
 

 
 

 

 

 اپیمورالبلوط بر ساختار جمعیت و تنوع ژنتیک باکتریایی  هاثر سطوح مختلف میوبررسی 

 در بز مرخز PCR-SSCP شکمبه با استفاده از تکنیک 
 

 چکیده
-PCRز تکنیک مولکولی ا دهجمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه با استفا تنوع زیستیبلوط بر  هاثرات سطوح مختلف میو ارزیابی ،پژوهشاین هدف از 

SSCP طرح کاملا یک در قالب ماه 5تا  4و میانگین سنی  93/16 ± 25/1مرخز با میانگین وزنی  هس بزغالار 24تعداد مرخز بود. های در بزغاله 
بلوط،  همیودرصد  8حاوی  ه( جیر2شاهد،  ه( جیر1. تیمارهای آزمایشی شامل ندفتروز مورد آزمایش قرار گر 105تکرار به مدت  6و تیمار  4تصادفی با 

جمعیت باکتریایی اپیمورال  جیره بر تنوع زیستیتاثیر داد که نتایج نشان. بلوط بود هدرصد میو 25حاوی  ه( جیر4بلوط و  هدرصد میو 17حاوی  ه( جیر3
. (>05/0P)داشت داری کمترین مقدار شاخص شانون مربوط به تیمار شاهد بود که با سایر تیمارها اختلاف معنی (.>001/0P)است دار شکمبه معنی
بیشترین مقدار شاخص شانون مربوط به جایگاه ونترال  (<05/0P)ورال شکمبه نداشت یمی اپجمعیت باکتریای بر تنوع زیستیتاثیری  برداریجایگاه نمونه

 باشدمیدار شکمبه معنی اپیمورالجمعیت باکتریایی  برداری بر تنوع زیستیشکمبه و کمترین آن مربوط به رتیکولوم بود. اثر متقابل جیره و جایگاه نمونه
(05/0P>). غذایی موجب افزایش در تنوع زیستی جمعیت باکتریایی  هدر جیردرصد  17بلوط تا سطح  هاد که استفاده از میودانوهش حاضر نشزنتایج پ

شکمبه  اپیمورالکاهش تنوع زیستی در جمعیت باکتریایی  موجبغذایی  هدر جیر میوه بلوطدرصد  25 ح واستفاده از سط کهحالیدر شکمبه شد اپیمورال
  شد.

 
 PCR-SSCPبلوط، میوه جمعیت باکتریایی، اپیمورال شکمبه،  تنوع زیستی ،های مرخزبزغاله :هاواژه کلید

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 مقدمه
 شدهشکیل ها تیوکاریوت وا هاریوتپروک که از ها استمیکروارگانیسمهای متعدد های گونهترین زیستگاهشکمبه یکی از غنی

ها و نیز میان خود میکروارگانیسم ( وترکیبی از تعاملات پویا میان میزبان )حیوان نشخوارکنندهاثیر به تحت تشکماست. 
از  هدفاتها در اسسمانیبسته به فعالیت میکروارگعملکرد نشخوارکنندگان وا (.Patra & Saxena., 2009bرد )ها قراردامیکروارگانیسم

-ه ایجاد میکمبهای شهمزیستی با میکروارگانیسم هنشخوارکنندگان یک رابط(. Jenkins et al., 2007)است  های جیرهخوراک

حیطی بهینه را برای که توسط آن مواد مغذی و شرایط م( ;Jany et al., 2008; Pitta et al., 2010 Boubaker et al., 2007) کنند
 Boubaker)کنند امین مین انرژی و پروتئین مهیا شده برای حیوان تواعنکروبی بهو سنتز پروتئین می ربفی هوراک، تجزیتخمیر خ

et al., 2007; Pitta et al., 2007).  این تعامل پیچیده میکروبهای شکمبه نشخوارکنندگان را قادر به تغذیه از مواد گیاهی غنی از

سلول در  1110-1010کمبه متشکل از باکتری ) ش م میکروبیتنوع بسیار اکوسیست .(050Kamra., 2) سازدسلولز می سلولز و همی
هاگ  510-310هوازی )های بیجنس(، قارچ 25لیتر از  میلی 610-410مژکدار ) س(، پروتوزوآجن 50با حضور بیش از  لیتر میلی

که  (008et al., 2ny Ja ., 1980;Mccowan et al) تسا (یترلمیلی  910-810ریوفاژها )جنس( و باکت 5لیتر با حضور  در میلی
های های مختلف میکروب. میان گروه(Jany et al., 2008)باشند  کشتقابل غیرآنها شمار زیادی و حتی ممکن است اکثریت 

 ,.Lawrence et al)دارند و تغذیه را در سلامت ع و نقش ضروری ها بیشترین تنوباکتری معده نشخوارکنندگان ساکن پیش

گیرد. اکثریت مورد تجزیه اولیه قرار می هاایی از مواد گیاهی مصرف شده توسط حیوان به واسطه باکتری بخش عمده. (2001
 .(mra., 2005aK) دنهست 4وچتس، اسپیر3، پروتئوباکتریا2، فیرمیکتوس1ها متعلق به تنها چهار زیر راسته باکتروئیدهاین باکتری

 (.Bretschger et al., 2010)است  در سه فاز جامد، مایع و اپیتلیوم شکمبه مشاهده شدهجمعیت باکتریایی  تاردر ساختفاوت 
ترکیبات محلول  د و برناهایی هستند که از ذرات خوراک جدا شدههای موجود در فاز مایع مخلوطی از میکروارگانیسمباکتری

