهت مي
در بين (. 90،53)بندي کرد  ها دسته هوازي مزوفيل و قارچ بي

کننده سلولز بسيار زياد است  هاي تجزيه ها تعداد گونه قارچ
به  ميكروارگانيسمعلاوه چون قدرت نفوذ اين موجودات  به

هاست ريزسازوارهتر از ساير هاي گياهي خيلي بيش داخل بافت
انواع . ندهستعامل اصلي تجزيه بيولوژيكي مواد سلولزي خاك 

  سيليوم،هاي آسپرژيلوس، پني ها شامل جنس متعددي از قارچ
ترمونوسپورا داراي فعاليت  نوروسپورا،  تريكودرما،  فوزاريوم، 

آسيرژيلوس و  نوروسپورا کراسا. ندهستکنندگي سلولز  تجزيه
ند که مورد اخير از هستفعاليت سلولازي نيز داراي  ترئوس

. لحاظ توليد سلولاز از تريكودرماي صنعتي هم بهتر بوده است
کنند  ها مثل ترمونوسپورا وقتي سلولز را تجزيه مي برخي قارچ

ند و در حقيقت سلولاز را همراه هستقادر به تجزيه نشاسته نيز 
ها  در قارچدر کل، مقدار توليد آنزيم سولاز . با آميلاز دارند

. رسد ها نيز مي برابر باکتري 16ها تا  بالاست که در برخي از آن
علت   اين  ها داراي ترشحات سمي هستند که به تعدادي از قارچ

سازي خوراك دام و طيور استفاده  ها براي بهينه توان از آن نمي
ها باعث عدم استفاده از  کرد و از طرف ديگر هوازي بودن آن

 ولي با. شود هوازي براي هضم سلولز مي ط بيها در شراي آن
ها نقش ها در ميان ساير ريزسازواره قارچ اين نقايص،  وجود

بسيار مفيدي در خاك و سهم بسزايي در تجزيه بيولوژيكي 
هاي  ترين سويه اسامي مهم 1جدول . (11،9)سلولز دارند 

 .دهد کننده سلولز را نشان مي ميكروبي تجزيه
 

توليدکننده هاي قارچي، باکتريايي و اکتينوميستي  انواعي از گونه :1جدول 
 (55)آنزيم سلولاز

Fungi 
Acremonium cellulolyticus Schizophyllum commune 

Aspergillus acculeatus Sclerotium rolfsii 

Aspergillus fumigatus Sporotrichum cellulophilum 

Aspergillus niger Talaromyces emersonii 

Fusarium solani Thielavia terrestris 

Irpex lacteus Trichoderma koningii 

Penicillium funmiculosum Trichoderma reesei 

Phanerochaete Trichoderma viride 

Chrysosporium Actinomycetes 

  Bacteria 
Clostridium thermocellum 
 

Thermoactinomyces sp. 

Ruminococcus albus Thermomonospora curvata 
Streptomyces sp.  
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 سلولز همی
تر سلولزها هيچ شباهت ساختماني با سلولز ندارند و بيشهمي

ساکاريدهايي هستند که از پنتوزهاي گوناگون نظير زايلوز، پلي 
گلوکز و   چنين هگزوزهاي متنوع مانند مانوز،آرابينوز و هم 

يا اسيدهاي اورونيک نظير اسيد مانورونيک و اسيد  گالاکتوز
سلولز همي هاياز ترکيب. اند شده گالاکتورونيک تشكيل

-همي. ها اشاره کردها و گالاکتانمانال ها، توان به زايلان مي
ها نيز وجود  سلولز علاوه بر گياهان در کپسول برخي باکتري

 . (14)دارد 
 سلولزکننده همی های تجزیهریزسازواره

. ندهستسلولز هاي زيادي قادر به تجزيه همي ها و باکتري قارچ
،  آسپرژيلوس سيليوم، پني فوزاريوم،   آلترناريا، ها،  از ميان قارچ

سلولز دگان هميکنن ترين تجزيه موکور و ريزوپرس از عمده
باسيلوس،  ها، اکتيوميست ها  شوند و از ميان باکتري محسوب مي

-آگروموباکتريوم و سودوموناس در شرايط هوازي و کلستريديوم 
سلولز هوازي قادر به تجزيه همي ها در شرايط بيها و ويبريون

هاي  مخصوص در خاكبهسلولز درصد تجزيه همي. ندهست
 (. 95،14)تر است يشها ب اسيدي توسط قارچ

 لیگنین 
طور فراوان در طبيعت يافت  مري است که بهليگنين پلي

حضور ليگنين در ديواره سلولي باعث ايجاد دوام . شود مي
ساختاري، عدم نفوذپذيري و مقاومت در برابر حملات ميكروبي 

از لحاظ ساختاري ليگنين يک . شود و فشارهاي اکسيداتيو مي
كل بوده، غيرمحلول در آب و از لحاظ نوري هتروپليمر مربعي ش

ليگنين از واحدهاي فنيل پروپان تشكيل شده . غيرفعال است
 است که از طريق انواع مختلفي از اتصالات به يكديگر پيوند

(. 5شكل )شود  آلانين آغاز ميبيوسنتز ليگنين از فنيل. اند يافته
احياي متيلاسيون و  هيدروکسيلاسيون حلقه،  دآميناسيون، 

سيناميل الكل   مادههاي کربوکسيل منجر به توليد پيش گروه
سنتز . شوند مريزه ميصورت اکسيداتيو پلي شود که به مي

مريزاسيون آن در سطح ليگتين به اين خاطر که اين پلي
فرد  گيرد يک پديده غيرمعمول و منحصربه آنزيمي صورت نمي

ز طريق توليد مر در واقع اتشكيل اين پلي. شود محسوب مي
که از طريق دهيدروژناسيون سه الكل  استهاي آزاد  راديكال

هاي  الكل. شود فنيل پروپيونيک به واسطه پراکسيداز انجام مي
هيدروکسي فنيل  -پ )فنيل پروپيونيک شامل کوماريل الكل 

) و سيناپيل الكل ( گوآياسيل پروپانل) کنيفريل الكل  ،(پروپانل
ترين ترکيب  کنيفريل الكل عمده. ندسته( سيري نگيل پروپانل

هاي سخت است و دو الكل ديگر در ساختار لينگنين چوب

-نهايي اين پلي  نتيجه. شود تر يافت ميهاي نرم بيشچوب
مريزاسيون ايجاد يک ساختار هتروژن است که ساختار اول آن 

-اتر تشكيل يافته و آريل -کربن و آريل-از اتصالات کربن
 (.96،12،14)آريل اتر ساختار غالب آن است -گليسرول و بتا

 
 
 

 
 

 
 ساختمان شيميايي ليگنين :5شكل 

 
 کننده لیگنین  های تجزیهریزسازواره

وسيله مكانيسمي که هنوز معلوم  اي به هاي پوسيدگي قهوه قارچ
-بهنيست از سد حفاظتي ليگنين در چوب سالم عبور کرده و 

سلولزي چوب هميسلولزي و  هايبه ترکيب مستقيمطور 
هايي از درخت که بدين طريق تخريب  بخش. کنند حمله مي

طور عمده  آيند که به اي درمي صورت يک پودر قهوه شوند به مي
. اند ها تشكيل شده وسيله آنزيم از لينگنين تجزيه شده به

ليگنين را  هاي عامل پوسيدگي سفيد ترجيحاً  برعكس قارچ
ک ماده سلولزي و فيبري نرم صورت ي تجزيه کرده و آن را به

اي از لحاظ  هاي پوسيدگي سفيد و قهوه قارچ. آورند درمي
پس از يكديگر  طور کليبهتاکسونومي به هم نزديک هستند و 

دهند و باعث تجزيه  زمان عمل خود را انجام ميطور هم و يا به
تجزيه زيستي ليگنين يک . شوند بيولوژيكي کامل چوب مي

پيچيده است و مانند مرحله تشكيل ليگنين روند اکسيداسيون 
هاي ريزسازواره. صورت غيرمستقيم و تصادفي است به

ها و ها، بازيديوميستکننده ليگنين به اکتينوميست تجزيه
ها که  برخلاف قارچ. شوند بندي مي ها تقسيم تعدادي از باکتري

دهند، فقط بعضي از  ها را مورد حمله قرار مي تر انواع چوببيش
برخي از . شوند ها تجزيه مي هاي علفي توسط باکتريچوب
ها نيز به خاطر طبيعت خاصي که دارند فقط توسط  چوب

توان از چوب ائوزي  براي مثال مي. شوند ها تجزيه مي باکتري
ها تجزيه  وجه توسط قارچ هيچ دروکسيلون نام برد که به

 يكي از فانروکيت کريزوسپوريومقارچ (. 4 ،18)شود  نمي
ترين کنندگي ليگنين بيش خاطر تجزيههايي است که به قارچ

هاي پوسيدگي  قارچ. گرفته است بر روي آن انجام هاييهمطالع
فردي  هاي منحصربهريزسازواره( هااز گروه بازيديوميست)سفيد 

طور کامل  ليگنوسلولزي را به هايتوانند ترکيب هستند که مي
هاي پوسيدگي  قارچ داده شد، گونه که شرح  همان. تجزيه نمايند

اي نظير ليگنين از  پيچيده هايسفيد براي شكستن ترکيب
گيرند که براي فعاليت به  سيستم آنزيمي خود بهره مي

ها به گروهي  اين آنزيم . پراکسيد هيدروژن نيازمندند
  پراکسيدازها تعلق دارند که شامل ليگنين پراکسيداز،

تر اين بيش. ندهستز يا لاکاز منگنزپراکسيداز و فنل پراکسيدا
نمايند اما برخي ديگر مانند  ها دو آنزيم اول را توليد مي قارچ
در شرايط مختلف   فانروکيت کريزوسپوريومهايي از  سويه

توانند سه آنزيم مذکور را در مقادير مختلف توليد  محيطي مي
زمينه توليد  زيادي در هايهتاکنون مطالع(. 4 ،95 ،90) نمايند

 فانروکيت کريزوسپوريومهاي ليگنوليتيک توسط قارچ  نزيمآ
در اين . شده است يندهاي مختلف انجامآمنظور استفاده در فر به

هاي مختلف فرمانتور جهت افزايش  به بررسي مدل هاهمطالع
مقياس و نيز توليد مداوم محصول موردنظر و استفاده از 

چ در فرايندهاي هاي آماري جهت استفاده بهينه از اين قار روش
 (. 91،2)شده است   مختلف پرداخته

 ها های اصلاح ژنوم میکروارگانیسم روش
ها  کلي چندين روش براي اصلاح ژنوم ميكروارگانيسم طور به

