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  C5 شده برای مصرف قندهای مهندسیساکارومایسس سرویزیه 
1

 

 کیانا اکبری

 دانشگاه آزاد اسلامیمترجمی زبان واحد الکترونیکی  كارشناسیمقطع  دانشجوی

 

  دهیچک
 ریتخم قیاز طر هیپا ستیمحصولات ز دیتول ندیدر فرا یدیكل یارهایاز مع یدیتول یها هیدر سو یکیمتابول یو استوار یکیژنت یداریپا

 از یكننده اتانول صنعت دیتول هیسو کیدر  ها یژگیو نیپژوهش، ا نی. در اندیآ یشمار م به یصنعت اسیدر مق یکروبیم

Saccharomyces cerevisiaeیزمان قندها هم ریتخم منظور ه، كه ب D-xylose و L-arabinose   ادغام  قیهمراه با گلوكز از طر

قرار گرفت. با  یشده بود، مورد بررس یمهندس  (C5) پنتوز یقندها نیاستفاده از ا یبرا یمحور یها از ژن یكپ نیچند یكروموزوم

-D شاهده شد كه مصرفم كند، یم یساز هیرا شب یبلندمدت صنعت ریتخم طیشده كه شرا كنترل ورآكتوریدر ب ینوبت یها استفاده از كشت

xylose و L-arabinose از حضور  یناش رسد ینظر نم نوسانات به نی. اشود یم یتوجه از حدود نسل پنجاهم به بعد دچار نوسانات قابل

 یها آن كاهش تعداد نسخه لیظاهر شدند و دل صددر 1.۱كمتر از  یبا فراوان یمتوال یها باشند كه در طول كشت C5 مصرف كم یها كلون

، كه سطح RAD52 ادیز ایكم  انیبا ب شده یغن یها تیرجمعیز ن،یهمچن .بود C5 یجذب قندها ریمس یها میرمزكننده آنز یها ژن ترانس

 یها سمیمکان دهد ینشان ندادند، كه نشان م C5 در جذب قند یهمولوگ گزارش شده است، نقص یبیآنها متناسب با نرخ نوترك انیب

، كه سطح RAD52 ادیز ایكم  انیبا ب شده یغن یها تیرجمعیز ن،یهمچن .ها باشند ژن ترانس یوع تعداد كپممکن است مسئول تن یگرید

 یگرید یها نقش سازوكار انگرینشان ندادند، كه ب C5 در جذب قند یهمولوگ گزارش شده است، نقص یبیآنها متناسب با نرخ نوترك انیب

 یمخمر صنعت کیرا در  یکیو متابول یکیژنت یها یداریپژوهش، وجود ناپا نیمجموع، ا ها است. در ژن ترانس یها تعداد نسخه رییدر تغ

بر عملکرد  یشتریب یمنف راتیتأث توانند یتر م سخت یصنعت طیبودند، اما در شرا فیخف یشگاهیآزما طیكه هرچند در شرا دهد ینشان م

 .كنند جادیا یدیتول

 یکیمتابول یداریاتانول قرمز، ناپا نوز،یآراب لوز،یهمولوگ، زا یبیمخمر، نوترك یصنعت هیسو ،یکیتژن یداریپا ،یپیفنوت یناهمگن: یدیکل واژگان
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Genomic and metabolic instability during long-term fermentation of an industrial Saccharomyces cerevisiae 

strain engineered for C5 sugar utilization 
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 مقدمه-1

هایی كه از طریقق مهندسقی متابولیقک بقرای تولیقد محصقولات زیسقتی از منقابع          پایداری ژنتیکی و متابولیکی میکروارگانیسم

 (.۲4۲۲اولسقون و همکقاران،   )رود  فناوری نوین به شمار مقی  زیست شوند، یکی از موضوعات اساسی در تجدیدپذیر طراحی می

طور كلی پذیرفته شده است كه بار متابولیکی ناشی از بیان مسیرهای بیگانه یا مصنوعی و نیز سمیت احتمالی ناشی از تجمع  به

تغییرات ژنقوتیپی و فنقوتیپی را   خودی  ترین عواملی هستند كه ظهور خودبه های حد واسط یا محصولات نهایی، از مهم متابولیت

 (.۲41۲؛ راگبیورگ و سامر، ۲414راگبیورگ و همکاران، )كنند  تحریک می

توانقد   اند؛ زیرا این ناپایقداری مقی   خوبی شناخته نشده های تولیدكننده هنوز به با این حال، سازوكارهای زیربنایی ناپایداری سویه

تقر   ی ناپایداری سویه را پیچیده كنش میان این دو عامل، مطالعه و كنترل پدیده ممنشأ ژنتیکی یا غیرژنتیکی داشته باشد، و بره

شقوند، اغلقب در    هایی كه با مسیرهای مصقنوعی یقا مقدارهای ژنتیکقی مهندسقی و طراحقی مقی        سویه (.۲4۲1كاپ، )سازد  می

ی ژنتیکی، بار متقابولیکی، عقدم تعقادل    دهند؛ این امر ناشی از ناپایدار تخمیرهای بلندمدت، فنوتیپ تولیدی خود را از دست می

 (.۲4۲3مو و ژانگ، )ها و كوفاكتورها و تجمع تركیبات سمی است  میان آنزیم

انقد، جقایی كقه افقزایش فراوانقی درص عناصقر متحقر  در         ها متمركز بوده مطالعات پیشین عمدتاً بر پایداری ژنتیکی در باكتری

( عامقل  ۲414راگبیقورگ و همکقاران،   )ها  ( یا كروموزوم۲4۲3ایک و همکاران، ه)ژن موجود بر روی پلاسمیدها  های ترانس ژن

هقا   پوزازهقای متنقاظر آن   اصلی كاهش توان تولیدی تلقی شده است. در نتیجه، حذف انتخقابی ایقن عناصقر متحقر  و تقرانس     

 (.۲4۲3هایک و همکاران، )های باكتریایی صنعتی باشد  تواند راهبردی مؤثر برای تثبیت سویه می

عنقوان   بقه  (Homologous Recombination – HR) ، فرآیند نوتركیبی همولوگSaccharomyces cerevisiaeدر 

؛ دو مقول و  ۲4۲1لی و همکقاران،  )ترین سازوكارهای ژنتیکی منجر به از دست رفتن توان تولید گزارش شده است  یکی از مهم

خوبی نشان داده شده  ( به۲4۲4دامبروزیو و همکاران، )گلوكوزید -β-یلینویژه در مورد تولید وان این پدیده به (.۲4۲3همکاران، 

