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های هضم سلولزی در طبيعت توصيف  ترين سيستم ترين و پيشرفته عنوان يکی از ظريف شکمبه را به

های  يزه شدن روی مواد غذايی و ترشح آنزيمميکروبيوم موجود در شکمبه با اتصال و کلون. اند کرده

تجزيه و به ترکيبات قابل استفاده برای حيوان ميزبان  کننده فيبر، ترکيبات ليگنوسلولزی را تجزيه

که  است يیها یباکتر نيتر مهم يی و درک ارتباط بينشناساهدف از اين تحقيق . کنند تبديل می

چنين در اين مطالعه اثر استفاده از  هم. کنند ونيزه میرا کلکاه برنج در شکمبه آن  ونيانکوباس یط

و ( 16S rRNAژن  V3-V4ناحيۀ )دو نوع داده متفاوت حاصل از تعيين توالی مبتنی بر آمپليکون 

 .بر روی آناليز اجتماعات ميکروبی چسبيده به کاه برنج با يکديگر مقايسه شدندمبتنی بر کل متاژنوم 

های سفند نژاد شال فيستوله شده برای انکوبه کردن کاه برنج در دورهدر اين مطالعه از سه راس گو

، از دو DNAها و استخراج  پس از جداسازی باکتری. دشساعت استفاده  19و  74، 44، 44زمانی 

 V3-V4ناحيۀ ترتيب برای تعيين توالی  به Hiseq4000, 100bp PEو  Illumina Miseq 300PEروش 

پروفايل تاکسونوميکی و آناليز تنوع و غنای ميکروبی برای . دشم استفاده و کل متاژنو 16S rRNAژن 

افزايی و همپوشانی  نتايج نشان داد که يک اثر هم. دشهر دو مجموعه داده، تهيه و با يکديگر مقايسه 

رسد که  نظر می های شناسايی شده وجود دارد و با در نظر گرفتن فراوانی نسبی به بين اعضای فيلوم

. کنند نقش حياتی در اين زمينه ايفا می Spirochaetes و Firmicutes ،Fibrobacterهای  فيلوم اعضای

ترين وجه تمايز  شاخص. دشيک همبستگی ضعيف بين دو روش تعيين توالی مورد استفاده مشاهده 

به لحاظ پوشش  Hiseqها در سطح گونه بود که روش  بين دو روش تعيين توالی، شناسايی باکتری

افزارهای  د که نوع نرمشچنين مشاهده  هم. ومی و نوع الگوريتم تشخيصی قدرتمندتر ظاهر شدژن

تری نسبت به  تواند نقش حياتی و حتی قدرت تفکيک بيش بندی تاکسونوميکی می انتخابی برای طبقه

کثير چنين نوع ناحيه انتخاب شده برای ت نوع تکنولوژی انتخابی برای تعيين توالی کل متاژنوم و هم

 .يابی ژن هدف داشته باشد و توالی
 

 های کليدی‬واژه
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 انتظار نوظهور، اقتصادهای در نعمت وفور و فراواني افزايش با

 و گوشت از پايدار و کافي عرضه برای جهاني رود که تقاضای مي

چشم اندازه اقتصاد جهان در )برابر شود  دو 2212 تا سال شیر

و  آموزش عالي موسسهگزارش مجله اکونومیست،  -2212سال 

تیرماه  21ريزی، رياست جمهوری،  رنامهب و مديريت پژوهش

 با کشاورزان حیواني، محصولات برای تقاضا افزايش با(. 1371

 مواجه متعدد محیطي زيست و اقتصادی -اجتماعي های چالش

يك  غذايي امنیت افزايش و در اين راستا تولید پايدار. هستند

 تولید های شیوه. آيد به حساب مي بشريت برای بزرگ چالش

 و خوراک از کارآمدتر استفاده حیوانات به برای پرورش ارپايد

 (.Wiebe et al. 2015)دارد  نیاز جديد خوراکي های گزينه معرفي

خوراک بالا  نهيهز ياهل واناتیامروز در بخش ح تيعمده محدود

در  یمنابع خوراک موجود، خصوصاً در کشورها نيیپا تیفیو ک

 سبب هياز منابع پا هيرو يبرداری ب بهره .باشد يحال توسعه م

و  مراتع بيتخر، کشاورزی داتیدر توسعه تول تيمحدود

. است ي شدهدام تیجمع ازهاییمنابع علوفه نسبت به ن تيمحدود

حاصل  یکشاورز یاياز بقا يمیحال، سالانه حجم عظ نیاما در ع

 Malik et) دام استفاده نمود هيها در تغذ توان از آن يشود که م يم

al. 2015). دلیل  يكي از اين محصولات فرعي کاه برنج است که به

چنین محتوای بالای لیگنین و سیلیس از  ساختار فیبری بالا و هم

قابلیت هضم پايین در شكمبه نشخوارکنندگان برخوردار بوده و 

. رغبت چنداني برای استفاده از آن در تغذيه دام وجود ندارد

هضم آن به مطالعات زيادی در خصوص افزايش قابلیت 

های نويد  های مختلف صورت گرفته که يكي از استراتژی روش

 های های بیولوژيكي و استفاده از آنزيم بخش به کارگیری روش

 هیدرولیز کننده، جهت تجزيه کارآمد ديواره فیبری کاه برنج و

 .(Sheikh et al. 2018) افزايش هضم پذيری آن است

 در میكروبي ن سیستمبه عنوان کارآمدتري شكمبه میكروبیوم

شود،  مي گرفته نظر در لیگنوسلولزی های توده زيست تجزيه

هايي از اين  حقیقتي که سبب شده تمايل زيادی در استخراج آنزيم

های  محیط برای استفاده در خوراک و صنعت مواد غذايي، سوخت

ژنوم  .صنعتي ايجاد شود فرآيندهای ديگر زيستي لیگنوسلولزی و

 يكیمتابول های تیو قابل ها مياز آنز يمنبع غن ها سمینكروارگایم نيا

 كسیو متاژنوم كسیژنوم های با استفاده از روش توان ياست که م

 .Schären et al)يد ها مبادرت ورز آن ييو شناسا يبه بررس

تاکنون دو روش اصلي برای تجزيه و تحلیل جوامع  .(2018

وجود دارد که  1(NGS)میكروبي از طريق تعیین توالي نسل بعدی 

. 16S rDNAو تعیین توالي  2گان عبارتند از متاژنومیكس شات

باکتريايي جدا  DNAگان شامل تعیین توالي  متاژنومیكس شات

دست آمده  هب 3های خوانش. باشد شده از اجتماع میكروبي کل مي

های اطلاعاتي ژنومیكسي، به  از اين طريق با استفاده از پايگاه

آنالیز شده و در نهايت به هر خوانش يك عنوان يك مرجع، 

تعیین (. Truong et al. 2015)شود  تاکسون خاص نسبت داده مي

بوده ( PCR)ای پلیمراز  مبتني بر واکنش زنجیره 16S rDNAتوالي 

از تعداد زيادی از  rDNA، تكثیر 1که با استفاده از آغازگرهای هرز

نواحي کمتر حفاظت  ها در تفاوت. سازد ها را امكان پذير مي گونه

خاص بر مبنای اطلاعات  1های گروه، شناسايي 16Sشده ژن 

سازد  را ممكن مي rDNAهای اطلاعاتي توالي  موجود در پايگاه

(Albanese et al. 2015 .)طور کلي عقیده بر اين است که تعیین  به

است که  ، يك روش قدرتمند و به خوبي توصیف شده16Sتوالي 

 222در حدود )ها  ده از تعداد نسبتاً کم از تواليقادر است با استفا

. اطلاعات کافي در مورد ترکیب جوامع میكروبي ارائه دهد( هزار

ها بر  گروهحال محدوديت عمده اين روش آن است که  با اين

اساس توالي تنها يك ناحیه منفرد از ژنوم باکتريايي نسبت داده 

آغازگرهای به کار  علاوه براين، در اين روش انتخاب. شوند مي

بسیار حیاتي است چرا که نتايج برخي  rDNAرفته برای تكثیر 

مطالعات نشان داده که برخي از آغازگرها در مورد برخي از 

از (. Rintala et al. 2017)باشند  های خاص دارای اريبي مي گروه

 32تا  12)گان به پوشش بالاتر  طرفي ديگر متاژنومیكس شات

های بدست  پیچیدگي بیشتری در آنالیز داده و( میلیون خوانش

آوری کردن اطلاعات  با اين وجود، از طريق جمع. آمده نیاز دارد

توالي درباره سطح وسیعي از نواحي ژنومیكي، متاژنومیكس 

تری در سطح گونه را امكان پذير نموده  گان تعريف صحیح شات

                                                           
1
 Next Generation Sequencing 

2
 Shotgun metagenomics 

3
 Reads 

4
 Degenerated primers 

5
 Taxa 

  مقدمه

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
97

.1
3.

