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.  
  دهیچک

 به  در سطح جنسیپیفنوتات ی براساس خصوصیکی لاکتيهاهیجدا. دی جدا گرديریجات تخمیسبز نمونه 3 از ي باکتر58 مجموع یپیدر سنجش فنوت
توسط  ییشناسان یا. دندی گردییص شناسایرقابل تشخی غيهاهیجدا% 5/26 وLactobacillus ،5%Pediococcus ،5/4%Leuconostoc% 64صورت 

 از ژن V4 و V3 ینواح. دی کامل گرد16SribosomalRNA ژن يهاکونی آمپلیابی ید توالی مستقل از کشت براساس نسل جدیروش مولکول
16SrRNAر شد و توسط پلتفرم ی تکثIlluminaMiSeqها با نرم افزار ادهد.  شدندیابی ی توالBaseSpaceی و بانک اطلاعات greengenesی بررس 

% Lactobacillus ،51/7 %Pediococcus ،61/5 %Leuconostoc ،20/1 %Acinetobacter ،00/1% 12/77ز حضورین آنالیا. نددیگرد
Enterobacter ،35/0 %Erwinia35/0 و %Dickeyaدر محصول نشان داد را يرقابل طبقه بندی غيباکتر% 79/2ن ی غالب و همچنيها به عنوان جنس .

، 19Lactobacillusbrevis،71/15 %Lactobacillusjaponicus ، 25/13 %Lactobacilluspentosus/%32در سطح گونه به صورت  
26/10%Lactobacillussenmaizukei، 60/4 %Lactobacillusplantarum ،65/2% Leuconostocmesenteroides، 32/2 %

Lactobacillusacidifarinaeی و مولکولیپی توسط هر دو سنجش فنوتدرسطح جنس ییشناسا. شدندییناساش يبندقابل طبقه ری غيباکتر% 26/17 و 
(NGS)یجات با آب گوجه فرنگی سبزي شوریکروبی کامل جامعه میی در شناسایابیید توالیروش نسل جدن مطالعه، یدر ا. رانشان داد یج مشابهینتا 

علاوه  به. کنندیت میر را هدایند تخمی فراLeuconostocوLactobacillus،Pediococcus غالب شامل یکی لاکتیکروبیآشکار کرد که فلور م
                جاتی سبزي شوریدگیند رسیدر فرا توانندیز می نDickeya و Acinetobacter ،Enterobacter ،Erwinia شامل یکیرلاکتی غيهايباکتر

، Lactobacillusplantarumر ی نظیکیوتی پروبییهايباکتر. داشته باشند  نقشیفرنگ با آب گوجه
Lactobacilluspentosus،Leuconostocmesenteroides و Lactobacillusbrevisدندی گردیی شناسايرین فراورده تخمیز در ای ن.  

  
 ری، تخمیجات، آب گوجه فرنگی سبزي، شوریابی ید توالینسل جد : واژگاندیکل
 
  
  

                                                             
 مسئول مکاتبات:  shesami@basu.ac.ir 
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  مقدمه- 1
ها جهت زسازوارهی ریکیولوژیت بی بر فعالیر متکیتخم ندیفرآ
ر ییتواند علاوه بر تغی است که مییهاتی از متابولياد دامنهیتول

 خاص از رشد و بقا فلور يجاد رنگ، طعم و آرومایبافت، ا
جه، یدر نت.  کنديری جلوگیی نامطلوب در مواد غذایکروبیم
 نسبت يتری طولاني مدت ماندگاری بطور کليریحصولات تخمم

ر یر تاثی شود که تخمیتصور م. ه حاصل از آن دارندیبه مواد اول
 و يها، فرهنگ، توسعه اقتصاد و سنتیی بر عادات غذاياعمده

 محصولات یکروبی مياکولوژ.  داشته استیی مواد غذايانباردار
طر و طعم حاصل از  نه تنها جهت شناخت آروما، عيریتخم

اد یل سهم زی بلکه به دلیی مربوطه در محصول نهايهاکروبیم
 یکروبی ميها از کشتيانهی و حفظ گنجیستیها درتنوع زآن
.  دارنديشتری بیاز به مطالعات علمید کننده آن نی مناطق تولیبوم
جات مختلف ی سبزي بر رويری تخميندهای از فرآياریرا بسیاخ

 به استفاده از فلور یشوند که اکثرا متکیانجام م یاس صنعتیدر مق
ط، مکان و روش ی موجود در مواد خام، شرایعی طبیکروبیم

ن یک در چنید لاکتی اسيهايحضور باکتر. باشندیر میتخم
ک ی کلاسيولوژیکروبی ميهاکی توسط تکنيری تخميندهایفرآ
هاي اسیدلاکتیک اهمیت زیادي در باکتري. ]1[د شده استییتا

ها منجر به هاي متابولیکی آنهاي تخمیري دارند و فعالیتفراورده
 یتولید مواد فراّر موثر در توسعه طعم، آروما وساختارفراورده لبن

. ]2[شوند ن باعث افزایش زمان ماندگاري آن مییشده و همچن
توانند به یم بوده و کیوتیهاي اسیدلاکتیک پروب از باکتريیبرخ

 ضدتوموري، کاهش کلسترول سرم، درمان نقص يهال فعالیتیدل
عدم تحمل لاکتوز، تحریک سیستم ایمنی و تثبیت فلور میکروبی 

. ]3[د بر سلامت انسان داشته باشند یدستگاه گوارش اثرات مف
اس کوچک در خانه ی در مقيریجات تخمی از سبزيادیتعداد ز

د یجات خام تولیاده از سبز با استفی سنتيهاتوسط روش
توان ی دارند و نمیی بالایکروبیجات خام فلور میسبز. شوندیم

جه رشد ی نتيریجات تخمیاغلب سبز. زه کردیها را پاستورآن
ر یها، نظ رشد آنيط فراهم شده برایافته با شرای تطابق يهايباکتر
ات جیها در سبزين باکتریا. باشندیک، مید لاکتی اسيهايباکتر

