
  
  در شرایط مناسب  Mortirella alpinaطویل ساز گونه هاي  بررسی بیان ژن

  تولید آراشیدونیک اسید و روغن
 

  2 روشنک احمد مخبري –1*حمید رضا صمدلوئی      

  4/8/1392: تاریخ دریافت
 3/3/1393: تاریخ پذیرش

  
  چکیده

در سطوح مختلف گلوکز و سویا بررسی شد تا  Mortierella alpina CBS 754.68توسط گونه قارچی  تولید توده زیستی، روغن، آراشیدونیک اسید
 50(در سـطح پـایین گلـوکز     نتایج نشان داد. مطالعه شود کشتهاي  محیط این طویل ساز موثر در تولید آراشیدونیک اسید درهاي  ن ژ بیان  ارتباط آن با 
بـدون در نظـر گـرفتن ترکیبـات محـیط کشـت       . باشـد  مـی  )توده زیسـتی % 47(حداکثري  میزان تولید روغن) گرم در لیتر 10(و پودر سویا ) گرم در لیتر

 ) گـرم در لیتـر   20(و بالاي سـویا   ) گرم در لیتر 50(مشاهدات نشان داد که در سطوح پایین گلوکز . آراشیدونیک اسید در کل فرایند تخمیر افزایش یافت
گرم در لیتر در روز ششم رسید کـاهش   5وقتی میزان کربن به زیر  GLELOمیزان بیان ژن . بودقابل توجه ) روغن% 56(میزان تولید آراشیدونیک اسید 

  . باشد می ژن محدود کننده تولید آراشیدونیک اسید GLELOچنین مشخص شد که  GLELOو  MALC1با بررسی میزان بیان ژن . یافت
  

  ژن طویل ساز  اسید، بیان ژن و  چربی، آراشیدونیک تخمیر، ،Mortierella alpina :کلیدي ي ها واژه
  

   2 1مقدمه
اسیدهاي چرب بلند زنجیره چند غیر اشباع در رژیم غذایی انسـان  

داشته و از آنجائیکه بدن انسان قادر بـه سـاختن ایـن    اي  اهمیت ویژه
چرب هاي  اسیدهاي چرب نمی باشد منابع مناسب براي تهیه این اسید

از مهمتـرین اسـید چـرب    . سـت همواره مورد توجه دانشمندان بـوده ا 
 ، اسـید آلفالینولنیـک  )6ω18:2( توان به اسـید لینولئیـک   می ضروري

)3ω18:3 (و آراشیدونیک اسید اشاره کرد(Ratledge, 2002).  در بین
سـاز   پـیش  با توجـه بـه اینکـه    آراشیدونیک اسیدین اسیدهاي چرب، ا

، 4تنظـیم ســوخت و ســاز لیپــوپروتئین  باشــد و در مــی 3ایکوزانوئیـدها 
نقـش   6هـا  و عملکرد لوکوسـیت  5ها سازي پلاکت رئولوژي خون، فعال

 Yamada( قابل توجه اي دارد مورد توجه دانشمندان قرار گرفته است
et al., 1989 ;Das et al., 1987 ;Yongmanitchai and Ward, 

1989(. Carlson   ــال ــاران در س ــد کــه    1993و همک ــان دادن نش
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3- Eicosanoid 
4- Lipoprotein 
5- Placket 
6- Leucocyte 

تواند موجب بهبود رشد سال اول نوزادان نـارس  آراشیدونیک اسید می
ترین مورد مصرف آراشیدونیک اسید در غـذاهاي  عمدهاز این رو  .شود

بــا توجــه بــه اهمیــت  .(Ward and Sing,2005) .ســتکــودك ا
آراشیدونیک اسید در چرخه تغذیه اي انسان و به علـت کمبـود منـابع    
. مناسب تولید، تهیه این اسید چرب ضروري با مشکل جدي مواجه شد

 از کپــک پســت یهــایگونــهپــس از ســال هــا تحقیــق دانشــمندان 
Mortierella ــایی   را ــه توان ــد ک ــدا کردن  ــج ــد مق ــاديادیر تولی  زی