4.
2.

5 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

26
 ]

 

                             2 / 19

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1397.13.4.2.5
http://mg.genetics.ir/article-1-82-en.html


 و همکاران مهرداد بهمنش  ...ميکروبيوم چسبيده به ذرات کاه برنج مطالعه تنوع

 

 9317 زمستان/ 4شماره / سيزدهمدوره / ژنتيک نوین 469

 

ه تری از جوامع میكروبي را ارائ و در نهايت توصیف جزئي

 .نمايد مي

برای تجزيه و تحلیل جوامع  استفاده از تعیین توالي نسل بعدی

طور چشمگیری افزايش يافته  های اخیر به میكروبي پیچیده در سال

تر  ها و استقبال بیش دلايل اين امر شامل کاهش مداوم هزينه .است

تر جوامع میكربي نسبت  برای تعريف جامع NGS از توانايي روش

های  اين توسعه .باشد سنتي مبتني بر کشت ميهای  به روش

ای در يكسری از  تكنولوژيكي چشمگیر با رشد قابل ملاحظه

متغییرهای مربوط به نحوه اجرا و آماده سازی همراه بوده که از آن 

برداری، ذخیره سازی، استخراج  های نمونه توان به روشجمله مي

DNAواد شیمیايي ، جفت آغازگرها، تكنولوژی تعیین توالي و م

با در . اشاره نمود 1مورد استفاده، طول خوانش و اندازه قطعات

نظر گرفتن اين تغییرات، در مطالعات میكروبیومي توافق و بالانس 

دست آمده با  هنتايج ب 2بین تكرارپذيری و قابل مقايسه بودن

های مختلف، برای دستیابي به يك صحت و دقت  استفاده از روش

 .است کافي امری ضروری

عنوان سرمايه ملي و  نژادهای بومي در هر کشور بهاز طرفي، 

محصولي استراتژيك در اقتصاد و رونق آن کشور محسوب 

دلیل شدت انتخاب پايین، تعداد زياد  چنین به هم. شوند مي

و محدوديت استفاده از تلقیح مصنوعي در  دهندگان پرورش

 Vajed)برخوردارند گوسفند و بز، معمولا از تنوع ژنتیكي بالايي 

Ebrahimi et al. 2016 .) زمان و کسب آگاهي  گذشت بااز طرفي

تر نسبت به اهمیت صفات مختلف، نیازهای جديدی مطرح  بیش

دارد که از ذخیره  شود که متخصصین اصلاح نژاد را بر آن ميمي

خصوص با  اين مسئله، به. های بومي استفاده نمايند ژني دام

نشده   بیني یشپلات دامي و تولید محصولات افزايش تولید محصو

های بومي را الزامي در آينده، لزوم حفظ تنوع ژنتیكي در دام

يك گونه  که چرا( Vajed Ebrahimi et al. 2016) ساخته است

بدون تنوع ژنتیكي کافي قادر به سازگاری با تغییرات محیطي و 

طور  به(. Mohammadabadi et al. 2017)ها نیست مبارزه با انگل

کشورهای جهان هدف از اصلاح نژاد گوسفند  تر بیش در کلي

سودآوری از طريق بهبود يك يا چند صفت اقتصادی در جامعه 

                                                           
1
 Insert size 

2
 Comparability 

میلیون رأس  12در ايران بیش از . (Soufy et al. 2009) است

نژاد گوسفند در ايران وجود دارد که با مناطق  26گوسفند، شامل 

 ;Khodabakhshzadeh et al. 2016)اند مختلف سازگار شده

Zamani et al.  2015; Mohammadabadi and Sattai Mokhtari 

. باشند و يكي از منابع اصلي تامین پروتئین در کشور مي( 2013

است  ييها یباکتر نيتر مهم ييهدف از مطالعه حاضر، شناسالذا، 

ز ا. کنند را کلونیزه ميکاه برنج در شكمبه آن  ونیانكوباس يکه ط

که اجتماع باکتريايي شكمبه نقش محوری در دسترس قرار  آنجائي

عهده دارند، بررسي  مغذی به نشخوارکنندگان را به دادن مواد

های چسبیده به ذرات  ارتباط بین ترکیب و محتوای باکتری

خوراک و تجزيه ديواره سلول گیاهي برای بهبود و افزايش 

ن بسیار ضروری به کارآيي مصرف مواد مغذی در نشخوارکنندگا

تر مناطق  و در بیش که عمدتاً رانيا يبوم انگوسفند. رسد نظر مي

 ،دنشو يمچرانده  پس از برداشت مزارع یها مانده يباق یبر رو

 منحصر به فرد یالگو ييشناسا یبرا يخوب کانديداهاید نتوان يم

. به باشندشكم ييايباکتر تیبرنج توسط جمعه شدن کاه زیکلون

تواند اطلاعات مفید اولیه برای  ل از اين تحقیق مينتايج حاص

 کدکنندة های ژن های بعدی در خصوص شناسايي بررسي

 ژنوم در ديواره فیبری کاه برنج هضم در درگیر های آنزيم

گوسفند در اختیار محققین قرار  شكمبۀ در همزيست های میكروب

متفاوت همچنین در اين مطالعه اثر استفاده از دو نوع داده . دهد

 V3-V4 ناحیۀ)های حاصل از تكثیر حاصل از تعیین توالي داده

بر  دست آمده از تعیین توالي کل ژنوم هو توالي ب( 16S rRNA ژن

روی آنالیز اجتماعات میكروبي چسبیده به کاه برنج با يكديگر 

  .مقايسه خواهند شد

های  از روش کیسه نانجام عمل انكوباسیو منظور در اين مطالعه به

که دارای  نژاد شال بومي و از سه راس گوسفند 3نايلوني متحرک

بودند، استفاده ی پشتي شكمبه  ای در کیسه فیستولای شكمبه

هر سه اين حیوانات بالغ و نر و تقريباً همسن بوده و از . گرديد

هر يك از . برخوردار بودندکیلوگرم  61±1وزن متوسط 

های ويژه نگهداری و  فرادی در داخل باکسصورت ان به گوسفندان

                                                           
3
 In sacco 

  ها مواد و روش
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کاه درصد  92) ای حاوی علوفه در طول مدت آزمايش با جیره