هقای   ی كدُكننقده آنقزیم   های بیگانقه  دلیل حذف آسان ژن های تولیدی به در سویه HR است. در اغلب موارد، ناپایداری ناشی از

راگبیقورگ و  )انقد   ر ژنقوم ادغقام شقده   ای و با پروموترها و ترمیناتورهای یکسقان د  صورت چندنسخه مسیر متابولیکی است كه به

 (.۲41۲سامر، 

ها نیز مورد توجه قرار گرفتقه اسقت كقه ایقن امقر بقه        علاوه بر ناپایداری ژنتیکی، در دهه اخیر منابع غیرژنتیکی ناپایداری سویه

یکروبی كلونقال اسقت   های م شود. نکته قابل توجه، ناهمگونی متابولیکی با سلول ها نسبت داده می جمعیتی سلول ناهمگنی درون

های متابولیکی متفاوت هستند، در مطالعات مختلقف گقزارش شقده     ( و جریان۲41۲شیائو و همکاران، )كه در سطوح متابولیت 

برای مثال، ناپایداری متابولیکی در یک مخمر تولیدكننده نارینجنین كه توسط ادغام چندین  (.۲411دلوینی و همکاران، )است 

 (.۲4۲4لو و همکاران، )نسل به سرعت كاهش یافت  ۲44آشکار شد كه در آن تولید نارینجنین پس از  ژن مهندسی شده بود،

هقایی كقه    هقای تولیدكننقده از طریقق حقذف سقلول      سقازی جمعیقت   یک استراتژی شامل حفظ مزیت رشد انتخابی برای غنقی 

حفقظ كقرد. عوامقل مقؤثر از نقویز مولکقولی درون       نسل  3۲1نارینجنین را تا  تیتر از ٪۲4/۲كنند،  نارینجنین كمتری تولید می

( متغیر اسقت. راهبقردی   ۲4۲4شرایبر و آكرمن، )( تا عوامل محیطی ۲414تاخاویو و هاینمون، )سلولی شامل بیان ژن تصادفی 

د، شقون  تقر تقویقت مقی    های با تولید پقایین  های تولیدكننده از طریق حذف سلول كه در آن با حفظ مزیت رشد انتخابی، جمعیت

توانقد از نقویز مولکقولی     درصد از سطح تولید را حفقظ كنقد. عوامقل سقببی ایقن پدیقده مقی        ۲4/۲نسل حدود  3۲1توانست تا 
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متغیقر باشقد.    (۲4۲4شرایبر و آكرمن، )( تا تغییرات محیطی ۲414تاخاویو و هاینمون، )ها  سلولی شامل بیان تصادفی ژن درون

تواند به ناهمگنی در نرخ نوتركیبی در میان  ( می۲414كاپ، )و نوتركیبی  DNA ترمیمهای دخیل در  ویژه، نویز در بیان ژن به

 (.۲41۲؛ لیو و همکاران، ۲41۲آپهوف و همکاران، )ها منجر شود  سلول

برابر در جمعیت كلونی ساكارومایسقس سقرویزیه    14تواند تا  می HR خودی برای مثال، ما اخیراً گزارش دادیم كه میزان خودبه

كقه در مراحقل اولیقه     RAD52 ماننقد )طقور مسقتقیم    گذارند، چه به تأثیر می HR هایی كه بر فعالیت به سطح بیان ژن بسته

كه در بلوغ قطعات اوكاسقاكی دخیقل اسقت( متفقاوت      RAD27 مانند)طور غیرمستقیم  دخیل است( و چه به HR مسیرهای

زا  تواند هم موجب ظهور رفتارهای سازشی تحقت شقرایط تقنش    می HR این ناهمگنی وابسته به (.۲41۲لیو و همکاران، )باشد 

 .های با عملکرد پایین را تسهیل كند شود و هم بروز واریانت

زایلقوز  ) C5 زمان قندهای در این پژوهش، پایداری ژنومی و متابولیکی یک سویه صنعتی تولیدكننده اتانول كه برای تخمیر هم

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد كه از حدود نسل پنجاهم به بعد، نرخ مصقرف   و آرابینوز( با گلوكز مهندسی شده است،

هقایی بقا    ای در سطح جمعیت مشاهده شود. افزون بر ایقن، كلقون   كه تغییر ژنومی عمده آن زایلوز و آرابینوز دچار نوسان شد، بی

ها نشان داد كه فنوتیپ این  داسازی شدند. بررسیكاهش یا از دست رفتن كامل توانایی در مصرف این قندها از جمعیت كلی ج

هقا   است. هرچند فراوانی این كلون C5 ژن در مسیر مصرف قندهای های ترانس های ژن ها ناشی از تغییر در تعداد نسخه واریانت

هش ظرفیقت  تر و در شرایط سخت صقنعتی بقه كقا    های طولانی تواند در بازه درصد جمعیت بود، ولی این رخداد می1/۱كمتر از 

 .تخمیری این قندها منجر شود

 ها مواد و روش .۲

 های کشت ها، پلاسمیدها و محیط سویه .۲-1

لسقافر  )( ۲41۲؛ جنقروز و همکقاران،   ۲413دیتقز،  ) (S. cerevisiae HDY.GUF12) ها با استفاده از سقویه  تمام آزمایش

-CRISPRبا استفاده از استراتژی  RAD52-YFP-tdTomato حاوی تركیب HDY.GUF12 سویه .فرانسه( انجام شد

Cas9 ( ،به دست آمقد. پلاسقمید  ۲41۲رایان و همکاران ) pCas9-amdSYM      بقا كپقی بقالا تمشقتق شقده از pML107 

 كنقد و حامقل یقک كاسقت بیقان      را بیان می Cas9 ([، كه به طور مداوم ژن كد كننده اندونوكلئاز۲41۱لاوگری و همکاران، )

RNA راهنما (gRNA)  ،برای تبدیل سویهاست HDY.GUF12  كننقده حقاوی   ی تقرمیم  استفاده شد. یک قطعقه YFP-

tdTomato-SpHis5 هققایی بققا و همولققوژی RAD52  از سققویهJA0241 ( ،۲41۲لیققو و همکققاران )(آغازگرهققای 

GATCCCAAA TACCAGGCACA  وCATAGTTCAATTGCGTGACATC)   تکثیر شد و برای تقرمیم

 افقزار آنلایقن   بقا اسقتفاده از نقرم    gRNA استفاده شد. توالی هدف Cas9 وسط اندونوكلئازای ایجاد شده ت شکستگی دو رشته