-های این مجموعه به ذرات خوراک متصل شده و هضم اولیه را آغاز میریتکنند. باکشکمبه زندگی می یعاماخل دخوراک در 

عنوان مهمترین گروه برای هستند و به های مرتبط با ذرات خوراک از نظر عددی غالبباکتری. (Lorna et al., 1981)کنند 
میکروبی  از اجزا %80تا 70. این مجموعه (Lawrence et al., 2001; Ranilla et al., 2009اند )در نظر گرفته شدهاک خور هتجزی

عنوان جمعیت باکتریایی به بعداهای متصل به دیواره شکمبه که جمعیت باکتری (.Lorna et al., 1981) دهدشکمبه را تشکیل می
et al.,  Ranilla) دارند فندو گوس در گاوجامد شکمبه  ایمایع  های فازباکتریدیگر از  اییمجز بندیطبقهشدند شناخته  5اپیمورال

که در تماس با انواع سوبستراها و شرایط است  و محتویات شکمبه بانهای میزاپیتلیال در واقع حد فاصل بین بافت. (2009
دهند و یم یلرا تشک های شکمبهباکتری کل از %1د حدوباکتریایی اپیمورال  عیتجم (.et al., 2008 Russell) است 6میکروسکال

پیمورال نقش مهمی را در هیدرولیز سیستمیک اوره که از ی اجمعیت باکتریای با این حال خوراک کمتر استتجزیه نقش آنها در 
کسیژن از مهار ا بافت و تبازیافمتابولیسم نیتروژن و نیز  کنند و در نتیجهشود ایفا میخون به سراسر دیواره شکمبه منتشر می

ز باکتریهای یورولایتیک و ی اتعداد زیاد .(Lawrence et al., 2001)ت اس جمعیت باکتریایی اپیمورالی هاردعملک دیگر
یع توز (.;Lorna et al., 1981 Mcallister et al., 1994)هوازی اختیاری وابسته به دیواره شکمبه وجود دارند های بیارگانیسم

های اهایگایی متفاوت از توزیع کل باکتریها است. این باکتریها اغلب جر قابل ملاحضهوطلیوم بیورولایتیک بر اپیت یهانیسمارگا
گاه خاص طوریکه تنها یک گونه جمعیت یا نوع مورفولوژیکی را در یک جایکند، بمیدهند که آنها را متصل می ترجیحی را نشان

  (.Mcallister et al., 1994)افتیتوان در دستگاه گوارش می
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ایدار به خوبی عملکرد آن را در جهت م پباشد. وجود اکوسیستیستم میکروبی شکمبه در یک زمان معین پویا و پایدار میسوکا
وبی ییردهنده در جمعیت میکرل تغعوام (.Maldar et al., 2009) کندتبدیل زیستی خوراک به اسیدهای چرب فرار برقرار می

ز مهمتر از همه ا ، سلامت حیوان میزبان، تفاوت موقعیت جغرافیایی، فصل سال واهبیوتیک استفاده از آنتین، اوسن حیل مشا
بر موثر جیره یک فاکتور ( ;Pitta et al., 2010 Patra & Saxena., 2010)یدگاه کشاورزی جیره غذایی حیوان میزبان است د

شده با تخمیر آنها در  لقایکوشیمیایی ایزف تغییراتها و نیز راکعت خویباست. ط هی شکمبلکرد جمعیت باکتریایار و عمساخت
 (.Ranilla et al., 2009) است بی در فاز جامد و مایع شکمبه سودمند شناخته شدهکروتوسعه برخی از اعمال اکوسیستم می

شدن ابراین آدابتهبنو ر جیره ایی در جهت تغییهضحملا قابل طوربهتغییرات جمعیت میکروبی و پویا است اکوسیستم 
-های شکمبه به زنده ماندن در مجموعهاتفاقات به این دلیل است که میکروبین ها به اجزاء خوراک جدید است. امیکروارگانیسم

 (.Maldar et al., 2009)اند شدههای رایج در شکمبه آدابته ایی از محدودیت
 8فاباسهمتر با تاج کروی بزرگ از خانواده  20درختانی بزرگ به ارتفاع  7کاسیس پررکوکوئنام علمی  نی بااربلوط ای

(ahimi et al., 2009Ebr)  باشند می 9کوئرکوسجنس و(Ghaderi et al., 2011) .های غرب حدود سه میلیون هکتار از جنگل
است  12فکتوریااین  کوئرکوسو  11نیبالی سرکوکوئ،  10پرسیکا ئرکوسوکعمده  رط، بطوهای مختلف بلوشیده از گونهایران پو

(Ebrahimi et al., 2009) . دیر قابل توجهی از ترکیبات فعال بیولوژیکی از جمله تانن، گالیک اسید، الاجیک مقامیوه بلوط حاوی
 ی هستنداکسیدان آنتی خواص یابات داریین ترکباشد که تمامی افنوئیل میدیاسید و مشتقات گالویل یا هگزاهیدروکسی

(Firkins et al., 2010). اهیهای ثانویه گیای از متابولیتها گروه پیچیدهتانن (Rosales et al., 1999).  پلی فنولیک حاضر در
-لحلا رو دیگ (Camper & Nocker., 2007) در آبحل  قابل که (Russell et al., 2008)هستند جیره غذایی حیوانات و انسان 

