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  )3/7/95: پذیرش مقاله  6/10/94: دریافت مقاله(
 

با منابع ترکیبات آروماتیک  گوگرد و عاري از، پذیر تخریب زیست، دیدپذیرجت، ی پاكبیودیزل سوخت -چکیده
هاي  ، قارچمیان این منابع در .دنباش یم ها يها و باکتر قارچ ،ها جلبک ی،یاهگ ی،حیوانهاي  اولیه مشتق از چربی

زیست  تأمین منابع بسیار مطلوببه عنوان  گلیسرول، آسیل تري سنتز و تجمع قابلیت بالايبا توجه به روغنی 
هاي  مبتنی بر فناوري تولیدراندمان  افزایش برايی در کارهای لذا به منظور ارائه راه .اند گزارش شده توده بیودیزلی

تواند راهگشا  می ها مولکولی مرتبط با تولید و تجمع لیپید در این ارگانیسمهاي  نوین زیستی، پایش مکانیسم
به  مرتبط منجر هاي مولکولی مکانیسمبه این منظور واکاوي  .باشد، که در این تحقیق در دستور کار قرار گرفت

به عنوان  MAE12و  mce21 ،mce22 ،mce23 ،MAE11هاي  ژن کد شده از مالیک هاي آشکارسازي آنزیم
 هاي ساختاري پایش ویژگی. ی شدروغن يها قارچهاي مختلف  در تولید و تجمع لیپید در گونه مؤثر  هاي آنزیم

بررسی . متفاوت، پیوسته بودن تمامی آنها را آشکار نمود CGها، ضمن آشکارسازي طول و محتوي  این ژن
هاي عملکردي  مذکور ضمن آشکارسازي موقعیت سلولی آنها، حضور دمینهاي  هاي ساختاري آنزیم ویژگی

MAO1_MF ،Malic_M  وmalic  پذیري از تغییرات پس از ترجمه را نشان دادتأثیررا در تمامی آنها با قابلیت .
از . با قابلیت احتمالی تولید چربی شدهاي قارچی  گونهمعرفی منجربه هاي مذکور،  آنزیمیابی پروتئینی  تشابه

هاي ساختاري  ضمن ایجاد مدل هاي مالیک انتخابی ها و شبه آنزیم سازي ساختاري آنزیم مدلسویی دیگر 
به طورکلی نتایج حاصل از این تحقیق . مناسب، کیفیت و کارایی مطلوب آنها در اتصال به مالات را آشکار نمود

با  مؤثرهاي  زیست توده بیودیزلی، منجربه آشکارسازي آنزیم تأمینسب در هاي قارچی منا معرفی گونه ضمن
سازي مفید واقع  هاي توانا در تولید بیودیزل و یا تراریخت تواند در ردیابی سویه هاي خاص شد که می ویژگی

  . گردد
  

  .نوین زیستیهاي  ، فناوريمالیک  آنزیم ،هاي روغنی قارچگلیسرول،  آسیل تري ،بیودیزل: واژگانکلید
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  مقدمه -1
محیطی و محدود بودن منابع  هاي زیست نگرانی

، دستیابی به منابع سوختی پاك و ]1[هاي فسیلی  سوخت
 تجدیدپذیر را در اولویت تحقیقاتی بسیاري از کشورهاي

 ]2،3[ توسعه قرار داده است حال در توسعه یافته و
هاي  هاي زیستی یکی از انتخاب سوخت ،راستا دراین

 .]4[د باشن هاي فسیلی می جانشینی سوخت يکلیدي برا
ها، نظیر بیواتانول، بیومتان، بیودیزل و  این نوع از سوخت

بیوهیدروژن که به شکل مایع و یا گاز هستند، از بقایاي 
مواد گیاهی قابل استحصال از محصولات کشاورزي، 

هاي شهري، کشاورزي و محصولات جنگلی که به  زباله
شود، بواسطه فرایندهاي شیمیایی  توده گفته می آن زیست

 ،بنابراین. ]7-5[شوند  لکی مشتق میو تخمیرا
هاي مطلوب  هاي زیستی علاوه بر ویژگی سوخت

، ]8[سازگاري پذیري و زیست سوختی  زیست تخریب
رونق اقتصاد روستایی را به دنبال خواهند داشت، که 

در میان  .]9[ سازد پذیرتر می استفاده از آن را توجیه
مشتق شده از  یبیودیزل سوختهاي زیستی،  سوخت

هاي  کربوکسیلیک متصل شده به زنجیره چرب یدهاياس
 این .]10،11[ داردمتعددي ي هیدروکربنی بلند، مزایا

اي  یسکوزیتهوهاي زیستی ضمن آنکه  نوع از سوخت
 ،بالاتر یباشد، نقطه اشتعال دارا می را ینفت یزلد بامشابه 

 تر و انرژي بسیار بیشتري نسبت به گی پایین خورنده
 وها دارند؛ بنابراین ضمن آنکه حمل و نقل  آن

 مفیدعمر  یشباشد، باعث افزا میتر  منیسازي آن ا ذخیره
 خواهد گیري سوخت کم حجم در آن قدرت و موتور

استفاده از منابع زیستی گیاهی در آنکه  باوجود .]12[ شد
مناسب در اي  تواند گزینه تولید این نوع از سوخت می

 اماهاي زیست محیطی، اقتصادي و اجتماعی باشد،  حوزه
کننده  تأمینمحدودیت خاك و منابع آب جایگزینی منبع 

ایران را  همچون کشورهایی ویژه در زیست توده به
 در این راستا .]13[سازد  ناپذیر می اجتناب

توانند  می فهاي روغنی هتروترو میکروارگانیسم
هاي  ، قارچآنها میاناز  که ،]14[جایگزینی مناسب باشند 

 سنتز و تجمع قابلیت بالايبا توجه به روغنی 
به عنوان  زیست توده،وزن  % 70تا  گلیسرول، آسیل تري