CRISPR-direct  3شناسایی و در ناحیه′UTR ژن RAD52 قرار داده شد. اتصال توالی كاست بیان gRNA به پلاسمید 

pCas9-amdSYM با استفاده از لیگاز DNA T4 ترانسقفورم   (۲413دیتز، )روش  های مخمر با استفاده از انجام شد. سلول

گرم در لیتر پایه نیتروژن مخمر بدون اسقیدهای آمینقه و    1/۲)استامید  YNB های ترانسفورم شده روی صفحات شدند. سلول

 amdSYMگلوكز( بقه عنقوان كاسقت    -D گرم در لیتر ۲4گرم در لیتر استامید و  K2SO4 ،۲/۲گرم در لیتر  ۲/۲نیتروژن، 

 (.۲413اسقکالانته و همکقاران،   -سقولیس )دهقد   نایی استفاده از استامید را به عنوان تنها منبع نیتروژن میانتخاب شدند كه توا

تأیید شدند. یک محیط كشت مخمر معدنی مصنوعی اقتباس شقده   PCR ساختارهای سویه و پلاسمید با تکثیر و تعیین توالی

هقا   هقای سقریالی در میکروپلیقت    داده شده است، برای كشقت  شرح (1۲۲۲وردوین و همکاران، )از دستورالعمل وردوین كه در 

مقولار پتاسقیم    4/1برابر عناصر كمیاب بیشقتر از دسقتورالعمل اصقلی،     ۱، حاوی SHD2 استفاده شد. این محیط كشت، با نام
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تنظیم  pH 5/0 درآرابینوز بود و -L گرم در لیتر 11زایلوز و -D گرم در لیتر 13گلوكز، -D گرم در لیتر 1۲هیدروژن فتالات، 

گرم در لیتر عصقاره مخمقر بقود.     14گرم در لیتر باكتوپپتون و  ۲4گلوكز، -D گرم در لیتر ۲4حاوی  YPD محیط كشت .شد

گقرم در لیتقر سقولفات     ۱گرم در لیتر پایه نیتروژن مخمر بدون اسقیدهای آمینقه و نیتقروژن،     1/۲حاوی  YNB محیط كشت

 .های بعدی نشان داده شده است، تکمیل شد ور كه در بخشآمونیوم و با قندهای مناسب، همانط

 ای تخمیر دسته .۲-۲

گرم در  ۲۲زایلوز و -D گرم در لیتر ۲۲گلوكز، -D گرم در لیتر ۲4حاوی  ۲X YNBلیتر محیط كشت  میلی ۲۱4ها در  كشت

 144م زدن و دما بقه ترتیقب روی   سولاریس بایوتک سولوشنز( انجام شد. سرعت ه)لیتری  1آرابینوز در یک بیوراكتور -L لیتر

تقا زمقانی كقه تمقام     )ساعت اول  14حفظ شد. جریان هوا در  ۱/۱روی  pH گراد تنظیم شد و درجه سانتی 34دور در دقیقه و 

اعمقال شقود.    (N2 تزریقق )هقوازی   لیتر در دقیقه حفظ شد، قبل از اینکه شقرایط بقی   میلی 144گلوكز مصرف شود( با سرعت 

تلققیح شقدند و قبقل از تلققیح در      WT HDY.GUF12 كشت شبانه سقویه  از پیش OD = 0/1 ن دسته باها در اولی سلول

ای سریالی به صورت تکراری انجام شقد   های دسته ساعت كشت داده شدند. كشت 14اولیه، به مدت  OD دسته بعدی با همان

آوری شقدند تقا    هقا جمقع   ور مقنظم در طقول كشقت   ها به طق  دسته متوالی( برسد. نمونه 1۲) ۲۲دسته متوالی( یا  1۱) ۲4تا به 

هقا نیقز در محلقول گلیسقرول      های بیشتر انجام شود. در پایان هقر دسقته، سقلول    و تعیین مقدار متابولیت OD های گیری اندازه

 .گراد نگهداری شدند درجه سانتی -44ذخیره شده و در دمای 

 ها سازی سلول ها و مرتب کشت متوالی در میکروپلیت .۲-۳

-RAD52-YFP و WT هقای  سقویه )هقای سقلولی هقر سقویه      ها، سوسپانسیون های متوالی در میکروپلیت رای شروع كشتب

tdTomato) های شبانه در محیط كشت كه از پیش SHD2        444)ای  خانقه  14بقه دسقت آمقده بودنقد، در یقک فلاورپلیقت 

 34در دمقای   Beckman Coulter Bio lector Pro GmbH ها در تلقیح شدند. كشت (OD600 = 0/1 میکرولیتر در

بقرای   1-دقیققه  1444سقاعت بقا فركقانس تکقان دادن      ۲1، تحت شرایط تکثیر به مقدت  SHD2 گراد در محیط درجه سانتی

سقاعت آخقر بقا فركقانس تکقان       14اطمینان از سرعت بالای انتقال اكسیژن انجام شد. پس از آن، كشت در شرایط تولید برای 

میکرولیتر محیط كشت تازه برای كاهش سرعت انتقال اكسیژن انجام شد. پس از ایقن   444س از افزودن پ 1-دقیقه 444دادن 

 ها برداشت شدند و مایع رویی برای تجزیه و تحلیل بیشتر گیری شد، سلول اندازه (نانومتر ۲44) OD، (C0) چرخه كشت اولیه

HPLC  رسوب در گراد نگهداری شد، در حالی كه  درجه سانتی -۲4در دمایPBS      دوباره به حالقت تعلیقق درآمقد و قبقل از

هقا نیقز در محلقول گلیسقرول ذخیقره       گراد نگهداری شد. در این مرحله، سقلول  درجه سانتی -۲4ها در دمای  سازی سلول مرتب

-4)رشی بر اساس حالت سفا FACS Aria III ها با استفاده از گراد نگهداری شدند. سلول درجه سانتی -44شدند و در دمای 

لیقزر  ) YFP های فلورسقانس  ها بر اساس سیگنال میکرومتری مرتب شدند. یک گیت اول برای انتخاب سلول 4۱( با نازل 1۲-4

در  FSC-Area ( اعمال شد. بر اساس نمقودار ۱4۲/1۱نانومتر، فیلتر  ۱۲1لیزر ) tdTomato ( و۱34/34نانومتر، فیلتر  144

بندی سلولی مشقابه انتخقاب شقدند. در نهایقت، بقر       های منفرد با اندازه و دانه (، سلولنانومتر ۱۲1لیزر ) FSC-Heightمقابل 

تغییر )بالاترین  ٪14های منفرد با  (، سلول۱4۲/1۱نانومتر، فیلتر  ۱۲1لیزر ) YFP-tdTomatoاساس هیستوگرام فلورسانس 