تا  % 15/0شوند و حدود تنها یافت مین ییار پایتازه به تعداد بس

جاد یط ایاما شرا. شوندی را شامل میکروبیت میاز کل جمع % 5/1
ن، حضور نمک و اتمسفر غالبا یی پاpHر  یر نظیشده در تخم

 یکی لاکتیکروبیر باعث غالب شدن فلور میط تخمی محيهوازیب
 يریجات تخمی سبزیکروبی فلور میینه شناسایدر زم. شودیم
توان به جداسازي و ین مطالعه انجام شده است که میران چندیا

 و شور یک موجود در انواع ترشید لاکتیهاي اس باکتريییشناسا
نه ی ترخیکی لاکتيهاي باکتریی و شناساي، جداساز در تهرانیسنت

ره اشا يریارشور تخمی از خلوس پلانتارومیلاکتوباس يو جداساز
 يهاکین مطالعات انجام شده بر اساس تکنیهمه ا. ]4،5[کرد 

 یکی فلور لاکتییوابسته به کشت بوده و تنها بر اساس شناسا
 يری تخميهاستمیوسی بیکروبی از فلور میباشد که فقط بخشیم

 که به نام یجات با آب گوجه فرنگی سبزيشور. شودیرا شامل م
 يری از محصولات تخمیکیز معروف است ی نیسالاد گوجه فرنگ

 از یبیباشد که ترکیز میی در فصل پاي منطقه خراسان رضویبوم
 صاف شده، یج، گل کلم، برگ کلم، فلفل، آب گوجه فرنگیهو

ر ی و مشابه سايزیی پاير آن در دمایتخم. نمک، گلپر و فلفل است
مه باز و ی ساعت اول به صورت درب ن24 در يریجات تخمیسبز

 ی در طيهوازیط بیجاد شرایرب بسته جهت اسپس به صورت د
 یق و کاملیچگونه مطالعه دقیتاکنون ه. باشدیر میند تخمیکل فرا

ن یر ایت کننده تخمی هدایکروبی کل فلور مییدر ارتباط با شناسا
هتنوع جامعه یدر مطالعات اول. محصول انجام نشده است

ل  قابيهاي باکتري را توسط جداسازيریط تخمیمحیکروبیم
 به خصوص یپی فنوتيهاها توسط روش آنییکشت و شناسا

 ير قند و مورفولوژی تخمير الگوهای نظییایمیوشی بيزهایآنال
 اشتباه ییر غلط و شناسایتفس. دادندی مورد مطالعه قرارمیسلول

ن نوع مطالعات ی موجود در ايتهای بعلت محدودیکروبیجوامع م
  .]1[ر بود یاجتناب ناپذ

ه ی وابسته به کشت ،و مستقل از کشت بر پایکروبیه مز جامعی آنال
DNAاز یحی آن،درك صحیستی، علاوه برشناخت تنوع ز 

ن اطلاعات یا. رارائه کرده استی تخمی در طیکروبی ميهایتوال
 يح تفاوتهاین در درك صحی به محققیتواند کمک بزرگیم

 در ارتباط با آروما، عطر و طعم فراهم کند که يریمحصولات تخم
ط یه، روش و شرای از اختلاف مواد اولی تواند ناشین تفاوتها میا
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ه ی بر پایی شناسايهاروش. باشدها د آنید، منشاء و منبع تولیتول
DNAآغازگر يهات کشتی و کفایستگی شایابیتواند در ارزی م 

. ]1[دی نمایکمک بزرگزیجات نیر سبزیت کننده تخمیغالب هدا
 درك ی مولکوليولوژی بيهاکیر با اختراع تکنی اخيهادر سال

 حاصل ی سنتيریجات تخمی سبزیکروبی مي از اکولوژيبهتر
 باز یی غذايرهای را در مطالعه تخميدیشدهاست که پنجره جد

 یابیید توالیقاستفاده ازروش نسل جدین تحقیهدف از ا. کندیم
 مستقل از کشت است یک مولکولیتکنن یدتریبه عنوان جد

جات ی سبزي شوریکروبی مي اکولوژیین بار در شناسای اوليکهبرا
ن یبا استفاده از ا.ردی گی مورد استفاده قرار میفرنگبا آب گوجه

د ییکرا با استناد به تایوتی پروبيهايتوان وجود باکتریروش م
ن محصول یها در مطالعات گذشتهدر این باکتریک بودن ایوتیپروب
 از کل ین روش اطلاعات کاملی ا.]3[ کردی بررسی بوميریتخم

 يهاها و گونهک از جنسیزان غالب بودن هر ی و میکروبیجامعه م
  . دهدیموجود را  ارائه م

  

  ها  مواد و روش-2
  ه نمونهی ته- 2-1

 مطابق یجات با آب گوجه فرنگی سبزيسه نمونه شور
 ی که به طور سنتي آن در منطقه خراسان رضویدستورالعمل تجرب
  :دیه گردیر  تهی شود  به شرح زیدر منازل استفاده م

ها به چهار  را شسته، سپس آنیلوگرم گوجه فرنگی ک2 ابتدا - 1
 .میدهیقسمت برش م

ده تا نرم شده آب ی آن پاشي گرم نمک طعام رو32زان ی به م- 2
 صاف کرده، تخم و ع حاصل رایسپس ما. خود را از دست بدهد

 حاصل را یآب گوجه فرنگ.میزی ری را دور می صافيپوست رو
 .میکنی جوشانده و سپس سرد میکم

) لوی ک0,5(ج ی، هو)لوی ک0,5(، برگ کلم )لوی ک0,5( گل کلم - 3 
 .میکنیر را شسته و سپس خشک می گرم س250و 

 ي گرم غذاخور2,30پر و  گرم گل2 تند،ی چند عدد فلفل قلم- 4
 .می کنیاه خوب را مخلوط میفلفل س

ط یم در شرایات مواد حاصل را که خوب مخلوط کردهی در نها- 5
 . میدهیکاملا خشک داخل آب گوجه آماده از قبل انتقال م

 24ر ابتدا به مدت ی و انجام تخمیدگی جهت انجام دوره رس- 6
، سپس درب ظرف کاملا مه باز قرار دادهیساعت درب ظرف را ن

