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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. 
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Extended Abstract 

Introduction 

 Oak acorn contains significant amounts of biologically active compounds including tannins. Tannins are 

plant polyphenolic compounds that affect the rumen microorganism. The effect of tannin depends on the 

species of microorganism or the source of dietary tannin. Although research has been done on the effect of 

tannin on the ruminal bacterial population, the impact of dietary oak on the rumen bacterial population needs 

to be investigated. Evaluation of the effects of different levels of dietary oak acorn on the biodiversity of rumen 

epimural bacterial population was investigated using PCR-SSCP molecular technique in Markhoz goats.  
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Materials and Methods 
 Twenty-four Markhoz goats (mean weight 16.93±1.25, mean age 4 to 5 months) were allocated to four 

diets in a completely randomized design. The experimental diets were fed 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. Immediately after slaughtering, rumen- Reticulum was divided into six parts, 

dorsal, ventral, lateral, Caudal, and pillar, and their tissues were sampled, the samples were washed with saline 

and collected in sterile containers and kept at -50 degrees centigrade until DNA extraction. To extract DNA 

from the samples, the phenol-chloroform protocol provided by Tajima et al. (1999) was used. 

 

Results and discution 

 The results of this experiment show that the use of different levels of oak acorn in the diet of livestock 

significantly affects the population diversity of rumen microorganisms. The use of oak acorn in comparison 

with the control diet increased the diversity of rumen bacterial epimural community, but with increasing the 

level of oak acorn in the diet, the diversity of bacterial population epimural rumen was significantly reduced. 

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 acorn had more variety than treatments containing 25% oak 

acorn. The sampling location had no effect on biodiversity of rumen bacterial epimural community (P> 0.05). 

The highest value of the Shannon index was related to the ventral ruminal site and the lowest was related to 

the reticulum site. The interaction effect of diet and sampling position on biodiversity of rumen bacterial 

epimural community was significant (P> 0.05).  

 

Conclusion 
   The results showed that the use of oak acorns up to 17% in the diet increased the biodiversity of rumen 

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

bacterial epimural community. The sampling location had no effect on biodiversity of rumen bacterial epimural 

community. The highest value of the Shannon index was related to the ventral ruminal site, and the lowest 

value of the Shannon index was related to the reticulum ruminal site. 
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  ها:واژهکلید
 یستیمرخز، تنوع ز هایبزغاله

 مورالیاپ ،ییایباکتر تیجمع

-PCRبلوط،  ۀویشکمبه، م

SSCP 

مورال شکمبه با هدف از پژوهش حاضر، بررسی اثرات سطوح مختلف میوۀ بلوط بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپی

رأس بزغالة مرخز با  24های نژاد مرخز بود. برای این منظور تعداد در بزغاله PCR-SSCPاستفاده از تکنیک مولکولی 

 6تیمار آزمایشی و  4با  ماهه در قالب طرح کاملاً تصادفی 5تا  4کیلوگرم و میانگین سنی  93/16 ± 25/1میانگین وزنی 

درصد میوۀ  8یرۀ حاوی ج( 2( جیرۀ شاهد، 1روز مورد آزمایش قرار گرفتند. تیمارهای آزمایشی شامل  105تکرار به مدت 

داد که تأثیر جیره بر  اندرصد میوۀ بلوط بودند. نتایج نش 25( جیرۀ حاوی 4درصد میوۀ بلوط و  17( جیرۀ حاوی 3بلوط، 

انون مربوط به تیمار شبیشترین مقدرا شاخص  (.>001/0P)دار بود جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه معنی تنوع زیستی

 داری نشاناختلاف معنی کمترین مقدار شاخص شانون مربوط به تیمار شاهد بود که با سایر تیمارها درصد میوۀ بلوط و 8

. بیشترین مقدار (<05/0P)جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه نداشت  برداری تأثیری بر تنوع زیستیداد. جایگاه نمونه

برداری جیره و جایگاه نمونه به رتیکولوم بود. اثر متقابلشاخص شانون مربوط به جایگاه ونترال شکمبه و کمترین آن مربوط 

داد که استفاده از شان ن. نتایج پژوهش حاضر (<05/0P)دار بود جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه معنی بر تنوع زیستی

یمورال شکمبه یایی اپدرصد مادۀ خشک در جیرۀ غذایی موجب افزایش در تنوع زیستی جمعیت باکتر 17میوۀ بلوط تا سطح 