وجود دارد که هر يک مزايا و معايب خاص خود را دارد و حتي 

توان از هرچند روش براي به حداکثر رساندن  در مواردي مي
کاربرد  هاييكي از مشكل . ل استفاده کردميزان محصو

هاي ژنتيكي جديدتر براي اصلاح فرآيندهاي موجود اين  تكنيک
ترين هايي که بيش است که اطلاعات ژنتيكي اوليه ارگانيسم

هاي  طور کامل در بانک متأسفانه به کاربرد را در صنعت دارند، 
بين تحقيقات بنيادي و . (15)اطلاعاتي موجود نيست 

قبل از اينكه . شكاف مشخصي وجود دارد کاربردهاي صنعتي، 
هاي  روش هاي جديد و مناسب بتوانند جايگزين مجموعه  روش

چنين بايست بيوسنتز و تنظيم و هم تجربي فعلي گردند، مي
در ده . هاي مهم صنعتي، شناخته شودمباني ژنتيک ريزسازواره

هايي براي پر کردن  سسه صنعتي گامؤم سال اخير، در چندين
. شكاف بين دانش پايه و کاربرد صنعتي برداشته شده است

و ادغام پروتوپلاست،  DNAروش نوترکيبي   زايي، جهش
هاي ديگري  روش. ها است هايي متداول براي بهبود سويه روش

آميختگي  مانند سيستم بيوتكنولوژي، مهندسي ريبوزوم، درهم
هايي از استفاده  کلي تحت عنوان اميكس مثال هاي ژنوم و روش

هاي مختلف صنعتي  که در زمينه استهايي جديد  آوري از فن
واژه اميكس اشاره به آناليز جامع  .(52،18،0)کاربرد دارند 

اميكس يک عبارت کلي براي يک . هاي زيستي داردسامانه
کنش رشته گسترده از علم و فناوري براي تجزيه و تحليل ميان

شامل ژنوم، متابولم، پروتئوم،  ،omes اطلاعات زيستي درانواع
 .ترنسكريپتوم و غيره است

 زایی جهش
هاي بهبود راندمان تخمير، توليد  ترين روش يكي از مهم

 هايزايي است که باعث تغيير هاي بهينه از طريق جهش سويه
تواند  زايي مي طورکلي جهش به. شود مي  پايدار در ژنوتيپ

زايي خود  جهش. انجام شود  و يا القايي  خودي صورت خودبه به
با تغيير در  DNAدر طي همانندسازي  کمابيشبه خودي 

ژني، حذف يا اضافه شدن يک باز آلي، دآمينه باندهاي هيدرو
زايي  اما جهش. شود شدن باز آلي و موارد مشابه ديگر ايجاد مي

شيميايي، فيزيكي و زيستي   القايي در اثر عوامل جهش زاي
اشعه ماورا بنفش با طول موج کوتاه از عوامل . دهد رخ مي
 966تا  566 هاي بينزاي فيزيكي است که در طول موججهش

زايي با در جهش(. 10،19)شود  جهش پايدار مي موجبنانومتر 
طور يكنواخت در مجموعه ژني توزيع  مواد شيميايي جهش به

هاي ترميمي سلول سامانهشود بلكه در نواحي خاصي مانند  نمي

                                                                 
1 Spontaneous mutation 
2 Induced mutation 
3 Mutagen 
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ليگنين را  هاي عامل پوسيدگي سفيد ترجيحاً  برعكس قارچ
ک ماده سلولزي و فيبري نرم صورت ي تجزيه کرده و آن را به

اي از لحاظ  هاي پوسيدگي سفيد و قهوه قارچ. آورند درمي
پس از يكديگر  طور کليبهتاکسونومي به هم نزديک هستند و 

دهند و باعث تجزيه  زمان عمل خود را انجام ميطور هم و يا به
تجزيه زيستي ليگنين يک . شوند بيولوژيكي کامل چوب مي

پيچيده است و مانند مرحله تشكيل ليگنين روند اکسيداسيون 
هاي ريزسازواره. صورت غيرمستقيم و تصادفي است به

ها و ها، بازيديوميستکننده ليگنين به اکتينوميست تجزيه
ها که  برخلاف قارچ. شوند بندي مي ها تقسيم تعدادي از باکتري

دهند، فقط بعضي از  ها را مورد حمله قرار مي تر انواع چوببيش
برخي از . شوند ها تجزيه مي هاي علفي توسط باکتريچوب
ها نيز به خاطر طبيعت خاصي که دارند فقط توسط  چوب

توان از چوب ائوزي  براي مثال مي. شوند ها تجزيه مي باکتري
ها تجزيه  وجه توسط قارچ هيچ دروکسيلون نام برد که به

 يكي از فانروکيت کريزوسپوريومقارچ (. 4 ،18)شود  نمي
ترين کنندگي ليگنين بيش خاطر تجزيههايي است که به قارچ

هاي پوسيدگي  قارچ. گرفته است بر روي آن انجام هاييهمطالع
فردي  هاي منحصربهريزسازواره( هااز گروه بازيديوميست)سفيد 

طور کامل  ليگنوسلولزي را به هايتوانند ترکيب هستند که مي
هاي پوسيدگي  قارچ داده شد، گونه که شرح  همان. تجزيه نمايند

اي نظير ليگنين از  پيچيده هايسفيد براي شكستن ترکيب
گيرند که براي فعاليت به  سيستم آنزيمي خود بهره مي

ها به گروهي  اين آنزيم . پراکسيد هيدروژن نيازمندند
  پراکسيدازها تعلق دارند که شامل ليگنين پراکسيداز،

تر اين بيش. ندهستز يا لاکاز منگنزپراکسيداز و فنل پراکسيدا
نمايند اما برخي ديگر مانند  ها دو آنزيم اول را توليد مي قارچ
در شرايط مختلف   فانروکيت کريزوسپوريومهايي از  سويه

توانند سه آنزيم مذکور را در مقادير مختلف توليد  محيطي مي
زمينه توليد  زيادي در هايهتاکنون مطالع(. 4 ،95 ،90) نمايند

 فانروکيت کريزوسپوريومهاي ليگنوليتيک توسط قارچ  نزيمآ
در اين . شده است يندهاي مختلف انجامآمنظور استفاده در فر به

هاي مختلف فرمانتور جهت افزايش  به بررسي مدل هاهمطالع
مقياس و نيز توليد مداوم محصول موردنظر و استفاده از 

چ در فرايندهاي هاي آماري جهت استفاده بهينه از اين قار روش
 (. 91،2)شده است   مختلف پرداخته

 ها های اصلاح ژنوم میکروارگانیسم روش
ها  کلي چندين روش براي اصلاح ژنوم ميكروارگانيسم طور به

وجود دارد که هر يک مزايا و معايب خاص خود را دارد و حتي 

توان از هرچند روش براي به حداکثر رساندن  در مواردي مي
کاربرد  هاييكي از مشكل . ل استفاده کردميزان محصو

هاي ژنتيكي جديدتر براي اصلاح فرآيندهاي موجود اين  تكنيک
ترين هايي که بيش است که اطلاعات ژنتيكي اوليه ارگانيسم

هاي  طور کامل در بانک متأسفانه به کاربرد را در صنعت دارند، 
بين تحقيقات بنيادي و . (15)اطلاعاتي موجود نيست 

قبل از اينكه . شكاف مشخصي وجود دارد کاربردهاي صنعتي، 
هاي  روش هاي جديد و مناسب بتوانند جايگزين مجموعه  روش

چنين بايست بيوسنتز و تنظيم و هم تجربي فعلي گردند، مي
در ده . هاي مهم صنعتي، شناخته شودمباني ژنتيک ريزسازواره

هايي براي پر کردن  سسه صنعتي گامؤم سال اخير، در چندين
. شكاف بين دانش پايه و کاربرد صنعتي برداشته شده است

و ادغام پروتوپلاست،  DNAروش نوترکيبي   زايي، جهش
هاي ديگري  روش. ها است هايي متداول براي بهبود سويه روش

آميختگي  مانند سيستم بيوتكنولوژي، مهندسي ريبوزوم، درهم
هايي از استفاده  کلي تحت عنوان اميكس مثال هاي ژنوم و روش

هاي مختلف صنعتي  که در زمينه استهايي جديد  آوري از فن
واژه اميكس اشاره به آناليز جامع  .(52،18،0)کاربرد دارند 

اميكس يک عبارت کلي براي يک . هاي زيستي داردسامانه
کنش رشته گسترده از علم و فناوري براي تجزيه و تحليل ميان

شامل ژنوم، متابولم، پروتئوم،  ،omes اطلاعات زيستي درانواع
 .ترنسكريپتوم و غيره است

 زایی جهش
هاي بهبود راندمان تخمير، توليد  ترين روش يكي از مهم

 هايزايي است که باعث تغيير هاي بهينه از طريق جهش سويه
تواند  زايي مي طورکلي جهش به. شود مي  پايدار در ژنوتيپ

زايي خود  جهش. انجام شود  و يا القايي  خودي صورت خودبه به
با تغيير در  DNAدر طي همانندسازي  کمابيشبه خودي 

ژني، حذف يا اضافه شدن يک باز آلي، دآمينه باندهاي هيدرو
زايي  اما جهش. شود شدن باز آلي و موارد مشابه ديگر ايجاد مي

شيميايي، فيزيكي و زيستي   القايي در اثر عوامل جهش زاي
اشعه ماورا بنفش با طول موج کوتاه از عوامل . دهد رخ مي
 966تا  566 هاي بينزاي فيزيكي است که در طول موججهش

زايي با در جهش(. 10،19)شود  جهش پايدار مي موجبنانومتر 
طور يكنواخت در مجموعه ژني توزيع  مواد شيميايي جهش به

هاي ترميمي سلول سامانهشود بلكه در نواحي خاصي مانند  نمي

                                                                 
1 Spontaneous mutation 
2 Induced mutation 
3 Mutagen 
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بر اين شرايط تيمار علاوه. تر استامكان ظهور جهش بيش
ورهايي از قبيل فاکت. زايي دارد کردن يک اثر عمده روي جهش

pH،  ها  ترکيب بافر، غلظت عوامل جهش زا، تكرار استفاده از آن
 5در جدول . (10)يند دارند آتأثير زيادي بر راندمان اين فر... و 

ها بر ماده ژنتيكي  زا و نحوه تأثير آن انواعي از عوامل جهش
 (.52)سلول اشاره شده است 

 
هاي ميكروبي به کار  زا که براي بهبود سويه برخي عوامل جهش: 5جدول 

 (52. )اند شده گرفته
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بندي  ستهلحاظ نحوه عملكرد به انواع زير قابل دها به جهش
 :هستند