 ,.Camper & Nocker) دشنباها، آلکالوئیدها و ژلاتین میقادر به رسوب با پروتئینو ( Rosales et al., 1999) های قطبی بوده

et al Russell ,.)شوند دی مینبطبقه 13پروآنتوسیانیدینهای متراکم یا های قابل هیدرولیز و تاننها به دو گروه تاننتانن (2007

 McSweeney et)مورد نیاز برای مهار رشد وجود دارد  اندشدن با تانن و مقدار تاننب ایها بریزیادی میان باکترف لااخت .((2008

al., 2009) .اثیر تانن بر باکتری شکمبه وابسته به گونه میکروارگانیسم و یا منبع تانن موجود است ت(Camper & Nocker., 

سه مکانیسم سمیت تانن در ، (Ghaderi et al., 2011) ردد داخو هیتغلظت و ما ته بهسبمضر را  مفید و. تانن هر دو اثر (2007
های فعالیت در غشا -2کردن سوبسترا،  مهار فعالیت آنزیم و از دسترس خارج -1است:  شدهاد های شکمبه پیشنهباکتری

ها کتریوسط آن بات که هاییممکانیس(. Camper & Nocker., 2007) یهای فلزکردن یون سترس خارجاز د -3و بیولوژیکی 
کردن تانن توسط  غیر فعال -3سوبسترا،  _تجزیه کمپلکس تانن -2ن، تانتغییر  -1توانند اثر تانن را مهارکنند عبارتند از: می

 -6و  (Russell et al., 2008)فلزی  یهایون یزجداسا -5، تغییر غشا -4، نا تانشدن ببرای باندبالا  باندهای با تمایلایجاد 
در طول قرن بیستم مطالعه میکروبیولوژی شکمبه  (Bretschger et al., 2010; Patra & Saxena., 2009b) میکروبیآز تانن تولید

ر حدود کمی د ران بسیازبه می تنوع میکروبی راکه ( Ephraim et al., 2009)است  های محیط کشت بودهاساس تکنیکاصولاً بر
است  روبی بسیار گستردهمیکداد که تنوع های ژنتیکی نشانظهور تکنیک .(Cheng et al., 2009) زدندمین میدرصد تخ 10-50

  (.Ranilla et al., 2009)باشد های وابسته به محیط کشت غیر قابل تشخیص میو تخمین این تنوع با استفاده از روش
کروب شناسان را وادار به استفاده از یا مدیریت محیط می عیبیط کشت طهای حاضر در محیبوراز میک یبسیار مشکل در کشت

 ,.Kamraاست )بندی میکروبی کردههای تنوع میکروبی و طبقهن مارکر یا نشانگر فیلوژنتیکی در بررسیوانعهب 16SrRNA14 ژن

 Donovan et)دارند  ودوجه در شکمبه مختلف باکتریایی نوگ 300-400که ت اسپیشنهاد شده 16SrRNAیز اساس آنالبر(. 2005

al., 2001.) 16 از ژن 1985سال در و همکاران  نبرای اولین بار لیSrRNA کشت  قابلهای غیربندی میکروبدر تعیین و طبقه
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با  های بسیار سازگارکینر از تکضحا حالدر  16SrRNAل توالی پروفای آنالیز (. Kamra., 2005)کردند  در محیط استفاده
زننده  عنوان بهترین تخمین این تکنیک بهه، چندین نمون هعلاوه بر سهولت اجرا و توانایی مقایسجوامع میکروبی است.  اتلعمطا

Martin. ,) است 9V-1V 15ه بسیار متغیرطقمنشامل نه  16SrRNA ژن(. et al., 2008 Russell)است تنوع زیستی شناسایی شده

2011; Jany et al., 2008) ،ها در آن بالا است که بطور قابل توجهی تنوع توالی میان گونه(Camper & Nocker., 2007)  و برای
 ,.Boubaker et al)استها حفاظت شدهدر بسیاری از باکتریمناطق بسیار متغیر این شود. های باکتریایی استفاده تعیین گونه

0092t al., e; Sun 2007).  بندی توسط های بالاتر طبقهجنس و یا حتی واحدهای مختلف، گونه درر مورد نظدر آزمایش ژن 
PCR 16 های بر اساس یابد. تکنیکایمرهای عمومی گسترش میرپ باPCR های مختلفی است جهت شناسایی ژن شامل روش

امعه میکروبی بر جت اربرای نظ SSCPد تکنیک کاربر نت. اولیسها اشترین این رونگرترین و راحتیکی از آینده SSCP 17 که
با اندازه مشابه  DNAقطعه  SSCPدر آنالیز  .شودمی بردهکار به یعیهای طبمیکروبی در سیستمه جهت شناخت جامع بوده است و

تحریک پذیری تفاوت  به دلیل ل آمیدطول الکتروفورز ژل پلی آکریهای مختلف در تواند به صورت بانداما توالی متفاوت می
والی نوکلئوتیدی خود و محیط س تتک رشته به یک ساختار عالی بر اسا DNAه خود از هم جدا شوند در واقع ردخوا اختار تس