صورت کاملا  و به( مبتني بر جودرصد  32)و کنسانتره  (گندم

آب به میزان کافي و بدون . و روزانه دو وعده تغذيه شدندمخلوط 

 .محدوديت در اختیار حیوانات قرار گرفت

گراد و به  درجه سانتي 11برنج خرد شده، در دمای های کاه  نمونه

های خشك  سپس نمونه. دندشساعت در آون خشك  18مدت 

به میزان آسیاب شده و  متری میلي 2با آسیاب دارای توری شده، 

 .شدندريخته  مربع متر سانتي12×1 های به ابعاد گرم داخل کیسه 1

ذی که بر محكم مسدود شده و در منافها  کیسهدرب پس از آن 

. روی يك شیلنگ تعبیه شده بود، وارد و با نخ محكم بسته شدند

ها در مدت کوتاهي بعد از اولین  در نهايت شیلنگ حاوی کیسه

به درون شكمبه گوسفند فرستاده شد و بعد  در صبح وعده غذايي

ها از  ساعت انكوباسیون، کیسه 76و  92، 18، 21از گذشت 

از خارج شدن از محیط شكمبه  ها پس کیسه. شكمبه خارج شدند

با آب دوبار تقطیر شسته و به آهستگي فشرده شدند تا 

های نچسبیده و يا سست چسبیده به نمونه انكوبه  میكروارگانیسم

شستشو تا زماني ادامه پیدا کرد که آب . شده از محیط خارج شوند

ها از کیسه خارج و به  سپس نمونه. خارج شده از نمونه شفاف بود

لیتری ريخته و بلافاصله به درون ظرف  میلي 12های  فالكون داخل

به آزمايشگاه بخش زيست حاوی ازت مايع انداخته شدند و 

دند و تا شسامانه پژوهشگاه بیوتكنولوژی کشاورزی کرج منتقل 

 گراد درجه سانتي -82آغاز مراحل بعدی آزمايش در فريزر 

 .نگهداری شدند

های متصل به کاه برنج  وبآوری میكر برای جداسازی و جمع

لیتر بافر تفكیك حل  میلي 22-12گرم از نمونه در  3انكوبه شده، 

 Tween 80, 1% methanol and 1% tertiary %0.1)شدند 

butanol vol/vol, PH2( )Pope et al. 2010 .)دست  مخلوط به

دقیقه  1دقیقه ورتكس شديد و سپس به مدت  1-3آمده به مدت 

درجه سلسیوس سانتريفیوژ شد  1در دمای  122در شتاب گرانش 

های جدا شده در فالكون استريل جمع   و فاز مايع حاوی سلول

اين مرحله سه بار تكرار شد و هر بار فاز مايع حاوی . آوری شد

های میكروبي  در نهايت سلول. آوری شد های میكروبي جمع سلول

يفیوژ در بازيافت شده در فاز مايع به وسیله يك مرحله سانتر

 .دقیقه رسوب داده شدند 12به مدت  12222شتاب گرانش 

مربوط به کیت  ASLلیتر بافر میلي 1/1رسوب سلولي سپس در 

 ,QIAamp® DNA Stool mini kit (Qiagen, Hildenاستخراج 

Germany)  استخراج . حل شدDNA  میكروبي با استفاده از کیت

دفوع برای از م DNAمذکور و براساس پروتكل استخراج 

 DNA تیو کم تیفیک. ها صورت گرفت تشخیص پاتوژن

در  UVجذب نور  زانیاستخراج شده سپس براساس م يمتاژنوم

و با استفاده از دستگاه  نانومتر 282و  262 یها طول موج

 اسپكتروفتومتر نانودراپ
Thermo Scientific, Wilmington, 

DE) )و برآورد شد يابيارز. 

و آماده کردن آن برای تعیین توالي،  16S rRNAبرای تكثیر ژن 

ابتدا  .در دو مرحله انجام گرفت( PCR)ای پلیمراز  واکنش زنجیره

از  V3-V4بازی متناظر به ناحیه  جفت 162برای تكثیر يك قطعه 

 -ʹ5) از جفت آغازگر 16S rRNAژن 

CCTACGGGNGGCWGCAG) Bact-0341F وBact-  (5′- 

GACTACHVGGGTATCTAATCC )0785R  در . دشاستفاده

منظور تهیه کتابخانه برای انجام  ، بهPCRمرحله دوم از واکنش 

، بارکدهای Illumina Miseq 300PEتعیین توالي به روش 

جفت  ′5اختصاصي و آداپتورهای مربوط به تعیین توالي به انتهای 

 .دشآغازگرها اضافه 

 DNA (2نانوگرم  12حاوی  PCRمیكرولیتر از واکنش  12هر 

 PCR Master Mix (2X) (Thermoمیكرولیتر 21، (میكرولیتر

Scientific Fermentas)  ،21 يك 2میكرولیتر آب بدون نوکلئاز ،

 12) تریكرولیم كآغازگر رو به جلو و ي( پیكومول 12)میكرولیتر 

مرحله اول  PCRواکنش  .عقب بود آغازگر رو به( كومولیپ

اد به مدت يك دقیقه، گر درجه سانتي 71سیكل شامل  32براساس

گراد به  درجه سانتي 92ثانیه و  32گراد به مدت  درجه سانتي 11

 92 3مدت پنج دقیقه و در نهايت با يك مرحله گسترش نهايي

مرحله دوم، يك  .دشگراد به مدت پنج دقیقه اجرا  درجه سانتي

درجه  11  سیكل و با يك دمای اتصال 11براساس  PCRواکنش 

های تكثیر شده با استفاده  بارکد دارکردن آمپلیكون گراد برای سانتي

                                                           
1
 NanoDrop 

2
 Nuclease-free water 

3
 Final extension 

4
 Annealing temperature 
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استفاده  Illuminaمربوط به شرکت   های آداپتور آويزان از توالي

 . دش

سازی، محصولات حاصل از تكثیر از روی ژل  منظور خالص به

 QIAquick gel بريده شده و توسط کیت دو درصدآگارز 

extraction kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands)  خالص

صورت  از محصولات تخلیص شده به تریكرولیم 12مقدار . شدند

توسط شرکت  Illumina Miseq 300PEو به روش  2جفتي

 تعیین توالي( Macrogen Inc. (Seoul, South Korea))ماکروژن 

 . دش

متاژنومي که احتمالاً حین استخراج  DNAبرای حذف قسمتي از 

 يك درصدها از روی ژل آگارز  دچار شكستگي شده بودند، نمونه

 ,QIAquick gel extraction kit (Qiagenبريده و توسط کیت 

Venlo, The Netherlands) 12سپس هر يك از . تخلیص شدند 

. رقیق شدند( نانوگرم 12)نمونه تعیین غلظت و به نسبت يكسان 

های انكوباسیون  سه تكرار بیولوژيك مربوط به هر يك از زمان

و در نهايت  3های مساوی با يكديگر ادغام عه در حجممورد مطال

 Paired) يبه صورت جفت نمونه برای تعیین توالي چهارتعداد 

end ) و به روشHiseq4000, 100bp PE  برای شرکت ماکروژن

(Macrogen Inc. (Seoul, South Korea) )ارسال شد.  

توالي دست آمده از تعیین  ههای خام ب داده demultiplexingعمل 

16S rRNA افزار  با نرمQIIME  و توسط اسكريپت

split_libraries_fastq.py  انجام شد(Caporaso et al. 2010 .)

افزار  از نرم( Paired-end)های جفتي  برای يكي کردن خوانش

FLASH  هايي که اسمبل نشدند حذف  د و خوانششاستفاده

توسط ها  سپس خوانش(. Magoč and Salzberg 2011)دند ش

 1درون واحدهای تاکسونومي عملكردی UCLUSTافزار  نرم

(OTUs ) بندی شدند  درصد خوشه 79با میزان تشابه(Edgar 

حذف  ChimeraSlayerهای کايمريك توسط برنامه  توالي(. 2010

 OUTترين توالي متعلق به هر فراوان (.Haas et al. 2011)د ش

 برابر مجموعه هستهعنوان نماينده در نظر گرفته شده و در  به

با استفاده از  Greengenes  (DeSantis et al. 2006) پايگاه

                                                           
1
 Overhang adapter sequences 

2
 Paired end 

3
 Pooled 

4
 Operational Taxonomic Unit 

از (. Caporaso et al. 2010)رديف شدند  هم PyNASTافزار  نرم

برای مطالعه تنوع  MicrobiomeAnalystافزار برخط  نرم

نهايي  OTUمیكروبیوم چسبیده به کاه برنج با استفاده از جدول 

(. Dhariwal et al. 2017)د شحله قبل استفاده دست آمده از مر هب

و واريانس  1اولیه برای تعداد کم OTUغربالگری جدول فراواني 

حداقل تعداد چهار و ) 9ترتیب بر اساس درصد شیوع به  کم

 12  و شاخص دامنه بین چارکي( درصد 22حداقل میزان شیوع 

انجام شد  MicrobiomeAnalyst افزار  توسط نرم درصد

(Dhariwal et al. 2017.) 

