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 چکیده

هـاي ایمـن در نظـر گرفتـه     عنوان ارگانیسمبه که عمومابدون اسپور هستند ،هاي گرم مثبتباکترياز روهی گ )LABهاي اسید لاکتیک (باکتري
 در سـلامت انسـان،   هالاکتوباسیلتوانایی تولید تغییرات مطلوب را در طعم و بافت غذا دارا هستند و بنا به اهمیت  هاباکتريکه این  نجاییآاز .شوندمی

 همتـرین م 16s RNAتـوالی بر اساس  المانتربت جام و  محلی نمونه ترشاز خمیر هاي جداشدهبررسی فیلو ژنتیکی لاکتوباسیل و یمولکولشناسایی 
ز ا DNAنمونه آوري گردید.نظور خمیرترش بر اساس خصوصیات ارگانولپتیکی (عطر و طعم) از شهرستان تربت جام جمعبدین م.هدف این مطالعه است

ریبوزومی توسـط آغازگرهـاي    16s RNAجفت بازي از ژن 253تکثیر قطعه DNAپس از استخراج  طور مستقیم استخراج گردید.هخمیرترش آلمان ب
ترتیـب تغییـرات   بـه  205و  182ن داد کـه در موقعیـت   دست آمـده نشـا  هیر شده تعیین توالی شدند. نتایج باختصاصی انجام گرفت. سپس قطعات تکث

 اسید گلوتامین به کدون پایان تغییر داده شد 208در موقعیت  اسیدآمینه هیستیدین به پرولین و 182که در موقعیت وجود دارد  T/Cو A/C نوکلئوتیدي 
درصد 5/26درصد سیتوزین و  3/27درصد گوانین،  1/22درصد آدنین،  1/24جفت باز شامل 253همچنین توالی نهایی بدست آمده از نمونه تربت با طول 

 یمونه محلنجدا شده ازخمیرترش  پلانتاروم لوسیلاکتوباسنشان داد، که باکتري  Neighbor-Joiningتیمین بود. نتایج فیلوژنتیکی با استفاده از روش 
  .فرانسه دارد لاکتوباسیلوس پلانتارومکمترین فاصله ژنتیکی با آلمان، چین و هلند و بیشترین فاصله ژنتیکی با  تربت جام

  
  ، تعیین توالی16Sr RNAاسید لاکتیک،خمیر ترش،ژن واژهاي کلیدي: 

  
    1 مقدمه

عنوان یکی از ارکان اصلی تأمین احتیاجات غذایی انسان در هنان ب
اي برخوردار بوده است. نقش نان در تغذیه، اهمیت ویژهطول تاریخ از 

در چند سال اخیـر   ).Clarke & Arendt, 2005(ت تأمین انرژي اس
مصرف نان به دلایل متعدداز جمله بالا رفتن هزینه سایر مواد غذایی 

اي یافته است. اهمیت به کیفیت نان، اهمیت به افزایش قابل ملاحظه
اي و بهداشتی با توجه به اهمیت تغذیه کیفیت حیات است و همچنین
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هـاي شـیمیایی، از   هاي حسـی مطلـوب و عـاري از افزودنـی    ویژگی
هاي صاحبان صنایع نانوایی، متولیان امر نظـارت بـر تولیـد و    دغدغه

هاي متعدد مانند کنندگان نان بوده است. از بین روشهمچنین مصرف
هـاي  ها، امولسیفایرها و بهبوددهنـده هاي سنتزي، صمغافزودن آنزیم

گیرنـد،  مختلفی که امروزه در دنیا بدین منظور مورد استفاده قرار مـی 
از خمیرترش که ضمن افزایش زمان مانـدگاري نـان، سـبب    استفاده 

شـود، جایگـاه   هاي حسی و ارزش تغذیه اي آن نیز مـی بهبود ویژگی
 تعـاریف،  جدیـدترین  راسـاس ب .)Katina et al., 2006اي دارد(ویژه

 تشکیل اساس و است پیچیده بیولوژیکی بسیار سیستم یک خمیرترش
 لاکتوباسیل تجاري هايکشت و آرد میکروبی فلور بین زیستیهم آن
 بهبود مانند خاص دلایل به و اختصاصی آغازگر عنوانکه بهد باشمی