طور مثال  به: بر اساس تأثير بر روي ساختمان و توالي ژن -1
در حد يک   و يا اضافه شدن  توانند موجب حذف ها مي جهش

 .شوند  و يا حتي بخش بزرگي از کروموزوم  يا چند باز آلي

                                                                 
1  Deletion 
2  Insertion 
3  Small-scale mutations 
4  Large-scale mutations 

تواند عملكرد  جهش مي: بر اساس تأثير بر روي عملكرد ژن -۲
، موجب عملكرد  لي مختل نمايدطورک ژن را کاهش و يا به

هاي کشنده  صورت جهش و يا به  غيرعادي و جديد آن شود
 .که موجب مرگ ارگانيزم شود  باشد

در ژنتيک کاربردي، : بر اساس تأثير بر روي کارايي ارگانيزم -9
باشد و يا تأثير   يا مفيد  تواند براي ارگانيزم مضر جهش مي

 .   خاصي بر آن نداشته باشند
روش گزينش براي   يافته مطلوب و مناسب،  کنار يک جهش در

پيشرفت . هاي مؤثر حائز اهميت است يافته  انتخاب جهش
موجب شده که  DNAزايي و ترميم  دانش درباره جهش

منظور ايجاد  انواع جهش يافته مفيد به زايي به هاي جهش روش
 .(0)کار گرفته شود 

زاهاي فيزيكي امواج ميكروويو و اشعه ماوراءبنفش از جهش
منظور توليد بالاتر آنزيم براي بهبود سويه تريكودرما ويريده به

هاي جهش  سويه. کربوکسي متيل سلولاز استفاده شده است
مولكولي  هايهيافته توان بالايي در توليد آنزيم داشتند و مطالع

داد که جهش در ژن  هاي جهش يافته برتر نشان در سويه
رخ داده و کارايي اين آنزيم  I کدکننده براي آنزيم اندوگلوکاناز

توليد آنزيم سلولاز در سويه (.  56) را افزايش داده است
زمان از اشعه ماورا با استفاده هم اکرمونيوم سلولوليتيكوس

واحد  17/8به  15/9از     NTGزاي بنفش و ماده جهش
فزايش داده شد و با روش کشت غير ليتر ا آنزيمي بر ميلي

 (.3) رسيد U/ml  94/0به    دهي شده مداوم خوراك
 DNAنوترکیبی 

ژنتيكي يک  ياهاين تكنيک روش مؤثرتري براي افزايش تغيير
ها دوباره  ژنوم يا قسمتي از ژن در اين روش . استجمعيت 

طورمعمول  ها به نوترکيبي در قارچ. شوند مرتب و نوآرايي مي
بعضي از . شود هاي جنسي و غيرجنسي انجام مي خهطي چر

چرخه جنسي کامل دارند و آميزش ( مثل آسپرژيلوس)ها  قارچ
ها در ها و مخلوط شدن هستهبعد از آميزش هيف   اي هسته

پس از تشكيل . شود داخل ميسليوم هتروکاريوت انجام مي
عمل الحاق روي  در حين تقسيم ميوزي بعدي   ديپلوئيد،

                                                                 
5  Loss-of-function mutations 
6  Gain-of-function mutations 
7  Lethal mutations 
8  Harmful mutations 
9  Beneficial mutations 
10 Neutral mutations 
11  N-methyl-N' nitro- N-nitrosoguanidine (NTG) 
12  Fed-batch culture 
13  Karyogamy 

Mutagen Mutation induced Impact on DNA Relative 
effect 

Radiation 
Ionizing radiation 

X rays, gamma 
rays 

Single or double-
strand breakage of 

DNA 

Deletions, structural changes 
 

High 
 

 
Short wavelengths 
Ultra violet rays 

 
Pyrimidines 

diamerization and 
cross links in DNA 

 

 
Transversion, deletion, 

frameshift, transitions from 
GC         AT 

 

Medium 
 

 

Chemicals 
Base analogs 

5-Chlorouracil 
5-Bromouracil 
2-Aminopurine 

deaminating 
agents 

Hydroxylamine(N
H2OH) 
Nitrous 

acid(HNO2) 

Results in faulty 
pairing 

 
Errors in DNA 

replication 
 

Deamination of 
cytosine 

 
Deamination of A,C 

and G 
 

AT         GC, GC          AT 
transition 

AT        GC , GC           AT 
transition 

GC         AT transition 
Bi-directional translation, 

deletion 
AT       GC  and/or  GC          

AT 

Low 
Low 
Low 
Low 

Medium 
 

Alkylating agents 
N-Methyl-N-nitro 

N-Nitroso 
guanidine 

Ethyl 
methanesulfonate 
Mustards di-(2-

chloroethyI)-
sulfide 

Methylation.high PH 
Alkylation of C and 

A 
Alkylation of bases C 

and A 
 

GC          AT transition 
GC          AT transition 
GC           AT transition 

 

High 
High 
High 
 

Intercalating 
agents 

Ethidium bromide, 
acridinedyes 

Intercalation between 
two base pairs 

 
Frame shift, loss of plasmids 

and microdeletions 
Low 

Biological 
Phage, 

plasmid,DNA 
transposing 

Base substitution, 
breakage 

Deletion, duplication, 
insertion High 

 

ها که اهميت اقتصادي زيادي دارند  در بعضي از قارچ .دهد مي
برند که ترکيب دو ميسليوم با  کار ميهالحاق غيرجنسي را ب

آورد که  وجود ميقطبيت يكسان يا متفاوت ميسليومي را به
يندهاي غيرجنسي آکشف فر. داراي صفت هر دو والدين است

هاي اصلاح مناسب  هاي ناقص باعث توسعه روش در قارچ
تواند منجر به  مي DNAفناوري نوترکيبي . رديده استگ

هاي نوترکيب با توانايي توليد يک فرآورده ساخت ريزسازواره
هاي مناسب با توانايي بالا براي توليد  انتخاب سويه. جديد شود

هاي ثانويه با حذف هدفمند يک ژن خاص و انواعي از متابوليت
ورزي ژني تتوليد ساختارهاي جديد با استفاده از دس

 تريكودرما ريسيبيان بالاي ژن سلولاز . (52)پذير است  امكان
تحت القاي قند  آسپرژيلوس اريزايتحت پروموتر آميلاز در 

عنوان تنها منبع کربن انجام شد و توليد آنزيم پس از  ز بهمالتو
براي بهبود سويه مخمر . (91)روز به حداکثر خود رسيد  4-9

پيكيا کريپتوکوکوس، ژن کربوکسي متيل سلولاز آن در مخمر 
تحت پروموتور الكل اکسيداز با القاي متانول کلون و  پاستوريس

 5سويه نوترکيب در بيوراکتور   کم سلولي بالايکشت با ترا
توليد آنزيم کربوکسي متيل سلولاز نوترکيب . ليتري انجام شد

 5/72برابر افزايش داشت و به  027نسبت به سويه اوليه 
ژن آنزيم ليگنين . (91) گرم پروتئين در ليتر رسيد ميلي

پيكيا در مخمر  فانروکيت کريزوسپوريومپراکسيداز قارچ 
قارچ  RNAاين ژن از روي کل  cDNA. کلون شد پاستوريس

توسط پرايمرهايي ساخته شد که فاقد توالي نشانه  PCR با
وارد  pPICZαبراي ترشح آنزيم بودند و سپس در وکتور بياني 

هاي متعددي از  نوترکيب که حاوي کپي يا پاستوريسپيك. شد
در  U/l 12 اين ژن بود، آنزيم ليگنين پراکسيداز را با فعاليت

 .(92)ساعت توليد کرد  15طي 
 ادغام پروتوپلاست 

ادغام پروتوپلاست تكنيكي سودمند براي ايجاد نوترکيبي ژني 
هاي پروکاريوتيک و يوکاريوتيک محسوب شده و در ريزسازواره

ها کاربرد فراوان  هاي صنعتي نظير قارچ ويژه در ارگانيسم به
وقتي اطلاعات کافي از بيولوژي و ژنتيک . داشته است

هاي انتقال ژن و  ته باشد و انجام روشاي وجود نداشريزسازواره
اين . شود زايي مشكل باشد از اين تكنيک استفاده مي جهش
ترين روش نوترکيبي ژنتيكي است که هم در کاربردي روش 

 .(52)شود  ها استفاده مي گياهان و هم در قارچ

                                                                 
1 High cell density culture (HCDC) 

انجام   فوزاريوم کالموروماولين بار ادغام پروتوپلاست در قارچ 
هاي  سعي بر اين بود که ادغام پروتوپلاست در قارچ. شد

اين تكنيک . انجام شود  ژئوتريكوم کانديدومسويه  اگزوتروف
ها که توليدمثل ها مانند دوتروميسيت در تعدادي از قارچ

ها چرخه توليدمثل تدر آسكوميس. رود کار ميجنسي ندارند به
جنسي متنوع است و روش ادغام پروتوپلاست باعث ايجاد تنوع 

سازي  ها را خالص توان سويه راحتي ميشود و به ژنتيكي مي
  اتيلن گليكول القاي ادغام پروتوپلاست به کمک پلي. نمود

هاي گياهي شرح داده شد و سپس اولين بار در پروتوپلاست 
هاي حيواني، منظور ادغام پروتوپلاستآميزي به طور موفقيت به

هاي باسيلوس و  مخمرها، گونه اي،  هاي رشته قارچ
ادغام . (55)کار گرفته شد استرپتوميست و استافيلوکوکوس به

يا   اي گونه ،  بين اي گونه صورت درون تواند به پروتوپلاست مي
از اين روش براي (. 58،57،5) صورت گيرد  حتي بين جنسي

منظور بهبود بازده محصول و زيستي مهم به هايتوليد محصول
هاي ثانويه هاي سنتز متابوليت نگي راهجهت درك بهتر چگو

منظور به. ها استفاده شده است ها و يا آنزيم بيوتيک نظير آنتي
ها و  ها نظير تعيين جايگاه ژنشناسايي رمز ژنتيكي ريزسازواره

. ها نيز از اين روش بهره گرفته شده است چگونگي عملكرد آن
ري در هاي بسياچنين موجب پيشرفتادغام پروتوپلاست هم

اي و  گونه منظور تشكيل هيبريد درونکاربرد وسيع نوترکيبي به
خصوص براي بهبود جديد شده و به هايتشكيل محصول

هاي صنعتي که بررسي ژنتيكي وسيعي در مورد ريزسازواره
(. 57،52،55) ها صورت نگرفته است بسيار مفيد و کارا است آن

 . شود مشاهده مي 9شماي کلي اين روش در شكل 
. خودي يا القايي باشدطور خود به تواند به ادغام پروتوپلاست مي