تواننـد   هایی ایـن قـارچ مـی   بعضی از گونه. آراشیدونیک اسید را داشت
این میزان را % 40چربی در خود ذخیره کنند که بیشتر از % 40بیش از 

 ;Kavadia et al., 2001(دهـد   تشـکیل مـی   آراشـیدونیک اسـید  
Kawashima et al., 2000; Wynn and Ratlege, 2000 .(  بـا

شود که بـا بهینـه    می گیري انجام شده چنین نتیجه مروري به مقالات
سازي شرایط فیزیکوشیمیایی محیط کشت، میزان تولید آراشـیدونیک  

 Kavadia et al(یابد می اسید و روغن توسط این گونه قارچی افزایش
2001; Higashiyama et al 2002; Higashiyama et al., 
1998; Hou 2008; Hwang et al., 2005; Jang et al., 2005  

 Mortierellaدر گونـه قـارچی   دهـد کـه    می تحقیقات اخیر نشان). 
alpina     تولید آراشیدونیک اسید از یک مسـیر متعـارف تولیـد اسـید ،

هاي طویل سازي و غیـر اشـباع سـازي؛ پیـروي      چرب؛ شامل واکنش
در بـین ایـن ژن هـا، ژن طویـل سـاز      ). Ratledge, 2004(کنـد   می

تولیـد آراشـیدونیک   نقش قابل توجهی در  کند که می هایی را کد آنزیم
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با در نظـر گـرفتن تحقیقـات    . دارد مورتیرلا آلفینادر گونه قارچی  اسید
 elongaseطویـل سـاز   هـاي   رسد که ژن می انجام شده چنین به نظر

GLELO  وMALCE1 مهم در تولید آراشیدونیک اسـید هاي  از ژن 
اکنون تحقیقی در زمینـه  ت). Wynn and Ratledge 2000(باشد  می

ــید در       ــیدونیک اس ــد آراش ــوثر در تولی ــان ژن م ــزان بی ــاط می ارتب
با شرایط محیط کشت  Mortierella alpineهایی قارچی  ریزسازواره

ــاتی در تولیــد ســایر محصــولات از       ــام نشــده، لــیکن تحقیق انج
دیگر انجام شده است که نشان دهنده اهمیت ارتبـاط  هاي  ریزسازواره
باشـد   مـی  ژن مـوثر در تولیـد محصـول و میـزان محصـول     بین بیان 

)Giacomo et al 2008; Rossignol et al., 2003; Walkey et 
al., 2011 .(     از این رو در این تحقیق سـطوح مختلـف منبـع کربنـی

در تولید تـوده زیسـتی، روغـن و    ) پودر سویا(و منبع نیتروژنی ) گلوکز(
بررسی شد و ارتباط آن بـا   8و  6و  4، 2آراشیدونیک اسید در روزهاي 

که نقش قابل توجـه    MALC1و  GLELOطویل ساز هاي  بیان ژن
  .در تولید آراشیدونیک اسید دارد انجام شد

  
  ها روش و مواد
   مواد

 مجموعـه  از 68/7541CBS آلپینـا  مـورتیرلا  قارچ تحقیق این در
 ـخر 2هلنـد  کشور میکروبی  نـا یآلپ رلایمـورت  قـارچ  نمونـه . شـد ي داری

 بـود  3دار بیش ـ آگار آزمایش لوله در میسلیوم صورت به شدهي داریرخ
 آگـار  آزمـایش  لوله و 4بشقابک در آگار مالت کشت محیط روي بر که
 و شـد  داده کشت روز 7 زمان مدت و C˚22 حرارت درجه در دار بیش
 شدي دار نگه گرادی سانت درجه 4 یخچال در ها نمونه آزمون انجام تا

 شـرکت  از همگی قیتحق این در استفاده مورد اییشیمی مواد نیهمچن
   .شدي داریخر آلمان مرك
  