علاوه بر . ]15[ اند گزارش شدهمنابع بسیار مطلوبی 
 ،هاي روغنی قارچظرفیت بالاي سنتز و تجمع لیپیدي در 

 پذیري بیشتر به شرایط تحمل کوتاه بودن زمان تکثیر،
و هوایی نسبت به گیاهان، رشد و گسترش آسانتر  آب

 یو اطلاعاترشآدسترس بودن  درها،  نسبت به ریزجلبک
و نیز قابلیت تولید لیپید از منابع ، ]16[ و آنزیمی یکیژنت

از دیگر مزایاي این جانداران . ]17[ مختلف کربن
در  .]18[ باشد کننده زیست توده می تأمینعنوان منابع  به

، Candidaمخمرهاي متعلق به  هاي روغنی قارچمیان 
Trichosporon ،Rhizopus ،Rhodotorula ،
Cryptococcus  وYarrowia  با قابلیت ذخیره چربی تا

در شرایط فقر نیتروژن % 70بیومس خود و حتی تا % 40
. ]19[اند  عنوان بهترین مخمرهاي روغنی شناخته شده  به

 یقارچکه  Mucorcircinelloidesدر همین راستا 
طلب در بیماران  فرصت یبه عنوان پاتوژنو زیگومیستی 

باشند، از جمله تولید  مطرح میداراي نقص ایمنی 
بار در براي اولین  ، که]20[کنندگان اصلی چربی بوده 

قرار استفاده مورد هاي میکروبی  تولید تجاري چربی
هاي  قارچنظر از کارایی متفاوت  صرف. ]21[گرفته است 

هاي مولکولی  در تولید چربی، پایش مکانیسمروغنی 
گلیسرول مبین  یلآس دخیل در فرایند تولید و تجمع تري

. ]22[ باشد در این فرایند می نقش کلیدي آنزیم مالیک
ناپذیر مالات به  دکربوکسیلاسیون برگشت آنزیم مالیک با

انرژي  تأمین،  +NADPاز  NADPHپیروات و تشکیل 
براي اسید چرب سنتتاز در تجمع چربی را فراهم 

باشد  این آنزیم نیز داراي چند ایزوفرم می .]23[ آورد می
و   NADPHآن در تشکیل  IIIکه تنها ایزوفرم نوع 

که مهار و  طوري فرایند تجمع چربی نقش دارد، به
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افزایش بیان آن در سلول منجربه کاهش و افزایش تجمع 
در این راستا مهار فعالیت این . ]24[ چربی خواهد شد

کاهش تجمع  منجربه ،Mucor circinelloidesآنزیم در 
 و افزایش ]25[توده سلولی  زیست% 2به % 25 لیپید از
ه برابري تجمع لیپید را نشان داد 5/2افزایش  ،بیان آن

هاي ساختاري،  پایش ویژگی بنابراین .]26[ است
عملکردي، فیزیکوشیمیایی و نیز تعیین دامنه میزبانی این 

طراحی  برايکارهایی  به ارائه راه ، ضمن آنکه منجر آنزیم
اي نوین ژنی با قابلیت افزایش میزبان تولید و  سازه

تجمع چربی مبتنی بر مهندسی ژنتیک خواهد شد، 
هاي روغنی مبتنی بر  آشکارسازي منابع نوینی از قارچ

نی را فراهم خواهد آورد، یهاي پروتئ حضور شبه توالی
  .که در این تحقیق در دستور کار قرار گرفته است

  
  مواد وروش - 2
  ها داده واکاوي -2-1
 تجمع لیپید،در  یلدخ يها ژن يهدف آشکارساز با

 هاي هاي مولکولی مرتبط با این فرایند در قارچ مکانیسم
 Mortierella alpina، Mucorشامل  روغنی

circinelloides، Umbelopsis isabellina،Lipomyce 

starkeyi  و Yarrowia lipolytica هاي  ژنی و بررس
و  mce21 ،mce22 ،mce23 ،MAE11 کلیدي مرتبط شامل

MAE12 انتخاب شدند .  
  
  ها توالی استحصال -2-2

هاي انتخابی با  توالی نوکلئوتیدي و پروتئینی ژن
، DQ975377 ،DQ973624 هاي شناسایی شماره

GU014548 ،EU286807  وCR382131 هاي  و شماره
، ADK56109.1 ،ABX82699.1 دستیابی

ABM45933.1 ،ABM30154.1  وCAG79707.1  از
 NCBI ینیپروتئهاي اطلاعات ژنی و  پایگاه

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov (استحصال شدند .  

ساختاري و عملکردي هاي  پایش ویژگی -2-3
  هاي انتخابی توالی

هاي انتخابی از  هاي نوکلئوتیدي و پروتئینی ژن پایش توالی
هاي موجود در پایگاه اطلاعات  نظر اندازه با استفاده از داده

صورت ) http://www.ncbi.nlm.nih.gov(ژنی و پروتئینی 
هاي  همین راستا آشکارسازي دمین در. پذیرفت

هاي تحت  ها با استفاده از برنامه یعملکردي این توال
پایگاه  و InterProScan 5 ،Motif scanشبکه 

Conserved Domain هاي به ترتیب با آدرس:  
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/) ،  

)http://www.motif scan ( و  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/)   

هاي  ویژگیهمچنین . به طور جداگانه انجام شد
  برنامه با استفاده ازها  این توالیفیزیکوشیمیایی 

ProtParam  موجود در بانک اطلاعاتیExPASY  با
 تعیین) /http://web.expasy.org/protparam(  آدرس
 يتوپولوژهاي  بینی ویژگی تعیین و پیش براي. گردید
با آدرس  TMHMMها برنامه  ینپروتئ

)http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0(/ 
 GC contentمحتوي . مورد استفاده قرار گرفت

با استفاده از هاي انتخابی  هاي نوکلئوتیدي ژن توالی
  :با آدرس GC content calculatorبرنامه 

(http://www.biologicscorp.com/tools/) عیین ت
، گلیکوزیلاسیون شاملتغییرات پس از ترجمه  .گردید