برای آنالیز انتساب تاکسونومیكي و برآورد فراواني نسبي 

افزار  های حاصل از تعیین توالي کل ژنوم، از نرمارگانیسمي داده

MetaPhlAn v2.0  د شاستفاده(Segata et al. 2012.) محاسبه 

به ازای هر روش  گروه 12و غنای 7چگونگي توزيع بررسي و تنوع

 ترتیب از سازی به برای تعیین توالي و همچنین آشكار کار رفته به

 و با استفاده از بسته ChaoShannon و Chao1 معیارهای

 .(Hsieh et al. 2016)انجام گرفت  R ،iNEXT افزاری نرم

همبستگي بین میكروبیوم شناسايي شده در سطح خانواده به ازای 

بستگي هر روش تعیین توالي مورد مطالعه، بر اساس ضريب هم

 محاسبه و توسط يك همبستگي نگار 11اسپیرمن
رسم شده از 12

 (.Wei 2012)د شآشكارسازی  R ،corrplotافزاری  طريق بسته نرم

 

يابي، از يك جفت  منظور تهیه کتابخانه برای توالي در اين روش، به

همراه  به) 16S rRNAژن  V3-V4آغازگر برای تكثیر ناحیه 

( يابي يتوالپلاتفرم مربوط به  یآداپتورها و ياختصاص یبارکدها

د که تصويری از محصولات حاصل شاستفاده  PCRدر دو مرحله 

 .است نشان داده شده 1 از تكثیر در شكل

                                                           
5
 Low count filter 

6
 Low variance filter 

7
 Prevalence in samples (%) 

8
 Inter-quantile range 

9
 Eveness 

10
 Richness 

11
 Spearman 

12
 Correlogram 

  نتایج
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، 16S rDNAيكي شدن قطعات جفتي حاصل از تعیین توالي ژن 

د که جزئیات به تفكیك هر شکانتیگ  371922منجر به تولید 

بعد از مرحله شناسايي . است آورده شده 1نمونه در جدول شماره 

OTU 9321تعداد   ها، آن  ها و تفسیر OTU ( 281611تعداد کل 

( خوانش به ازای هر نمونه 23169خوانش با تعداد متوسط 

 2د که اطلاعات تفكیكي برای هر نمونه در شكل ششناسايي 

                                                           
1
 OUT annotation 

بعد از غربالگری اولیه که منجر به حذف . است آورده شده

دلیل فراواني و واريانس  به OTU  13و OTU  2121بترتی به

ها برای آنالیزهای پايین دستي  OTUد، بقیه شکمتر از حد آستانه 

دست  هخام ب های تواليآمار همچنین . مورد استفاده قرار گرفت

در ، به تفكیك برای هر نمونه Illumina Hiseqروش آمده از 

 .است آورده شده 2جدول 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 Miseqدر روش  16S rDNAژن   V3-V4تصوير محصولات حاصل از تكثیر ناحیه -1 شكل

 
 Miseqبه روش   16S rDNAدست آمده از تعیین توالي ژن ههای ب های مربوط به دادهآماره -1جدول

 میانگین اندازه کانتیگ
 کانتیگ کل طول

 (جفت باز)
 شماره نمونه تعداد کانتیگ

91/119 6176199 11111 21-1 

17/119 1637361 12321 21-2 

12/117 3231122 9219 21-3 

21/111 8181111 19782 18-1 

82/116 11123122 32716 18-2 

12/117 11817672 21923 18-3 

89/111 11338262 21272 92-1 

21/118 11273366 31172 92-2 

32/116 23218938 12718 92-3 

11/119 27166731 61612 76-1 

12/111 21222211 11137 76-2 

21/119 26711117 18888 76-3 
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 Miseqها، به ازای هر نمونه در روش  OTUکار رفته برای شناسايي  های به تعداد خوانش -2 شكل

 
 Illumina Hiseqدست آمده از تعیین توالي کل ژنوم به روش  ههای خام بهای مربوط به دادهآماره -2جدول

GC درصد محتوای 
 تعداد کل باز

 (جفت باز)
 نهنمو شماره طول خوانش تعداد کل خوانش 

21/19 11236889128 111216328 121 RS-24 

18/19 11918921191 111729991 121 RS-48 
71/19 11111811112 112718712 121 RS-72 
16/16 21176123192 227866392 121 RS-96 

 

 یبر رو يتوال نییتع یاثر دو نوع استراتژ يابيمنظور ارز به

چند روش  موجود با دو مجموعه داده ،يكیمتاژنوم یها استنباط

 ي، فراوانيكیتاکسونوم یغنا یاستاندارد با تمرکز بر رو سهيمقا

. مورد مطالعه قرار گرفت يكروبیاجتماع م بیو ترک يكیتاکسونوم

فیلوم توسط هر دو روش تعیین توالي قطعات حاصل  11در کل 

گان شناسايي  و روش متاژنومیكس شات( آمپلیكون)از تكثیر 

فقط توسط روش ( درصد 13)میان شش فیلوم  گرديد که از اين

Miseq فقط توسط روش ( درصد 16)، دو فیلومHiseq  و شش

. توسط هر دو روش تحت پوشش قرار گرفت( درصد 13)فیلوم 

ي متفاوت و مشابه شناسايي شده از طريق هر يك از گروهتعداد 

دو روش تعیین توالي مورد مطالعه و به ازای سطوح 

در . است نمايش داده شده 3 لف در شكلتاکسونومیكي مخت

پوشاني در  کمترين هم( جز سطح گونه به)تر از فیلوم  سطوح پايین

 . دشمشاهده ( درصد 27)و خانواده ( درصد 22)سطح جنس 

های شناسايي شده به ازای هر نمونه در ای فیلومهای مقايسه نسبت

هده همانگونه که در اين شكل مشا. است نشان داده شده 1شكل

نسبت  Hiseqها در روش  Firmicutesد درصد بیشتری از شو مي

 Bacteriodetesهای  فیلوم نسبت اما. دششناسايي  Miseqروش  به

بیشتر از   Miseqروش طريق از شده شناسايي  Proteobacteriaو

 Furmicutesهای  در هر دو روش فیلوم .باشد مي Hiseq روش

در  Spirochaetesدنبال آن  و به غالب بودند  Bacteriodetesو

ترين  بیش Miseqدر روش  Proteobacteriaو  Hiseqروش 

های  فراواني نسبي باکتری .فراواني را به خود اختصاص دادند

شناسايي شده در هر روش تعیین توالي در سطح خانواده در 

 31)های خانواده Miseqدر روش . است نشان داده شده 1شكل
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 Succinivibrionaceae ، (12(درصد 22) ، Prevotellaceae(درصد

 Fibrobacteraceae  ،(6(درصد 9) ، Lachnospiraceae(درصد

 Ruminococcaceae( درصد 1)و  Veillonellaceae( درصد

های شناسايي شده را به خود اختصاص  گروهدرصد  81حدود 

 32)های  به خانواده  Hiseqکه اين نسبت در روش دادند، در حالي

 Prevotellaceae ،(16( درصد 22)، Lachnospiraceae( درصد

و  Succinivibrionaceae( درصد 8)، Veillonellaceae( درصد

 .تعلق گرفت Spirochaetaceae( درصد 9)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Hiseqو  Miseqروش  های شناسايي شده در سطوح تاکسونومیكي مختلف به نمودار ون کمیت باکتری -3 شكل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Miseqو  Hiseqها در سطح فیلوم برای دو روش تعیین توالي  دهنده نسبت تجمعي خوانش ای نشاننمودار میله -1 شكل
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 Miseqو  Hiseqي توال نییدو روش تع یبرا خانوادهها در سطح  خوانش يجمعتدهنده نسبت  نشان یالهینمودار م -1 شكل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 در سطح گونه Miseqروش  فراواني نسبي اجتماع باکتريايي شناسايي شده به( Heatmap) نقشه رنگي -6 شكل

 

 Miseqدر سطح گونه تنها چهار گونه از طريق روش 

(Fibrobacter succinogenes ،Ruminococcus flavefaciens، 

Selenomonas ruminantium  وRoseburia faecis ) 18و تعداد 

( بودند( Unclassified)بندی نشده طبقه گونه 18تا از  11)گونه 

های شناسايي شده  فراواني گونه. دششناسايي  Hiseqتوسط روش 

آورده  6 به تفكیك هر زمان انكوباسیون در شكل Hiseqدر روش 

 Butyrivibrio unclassified (27های در کل گونه. است شده

 Selenomonas، (درصد 23)Prevotella ruminicola ، (درصد

bovis (7 درصد) ،Treponema bryantii (9 درصد) ،

Butyrivibrio fibrisolvens (6 درصد)،Fibrobacter 

succinogenes (1 درصد ) وDialister succinatiphilus (1 

های شناسايي درصد از فراواني کل گونه 81در حدود ( درصد

 . خود اختصاص دادند شده را به
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های موجود در يك جامعه نهتعداد گو)ای گونه غنای آنالیز