، یک ابزار مفید 16SrRNA از ژن SSCPو آنالیز الگوی  PCRگسترش  .(Sun et al., 2009)شود فیزیکو شیمیایی آن تبدیل می
 ارزیابی شده هدف از این مطالعه توجه به موارد ذکرهای مختلف است. باستمسیکویی در اختار جمعیت باکتریااسه العطجهت م در
در  PCR-SSCPه بلوط بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی شکمبه با استفاده از تکنیک مولکولی رات سطوح مختلف تانن میواث

 است.های مرخز بزغاله

 هاوشمواد و ر

. شد ی دانشکده کشاورزی دانشگاه کردستان انجامآزمایشگاه ژنتیک گروه علوم دام و شیو پژوه یستگاه آموزشیدر ا شهاین پژو 

یک طرح ب ( در قالماه 5تا  4و میانگین سنی  93/16 ± 25/1)میانگین وزنی  بزغاله مرخز اسر 24ش از جهت انجام این پژوه
های جیرهگرفت.  اس بزغاله مرخز مورد آزمایش قرارر 6 اریمر تدر هکه  شدداده اختصاص ه غذاییرهار جیکاملا تصادفی به چ

درصد  25( جیره حاوی 4درصد میوه بلوط و  17( جیره حاوی 3درصد میوه بلوط،  8( جیره حاوی 2اهد، ه ش( جیر1غذایی شامل 
صورت گرفته و تعیین  اتر مطالعمایشی بر اساس دیگآز هاییرهجوط در ای متفاوت میوه بلخاب درصدهدلیل انت میوه بلوط بود.

دهی خوراک ه انجام آزمایشطول دورروزه اجرا شد.  15دهی  ادته عقبل از شروع آزمایش یک دورارزش غذایی میوه بلوط بود. 
  .بود وزر 180د حدو آزمایشگاهیآزمایشات  مدت زمان انجام و بودروز  105ها به دام

جو، میوه نه خش کنسانتره جیره شامل سبوس گندم، کنجاله سویا، داجه و کاه گندم بود و بونی ل علوفهبخش علوفه جیره شام
 رها دمواد مغذی موجود در آن و های آزمایشیجیره ترکیبات شیمیایی مواد خوراکی، اجزا تشکیل دهندهبود. کربنات کلسیم بلوط و 

در دو نوبت دهی  اکخور. (1)جدول  گرفتمی قرار طور کاملا مخلوط و تا حد اشتها در اختیار دامهب هاه است. جیرهشد هارائ لجداو

 )روش ساعت(، پروتئین 24مدت  درجه سانتیگراد به 105خشک )دمای  ترکیبات شیمیایی شامل ماده. شد بعدازظهر انجامصبح و 
-شیمی سمیانجمن رساعت( با استفاده از روش  6درجه سانتیگراد به مدت  550) تراکسو خکسله( )دستگاه سو بیچر ل(،کجلدا

شده از ه هیت پرسیکا کوئرکوس میوه بلوط مورد استفاده قرار گرفته در این آزمایش از گونه. (1)جدول  آنالیز شد دانان کشاورزی
و  (2جدول ) گیری شدمیوه بلوط نیز اندازههیدرولیز موجود در بل قا و تاننمیزان تانن متراکم  ستان بود.دان کرهای بلوط استجنگل

 (.3)جدول  گیری شداندازهمتفاوت از جیره غذایی وجودر در سطوح ن ممیزان تان

 

                                                           
15. Hypervariable  
16. Polymerase chain reaction  
17. Single-stranded conformation polymorphism  



 

 
 

 ماده خشک(درصد  100اساس رب) هادهنده جیرهتشکیل و ترکیبات شیمیایی مواد خوراکی .1جدول 

Table 1. Ingredients and chemical composition of the experimental diets (% DM)  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 بلوط میزان تانن موجود در .2 لجدو

Table 2. The amount of tannin in the oak 

Total tannin Tannin hydrolyzable Tannin condensed Amount  

4.34 

100 

4.19 

96.5 

0.15 

3.5 

(gr/kg) 

(%) 

 

 ر جیرهد ه شدهاستفاد طسطوح متفاوت از بلو غلظت تانن موجود در .3جدول 

Table 3. The concentration of tannins found on different levels of oak used in the diet 

Amount of oak  
 (gr/kg) 

Total tannin 
 (gr/kg) 

Tannin Hydrolyzable 
 (gr/kg) 

Tannin condensed 
 (gr/kg) 

Experimental diets 

80 3.5 3.4 0.1 Acornoak  8% 

170 7.5 7.1 0.3 Acorn 17% oak 

250 11 10.5 0.4 25% oak Acorn 

 

گاری دام جهت ن -رأس کشتار شدند. بلافاصله بعد از کشتار شکمبه 3تیمار  از هر بصورت تصادفیروزگی  105بعد از 
از: ه مختلف که عبارتندجایگا شش این برداری ازونهنم شد و تقسیم سمته شش قب ابتدانگاری  -شکمبهشد. ری آمادهبردانمونه
از هر جایگاه انتخاب شده یک نمونه از شد.  انجام شکمبه 23و پیلار 22، خلفی21ی، جانب20، شکمی19های پشتی، قسمت18ینگار

مان استخراج آوری شدند و تا ز یل جمعترای اسهر ظرفها دهنمون .شدو با سرم نمکی شستشو داده هبافت آن جایگاه گرفته شد

                                                           
1. Reticulum 

2. Dorsal 

3. Ventral 

4.  Lateral 

5.  Caudal 

6.  Pilar 

Experimental diets (100%)  