 ها ها، تعدادي از آندر حالت اول هنگام جداسازي پروتوپلاست
 
 
 
 
 
 

                                                                 
2  Fusarium culmorum                              
3  Auxotroph 
4  Geotrichum candidum            
5  Poly ethylene glycol (PEG)   
6  Intraspecific 
7  Interspecific   
8  Intergeneric 
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ها که اهميت اقتصادي زيادي دارند  در بعضي از قارچ .دهد مي
برند که ترکيب دو ميسليوم با  کار ميهالحاق غيرجنسي را ب

آورد که  وجود ميقطبيت يكسان يا متفاوت ميسليومي را به
يندهاي غيرجنسي آکشف فر. داراي صفت هر دو والدين است

هاي اصلاح مناسب  هاي ناقص باعث توسعه روش در قارچ
تواند منجر به  مي DNAفناوري نوترکيبي . رديده استگ

هاي نوترکيب با توانايي توليد يک فرآورده ساخت ريزسازواره
هاي مناسب با توانايي بالا براي توليد  انتخاب سويه. جديد شود

هاي ثانويه با حذف هدفمند يک ژن خاص و انواعي از متابوليت
ورزي ژني تتوليد ساختارهاي جديد با استفاده از دس

 تريكودرما ريسيبيان بالاي ژن سلولاز . (52)پذير است  امكان
تحت القاي قند  آسپرژيلوس اريزايتحت پروموتر آميلاز در 

عنوان تنها منبع کربن انجام شد و توليد آنزيم پس از  ز بهمالتو
براي بهبود سويه مخمر . (91)روز به حداکثر خود رسيد  4-9

پيكيا کريپتوکوکوس، ژن کربوکسي متيل سلولاز آن در مخمر 
تحت پروموتور الكل اکسيداز با القاي متانول کلون و  پاستوريس

 5سويه نوترکيب در بيوراکتور   کم سلولي بالايکشت با ترا
توليد آنزيم کربوکسي متيل سلولاز نوترکيب . ليتري انجام شد

 5/72برابر افزايش داشت و به  027نسبت به سويه اوليه 
ژن آنزيم ليگنين . (91) گرم پروتئين در ليتر رسيد ميلي

پيكيا در مخمر  فانروکيت کريزوسپوريومپراکسيداز قارچ 
قارچ  RNAاين ژن از روي کل  cDNA. کلون شد پاستوريس

توسط پرايمرهايي ساخته شد که فاقد توالي نشانه  PCR با
وارد  pPICZαبراي ترشح آنزيم بودند و سپس در وکتور بياني 

هاي متعددي از  نوترکيب که حاوي کپي يا پاستوريسپيك. شد
در  U/l 12 اين ژن بود، آنزيم ليگنين پراکسيداز را با فعاليت

 .(92)ساعت توليد کرد  15طي 
 ادغام پروتوپلاست 

ادغام پروتوپلاست تكنيكي سودمند براي ايجاد نوترکيبي ژني 
هاي پروکاريوتيک و يوکاريوتيک محسوب شده و در ريزسازواره

ها کاربرد فراوان  هاي صنعتي نظير قارچ ويژه در ارگانيسم به
وقتي اطلاعات کافي از بيولوژي و ژنتيک . داشته است

هاي انتقال ژن و  ته باشد و انجام روشاي وجود نداشريزسازواره
اين . شود زايي مشكل باشد از اين تكنيک استفاده مي جهش
ترين روش نوترکيبي ژنتيكي است که هم در کاربردي روش 

 .(52)شود  ها استفاده مي گياهان و هم در قارچ

                                                                 
1 High cell density culture (HCDC) 

انجام   فوزاريوم کالموروماولين بار ادغام پروتوپلاست در قارچ 
هاي  سعي بر اين بود که ادغام پروتوپلاست در قارچ. شد

اين تكنيک . انجام شود  ژئوتريكوم کانديدومسويه  اگزوتروف
ها که توليدمثل ها مانند دوتروميسيت در تعدادي از قارچ

ها چرخه توليدمثل تدر آسكوميس. رود کار ميجنسي ندارند به
جنسي متنوع است و روش ادغام پروتوپلاست باعث ايجاد تنوع 

سازي  ها را خالص توان سويه راحتي ميشود و به ژنتيكي مي
  اتيلن گليكول القاي ادغام پروتوپلاست به کمک پلي. نمود

هاي گياهي شرح داده شد و سپس اولين بار در پروتوپلاست 
هاي حيواني، منظور ادغام پروتوپلاستآميزي به طور موفقيت به

هاي باسيلوس و  مخمرها، گونه اي،  هاي رشته قارچ
ادغام . (55)کار گرفته شد استرپتوميست و استافيلوکوکوس به

يا   اي گونه ،  بين اي گونه صورت درون تواند به پروتوپلاست مي
از اين روش براي (. 58،57،5) صورت گيرد  حتي بين جنسي

منظور بهبود بازده محصول و زيستي مهم به هايتوليد محصول
هاي ثانويه هاي سنتز متابوليت نگي راهجهت درك بهتر چگو

منظور به. ها استفاده شده است ها و يا آنزيم بيوتيک نظير آنتي
ها و  ها نظير تعيين جايگاه ژنشناسايي رمز ژنتيكي ريزسازواره

. ها نيز از اين روش بهره گرفته شده است چگونگي عملكرد آن
ري در هاي بسياچنين موجب پيشرفتادغام پروتوپلاست هم

اي و  گونه منظور تشكيل هيبريد درونکاربرد وسيع نوترکيبي به
خصوص براي بهبود جديد شده و به هايتشكيل محصول

هاي صنعتي که بررسي ژنتيكي وسيعي در مورد ريزسازواره
(. 57،52،55) ها صورت نگرفته است بسيار مفيد و کارا است آن

 . شود مشاهده مي 9شماي کلي اين روش در شكل 
. خودي يا القايي باشدطور خود به تواند به ادغام پروتوپلاست مي

 ها ها، تعدادي از آندر حالت اول هنگام جداسازي پروتوپلاست
 
 
 
 
 
 

                                                                 
2  Fusarium culmorum                              
3  Auxotroph 
4  Geotrichum candidum            
5  Poly ethylene glycol (PEG)   
6  Intraspecific 
7  Interspecific   
8  Intergeneric 
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در اين ادغام هيچ عامل القايي بيروني . شوند با يكديگر ادغام مي

هاي يكسان از يک خانواده وجود ندارد و اغلب بين پروتوپلاست
ادغام پروتوپلاست با  طور کليبهدر حالت دوم . گيرد صورت مي

گيرد تا بالاترين ميزان  هايي صورت مي استفاده از القاکننده
ر طبيعي طو به. ها فراهم کندادغام را بين پروتوپلاست

علت وجود بار منفي در سطح خود هاي جدا شده بهپروتوپلاست
براي انجام . کنند شوند و يكديگر را دفع مي با يكديگر ادغام نمي

هاي شيميايي مناسب جهت  ادغام با بالاترين ميزان به القاکننده
کاهش بار الكتريكي سطح پروتوپلاست نياز است تا اجازه داده 

به يكديگر نزديک شوند و سپس عمل  هاشود پروتوپلاست
عمل القا جهت ادغام به سه طريق (. 55،10) ادغام صورت گيرد

 (.10)گيرد  صورت مي
هاي مكانيكي مانند  با استفاده از روش: ادغام مكانيكي-1

شود عمل ادغام بين دو  ميكروپيپت پرفيوژن سعي مي
 .(95)پروتوپلاست تحريک شود 

اتيلن  مواد شيميايي مانند نيترات سديم، پلي: ادغام شيميايي-5
ها مورد هاي کلسيم جهت ادغام پروتوپلاست گليكول و يون

شوند که  اين مواد موجب مي(. 94) گيرند استفاده قرار مي
يكديگر بچسبند و محكم آگلوتينه هاي جداشده بهپروتوپلاست

و  كودرما ريسيتريبراي ادغام پروتوپلاست دو سويه . شوند
از روش ادغام شيميايي استفاده شد و  ساکاروميسس سرويسيه

مشخص شد که آنزيم اندوگلوکاناز نقش بسيار کليدي در ادغام 
روش ادغام شيميايي يک روش . ها داردپروتوپلاست

تواند براي سلول سمي و  ست که ميغيراختصاصي و ارزان ا
 .غيرانتخابي عمل کند و فراواني ادغام با اين روش پايين است

ها از يک براي ادغام پروتوپلاست تازگيبه: ادغام الكتريكي -9
در اين روش دو . شود محرك الكتريكي ملايم استفاده مي

ميكروالكترود بسيار باريک در سوسپانسيون پروتوپلاست قرار 
شود که يک ميدان الكتريكي ضعيف  يرد و باعث ميگ مي

(kV/m 16 )وجود آيد و اين جريان دي الكتروفورتيک به
کند تا  دوقطبي در سوسپانسيون ايجاد نموده و کمک مي

از  پس از اين. هم نزديک شوندها مانند زنجير بهپروتوپلاست
مدت چند ميكروثانيه به( kV/m166)تر ميدان الكتريكي قوي

. شود ها استفاده ميو ادغام پروتوپلاست ءت شكستن غشاجه
چنين براي انجام ادغام به اين روش وجود يون کلسيم و هم

در . عنوان شروع کننده اوليه لازم است اتيلن گليكول به پلي
است  ٪166تر و فراواني ادغام تا اين روش کنترل ادغام راحت

راي ادغام هرچند تجهيزات موردنياز ب استو تكرارپذير 
الكتريكي گران و استفاده از آن پيچيده بوده و نياز به 

 (.94)هاي خاص دارد آموزش
-سيليوم بهادغام پروتوپلاست بين دو جنس تريكودرما و پني
هاي ادغام  منظور افزايش فعاليت سلولازي منجر به سويه

توانايي توليد بالاي   ور جديدي شد که در کشت غوطه  يافته
هاي  نسبت به سلول  داشتند و در کشت حالت جامدسلولاز را 

. (7) تر آنزيم را نشان دادندتر و ترشح بيشوالد رشد سريع

                                                                 
1  Fusant 
2 Submerged culture 
3 Solid-state culture 

  ادغام پروتوپلاست:9شكل 

Cell Culture Protoplast 
 

PEG+ 
High Ca++ 

PEG dilution 

Hetrokaryon)) 
 

Fusion 
 

Mitosis 

Culture medium 

Hybrids (Syncaryons) 
 

Cell Culture Protoplast 

Protoplast fusion 
 

با روش شيميايي با  تريكودرما ريسياي  گونه ادغام درون
منظور افزايش توليد به ٪46اتيلن گليكول  استفاده از پلي