 اتاق قرار داده و يزیی پاي هفته در دما4 و به مدت شدهبسته 
 ی طیدگیر و دوره رسین مدت عمل تخمیم تا در ایدهیاجازه م

  .     شود

  کید لاکتی اسيهاي باکتري جداساز- 2-2
ل از هر نمونه، کاملا یط استریر تحت شرایند تخمیان فرایدر پا

جهت مخلوط . دیتر برداشت گردیلیلی م10کنواخت شده مقدار ی
که یر، ظرف درحالی تخمی در طيکردن مواد در زمان نمونه بردار

د و تکان داده شد، بعد ین بار وارونه گردیدرب آن بسته بود چند
ل خرد و مخلوط ی استرینیز نمونه در هاون چی نياز نمونه بردار

 شد و يق سازی رق10- 7هرنمونه در آب پپتونه تا رقت . دیگرد
از  نمونه تا سطح جنسیکی فلور لاکتیی جهت شناساسپس
کشت  آگار M17 آگار وMRS يهاطی مختلف در محيهارقت

 ي در دمايهوازی در جار بAسپستوسط گازپک نوع . داده شد
.  شدنديگذار ساعت گرمخانه48گراد به مدت ی درجه سانت37

 متفاوت از لحاظ رنگ، اندازه، تحدب، تقعر و شکل، یهر کلن
پس از . دندی گردي مرحله خالص ساز3تا  یتوسط کشت خط

 يهاهی، جدای هر کلني گرم برايزیانجام تست کاتالاز و رنگ آم
د ی اسيه مشکوك به باکتری به عنوان جدایگرم مثبت و کاتالاز منف

  .]6[ک در نظر گرفته شدندیلاکت

 در یکی لاکتيهاهی جدایپی فنوتیی شناسا- 2-3
  سطح جنس

ه ی کليص تا سطح جنس برای جهت تشخییایمیوشی بيهاشیآزما
 ي رشد در دو دمایبررس: ر صورت گرفتیها به صورت زهیجدا
°C10و °C45 6/9م و یکلرور سد% 18و % 5/6، دو غلظتpH= 
د کربن از قند گلوکز ی اکسيد گاز دی تولیبررس. =4/4pHو 

ه ها در یو بودن جدای و هتروفرمنتاتویفرمنتاتص هومویجهت تشخ
  لوله دورهام انجاميراث اصلاح شده حاو بMRSط یمح
ها، از هین توسط جدایز آرژنیدرولی هی به منظور بررس.]7[شد
  .]8[ط ردي براث استفاده شد یمح
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 مستقل از کشت جامعه ی مولکولیی شناسا- 2-4
جات با آب گوجه ی سبزي نمونه شوریکروبیم

  یفرنگ
  کل از نمونه DNA  استخراج -2-4-1

ت یکتوسط DNA استخراج 
DNeasy®Blood&TissueKit از شرکت QIAGEN و 

جات شور بصورت یسبز نمونه 3 از هر  دستورالعمل مربوطه
 .دیجداگانه انجام گرد

 به روش ی مولکولیی شناسا-2-4-2
Nextgenerationsequencing 

DNAبه روشیابیی نمونه جهت توال Next Generation  

Sequencing شرفته دانشگاه گولف یکس پیز ژنومی مرکز آنالهب
اساس  برNGS  یابییه مراحل توالید و کلی ارسال گرد1کانادا

 طبق PCR و توسط دو Illuminasequencing پرتوکل
  :دیر انجام گردیمراحل ز

و 16S DNA Library ه ی ته- 1- 2- 4- 2
  AmpliconPCRانجام

 16Sاز نمونه بر اساس پرتوکل16S DNA Library ه یته
metagenomic sequencing library protocol 

(Illumina)دیانجامگرد .PCR ر جهت ی زيمرهایبا پرا اول
کون به ی آمپليبرا16SrRNA از ژن V4 و V3 یر نواحیتکث

 .انجام شدbp 460 اندازه 
Forward Primer: 
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA
GACAGCCTACGGGNGGCWGCAG  
Reverse 
Primer:GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTA
TAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA
TCC 

 يمر جهت سازگاری جفت پرايهای به توالOverhangآداپتور 
 در یابیید که در انجام توالیالحاق گردIlluminaindex با 

 Illuminaoverhang آداپتوريهایتوال. مراحل بعد نقش دارد
  .  باشدیر می زه شرحب

                                                             
1. Genomics Facility , Advanced Analysis Centre, University of 
Guelph 

Forward 
overhang:5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTG
TATAAGAGACAG‐[locus-specific sequence]  
Reverse 
overhang:5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
GTATAAGAGACAG‐[locus-specific 
sequence].  

 µl2,5توسط مخلوط کردن AmpliconPCR واکنش 
)ng/μl5 ( از DNAیکروبیم،µl5اشاره يمرهایک از پرای از هر 

 2x KAPA ازμl12,5و ) μM1با غلظت(شده در بالا 

readymixییکلر با برنامه دمایله دستگاه ترموسای به وس 
 25، قهی دق3 به مدت C95° ي در دما2يشاملمرحله فعال ساز

 4ه، اتصالی ثان30 به مدت C95° در 3يسازکل مراحل واسرشتهیس
ه ی ثان30 به مدت C 72° در 5ه، توسعهی ثان30 به مدت C55°در 

 قهی دق5 به مدت C 72° در 6ییت مرحله توسعه نهایو در نها
  . دی هر نمونه به همراه کنترل انجام گرديبرا
 Index PCRانجام  - 2- 2- 4- 2

 و 7 دوگانهيها، شاخصPCR محصول يزسازیبعد از تم
 Nextera XTت یتوسط کIllumina یابیی تواليآداپتورها

Indexمورد يها شاخصی از توالیستیل. دیبه آن الحاق گرد 
  .  نشان داده شده است1استفاده در جدول 

 2x KAPAاز  μl25 ي حاوµL50به حجم PCR واکنش 

HiFihotstartreadymixوµl5 ازDNA،µl5ک از یاز هر
 Nextera XT index وNextera XT index 1 يمرهایپرا