فسفوریلاسیون و سولفوریلاسیون به ترتیب با استفاده از 
با  Sulfinatorو  NetNGlyc ،NetPhos هاي برنامه
  :هاي آدرس

)http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/(، 
)http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/( و 
)http://web.expasy.org/Sulfinator/ ( صورت

  .پذیرفت
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  ها   یابی توالی یابی و قرابت همگون -2-4
با هاي انتخابی  آنزیم  میزبانی توالیتعیین پراکنش دامنه 

با آدرس  Protein Blastبرنامه تحت شبکه استفاده از 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  مبتنی بر

 .انجام شد BLUSUM45و  PAM250 هاي یکسماتر
، درصد همسانی و Eنتایج حاصل بر اساس ارزش 

هاي انتخابی همگون  همپوشانی ارزیابی و قرابت توالی
انجام و  MEGA6برنامه  6نسخه  با استفاده از

-Neighborها بر اساس الگوریتم  بندي توالی خوشه

Joining یرفتصورت پذ.  
  

و ارزیابی کیفیت  تعیین ساختار سه بعدي -2-5
  ساختارهاي مدل شده

ی پروتئینهاي  توالیبعدي  سه ساختارسازي  مدلبه منظور 
 Protein الگوهاي مناسب از پایگاه اطلاعاتی انتخابی،

Data Bank Proteins(pdb) ، برنامه تحت شبکهProtein 

Blast  با آدرسhttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  
با آدرس  ClustalWو برنامه تحت شبکه 

http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html 
برنامه خارج شبکه  9.14 استفاده از نسخهبا استحصال و 

Modeller ساختارهاي مدل ارزیابی کیفیت  .مدل شدند
  :با آدرس ERRATبا برنامه شده 

 www.mbi.ucla.edu/SAVES/  و برنامه راماچاندران از
از سویی  .انجام شد 2014نسخه  MOE افزار نرم

با شده نیز  مدلساختارهاي کردن   Minimizeدیگر
  .صورت پذیرفت 2014نسخه  MOE افزار استفاده از نرم

  
  بعدي ترکیبات شیمیایی 3دستیابی به ساختار  -2-6

هاي  بعدي مالات با استفاده از پایگاه 3ساختار استحصال 
هاي  به ترتیب با آدرس pubchemو  colbyاطلاعاتی 

http://www.colby.edu/chemistry/molecules/  و
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov صورت پذیرفت .

 PDB به صال شدهي استحها لکولوم SDFتبدیل فرمت 

 با آدرس SMILESTranslatorبا برنامه تحت شبکه 
http://cactus.nci.nih.gov/translate/ انجام شد  .  

  
  سوبستراها به  ارزیابی میل اتصالی آنزیم -2-7

به مالات انتخابی مالیک   هاي ارزیابی توان اتصالی آنزیم
با آدرس  PatchDockبا استفاده از برنامه تحت شبکه 

http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/  صورت
نتایج حاصل از این آزمون براساس انرژي . پذیرفت

راه حل اولیه با  20در بین ) ACE(واکنش پذیري اتمی 
ترین آن در ارتباط  بیشترین اعتبار مورد بررسی و مطلوب

آشکارسازي صحت . ها انتخاب شدند با هر یک از آنزیم
برنامه  1مناسب با استفاده از نسخه اتصال در موقعیت 

Pymol آشکارسازي اسیدهاي آمینه  .صورت پذیرفت
 2014نسخه  MOE افزار جایگاه فعال با استفاده از نرم

  .انجام گرفت
  
  نتایج -3
ساختاري آنزیم مالیک  هاي پایش ویژگی -3-1

 هاي روغنی قارچ

ي ها ژن يساختار هاي یژگیونتایج حاصل از پایش 
ی انتخابی، منجربه روغن يها قارچ یکمال یمآنز کدگذار

ها و پیوسته بودن آنها  آشکارسازي طول متفاوت این ژن
ها در  این ژن GCدر همین راستا محتوي . شد

تعیین وبررسی تغییرات پس از ترجمه  90تا 66محدوده
هاي  جایگاهمنجربه آشکارسازي ی آنها محصول پروتئین

 در تمامی موارد شد و گلیکوزیلاسیون وفسفوریلاسیون
شد  MAE11جایگاه سولفوریلاسیون تنها در آنزیم 

  ). 1جدول (
  

  مالیک انتخابی هاي هاي عملکردي آنزیم پایش ویژگی - 2- 3
ی با انتخاب یکمال هاي یمآنزهاي عملکردي  ویژگی  پایش

. صورت پذیرفتهاي مستقر در آنها  آشکارسازي دمین
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منجربه آشکارسازي نتایج حاصل از این واکاوي 
 malicو  MAO1_MF، Malic_M هاي عملکردي دمین

  .)2 جدول(شد در تمامی موارد 
  
هاي فیزیکوشیمیایی توالی پروتئینی  ویژگی -3-3

  هاي آنزیم مالیک  ژن
 یزیکوشیمیاییف هاي یژگیونتایج حاصل از ارزیابی 

ي آنزیم مالیک انتخابی، مبین وزن ها ژن ینیپروتئ یتوال
کیلودالتون، بار  72تا  63مولکولی آنها در محدوده 

) pI(ایزوالکتریک  PH، 19تا منفی  11الکتریکی منفی 
، نیمه 226/0تا  073/0، هیدروفوبیستی منفی63/6تا35/5

ساعت در تمامی موارد و شاخص  10عمر بیش از 
آلیفاتیک آنها و نیز شاخص  79/43تا  09/34ناپایداري 