  اصلی هاي کشت و تلقیح مایه

 محصـول  دیتول هاي کشت تلقیح براي میسلیومی سوسپانسیون از
 محیط لیتر میلی 100 میسلیومی، سوسپانسیون تهیه براي .شد  استفاده
 در) g/L 10( مخمـر  عصـاره  و) g/L 30(  آبه تک گلوکز شامل کشت

 15 و C˚121 حـرارت  درجـه  در شد، تهیه لیتري میلی 500 ارلن یک
 شده تلقیح زسازوارهیر سترون آنس بوسیله سپس. دیگرد سترون دقیقه

 5دقیقـه  بـر  دور 170 و سـاعت  72 مدت به C˚26 حرارت درجه در و
 ـ توسـعه  هاي کشت از% 10 تا 3 .شد گذاري گرمخانه  عنـوان  بـه  حیتلق

در محیط کشت . افزوده شد محصول دیتول کشت طیمح هب تلقیح مایه
                                                             
1- Mortierella alpina CBS 754.68 
2- Centraalbureau voor Schimmelcultures 
3- Slant agar 
4- Petri dish 
5- Revolution per minute (rpm) 

گرم در لیتر و  50و  70تولید محصول از منابع کربنی گلوکز در سطوح 
. گـرم در لیتـر اسـتفاده شـد     10و  20منبع پروتئینی سویا در سـطوح  

 185(و دورهمـزن  ) 6(pH ، )گـراد  درجه سانتی 21(همچنین از دماي 
  .استفاده شد) دور در دقیقه

  
  یستیز توده خشک وزني ریگ دازهان

 بـر  ،41 شـماره  واتمن صافی کاغذ ازی ستیز توده جداسازيي برا
 بـراي  سـپس . شـد  اسـتفاده  خـلاء  پمـپ  بـه  مجهز بوخنر قیفي رو

 قرار ساعت هاي شیشه روي بر را آنها 6سلولی خشک وزن گیري اندازه
 شـد   خشـک  C˚105 حرارت درجه با آون در ساعت 2 مدت به و داده

)Sakuradani et al., 2004(. 
  

  یچرب استخراج
 ـیچ هـاون  در شده خشک یستیز توده ها یچرب استخراج براي ی ن

 دسـتگاه  در نرمـال هگـزان   حـلال  بـا  حاصـله  پـودر ی چرب. شد خرد
   .)Folsch et al., 1957( دیگرد استخراج سوکسله

  
  چرب اسیدهاي اندازه گیري

 فراریت عدم به توجه با چرب، اسیدهاي گیري اندازه و تعیین براي
 از بعد. نمود تهیه را آنها استر متیل هاي مشتق بایستی چرب اسیدهاي

 کرومـاتوگرافی  گـاز  دسـتگاه  بـه  چرب متیلـه ي دهایاس ،يساز مشتق
سـپس بـا اسـتفاده از دسـتگاه گـاز کرمـاتوگرافی        .شـد  جرمی تزریق

چـرب   اسـید  نوع 5MS-HPو ستون ) ) Gc system -78qoaجرمی
   .دیگرد تعیین
  
  DNS7 روش به ایاح قندي ریگ اندازه

 ،شـده  برداشـت  ریتخم 8و  6، 4، 2ي درروزها کشت طیمح نمونه
 قهیدق در دور 8000 در کردن فوژیسانتر با کشت طیمح ازی ستیز توده

 کشـت  طیمح ـ قند زانیم و شده جدا کشت طیمح از قهیدق 5 مدت به
  )Miller, 1959( شدي ریگ اندازه DNS روش به

  
 cDNAو ساخت  RNAخراج است

تخمیـر از دو محـیط کشـت     8و  6، 4، 2توده زیستی در روزهاي 
فرموله شده در ظروف تکان خورنـده از محـیط کشـت بـا سـانتریفوژ      

دقیقه جدا شده، داخل هـاون   5دور در دقیقه به مدت  8000کردن در 
درجه سانتی گراد مانـده   220ساعت داخل آون  12چینی که به مدت 

ده ریخته شده به نمونه ها ازت مایع اضافه شد بافت نمونـه  و خنک ش
میلی لیتري قرار گرفت و تا زمان استخراج  5/1هاي  خرد و داخل ویال

RNA  درجه سانتی گراد نگهداري شد -70در دماي . 
                                                             
6- Dry cell weight (DCW) 
7- Dinitrosalicylic acid 
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  در این رساله هدف و ژن مرجعهاي  توالی و مشخصات الیگونوکلئوتیدهاي ژن - 1جدول 

Product 
size  TM %GC Primer       sequence Primer  Gene No. 