کلر با یله دستگاه ترموسایبه وسPCR  آب با درجه μl10و 2
 3 به مدت C 95° ي در دما8ي شاملمرحله فعال سازییبرنامه دما

 30 به مدت C 95° در 9يسازشتهکل مراحل واسری س8، قهیدق
 به C72° در 11ه، توسعهی ثان30 به مدت C 55° در 10ه، اتصالیثان

 به C72° در 12ییت مرحله توسعه نهایه، ودر نهای ثان30مدت 
  .دیقه انجام گردی دق5مدت 

  
                                                             
2. Activation 
3. Denaturation  
4. Annealing  
5. Extension  
6. Final extension  
7. dual indices 
8. Activation 
9. Denaturation  
10. Annealing  
11. Extension  
12. Final extension 
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Table 1 A list of index sequences is provided for 
generating sample sheets to demultiplex 

Index 1 (i7) Sequence Index 2 (i5) Sequence 
N701 TAAGGCGA S501 TAGATCGC 
N702 CGTACTAG S502 CTCTCTAT 
N703 AGGCAGAA S503 TATCCTCT 
N704 TCCTGAGC S504 AGAGTAGA 
N705 GGACTCCT S505 GTAAGGAG 
N706 TAGGCATG S506 ACTGCATA 
N707 CTCTCTAC S507 AAGGAGTA 
N708 CAGAGAGG S508 CTAAGCCT 
N709 GCTACGCT  
N710 CGAGGCTG  
N711 AAGAGGCA  
N712 GTAGAGGA  

 IlluminaMiSeq یابییتوال - 3- 2- 4- 2

شرفته یز پیدر مرکز آنالIlluminaMiSeq براساس یابی یتوال
  .دصورت گرفتیکس دانشگاه گولف که قبلا اشاره گردیژنوم

  هاز دادهیآنال - 2-5
 NGS     شــده بــه روش  یابیــ ی تــوال خــاميهــاداده

MSR,  Illumina2016, based software‐cloud; توسط

2.4.60.8;version,Metagenomics  ز قرار گرفت  ی مورد آنال .
ــال ــاژنومیآن ــر رویز مت ــا دادهيکس ب ــ از ناح16SrRNA يه ه ی

-گـاه        داده     یها را بـه کمـک پا      سمی، ارگان V4 و   V3کون  یآمپل

Greengenes هـا در  سـازواره زیر يبند ج طبقهینتا.  کرد يبند رده
سطوح سلسله، رده، راسته، خـانواده، جـنس و گونـه بـه صـورت               

 ـم. دی ارائه گرد  یکیجداول و به شکل گراف     ن و نـوار خطـا از       یانگی
 از نمونه توسط نـرم افـزار   ییای باکتريها گونهی نسب یراواندرصد ف 
2010 Excel Microsoftدیحاصل گرد.  

 

  جینتا - 3
 یکی لاکتيها جنسیپی فنوتییج شناسای نتا- 3-1

  یجات با آب گوجه فرنگی سبزيشور
)  و تست کاتالازیکروسکوپیمشاهده م(ه ی اولییبر اساس شناسا

.  شدندیی شناسایکیه لاکتی مشکوك به جدایکروبیه می جدا58
به یولوژیزی و فییایمیوشی بيهاکه در مرحله بعد توسط تست

% Lactobacillus ،5%Pediococcus ،5/4% 64صورت 
Leuconostoc يبند طبقهییرقابل شناسایها غهیجدا% 5/26 و 

  ). 2جدول (شدند 
  

Table 2 Phenotypic characteristics differentiating lactic acid bacteria isolates of pickled vegetable with 
tomato juice at genus level 

Genus Lactobacillus Leuconostoc Pediococcus Non-lactic acid bactria genus 
Relative abundance 64% 4.5% 5% 26.5 % 

Morphology Rods Cocci Cocci Mix 
CO2 from glucose* ± + -  

Growth     
at 10°C ± + ±  
at 45°C ± - ±  

in 6.5% NaCl ± ± ±  
in 18% NaCl - - -  

at pH 4.4 ± ± +  
at pH 9.6 − - −  

 
+ positive; - negative; ± varies between species  

*test for homo- or heterofermentation of glucose: - homofermentation, + heterofermentation 
  

  مستقل از کشتی مولکولییج شناسای نتا- 2-3
جات با آب گوجه ی سبزي شوریکروبیجامعه م

  یفرنگ

 از 281080 و 319100، 306155درکل تعداد سه خوانش خام 
 نمونه 3 از Miseqplatformتوسط illumine  یابی یتوال

تا NGSک ی توسط تکنیز مولکولیآنالک ی جینتا. دیحاصل گرد
 . شودیش داده می نما3سطح جنس در جدول 
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Table 3 Molecular classification results by taxonomic level for pickled vegetable with tomato juice. 
Top Kingdom Classification Results 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Bacteria 250,843 99.80 % 
Unclassified at Kingdom 
level 

263 0.10 % 

Viruses 251 0.10 %  
Top Phylum Classification Results 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Firmicutes 233,915 93.06 % 
Proteobacteria 14,167 5.64 % 
Bacteroidetes 1,109 0.44 % 
Unclassified at Phylum 
level 

916 0.36 % 

Cyanobacteria 560 0.22 % 
DNA 251 0.10 % 
Actinobacteria 249 0.10 % 
Tenericutes 96 0.04 %  

Top Order Classification Results 
Classification Number of 

Reads 
% Total 
Reads 

Lactobacillales 231,971 92.29 % 
Enterobacteriales 6,388 2.54 % 
Pseudomonadales 3,859 1.54 % 
Unclassified at Order 
level 

2,209 0.88 % 

Bacillales 899 0.36 % 
Alteromonadales 815 0.32 % 
Burkholderiales 755 0.30 % 
Flavobacteriales 587 0.23 %  