  ).3جدول (بود  66/93تا  61/90بین
  

  .یروغن يها قارچ یکمال یمآنز يها ژن يساختار هاي یژگیو یشپا  1جدول 
PTM  اندازه  

  )aa(پروتئین 
  محتوي 

GC% 

  طول ژن
 )bp( 

 گلیکوزیلاسیون فسفوریلاسیون سولفوریلاسیون  ردیف نام ژن

-  +  +  669 73 2010 mce21 1 

-  +  +  620 66 1863 mce22 2 

-  +  +  588  66  1767  mce23 3 

+  +  +  572 73 1719 MAE11 4 

-  +  +  629  90  1890  MAE12 5 
  

  .مالیک انتخابی هاي هاي عملکردي آنزیم پایش ویژگی  2جدول 
 ردیف  نام  موقعیت نام دومین عملکرد Eارزش 

2.1e-28   مالاتدکربوکسیلاسیون MAO1_MF 655-84 

Mce21  1 1.9e-119   دمین اتصالیNAD آنزیم مالیک  Malic_M  621-363  
1.8e-102   دمینN -ترمینال آنزیم مالیک  Malic 361-161  
7.6e-24  دکربوکسیلاسیون مالات  MAO1_MF  616-36  

Mce22  2  2.7e-92   دمین اتصالیNAD آنزیم مالیک  Malic_M 575-316  
4e-79   دمینN -ترمینال آنزیم مالیک  Malic 314-113  

2.1e-27  دکربوکسیلاسیون مالات  MAO1_MF  577-1  
Mce23  3  3e-129   دمین اتصالیNAD آنزیم مالیک  Malic_M 543-281  

8e-88   دمینN -ترمینال آنزیم مالیک  Malic 279-78  
3.6e-34  دکربوکسیلاسیون مالات  MAO1_MF  572-10  

MAE11  4  8.5e-100   دمین اتصالیNAD آنزیم مالیک  Malic_M 531-278  
  MbtH 559-546  ها و سیدروفور دخیل در سنتز آنتی بیوتیک  0.00061
1e-110   دمینN -ترمینال آنزیم مالیک  Malic 276-87  
7.2e-36  دکربوکسیلاسیون مالات  MAO1_MF  610-56  

MAE12  5  4.4e-131   دمین اتصالیNAD آنزیم مالیک  Malic_M 578-324  
9.3e-111   دمینN -ترمینال آنزیم مالیک  Malic 322-133  
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 آنزیم مالیکهاي  هاي توپولوژي پروتئین ویژگی -3-4

انتخابی مبین مالیک هاي  بررسی موقعیت قرارگیري آنزیم
که در   طور همان). 4جدول (غشایی بودن همه آنها بود 

داراي ها  هر یک از این آنزیم ،نشان داده شده است 4 جدول
  . ناحیه گذرنده از غشا در موقعیت مختلف دارندچندین 

  

با  یکمال هاي یمآنزآشکارسازي دامنه میزبانی  -3-5
  یپیديل يمحتو یشترینب

هاي انتخابی، آشکارسازي دامنه میزبانی  در بین آنزیم
هاي مالیک در جاندارانی با بیشترین محتوي لیپیدي  آنزیم

% 85به ترتیب با محتوي لیپیدي  mce23و mce22شامل 
نتایج حاصل از این واکاوي . صورت پذیرفت% 86و 

باوجود آنکه در سطح نوکلئوتیدي نتایج مطلوبی را به 
یابی پروتئینی آنها منجر به  تشابهدنبال نداشت، 

اي از جانداران واجد  طیف گستردهآشکارسازي 
 Eارزش هاي پروتئینی با همسانی، همپوشانی و  توالی

در میان . هاي دور و نزدیک شد در گونه صفرمعادل با 
در  mce22پروتئینی  هاي آشکار شده توالی شبه توالی
 Parasitellaو  Mucor ambiguusهاي قارچی  گونه

parasitica ) پروتئینی  ، و توالی شبه)1شکلmce23 
 Rhizopusهاي قارچی  آشکار شده در گونه

microsporus ،Rhizopus delemar ،Parasitella 

parasitica، Mucor ambiguus  وMucor 

circinelloides هاي انتخابی را  قرابت بیشتري با توالی
  ).2شکل (آشکار نمودند 

  

هاي  ها و شبه آنزیم سازي ساختاري آنزیم مدل -3-6
  مالیک انتخابی

ها و شبه  هاي عملکردي آنزیم به منظور تعیین ویژگی
سازي ساختاري آنها  خابی، مدلهاي مالیک انت آنزیم

تر از  منجربه ایجاد ساختارهایی با کیفیت مطلوب
  .وضعیت پایه شد

  
  .ي آنزیم مالیکها ژنهاي فیزیکوشیمیایی توالی پروتئینی  برخی از ویژگی  3جدول 

  نام  ردیف
  وزن 
  ملکولی

  نیم عمر  هیدرفوبیسیتی pI  بار الکتریکی
  شاخص

  ناپایداري 
  شاخص 
  آلفاتیک

1  mce21 72753.9 0/11- 63/6  073/0- >10 h 62/38  61/90 

2  mce22 68880.2 0/19-  35/5 225/0-  >10 h  31/37  90/91  
3  mce23 65719.4 0/13-  78/5  164/0-  >10 h  79/43  24/91  
4  MAE11 63571.7 0/17- 69/5 226/0- >10 h 09/34  92/92 

5  MAE12 69259.3 0/13- 11/6 170/0- >10 h 87/35  66/93 

  
  .آنزیم مالیک يتوپولوژ هاي یژگیو  4 جدول

  موقعیت و تعداد دمین هاي گذرنده از غشاء  نام توالی  ردیف
1  mce21 174-155 203-180 280-241 339-314 418-357 485-459  58 -529  624-608  
2  mce22 64 -45 92 -71  169-106 231-203 291-268 336-309 370-345  447-419  
3  mce23 51 -2 76 -71  134-80 199-165 303-275 336-307 501-445  549-529  
4  MAE11 62 -45 96 -69  197-165  326-271  480-458  -  -  -  
5  MAE12 35 -12 80 -52  164-122  250-202  374-320  544-505  578-553  -  
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  .مختلف قارچیهاي  در گونه mce22هاي پروتئینی شبه  قرابت توالی  1شکل 

  