-تر پروتوپلاستبيش. آنزيم کربوکسي متيل سلولاز انجام شد
هاي ادغام يافته رشد ميسليومي سريع و اسپورزايي فراواني 

هاي بزرگ شفاف ي هالهداشته و بر روي محيط اختصاص
دهنده ترشح مقادير بالاي آنزيم  تشكيل دادند که نشان

 .(50)ها بود  کربوکسي متيل سلولاز نسبت به والدين آن
 ها های نوین بهبود سویه روش
اند و  شده تازگي معرفيشوند به هايي که در ادامه ارائه مي روش
هاي  هاي توليدکننده آنزيم تاکنون براي بهبود سويه تربيش

اند  کار گرفته نشدهکيبات ليگنوسلولزي بهمؤثر در تجزيه تر
 ليكن افق جديدي را در پيش روي محققين اين رشته باز

 .نمايند مي
 مهندسی ریبوزوم

هاي فيزيولوژيكي سلول از جمله توليد متابوليت هايتغيير
ها در شرايط سخت  ها و برخي آنزيم بيوتيک ثانويه مانند آنتي

در شرايط . باشد  ين تترافسفاتتواند منتج از عملكرد گوانوز مي
سخت مانند محدوديت مواد غذايي از جمله کمبود اسيدهاي 
آمينه، منابع کربن و نيتروژن اين ترکيب در سلول انباشته 

( 1ppGpp) آنزيم اينوزين منوفسفات دهيدروژناز. شود مي
 GTPمهار شده و موجب کاهش در مقدار  ppGppتوسط 

-مراز متصل شده و بهپلي RNAبه  ppGpp. شود سلول مي
تواند  مي هااين تغيير. کند را مهار مي rRNAسرعت سنتز 

هاي ثانويه و فعال شدن منجر به افزايش توليد متابوليت
جديد شود و يا باعث افزايش  هايهاي خفته و توليد ترکيب ژن

 ها شودمضر مانند انواع آلاينده هايمقاومت نسبت به ترکيب
عهده به نوعي تنظيم رونويسي را به ppGpp بنابراين(. 4شكل )

کاري در ريبوزوم با کمک فنون  دارد و هرگونه تغيير و دست
زايي تحت عنوان مهندسي ريبوزوم، با تغيير در دستگاه  جهش
 و str هاي مربوطه مانند اي سلول با القاي جهش در ژن ترجمه

gen هايي و تغيير در دستگاه رونويسي سلول با جهش در ژن 
 (.54) را تحت تأثير قرار دهد ppGppتواند توليد  مي rifمانند 

که ليگنينازها در شرايط محدوديت نيتروژن توليد  ازآنجايي
ند امكان بهبود هستشوند و جزو متابوليت هاي ثانويه  مي

ها با روش مهندسي ريبوزوم وجود  هاي توليدکننده آن سويه
 . دارد

 

                                                                 
1 Guanosine tetraphosphate (ppGpp) 

 

 
 (54)سازي سلول  شماي مهندسي ريبوزوم براي فعال :4شكل 

 
 آمیختگی ژنوم  درهم

که بر پايه  استآميزي ژنوم  ها، درهم يكي از روش بهبود سويه
هرچند ادغام . ادغام پروتوپلاست طراحي شده است

شود و  نجام ميخوبي ا هاي مختلف به پروتوپلاست بين گونه
 .استها  روشي مفيد در بهبود ژنتيكي سويه

آميزي ژنوم نسبت به ادغام پروتوپلاست بسيار  روش درهم
 .کارآمدتر است

هاي ژنتيكي متفاوت  ادغام پروتوپلاست بين دو سلول با ويژگي 
هر دو والد به  هايشود و سلول نوترکيب با خصوصيت انجام مي

زي ژنوم بين چندين والد صورت آمي اما درهم. آيد وجود مي
آيد که داراي  گيرد و در نتيجه سلول نوترکيبي به وجود مي مي

 (.51)ت تري استنوع ژنتيكي بيش
 :طورکلي اين روش داراي مزاياي زير است به 
هاي کلاسيک مانند موتاسيون و ادغام  در مقايسه با روش -1

در اين . پروتوپلاست کارايي بالاتري در بهبود فنوتيپ دارد
شود و تعداد  صورت همزمان استفاده مي روش از چندين والد به

شود و سرعت به دست آوردن  تري تشكيل ميهيبريد بيش
  .تر استتنوع ژنتيكي نسبت به ادغام پروتوپلاست بيش

 
آميزي ژنوم  نياز به اطلاعات  براي استفاده از روش درهم -5

که ه نيست و زمانيزيادي در مورد زمينه ژنتيكي ريزسازوار
اطلاعات زيادي درباره توالي ژنتيكي يک ريزسازواره موجود 
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با روش شيميايي با  تريكودرما ريسياي  گونه ادغام درون
منظور افزايش توليد به ٪46اتيلن گليكول  استفاده از پلي

-تر پروتوپلاستبيش. آنزيم کربوکسي متيل سلولاز انجام شد
هاي ادغام يافته رشد ميسليومي سريع و اسپورزايي فراواني 

هاي بزرگ شفاف ي هالهداشته و بر روي محيط اختصاص
دهنده ترشح مقادير بالاي آنزيم  تشكيل دادند که نشان

 .(50)ها بود  کربوکسي متيل سلولاز نسبت به والدين آن
 ها های نوین بهبود سویه روش
اند و  شده تازگي معرفيشوند به هايي که در ادامه ارائه مي روش
هاي  هاي توليدکننده آنزيم تاکنون براي بهبود سويه تربيش

اند  کار گرفته نشدهکيبات ليگنوسلولزي بهمؤثر در تجزيه تر
 ليكن افق جديدي را در پيش روي محققين اين رشته باز

 .نمايند مي
 مهندسی ریبوزوم

هاي فيزيولوژيكي سلول از جمله توليد متابوليت هايتغيير
ها در شرايط سخت  ها و برخي آنزيم بيوتيک ثانويه مانند آنتي

در شرايط . باشد  ين تترافسفاتتواند منتج از عملكرد گوانوز مي
سخت مانند محدوديت مواد غذايي از جمله کمبود اسيدهاي 
آمينه، منابع کربن و نيتروژن اين ترکيب در سلول انباشته 

( 1ppGpp) آنزيم اينوزين منوفسفات دهيدروژناز. شود مي
 GTPمهار شده و موجب کاهش در مقدار  ppGppتوسط 

-مراز متصل شده و بهپلي RNAبه  ppGpp. شود سلول مي
تواند  مي هااين تغيير. کند را مهار مي rRNAسرعت سنتز 

هاي ثانويه و فعال شدن منجر به افزايش توليد متابوليت
جديد شود و يا باعث افزايش  هايهاي خفته و توليد ترکيب ژن

 ها شودمضر مانند انواع آلاينده هايمقاومت نسبت به ترکيب
عهده به نوعي تنظيم رونويسي را به ppGpp بنابراين(. 4شكل )

کاري در ريبوزوم با کمک فنون  دارد و هرگونه تغيير و دست
زايي تحت عنوان مهندسي ريبوزوم، با تغيير در دستگاه  جهش
 و str هاي مربوطه مانند اي سلول با القاي جهش در ژن ترجمه

gen هايي و تغيير در دستگاه رونويسي سلول با جهش در ژن 
 (.54) را تحت تأثير قرار دهد ppGppتواند توليد  مي rifمانند 

که ليگنينازها در شرايط محدوديت نيتروژن توليد  ازآنجايي
ند امكان بهبود هستشوند و جزو متابوليت هاي ثانويه  مي

ها با روش مهندسي ريبوزوم وجود  هاي توليدکننده آن سويه
 . دارد

 

                                                                 
1 Guanosine tetraphosphate (ppGpp) 

 

 
 (54)سازي سلول  شماي مهندسي ريبوزوم براي فعال :4شكل 

 
 آمیختگی ژنوم  درهم

که بر پايه  استآميزي ژنوم  ها، درهم يكي از روش بهبود سويه
هرچند ادغام . ادغام پروتوپلاست طراحي شده است

شود و  نجام ميخوبي ا هاي مختلف به پروتوپلاست بين گونه
 .استها  روشي مفيد در بهبود ژنتيكي سويه

آميزي ژنوم نسبت به ادغام پروتوپلاست بسيار  روش درهم
 .کارآمدتر است

هاي ژنتيكي متفاوت  ادغام پروتوپلاست بين دو سلول با ويژگي 
هر دو والد به  هايشود و سلول نوترکيب با خصوصيت انجام مي

زي ژنوم بين چندين والد صورت آمي اما درهم. آيد وجود مي
آيد که داراي  گيرد و در نتيجه سلول نوترکيبي به وجود مي مي

 (.51)ت تري استنوع ژنتيكي بيش
 :طورکلي اين روش داراي مزاياي زير است به 
هاي کلاسيک مانند موتاسيون و ادغام  در مقايسه با روش -1

در اين . پروتوپلاست کارايي بالاتري در بهبود فنوتيپ دارد
شود و تعداد  صورت همزمان استفاده مي روش از چندين والد به

شود و سرعت به دست آوردن  تري تشكيل ميهيبريد بيش
  .تر استتنوع ژنتيكي نسبت به ادغام پروتوپلاست بيش

 
آميزي ژنوم  نياز به اطلاعات  براي استفاده از روش درهم -5

که ه نيست و زمانيزيادي در مورد زمينه ژنتيكي ريزسازوار
اطلاعات زيادي درباره توالي ژنتيكي يک ريزسازواره موجود 
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کاري ژنتيكي  مستقيم از طريق دستطور بهتوان  نباشد، نمي
تواند  آميزي ژنوم مي آن سويه را بهبود بخشيد و روش درهم

صورت  زيادي را به هايتواند تغيير گزينه مناسبي باشد زيرا مي
که نياز به اطلاعات زياد از ژنوم بدون آنزمان ايجاد کند هم

لكولي بهبود وهاي م چنين در مقايسه با روشهم. (51) باشد
هزينه است و  سان و کمآميزي ژنوم بسيار آ ها، روش درهم سويه

هاي  اين روش، براي بهبود سويه. به تجهيزات خاصي نياز ندارد
هاي  مورد استفاده در صنعت به لحاظ ايجاد برخي شاخص

سلولي، افزايش راندمان توليد محصول، افزايش مقاومت سلول 
آميزي ژنوم در کارهاي پژوهشي  روش درهم. کاربرد دارد... و 

هاي تنظيم سلول  وساز و روش ختجهت شناسايي چرخه سو
 .(51)رود  نيز به کار مي

 و GS301   يپيتيساست يسسسفارسومادر دو سويه  تازگيبه
GS302 اند  شده آميزي ژنوم، هيبريدهايي تهيه با روش درهم