خـواص   ایجاد حتی یا و ايتغذیه ارزش ماندگاري، زمان و طعم، عطر
 ـقرارمـی  اسـتفاده  مـورد  نـان  خمیـر ت فرایند در بخش سلامتی د گیرن

)Katina et al., 2006 .(به دلیـل دارا بـودن    نقش اصلی خمیرترش
عنوان یک تکنولـوژي، بـراي تخمیـر و    هاي اسید لاکتیک بهباکتري

). تخمیـر  Rizzello et al., 2014(ت ورآمدن خمیر مطرح بـوده اس ـ 
هـاي اسـید   اولیه خمیر احتمالا توسط مخلوطی از مخمرها و بـاکتري 
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نوسـانات   گیـرد. لاکتیک طبیعی موجود در خمیرترش صـورت مـی  
فرایند شامل دما، بازده خمیـر و مقـدار و ترکیـب کشـت     پارامترهاي 

 ,.Di Cagno et alکننـد ( آغازگر کیفیت خمیرتـرش را تعیـین مـی   
). علت اصلی استفاده از خمیرترش در نان گنـدم بهبـود طعـم    2002
  ).Rizzelloet al., 2014( است

ــاکتري ــک و   ب ــایی پروتئولیتی ــک داراي توان ــید لاکتی ــاي اس ه
ستند که به میزان زیادي در تأخیر بیـاتی نـان نیـز    آمیلولیتیک نیز ه

هاي اسـتاندارد  ). استفاده از آزمونKatina et al., 2006(د نقش دارن
هاي هاي خانواده باکتريمیکروبیولوژیکی براي شناسایی لاکتوباسیل

بـراي مثـال    .اسید لاکتیک، ممکن است با مشـکلاتی همـراه باشـد   
زیـر گونـه    کتوباسیلوس دلبروکیلاهاي نزدیک به همشناسایی گونه

لاکتوباسیلوس بولگاریکوس، زیر گونه دلبروکی و زیر گونه لاکتیس، 
ــوس ــاروم  ،رامنوس ــیلوس پلانت ــازئی ، لاکتوباس ــیلوس ک و  لاکتوباس

اساس خواص فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی  برلاکتوباسیلوس پاراکازئی 
ها مشترك ویژگیها در بسیاري از کار دشواري است، زیرا این باکتري

هـا در  یابی نواحی از ژنـوم ایـن بـاکتري   که در این بین توالی هستند
هاي ازمایشگاهی از اهمیت خاصی برخوردار شناسایی مولکولی باکتري

بـراي  لـذا در ایـن سـالهاي اخیـر      .(Corsetti et al., 1996)ت اس ـ
 ـ هايروش ها،شناسایی دقیق گونه یـابی ژن  و تـوالی  PCRف مختل

در ایـن   رو،از ایـن  ).Giraffa &Neviani, 2001ده شده است (استفا
لاکتوباسـیلوس   16S rRNAجفت بـازي از ژن   253پژوهش، قطعه 

هـا اقـدام   تکثیر ونسبت بـه تـوالی یـابی ان   PCR به روش  پلانتاروم
لاکتوباسـیل   همچنین مقایسه توالی نوکلئوتیدي این ناحیه از گردید.

ئوتیــدي اســتارتر صــنعتی (آلمــان) و ســنتی بــاتوالی نوکل پلانتــاروم
  هاي موجود در بانک جهانی ژن مورد بررسی قرار گرفت.توالی

  
  هامواد و روش

هاي خمیر تـرش از  نمونه براساس خصوصیات حسی (عطر ،طعم)
از  نمونه استارتر صنعتی (خمیر ترش)وآوري جمع جامشهرستان تربت

ا تا هنمونه(با رعایت شرایط استاندارد).  گردیدشرکت بوکرآلمان تهیه 
 6تـا   4ي اهاي میکروبـی در دم ـ زمان انتقال به آزمایشگاه و بررسی

  نگهداري شدند. گرادسانتی درجه
گـرم از نمونـه    10هاي میکروبی، ابتـدا  منظور جداسازي سویهبه