234bp  56 57.9 CCCAAGGTCGGCAAAGTCT forward Malce   5 55.5 55 GCGTTGTTCCACAAGCTCTG Reverse 

221bp  55.7 47.6 CCTTAAGAAGAACAACCGCCA forward GLELO 
  6  55.4 55  GCGAACGCGTGATGTAGAAC Reverse 

200bp 
54 68.8 CGAGTTGCGTGTCGCC forward Actin 

  8 52 55.6 TGGGAACAGTGTGGGTGA Reverse 
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۵٢٠;٠

  
  )گرم در لیتر 10و  20(و پودر سویا ) گرم در لیتر 50و  70(تغییرات میزان توده زیستی در روزهاي مختلف تخمیر در سطوح مختلف گلوکز  -1شکل

  
استخراج بر . استفاده شد Vivantisاز کیت  RNAبراي استخراج 

بـا اسـتفاده از    cDNAسـاخت  . طبق دستور العمل کیت انجام گرفت
  .انجام شد vivantisکیت 
  

  پرایمرها نتخابا
ژن دخیل در تولید آراشیدونیک اسید انتخـاب   دودر این آزمایش، 

بود بـه   NCBIاز آنجائیکه از هر ژن چندین گزارش در سایت گردیده 
بعـد از تاییـد    .شـدند  alingهـا   منظور طراحی پرایمر هر کـدام از ژن 

 ی مقالـه بـا بررس ـ . پرایمرها به شرکت تکاپو زیست سفارش داده شد

)Sakuradani et al.,2009 ( ژنActin1 ) 1)به عنوان ژن خانـه دار ،
  ).15 جدول(انتخاب گردید  به عنوان ژن مرجع

  
  و بحثنتایج 

شود رشد توده زیستی با افزایش  می دیده 1همانطور که در شکل 
منبع کربنی در روزهاي اولیه فرایند تخمیر کاهش و در ادامـه فراینـد   

شود که افزایش رشـد باعـث شـده     می چنین استنباط. یابد می افزایش

                                                             
1- House keeping gene 

میزان گلوکز محیط کشت و فشار اسمزي کاهش یابد و شرایط بـراي  
در هر سه محیط کشت بعـد از روز  . رشد بیشتر ریزسازواره فراهم شود

تواند ناشی از کاهش میزان گلـوکز   می کهه توده زیستی کاهش یافت 6
نشان دادند که با کاهش  )2005(و همکاران Zhu . )2و  1شکل (باشد

گرم در لیتر توانایی ریزسازواره براي مصرف گلوکز  10گلوکز به سطح 
  .یابد می متوقف شده و توده زیستی کاهش

با افزایش منبع پروتئینـی رشـد تـوده زیسـتی بـه صـورت قابـل        
دهد که تمامی  می نتایج مصرف پروتئین نشان. افزایش یافتاي  توجه

  .در محیط کشت تخلیه شده است 2ا روز منبع پروتئینی ت
در روزهاي اولیه تخمیر اي  مصرف قند احیاء به صورت قابل توجه

گـرم   20(مصرف گلوکز در محیط حاوي منبع نیتروژنی بالاتر . بالا بود
دهنـده   کشـت بـوده کـه نشـان    هـاي   ،  کندتر از سایر محـیط )در لیتر

نیتروژنی و هم منبـع  جایگزین شدن منبع نیتروژنی هم به عنوان منبع 
در این شرایط رشد ریزسازواره بسـیار قابـل   ). 2شکل (باشد  می کربنی

بـه   6در هر سه محیط کشت منبع کربنـی از روز  . توجه افزایش یافت
بعد به پایین ترین سطح رسید و شرایط براي تخریب و کـاهش تـوده   