-Rad52 سقطح فلورسقانس   (Rad52-low داده شقده بقه   نقام  تغییقر ) تقرین  پایین ٪14و  (Rad52-high نام داده شده به

YFP-tdTomato به طور همزمان مرتب شده و در PBS بازیابی شدند. سویه WT    هقای   سقلول )بدون این گیتینقگ نهقایی

سلول برای هر سویه[  ۱^14×  ۲تقریباً ]های بازیابی شده  ها، سلول جداسازی شد. پس از جداسازی سلول (WT ٪144منفرد 

چاهکی تلقیح شقوند.   14میکرولیتر از محیط كشت تازه به حالت تعلیق درآمدند تا در یک فلاورپلیت  444برداشت شدند و در 

سقاعت   14بندی شدند، به جز در مراحل زیر: شرایط تکثیر  برداری و طبقه كشت، نمونه C0 ها به عنوان چرخه كشت این سلول



 مطالعات علوم زیستی و زیست فناوری

33-14، صفحات 1141، پاییز 3، شماره 11دوره   

3۲ 

 

 Rad52 هقای بقا    بازیابی شدند، در حالی كه فقط سلولبالا Rad52 های بالا از كشت Rad52های با  طول كشید؛ فقط سلول

بالا یا پقایین غنقی شقدند.     Rad52 های با ها به ترتیب با سلول پایین بازیابی شدند، بنابراین كشت Rad52 های پایین از كشت

نسقل   ۲4انجقام شقد تقا بقه بقیش از       (WT بالا و سویه Rad52پایین،  Rad52) در مجموع نه چرخه كشت برای هر شرایط

 .برسد

 ای های نقطه های تکثیر و تجزیه و تحلیل رشد با سنجش آزمایش .۲-۴

 14زایلوز و -D گرم در لیتر 14گلوكز، -D گرم در لیتر ۲4حاوی  YNB سلول از یک كشت شبانه روی صفحات 1۱44حدود 

 گقرم در لیتقر   ۲4حاوی  YNB های هر صفحه با كشت تکثیر روی صفحات آرابینوز پخش شدند. سپس كلون-L گرم در لیتر

D- ،گرم در لیتر ۲4گلوكز D- گرم در لیتر ۲4زایلوز یا L-هایی كه رشد متفاوتی در محیط كشقت   آرابینوز منتقل شدند. كلون

ای بیشتر مورد تجزیه و تحلیل ققرار   های نقطه زایلوز و/یا آرابینوز نسبت به محیط كشت گلوكز نشان دادند، انتخاب و با سنجش

 ، در آب اسقتریل 1/14های سریالی  رشد داده شدند و قبل از ارسال به رقت YPD ها به مدت یک شب در صفحات آنگرفتند. 

MilliQ  میکرولیتقر( از هقر رققت روی صقفحات     ۱)لیتر به حالت تعلیق درآمدند. قطراتی  سلول در میلی ۲^14×  ۲با غلظت 

YNB  گرم در لیتر ۲4تازه تهیه شده حاوی D- ،م در لیتر گر ۲4گلوكزD-  گقرم در لیتقر   ۲4زایلوز یقا L-   آرابینقوز ققرار داده

 .گراد انکوبه شدند درجه سانتی 34شدند و در دمای 

 ها های تحلیلی برای متابولیت روش .۲-۵

هقای   های كشت میکرومتر( فیلتر شدند. نمونه 4/۲)با سرنگ  HPLC ها قبل از تجزیه و تحلیل با استفاده از مایعات رویی كشت

متصقل بقه    Aminex HPX-87H مجهز بقه سقتون   HPLC Agilent 1200 Series والی در میکروپلیت با استفاده ازمت

مجهقز بقه    Ultimate 3000یقا   HPLC Vanquish ها با استفاده از سیسقتم  ستون تجزیه و تحلیل شدند. سایر نمونه پیش

هقا، محلقول    شدند. برای همقه آزمقایش   ستون تجزیه و تحلیل متصل به پیش +REZEX ROA-Organic Acid H ستون

گراد كار  درجه سانتی ۱4دقیقه در دمای  14لیتر در دقیقه به مدت  میلی 4/۱بود كه با سرعت  H2SO4 مولار میلی ۱شوینده 

هقای اسقتاندارد    از روی منحنقی  Chromeleon افقزار  شناسایی و با استفاده از نقرم  RI كرد. تركیبات توسط یک آشکارساز می

 .ن مقدار شدندتعیی

 در زمان واقعی PCR های سنجش .۲-۶

DNA سازی ژنومی با استفاده از كیت خالص Master Pure Yeast DNA  استخراص و توسطNano Drop  گیقری   انقدازه

تعیقین شقد. مخلقو      Bio-Rad از MyIQ در زمقان واقعقی   PCRشد. تعداد كپی پنج ژن مورد نظر با اسقتفاده از سیسقتم   

میکرولیتر از هر پرایمر  iQ SYBR Green Supermix ،3 میکرولیتر بافر 1۲/۱میکرولیتر( حاوی  ۲۱ایی حجم نه)واكنش 

درجقه   ۲۱داشتن در دمای  بود. برنامه ترموسایکلینگ شامل یک مرحله نگه DNA نانوگرم 14نانومولار و  ۲۱4با غلظت نهایی 

درجقه   ۱۲ای در دمقای   ثانیقه  1۱گراد و  درجه سانتی ۲۱دمای  ای در ثانیه 14سیکل  14دقیقه و سپس  ۱گراد به مدت  سانتی

هقای   های كالیبراسیون با هر جفت آغقازگر روی رققت   ، منحنیCt گراد بود. برای مرتبط كردن تعداد كپی هر ژن با مقدار سانتی

تعیقین شقد و بقه مقا     به عنوان مرجقع   ACT1 انجام شد. تعداد كپی ژنوم ابتدا با استفاده از ژن WT از سویه DNAسریالی 

ها بقرای   كه تعداد كپی ژن WT های حاصل با شرایط اولیه سویه امکان محاسبه تعداد كپی هر ژن مورد نظر را داد. سپس داده

 .سازی شدند آن مشخص است، نرمال
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 تعیین توالی ژنوم .۲-۷

ژنومی با  DNA .به دست آید سلول ۲^14كشت داده شدند تا  YPD ها مستقیماً از گلیسرول استو  در محیط كشت سلول

های مخمر بقا اصقلاحات زیقر اقتبقاس      كشت خون و سلول طبق پروتکل سازنده كه برای سلول DNA Midi استفاده از كیت