Sequencing Statistics 
Total 
Reads 

Reads Passing 
Quality Filtering 

% Reads Passing 
Quality Filtering 

306,155 251,357 82.1 % 
Classification Rate Summary 

Taxonomic 
Level 

Reads Classified 
to Taxonomic 

Level 

% Total Reads 
Classified to 

Taxonomic Level 
Kingdom 251,094 99.90 % 
Phylum 250,441 99.64 % 
Class 250,141 99.52 % 
Order 249,148 99.12 % 
Family 248,206 98.75 % 
Genus 244,345 97.21 % 
Species 206,513 82.16 % 

Top Class Classification Results 
 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Bacilli 233,456 92.88 % 
Gammaproteobacteria 12,496 4.97 % 
Unclassified at Class 
level 

1,216 0.48 % 

Betaproteobacteria 911 0.36 % 
Alphaproteobacteria 590 0.23 % 
Flavobacteriia 587 0.23 % 
Sphingobacteriia 514 0.20 % 
Nostocophycideae 498 0.20 % 

Top Family Classification Results 
Classification Number of 

Reads 
% Total 
Reads 

Lactobacillaceae 214,975 85.53 % 
Leuconostocaceae 15,740 6.26 % 
Enterobacteriaceae 6,388 2.54 % 
Unclassified at Family 
level 

3,151 1.25 % 

Moraxellaceae 3,104 1.23 % 
Pseudomonadaceae 749 0.30 % 
Shewanellaceae 676 0.27 % 
Flavobacteriaceae 587 0.23 %  

Top Genus Classification Results 
Classification Number of 

Reads 
% Total 
Reads 

Lactobacillus 193,848 77.12 % 
Pediococcus 18,889 7.51 % 
Leuconostoc 14,093 5.61 % 
Unclassified at Genus 
level 

7,012 2.79 % 

Acinetobacter 3,016 1.20 % 
Enterobacter 2,510 1.00 % 
Erwinia 885 0.35 % 
Dickeya 869 0.35 %  

  
وکوکوس و ی، پدلوسی لاکتوباسيهاسهم جنس، نیهمچن

 غالب در يها آن به عنوان جنسيها و تنوع گونهلوکونوستوك
   تا گونه به شکل  از سلسلهییای باکتريهار گونهین ساینمونه در ب

  
  

  
    ز یتوسط آنال که (B) يو چارت نوار(A) يدیچارت خورش

NGSی به خوبیک نگاه کلی در 1 به دست آمده است در شکل 
  .قابل مشاهده است
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Fig 1The sunburst chart of the microbial community 

relative abundance from pickled vegetable with 
tomato juice (A) andthe bar chart of top 20 bacterial 

classification results of pickled vegetable with tomato 
juice within each taxonomic level (B) 

 ي غالب باکتريها گونهی نسبین فراوانیانگی درصد م2در شکل 
 به همراه نوار یفرنگجات با آب گوجهی سبزي نمونه شور3از 

  .شودیها نشان داده م آنيخطا
 يها گونهيشه، شاخه و برگ برای ري دارایکیدرخت تکامل ژنت

جات با ی سبزي از سه نمونه شورین فراوانیشتری شده با بییشناسا
د ی حاصل از نسل جديهاراساس داده که بیفرنگآب گوجه

ت ی از دو سايریگ  و با بهرهیابییتوال
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Comm

onTree/wwwcmt.cg 
اند، در دهی حاصل گردhttp://itol.embl.de/upload.cgiو

  . شده اند نشان داده5 و 4، 3يهاشکل

 
Fig 2 The relative abundance (%) of bacterial species 

from pickled vegetable with tomato juice. 
 

ن برگ یباشد و دورتریها مها نشان دهنده سن گرهلهی ميعدد رو
شه درخت یک به ری نزدي هاک صفر است و گرهی سن نزديدارا

ک ی مذکور، در نمونه يهابراساس شکل. ن سن را دارندیشتریب
 مشاهده شده است که در دو نمونه Chalotrixparietinaگونه 

ر یها، سا آنیکیلوژنتی براساس درخت فید ولیگر گزارش نگردید
 .  مشاهده شده در هر سه نمونه مشترك استيهاگونه

 
Fig 3 A phylogenetic tree based on next generation 

sequencing of 16S rRNA gene amplicons from 
bacterial community in pickled vegetable with tomato 

juice(sample 1) 
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Fig 4 A phylogenetic tree based on next generation 
sequencing of 16S rRNA gene amplicons from 

bacterial community in pickled vegetable with tomato 
juice (sample 2) 

 

  
Fig 5A phylogenetic tree based on next generation 

sequencing of 16S rRNA gene amplicons from 
bacterial community in pickled vegetable with tomato 

juice (sample 3) 
 

  بحث- 3
در سطح ی و روش مولکولیپیفنوتروش ج یسه نتایبا توجه به مقا

و ) 3 و 2جداول (شود یده می موارد عدم تطابق دیجنس برخ

 یپی با روش فنوتی به روش مولکولیکیع تنوع ژنتیج توزینتا
 از ییتهایل محدودی به دلیپی فنوتییج شناساینتا. اختلاف دارد

 برخودار ی مولکولیی نسبت به شناسايترنییدقت پا
سه ی جهت مقايا مطالعه2013مورائس و همکاران در سال .است

ر یشامل تخم(API50CHLستم ی شامل سیپیدقت دو روش فنوت
 يولوژیو روش ب) نیز اسکولیدرولیدرات در کنار هی کربوه49

ها یم منفها و گر گرم مثبتيت منحصر به فرد برایک پلیشامل (
 یابیی توالیبا دو روش مولکول) دراتی کربوه96ر یجهت تخم

16SrDNA  و SpeciesspecificPCRreactionsيبرا 
ن مطالعه یدر ا. ک مشخص انجام دادندید لاکتی اسي باکتريتعداد

بود و % 100 مورد استفاده یت اعتماد به دو روش مولکولیقابل
 یبطورکل.]9[ نشان داديترنییت اعتماد پای قابلیپی فنوتيهاتست
 یی در شناسایبیها و معاتی محدودي دارایپی فنوتيهاروش
 توان به موارد یک هستندکه از آنجمله مید لاکتی اسيهايباکتر

  :ر اشاره کردیز
 به ي از حالت کروير شکل باکترییف، تغی ضعيری تکرارپذ

ن ییقدرت پا، ]9[ رشد و بالعکس ی کوتاه در طيالهیم
ها دراتیر کربوهی در تخمیمیواکنش آنز يریر پذی، تاث]10[زیتما

 یان برخیعدم ب و ]11[ يگذار گرمخانهيوابسته به زمان و دما
در ) هادراتیر کننده کربوهی تخميهامید آنزیل در تولیدخ(ها ژن
ن ی همچن.]9[باشدی میطیط محیها که مرتبط با شراي باکتریبرخ

 رشد ي برای مشابهياهی تغذيازهایک نید لاکتی اسيهاياکثر باکتر
 در ییایمیوشی بيها براساس روشییج شناسایخود داشته و نتا

کنند  حاصل یکسانیج یتوانند نتای نبوده و می موارد قطعياریبس
]9[.  