ایی اپیمورال شکمبه را درصد آن در جیرۀ غذایی کاهش تنوع زیستی در جمعیت باکتری 25شد، در حالیکه استفاده از سطح 

 به دنبال داشت. 
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 مقدمه
(. Jenkins et al., 2007)های جیره است ها در استفاده از خوراکعملکرد نشخوارکنندگان وابسته به فعالیت میکروارگانیسم

جنس(،  50لیتر با حضور بیش از سلول در میلی 1110-1010تنوع بسیار اکوسیستم میکروبی شکمبه متشکل از باکتری ) 
جنس( و  5لیتر با حضور هاگ در میلی 510-310هوازی )های بیجنس(، قارچ 25لیتر از میلی 610-410پروتوزوآی مژکدار )

که شمار زیادی و حتی ممکن است  ( ,.2008Jany et al.,  ;1980Mccowan et al) میلی لیتر( است 910-810باکتریوفاژها )
معده نشخوارکنندگان، های ساکن پیشمختلف میکروبهای . میان گروه(Jany et al., 2008)قابل کشت باشند عمدۀ آنها غیر

های . جمعیت باکتری(Lawrence et al., 2001)کنند ها بیشترین تنوع و نقش ضروری را در سلامت و تغذیه ایفا میباکتری
1عنوان جمعیت باکتریایی اپیمورالمتصل به دیوارۀ شکمبه که به های فاز مایع یا جامد شکمبه شوند مجزا از باکتریشناخته می 

2( که در تماس با انواع سوبستراها و شرایط میکروسکالدیوارۀ شکمبه. اپیتلیال )(2009et al.,  Ranilla)هستند  )مقیاس میکرو(  
جمعیت باکتریایی  (.Russell et al., 2008های میزبان و محتویات شکمبه قرار گرفته است )است در حد فاصل بین بافت

دهند و نقش آنها در تجزیة خوراک کمتر است، با این درصد از کل جمعیت باکتریایی شکمبه را تشکیل می 1ال حدود اپیمور
شود، ایفا نموده و در نتیجه، حال نقش مهمی در هیدرولیز سیستمیک اوره که از خون به سراسر دیوارۀ شکمبه منتشر می

 Lawrence et) سیژن از دیگر عملکردهای جمعیت باکتریایی اپیمورال استمتابولیسم نیتروژن و نیز بازیافت بافت و مهار اک

al., 2001) .هوازی اختیاری وابسته به دیوارۀ شکمبه وجود دارند های بیهای یورولایتیک و ارگانیسمتعداد زیادی باکتری
(Lorna et al., 1981 Mcallister et al., 1994;توزیع ارگانیسم .)ایی متفاوت طور قابل ملاحضهاپیتلیوم به های یورولایتیک بر

طوریکه کند، بهمیدهند که آنها را متصل میهای ترجیحی را نشان ها اغلب جایگاهها است. این باکتریاز توزیع کل باکتری
 ,.Mcallister et alتوان یافت )تنها یک گونه جمعیت یا نوع مورفولوژیکی را در یک جایگاه خاص در دستگاه گوارش می

ها، سلامت حیوان میزبان، تفاوت موقعیت سن حیوان، استفاده از آنتی بیوتیکعوامل تغییردهندۀ جمعیت میکروبی شامل (. 1994
 & Pitta et al., 2010 Patra)مهمتر از همه از دیدگاه کشاورزی جیرۀ غذایی حیوان میزبان است  جغرافیایی، فصل سال و

Saxena., 2010; )ها و نیز تغییرات مؤثر بر ساختار و عملکرد جمعیت باکتریایی شکمبه است. طبیعت خوراک جیره یک فاکتور
شده با تخمیر آنها در توسعه برخی از اعمال اکوسیستم میکروبی در فاز جامد و مایع شکمبه سودمند شناخته فیزیکوشیمیایی القاء

  (.Ranilla et al., 2009) استشده 
3کوئرکوس پرسیکابلوط ایرانی با نام علمی  4فاباسهمتر با تاج کروی بزرگ از خانواده  20درختانی بزرگ به ارتفاع    

(2009Ebrahimi et al.,  و ) 5کوئرکوسجنس های غرب حدود سه میلیون هکتار از جنگل. ( ,.2011Ghaderi et al)باشند می 
6پرسیکا کوئرکوسهای مختلف بلوط، بطور عمده ایران پوشیده از گونه 7لیبانی کوئرکوس،  8فکتوریااین کوئرکوسو   است  