ساعت ادامه یافقت؛   3به مدت  K ( هضم پروتئیناز۲)ساعت ادامه یافت؛  ۲هضم لیتیکاز به مدت  (1) :شده است، استخراص شد

میکرومتقر( قبقل از    4/۲)دقیقه و با فیلتر كردن مایع رویقی   ۲4گرم به مدت  ۱444سانتریفیوژ در سرعت ( بقایای سلولی با 3)

 ۱444رسوب داده شده در ایزوپروپانول با سانتریفیوژ در سقرعت   DNA (1)اعمال به نو  ژنومی متعادل، رسوب داده شدند؛ 

درجقه   3۲ر دمقای  د دقیققه  34 مقدت  بقه  شقد،  شسقته  ٪۲4دقیقه رسوب داده شد، دو بقار در اتقانول سقرد     ۲4گرم به مدت 

 تعیین كمیت شد و كنترل كیفیت آن با NanoDrop توسط DNA .حل شد EB گراد خشک شد و یک شب در بافر سانتی

Qubit و Fragment Analyzer یقابی   های طولانی و بلادرنقگ در پلتفقرم تقوالی    مولکولی با خوانش یابی تک تأیید شد. توالی

 سقازی  بقا اسقتفاده از یقک كیقت آمقاده      SMRTBell انجقام شقد. كتابخانقه    PacBio Sequel IIیاب  با یک توالیجنتیان 

SMRTbell 3.0 تهیه شد. DNA  هقای  میکروگرم( از هر سویه با اسقتفاده از لولقه   1)ژنومی g    بقرش داده شقد و قطعقات 

DNA  ًكیلوبایتی تولید شد 14تقریبا. DNA هقای تقک    های آنزیمی منتقل شد تا برآمقدگی  اكنشژنومی برش داده شده به و

-A وجود داشته باشد، ترمیم شود. یک واكقنش  DNA ای حذف شوند و هرگونه آسیبی كه ممکن است در ستون فقرات رشته

tailing و به دنبال آن اتصال آداپتور برآمدگی باركددار برای تولید الگوهای SMRT Bell    ،انجام شد. پقس از تیمقار نوكلئقاز 

انتخقاب شقد و بقرای بدسقت آوردن      AMPure ٪3۱بقا غلظقت    PB هقای  كیلوبایقت بقا مهقره    ۱نمونه بقرای قطعقات بقالای    

یقابی بقا    آمقاده تقوالی   SMRTBell مولار انجام شد. یک كمقپلکس پلیمقراز   كیلوبایت، تکثیر هم 14های نهایی حدود  كتابخانه

 ۲4برای بارگذاری یک كتابخانقه   PacBio Sequel جاد شد. دستگاهای Sequel II 3.2 و پرایمر 3/۲استفاده از كیت اتصال 

سقاعت   Sequencing Plate 2.0 ،۲ ، بقا PacBio SMRTcell 8M روی CCSریزی شد و در حالقت   بعد از ظهر برنامه

 .یابی شد ، توالیSMRTcell ساعته به ازای هر 1۱گسترش و بدست آوردن یک فیلم  زمان پیش

 تیکتحلیل بیوانفورما .۲-۸

شقده از   اصقلاح  CCS هقای  فقر،، بقرای تولیقد داده    ، با پارامترهقای پقیش  smrttools ( از مجموعه۲/3/4نسخه ) CCSابزار 

برای به  hifiasm پلکس شدند. مونتاژ با مالتی به ازای هر نمونه دی lima ها با استفاده ازCCS های خام استفاده شد. این داده

 S288C در برابر سقویه مرجقع   nucmer ای دیپلوئید انجام شد. هر كانتیگ با استفاده ازه دست آوردن دو هاپلوتیپ از سویه

، یقک نقام كرومقوزومی بقه هقر      hifiasm هقای  و مجموعه S288C توان بر اساس درصد تشابه بین ترازبندی شد. بنابراین، می

 سقویه )جموعقه مرجقع دیپلوئیقدی    هقا بقا م   هقای خقوانش   تراز كردن مجموعقه  برای هم pbmm2 كانتیگ اختصاص داد. ابزار

RAD52-YFP-tdTomato) استفاده شد. خط لوله pbsv های ساختاری با حداقل اندازه تنظقیم شقده    برای فراخوانی گونه

 .آوری و تجزیه و تحلیقل شقدند   جمع VCFtools مختلف با استفاده از vcf های فراخوانی در دو نوكلئوتید استفاده شد. فایل

SV شده با استفاده از های مختلف یافت IGV تجسم و تأیید شدند. 

 نتایج و بحث .۳

 در طااول تخمیاار طااوتنی ماادت یااک سااویه صاانعتی    C5 شناسااایی ناپایااداری قاا   قنااد   .۳-1

تولیدكننده اتانول صنعتی انجام شد. این سویه از سویه  HDY.GUF12 تخمیر طولانی مدت قند به اتانول با استفاده از سویه

 زایلوز و-D( مشتق شده است كه قبلاً به صورت متابولیکی برای تخمیر ۲4۲1جاكوبوس و همکاران، ) ®Red دیپلوئید اتانول

L-های جذب قند های كدكننده آنزیم آرابینوز با چندین درص كروموزومی ژن C5 سقازی تخمیقر    و مهندسی تکاملی برای بهینه
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 و Dupl.1) ( مهندسی شده بود. این سویه به صورت تکقراری ۲413؛ دیمکه، ۲413دیتز، )همزمان این قندها به همراه گلوكز 

Dupl.2)  هقا از   نسل بود رشد داده شد، كقه تقریبقاً بقا تعقداد نسقل      144ای متوالی كه مربو  به حدود  بیوراكتور دسته 1۲در

شید كه شامل یک ساعت طول ك 14هر دسته  (.۲41۲راگبیورگ و سامر، )تلقیح اولیه تا فرآیند تخمیر صنعتی مطابقت داشت 

ساعت طول كشید و در طی آن گلوكز به طور كامل مصقرف شقد و بقه دنبقال آن یقک مرحلقه        14مرحله هوازی بود كه حدود 

نشان داده شده است،  1Cو  1Bهای  هوازی بود كه در طی آن زایلوز و آرابینوز به اتانول تخمیر شدند. همانطور كه در شکل بی

شروع شد و از مصرف كم تا مصرف كل متغیر بود. همین رونقد   ۱4ها نوسان داشت، از نسل  هبین دست C5 مصرف این قندهای

درصد قندهای مصرف شقده در كقل    ۱4تا  1۱علاوه بر این، بازده اتانول در محدوده .(D1شکل )برای تولید اتانول مشاهده شد 