  .)2و  1شکل (زیستی فراهم شد 
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  )گرم در لیتر 10و  20( و پودر سویا) گرم در لیتر 50و  70(گلوکز تغییرات میزان قند احیاء در روزهاي مختلف تخمیر در سطوح مختلف  -2شکل

  
دهد که چربی ذخیره اي تـا روز   می روند تجمع روغن چنین نشان

 افـزایش یافتـه و سـپس ایـن رونـد کنـد      اي  به صورت قابل توجـه  6
تواند در این پدیده نقش قابل  می لوکز، محیط کشتکاهش گ. شود می

 50بیشترین تجمع روغن در محیط کشت حاوي . داشته باشداي  توجه
گرم در لیتر منبع پروتئینی سویا مشاهده شـد   10گرم در لیتر گلوکز و 

 که نشان دهنده افزایش بازده تولید روغن در سطوح پایین تـر گلـوکز  
ان قنـد بیشـتر رشـد بـالاتر و تجمـع      در محیط کشت با میـز  .باشد می

 روغن پایینتر بود که نشان دهنده نسبت عکس رشد بـا تجمـع روغـن   
 venkدر گزارشـــی مشـــابه کـــه توســـط . )3شـــکل (باشـــد  مـــی

انجام شد بیان شد کـه غلظـت بـالاي     )Venkateswaran  ) 2008و
  .گلوکز براي تجمع چربی مناسب نمی باشد

تر تجمع روغـن نسـبت بـه دو    در محیط حاوي منبع پروتئینی بیش

دهنده تاثیر منفی منبع پروتئینی در  محیط دیگر پایین تر بود که نشان
در این محیط کشت بـا اینکـه منبـع پروتئینـی     . باشد می تجمع روغن

تخلیه شده اسـت ولـی در ادامـه     2همزمان با دو محیط کشت در روز 
باشد  می گرفرایند تخمیر رشد توده زیستی بیشتر از دو محیط کشت دی

روند مصرف قند احیاء در ایـن  . و در عین حال تجمع روغن کمتر است
دهد که بازده تبـدیل قنـد بـه روغـن پـایین و       می محیط کشت نشان

 میزان تولید توده زیسـتی نسـبت بـه دو محـیط کشـت دیگـر بـالاتر       
با در نظر گرفتن این نکته کـه بـا افـزایش میـزان نیتـروژن      . باشد می

ریک فعال و انرژي بیشتري توسط ایـن چرخـه تولیـد    چرخه اسید سیت
شود که کـه در ایـن شـرایط حجمـه زیـادي از       می شود چنین تحلیل

  .(Ratledge 2004)انرژي صرف افزایش توده زیستی شده است 
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دهـد در شـرایطی کـه     مـی  روند افزایش آراشیدونیک اسید نشان

 تجمع روغن بالاتر است میزان تجمع آراشیدونیک اسید روغن کـاهش 
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یابــد و در شـرایطی کــه رونـد تجمــع روغـن کنــد اسـت میــزان      مـی 
شود که افـزایش   می اشتچنین برد. یابد می آراشیدونیک اسید افزایش

و  zhu). 4شـکل  (گلوکز تاثیر منفی در تولید آراشـیدونیک اسـید دارد   
گزارش کردند که با تخلیه گلوکز میزان آراشیدونیک  )2005(همکاران 

توانـد دلیـل کـاهش روغـن و      مـی  اسید افزایش یافته که این نتیجـه 
  . افزایش تجمع آراشیدونیک اسید باشد

  
  
  

  GLELOساز  طویلهاي  بیان ژن

نتایج نشان داد که افزایش و یا کاهش منبـع قنـدي و پروتئینـی    
نتـایج نشـان داد کـه سـطح     . تاثیر در سطح بیان این ژن نداشته است

 8به پایین ترین سـطح رسـید و دوبـاره در روز     6بیان این ژن در روز 
  .)5شکل (افزایش یافت