منتقل(مرك ،المـان) و   %1/0لیتر از اب پپتون میلی 90خمیرترش به 
)کشــت ســطحی از Seward,UKوژنیزه کــردن ( مــدل پــس از همــ

در دو تکـرار   MRS-Agarهاي مختلف بر روي محـیط کشـت   رقت
انجام شد. به این ترتیب که روي هر  هالیلاکتوباس ونیزولاسیبراي ا
شـد  رمنظـور  بهمیکرو لیتر از هر رقت ریخته و پخش شد.  100پلیت 
شده به داخل  حیتلقاي کشت هطیمح ل،یوترموف لیمزوف هاييباکتر
 45 و30در دو دمـاي   Aهمراه گاز پک مـدل  وازي مرك بههیجار ب

ساعت بسـته   72و حداکثر  48تا 24و با مدت زمان  گرادیسانت درجه
  .ندانتقال داده شدبه نوع باکتري 

هـایی کـه از نظـر شـکل     کلنیرقت، نیبالاتر داراي هايتیپل از
هاي مورفولوژیکی متفاوت ویژگیحاشیه کلنی ،رنگ و سایر  ظاهري،

انتخاب شده و سپس هرکدام در پلیت جداگانه کشت خطی داده  بودند،
 شـتر یب سـازي خـالص منظـور  شدند و پس از چندبار کشت خطـی بـه  

 هـر  در خـالص  هايیکلون. دست امدههاي خطی از هر جدایه بکلنی
ر گرفت مورد بررسی قرا کاتالاز و آزمون گرم زيیآمرنگاز نظر  تیپل

. نـوري مشــاهده گردیــد  کروســکوپیمو ریخـت ســلولی بـا کمــک   
هاي بعدي براي بررسی جداشده یمنف کاتالاز و مثبت گرم هايهیجدا
صـورت منجمـد   ل بـه سـرو یگل % 20 حـاوي مـایع   MRS طیحم در

  ).Sengun et al., 2009شد (نگهداري 
  

  DNAاستخراج
منظور ایجاد سوسپانسیون میکروبی، هر جدایه در محیط کشت به

گـراد  درجه سانتی 30روز در دمايبه مدت یک شبانه MRSآبگوشت 
هـاي میکروبـی بـا اسـتفاده از کیـت      جدایـه  DNAکشت داده شـد.  

 تغییـرات در  بـا انـدکی  ) ,K721, Thermoامریکـا ( DNAاسـتخراج  
استخراجی بـا   DNAدستورالعمل کیت استخراج شد. کمیت و کیفیت 

درصـد و دسـتگاه نـانودراپ    1اسـتفاده از الکتروفـورز روي ژل آگـارز    
  تعیین گردید. Thermo ND-2000)اسپکتوفوتومتر (آمریکا، 

  
 اي پلیمرازواکنش زنجیره

ي باکتر 16SrRNAنوکلئوتیدي ژن 253اي منظورتکثیر قطعهبه
 '5با توالی رفت  جفت آغازگر اختصاصی ، یکوس پلانتاروملاکتوباسیل

AATTGAGGCAGCTGGCCA 3′  ــتو ــر برگشـ  ′5پرایمـ
GATTACGGGAGTCCAAGC 3′  ــرم ــتفاده از ن ــا اس ــزار ب اف

Primer Premier 5 توسط مرازپلی ايزنجیره واکنش .طراحی شدند 
 چرخه 36در ) وT-personal(آلمان،  Biometraترموسایکلر  دستگاه

). Hellemans&Vandesompele, 2011( پـذیرفت  حرارتـی انجـام  
 ژنـومی، یـک   DNAنـانوگرم   100مـراز بـا   پلـی  ايزنجیره واکنش

 2مـولار،  میلـی dNTPs 10میکرولیتـر   2مـراز،  پلـی  Taqواحدآنزیم 
آغازگرهـاي   میکرولیتـر مخلـوط   1مولار، میلی 2MgCl50ر میکرولیت

 دو بـار  و آب X10میکرولیتربـافر   5/2پیکومولار،  5رفت و برگشت 
میکرولیتـر انجـام شـد. برنامـه      25تقطیر تا رسیدن به حجم نهـایی  