ج ینتاNGS  و یپیفنوت يها، هر دو روش3 و 2بر اساس جداول 
  غالبيهاجنسب ی ترتیی در شناسایمشابه

نشان Leuconostoc و Lactobacillus ،Pediococcusیعنی
 توسط ییرقابل شناسای غيهاهیمانده از جدایباق% 5/26. دادند

 قابل یکیرلاکتی غيها، احتمالا مربوط به جنسیپیروش فنوت
توسط باشند که یمMRS و  M17 يهاطی محيکشت بر رو

، Enterobacter يها جنسNGSق یشرفته و دقیروش پ
Erwinia و Dickeyaدندی گردییشناسا.  
ب یبه ترت NGS  مستقل از کشت توسطییج شناسایبراساس نتا

 %32/19  شاملییای غالب باکتريهاگونه
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Lactobacillusbrevis ،26/17 %يبند رقابل طبقهی غيباکتر ،
71/15 %Lactobacillusjaponicus ،25/13 %

Lactobacilluspentosus ،
26/10%Lactobacillussenmaizukei ،60/4 %

Lactobacillusplantarum ،
65/2%Leuconostocmesenteroides 32/2 و %

Lactobacillusacidifarinae  که چنانچه ) 2شکل (بودند
 وابسته به کشت تا سطح گونه يها توسط روشیپی فنوتییشناسا

 توسط ییای باکتريهان گونهی از اياریشد ممکن بود بسیانجام م
 ییجه شناسایافت از نمونه نبوده و در نتیکشت قادر به باز

شود روش یر اشاره می که در زيل متعددیبه دلا.دندیگردینم
 وابسته به کشت يها مستقل از کشت نسبت به روشیمولکول

 یکروبی از جامعه ميج آن معرف بهترید بوده و نتاییشتر مورد تایب
 يت داراها به روش وابسته به کشي باکترییشناسا.باشدینمونه م

 ی و حتیطی محيهال تنشینکه به دلیاز جمله ا.  استیبیمعا
ف یها ضعي باکتری کشت، برخيهاطی محی بودن برخیاختصاص

ل یط کشت، تشکی محين رفته و قادر به رشد بر رویا از بیشده، 
مطالعات نشان داده است که .  باشندی نمیی و قابل شناسایکلن

 ی مبتنيهاله روشی بوسیکروبیم یستیتنوع ز  ازیمیت عظیاکثر
ها  آنییه کشت از دست رفته و اطلاعات حاصل از شناسایبر پا

توان در یها را نمي از باکتريارین بسیهمچن. باشدیکامل نم
، يولوژیزین موضوع در درك فیشگاه کشت داد که ایط آزمایشرا
. دینمایجاد میت ای محدودیکروبی جامعه ميک و اکولوژیژنت

ار در ی مستقل از کشت بسی مولکولیی شناسايهان روشیبنابرا
 جامع به نام ياستفاده از دانش وابزار. باشندید مینه مفین زمیا

کس یمتاژنوم. ن مشکل استی رفع اکس راه حل مناسبیمتاژنوم
 تر یار بالاتر و جزئی در سطح بسیکروبی مياجازه مطالعه اکولوژ

ک یز استفاده از تکنین مطالعه نیهدف ما در ا. دهدیاز قبل را م
ق و ی دقیی جهت شناسایابیید توالیه نسل جدیکس بر پایمتاژنوم

ک یاده از تکندر مطالعه حاضربا استف. نمونهبودیکروبیکامل جامعه م
NGSر ی نظیکی لاکتيهاعلاوه بر جنسPediococcus  ،

Leuconostoc و Lactobacillusر ی غيها، حضور جنس
 Acinetobacter ،Enterobacter ،Erwiniaر   ی نظیکیلاکت
ق ما، یمشابه تحق. دید گردییر تایند تخمیز در فرای نDickeyaو 

 يری تخميندهای فرايا بر رویبراساس مطالعات انجام شده در دن

 بطور Lactobacillusجات ثابت شده است که جنس یشور سبز
 Leuconostoc و Pediococcus يهاعمده در کنار جنس

 .]1،12[کنند ی نقش ميفایر ایوجود دارند که در عمل تخم
 ير شوریند تخمیفرا شود دری  مشاهده م3همانطور که درجدول 

 جنس ن سهم رایشتریر مطالعات، بیمورد مطالعه ما مشابه سا
Lactobacillusيها و سپس جنس Pediococcus و 
Leuconostoc شده یی  شناساییای باکتريهان گونهیدر ب. دارند 

 Lactobacillusbrevis ،71/15%% 32/19ب یغالب به ترت
Lactobacillusjaponicus ،25/13 %
Lactobacilluspentosus ،26/10% 

Lactobacillussenmaizukei ،60/40 %
Lactobacillusplantarum ،65/2  %

Leuconostocmesenteroides32/2  و % 

Lactobacillusacidifarinaeر ین سهم را در تخمیشتری  ب
ها و وهین می انجام شده در بیبراساس مطالعات قبل. دارند
 ي، باکترير شده به صورت خودبه خودیجات تخمیسبز

Lactobacillusplantarumج، بادمجان، ی، هویفرنگ از گوجه
، آناناس، آلو و يویانه، کیا، کلم، رازیار، پاپایچغندر قرمز، خ