  
  MALC1بیان ژن طویل ساز 

مواد مغـذي محـیط کشـت قـرار     تحت تاثیر  MALC1بیان ژن 
  .گرفته است
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  )در لیتر
  

  
و  20(و پودر سویا ) گرم در لیتر 50و  70(تلف تخمیر در سطوح مختلف گلوکز در روزهاي مخ GLELOتغییرات میزان بیان ژن طویل ساز  -5شکل

  )گرم در لیتر 10
  

کاهش منبع کربنی، افزایش منبع نیتروژنی و رشـد تـوده   . داشته استغالبـا بیـان بـالاتري     GLELOاین ژن برخلاف ژن طویل سـاز  
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شـده   زیستی بیان این ژن را تحت تاثیر قرار داده و باعث افـزایش آن 
گـرم در لیتـر    20گرم در لیتر گلـوکز و   50در محیط که حاوي . است

ســویا بــود در شــرایط رشــد بیشــترین ســطح بیــان ژن طویــل ســاز  
MALC1  8بـه   6مشاهده شد کاهش قابل توجه توده زیستی از روز 

 . )6شکل ( شد MALC1باعث کاهش در بیان ژن 
  

  GLELOبه ژن  MALCIنسبت بیان ژن 

باشـد همـواره    مـی  ه تولید آراشیدونیک اسید بالاکهاي  در محیط
ــان ژن  ــوده اســت GLELOاز ژن  MALC1نســبت بی ــالاتر ب در . ب

شرایطی که تولید روغن بالاتر بوده و تولید اراشیدونیک اسید نسبت به 
پـایین و میـزان    MALC1بقیه محیط ها کمتر است سطح بیـان ژن  

Fold change  دهنـده اهمیـت    کـه ایـن نشـان   . آن منفی شده است
  .)7شکل (میزان منبع کربنی و نیتروژنی در بیان این ژن بوده است

  

  
و  20(و پودر سویا ) گرم در لیتر 50و  70(در روزهاي مختلف تخمیر در سطوح مختلف گلوکز  MALCIتغییرات میزان بیان ژن طویل ساز  -6شکل

  )گرم در لیتر 10
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  )گرم در لیتر 10و  20(و پودر سویا 
  
  

  گیري نتیجه
افزایش میزان گلوکز در روزهاي اولیه تخمیر باعث کـاهش رشـد   

تواند ناشی از فشار اسمزي بیشتر محـیط   می ریزسازواره شده است که

 روز
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نشان داده شد که در غلظت پایین اي  در گزارش مشابه. باشد غلیظ تر
گلوکز باعث کاهش زمان کمون در اثر کاهش فشـار اسـمزي محـیط    

نتایج  .(zhu et al 2005) کشت و افزایش رشد ریزسازواره شده است
 نشان داد که با تخلیه گلوکز تجمـع روغـن همچنـان ادامـه دارد کـه     

در واقـع چنـین   . به روغـن باشـد  اي  تواند حاصل تبدیل قند ذخیره می
شود که با جذب قند از محیط تمامی این قند در یـک بـازه    می تحلیل

 محیطـی تبـدیل بـه روغـن    هـاي   زمانی مشخصی و تحت تاثیر شک
جذب گلوکز و تبدیل شدن آن به روغن یک پروسه زمان دار . شود می

 .باشـد  یم در سلول بوده و با توجه به شرایط محیطی این زمان متغییر
و همکـاران   Jinو  )2005(و همکـاران   Zhuدر تحقیقی کـه توسـط   

انجام شد نشان داده شد که بـا تخلیـه گلـوکز تجمـع روغـن      ) 2008(
 همچنان ادامه داشته کـه مویـد نتـایج بدسـت آمـده از ایـن تحقیـق       

 )2000(و همکـاران   Eroshinدر گزارشی متفاوت که توسط  .باشد می
ه با تخلیه گلوکز تولید روغن متوقـف شـده در   انجام شد نشان دادئد ک

عین حال تجمع اصلی روغن بعد از توقف رشد ریزسازواره انجام شـده  
 )اوره و نیتـرات پتاسـیم  (استفاده از منبع نیتروژنی تعریف شـده  . است
در حالیکه در این تحقیـق  . تواند از عوامل موثر در این تفاوت باشد می