ثانیـه،   30بـه مـدت    ºC 94دردمـاي   سـازي حرارتی شامل واسرشت
 ºC 72ي ثانیـه وتکثیـردر دمـا    30مـدت  بـه  ºC50دماي  در اتصال

 ºC 94دردمـاي   اولیـه  سازيمرحله واسرشت ثانیه؛ و یک60ت مدبه
 بـود.  ºC72دمـاي   در نهـایی  تکثیـر  مرحلـه  یک و دقیقه 6مدت به

انجام شد و پس از تاییـد انـدازه قطعـه     PCRصولات محالکتروفروز 
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 جنـوبی ارسـال   یابی به شرکت مـاکروژن کـره  جهت توالیمورد نظر 
  .)1(شکل  گردید
  

  آنالیز بیوانفورماتیکی
افزارهـاي بیوانفورمـاتیکی   نـرم  از یابی بااستفادهآنالیز نتایج توالی

CLC Main workbench 5.5 ،Chromas Lite 2.01 ،MEGA 5 
 دسـت آمـده  هب نوکلئوتیدي هايگرفت. ابتداتوالی انجام Bio Editو 

 از پـس  شـدند،  ویـرایش  Chromas Lite 2.01افزار نرم از بااستفاده
ه پایگـا  در BLASTN، از ابـزار  FASTAفرمـت   بـه  هاتبدیل توالی

NCBI افـزار  نـرم  وCLC Main workbench 5.5 هـت تعیـین  ج 
  بانک در ژن همین از ثبت شده هايتوالی با آمده بدست توالی شباهت

 هـاي گونـه  بـین  فیلـوژنتیکی  درخـت  شد. رسـم  استفاده NCBIژن 
تکـرار)   1000(بـا   Neighbor-Joiningش مختلف بـا اسـتفاده از رو  

ش از رو ژنتیکـی  فاصـله  تعیـین  انجام شد.جهت MEGA 5افزار نرم

Create Pairwise Comparison ــرم ــزارنـ  CLC Mainافـ
workbench 5.5  .استفاده شد  

 
  نتایج و بحث

 DNAدادکـه   نشـان و الکتروفـورز ژل اگـارز    سنجیطیف نتایج
اي بـراي واکـنش زنجیـره    مناسـبی  کمیت و کیفیت از شده استخراج

صـحت تکثیـر    PCRت محصـولا  است. الکتروفورز مراز برخوردارپلی
 bp253طـول   بـا  16SrRNAقطعه مورد نظر را توسط اغازگرهـاي  

با طراحی پرایمرهاي  )2000(). سانگ و همکاران1(شکل کندتایید می
تکثیـر  را  جفـت بـاز   350به طول  16SrRNAچندگانه توانستند ژن 

را در روده لاکتوباسیلوس پلانتاروم حضور باکتري محققان کنند. این 
بـا اسـتفاده از ژن   )،  2001ید کردنـد. تـورینی و همکـاران(   ن تایانسا

RecA  را شناسایی کردند.لاکتوباسیلوس پلانتاروم باکتري  

  

  
  درصد 5/1بر روي ژل آگارز  bp253ل طوبا 16SrRNAن ژ PCRمحصولات  الکتروفورز - 1شکل 

  
هاي نوکلئوتیدي تربت و آلمان نشان داد که در دو مقایسه توالی

جایگاه جهش جانشینی یکی حاصـل تبـدیل نوکلئوتیـد پـورینی بـه      
) و دیگري حاصل تبدیل نوکلئوتید پیریمیدینی بـه  A/Cپیریمیدینی (
ترتیـب سـبب تغییـر    ) است کـه ایـن تغییـرات بـه    T/Cپیریمیدینی (
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و گلوتـامین بـه کـدون خاتمـه در      اسیدآمینه هیستیدین بـه پـرولین  
 ).2 (شـکل  شـده انـد  16SrRNAاي ژن چهارچوب توالی اسـیدآمینه 