  Ingredients 
 Non  oak Acorn Acorn8% oak  Acorn17% oak  25% oak Acorn 

18.23 17.80 16.50 16.50   Alfalfa 

21.74 18.65 18.47 16.67   Straw 

1 4 3.80 4.70   Wheat bran 

3.06 3.60 5.30 6.24   Soyben meal 

55.50 47.50 38.50 30.50   Barley 

0 8 17 25   Oak 

0.47 0.45 0.43 0.39   Calcium carbonate 

  Chemical composition 

92.76 92.74 92.77 92.75   Dry Matter (%) 

2.55 2.55 2.55 2.55   Metabolizable Energy (Mcal/kg) 

11.09 11.09 11.09 11.09   Protein (%) 

0.52 0.52 0.52 0.52   Calcium (%) 

0.30 0.32 0.31 0.31   Phosphorus (%)  

38.67 38 38 37.46   NDF (%) 

21.68 21.92 23.12 23.80   ADF   (%)  



 

 
 

DNA  استخراج  در زمان شدند.گراد نگهداری سانتی درجه -50درDNA جهت گشایی شدندها در دمای آزمایشگاه یخها نمونابتد .
 (.Kamra., 2005) شد تفاده( اس1999) ده توسط تاجیما و همکارانکلروفرم ارائه ش ها از پروتکل فنلاز نمونه DNAاستخراج 

بز جهت  16SrRNAاز ژن  V3مربوط به قطعه  باز 17با طول  رفت و برگشتفاده در این تحقیق دو آغازگر آغازگرهای مورد است
 .(Pitta et al., 2010) است داده شده نشان (4) به کار برده شدند. توالی آغازگرها در جدول PCR-SSCPانجام روش 

  16SrRNA ثیر قطعات مورد نظر ژنتکبرای ده شده استفا آغازگرهای .4جدول 
Table 4. Primers used to propagate the desired 16SrRNA gene  

 
Forward Primer 341 ) 5′- CCTACGGGAGGCAGCAG-3′          (  

             Reverse Primer  534) 5′- ATTACCGCGGCTGCTGG -3′          (  

مورد  Master Mixبود.  l10µحجم نهایی برای هر واکنش  استفاده شد. l200µهای بیویکروتاز م PCRهای برای انجام واکنش
( روغن معدنی به هر l10µشرکت فرمنتاز خریداری شد. برای جلوگیری از تبخیر، یک قطره )ده از های آماتفاده به صورت کیتاس

جلوگیری از بروز  جهت .استفاده شد PCR ن برایاژت سینکیت شرکو از  بود میکرومولار 2/0غلظت هر پرایمر  لوله افزوده شد.
ای شامل تمامی مواد مورد نیاز برای عمل، محلول پایه ش سرعتقادیر کم مواد و نیز افزایخطاهای احتمالی در هنگام برداشتن م

 Touchdown روش به PCR رارتیح هایچرخهها تقسیم شدند. یکروتیوبالگو، باهم مخلوط و بین م DNAبه جز  PCRانجام 
 2 مرحله یقه،دق 15 مدت به سانتیگراد درجه 95 با چرخه 1 شامل اولیه واسرشت یا1 مرحله. بود مرحله 4 ملشا که گرفت انجام

 سیکل هر ازای به) سانتیگراد درجه 61 ثانیه، 30 مدت به سانتیگراد درجه 94 بصورت چرخه هر چرخه 10 شامل Touchdown یا
 25 شامل صالات یا 3 مرحله دقیقه، 1 مدت به سانتیگراد درجه 72 و نیهثا 30 مدت به( یابدمی شاهک دما تیگرادسان جهدر 5/0

 به سانتیگراد درجه 72 و ثانیه 30 مدت به سانتیگراد درجه 56 ثانیه، 30 مدت به سانتیگراد درجه 94 بصورت چرخه هر چرخه
 به سانتیگراد درجه 4 و دقیقه 30 مدت به سانتیگراد درجه 72 بصورت چرخه 1 شامل نهایی تکثیر یا 4 مرحله و دقیقه 1 تمد

 8 آمید آکریلژل روی بر PCR محصول الکتروفورز از شده راجاستخ یها DNA کیفیت و کمیت تعیین جهت .بود دقیقه 6 مدت
آمید به آکریل 29:1وک ستاز ا درصد 8 آمید لآکریبرای تهیه ژل در این پژوهش .شد استفاده نقره نیترات با آمیزی رنگ و درصد

 TBEلیتر بافر میلی 25/1، 29:1توک از اس لیترمیلی 6.7درصد  8ل ژل لیتر محلومیلی 25برای تهیه  .شد آمید استفادهآکریلیسب

10X  ولیترمیکر 30و  رصدد 10میکرولیتر آمونیوم پر سولفات  200لیتر آب مقطر با هم مخلوط شدند سپس به آنها میلی 05/17و 

 د.ش فهضاا 24ینتیلندیامترامتیلت

 آکریلپلی برای تهیه ژل 37.5:1و  49:1ی هااز استوک .شد استفاده ددرص 12 آمید آکریلپلی ژل از SSCP روش انجام جهت
 TBE 10X ،5فر یتر بالمیلی 25/1، 49:1لیتر از استوک لیمی 10لیتر محلول ژل میلی 25برای تهیه  شد. استفاده درصد 12 آمید
 10لفات پر سو میکرولیتر آمونیوم 200سپس لیتر آب دوبار تقطیر با هم مخلوط شدند. میلی 75/8صد و در 50لیتر گلیسرول میلی