های متوالی  ول جمعیت سلولی گرفته شده در دستههمچنین تأیید شد كه تحمل اتان .(E1شکل )گیری شد  دسته متوالی اندازه

با اثر سمی ناشی از تولید بالای اتانول مقرتبط نیسقت،    C5 دهد نوسانات مشاهده شده در مصرف قابل مقایسه بود، كه نشان می

 .بلکه به دلیل تفاوت در توانایی مصرف زایلوز و آرابینوز است

كامل زایلوز و آرابینوز را با این سویه در سایر شقرایط آزمایشقگاهی گقزارش    با مطالعات قبلی كه مصرف  C5 این الگوی مصرف

بینقی در مصقرف    با این وجود، بعید است كه این نوسانات بسیار متغیر و غیرقابل پقیش  (.۲413دیتز، )كرده بودند، در تضاد بود 

های ژنتیکی حاوی این صفت فنقوتیپی   ای برای تولید گونه دستهمنشأ ژنتیکی داشته باشند، زیرا مدت زمان هر تخمیر  C5 قند

ای انجقام شقد،    های حاصل از چهقار كشقت دسقته    یابی طولانی كل ژنوم كه بر روی نمونه این موضوع با توالی .بسیار كوتاه است

سقانات فنقوتیپی كقه    های آزمایش شده در سقطح جمعیقت نشقان نقداد. بنقابراین، نو      تأیید شد كه هیچ تفاوت ژنومی بین نمونه

زا  هقای درون  های تراریخته یا سقایر ژن  توانند سطح بیان ژن ژنتیکی باشد كه می تواند ناشی از رویدادهای اپی مشاهده كردیم می

 (.۲4۲4فرانسوا و همکاران، )را تعدیل كنند  C5 دخیل در مصرف قند

هقای تخمیقر متقوالی، مقا را بقر آن داشقت تقا وجقود          در طول دوره C5 این نتیجه غیرمنتظره در مورد مصرف نوسانی قندهای

هقای   هایی را در جمعیت با ظرفیت متفاوت برای متابولیزه كردن این قندها بررسی كنیم. برای این منظور، نمونقه  احتمالی كلون

در هقر   كلقون مجقزا   1444های حاوی گلوكز، زایلوز و آرابینوز پخش شدند تقا حقدود    سلولی از هشت دسته مختلف روی پلیت

های كشت حاوی گلوكز، زایلوز یا آرابینوز تکثیر شدند. این آزمایش چندین كلون را كقه رشقد    دسته به دست آید كه در محیط

هقای سقلولی متقوالی، بیشقتر      دادند، آشکار كرد كه با ردیابی رقت متفاوتی روی زایلوز و/یا آرابینوز در مقایسه با گلوكز نشان می

دادنقد، جداسقازی شقدند و تقا      را نشان مقی  C5 كلون كه تغییر در جذب قند 3۲ار گرفتند. در مجموع مورد تجزیه و تحلیل قر

دو سوم آنها از نظر توانایی رشد روی زایلوز و  .(A ۲شکل )دادند  تشکیل می را دسته هر در شده آزمایش های كلون كل از 1/۱٪

(  ۲Bشقکل  )ها تأیید شقد   گرفتند. این تغییر در نه مورد از این كلون همه آنها از نظر توانایی رشد روی آرابینوز تحت تأثیر قرار

ساعت كشت، در مقایسه با سقویه اولیقه و جمعیقت انبقوه      ۲1و تولید اتانول پس از  C5 كه كاهش قابل توجهی در مصرف قند

هقا   بازده اتانول این كلقون دهد  همبستگی داشت، كه نشان می C5 به ویژه، تولید اتانول با مصرف قند (C ۲شکل )نشان دادند 

 .، بدون تغییر باقی مانده استC5 صرف نظر از سطح مصرف قند
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 1شکل 

های سریالی انجام شده در  الف( كشت)ای.  های متوالی دسته ناهمگونی در مصرف زایلوز و آرابینوز و تولید اتانول در كشت

( به طور منظم برای تجزیه و Dupl.2و  Dupl.1)موازی ها از دو كشت  نسل. نمونه ۲۲ای برای رسیدن به  رآكتور دسته

ه( بازده )ها.  ( در طول كشتD)( و اتانول C)(، آرابینوز B)گیری زایلوز خارص سلولی  آوری شدند.اندازه های بعدی جمع تحلیل

تعداد كل كربن مصرف های هر دسته تخمین زده شده و با تقسیم تعداد كل كربن تولید شده بر  گیری اتانول از آخرین اندازه

 شده از گلوكز، زایلوز و آرابینوز محاسبه شده است.

ها  ژن های صنعتی به دلیل تنوع تعداد کپی ترانس در قمعیت انبوه سویه C5ی کم  های تخمیرکننده کلون ۳.۲

 هستند.

ی  تواند نتیجه عیت انبوه میبا مصرف كم در جم C5های جدا شده از قندهای  ما این سوال را مطرح كردیم كه آیا وجود كلون 

های حفظ شده در این مطالعه،  های دخیل در متابولیسم آنها باشد یا خیر. از آنجایی كه بیشتر كلون ژن از دست دادن ترانس

های  ژن به عنوان روش مناسب برای تعیین تعداد كپی ترانس RT-PCRفنوتیپ كم مصرف آرابینوز را نشان دادند، از روش 

سازی استفاده شد  به عنوان مرجعی برای نرمال ACT1استفاده شد و از  araTو  araA ،araB ،araDابینوز مرتبط با آر

شیروانی و )شود  كمی مطلق برای تعیین تعداد كپی ژن در مخمر تراریخته استفاده می PCR(، زیرا در حال حاضر از 3شکل )

 (.۲4۲4همکاران، 

ریبولوكیناز را -Lكه  araBها كاهش یافته است، به طوری كه  داد كپی این ژنگزارش شده است، تع 3همانطور كه در شکل 

كه ایزومراز آرابینوز را  araAها(، و پس از آن  به دو كپی در بیشتر كلون ۱یعنی از )كند بیشترین تأثیر را پذیرفته است  كد می
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كه ناقل  araTقرار دارند، در حالی كه تعداد كپی  كند، ریبولوز به زایلوز را كد می-Lكه اپیمراز تبدیل  araDكند و  كد می

با تعداد كپی ترانسژن  C5كند هیچ تغییری نشان نداد. كارهای قبلی نشان داده است كه میزان جذب قند  آرابینوز را كد می

تواند  یم میهای مرتبط با آرابینوز كه مشاهده كرد دهد كاهش تعداد كپی ترانسژن (، كه نشان میDietz, 2013)مرتبط است 