های ، برای مقايسه بین زمانChao1بر مبنای شاخص  (میكروبي

 هر يك از دو ازاء انكوباسیون در سطوح فیلوم و خانواده و به

همانطور که   .است نشان داده شده 9 توالي در شكل تعیین روش

ای در روش  د در تمام موارد غنای گونهشو در شكل مشاهده مي

Miseq بت به نسHiseq در سطح فیلوم نمودار. بالاتر استHiseq  

های دهد تعداد گونهرسیده است که نشان مي 1به سطح ناهمساو

ولي چنین . است باکتريايي شناسايي شده در اين سطح تكمیل شده

در هر  Miseqدر روش . شود وضعیتي در سطح خانواده ديده نمي

 ر کامل به سطحطو فیلوم و خانواده، نمودارها به دو سطح

 ChaoShannonای بر اساس شاخص آنالیز تنوع گونه .اند نرسیده

به ازای هر يك از دو روش تعیین توالي و برای سطوح فیلوم و 

                                                           
1
 Asymptote 

نمايش داده  8 در شكل 2ایصورت نمودار جعبه خانواده به

ای  است تنوع گونه همانطور که در شكل نشان داده شده. است شده

  Hiseqدو سطح فیلوم و خانواده از روشدر هر  Miseqدر روش 

 .بالاتر است

ای را در نتايج حاصل از آنالیز همبستگي بین خانواده 7در شكل 

 بین آنالیز. است نشان داده شده Hiseqو  Miseqهر دو روش 

 بین مثبتي همبستگي که داد نشان Miseqای در روش خانواده

 هایخانواده با Coriobacteriaceae خانواده

Dethiosulfovibrionaceae، Succinivibrionace و WCHB1_25 

 مهم های خانواده از برخي با زياد منفي همبستگي طرفي از دارد و

 ،Fibrobacteriaceae مانند لینگوسلولزی ترکیبات کننده تجزيه

Ruminicoccaceae و Clostridiaceae دهدنشان مي.

                                                           
2
 Box and whisker plot  

 
 Miseq و Hiseq توالي تعیین روش دو از هريك ازای به شده شناسايي باکتريايي عاجتما Chao1غنای  تغییرات شاخص -9 شكل

 

 

 

 

 

 

 

 
 Miseqو  Hiseqاجتماع باکتريايي شناسايي شده به ازای هريك از دو روش تعیین توالي  ChaoShannonتغییرات شاخص تنوع  -8 شكل
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با  Dethiosulfovibrionaceaeهمبستگي مثبت بالايي بین 

Bifidobacteriaceae   وSuccinivibrionaceae  و همبستگي منفي

خانواده  .دهدنشان مي Spirochaetaceaeبالايي را با 

Spirochaetaceae  با دو خانوادهBifidobacteriaceae  و

Succinivibrionaceae دهد نیز همبستگي منفي بالايي را نشان مي .

ستگي مثبت يا منفي ها در شكمبه همب نقش متفاوت اين خانواده

در مطالعه حاضر همبستگي مثبت . کند ها را توجیه مي بین آن

، Veillonellaceae ،Fibrobacteraceaeهای  بالايي بین خانواده

Clostridiaceae  وRuminococcaceae دشومشاهده مي .

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

شدت رنگ و اندازه مربع . است همبستگي مثبت به رنگ آبي و همبستگي منفي به رنگ قرمز نمايش داده شده. پیرمنای مبتني بر همبستگي اسآنالیز بین خانواده -7 شكل

 (.>P 21/2)اند درصد نمايش داده شده 71دار با سطح اطمینان های معنيهمبستگي. باشداسپیرمن مي Rhoمتناسب با ضريب همبستگي 
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تجزيه کننده فیبر در مطالعات  عنوان ها بهنقش همه اين خانواده

 ;Cheng et al. 2017; Liu et al. 2016)است  قبلي گزارش شده

Piao et al. 2014 .) خانوادهPrevotellaceae  هبستگي منفي با

چون  هايي با نقش آشكار در تجزيه خوراک فیبری هم باکتری

Ruminococcaceae، Clostridiaceae،  Christensenellaceae  و

F16 شان دادن . 

متعلق ) WCHB1_25خانواده ای،  در آنالیز همبستگي بین خانواده

های شناخته شده در با خانواده( Verrucomicrobiaبه فیلوم 

 Clostridiaceaeو  Fibrobacteraceaeتجزيه خوراک فیبری مانند 

با  RFP12ولي . دهدهمبستگي منفي بالايي را نشان مي

و  F16 ،Christensenellaceaeهايي همچون  خانواده

Ruminococcaceae  که نقش مهمي در تجزيه خوراک فیبری

در آنالیز همبستگي بین . دهد دارند همبستگي مثبت نشان مي

 Bifidobacteriaceae، خانواده Miseqهای حاصل از جمعیتي داده

و همبستگي  Succinivibrionaceaeهمبستگي مثبت بالايي را با 

نشان  Ruminococcaceaeو  Spirochaetaceaeمنفي بالايي را با 

 . دادند

 به متعلق (Miseqشناخته شده از طريق روش ) R16 خانواده

 با را مثبتي همبستگي که باشدمي  Saccharibacteria(TM7) فیلوم

 چون هم فیبر خوراک تجزيه در شده شناخته های باکتری

Ruminococcaceae ، Fibrobacteraceae، Christensenellaceae 

 يك طرفي از. دهد مي نشان Paraprevotellaceae چنین هم و

 های خانواده با باکتری اين بین منفي همبستگي

Coriobacteriaceae  و Prevotellaceae شودمشاهده مي. 

های حاصل از در آنالیز همبستگي بین خانوادگي انجام شده با داده

 های وادهنیز همبستگي مثبت بالايي بین خان Hiseqروش 

Fibrobacteraceae ،Clostridiaceae  وRuminococcaceae 

همبستگي  Fusobacteriumهمچنین باکتری . شودمشاهده مي

 Ruminococcaceae ،Acidaminococcaceaeمنفي بالايي را با 

ای  از طرفي در آنالیز بین خانواده. دهدنشان مي Alcaligenaceaeو

با  Spirochaetaceaeهمبستگي مثبت بالايي بین  

Fibrobacteraceae ( در روشHiseq ) وRuminococcaceae ( در

همبستگي مثبتي را با  F16باکتری . دشمشاهده ( Miseqروش 

Ruminococcaceae ،Fibrobacteraceae ،Clostridiaceae  و

Christensenellaceae های و همبستگي منفي با خانواده

Coriobacteriaceae  وPrevotellaceae نشان داد. 

 

در مطالعه حاضر، اثر بخشي دو راهبرد تعیین توالي نسل بعد 

 کار رفته برای مطالعات  ، به(گان آمپلیكون در مقابل شات)
eDNA 

دست آمده از جمعیت میكروبي  هبر روی يك مجموعه داده ب

کلونیزه کننده کاه برنج در شكمبه گوسفند بومي، مورد مقايسه و 

مطالعات قبلي صورت گرفته در اين . ر گرفتارزيابي قرا

 .خصوص نتايج متفاوتي را در برداشته است

در يك مطالعه صورت گرفته برای توصیف میكروبیوم دستگاه 

گوارش انسان دو روش متاژنومیكس شات گان و تعیین توالي 

های بر روی نمونه 16S rDNAمحصولات حاصل از تكثیر ژن 

نتايج اين . ارزيابي قرار گرفتند صورت کمي مورد يكسان و به

گان، توصیف خیلي  مطالعه نشان داد که روش متاژنومیكس شات

تری از  تری از پیچیدگي میكروبیوم و شناسايي تعداد بیشعمیق

ها برای هر نمونه، نسبت به روش تعیین توالي محصولات گونه

 Laudadio et)اند را باعث شده 16S rDNAحاصل از تكثیر ژن 

al. 2018.)  در يك مطالعه ديگر با آنالیز میكروبیوم يك نمونه

( WGS)گان کل ژنوم های تعیین توالي شاتمدفوع انسان، روش

مورد مقايسه و ارزيابي  16Sو محصولات حاصل از تكثیر ژن 

 16Sبا WGSدر اين تحقیق چهار مقوله روش . قرار گرفتند

rDNA amplicon پلاتفورم ،Illumina Hiseq  باMiseq ،

های کوتاه و بلند و خوانش 2های سرهم شده ها با کانتیگ خوانش

دست آمده از اين مطالعه نشان  هنتايج ب. با همديگر مقايسه شدند

گان دارای مزايای متعددی از  داد که روش متاژنومیكس شات

های باکتريايي، افزايش تشخیص  جمله افزايش تشخیص گونه

در مقايسه با روش تعیین توالي  ا،هتنوع و افزايش پیش بیني ژن

همچنین نشان داده شد . باشد مي16S محصولات حاصل از تكثیر 

های بلندتر و  که با افزايش طول خوانش، يا از طريق تولید خوانش

ها را  تواند صحت تشخیص گونهها، مييا از سرهم کردن کانتیگ

                                                           
1
 Environmental DNA 

2
 Assembled contigs 

  بحث
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گرفته در يك مطالعه صورت  (.Ranjan et al. 2016)بهبود بخشید 