 
هاي مختلف قارچی در گونه mce23هاي پروتئینی شبه  قرابت توالی  2شکل 

 ABM45933.1, Mucor circinelloides
 GAN10408.1, Mucor ambiguus
 CEP14010.1, Parasitella parasitica
 CEG66141.1, Rhizopus microsporus
 EIE84682.1, Rhizopus delemar RA 99-880
 CDS10152.1, Lichtheimia ramosa
 ABX82699.1, Umbelopsis isabellina
 CDH54077.1, Lichtheimia corymbifera JMRC:FSU:9682
 ESA07883.1, Rhizophagus irregularis DAOM 181602
 KFH67794.1, Mortierella verticillata NRRL 6337
 ABM30154.1, Mortierella alpina
 KNC99727.1, Spizellomyces punctatus DAOM BR117
 EMR90126.1, Botrytis cinerea BcDW1
 CCD47994.1, Botrytis cinerea T4
 XP 001551889.1, Botrytis cinerea B05.10

 CDR98893.1, Sporisorium scitamineum
 CBQ71036.1, Sporisorium reilianum SRZ2
 XP 012192339.1, Pseudozyma hubeiensis SY62
 XP 011388898.1, Ustilago maydis 521
 CDI56410.1, Melanopsichium pennsylvanicum 4
 EST05825.1, Pseudozyma brasiliensis GHG001
 ETS60818.1, Pseudozyma aphidis DSM 70725
 GAC72424.1, Pseudozyma antarctica T-34
 GAK64078.1, Pseudozyma antarctica
 CCF51761.1, Ustilago hordei
 XP 007882062.1, Anthracocystis flocculosa PF-1
 XP 002836919.1, Tuber melanosporum Mel28
 KHJ31808.1, Erysiphe necator
 XP 008079285.1, Glarea lozoyensis ATCC 20868
 XP 007294986.1, Marssonina brunnea f. sp. multigermtubi MB m1
 EMR90126.1, Botrytis cinerea BcDW1
 CCD47994.1 , Botrytis cinerea T4
 XP 001551889.1, Botrytis cinerea B05.10
 KNC99727.1, Spizellomyces punctatus DAOM BR117
 KFH67794.1, Mortierella verticillata NRRL 6337
 ABM30154.1, Mortierella alpina
 ESA07883.1, Rhizophagus irregularis DAOM 181602
 CDH54077.1, Lichtheimia corymbifera JMRC:FSU:9682
 CDS13251.1, Lichtheimia ramosa

 ABX82699.1, Umbelopsis isabellina
 CEG73775.1, Rhizopus microsporus
 EIE84682.1, Rhizopus delemar RA 99-880
 CEP14010.1, Parasitella parasitica
 GAN10408.1, Mucor ambiguus
 EPB86434.1, Mucor circinelloides f. circinelloides 1006PhL
 ABM45933.1, Mucor circinelloides
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 قارچی هاي گونه درکه ساختار آنزیم مالیک  بطوري
Mortierella alpin ،Mucor circinelloides ،

Umbelopsis isabellina ،Lipomyces starkeyi ،
Yarrowia lipolytica ،Mucor ambiguous، Rhizopus 

microsporus ،Parasitella parasitica  وRhizopus 

delemar از ، %65به % 39 از، 93/72به % 40به ترتیب از
به % 39از ،%73به % 39از ، %69به % 37از، %62به % 39
% 61به % 42 از و% 76به % 39از ، %70به % 40از ، 75%

  .)3شکل ( افزایش یافت

ها و  ارزیابی کیفیت ساختارهاي مدل شده آنزیم -3-7
 هاي مالیک  شبه آنزیم

نتایج حاصل از ارزیابی کیفیت محصولات پروتئینی 
هاي  یک مبتنی بر آزمونمال هاي یمآنز و شبه ها یمآنز

ERRAT  مبین کیفیت مطلوب ساختارهاي  راماچاندرانو
با این ). 5جدول (سازي شد  ویژه پس از بهینه مدل شده به
نمایش داده شده است،  6که در جدول  طور  وجود همان

در هر یک از ساختارهاي مدل شده تعدادي از اسیدهاي 
 . آمینه در نواحی غیرمجاز استقرار دارند

 

 
 سویه ساختارسه بعدي آنزیم مالیک :الف .یانتخاب یکمال هاي یمو شبه آنز ها یمآنز يساختار يساز مدل  3شکل 

Mortierella alpine. سویه ساختارسه بعدي آنزیم مالیک :ب Mucor circinelloides .ساختارسه بعدي آنزیم مالیک :پ 
ساختارسه بعدي آنزیم  :ث .Lipomycesstarkeyi سویه ساختارسه بعدي آنزیم مالیک :ت. Umbelopsis isabellina سویه
ساختارسه بعدي آنزیم  :چ .Mucor ambiguousسویه  سه بعدي آنزیم مالیک ساختار :ج. Yarrowialipolytica سویه مالیک
ساختارسه بعدي  :د .Parasitella parasitica سویه ساختارسه بعدي آنزیم مالیک :ح .Rhizopus microsporus سویه مالیک

  .Rhizopus delemar سویه آنزیم مالیک
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  .سازي ساختاري و راماچاندران پس از بهینه ERRATهاي  هاي مختلف قارچی بر اساس آزمون کیفیت ساختارهاي مدل شده گونه  5جدول 
 راماچاندران%  %ERRAT  نام گونه  ردیف

1  Mortierella alpine  72.93  97  
2  Mucor circinelloides  65.458  97 

3  Umbelopsis isabellina  62.037  96  
4  Lipomycesstarkeyi  69.686  98  
5  Yarrowialipolytica  73.120  98  
6  Mucor ambiguous  75.532  97  
7  Rhizopus microsporus  70.600  96  
8 Rhizopus delemar 61.368 97 