توانـد علـت    مـی  که. ا استفاده شده استاز منبع نیتروژنی پیچیده سوی
استفاده از نیتروژن معدنی باعـث کـاهش زمـان    . تفاوت در نتایج باشد

تواند به دلیل استفاده از نیتروژن  می باشد که می تبدیل گلوکز به روغن
افـزایش یافتـه    acetyl CoA carboxylase (ACC)معدنی فعالیت 

 را فـراهم  COAنوئیـل  بـه ما  COAکه زمینه را براي تبدیل اسـتیل  
 .Certik et al(باشـد   مـی  کند که اسکلت تشکیل دهنده روغـن  می

شود که در فرایند تخمیر  می از نتایج بدست آمده چنین تحلیل). 1999

همواره بیان شـده   GLELOو تولید آراشیدونیک اسید ژن طویل ساز 
ولی با سطح بیان پایین، افـزایش و یـا کـاهش مـواد مغـذي محـیط       

از سـوي دیگـر افـزایش    . ي بر سطح بیان این ژن نداشته اسـت تاثیر
تواند نتیجـه تـاثیر    می تولید آراشیدونیک اسید در انتهاي فرایند تخمیر

شرایط محیطی بر روي سایر ژن ها باشد و بیـان آن هـا تحـت تـاثیر     
قرار گرفته و تولید محصول افزایش یافته در حالیکه این ژن همواره به 

کننده تولید آراشیدونیک اسـید سـطح بیـان تقریبـا     عنوان ژن محدود 
گـزارش شـده کـه تبـدیل     اي  در تحقیقات مشـابه . ثابت و پایینی دارد

18:3(n-6) 20:3به(n-6)    به عنوان گلوگاه تولید آراشـیدونیک اسـید
ــارچی  ــه ق ــاتوســط گون ــورتیرلا آلفین  Wynn and)(باشــد  مــی م

Ratledge,2000  .ود کـه در مسـیر   ش ـ مـی  از این رو چنین برداشت
شـوند   می که به عنوان گلوگاه شناختههاي  تولید محصولات نهایی ژن

کند همواره بیان آن ها تحت تاثیر  می و تولید محصول نهایی را کنترل
تغییرات مواد مغذي محیط کشت قرار نگرفته و در شرایط بهینه تولیـد  

هـاي   ژندارنـد ایـن   اي  مسیر سنتز بیان بهینههاي  نیز که ما بقی ژن
گلوگاه سطح بیان پایینی داشته و مـانع از تولیـد حـداکثري محصـول     

هـا از طریـق    شوند از این رو افزایش سطح بیان این نوع ژن می نهایی
در تحقیقی کـه  . باشد می انتقال ژن تنها راه افزایش آراشیدونیک اسید

براي افزایش تولید آراشیدونیک اسید بـه منظـور تولیـد تجـاري ایـن      
انجـام شـده بـود نشـان داده شـد کـه        مورتیرلا آلفینا توسط محصول

هاي  تاثیر بیشتري نسبت به ژن GLELOافزایش بیان ژن طویل ساز 
کـه تاییـد   ). Takeno et al., 2005(را دارد  6و  12غیراشـباع سـاز   

  .کننده نتایج بدست آمده از این تحقیق است
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Introduction: Arachidonic acid (5, 8, 11, 14-eicosatetraenoic acid, ARA), a long chain polyunsaturated 

fatty acid (PUFA) of the n-6 class, plays an important roles in the structure and function of biological 
membranes. ARA has also attracted attention as a precursor of prostaglandins, thromboxane, prostacyclin, and 
leucotrienes, which have potent and various physiological actions including uterine muscle contraction, 
relaxation, vasodilatation, and antihypertensive action. Lower fungi of Zygomycetes especially Mortierella 
alpina were served as rich sources of ARA. In this research the time courses for biomass, lipid and arachidonic 
acid production by Mortierella alpina CBS 754.68 with different levels of glucose and soybean concentrations 
were examined. Afterward the effect of substrates levels on expression of the elangase genes involved in 
biosynthesis of ARA was studied in a shaker flask scale.  