ــوالی ژن    ــوي نوکلئوتیــدي ت لاکتوباســیلوس در  16SrRNAمحت

و آلمان نشان داد که در هر جام جدا شده از خمیرترش تربت پلانتاروم
  .باشندمی درصد A+T 6/50درصد و  G+C 4/49حاوي دو توالی 

  

  
اي خمیر هجدا شده از نمونه لاکتوباسیلوس پلانتاروم  16S rRNAژن جفت بازي  253قطعه  توالی نوکلئوتیديتفاوت وشباهت مقایسه  - 2شکل 

  ان)صتعتی(آلمو  سنتی (تربت جام) ترش
 

 هـاي یتـوال  فواصل فواصـل ژنتیکـی  انالیز فیلوژنتیکی ومحاسبه 
16srRNA و آلمان  جامتربتهاي در نمونه کتوباسیلوس پلانتاروملا

هاي موجـود در خمیرتـرش موجـود در    هاي لاکتوباسیلبا سایر توالی
 CLC Main workbench 5.5افـزار  با استفاده از نرم NCBIه گایپا
 همبسـتگی  بـا  ژنتیکـی  با توجه به اینکه فاصله). 1نجام شد(جدول ا

بـراي   تـوان می هم شاخص این از نتیجه دراست مرتبط  فیلوژنتیکی
با توجه  .کرد استفاده مختلف موجودات ژنتیکی ونزدیکی تعیین دوري

 لاکتوباسـیل پلانتـاروم  توان نتیجه گرفت کـه  می 1به جدول شماره 
آلمـان، چـین و هلنـد و کمتـرین شـباهت بـا       هاي خمیرتـرش  مونهن

این نتایج با نتایج تـورینی و   .باشدمیفرانسه خمیرترش  لاکتوباسیل
هـاي  ) مطابقت دارد. آنها گزارش کردند که بـاکتري 2011همکاران (

در یک  بلژیک، ایتالیا) کشورهاي اروپایی (آلمان،لاکتوباسیل پلانتاروم
  گیرند.می شاخه قرار

  

  
جدا شده از  لاکتوباسیلوس پلانتاروم 16S rRNAجفت بازي از ژن  253نواحی قطعه  با درصدتشابه که و ژنتیکی ماتریس فواصل - 1 لجدو

 دهند.مثلث بالایی، فواصل ژنتیکی ومثلث پایینی، درصدتشابه ژنتیکی را نشان میاست.  آمده خمیرترش کشورهاي مختلف بدست
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 درخـت منظور تایید نتایج حاصل از ماتریس فواصـل ژنتیکـی،   به
 MEGA 5افـزار  ا استفاده از نـرم ب 16SrRNAي هایتوال کیلوژنتیف

 ـ )2(شکل ترسیم شد دسـت  ه. درخت فیلوژنتیکی ترسیم شده نتـایج ب
آمده از ماتریس فواصل ژنتیکی را تایید کرد. بطوریکه بـر اسـاس آن   

و آلمـان در یـک زیـر    جام تربت  هاينمونه لاکتوباسیلوس پلانتاروم
که این موضوع بیانگر قرابت ژنتیکی تقریباً نزدیک  گرفتند.گروه قرار 

بدست امده ). نتایج 1994(وگل وهمکاران ، بوداین دو لاکتوباسیلوس 
داشت این ) مطابقت 2004با نتایج کیتاهارا و همکاران (ین مطالعه از ا

 لاکتوباسـیل پلانتـاروم  هـاي  گـزارش کردنـد کـه بـاکتري    محققین 
در  در یک شاخه قرار دارند. بلژیک، ایتالیا) شورهاي اروپایی (آلمان،ک

بر  مختلفسازي خمیر در کشورهاي ه این قرابت ژنتیکی به امادهجنتی
ژن  لاکتوباسیلوس پلانتارومهاي باکتري منظور شناساییبه گردد.می

16SrRNA تعیـین تـوالی    ،هاي کشور آلمان و بلژیـک خمیرترشر د
لاکتوباسـیلوس  کردند و نتایج رسم درخـت فیلـوژنی نشـان داد کـه     