 به الکتروفورز تانک ، %12 آمید آکریل پلی ژل روی بر هانمونه بارگذاری از پس شد. اضافه TEMEDمیکرولیتر  25درصد و 
 راربرق ولت 170 ثابت ولتاژ و متصل برق منبع به الکتروفورز دستگاه. گردید منتقل( ادگرسانتی درجه 4 دمای) یخچال درون
ژل با رنگ آمیزی پس از  .گردید نقره نیترات با آمیزی رنگ مرحله وارد ژل و شده قطع برق جریان ساعت 22 از پس. گردید

از نرم افزار  SSCPدر ژل  جهت تعیین باندهای موجود. شد یهسکنر تهتگاه اترات نقره، عکس ژل با استفاده از دساستفاده از نی
OneDscan V.1.3 موجود در هر نمونه با استفاده از نرم افزار واندی اسکن، ندهای س از تعیین تعداد و نوع باپستفاده شد. ا
گردید.  د بود تهیهانضور بضور و حح عدم که به ترتیب نشاندهنده 1و  0اعداد  کننده تعداد و نوع باند بصورت ماتریکس مشخص

PopGene اده از نرم افزار ا استفبآمده  به دست 1و  0تریکس است. ما 25 واحد تاکسونومی ن بررسی هر باند نشاندهنده یکدر ای

V.1.3 نگاری  با -های  شکمبهتریایی نمونهشد. جهت بررسی تنوع زیستی جمعیت باک جهت برآورد شاخص شانون استفاده 

                                                           
24. Tetramethylenediamine (TEMED)  
25. Operational Taxonomy Unit (OTU)  



 

 
 

مل جیره، جایگاه ل آماری شا. این مد(SAS., 2002) شد استفاده SASافزاری  بسته نرم GLMون از رویه اناخص شده از شاستفا
 .گیری بودز نمونهی و فاگیرنمونه

 دورسال( بافت اپیتلیالدرصد )نمونه  12ژل پلی آکریل آمید  .1شکل 
Figure 1. 12% polyacrylamide gel (sample epithelial tissue dorsal) 

 

 نتایج و بحث

اثیر خوراک بر تنوع بررسی ت. است ی عملکرد دام انجام گرفتهو بررسمصرف خوراک تحقیقات زیادی در ارتباط با 
است.  بسیار کم بودهن میزبا حیوان ابولیسمضروری در هضم خوراک و در نهایت مت عنوان یک جزءهای شکمبه بهمیکروارگانیسم

منظور دام دارد. این تحقیق بهملکرد جیره بر عتاثیر در بررسی خوراک بر تنوع جمعیت باکتریایی نقش بسیار مهمی تاثیر سی برر
ه گرفتم خز انجاهای شکمبه در نژاد بز مروارگانیسمتاثیر گونه بلوط ایرانی بعنوان یک منبع خوراکی حاوی تانن بر تنوع میکر

تنوع  اری بردره غذایی دام بطور معنیداد که استفاده از سطوح متفاوت بلوط در جین آزمایش نشانآمده از ای دستتایج بهن است.
وجب افزایش تنوع جمعیت استفاده از میوه بلوط در مقایسه با جیره شاهد م است. جمعیت میکروارگانیسم شکمبه تاثیرگذار

 -شکمبهمیوه بلوط در جیره غذایی تنوع جمعیت باکتریایی اپیتلیال اما با افزایش سطح  شد ینگار -شکمبه پیتلیالاباکتریایی 
 ی کاهش پیدا کرد.دارنیمعنگاری بطور غیر

 اپیمورال شکمبهاکتریایی برداری بر تنوع زیستی جمعیت بو جایگاه نمونه ه بلوطسطوح مختلف میواثیر ت .5جدول

Table 5. The effect of different levels of oak acorn and sampling site on biodiversity of ruminal epimoral bacterial population 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Shannon Indicator Ration (%) Sample 

0.07455b 0 Rumen epithelial tissue 

0.18923a 8 Rumen epithelial tissue 

0.18636a 17 Rumen epithelial tissue 

a0.14333 25 Rumen epithelial tissue 

P Value < 0/0001  P Value 

Shannon Indicator Sampling Position Sample 
ab0.16343 Dorsal rumen Rumen epithelial tissue 

0.15052ab Ventral rumen Rumen epithelial tissue 

0.14622ab Caudal rumen Rumen epithelial tissue 

0.12902b Lateral rumen Rumen epithelial tissue 

0.10322b Pilar rumen Rumen epithelial tissue 

a830.197 Reticulum Rumen epithelial tissue 

P Value < 0/01  P Value 

  Significant 

*** - Effect of Ration 

ns - Position Effect of Sampling 

** - Ration at the Sampling Position 
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جمعیت باکتریایی اپیمورال  وع زیستیبر تن اثیر جیرهت مورال شکمبه:تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپی ثیر جیره برتا
 ستیزیتنوع  یره برجتاثیر داد که است. نتایج نشانرائه شده( ا5شکمبه با استفاده از شاخص شانون محاسبه شد و نتایج در جدول )

که با سایر  هد بودشانون مربوط به تیمار شا کمترین مقدار شاخص (.>001/0P)دار است یمورال شکمبه معنیجمعیت باکتریایی اپ
، اگرچه تیمارهای (<05/0P) نشدداری مشاهده . در بین سایر تیمارها اختلاف معنی(>05/0P)داری داشت تیمارها اختلاف معنی