(Ebrahimi et al., 2009).  میوۀ بلوط حاوی مقادیر قابل توجهی از ترکیبات فعال بیولوژیکی از جمله تانن، گالیک اسید، الاجیک
اکسیدانی هستند باشد که تمامی این ترکیبات دارای خواص آنتیفنوئیل میدیاسید و مشتقات گالویل یا هگزاهیدروکسی

(Firkins et al., 2010). ای از متابولیتها گروه پیچیدهتانن( های ثانویه گیاهیRosales et al., 1999 و )فنولیک حاضر در پلی

                                                                                                                                                                 
1 . Bacterial Epimural Community (BEC) 

2 . Microscale 

3 . Quequs persica 

4 . Fagaceae 

5 . Querqus 

6 . Quequs persica 

7 . Querqus libani 

8 . Querqus infectoria 
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( و دیگر Camper & Nocker., 2007( که قابل حل در آب )Russell et al., 2008هستند )غذایی حیوانات و انسان  جیرۀ
 & Camperباشند )ها، آلکالوئیدها و ژلاتین می( و قادر به رسوب با پروتئینRosales et al., 1999بوده )های قطبی حلال

Nocker., 2007 .) 
SrRNA161( از ژن 1985برای اولین بار لیی و همکاران ) کشت در محیط های غیرقابل بندی میکروبدر تعیین و طبقه 

های بسیار سازگار با مطالعات جوامع در حال حاضر از تکنیک 16SrRNA(. آنالیز پروفایل توالی Kamra., 2005کردند ) استفاده
زنندۀ تنوع زیستی عنوان بهترین تخمینمیکروبی است. علاوه بر سهولت اجرا و توانایی مقایسة چندین نمونه، این تکنیک به

، یک ابزار مفید در جهت 16SrRNAاز ژن  SSCPو آنالیز الگوی  PCRگسترش  (.Russell et al., 2008)است  شناسایی شده
ارزیابی اثرات  شده هدف از این مطالعههای مختلف است. با توجه به موارد ذکر مطالعة ساختار جمعیت باکتریایی در اکوسیستم

در  PCR-SSCPلکولی سطوح مختلف تانن میوۀ بلوط بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی شکمبه با استفاده از تکنیک مو
 های مرخز بود.بزغاله

 

 هامواد و روش
این پژوهش در ایستگاه آموزشی و پژوهشی و آزمایشگاه ژنتیک گروه علوم دامی دانشکده کشاورزی دانشگاه کردستان 

 5تا  4کیلوگرم و میانگین سنی  93/16 ± 25/1بزغالة مرخز )میانگین وزنی  رأس 24انجام شد. جهت انجام این پژوهش 
رأس بزغالة مرخز مورد آزمایش  6شدند که در هر تیمار غذایی اختصاص دادهجیرۀ طرح کاملاً تصادفی به چهار ماهه( در قالب 

بلوط و  میوۀدرصد  17حاوی  جیرۀ( 3بلوط،  میوۀدرصد  8حاوی جیرۀ ( 2شاهد، جیرۀ ( 1های غذایی شامل گرفت. جیره قرار
های آزمایشی بر اساس دیگر بلوط بود. دلیل انتخاب درصدهای متفاوت میوه بلوط در جیره میوۀدرصد  25حاوی  جیرۀ( 4

روزه اجرا شد.  15پذیری بلوط بود. قبل از شروع آزمایش یک دورۀ عادت میوۀمطالعات صورت گرفته و تعیین ارزش غذایی 
روز بود. بخش علوفه جیره  180ایشگاهی حدود روز بود و مدت زمان انجام تحقیقات آزم 105طول دورۀ انجام آزمایش دامی 

بلوط و کربنات کلسیم  میوۀشامل علوفه یونجه و کاه گندم  و بخش کنسانتره جیره شامل سبوس گندم، کنجاله سویا، دانه جو، 
مل مخلوط طور کاهای آزمایشی بهاست. جیره، ارائه شده1جدول  های آزمایشی دربود. اقلام خوراکی و ترکیب شیمیایی جیره

شد.  ( انجام19( و عصر )ساعت 7دهی روزانه و در دو نوبت صبح )ساعت گرفت. خوراکها قرار و تا حد اشتها در اختیار دام
ساعت(، پروتئین خام )روش کجلدال(، چربی خام  24درجة سانتیگراد به مدت  105خشک )دمای  ترکیبات شیمیایی شامل مادۀ

دانان ساعت( با استفاده از روش انجمن رسمی شیمی 6درجة سانتیگراد به مدت  550خام ))دستگاه سوکسله( و خاکستر 
2کشاورزی  (. 1آنالیز شد )جدول  