ا و یاز بادمجان، پاپاLactobacilluspentosusي باکتر;لاسیگ
، بادمجان، یفرنگ از گوجهLactobacillusbrevisيباکتر;اریخ

از Leuconostocmesenteroides ي باکتر;ار، هندوانهیکلم، خ
 ي باکتر;هاار ، بادمجان، کاهو و توتیج، فلفل، خید، هویکلم سف

Pediococcuspentosaceusیاسبز تازه، گوجه فرنگی از لوب ،
 Enterococcusfaecalis يهاي باکتر;لاس و کلمیگ
 سبز تازه يای و لوبیفرنگاز گوجهEnterococcusfaeciumو

 يقات گذشته بر رویمشابه مطالعه ما، تحق. ]13[ده اندیجدا گرد
ساورکرات حضور ر یجات نظی سبزي شوريری تخميهافراورده

ر یتخمکهیبطور.  ثابت کرده است مشابه را یکروبی ميهاگونه
ن یا. شودیشروع مmesenteroidesLeuconostocتوسط
د ی اکسيک، الکل، دید استیک، اسید لاکتی قند را به اسيباکتر

که در طعم کلم ترش شرکت یکروبی ميهاتیر متابولیاکربن و س
 يهوازیط بیدکربن به حفظ شرای اکسيد. کندیل میکنند تبدیم

ابد، از یید تجمع می که اسیزمان. کندیر کلم برگ کمک میدر تخم
اما . شودی ممانعت مmesenteroidesLeuconostocرشد 

 و Lactobacillusbrevisر با رشد یتخم
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Pediococcuscervisiae و سرانجام 
Lactobacillusplantarumمطالعه انجام شده . ابدیی ادامه م

        يار شور نشان داده است که که قندیرخیند تخمی فرايبر رو
   توسطیشود، به طور متوالیرون منتشر میط بیاربه محیکه از خ

Mesemteroides  ,Lactobacillusplantarum, 
Lactobacillusbrevis, 

pediococcuscervisiaeLeuconostoc  
د یاس % 2/1 تا 6/0ر، حدود یط تخمیبسته به شرا. شودیر میتخم
 2/3تا pH چون . شودیل میروز تشک14 تا 7 یک در طیلاکت

. ]12[شودی متوقف مL.plantarumسم ین آمده است، متابولییپا
 یکروبی فلور میی شناساير براین مطالعات انجام شده اخیهمچن

ر شده بر اساس                                   ی سبز تخميهاتونیز
، علاوه بر آنکه SrRNA16 ژن يبرروRFLP- PCR ک یتکن

د کرد، نشان داد که فلور یی را تای ناهمگنیکروبیحضور فلور م
.  باشدی مLb.caseiتعلق به ها مهین جدای در ايغالب قو

 E.faecium, E. caseliflavus انتروکوکوس شامل يهاگونه
 حضور يگریدر مطالعه د. ]1[ شدندییز شناساینE. hirae و 

Lb. plantarum, Lb. paraplantarum ,Lb. pentosus 
ک یتون سبز توسط تکنی نمونه ز25در 

FluorescentinsituhybridizationFISHي با پروب ها 
 و ین بررسیهمچن. د شدییژه در سطح گونه تای وییشناسا
 ي حاويهاتی پليافته روی رشد يهای کلنییشناسا

rogosaagar توسط  PCR-DGGE نشان داد که Ln. 

pseudomesenteroidesن ی در ا.تون وجود داردیوه زی در م
 ,Pediococcus, Pseudomonasر یگرنظی ديهامطالعهجنس

Raoultellaت ین مطالعه نشان داد که هدایا.  شدندییناساز شی ن
باشد که از یها ملوسیتون توسط لاکتوباسین نوع زیر ای تخمیاصل
ر علاوه بر ی تخمي و تانک هایاهیر منابع گیر منابع نظیسا

  .]1،14[رندیگید منشا می مورد استفاده در توليابزارها
NamBui در مطالعه خود در 2011 و همکاران در سال 

 یاهی گيری تخمي غذايهالوسی لاکتوباسیی و شناسايجداساز
   از جنس يدی گونه جدیی موفق به شناسای سنتیمچیبه نام  ک

Lactobacillus به نام Lactobacilluskoreensis شدند 
 یکیز ینLactobacillusbrevisن نشان دادند که یها همچنآن

  .]15[باشدیر مین تخمی ای اصلییایور باکتراز فل

به عنوان فلور غالب Lactobacillusbrevisنقشمادر مطالعه
رحضورداشته ی تخمير تا انتهاید شد که احتمالا از اواسط تخمییتا

زان یز به می نLactobacillusplantarumن یاست، همچن
به مشایرهایر تخمیر سای شد که احتمالا نظیی شناساينسبتا کمتر

ت کرده اما نتوانسته یر شروع به فعالی تخميجات در انتهایسبز
 يهاحضور گونه. ل دهدی غالب را تشکیکروبیاست فلور م
، Lactobacillusjaponicusر  ی نظيگریمتفاوت د

Lactobacilluspentosus ،Lactobacillussenmaizukei 
که قبلا در ) 1شکل  (Lactobacillusacidifarinae و

تواند نشان دهد که یمطالعات مشابه کمتر گزارش شده است م
ن گونه شده است ی ایی قادر به شناساNGS روش يدقت بالا

ن ی رشد اي را برايط منحصر به فردی شرايریط تخمین محیاایو
جات ی شور سبزيری در محصول تخمیکروبی نامتداول ميهاگونه

 senmaizukeiLactobacillus ي باکتر.فراهم کرده است
 شده است ییرا شناسایص داده شده در مطالعه ماکه اخیتشخ

 . ]16[دی گردیی جدا و شناساین بار از محصول شور ژاپنیاول

 يهادر اکثر مطالعات مشابه انجام شده تنها حضور گونه
Pediococcuscervisiae و Pediococcuspentosaceus 

 يهاکه در مطالعه ما گونهیصورتر گزارش شده است در یدر تخم
وکوکوس ی از پديگریمتفاوت د