 درصد بلوط داشتند. 25به تیمار حاوی ط تنوع بیشتری را نسبت لودرصد ب 17و  درصد 8 حاوی

کتریایی اپیمورال شکمبه در نتیجه استفاده از جیره غذایی حاوی سطوح عیت باداری در جمر اختلاف معنیباتوجه به تحقیق حاض
( نسبت ترتیب م جیره غذایی )بهگرر کیلوتانن دگرم  11و  5/7، 5/3م جیره غذایی با میزان گرم بلوط در کیلوگر 250و  170، 80

 5/7و  5/3ط باشد. تیمارهای حاوی سطوح در بلور نتیجه حضور تانن موجود تواند دکه این نتایج می شد به تیمار شاهد مشاهده
 اگرچه اشتند.جیره د گرم تانن در کیلوگرم 11حاوی سطوح  گرم تانن در کیلوگرم جیره بیشترین شاخص تنوع را نسبت به تیمار

تنوع شاخص  در سطوح مقدار تانن جیره نداد اما با افزایش اری را میان تیمارهای حاوی بلوط نشانداخص تنوع اختلاف معنیش
  (.2د )شکل در بین تیمارهای آزمایشی کاهش پیدا کر

 انونشاخص ش یایی اپیمورال شکمبه با استفاده ازجیره بر تنوع زیستی جمعیت باکترتاثیر  .2شکل 
Figure 2. Effect of diet on biodiversity of ruminal epimoral bacterial population using Shannon index 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

رود هنگامیکه بلوط انتظار می است. بنابراین گزارش شده  in vivoز و پروتئاز در رابطه با تانن بلوط در شرایطآکاهش فعالیت اوره
رس بر رشد و در بررسی اثر تانن اسپ .(Lee et al., 1996)ح پاینی برسد لیت آنزیمی شکمبه به سطعارسد فوان میغذیه حیبه ت

،  26رومینوباکتر آمیلوفیلیس از جمله های پروتئولایتیکچهار سویه باکتریایی گزارش شده که رشد باکتری ن توسطتجزیه پروتئی
در دارد.  29د سویه پروتلا رومینی کولافت اما تاثیر کمی بر رشیاکاهش  28بویس توکوکوسو استرپ 27بوتیریوویبریوفیبریسولونس

کولا مواد خارج سلولی تولید است در حالیکه پروتلارومینی رفولوژیکی رخ دادهرات مواند تغییط تانن مهار شدههایی که توسباکتری
-ژنوسی ممانعت میهای آندوفعالیت آنزیم ازتراکم تانن م کند.انن محافظت میمستقیم تتاثیرات ا از که این باکتری راست  کرده

کاهش یابد که این ممکن است ین در شکمبه ممکن پروتئتجزیه ه، تئین در شکمبپرو -تشکیل کمپلکس تانن کند در نتیجه با
ا هیباکتر مار کلش .(Nishitani, & Osawa., 2005) وتئین شودکننده پرتجزیه های است موجب ممانعت از رشد و فعالیت باکتری

طور  اهش در تعداد بهداری کاهش پیدا کرد و کعنیطور مگیاهان حاوی تانن بالا تغذیه شدند بحیوانات با در شکمبه بز هنگامیکه

                                                           
26.  Ruminobacter amylophilus 

27. Butyrivibrio fibrisolvens  
28. Streptococcus Bovis  

29. Prevotella ruminicola  

a a 

a 
  

 شاخص

 شانون

ارهای آزمایشیتیم  

https://www.google.com/search?sxsrf=AJOqlzWLM6OV8iGRUNKcarM0cwqhcZkTGw:1674384864163&q=Butyrivibrio+fibrisolvens&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiXr67Ygdv8AhUYgf0HHW0rAbIQkeECKAB6BAgGEAE
https://www.google.com/search?sxsrf=AJOqlzXPS1PTeRR3JfDwVbJ9pNGfmRQ3mQ:1674384961619&q=Streptococcus+Bovis&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjP3OqGgtv8AhVh_7sIHcDAC7MQBSgAegQIBxAB
https://www.google.com/search?sxsrf=AJOqlzXIzgpVSqM0L_gJjnKj6Cg-AI58Dw:1674466309127&q=Prevotella+ruminicola&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiF0qyMsd38AhVK-qQKHUR-CLUQBSgAegQIIRAB


 

 
 

تانن به محیط، تانن با  کردن هفاز اضادقیقه بعد  10 ا. حدود(Jill., 2004)مستقیم با سطح این خوراک در جیره مرتبط بود 
 ار رشد وجود داردد نیاز برای مهشدن با تانن و مقدار تانن مورها برای باندلاف زیادی میان باکتریختشود. اند میها باباکتری

(Muetzel & Becker., 2006 .)ر خوراک است وجود دشکمبه وابسته به گونه میکروارگانیسم و یا منبع تانن م باکتریثیر تانن بر ات
(Patra & Saxena., 2009a). د ننیطی ماایط محشرpH ، جمعیت باکتریایی دن و نیز منابع و مقدار سوبسترا بر هوازی بوبیدرجه