های نادر در جمعیت، اصلاح ژنومی را  های جدا شده توضیح دهد. بنابراین، در طول كشت، سلول مصرف را در كلون فنوتیپ كم

 تأثیر گذاشت. C5نشان دادند، حداقل در تعداد كپی ترانسژن، كه بر توانایی آنها در مصرف قندهای 

یابی اولیه ژنوم ما در سطح جمعیت جان سالم  را كه از توالی C5قندهای  های كم مصرف روی هم رفته، این نتایج وجود كلون

كردند. علاوه بر این،  كل جمعیت تجاوز نمی ٪1.۱ها كه از  اند، آشکار كرد، احتمالاً به دلیل فراوانی كم این كلون به در برده

دهد این  متوالی تغییر نکرد، كه نشان میهای تخمیر  از نظر آماری در طول دسته C5های كم مصرف قند  فراوانی این كلون

توان رد كرد كه در  ثباتی ژنتیکی ذاتی سویه مهندسی شده باشد. با این وجود، نمی رویداد نادر ممکن است ناشی از بی

به ازای  C5هوازی، افزایش یابد، با توجه به اینکه تأمین انرژی از قندهای  ها، به ویژه در شرایط بی درازمدت، فراوانی این گونه

توانند نسبت به  دهند، می را از دست می C5هایی كه تخمیر  كمتر از گلوكز است. بنابراین، سلول ٪1۲.۱هر مول قند 

كنند، از نظر تناسب اندام برتری داشته باشند. وجود این سطح پایینِ فرضیِ ناپایداری  هایی كه این توانایی را حفظ می سلول

تر  ویژه در بیوراكتورهای صنعتی كه شرایط كشت سختگیرانه ه رانش ژنتیکی در جمعیت شود، بهتواند منجر ب ژنتیکی پایه می

 است.
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 ۲شکل 

های شناسایی شده در هر دسته آزمایش شده  الف( خلاصه تعداد كلون)های متوالی.  های جدا شده از كشت های كلون فنوتیپ

های سریالی سوسپانسیون سلولی  گذاری رقت های لکه ب( سنجش)ند. ده كه نقص رشد روی زایلوز و/یا آرابینوز را نشان می

گیری  ص( اندازه)گرم در لیتر برای نه كلون انتخاب شده.  ۲4حاوی قند مشخص شده در غلظت نهایی  YNBروی صفحات 

-Dگرم در لیتر  13گلوكز، -Dگرم در لیتر  1۲حاوی  YNBساعت در محیط  ۲1زایلوز، آرابینوز و اتانول خارص سلولی پس از 

 (.n = 2)آرابینوز برای نه كلون انتخاب شده -Lگرم در لیتر  11زایلوز و 

 دهد. کنند، ناپایداری ژنومی را افزایش نمی را بیان می Rad52هایی که سطوح باتی  سازی در سلول .غنی ۳.۳

رود این  انتظار می (.۲413همکاران، و  Zhang)است  HR( عمدتاً به دلیل رویدادهای CNV)در مخمر، تغییرات تعداد كپی  

های بیان  شوند یا جایی كه پروموترها و ترمیناتورهای یکسان در كاست ها در چندین كپی وارد می رویدادها زمانی كه تراریخته

دهند و  های تکراری را تشکیل می ( زیرا آنها توالیS1شکل تکمیلی )وجود دارند، بیشتر رخ دهند  HDY.GUF12مانند 

خود به  HRقبلاً نشان داده شده است كه میزان  (.۲44۲و همکاران،  Hastings)مشاهده شده باشند  CNVتوانند مسئول  می

همبستگی مثبت دارد  RAD52مانند  HRهای دخیل در فعالیت  با سطح بیان ژن S.cerevisiaeخودی در جمعیت كلونی 

(Liu  ،۲41۲و همکاران.) 

كنند و  كنند، تغییرات ژنومی بیشتری را انباشته می بیشتری بیان می RAD52هایی كه  تبرای بررسی اینکه آیا زیرجمعی

سازی منظم  سازی سلولی متوالی را انجام دادیم كه شامل غنی دارند، ما مرتب C5هایی در جذب قند  بنابراین همزمان نقص

ها كشت داده شدند و بر  متوالی در میکروپلیت ها به طور بالا یا پایین بود. سلول Rad52كننده  های بیان جمعیت در سلول

مرتب شدند. نه چرخه  RAD52در جایگاه اصلی  '۱در  YFP-tdTomatoبه لطف ادغام كاست گزارشگر  Rad52اساس بیان 

های با كمترین  سلول ٪14و  Rad52 (Rad52-high)های با بالاترین بیان  سلول ٪14های  سازی متوالی سلول كشت با مرتب

سازی سلولی  ( بدون مرتبWT)به صورت موازی انجام شد، در حالی كه سویه بدون برچسب  Rad52 (Rad52-low)بیان 

نسل  ۲4های كشت به ما اجازه داد تا برای هر شرایط به بیش از  این چرخه (.S6؛ شکل تکمیلی 1Aشکل )كشت داده شد 

بالا و پایین داشتند، همانطور كه در  Rad52های با  سلول سازی قابل توجهی در ( كه به ترتیب غنیS2جدول تکمیلی )برسیم 

 (.S7شکل تکمیلی )ها نشان داده شده است  پروفایل فلورسانس جمعیت
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 ۳شکل 

ای. تعداد كپی  های دسته های انتخاب شده جدا شده از كشت های ترانس ژن دخیل در مصرف آرابینوز در كلون تعداد كپی ژن

به عنوان ژن مرجع در  ACT1تعیین شد. ژن  qPCRبا استفاده از  araD (D)و  araB (A) ،araT (B) ،araA (C)های  ژن

 سازی شدند. نرمال WT (n = 3)ها با شرایط سویه اولیه  نظر گرفته شد و داده

(، كه نشان 1B ،Cهای  شکل)در پایان هر چرخه تعیین شد و هیچ تفاوتی بین سه جمعیت مشاهده نشد  C5مصرف قندهای 

بالا منجر به اثرات فنوتیپی قابل مشاهده از نظر مصرف قند نشده است. شایان ذكر  Rad52های  سازی در سلول دهد غنی یم

های غیر مرتب شده به  پایین و جمعیت Rad52های  بالا در مقایسه با جمعیت Rad52های  نهایی برای جمعیت ODاست كه 

، سطوح بالای بیان YFP-tdTomatoتواند به دلیل بیان بالای  ه می(، كS2؛ جدول تکمیلی 1Dشکل )تدریج كاهش یافت 

Rad52 های بالای ژن باشد كه ممکن است باعث ایجاد برخی بار متابولیکی شود. یا پیامدهای غیرمستقیم این بیان 