9 Parasitella parasitica 76.331 98 

  
  .نوع و موقعیت اسیدهاي آمینه مستقر در نواحی غیر مجاز ساختارهاي مدل شده  6جدول 

  ردیف
  

  نام گونه
  اسیدهاي آمینه خارج از محدوده

Pro  Ala  Glu  Ser  Phe  His  Gln  Lys  Asp  
1  Mortierella alpine  121,233  105  -  -  -  -  -  -  -  
2  Mucor circinelloides  -  98  131  281  -  -  -  -  -  
3  Umbelopsis isabellina  111  -  -  -  123,22

3  128  121  -  -  
4  Lipomycesstarkeyi  121,225  -  -  -  -  -  -  -  -  
5  Yarrowialipolytica  489,224  -  -  -  -  -  -  340  -  
6  Mucor ambiguous  102,134,132  106  -  -  -  -  -  -  287  
7  Rhizopus microsporus  -  -  -  -  -  -  -  -  163  
8 Rhizopus delemar 104,211 89 - - - - -  -  - 
9 Parasitella parasitica 104 89 - 272 - - -  -  - 
  
هاي فعال و تعیین اسیدهاي  آشکارسازي جایگاه -3-8

  آمینه تشکیل دهنده جایگاه 
با هدف آشکارسازي اسیدهاي آمینه و ظرفیت 

 ،ختارهاي مالیک مدل شدهاهاي فعال س جایگاه
 هاي فعال آنها صورت پذیرفت آشکارسازي جایگاه

نشان داده شده  7طور که در جدول  همان. )4شکل (
نوع اسیدهاي  است بیشتر اسیدهاي آمینه جایگاه فعال از

به میزان کمتري  و باشد قطبی می آمینه آلیفاتیک و
در تشکیل این ساختارها  بازي اسیدهاي آمینه اسیدي و

هاي مالیک مدل شده با  واکنش آنزیم. مشارکت دارند
 نیز 5در شکل که مبین محل جایگاه فعال است سوبسترا 

  .نمایش داده شده است

  
ارزیابی قابلیت آنزیمی مبتنی بر میل  - 3-9

  اتصالی به سوبسترا
هاي مالیک انتخابی  ها و شبه آنزیم بررسی قابلیت آنزیم

در دکربوکسیلاسیون مالات بر اساس میل اتصالی آنها به 
نتایج حاصل از این ). 5شکل (سوبسترا صورت پذیرفت 
هاي انتخابی  بالاي تمامی آنزیمواکنش مبین میل اتصالی 

که در  طور  مدل شده به مالات بود، با این وجود همان
نمایش داده شده است آنزیم قابل اشتقاق از  6شکل 

داراي میل اتصالی بیشتر  Parasitella parasiticaگونه
  .هاي انتخابی است نسبت به سایر آنزیم
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 Umbelopsis isabellina :ب Mucor circinelloides :الف هاي اسیدهاي آمینه جایگاه فعال به ترتیب در گونه  4 شکل

   .Mucor ambiguous: ج Mortierella alpine :ث Yarrowialipolytica :ت .Lipomycesstarkeyi:پ
  .Rhizopus delemar :خ Rhizopus microsporus: ح .Parasitella parasitica :چ

  
  .انتخابیمالیک هاي  ها و شبه آنزیم جایگاه فعال آنزیمدخیل در تشکیل آمینه  تعداد وانواع اسیدهاي  7 جدول

  

  ردیف
  
 
 
  

  نام گونه 
  تعداد اسیدهاي آمینه جایگاه فعال

  بازي  اسیدي  آلیفاتیک  قطبی
1  Mortierella alpine  6  5 -  1  
2  Mucor circinelloides  3 3  1  1  
3  Umbelopsis isabellina  2  4  -  1  
4  Lipomycesstarkeyi  2  6  1  -  
5  Yarrowialipolytica  3  5  -  1  
6  Mucor ambiguous  8  1  2  -  
7  Rhizopus microsporus  3  6  -  -  
8 Rhizopus delemar 2  4  1  1  
9 Parasitella parasitica 5  3  1  -  
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: الفهاي،  ی با سوبستراي مالات به ترتیب در گونهانتخاب یکمال هاي یمو شبه آنزها  برهمکنش مولکولی آنزیم  5شکل 

Mortierella alpine .ب :Mucor circinelloides .پ :Umbelopsis isabellina .ت :Lipomyces starkeyi .ث :Yarrowia 

lipolytica .ج :Mucor ambiguous .چ :Rhizopus microsporus .ح :Parasitella parasitica خ :Rhizopus delemar.  
 

 
  .ي اتصالیمقایسه قابلیت میل اتصالی آنزیم به سوبسترا براساس سطح انرژ  6شکل 
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 گیري بحث و نتیجه - 4
هاي گیاهی متنوع  هاي حیوانی و نیز روغن چربیامروزه 

به  وپز هاي پخت مانند روغن سویا، کلزا، خرما وروغن
عنوان مواد اولیه وخام براي تولید بیودیزل استفاده 

تقاضا با این وجود، با توجه به افزایش . ]27،28[ شود می
براي تولید این نوع از سوخت زیستی، منابع روغنی 

هاي غیرخوراکی براي این منظور  دیگري به ویژه روغن
هاي اخیر توجه زیادي به  سال لذا در. مورد نیاز است
تواند به  هاي میکروبی شده است که می اکتشاف روغن

آینده تبدیل  منابع بالقوه براي تولید بیودیزل در یکی از
هاي  هاي میکروبی با نام روغن روغن این نوع از. شود
هاي روغنی  سلولی به وسیله برخی میکروارگانیسم تک

ها تولید  ها و ریزجلبک ها، باکتري مانند مخمرها، قارچ
ها به ویژه مخمرها با  در این میان قارچ .]29[شود  می

و نیز پتانسیل  توجه به کشت و دستکاري ژنتیکی آسان
هاي مناسبی براي تولید  کروارگانیسممی، تجمعی بالا

هاي  بنابراین واکاوي مکانیسم. باشند بیودیزل می
هاي  مولکولی دخیل در فرایند و آشکارسازي ویژگی

متابولیسم و  هاي درگیر در ساختاري و عملکردي ژن
ها راه را  از میکروارگانیسم سازي لیپید در این نوع ذخیره