و بیشترین فاصله  لاکتوباسیل پوینتیسبا را  کمترین فاصله پلانتاروم
  .اشتد لاکتوباسیلوس سالیواریوسو  لاکتوباسیلوس سانفرانسیسبا را 

  

  
 .هاي بررسی شدهتربت و گونه لاکتوباسیلوس پلانتاریوم 16sRNA ژنتیکی توالی ژن فیلو نمودار - 3ل شک

 
 16s RNAجفت بـازي ژن  253نمودار فیلو ژنتیکی توالی قطعه 

ــیل  ــنس لاکتوباسـ ــان و   جـ ــت، آلمـ ــرش تربـ ــا را در خمیرتـ هـ
 دهد. ها نشان میسایرلاکتوباسیل

ــکل   ــل توجــه در ش ــه قاب ــرفتن جــنس و  3نکت ــرار گ ــه  ق گون
باشـد کـه نشـان از دقـت     در یک کلاد مـی  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 16S rRNAجفت بازي از ژن 253یابی قطعه یابی و اینکه توالیتوالی
باشـد .از  هاي مختلف را باعث گـردد، مـی  کیک بین گونهتواند تفمی

 طوریکـه هاي وجود دارد بـه طرف دیگر در داخل این کلاد نیز تفاوت

ایتالیـا و   ایرلنـد، بلژیـک،   هلنـد،  هاي چین،گونه پلانتاروم خمیرترش
همچنین پلانتاروم تربت جام (تحقیق حاضر) در یک مجموعـه قـرار   

هاي پلانتاروم جام با گونهلانتاروم تربتگیرند که نشان از شباهت پمی
لمان نیز در یک کلاد بـا  م آباشد از طرف دیگر پلانتارواشاره شده می

فرانسه  قابل ذکر است که پلانتارومنتاروم فرانسه قرار گرفته است. پلا
هاي مورد مطالعه در این پژوهش در یـک کـلاد   نیز با کلیه پلانتاروم

 هـاي سانفرانسـیس،  تفکیک شده براي گونهاند. کلادهاي قرار گرفته
  پوینتیس نیز قابل مشاهده است.  و کازیی
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 یريگیجهنت

ــوا ــیت ــابی قطعــه ل ــت از ژن  253ی ــوزومی  16s RNAجف ریب
 182و  205تفاوت نوکلوئتیـدي رادر موقعیـت    لاکتوباسیل پلانتاروم

باشـد ایـن   نشان داد که خود نشان از تفاوت ژنتیکی این دو گونه می
بـا   کنـد متفاوتی را ثابت می هاي جدید وفرضیه وجود سویه هده،مشا

. باشـد این حال براي تعیین نوع سویه نیاز به مطالعاتی بیشـتري مـی  
موجود در  لاکتوباسیلوس پلانتارومنتایج مطالعه حاضر نشان داد میان 

رصـدي  د 21/99لمـان شـباهت   آجـام و  هاي خمیر ترش تربتنمونه
هـا در  حال با توجه به اینکه هر دو این بـاکتري در عین  وجود داشت.
بیبنـی بـود. رسـم    گونه هستند لذا این درصد قابل پیش یک جنس و
خمیرتـرش   لاکتوباسـیلوس پلانتـاروم  ژنتیک نیز نمونـه   درخت فیلو

). بـا  3ل (شک محلی تربت جام وآلمان را در یک گروه خوشه قرار داد
هاي فرانسه کتوباسیلوس نمونهبا لا لاکتوباسیلوس پلانتاروماین وجود 

خوبی نشـان  کلی نتایج این مطالعه بهطوردر یک کلاد قرار گرفت به
جام وآلمان براي مناطق تربت لاکتوباسیلوس پلانتارومداد در باکتري 

  تنوع ژنتیکی وجود دارد.
  