که از قندهاي گلوکز و زايلوز تخمير شده از ليگنوسلولز چوب 
که  کنند درحالي ها را به اتانول تبديل مي استفاده کرده و آن

نوع وحشي توانايي مصرف مقادير بسيار کمي از زايلوز يا گلوکز 
 .(1) کند يد ميرا دارد و الكل کمتري نيز تول

  کیمتابول یمهندس
اي مجموعه بزرگي از فنون جديد براي  فناوري سامانه  زيست
يابي به اطلاعات کاملي از فعاليت سلولي در سطح ژنومي دست

(genomics) رونويسي ،(transcriptomics)وساز  ، سوخت
 (proteomics)، ترجمه و پروتئين (metabolomics)سلولي 

نيز شناخته  (-omics)حت عنوان کلي اُميكس که ت است... و 
 (.52،18) شوند مي

هاي  ، در واقع توسعه هدفمند کارخانه مهندسي متابوليک
طور  به. سلولي با استفاده از ابزار و فنون مهندسي ژنتيک است

اغلب محدود بوده است  1سنتي، راهبردهاي مهندسي متابوليک
ه يک ارگانيسم به وارد نمودن مسيرهاي متابوليک جديد ب

ميزبان براي توليد يک محصول جديد، حذف مسيرهاي 
متابوليک براي کاهش و يا حذف محصولات جانبي ناخواسته و 

کننده سرعت در يک  هاي کنترل يا بيش بيان برخي از ژن
منظور افزايش شار به سمت محصول مسير متابوليک به

زيادي با  اگرچه استفاده از اين راهبردها در موارد. موردنظر
تر، هاي پيچيده موفقيت همراه بوده است، در مورد فنوتيپ

مصرف و يا افزايش  مانند گسترش طيف سوبستراهاي قابل

                                                                 
1 Scheffersomyces stipitis 
2 Metabolic engineering  
3 Metabolic engineering  

تري هاي کم هاي محيطي، موفقيت مقاومت نسبت به تنش
جاکه مسيرهاي از طرفي ازآن. (50)گزارش شده است 

متابوليک در داخل يک سلول، همگي بخشي از يک شبكه 
کنش دارند، افزايش ميزان  بزرگ هستند و با يكديگر برهم

هاي  کاري در بيان ژن قط از طريق دستتوليد يک محصول ف
موجود در مسير بيوشيميايي مسئول ساخت محصول موردنظر 

ي در هايشود و در بسياري از موارد به ايجاد تغيير ميسر نمي
هاي  خصوص ژنمسير متابوليک اصلي و به از هاي خارج ژن

اين کار، نيازمند دانش کاملي از نقش و نوع . تنظيمي نياز است
جاي  هاي موجود در يک سلول است و به نش تمام ژنک برهم

تمرکز روي تعداد محدودي ژن و يا مسير متابوليک، بررسي 
عنوان يک سامانه  هاي تنظيمي به کل مسيرهاي متابوليک و ژن

بنابراين در راهبردهاي نسل دوم مهندسي . واحد لازم است
براي عنوان ابزاري قوي  ها به شناسي سامانه ، زيست1متابوليک

هاي با خروجي زياد در توالي نوکلئوتيدي و نقش  تأمين داده
ها و  ها، ميزان و نحوه ساخت پروتئين ها، ميزان بيان ژن ژن

ها در  ها و شار متابوليت اي پروتئين اصلاحات بعد از ترجمه
مسيرهاي متابوليكي مختلف و سپس استفاده از اين اطلاعات 

انجات سلولي توجه براي تسريع در بهبود هدفمند کارخ
اي مجموعه  فناوري سامانهزيستعبارتي به(. 59) شود مي

اطلاعات کاملي از يابي به بزرگي از فنون جديد براي دست
وساز  سوخت ، يسيرونو ، فعاليت سلولي در سطح ژنومي

 يکه تحت عنوان کل است... و   نيترجمه و پروتئ ، يسلول
  (.18 ،52) شوند يشناخته م زين (-omics) كسيامُ

، تجزيه و تحليل در سطح 1جنبه کليدي در مهندسي متابوليک
-سلولي براي درك دقيق کارکرد سلولي است که مستلزم به

هاي اخير تعدادي از  در سال. کارگيري فنون مختلفي است
 فنون بسيار توانمند براي تجزيه و تحليل شبكه کامل متابوليک

 -شود ابوليک ناميده ميکه اغلب تجزيه و تحليل مسيرهاي مت-
توان به سه بخش  اين تجزيه و تحليل را مي. اند يافته توسعه

 :تقسيم کرد
 تعيين ساختار شبكه متابوليک؛ 

شار ) هاي مختلف شبكه متابوليک؛ کميّ کردن شارها در شاخه
مسير  درميزان گردش مولكول ها ، و يا جريان متابوليسم

هاي دخيل در مسير تنظيم شار از طريق آنزيم .متابوليكي است

                                                                 
4 Genomics 
5 Transcriptomics 
6 Metabolomics 
7 Proteomics 

ها تنظيم شار براي تمام مسيرهاي درون سلول .شودمي
متابوليكي براي تنظيم فعاليت مسير در شرايط مختلف حياتي 

ده فيزيولوژي نشارهاي متابوليكي عامل اصلي تعيين کن .است
در  را مختلف مسيرهاي تعامل ها سطحچراکه آن. سلول هستند

-گيري ميمتابوليكي اندازه رهايمسي و سلولي کلي عملكرد
 .(کنند

 تعيين ساختارهاي کنترلي در يک شبكه متابوليک. 
توان از اطلاعات  براي تعيين ساختار شبكه متابوليک، مي

هاي زيادي در  گزارش. موجود در منابع بيوشيمي بهره جست
هاي مختلف وجود دارد  هاي ويژه آنزيمي در گونه مورد فعاليت

هاي  هاي زنده مهم صنعتي، شبكه انيسمو براي ميكروارگ
 .اند شده متابوليک اصلي مشخص 

پس از شناسايي ساختار شبكه متابوليک، بايد شارهاي هريک 
اصطلاح بههاي مختلف شبكه را کميّ نمود که اين کار  از شاخه

ترين روش براي تعيين فلاکسوم،  ساده. شود فلاکسوم ناميده مي
ترتيب، موازنه ماده   اين به. ت استاستفاده از موازنه متابولي
شود و با فرض  هاي شبكه برقرار مي براي هريک از متابوليت

سري معادلات جبري ها، يک حالت پايا براي غلظت متابوليت
اين معادلات . آيد دست ميکننده شارها به يكديگر، بهمرتبط

هايي بر هريک از شارهاي موجود در شبكه  سري محدوديتيک
گيري تعدادي از شارها و يا با استفاده  با اندازه. کنند ياعمال م

ريزي خطي، امكان محاسبه شارها در هر يک از  از برنامه
دليل مفهوم موازنه متابوليت به. هاي شبكه وجود دارد شاخه

. هايي نيز دارد سادگي آن بسيار جذاب است، اما محدوديت
و  NADHتخمين شارها به موازنه کوفاکتور يعني موازنه 

NADPH هاي  بستگي دارد، بنابراين توجه به همه واکنش
شوند،  نحوي شامل اين کوفاکتورها ميداخل سلول که به

ها در  گونه واکنشجاکه شناسايي همه اينازآن. اهميت دارد
رسد، موازنه متابوليت  نظر مييک ميكروارگانيسم بعيد به

اي متابوليت ممكن است به تخمين غيردقيقي از برخي از شاره
و  Cبا استفاده از گلوکز برچسب گذاري شده با . منجر شود

هاي داخل سلولي از  دار شدن متابوليتبررسي الگوي برچسب
ها براي  ، امكان اعمال موازنهGC-MSو يا  NMRطريق 

. ها وجود دارد بر موازنه متابوليتهاي کربن علاوه هريک از اتم
شود و  ها ايجاد مي ديتترتيب سري جديدي از محدو اين به

 علاوه، به. ديگر نيازي به توجه به موازنه کوفاکتورها نيست
هاي کربن  ها را براي اتم توان بسياري از موازنه جاکه ميازآن

دست بيش تخمين به هاهمنفرد اعمال نمود، يكسري از معادل
از تعداد شارهاي نامعلوم  هاهآيد که در آن تعداد معادل مي

، هادر مقايسه با مجهول هاهزياد بودن تعداد معادل. تتر اسبيش
تري از شارهاي موجود ونيز شارهاي  تخمين مطمئن

 .سازد پذير مي پذير در شبكه را امكان برگشت
 Flux Balance Analysis (FBA) ،(DFBA)افزارهاي نرم

Dynamic Flux Balance Analysis ،OptKnock ،
OptFlux  ،OptStrain و EMIlio  براي بهبود و طراحي

 . گيرند مورد استفاده قرار مي  روش مهندسي متابوليکسويه به
  براي توليد انانتيوپور 1طور مثال از روش مهندسي متابوليک به
از منابع زيست ( عنوان يک سوخت زيستي به)ال ديبوتان 9و 5
هيچ سويه باکتريايي توانايي . پذير استفاده شده است تخريب 

ليگنوسلولزي  هايين سوخت زيستي را از ترکيبتوليد ا
نحوي به  نتروباکتر کلواکهآباکتري . هيدروليز شده ندارد

شده که بتواند بيوکاتاليست کارامد براي  1مهندسي متابوليک
هاي مربوط به مسيرهاي  ژن. توليد اين انانتيوپور را بسازد

 ودروژناز دهيالديبوتان 9و  5 هاي متابوليكي مانند ژن آنزيم
در يک  دهيدروژناز و گالاکتوز پرمياز الديبوتان 9و  5 -مزو

اند که اين سويه  شده نحوي طراحي و ساختهکلاستر به
زمان گلوکز و زايلوز را براي شده توانايي مصرف هم مهندسي

جانبي نيز  هايهاي توليد محصول حتي ژن. توليد محصول دارد
 .(13) مان بالا توليد شوداند تا محصول با راند شده حذف

 

 انداز آینده گیری و چشم نتیجه
عنوان ابزار اوليه  ها به هاي توانمند و يا بهبود آن ساخت سويه

هاي زيستي با کيفيت و  وردهآبراي توليد گستره وسيعي از فر
زيست  ده پايين از اهداف اصليش راندمان بالا و قيمت تمام

هاي نوين  لاسيک و روشهاي ک منظور روشبدين. است فناوري
نوترکيب  DNAمبتني بر فنون مهندسي ژنتيک و فناوري 

. ها مفيد واقع شوند يابي به اين سويهتوانند در دست مي
هاي گوناگوني که در اين مقاله به آن اشاره شد، هر يک  روش