منبع  دو است شدهبه همراه جو به جیره افزوده  به در زمانیکه بلوط .(Mehansho et al., 1992)است تاثیرگذار ه بسیار شکمب
وع در منابع موجب افزایش تن باشند که این خودام مید د نیازره مورمیزان کنسانت هکنند تامینبلوط  میوهجو و  ایی دانهکنسانتره

 .استگذار تاثیرها ر تنوع جمعیت میکروارگانیسمبگردد و این خوراکی جیره می

 برداری بر تنوع زیستیجایگاه نمونهتاثیر  مبه:تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکرداری بر به نمونهجایگاتاثیر 

داد نتایج نشان است. شدهارائه  (5)در جدول  سبه شد و نتایجفاده از شاخص شانون محامورال شکمبه با استجمعیت باکتریایی اپی
بیشترین مقدار  (<05/0P) دار نیستجمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه معنی تیتنوع زیس برداری برگاه نمونهجایتاثیر که 

 (.3کل د )شبو لومرتیکوبه مربوط مبه و کمترین شاخص شانون مربوط به جایگاه ونترال شک

 انوناز شاخص شال شکمبه با استفاده اپیموریی جایگاه نمونه گیری بر تنوع زیستی جمعیت باکتریاتاثیر  .3شکل 
Figure 3. The effect of sampling position on biodiversity of ruminal epimoral bacterial population using Shannon index 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCR-DGGEا استفاده از تکنیک بققین مح این. مطابقت دارد( 2007همکاران ) سادت و هایزمایش حاضر با یافتهنتایج آ
 م شکمبه در هر حیوان وجود ندارداز پنج جایگاه اپیتلیو شده گرفتههای ن نمونهتفاوتی در جمعیت باکتریایی میا کردند که گزارش

(Sadet et al., 2007.) جمعیت باکتریایی اپیمورال بررسی با ( بود که 2010همکاران )و لوکاس مچنین این نتایج مشابه با نتایج ه
ل به اپیتلیوم شکمبه اختلافی در ساختار جمعیت باکتریایی متصکردند که  بیان PCR-DGGEستفاده از تکنیک گاو با ا شکمبه

 (.Lukas et al., 2010) وم در هر حیوان وجود نداردز اپیتلیگیری اهمیان پنج جایگاه نمون

ه و جایگاه اثر متقابل جیر باکتریایی اپیمورال شکمبه:برداری بر تنوع زیستی جمعیت نمونهاثر متقابل جیره و جایگاه 
 (5)جدول ایج در شد و نت نون محاسبهیمورال شکمبه با استفاده از شاخص شاکتریایی اپجمعیت با برداری بر تنوع زیستینمونه

-معیت باکتریایی محتوی شکمبه معنیج برداری بر تنوع زیستیگاه نمونهداد که اثر متقابل جیره و جایاست. نتایج نشان ارائه شده

 .(<05/0P)اشد بدار می
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 گیریجهنتی

زیستی  ذایی موجب افزایش در تنوعغ رهجیدرصد در  17ا سطح بلوط تمیوه د که استفاده از داش نشاننتایج حاصل از این پژوه
ش تنوع زیستی غذایی موجب کاه جیرهبلوط در  میوهدرصد  25حالیکه استفاده از سطوح جمعیت باکتریایی اپیتلیوم شکمبه شد در

اپیمورال شکمبه ریایی یت باکتجمع ری بر تنوع زیستیبرداجایگاه نمونهتاثیر که داد نشانعیت باکتریایی شکمبه شد. نتایج در جم
و مربوط به رتیکولوم بود. اثر متقابل جیره  به جایگاه ونترال شکمبه و کمترین دار نبود و بیشترین مقدار تنوع زیستی مربوطمعنی

 دار شد.شکمبه معنیایی محتوی جمعیت باکتری اری بر تنوع زیستیبردجایگاه نمونه
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 د.گردقدردانی می و یت دارند تشکرفعال
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Effect of different levels oak acorn on biodiversity bacterial epimural 

populations using molecular techniques of PCR-SSCP in Markhoz goats 

 

Abstract 

 

The aim of this study was to evaluate the effects of different levels of oak Acorn on the biodiversity of rumen epimural 

bacterial population using PCR-SSCP molecular technique in Merkhoz goats. A total of 24 Markhoz goats with a 

mean BW of 16.93±1.25 kg and an average age of 4–5 months were tested in a completely randomized design with 4 

treatments and 6 replications for 105 days. Experimental treatments included 1) control diet, 2) diet containing 8% 

oak acorn, 3) diet containing 17% oak acorn and 4) diet containing 25% oak acorn. The results showed that the effect 

of diet on biodiversity of rumen bacterial epimural community was significant (P <0.001). There was no significant 

difference between other experimental treatments (P> 0.05), although treatments containing 8% and 17% oak had 

more variety than treatments containing 25% oak. Sampling site had no effect on biodiversity of rumen bacterial 

epimural community (P> 0.05). The highest value of Shannon index was related to ventral ruminal site and the lowest 

was related to reticulum. The interaction effect of diet and sampling position on biodiversity of rumen bacterial 

epimural community was significant (P> 0.05). The results showed that the use of oak acorn up to 17% in the diet 

increased the biodiversity of the of rumen bacterial epimural community, while the use of 25% oak in the diet 

decreased the biodiversity of the rumen bacterial epimural community. 

Keywords: Bacterial population, Biodiversity, Markhoz goats, Oak Acorn, Rumen epimural, PCR-SSCP. 

 

 

 
 

 

 