های آب  منظور شناسايي جامعه میكروبي موجود در نمونه به

دست آمده از چهار دشت سیلابي در کشور برزيل، دو تكنیك  هب

گان و محصولات حاصل از تكثیر را  تعیین توالي نسل بعدی شات

های شناسايي درصد فیلوم 12کمتر از . مورد مقايسه قرار گرفت

ت حاصل از تكثیر، از طريق شده از طريق تعیین توالي محصولا

چنین روش  هم. گان پوشش داده شدتعیین توالي به روش شات

های  درصد خانواده 29مبتني بر محصولات حاصل از تكثیر، 

د شطور کلي در اين مطالعه گزارش  به. بیشتری را شناسايي کردند

دست آمده از محصولات تكثیر در هر دو جنبه  ههای بکه توالي

های میكروبي در  و آنالیز اکولوژيكي جامعه تنوع زيستي

 Tessler et)های تاکسونومیكي مختلف قدرتمندتر بودند  مقیاس

al. 2017.) 

مطالعه حاضر نشان داد که همبستگي ضعیف میان دو روش وجود 

دارد که دلالت بر آن دارد که در حالي که همپوشاني تاکسونومي 

ها اساسا ارد، روشدر هر دو سطوح فیلوم و خانواده وجود د

 و Deinococcus_Thermus)به جز دو فیلوم  .متفاوت هستند

Fusobacteria )های شناسايي شده توسط روش بقیه فیلومHiseq 

نتايج  نیب يتفاوت اصل .دشهم شناسايي  Miseqتوسط روش 

چه مطالعه،  اين در Miseqو  Hiseqدست آمده از روش  هب

صورت موردی،  يج و چه بهصورت در نظر گرفتن کلي نتا به

تعداد تاکسون . باشدی ميبند  طبقهي و فراوان  يگستردگدلیل  به

دلیل  هرسد بنظر مي به Hiseqکمتر مشاهده شده در روش 

چنین اندازه پايگاه داده به  گان و هم خصوصیات ذاتي روش شات

های پايگاه داده. بندی تاکسونومیكي باشد کار رفته برای طبقه

طور مستمر در حال بروز شدن و افزايش اطلاعات بوده  هژنومي ب

بديهي است . دشوتر ميو البته اين مشكل روز به روز کم اهمیت

گان و  که رويكردهای جديد آنزيمي و مكانیكي در روش شات

کننده  تواند در اين مورد کمك های استخراج ميچنین تكنیك هم

 .(MetaSUB International Consortium) باشد

در اين است که  Hiseqدر مطالعه حاضر مسئله اساسي با تكنیك 

ای در سطح فیلوم به ازای هر زمان انكوباسیون مورد غنای گونه

به سطح ناهمساو  Miseqتر از روش مطالعه در سطحي پايین

                                                           
1
 Breadth 

 Miseqای در در سطح خانواده با اينكه غنای گونه. رسیده است

ار دارد ولي هر دو روش قر  Hiseqدر سطح بالاتری نسبت به

رسد تعیین  نظر مي به. اندطور کامل به سطح ناهمساو نرسیده به

 Miseqتوالي بیشتر در هر دو سطح فیلوم و خانواده در روش 

ولي اين حالت برای روش . دشي بیشتری گروهمنجر به شناسايي 

Hiseq افزار  فقط در سطح خانواده، حداقل با استفاده از نرم

MetaPhlAn2در مقابل، برخي مطالعات . تواند صادق باشد، مي

تواند برای تشخیص مي 2اند که عمق توالي بیشترنشان داده

متأسفانه، اين عمل معمولاً به تولید  .های نادر مفید باشد گونه

صورت اشتباه  تر ختم شده و در اغلب موارد بههای کوتاه خوانش

به افزايش کاذب شوند، فرآيندی که منجر  مي 3يابي رديف هم

(Inflation )د شو در تعداد گونه و برآوردهای تنوع مي(Clooney 

et al. 2016; Schulze-Schweifing et al. 2014; Caporaso et 

al. 2012.) 

از  Miseqهای حاصل از در اين مطالعه برای آنالیز توالي

د شاستفاده  MicrobiomeAnalystو  QIIMEافزارهای متداول  نرم

برای . است ها مناسب و دقیق گزارش شدهرای آنالیز آمپلیكونکه ب

استفاده  MetaphlAnافزار از نرم Hiseqهای حاصل از آنالیز داده

کار رفته  افزارهای به ترين نرمافزار يكي از محبوباين نرم. دش

عنوان مثال، از آن در پروژه  به .بندی تاکسونومیكي استبرای طبقه

تر اينكه اين  مهم. مورد استفاده قرار گرفت 1میكروبیوم انساني

که  باشدمي 1کلاديستیكهای شاخص خاص افزار متكي بر ژن نرم

برای شناسايي دقیق در مطالعات تنوع زيستي باکتريايي بسیار 

 Segata et) باشدحیاتي بوده و يك روش الگوريتمي متداول مي

al. 2012.) 

 مورد مطالعه روش دو يتفاوت در خروج ياصل لياز دلا يكي

مورد  يصیتشخ یهاتميالگور تیو ماه یبندتفاوت در روش طبقه

برای تهیه  MetaPhlAnو  QIIMEافزار هر دو نرم .استفاده است

. هستند 6های نشانگرپروفايل تاکسونومیكي مبتني بر استفاده از ژن

های نماينده حاوی های کوتاه علیه ژندر هر دو روش خوانش

از  QIIMEافزار  نرم. شونديابي ميکسونومیكي نقشهاطلاعات تا

                                                           
2
 Deep sequencing 

3
 Misaligned 

4
 The Human Microbiome Project Consortium 

5
 Clade-specific markers 

6
 Marker-based approach 
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16S rRNA افزار و نرم  MetaPhlAn از نشانگرهای خاص

بندی عنوان ژن نشانگر برای طبقه به( زيست دسته)  کلاديستیك

،  6S rRNAژن(. Segata et al. 2012)برند تاکسونومیكي بهره مي

ناحیه  7وی ي قرار داشته و حابوزومير DNAکوچك  رواحديز در

هستند که هر يك از اين نواحي به صورت تكي ( V1-V9)متغییر 

ها و  عنوان ژن نشانگر هدف برای مطالعه باکتری و يا ترکیبي به

 Cladeهای نشانگر خاصژن. شوند ها ترجیح داده مي آرکائي

طور واضح يك کلاد تاکسونومیكي را  هايي هستند که به ژن

های توالي شده از آن   میشه در جدايهها ه کند، زيرا آنتوصیف مي

يابي شده  کلاد وجود دارند و هرگز در هیچ ارگانیسم توالي

های  فراواني نسبي سلول MetaPhlAn .شوندديگری مشاهده نمي

يابي علیه يك مجموعه کاهش يافته از  میكروبي را از طريق نقشه

های کدکننده پیش  توالیهای نشانگر خاص کلاد، که از توالي

طور  اند، را برآورد نموده و توانايي آن را دارد که بهانتخاب شده

واضح میكروبیوم را در سطح گونه و يا سطوح تاکسونومیكي 

 (.Segata et al. 2012)بالاتر شناسايي نمايد 

. ها شايع است ، انتقال ژن افقي در باکتری2با توجه به همجوشي

 Core"نوان است که يك مجموعه ژن مرکزی تحت ع ثابت شده

genes" ها وجود دارند که بسیار محافظت شده  در بین باکتری

عنوان  طور کلي به اين حالت به. يابند هستند و به ندرت انتقال مي

 Vernikos)شود  شناخته مي "Core genome"ژنوم هسته مرکزی 

et al. 2015 .)يابي  های حاصل از توالي که آنالیز داده در حالي

عنوان مثال  به)، از تك ژن (آمپلیكون)ز تكثیر محصولات حاصل ا

16S )گان مبتني بر  برد، روش شات در ژنوم هسته مرکزی سود مي

های حاصل  از اينرو آنالیز داده. باشد چند ژن در کل طول ژنوم مي

شناسايي اشتباه غیر قابل اجتناب منجر  گان به ناچار به از شات

د که در ژنوم هسته مرکزی هايي باشن خواهد شد، اگر مبتني بر ژن

کار رفته  های آنالیتیكي به بنابراين بهتر است روش. شوند يافت نمي

گان از شناسايي تاکسونومیكي  های حاصل از شات برای آنالیز داده

 یها ژنهايي از ژنوم هسته مرکزی و يا  محدود شده به توالي

 افزار ، مانند آنچه که در نرمكیستيشاخص خاص کلاد

                                                           
1 Clade specific marker genes 
2 Conjugation 

MetaphlAn افتد، بهره ببرند اتفاق مي(Truong et al. 2015; 