 ,PediococcusPentosaceusشامل
Pediococcusparvulus, Pediococcuscellicola, 

Pediococcusargentinicusد شد که یی تا
Pediococcusparvulus1شکل ( داشته است يشتری سهم ب .(

گذشته  که در Leuconostocpalmaeبه علاوه حضور گونه 
ز یده بود نیجات گزارش نگردی شور سبزيریدر محصولات تخم
تواند به یز می نEnterobactersoliحضور . درخور توجه است

 خانواده يهاي به باکتریستیط زی محيهایل وجود آلودگیدل
 با فاضلاب، خاك، دام، ياریق آبیاسه باشد که از طریانتروباکتر

 آلوده به مواد يرگران و هواظروف آلوده انتقال، دست آلوده کا
ج، گل کلم، کلم برگ ی شامل هويرین محصول تخمید ایه تولیاول

 یکروبی نامتداول ميهااز جنسErwinia.منتقل شده باشد
 است که در يرین نوع محصول تخمیگزارش شده در ا

البته از . ده استی مشابه گزارش نگرديریمحصولات  تخم
ن محصول است و در یه ایهه تیج از مواد اولیکه هوییآنجا
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ج استفاده نشده است ی محصولات مشابه از هويمطالعات بر رو
 گونه ،Erwiniacarotovora و گونهErwiniaحضور جنس

  .]17[ستیج، دور از ذهن نیمتداول جدا شده از هو
  

  يریگجهی نت- 4
جات نشان ی محصول شور سبزين مطالعه بر رویج ایبراساس نتا

ها را دربر ي از باکتريادهیچیستم پین محصول اکوسیداده شد که ا
 یکروبی جامعه میی در شناساNGSک ی تکنيقدرت بالا.  دارد

  ر ی نظیکروبی ميها از گونهياری حضور بسيرین محصول تخمیا
Lactobacillus japonicas, Lactobacillus 
senmaizukei, Lactobacillus acidifarinae, 
PediococcusPentosaceus, Pediococcusparvulus, 
Pediococcuscellicola, Pediococcusargentinicus 

 شور ير مطالعات انجام شده بر روید کرد که در ساییرا تا
ه مشابه نمونه مورد مطالعه ما یه شده از مواد اولیجات تهیسبز

ک ین تکنیا. ده استیا اصلا گزارش نگردیکمتر مشاهده شده 
و Erwiniaر ی نظیکیرلاکتی غيهان حضور جنسیهمچن

Dickeyaمورد يهاکیکه تکنییاز آنجا. ر نشان دادی را در تخم 
 وابسته يهاشتر براساس روشی بیاستفاده در مطالعات مشابه قبل
ل یباشند به دلای میکی فلور لاکتییبه کشت و با تمرکز بر شناسا

 یکروبی کل جامعه مییاند در شناسااشاره شده در قبل نتوانسته
 در درك NGSک یدهد که تکنین نشان میموفق عمل کنند و ا

- یترعمل م موفقيری و مطالعات محصولات تخمیکروبیجوامع م

جات با آب ی سبزين شوری ایکروبی ميبهتر است اکولوژ. کند
 یز در مطالعات آتیر نی مراحل مختلف تخمی در طیفرنگگوجه
ن یک اینامی از ديترتا اطلاعات جامع و کامل. گردد یبررس
حضور ج مطالعه ماین براساس نتای همچن.ر حاصل گرددیتخم
، Lactobacillusplantarumر ی نظییهايباکتر

Lactobacilluspentosus،
Leuconostocmesenteroides و Lactobacillusbrevis 

دهد که یها ثابت شده است نشان م آنیکیوتی پروبیژگیکه قبلا و
 عملگر يک غذایتواند به عنوان ی ميرین فراورده تخمیمصرف ا

 يشود برایشنهاد میپ. ه شودیک بودن آن توصیوتی پروبیژگیبا و
ات ی، خصوصیین ماده غذای عملگر بودن ایژگینان از ویاطم
  . گرددی بررسی در مطالعات آتیکی لاکتيهاهی جدایکیوتیپروب
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A total of 58 bacteria fromthree fermented vegetables samples were isolated. These isolates were 
identified as 64% Lactobacillus, 5% Pediococcus, 4.5% Leuconostoc and 26.5% unclassified bacteria 
based on phenotypic characterizations using morphological and biochemical tests. This identification was 
completed by culture-independent molecular method based on next-generation sequencing of 16S 
ribosomal RNA gene amplicons. The V3 and V4 regions of 16S rRNA gene were amplified and 
sequenced using IlluminaMiSeq platform. These data were analyzed employingBaseSpace software 
andGreengenes database. The analysis revealed 77.12% Lactobacillus, 7.51% Pediococcus, 5.61% 
Leuconostoc, 1.20% Acinetobacter, 1.00% Enterobacter, 0.35% Erwinia, 0.35% Dickeyaas the 
predominant genera and 2.79% unclassified bacteria. At species level, 19.32% Lactobacillus brevis, 
15.71% Lactobacillus japonicus, 13.25% Lactobacillus pentosus, 10.26% Lactobacillus senmaizukei, 
4.6% Lactobacillus plantarum, 2.65% Leuconostocmesenteroides and 2.32% Lactobacillus 
acidifarinaeand 17.26% unclassified bacteria were identified. The same identification 
resultswereobtainedby both phenotypic andNext- generation sequencing assays at genus level.In this 
study, application of next generation sequencing in identification of whole microbial community of this 
fermented product revealed that lactic acid bacteria include Lactobacillus, Pediococcusand Leuconostoc as 
dominant flora, were involved in fermentation process. Non-lactic acid bacteria such as 
Acinetobacter,Enterobacter,Erwinia and Dickeyageneramayplay important role in fermented pickled 
vegetable with tomato juice ripening. Moreover, probiotic bacteria such as Lactobacillus 
plantarum,Lactobacilluspentosus,Leuconostocmesenteroides and Lactobacillus breviswere identified in 
this fermented product.  
 
Keywords: Next-Generation Sequencing, Pickled vegetable, Tomato juice, Fermentation. 
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