بالا در طول  Rad52سازی منجر به ظهور تغییرات ژنومی در جمعیت با  سپس ما این سوال را مطرح كردیم كه آیا این غنی

هایی از  یابی با خوانش طولانی را روی نمونه كشت، علیرغم عدم وجود اثرات فنوتیپی بر مصرف قند، شده است یا خیر. ما توالی

پایین انجام  Rad52بالا و  Rad52های  برای كشت C9و  C0 ،C3 ،C7های  و از چرخه WTبرای سویه  C9و  C0های  چرخه

، C5بالا انتخاب شده، مطابق با پایداری در مصرف  Rad52های  ها در كشت ی، از جمله در تراریختهدادیم. ما هیچ تغییر ژنوم
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 C0در مقایسه با كشت  C9از كشت  WT( در سویه LOH)شناسایی نکردیم. با این حال، سه مورد كاهش هتروزیگوسیتی 

 اند. رخ داده و به جمعیت این سویه حمله كرده HRاین تغییرات ژنتیکی احتمالاً از طریق  (.S4جدول تکمیلی )مشاهده شد 

شناسایی  C9و  C3 ،C7های  از كشت Rad52-lowهای ترانسپوزونی را در جمعیت  مربو  به توالی LOHعلاوه بر این، ما دو 

كه شناسایی نکردیم،  Rad52-highهای  را در سلول HRسازی از تغییرات ژنومی مرتبط با  كردیم. در نتیجه، ما هیچ غنی

 WTهای مشاهده شده در سویه صنعتی CNVsمسئول  RAD52دهد عوامل دیگری غیر از ناهمگونی در بیان  نشان می

سازی رویدادهای  برانگیز كافی برای غنی های سلولی به اندازه كافی طولانی یا در شرایط چالش هستند. از طرف دیگر، جمعیت

و همکاران،  De Mol)و همکاران  De Molیک كار اخیر از  (.۲41۲، و همکاران Liu)اند  كشت نشده HRژنومی مرتبط با 

( در ژنوم yECFP)شده با مخمر  ای تقویت ای ژن گزارشگر پروتئین فلورسنت فیروزه ( نشان داد كه درص چند نسخه۲4۲3

 داشته است. yECFPمخمر، تأثیر منفی بر خروجی 

ثباتی  تواند با ایجاد این بی می HRین ژن نسبت دادند و اظهار داشتند كه های ا آنها این اثر منفی را به تغییر در تعداد كپی

ها در سویه تولیدكننده، حتی در  ژن بر تعداد كپی ترانس HRژنتیکی، نقش مهمی در این فرآیند ایفا كند. كار ما هیچ تأثیری از 

توانند درجات  ژنتیکی می های اپی انند پدیدهدهد عوامل دیگری م بالاتر، نشان نداد، كه نشان می HRشده با  های غنی سلول

 De Mol et)مختلفی از این كاهش در خروجی را ایجاد كنند، همانطور كه توسط همین نویسندگان نیز پیشنهاد شده است 

al., 2023.) قبلی در یک سویه نوتركیب صنعتی های تکامل آزمایشگاهی تطبیقی  جالب توجه است كه آزمایشS. 

cerevisiae های هترولوگ  كه برای بهبود استفاده همزمان از زایلوز و آرابینوز مهندسی شده بود، هیچ جهشی در ژن

 ,.Garcia Sanchez et al)های والدینی آن نشان نداد  یافته در مقایسه با سویه كننده پنتوز در سویه تکامل های تبدیل آنزیم

2010.) 

ی زایلوز ردوكتاز و زایلیتول دهیدروژناز این مسیر پنتوز، پیشنهاد شد كه ناشی  هشد های مشاهده از سوی دیگر، افزایش فعالیت

یک مکانیسم رایج برای  CNVباشد. در مجموع، این نتایج نشان داد كه  XYL2و  XYL1های  از یک یا چند تکثیر روی ژنوم ژن

 های این مسیرهای هترولوگ است. تنظیم فعالیت
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 ۴شکل 

سازی  بالا یا پایین. گردش كار تجربی مرتب Rad52ی  كننده های بیان شده با سلول های غنی جمعیتهای متوالی زیر كشت

ها در پایان هر چرخه برای تجزیه و  ها در آزمایش میکروپلیت. نمونه و كشت Rad52هابر اساس سطح بیان  متوالی سلول

شده  آوری های جمع ( از نمونهD) OD( و C)(، آرابینوز B)تعیین مقدار زایلوز خارص سلولی  (.A)آوری شدند.  تحلیل بعدی جمع

 در پایان هر چرخه.

 گیری نتیجه -۴

 C5این كار به بررسی پایداری ژنتیکی و متابولیکی یک سویه مخمر صنعتی  كه به صورت متابولیکی برای تخمیر همزمان قند  

ن و تعداد نسل مورد نیاز برای یک فرآیند تولید صنعتی ای تخمیر متوالی مهندسی شده است و زما با گلوكز تحت تنظیم دسته

تواند عملکرد تخمیر طولانی مدت  كند كه می كند، اختصاص داده شده است. نتایج ما دو بینش را آشکار می سازی می را شبیه

ت قابل توجهی را نشان داد آرابینوز از نسل پنجاهم به بعد نوسانا-Lزایلوز و -Dسویه صنعتی را تحت تأثیر قرار دهد. اولاً، جذب 

تواند منجر به از دست دادن عملکرد در درازمدت شود. ثانیاً، از دست  و این نوسان، كه بعید است منشأ ژنتیکی داشته باشد، می

های موجود در جمعیت انبوه كشف شده است. این رویداد فنوتیپی با تغییرات  از تعداد سلول C5دادن یا كاهش مصرف قند 

 مرتبط بود. C5های دخیل در جذب قند  ی در ترانس ژنتعداد كپ
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كنیم كه بر قدرت تخمیری سویه مخمر تأثیری  های ژنتیکی و متابولیکی بسیار كمی را گزارش می اگرچه در این كار، ناپایداری

ه و در نهایت منجر به ها در شرایط تولید صنعتی تشدید شد توان این احتمال را رد كرد كه این ناپایداری نداشته است، اما نمی

اند، باید در یک زمینه  از دست رفتن این قدرت شوند. بنابراین، ابزارهای خاصی كه برای ارزیابی این تغییرات طراحی شده

كنند تا از قدرت و عملکرد  هایی كه امکان از بین بردن ناپایداری ژنتیکی پایه را فراهم می صنعتی مرتبط باشند، همراه با روش

 درازمدت اطمینان حاصل شود. سویه در
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