  قدردانی و تشکر
 100884 شـماره بـه  پژوهشـی  پـروژه  از شده مستخرج مقاله این
. باشـد می مشهد فردوسی دانشگاه فناوري و پژوهش معاونت مصوب

 تصویب. گرددمی تشکر و تقدیر محترم معاونت آن از وسیله دینب لذا،
 مشـهد  پخـت  صـنایع  شـرکت  مـالی  هايحمایت محل از پروژه این
. داریـم  محتـرم  شـرکت  آن از را قدردانی و تشکر مراتب که باشدمی

 و گرفتـه  انجـام  کشاورزي دانشکده بیوتکنولوژي آزمایشگاه در پروژه
  .داریم را تشکر کمال نیز مربوطه مسئولان از ترتیب بدین
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1Introduction: Bread is considered as one of the most important commodity which has provided human 

nutritional needs for several centuries. In recent decades, bread consumption has witnessed tremendous increase 
due to rising of other foods expenses. Cereal and bread industries has been always concerned about bread 
production in an industrial scale along with suitable shelf life, acceptable organoleptic properties and free from 
any chemical additives and preservatives. Among different methods such as addition of synthetic enzymes, 
gums, emulsifiers and improvers, sour dough has gained special attention besides shelf life enhancement and 
improvement of sensorial and nutritional features. The main role of sour dough has been prominent for 
fermentation and gas production in dough as a result of inclusion of Lactic Acid Bacteria (LAB) as a technology. 
Fluctuation of process parameters including temperature, dough yield and starter culture composition determine 
the sour dough quality. The main reason of sour dough application in wheat bread is flavor enhancement. 
Culture-based microbiological examinations have accompanied with some difficulties in accurate and precise 
identification of Lactobacilli. So, in recent years, in order to identify precisely, different molecular and PCR 
assays and gene sequencing have been applied. Thus, in present study, fragment of 253bp from 16 S rRNA gene 
in Lactobacillus plantarum was amplified with the help of PCR and sequenced in the next step. Also, comparison 
of nucleotide sequence of this region of traditional Lb. plantarum with nucleotide sequence of industrial starter 
(Germany) and sequences deposited in Gene Bank was evaluated. 

 
Material and Methods: Sampling: According to sensory properties, sour dough samples were collected 

from Torbat e jam city and industrial starter sample (sour dough) was prepared from Buker Company, Germany.  
Isolation and bio chemical analysis: Ten- fold serial dilutions of samples were prepared and cultured on MRS 

agar. Gram positive, catalase negative isolates were considered as presumptive LAB.  
Molecular Identification: DNA of isolates were extracted according to the procedure of DNA extraction kit 

(Thermo, K721, USA). In order to amplify the 253 bp fragment of 16S rRNA in Lb. plantarum, specific primers 
were designed using Primer Premier 5. PCR was performed in Biometra Thermocycler (T- personal, Germany) 
in 36 cycles. In the following step, PCR products were sent to Macrogen Company for sequencing. 

Bioinformatics analysis: Analysis of sequencing results was conducted with the aid of bioinformatics soft 
wares including CLC Main work bench, Chromas Lite 2.01, MEGA 5 and BioEdit. Phylogenetic tree was 
designed among different isolates using Neighbor-Joining method (bootstrap=1000) in MEGA 5 software. For 
determination of genetic distance, Create Pairwise comparison method was used in CLC Main workbench. 

 
Results and Discussion: Quality and quantity of extracted DNA samples were confirmed by Gel 

electrophoresis. PCR and electrophoresis of PCR products confirmed and proved the accuracy and validity of 
amplified 253 bp fragment with intended primers. Comparison of Torbat and Germany nucleotide sequences 
demonstrated that two replacement mutations have been occurred including (A/C) and (T/C) in positions 182 and 
205, respectively. These changes resulted in replacement of Histidine by Proline, and Glutamine by stop codon. 
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Nucleotide content of 16S rRNA gene sequence in Lb. plantarum isolated from Torbat e Jam and Germany sour 
dough samples displayed both sequences contained 49.4% (G+C) and 50.6% (A+T). Phylogenetic results 
demonstrated that Lb. plantarum isolated from Torbat e Jam and Germany samples were classified in the same 
sub group. This implies the close phylogenetic relationship between these two lactobacilli. In order to identify 
Lb. plantarum, 16S rRNA gene was sequenced in sour dough samples of Germany and Belgium and 
phylogenetic tree showed that Lb. plantarum had the lowest genetic distance with Lb. pontis and highest one 
with Lb. sanfranciscensis and Lb. salivarius 
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