ها مشكلاتي را در بر  مزايايي داشته و در مواردي استفاده از آن
وردنظر و اطلاعات موجود براي آن اعم از شناخت سويه م. دارند

يند زيستي و آساختار ژنتيكي، متابوليكي و سلولي و نيز نوع فر
کند تا روش  محصول اين امكان را براي محققين فراهم مي

هاي نوين با توجه  بديهي است روش. مناسب را انتخاب نمايند
اد هدفمند را در سويه موردنظر ايج هايکه امكان تغييربه اين

                                                                 
1 Metabolic engineering  
2  Enantiopure 
3 Enterobacter cloacae 
4 galactose permease 
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ها تنظيم شار براي تمام مسيرهاي درون سلول .شودمي
متابوليكي براي تنظيم فعاليت مسير در شرايط مختلف حياتي 

ده فيزيولوژي نشارهاي متابوليكي عامل اصلي تعيين کن .است
در  را مختلف مسيرهاي تعامل ها سطحچراکه آن. سلول هستند

-گيري ميمتابوليكي اندازه رهايمسي و سلولي کلي عملكرد
 .(کنند

 تعيين ساختارهاي کنترلي در يک شبكه متابوليک. 
توان از اطلاعات  براي تعيين ساختار شبكه متابوليک، مي

هاي زيادي در  گزارش. موجود در منابع بيوشيمي بهره جست
هاي مختلف وجود دارد  هاي ويژه آنزيمي در گونه مورد فعاليت

هاي  هاي زنده مهم صنعتي، شبكه انيسمو براي ميكروارگ
 .اند شده متابوليک اصلي مشخص 

پس از شناسايي ساختار شبكه متابوليک، بايد شارهاي هريک 
اصطلاح بههاي مختلف شبكه را کميّ نمود که اين کار  از شاخه

ترين روش براي تعيين فلاکسوم،  ساده. شود فلاکسوم ناميده مي
ترتيب، موازنه ماده   اين به. ت استاستفاده از موازنه متابولي
شود و با فرض  هاي شبكه برقرار مي براي هريک از متابوليت

سري معادلات جبري ها، يک حالت پايا براي غلظت متابوليت
اين معادلات . آيد دست ميکننده شارها به يكديگر، بهمرتبط

هايي بر هريک از شارهاي موجود در شبكه  سري محدوديتيک
گيري تعدادي از شارها و يا با استفاده  با اندازه. کنند ياعمال م

ريزي خطي، امكان محاسبه شارها در هر يک از  از برنامه
دليل مفهوم موازنه متابوليت به. هاي شبكه وجود دارد شاخه

. هايي نيز دارد سادگي آن بسيار جذاب است، اما محدوديت
و  NADHتخمين شارها به موازنه کوفاکتور يعني موازنه 

NADPH هاي  بستگي دارد، بنابراين توجه به همه واکنش
شوند،  نحوي شامل اين کوفاکتورها ميداخل سلول که به

ها در  گونه واکنشجاکه شناسايي همه اينازآن. اهميت دارد
رسد، موازنه متابوليت  نظر مييک ميكروارگانيسم بعيد به

اي متابوليت ممكن است به تخمين غيردقيقي از برخي از شاره
و  Cبا استفاده از گلوکز برچسب گذاري شده با . منجر شود

هاي داخل سلولي از  دار شدن متابوليتبررسي الگوي برچسب
ها براي  ، امكان اعمال موازنهGC-MSو يا  NMRطريق 

. ها وجود دارد بر موازنه متابوليتهاي کربن علاوه هريک از اتم
شود و  ها ايجاد مي ديتترتيب سري جديدي از محدو اين به

 علاوه، به. ديگر نيازي به توجه به موازنه کوفاکتورها نيست
هاي کربن  ها را براي اتم توان بسياري از موازنه جاکه ميازآن

دست بيش تخمين به هاهمنفرد اعمال نمود، يكسري از معادل
از تعداد شارهاي نامعلوم  هاهآيد که در آن تعداد معادل مي

، هادر مقايسه با مجهول هاهزياد بودن تعداد معادل. تتر اسبيش
تري از شارهاي موجود ونيز شارهاي  تخمين مطمئن

 .سازد پذير مي پذير در شبكه را امكان برگشت
 Flux Balance Analysis (FBA) ،(DFBA)افزارهاي نرم

Dynamic Flux Balance Analysis ،OptKnock ،
OptFlux  ،OptStrain و EMIlio  براي بهبود و طراحي

 . گيرند مورد استفاده قرار مي  روش مهندسي متابوليکسويه به
  براي توليد انانتيوپور 1طور مثال از روش مهندسي متابوليک به
از منابع زيست ( عنوان يک سوخت زيستي به)ال ديبوتان 9و 5
هيچ سويه باکتريايي توانايي . پذير استفاده شده است تخريب 

ليگنوسلولزي  هايين سوخت زيستي را از ترکيبتوليد ا
نحوي به  نتروباکتر کلواکهآباکتري . هيدروليز شده ندارد

شده که بتواند بيوکاتاليست کارامد براي  1مهندسي متابوليک
هاي مربوط به مسيرهاي  ژن. توليد اين انانتيوپور را بسازد

 ودروژناز دهيالديبوتان 9و  5 هاي متابوليكي مانند ژن آنزيم
در يک  دهيدروژناز و گالاکتوز پرمياز الديبوتان 9و  5 -مزو

اند که اين سويه  شده نحوي طراحي و ساختهکلاستر به
زمان گلوکز و زايلوز را براي شده توانايي مصرف هم مهندسي

جانبي نيز  هايهاي توليد محصول حتي ژن. توليد محصول دارد
 .(13) مان بالا توليد شوداند تا محصول با راند شده حذف

 

 انداز آینده گیری و چشم نتیجه
عنوان ابزار اوليه  ها به هاي توانمند و يا بهبود آن ساخت سويه

هاي زيستي با کيفيت و  وردهآبراي توليد گستره وسيعي از فر
زيست  ده پايين از اهداف اصليش راندمان بالا و قيمت تمام

هاي نوين  لاسيک و روشهاي ک منظور روشبدين. است فناوري
نوترکيب  DNAمبتني بر فنون مهندسي ژنتيک و فناوري 

. ها مفيد واقع شوند يابي به اين سويهتوانند در دست مي
هاي گوناگوني که در اين مقاله به آن اشاره شد، هر يک  روش

ها مشكلاتي را در بر  مزايايي داشته و در مواردي استفاده از آن
وردنظر و اطلاعات موجود براي آن اعم از شناخت سويه م. دارند

يند زيستي و آساختار ژنتيكي، متابوليكي و سلولي و نيز نوع فر
کند تا روش  محصول اين امكان را براي محققين فراهم مي

هاي نوين با توجه  بديهي است روش. مناسب را انتخاب نمايند
اد هدفمند را در سويه موردنظر ايج هايکه امكان تغييربه اين

                                                                 
1 Metabolic engineering  
2  Enantiopure 
3 Enterobacter cloacae 
4 galactose permease 
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 هاي بهبود فردي را براي تهيه سويه کنند ابزار منحصربه مي
 .گذارند يافته کارآمد در اختيار مي

 

 سپاسگزاری
حمايت مالي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست از 

رسيده است،   انجام هب 953و  500در قالب طرح  کهفناوري  
 .شودقدرداني مي

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 منابع
1.Bajwa, P. K., Phaenark, C., Grant, N., Zhang, X., Paice, M., Martin, V. J., Trevors, J. T. & Lee, H. 
Ethanol production from selected lignocellulosic hydrolysates by genome shuffled strains of 
Scheffersomyces stipitis. Bioresour Technol, 2011. 102(9):P. 965-9969. 
2.Balasubramanian, N. & Lalithakumari, D. Characteristics of protoplast inter, intra-fusant and 
regeneration of antagonistic fungi Trichoderma harzianum and Trichoderma viride. Afr. J. Biotechnol, 
2008.7. 
3.Bayer, E. A., Chanzy, H., Lamed, R. & Shoham, Y. Cellulose, cellulases and cellulosomes. Curr 
Opin Struct Biol, 1998.8:p, 548-557. 
4.Beguin, P.. Molecular biology of cellulose degradation. Annu Rev Microbiol, 1990, 44:P. 219-248. 
5.Bosco, F., Ruggeri, B. & Sassi, G. Performances of a trickle-bed reactor (TBR) for exoenzymes 
production by Phanerochaete chrysosporium: influence of superfacial liquid velocity. Chem. Eng. Sci, 
1999. 54:P. 3163-3169. 
6.Bowman, B. H., Taylor, J. W. & White, T. J. Molecular evolution of the fungi: human pathogens. Mol 
Biol Evol, 1992. 9:P. 893-904. 
7.Dillon, A. J. P., Camassola, M., Henriques, J. A. P., Fungaro, M. H. P., Azevedo, A. C. S., Velho, T. A. F. 
& Laguna, S. E. Generation of recombinants strains to cellulases production by protoplast fusion between 
Penicillium echinulatum and Trichoderma harzianum. Enzyme Microb Technol , 2008. 43:p. 403-409. 
8.Faison, B. D., Kirk, T. K. & Farrel, R. L. Role 
of veratryl alcohol in regulating ligninase activity in Phanerochaete chrysosporium. J Appl Environ 
Microbiol, 1986. 52:p. 251-254. 