ستان کردستان بود. آنالیز اهای بلوط تهیه شده از جنگل پرسیکا کوئرکوس بلوط مورد استفاده در این آزمایش از گونه میوۀ
گیری شد بلوط اندازه میوۀد در است. میزان تانن متراکم و تانن قابل هیدرولیز موجوشده، ارائه 2بلوط در جدول  میوۀشیمیایی 
 (.4غذایی نیز تعیین گردید )جدول  جیرۀ( و میزان تانن موجود در سطوح متفاوت از 3)جدول 

. بلافاصله بعد از کشتار رأس کشتار شدند 3های آزمایشی، بصورت تصادفی از هر تیمار ها با جیرهروز تغذیه دام 105بعد از 
برداری از این شش شد و نمونه نگاری ابتدا به شش قسمت تقسیم -شد. شکمبهبرداری آماده نگاری دام جهت نمونه -شکمبه

                                                                                                                                                                 
1 . 16S ribosomal RNA 

2 . Association of Official Agricalture (AOAC) 



 1403، دوم ، شمارةمپنجایران، دورة پنجاه و دامی علوم هینشر                                                                                                    250

 

1جایگاه مختلف که عبارت بودند از: نگاری 2های پشتی، قسمت 3، شکمی 4، جانبی 5، خلفی 6و پیلار  شد. از هر  شکمبه انجام 
های استریل ها در ظرفشد. نمونه جایگاه انتخاب شد، یک نمونه از بافت آن جایگاه گرفته شد و با سرم نمکی شستشو داده

ها ابتدا نمونه DNAسانتیگراد نگهداری شدند. در زمان استخراج  درجة 50در منفی  DNAآوری شدند و تا زمان استخراج جمع
کلروفرم ارائه شده توسط تاجیما و همکاران ها از پروتکل فنلاز نمونه DNAگشایی شدند. جهت استخراج در دمای آزمایشگاه یخ

 17در این تحقیق دو آغازگر رفت و برگشت با طول  PCR-SSCPجهت انجام روش (. Tajima., 1999)شد ( استفاده 1999)
 ,.Pitta et al)است شده داده، نشان 5الی آغازگرها در جدول بز به کار برده شدند. تو 16SrRNAاز ژن  V3باز مربوط به قطعه 

2010).  
 

 های آزمایشی )بر اساس درصد مادۀ خشک(دهندۀ جیرهو ترکیبات شیمیایی تشکیل مواد خوراکی. 1جدول 
Experimental diets (100%)  

  Ingredients 
 acorn Oak  25% acorn Oak  17% acorn Oak  8% acorn Oak  Non 

16.50 16.50 17.80 18.23   Alfalfa hay 
16.67 18.47 18.65 21.74  Wheat Straw 

4.70 3.80 4.0 1   Wheat bran 

6.24 5.30 3.60 3.06   Soyben meal 

30.50 38.50 47.50 55.50   Barley 

25.0 17.0 8.0 0   Oak acorn 

0.39 0.43 0.45 0.47   Calcium carbonate 

  Chemical analysis 

92.75 92.77 92.74 92.76 Dry matter (%) 

11.09 11.09 11.09 11.09 Crude protein (%) 

23.80 23.12 21.92 21.68 ADF   (%) 

38.67 38 38 37.46 NDF (%) 

0.52 0.52 0.52 0.52 Calcium (%) 

0.31 0.31 0.32 0.30 Phosphorus (%) 

 
 شیمیایی میوۀ بلوط )بر اساس درصد مادۀ خشک(آنالیز  .2جدول 

Phosphorus (%) Calcium (%) Ash (%) Crude fat (%) Crude protein (%) Gross energy  (%) Dry matter (%) 
0.15 + 0.01 0.28 + 0.04 13.14 + 2.0 19.20 + 1.6 5.33 + 0.11 4356 + 78 88.0 + 19.51 

 

 میوۀ بلوطمیزان تانن موجود در . 3جدول 

Hydrolyzable tannins  Condensed tannins Total tannins Amount  

4.19 

96.5 

0.15 

3.5 

4.34 

100 

(g/kg DM) 

(%) 

                                                                                                                                                                 
1 . Reticulum 

2 . Dorsal 

3 . Ventral 

4 . Lateral 

5 . Caudal 

6 . Pilar 
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 بلوط  های آزمایشی حاوی سطوح مختلف میوۀغلظت تانن موجود در جیره .4جدول 
Table 3. The concentration of 

tannins found on different 
levels of oak acron used in the 

dietHydrolyzable tannin  
 (g/kg DM) 