ب لیپید در این براي دستکاري در جهت تجمع وترکی
ها مبتنی بر مهندسی ژنتیک فراهم ساخته  نوع از گونه

رود این نوع از  بنابراین انتظار می .]30،31[ است
طور صنعتی براي تولید  ها در آینده به میکروارگانیسم

با . هاي زیستی از جمله بیودیزل استفاده شود  سوخت
هاي میکروبی در  هاي مربوط به چربی این حال، هزینه
هاي گیاهی جهت تولید بیودیزل هنوز  رقابت با روغن

جود استفاده از منابع کربنی با این و. باشد بسیار بالا می
ارزان قیمت براي کشت، اکتشاف تنوع زیستی طبیعی به 

هاي روغنی جدید و مهندسی متابولیک  منظورتعیین گونه
هاي بسیار مطلوب و نوید بخش براي کاهش  روش
مطالعاتی لذا  .]15[ باشد ها می هاي تولید در قارچ هزینه

درك متابولسیم  مبتنی بر به منظورافزایش تولید بیودیزل
این نوع از  در مؤثرهاي مولکولی  لیپید و مکانیسم

، که در این ]19[ ها صورت پذیرفته است میکروارگانیسم
هاي مجازي نیز در دستور کار  تحقیق مبتنی بر آزمون

هاي  در این راستا پایش مکانیسم .قرار گرفته است
در فرایند منجربه آشکارسازي آنزیم  مؤثرمولکولی 

این آنزیم . در تولید لیپید شد مؤثرک به عنوان آنزیم مالی
طریق دکربوکسیلاسیون اکسیداتیو مالات به پیروات،  از

NADPH را  که براي بیوسنتز اسیدچرب حیاتی است
هاي دیگري نظیر  در همین راستا آنزیم. آورد فراهم می

فسفوگلوکونات  -6فسفات دهیدروژناز و  -6گلوکز 
باشند، با  می را داراNADPH دهیدروژناز قابلیت تولید 

هاي ابتدایی چرخه  ها در واکنش این وجود این آنزیم
پنتوزفسفات درگیر بوده و فعالیت آنها به شروع 

یا پایان آن بستگی ندارد و تنها آنزیم  سازي لیپید ذخیره
سازي لیپید دارد،  مالیک ارتباط نزدیکی با ذخیره

سازي لیپید  که با توقف فعالیت این آنزیم ذخیره طوري به
 Mucorزن خشک سلول در و %25در حدود 

circinelloides  در % 40و در حدودMortierella 

alpine ساختاري هاي  پایش ویژگی. ]22[ یابد اهش میک
هاي مالیک انتخابی تغییرات پس از ترجمه متنوع  آنزیم

ها از جمله گلیکوزیلاسیون، فسفوریلاسیون، و  این آنزیم
در یک مورد سولفوریلاسیون آنها را آشکار نمود 

 ها پروتئین از در این راستا بسیاري .)1جدول (
 سیگنال حذف مثل ترجمه، از پس تغییرات دستخوش

 که شوند می وگلیکوزیلاسیون فسفوریلاسیون پپتیدها،
 محل تعیین و ها پروتئین فعالیت براي نهایتاً تغییرات این

در این میان . ]32[است  آنها نیز مهم سلولی درون
 فولدینگ، گلیکوزیلاسیون که ممکن است محلولیت،

 و رسپتور به اتصال پایداري، پروتئولیز، به حساسیت
تغییر پس از  ترین دهد، فراوان قرار تأثیر تحت را فعالیت

زنده  موجودات هاي ترجمه است که در تمامی سلسله
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هاي این  و در تمامی آنزیم ]33،34[آشکار شده است 
پایش از سوي دیگر . شود تحقیق نیز اعمال می

هاي مالیک انتخابی، آشکارسازي  عملکردي آنزیم
 malicو  MAO1_MF ،Malic_M هاي عملکردي دمین

 جدول(هاي مورد بررسی آشکار نمود  امی آنزیمرا در تم
ضوي از خانواده ع Malic_M دمین از این میان،). 2

دمینی دهیدروژنازي بوده که دکربوکسیلاسیون اکسیداتیو 
L– هاي منگنز یا  مالات به پیروات را در حضور کاتیون

 +NAD هاي به احیاء مولکول منیزیم انجام داده و منجر
دمین  علاوه بر این .]35،36[ شود می +NADPیا 

MAO1_MF ها نیز قابلیت  آشکار شده در این آنزیم
مالات به پیروات را در حضور دکربوکسیلاسیون 

 .]37،38[باشد  هاي منگنز یا منیزیم دارا می کاتیون
هاي  ها و شبه آنزیم بررسی خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم

، پایداري آنها را آشکار نمود )3 جدول(مالیک انتخابی 
 جز آنزیم مالیک مشتق شده از گونه ، به]39[

Umbelopsis isabellina 79/43 که با شاخص ناپایداري 
همچنین . شود هاي ناپایدار محسوب می جزء پروتئین

که به عنوان یک عامل مهم به  بررسی شاخص آلیفاتیک
ارت ها در برابر حر منظور برآورد مقاومت پروتئین

دهنده مقاوم بودن حرارتی تمامی  ، نشان]40[باشد  می
از سوي دیگر بررسی . هاي مالیک انتخابی بود آنزیم

هاي توپولوژي آنزیم مالیک مبین غشایی بودن  ویژگی
کلی محل قرارگیري  طور به ).4 جدول( ها بود همه آن

ها سیتوزول، میتوکندري و  آنزیم مالیک بر اساس گزارش
در همین راستا محل سلولی . ]41[است  هیدروژنوزوم

 هاي انتخابی این تحقیق در گونه آنزیم مالیک قارچ
Yarrowia lipolytica ر میتوکندري و در دLipomyces 

starkeyi که این مهم ]42[سیتوزول ذکر شده است  در ،
ستقرار آنزیم در ا Yarrowia lipolyticaتواند در مورد  می