9.Fang, X., Yano, S., Inoue, H. and Sawayama, S. Strain improvement of Acremonium cellulolyticus for 
cellulase production by mutation. J Biosci Bioeng, 2009.  107(3), :p.256-261. 
10.Gold, M. H. & Alic, M. Molecular biology of the lignin-degrading basidiomycete Phanerochaete 
chrysosporium. Microbiological reviews, 1993. 57:p. 605-622. 
11.Hatakka, A. I. & Uusi-Rauva, A. K. Degradation of 14C-labelled poplar wood lignin by selected white-
rot fungi. Eur J Appl Microbiol Biotechnol. 1983. 17:P: 235-242. 
12.Hubbe, M. A., Nazhad, M. & Sanchez, C. Composting as a way to convert cellulosic biomass and 
organic waste into high-value soil amendments: A review. BIORESOURCES, 2010. 5:P. 2808-2854. 
13.Ikram-ul, H., Ali, S., Qadeer, M. & Iqbal, J. Citric acid production by selected mutants of Aspergillus 
niger from cane molasses. Bioresour Technol, 2004. 93:p. 125-130. 
14.Jemaneh, Z. Xylanase production by the termite associated fungus, Termitomyces sp. and its role in the 
termite nest. AAU. 2007. 
15.Kapich, A. N., Jensen, K. A. & Hammel, K. E.. Peroxyl radicals are potential agents of lignin 
biodegradation. FEBS letters, 1999. 461:p. 115-119. 
16.Khattab, A. & Bazzara, W. Screening, mutagenesis and protoplast fusion of Aspergillus niger for the 
enhancement of extracellular glucose oxidase production. J Ind Microbiol Biotechnol.  2005. 32:P. 289-
294. 
17.Kirk, T. K. & Farrell, R. L. Enzymatic" combustion": the microbial degradation of lignin.  Annu 
Rev Microbiol, 1987. 41:P. 465-501. 
18.Kumar, R., Singh, S. & Singh, O. V.. Bioconversion of lignocellulosic biomass: biochemical and 
molecular perspectives. J Ind Microbiol Biotechnol, 2008. 35:P. 377-391. 
19.Li, L., Li, K., Wang, Y., Chen, C., Xu, Y., Zhang, L., Han, B., Gao, C., Tao, F. & MA, C. Metabolic 
engineering of Enterobacter cloacae for high-yield production of enantiopure (2R, 3R)-2, 3-butanediol 
from lignocellulose-derived sugars. METAB ENG, 2015. 28:P. 19-27. 
20.Li, X.h., Yang, H.J., Roy, B., Park, E.Y., Jiang, L.J., Wang, D. and Miao, Y.G. Enhanced cellulase 
production of the Trichoderma viride mutated by microwave and ultraviolet. Microbiol Res J Int, 
2010 .165(3), pp.190-198. 
21.Mielgo, I., Moreira, M., Feijoo, G. & Lema, J. Biodegradation of a polymeric dye in a pulsed bed 
bioreactor by immobilised Phanerochaete chrysosporium. Water Res. 2002, 36:P 1896-1901. 
22.Miyamoto, K.. Renewable biological systems for alternative sustainable energy production, 
J Sci Food Agric ISO. 1997 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.9
.3

3.
6.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
15

 ]
 

                            12 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.9.33.6.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1161-fa.html


تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره نهم  شماره سی و سوم - زمستان 1397 ، فاطمه تابنده و همکاران

21

 منابع
1.Bajwa, P. K., Phaenark, C., Grant, N., Zhang, X., Paice, M., Martin, V. J., Trevors, J. T. & Lee, H. 
Ethanol production from selected lignocellulosic hydrolysates by genome shuffled strains of 
Scheffersomyces stipitis. Bioresour Technol, 2011. 102(9):P. 965-9969. 
2.Balasubramanian, N. & Lalithakumari, D. Characteristics of protoplast inter, intra-fusant and 
regeneration of antagonistic fungi Trichoderma harzianum and Trichoderma viride. Afr. J. Biotechnol, 
2008.7. 
3.Bayer, E. A., Chanzy, H., Lamed, R. & Shoham, Y. Cellulose, cellulases and cellulosomes. Curr 
Opin Struct Biol, 1998.8:p, 548-557. 
4.Beguin, P.. Molecular biology of cellulose degradation. Annu Rev Microbiol, 1990, 44:P. 219-248. 
5.Bosco, F., Ruggeri, B. & Sassi, G. Performances of a trickle-bed reactor (TBR) for exoenzymes 
production by Phanerochaete chrysosporium: influence of superfacial liquid velocity. Chem. Eng. Sci, 
1999. 54:P. 3163-3169. 
6.Bowman, B. H., Taylor, J. W. & White, T. J. Molecular evolution of the fungi: human pathogens. Mol 
Biol Evol, 1992. 9:P. 893-904. 
7.Dillon, A. J. P., Camassola, M., Henriques, J. A. P., Fungaro, M. H. P., Azevedo, A. C. S., Velho, T. A. F. 
& Laguna, S. E. Generation of recombinants strains to cellulases production by protoplast fusion between 
Penicillium echinulatum and Trichoderma harzianum. Enzyme Microb Technol , 2008. 43:p. 403-409. 
8.Faison, B. D., Kirk, T. K. & Farrel, R. L. Role 
of veratryl alcohol in regulating ligninase activity in Phanerochaete chrysosporium. J Appl Environ 
Microbiol, 1986. 52:p. 251-254. 

9.Fang, X., Yano, S., Inoue, H. and Sawayama, S. Strain improvement of Acremonium cellulolyticus for 
cellulase production by mutation. J Biosci Bioeng, 2009.  107(3), :p.256-261. 
10.Gold, M. H. & Alic, M. Molecular biology of the lignin-degrading basidiomycete Phanerochaete 
chrysosporium. Microbiological reviews, 1993. 57:p. 605-622. 
11.Hatakka, A. I. & Uusi-Rauva, A. K. Degradation of 14C-labelled poplar wood lignin by selected white-
rot fungi. Eur J Appl Microbiol Biotechnol. 1983. 17:P: 235-242. 
12.Hubbe, M. A., Nazhad, M. & Sanchez, C. Composting as a way to convert cellulosic biomass and 
organic waste into high-value soil amendments: A review. BIORESOURCES, 2010. 5:P. 2808-2854. 
13.Ikram-ul, H., Ali, S., Qadeer, M. & Iqbal, J. Citric acid production by selected mutants of Aspergillus 
niger from cane molasses. Bioresour Technol, 2004. 93:p. 125-130. 
14.Jemaneh, Z. Xylanase production by the termite associated fungus, Termitomyces sp. and its role in the 
termite nest. AAU. 2007. 
15.Kapich, A. N., Jensen, K. A. & Hammel, K. E.. Peroxyl radicals are potential agents of lignin 
biodegradation. FEBS letters, 1999. 461:p. 115-119. 
16.Khattab, A. & Bazzara, W. Screening, mutagenesis and protoplast fusion of Aspergillus niger for the 
enhancement of extracellular glucose oxidase production. J Ind Microbiol Biotechnol.  2005. 32:P. 289-
294. 
17.Kirk, T. K. & Farrell, R. L. Enzymatic" combustion": the microbial degradation of lignin.  Annu 
Rev Microbiol, 1987. 41:P. 465-501. 
18.Kumar, R., Singh, S. & Singh, O. V.. Bioconversion of lignocellulosic biomass: biochemical and 
molecular perspectives. J Ind Microbiol Biotechnol, 2008. 35:P. 377-391. 
19.Li, L., Li, K., Wang, Y., Chen, C., Xu, Y., Zhang, L., Han, B., Gao, C., Tao, F. & MA, C. Metabolic 
engineering of Enterobacter cloacae for high-yield production of enantiopure (2R, 3R)-2, 3-butanediol 
from lignocellulose-derived sugars. METAB ENG, 2015. 28:P. 19-27. 
20.Li, X.h., Yang, H.J., Roy, B., Park, E.Y., Jiang, L.J., Wang, D. and Miao, Y.G. Enhanced cellulase 
production of the Trichoderma viride mutated by microwave and ultraviolet. Microbiol Res J Int, 
2010 .165(3), pp.190-198. 
21.Mielgo, I., Moreira, M., Feijoo, G. & Lema, J. Biodegradation of a polymeric dye in a pulsed bed 
bioreactor by immobilised Phanerochaete chrysosporium. Water Res. 2002, 36:P 1896-1901. 
22.Miyamoto, K.. Renewable biological systems for alternative sustainable energy production, 
J Sci Food Agric ISO. 1997 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.9
.3

3.
6.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
15

 ]
 

                            13 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.9.33.6.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1161-fa.html


22

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره نهم  شماره سی و سوم -  بررسی روش های ...

23.Nissen, T. L., Kielland-Brandt, M. C., Nielsen, J. & Vlladsen, J. Optimization of ethanol production in 
Saccharomyces cerevisiae by metabolic engineering of the ammonium assimilation. METAB ENG, 2000. 
2:P. 69-77. 
24.Ochi, K. From microbial differentiation to ribosome engineering. Biosci Biotechnol Biochem, 2007. 
71:P. 1373-1386. 
25.Parekh, S., Vinci, V. & Strobel, R. Improvement of microbial strains and fermentation processes. 
Appl Microbiol Biotechnol, 2000. 54:P. 287-301. 
26.Petranovic, D., Vemuri, G. Impact of Yeast Systems Biology on Industrial Biology. Biotechnol  2009. 
144:P. 204-211. 
27.Prabavathy, V., Mathivanan, N., Sagadevan, E., Murugesan, K. & Lalithakumari, D. Intra-strain 
protoplast fusion enhances carboxymethyl cellulase activity in Trichoderma reesei. Enzyme Microb 
Technol, 2006. 38:P. 719-723. 
28.Solis, S. & Flores, M.. Improvement of pectinase production by interspecific hybrids of Aspergillus 
strains. Lett Appl Microbiol, 1997. 24:P. 77-81. 
29.Suto, M. & Tomita, F.. Induction and catabolite repression mechanisms of cellulase in fungi. J Biosci 
Bioeng, 2001. 92:P. 305-311. 
30.Tabandeh, F., Roaiaee, M., Bambai, B., Molaie M., Ghasemi, F.  
 Isolation and identification of bagasse degrading fungi; Iranian Journal of Biology, 2009. 22:P.  442-452. 
31.Takashima, S., Ilkura, H., Nakamura, A., Hidaka, M., Masaki, H. & Uozumi, T. Overproduction of 
recombinant Trichoderma reesei cellulases by Aspergillus oryzae and their enzymatic properties. J 
Biotech, 1998. 65:P. 163-171. 
32.Tate III, R. L. Soil microbiology, John Wiley and Sons. 1995 
33.Thongekkaew, J., Ikeda, H., Masaki, K. & Iefuji, H. An acidic and thermostable carboxymethyl 
cellulase from the yeast Cryptococcus sp. S-2: purification, characterization and improvement of its 
recombinant enzyme production by high cell-density fermentation of Pichia pastoris. Protein Expr Purif, 
2008. 60:P. 140-146. 

 
34.Verma, N., Bansal, M. & Kumar, V. Protoplast fusion technology and its biotechnological applications. 
Chem Eng Trans 2008.  14:P. 1-13. 
35.Wei, W. & Xianghua, W. Expression of lignin peroxidase H2 from Phanerochaete chrysosporium by 
multi-copy recombinant Pichia strain. J Environ Sci.  2009. 21:P. 218-222. 
36.Zaldivar, M., Velasqez, J. C., Contreras, I. & Perez, L. M. Trichoderma aureoviride 7-121, a mutant 
with enhanced production of lytic enzymes: its potential use in waste cellulose degradation and/or 
biocontrol. Electron J Biotechnol, 2001 .4: 13-14. 

 

 
 
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.9
.3

3.
6.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
15

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.9.33.6.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1161-fa.html
http://www.tcpdf.org