Materials and methods: Mortierella alpina CBS 754.68 was purchased from Centraal Bureau Schimmel 
cultures (CBS, the Netherlands). The seed culture medium contained (g/L): glucose 30 and yeast extract 7. The 
seed culture of 100 mL was incubated at 25 °C for two days in a gyratory shaker at 185 rpm. The fermentation 
medium was inoculated of with 5% (v/v) of the mycelium suspension of the seed culture. Fermentation was 
carried out at 21 °C; pH 6 for ten days with glucose (70 and 50 g/L) and soy bean meal (20 and 10 g/L) as 
carbon and nitrogen resources, respectively. The dinitrosalicylic acid (DNS) method was used to determine the 
reducing sugar concentration. Protein concentration was assayed using the Lowry’s method. Total RNA was 
extracted using the RNA Kit according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen) The NCBI database was 
scanned for genes encoding for elongases. The hints were aligned and the conserved regions were used for 
primer designing. PCR primers for mentioned genes and the Housekeeping Gene (actin) were designed using the 
Gene Runner Design software. cDNA was synthesized using the cDNA synthesis kit (Invitrogen) using oligo 
(dT) as primers according to the manufacturer’s instructions. Expression analysis of genes involving in ARA 
biosynthesis was carried out using Real-time PCR. The Real-time PCR mixtures containing cDNA and each 
primer were heated at 95 °C for 15 min and then subjected to 40 cycles consisting of denaturation at 95 °C for 5 
s, annealing at 60 °C for 20s, and extension at 72 °C for 20 s, and finally for an extension of 10 min at 72 °C. 
The expression levels of target genes were normalized based on actin encoding gene (ΔCt = Ct target gene − 
Ct reference gene). Since the total number of cycles in the Real-Time PCR was 40, for easier interpretation, the ΔCt 
was converted into 40-ΔCt. 

Results and Discussion: Biomass growth was declined with increasing carbon content in the early days of 
cultivation and subsequently increased. Growth has great effect on reduction of the amount of glucose in the 
medium; thereby osmotic pressure had been reduced and biomass production was boosted. Protein content of 
media had a significant impact on biomass production. The results indicate that the protein was depleted in 2 day 
of fermentation. In all three media the destruction of biomass was started when the carbon source was reached 
the lowest level. In media with high content of protein, oil accumulation was lower than the two other media, 
which indicated the negative impact of protein on the lipid accumulation. In this media although the protein 
source along with the other medium to be depleted on day 2, In following fermentation, the biomass growth and 
lipid accumulation was higher and lower respectively than other medium. High concentrations of glucose had 
inhibitory effect on oil production while had positive effect on biomass production. Results indicated that oil 
accumulation significantly increased until day 6 and then the trend was slow. Reduced glucose medium can have 
a significant effect in this phenomenon. Initial concentrations of glucose (50 g/l) and soybean (10 g/l) have good 
effect on lipid production (47% of biomasss) while in this condition; the production of arachidonic acid was 
lower than the other media. ARA content of lipid was increased during the whole fermentation process in all 
treatment. It was observed that an improvement in arachidonic acid (56% of lipid) in lipid was achieved at 
lowest and highest levels of glucose (50 g/l) and soy bean (20 g/l) respectively. The results of this study showed 
that the expression of our target genes depends on culture conditions. Expression of MALC1 was influenced by 
culture condition. Low and high levels of carbon and nitrogen content respectively also biomass growth had 
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great impact on MALC1 expression. A significant decrease of biomass from 6 to 8 had a significant impact in 
reducing MALC1 expression. the expression of GLELO gene was lowest at day 6 and increased again at day 8. 

Conclusion: The results showed that the expression of GLELO gene was decreased coincided with reduced 
levels of carbon content less than 5 grams per liter on the sixth day. With comparison of expression of 
MALC1and GLELO encoding genes in optimal media for ARA production can be concluded that the GLELO 
gene is a rate-limiting step in the ARA biosynthesis. 
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