مبتنی بر تحقیقات ما را نشان  محل غشاي میتوکندري
هاي  با این وجود جایگاه دقیق بسیاري از آنزیم .دهد

 Mortierellaکه شامل  Mucoromycotina مالیک گروه

alpine,Mucor circinelloides و Umbelopsis 

isabellina وضوح مشخص نشده است  به، باشند می
 یتوالیابی  نتایج حاصل از همگوناین،  بر  علاوه .]36[

به آشکار شدن طیف  نجرم mce22 ژن ینیپروتئ
اي از جانداران واجد توالی پروتئینی همگون  گسترده

 Mucor ونهگ mceتوالی پروتئینی شد، که در این میان 

ambiguus  نزدیکترین توالی بهMucor circinelloides 
 Mucor ambiguusدر این رابطه گونه ). 1شکل ( بود

لینولنیک اسید γ-براي تولید اسید چرب غیراشباع 
(GLA) رود که جزء اسیدهاي چرب ضروري  به کار می

باید در رژیم  باشد و است و بدن قادر به سنتز آن نمی
ساز  پیش این اسیدچرب. ]43[ غذایی وجود داشته باشد

باشد و همچنین براي بیمارانی  ها می مهم پروستاگلاندین
، برند که از دیابت، سرطان، پیري و روماتیسم رنج می

این اسید چرب باعث کاهش  علاوه بر این. لازم است
شده و از تشکیل لخته وتجمع  کلسترول  فشارخون و

 GLAاز سوي دیگر. ]43[کند  ها جلوگیري می پلاکت
هاي  اي است که علاوه بر قارچ شباع نشدهاسید چرب ا

در  هاي گیاهی و در دانه ،]Mucorales ]44 راسته
راستا  در همین. ]45[ شود سنتز میها نیز  جلبک

منجربه آشکار  نیز mce23 ژن ینیپروتئ یوالیابی ت همگون
اي از جانداران واجد توالی پروتئینی  شدن طیف گسترده

گونه  mceتوالی پروتئینی همگون شد، که در این میان 
Rhizopus microsporus یکترین توالی دنز

در همین ). 2 شکل( بود Umbelopsis isabellinaبه
 Rhizopus microsporus رابطه باید اشاره نمود که گونه

براي تولید بیودیزل با سنتز استرهاي اتیلی با استفاده از 
، و از ]46[شود  لیپازها در تخمیر جامد به کاربرده می

هاي اقتصادي متنوعی برده شده  توده آن نیز بهره زیست
قادر است از سوي دیگر این میکروارگانیسم . ]47[ است

امیلاز و گلوکوآمیلاز را با رشد بر - α سطح بالایی از
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تفاله نیشکر،  روي بقایاي کشاورزي مانند سبوس، گندم،
کاه برنج وچوب ذرت خشک شده به عنوان منبع کربن 

ها و  از سوي دیگر ارزیابی قابلیت آنزیم .]48[تولید کند 
بعدي و  3ک انتخابی با تعیین ساختار هاي مالی آنزیم شبه

نتایج حاصل از . میل اتصالی آنها با سوبسترا تعیین شد
ساختاري با کیفیت  هاي سازي ها منجربه مدل آزموناین 

و نمودار راماچاندران  ERRATمطلوب براساس آزمون 
ها مورد قبول  ، که بر اساس گزارش)5 جدول(شد 

با این وجود ارزیابی کیفیت ساختارهاي . ]49[ باشد می
ضمن هاي مالیک انتخابی  آنزیم ها و شبه مدل شده آنزیم

در ساختارهاي  βو صفحات  αهاي  آشکارسازي مارپیچ
مبین حضور برخی از اسیدهاي آمینه در مدل شده، 

هاي غیرمجاز هر یک از ساختارهاي مدل شده  موقعیت
الیک داراي ساختار به طورکلی آنزیم م ).7جدول (بود 

α/β شامل سه لایه  این آنزیمهسته ساختار  .استα/β/α 
 Dو  A ،B ،C به چهار دمینو  است βصفحات  و

جایگاه فعال آنزیم مالیک در  .]50[ شود تقسیم می
یک از  هرC  و Bشکاف عمیق در حد فاصل بین دمین 
. واقع شده است Aمولکول به همراه چند بخش از دمین 

آمینه و نوع آنها که در  در همین راستا موقعیت اسیدهاي
تشکیل جایگاه فعال دخالت دارند مورد پایش قرار 

نتایج حاصل از این ارزیابی مبین ). 7جدول (گرفت 
در تشکیل آمینه هاي  نوع از اسید 4دخالت حداقلی 

آمینه  نوع اسیدهاي ازآنها بیشترین ، که بودجایگاه فعال 
هاي  به طور کلی بخش. هستند قطبی آلیفاتیک و

هاي  اسیدهاي آمینه در منطقه جایگاه فعال در بین آنزیم
ها در  اهمیت آنو  دنباش می مالیک بسیار حفاظت شده

 .]51[ شود یا کاتالیزورها تعیین می /اتصال به سوبسترا و
انواع اسیدهاي در همین راستا گزارش شده است که 

 ،ل به سوبسترا شامل اسیدهاي آمینه ترئونینآمینه متص
 آسپارژین و لوسین ،ایزولوسین ،آرژنین ،والین ،پرولین

که همسو با نتایج حاصل از این تحقیق  ،]51[باشد  می

ها و  علاوه بر این بررسی قابلیت آنزیم. باشد می
هاي مالیک انتخابی در دکربوکسیلاسیون مالات  آنزیم شبه

هاي  بر اساس میل اتصالی آنها مبین قابلیت تمامی آنزیم
ویژه آنزیم مالیک قابل اشتقاق از  انتخابی مدل شده به

 هاي شکل(به مالات بود  Parasitella parasiticaگونه 
ها به سوبسترا بودن این  ، که در سایر گزارش)5 و 4

   .]51[ ترکیب براي آنزیم مالیک نیز اشاره شده است
  
  سپاسگزاري - 5
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