Segata et al. 2012 ) 

ها در  همانگونه که نتايج اين مطالعه نشان داد تشخیص باکتری

. پذير نبود امكان V3-V4 Miseqسطح گونه با استفاده از روش 

 Illumina Miseqمحدوديت عمده روش تعیین توالي آمپلیكون ژن

16S rDNA  تواند که نمي اين استOTU  های باکتريايي را در

دلیل اينكه حداکثر طول خواندن آن  هسطح گونه تشخیص دهد، ب

تنها از طرفي دو گونه ممكن است .  باز است جفت 112کمتر از 

با د و نها متفاوت باش آن 16S طول تمامدر  دیدر چند نوکلئوت

 (لعهدر اين مطا V4-V3مناطق )از ژن  يفقط بخشتعیین توالي 

ها از يكديگر در سطح گونه بسیار دشوار است  تمايز آن

(Johnston et al. 2017 .) 

 Miseqدر سطح گونه تنها چهارگونه از طريق روش 

(Fibrobacter succinogenes ،Ruminococcus flavefaciens 

،Selenomonas ruminantium  وRoseburia faecis  شناسايي

 Butyrivibrio unclassifiedهای از طرفي گونه. دش

(27)%،Prevotella ruminicola  (23)% ،Selenomonas bovis 

(7)%، Treponema bryantii (9)% ،Butyrivibrio fibrisolvens 

(6)% ،Fibrobacter succinogenes (1% )های عمده گونه

 Butyrivibrioباکتری. بودند Hiseqشناسايي شده در روش 

fibrisolvens از سوبسترا از جمله نشاسته، سلولز و  دامنه وسیعي

درصد اسیدهای  16زايلان را برای تولید بوتیرات که در حدود 

کنند دهد، هضم ميچرب فرار شكمبه را به خود اختصاص مي

(Stewart et al. 1997 .)های گونهFibrobacter succinogenes ،

Ruminococcus flavefaciens های کلیدی در تجزيه  باکتری

 ruminantium  گونه (.Singh et al. 2014)ولز هستند سل

Selenomonas  در تجزيه نشاسته نقش دارند(Morgavi et al. 

تخمیر کننده قند بوده و  Treponema bryantiiباکتری (. 2013

 (.Stewart et al. 1997)همچنین در تجزيه پكتین نقش دارند 

ها نشان  ین باکتریآنالیز همبستگي در سطح خانواده، روابطي را ب

ها در شكمبه قابل توجیه  داد که بر اساس بررسي عملكرد آن

 یها با خانواده Coriobacteriaceae باکتری .باشد مي

Dethiosulfovibrionaceae ،Succinivibrionace  همبستگي مثبت

مانند  ینگوسلولزیل باتیکننده ترکهيتجز یها از خانواده يبا برخو 
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Fibrobacteriaceae ،Ruminicoccaceae و Clostridiaceae 

جنس غالب خانواده . داد نشان يمنف يهمبستگ

Coriobacteriaceae  در اين مطالعهOlsenella باشد که اولین مي

بار از شكمبه گوسفند جدا شده و يك باکتری اسید لاکتیكي 

کننده های تجزيه با افزايش فرآيند تخمیر توسط باکتری. است

عنوان محصول نهايي  ا، میزان تولید اسید لاکتیك بهه کربوهیدرات

منظور  های اسید لاکتیكي به افزايش يافته که احتمالاً باکتری

افزايش راندمان تخمیر با مصرف اسید لاکتیك از تجمع آن در 

محیط شكمبه کاسته و محیط شكمبه را برای فعالیت تخمیری 

 (.Petri et al. 2013; Kraatz et al. 2011). کندتر مي آماده

متعلق به فیلوم  RFP12و  WCHB1_25دو خانواده 

Verrucomicrobia  در اين مطالعه از طريق روشMiseq 

ها در دستگاه گوارش گوسفند در  حضور آن. اندشناسايي شده

است ولي اطلاعات دقیقي از نحوه  دهشمطالعات قبلي گزارش 

خانواده  (.Wang et al. 2017)ها در دسترس نیست  عملكرد آن

Prevotellaceae هايي با نقش آشكار در  هبستگي منفي با باکتری

 ،Ruminococcaceae تجزيه خوراک فیبری همچون

Clostridiaceae ،Christensenellaceae  وF16 نشان داد .

عمدتا حاوی   Prevotellaceaeدهند کهمطالعات قبلي نشان مي

های هیدرولازها، آنزيم های الیگوساکاريد کننده آنزيم های کدژن

باشند تجزيه کننده نشاسته و همي سلولازها، اما نه سلولازها مي

(McCann et al. 2014.) 

، Miseqهای حاصل از در آنالیز همبستگي بین جمعیتي داده

همبستگي مثبت بالايي را با  Bifidobacteriaceaeخانواده 

Succinivibrionaceae  با و همبستگي منفي بالايي را

Spirochaetaceae  وRuminococcaceae خانواده . نشان دادند

Succinivibrionaceae  عمدتاً مسئول تولید پروپیونات در

. باشندحیوانات دريافت کننده رژيم غذايي غني از کنسانتره مي

عنوان تجزيه کننده خوراک فیبری شناخته شده  ها بهاين باکتری

ی در تعداد زيادی از حیوانات فراواني بالای اين باکتر. نیستند

های حاوی تغذيه شده با رژيم غذايي با نشاسته بالا و يا خوراک

اند های سريع التخمیر گزارش شدهمقدار زيادی از کربوهیدرات

(Rosenberg et al. 2014 .)چنین فراواني بالای  هم

Bifidobacteriaceae  در روده حیوانات تغذيه شده با رژيم غذايي

ها در  است که اين دلالت بر نقش آن سته بالا مشاهده شدهبا نشا

نقش  .(Zened et al. 2013)ها دارد هیدرولیز کربوهیدرات

Spirochaetaceae قبلاً نشان  كیتیسلولول هاییباکتر در ارتباط با

 (. Deusch et al. 2017)است  داده شده

همي سلولاز کدگذاری شده  های سلولاز و سهم فراوان پروتئین

های باکتريايي  عنوان يكي از گروه ها را به ، آن Clostridialesتوسط

 .Ben et al)کننده فیبر در شكمبه تبديل کرده است کلیدی تجزيه

و   Ruminococcaceaeهای همچنین مشارکت خانواده(. 2015

Lachnospiraceae  درتجزيه فیبر در گزارشات متعدد آورده

 .Saro et al. 2012; Mosoni et al. 2007; Koike et al) است شده

ثرين باکتری ؤترين و ميكي از شايع Fibrobacterفیلوم (. 2003

اين باکتری برای رشد نیاز به . باشد سلولولیتیك در شكمبه مي

والرات و ايزوبوتیرات دارد و سلولز را برای تولید استات و 

 .Puniya et al. 2015; Piao et al)کند سوکسینات مصرف مي

2014.) 

 ایشده شناخته و گسترده توزيع دارای Verrucomicrobia فیلوم

 خاک، ها در فیلوم ترينمتنوع و ترين رايج از يكي که است

 .Lee et al) باشدمي هايوکاريوت روده در و آبزی هایزيستگاه

2009; Kielak et al. 2010) .ينا اعضای که آنجا از حال، اين با 

 آن نقش درک مطالعات باشند،فیلوم به سختي قابل کشت مي

گزارش شده که برخي از اعضای فیلوم . است شده محدود

Verrucomicrobia عنوان يك منبع کربن و انرژی  متان را به

عنوان تنها  کنند که همین عامل باعث شده که بهاکسیده مي

وفیلیك شديد های اسیدهای هوازی و تنها متانوتروفمتانوتروف

 (.Kielak et al. 2010)شناخته شوند 

ای متابولیز اسید در تخمیر شكمبه Fusobacteriumنقش باکتری 

اين باکتری . های اپیتلیال است لاکتیك و تجزيه خوراک و پروتئین

های تخمیر کننده اسید هستند که برای به تعادل  جزو باکتری

ي تولید شده در رساندن محیط تخمیری شكمبه از اسیدهای آل

اسیدهای . کنند ها استفاده مي مسیرهای تخمیری ساير باکتری

سرعت جذب میزبان  چرب فرار استیك، پروپیونیك و بوتیريك به

اما . شود های شكمبه استفاده مي شود و کمتر توسط میكروبمي

دلیل تاثیرات منفي اسیدهای چرب لاکتات و سوکسینات  هب

کنند تا از محیط خارج تر مصرف مي ها را سريع ها آن باکتری
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ای آن در گاوی که همچنین گزارش شده که غلظت شكمبه. شوند

اند، بیشتر از زماني با خوراک های مبتني بر غلات  تعلیف شده

های مبتني بر علوفه مصرف شده باشد است که خوراک

(Tadepalli et al. 2009.) 

شده در خانواده جنس غالب شناسايي  Treponemaدر اين مطالعه 

Spirochaetaceae اگرچه . باشدميTreponema  نمیتواند سلولز را

های  العمل آن با باکتری و عكس 1تجزيه کند ولي نزديكي فیزيكي

های دهنده ارتباط متقابل آن با تجزيه کننده سلولولیتیك، نشان

در يك مطالعه در سال (. Kudo et al. 1987)باشد سلولز مي

در  Treponema sppداد د که نشان ميشارائه  شواهدی 2211

(. Bekle et al. 2011)تجزيه فیبرهای محلول نقش دارند 

توانند متابولیزه کننده و باکتريهای متعلق به اين جنس مي

های  ساکاريدهای تولید شده توسط باکتریتخمیرکننده اگزوپلي

های  نقش باکتری(. Warnecke et al. 2007)سلولولیتیك باشند 

اين جنس در تجزيه پكتین نیز در مطالعات قبلي گزارش 

چنین مشاهده شده که با مصرف  هم(. Liu et al. 2015)است  شده

کاه برنج، جمعیت اين جنس در شكمبه گاو افزايش پیدا کرده 

 (.Liu et al. 2016)است 

 Synergistetesو  Fusobacteria ،Actinobacteriaهای  باکتری

ها ممكن  آن. باشندهای تخمیری را دارا ميز ظرفیتدامنه وسیعي ا

های مصرف کننده ديواره سلول گیاهي را از طريق  است باکتری

 .Ziemer et al)تخمیر فعال ترکیبات نیتروژني حمايت نمايند 

 (Saccharibacteria (TM7)متعلق به فیلوم ) F16 باکتری(. 2014

 ،Ruminococcaceae، Fibrobacteraceae با را مثبتي همبستگي

Clostridiaceae و Christensenellaceae با منفي همبستگي و 

 .داد نشان Prevotellaceae و Coriobacteriaceae های خانواده

اخیراً در يك مطالعه بر روی شكمبه گاو گوشتي اين باکتری 

 .Opdahl et al)است  عنوان مصرف کننده سلولز معرفي شده به

2018 .) 

، تا Miseq، فیلوم شناسايي شده در روش Cyanobacteriaباکتری 

ای در آنالیز همبستگي بین بندی نشد و نماينده سطح خانواده طبقه

های فتوتروفیك  ها جزو باکتری اين باکتری. خانواده نداشت

ها در فراواني کم در شكمبه گاو شیری  باشند که قبلاً حضور آن مي

                                                           
1
 Physical proximity 

(Scharen et al. 2017) گاو گوشتي ،(Li and Guan 2017 ) و

ها  اين. است دهشگزارش ( Gharechahi et al. 2015) شتر

توانند تخمیر کربوهیدرات را در های هوازی هستند که مي باکتری

 2هوازیو شرايط بي N2و يا در ترکیب کمبود  N2يك غلظت کم 

هوازی شناخته عنوان يك مخزن بي اگر چه شكمبه به. انجام دهند

توان در شكمبه  را مي O2های قابل توجهي از ظتشود ولي غلمي

که ممكن است خود دلیلي ( Newbold et al. 1996)تشخیص داد 

و تخمیر  O2در شكمبه برای تخلیه  Cyanobacteriaبر وجود 

لازم به ذکر   .کربوهیدرات تحت شرايط هوازی محدود شده باشد

طور  ههای آبي و خاکي بدر محیط Cyanobacteriaاست اگر چه 

 ;Cruz-Martinez et al. 2009)اند  ای شناسايي شدهگسترده

Williams et al. 2004  )ها در دستگاه  ولي وجود اين باکتری

هوازی هنوز  های بي ها در محیط گوارش پستانداران و نقش آن

تحقیقات اخیر نشان داده (. Soo et al. 2014)تحت سوال است 

شده هستند ولي درخت  به شدت حفاظت Cyanobacteriaکه 

ها چیزی متفاوت از  آن 16S rRNAفیلوژنتیكي حاصل از ژن 

Cyanobacteria باشد که همین امر منجر به معرفي فتوسنتتیك مي

است که  شده Melainabacteriaنام   کلاس کانديدای جديد به

گلوکز، )ها قادر به تبديل طیف وسیعي از قندها  اعضای آن

به استات و بوتیرات در دستگاه گوارش ( فروکتوز و سوربیتول

در هیچ يك از دو روش تعیین (. Di Rienzi et al. 2013)هستند 

ها  توالي مورد مطالعه در تحقیق حاضر، اين کلاس از باکتری

های  برای بررسي نقش دقیق تر اين باکتری. تشخیص داده نشدند

 .هوازی در شكمبه نیاز به تحقیقات بیشتری است

 یکل یریگ جهینت

تحقیق حاضر نشان داد که در کلونیزه کردن کاه برنج در شكمبه 

های شناسايي افزايي و همپوشاني بین اعضای فیلومگوسفند اثر هم

رسد   نظر مي شده وجود دارد و با در نظر گرفتن فراواني نسبي به

 Spirochaetes و Firmicutes  ،Fibrobacterهای که اعضای فیلوم
دهد که عامل نتايج نشان مي. کنندن زمینه ايفا مينقش حیاتي در اي

ترين واريانس در ترکیب میكروبیوم شناسايي  اصلي برای بیش

شده در يك محیط بیشتر تحت تاثیر روش مطالعه و تكنولوژی 

. انتخابي بوده تا واريانس واقعي بین فردی، جمعیتي و يا مكاني

                                                           
2
 non-heterocystous 
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بندی تاکسونومیكي افزارهای انتخابي برای طبقه چنین نوع نرم هم

تواند نقش حیاتي و حتي قدرت تفكیك بیشتری نسبت به نوع مي

چنین انتخاب آمپلیكون  تكنولوژی انتخابي برای تعیین توالي و هم

رسد در صورت سر و کار داشتن با  نظر مي بنابراين، به. داشته باشد

های بزرگ و حساسیت بالای کار، برای افزايش مجموعه داده

ت نتايج کار، بايد يك مقايسه در مقیاس کوچك بین صحت و دق

 .دشوهای موجود برای انتخاب بهترين استراتژی انجام تكنیك

 سپاسگزاری

پژوهشگاه  از لهیوس نيبد دانند يبر خود لازم م نیلفؤم

شماره پروژه )بیوتكنولوژی کشاورزی برای تامین مالي اين پروژه 

از همكاران  چنین و هم( 21-21-21-221-71221: مصوب

محترم پژوهشكده بیوتكنولوژی جانوری گیلان برای تسهیل کار و 

 خود را يمراتب قدرداندر اختیار قرار دادن تجهیزات مورد نیاز، 

 .عمل آورند هب
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