Condensed tannin  
 (g/kg DM) 

Total tannin 
 (g/kg DM) 

Amount of Oak acron   
 (g/kg DM) 

Experimental diets 

3.4 0.1 3.5 80 acorn Oak 8% 

7.2 0.3 7.5 170 acorn Oak 17% 

10.6 0.4 11 250 25% Oak acorn 

  16SrRNA آغازگرهای استفاده شده برای تکثیر قطعات مورد نظر ژن .5جدول 
Forward Primer 341 ) 5′- CCTACGGGAGGCAGCAG-3′          (  

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

 
 میکرولیتر 10 استفاده شد. حجم نهایی برای هر واکنش میکرولیتری 200های از میکروتیوب PCRهای برای انجام واکنش

های آماده از شرکت فرمنتاز خریداری شد. برای جلوگیری از تبخیر، یک قطره مورد استفاده به صورت کیت Master Mixبود. 
 و از کیت شرکت سیناژن برای بود میکرومولار 2/0غلظت هر پرایمر ( روغن معدنی به هر لوله افزوده شد. میکرولیتر 10 )

 PCRجهت جلوگیری از بروز خطاهای احتمالی در هنگام برداشتن مقادیر کم مواد و نیز افزایش سرعت عمل،  .استفاده شد
ها تقسیم شدند. الگو، باهم مخلوط و بین میکروتیوب DNAبه جز  PCRای شامل تمامی مواد مورد نیاز برای انجام محلول پایه

 چرخه 1 شامل اولیه، واسرشت یا 1 مرحله. بود مرحله 4 شامل که گرفت انجام Touchdown روش به PCR حرارتی هایچرخه
 سانتیگراددرجة  94 بصورت چرخه هر چرخه که 10 شامل ،Touchdown یا 2 مرحله دقیقه، 15 مدت به سانتیگراددرجة  95 با
درجة  72 و ثانیه 30 مدت به( یابدمی کاهش دما سانتیگراددرجة  5/0 سیکل هر ازای به) سانتیگراددرجة  61 ثانیه، 30 مدت به

 56 ثانیه، 30 مدت به سانتیگراددرجة  94 بصورت چرخه هر چرخه 25 شامل اتصال، یا 3 مرحله دقیقه، 1 مدت به سانتیگراد
 صورتبه چرخه 1 شامل نهایی، تکثیر یا 4 مرحله و دقیقه 1 مدت به سانتیگراددرجة  72 و ثانیه 30 مدت به سانتیگراددرجة 

 هایDNA کیفیت و کمیت تعیین جهت .بود دقیقه 6 مدت به سانتیگراددرجة  4 و دقیقه 30 مدت به سانتیگراددرجة  72
شد. در این استفاده  نقره نیترات با آمیزیرنگ و درصد 8 آمیدآکریلژل روی بر PCR الکتروفورز محصول از شده استخراج

لیتر میلی 25شد. برای تهیه آمید استفاده آکریلآمید به بیسآکریل 29:1درصد از استوک  8 آمیدآکریلپژوهش برای تهیه ژل
لیتر آب مقطر با هم مخلوط میلی 05/17و  TBE 10Xلیتر بافر میلی 25/1، 29:1لیتر از استوک میلی 6.7درصد  8محلول ژل 

1تیلندیامینتترامتیل میکرولیتر 30درصد و  10میکرولیتر آمونیوم پر سولفات  200شدند سپس به آنها   شد.اضافه  
 برای تهیه ژل 5:1/37و  49:1های شد. از استوکاستفاده  درصد 12 آمیدآکریلپلی ژل از SSCP روش انجام جهت

لیتر بافر میلی 25/1، 49:1لیتر از استوک میلی 10لیتر محلول ژل، میلی 25شد. برای تهیه استفاده  درصد 12 یدآمآکریلپلی
TBE 10X ،5 میکرولیتر آمونیوم  200لیتر آب دوبار تقطیر با هم مخلوط شدند. سپس میلی 75/8درصد و  50لیتر گلیسرول میلی
 12 آمیدآکریلپلی ژل روی بر هانمونه بارگذاری از پس شد. تیلندیامین اضافهتترامتیلمیکرولیتر  25درصد و  10پر سولفات 

 و متصل برق منبع به الکتروفورز دستگاه. گردید منتقل( سانتیگراددرجة  4 دمای) یخچال درون به الکتروفورز تانک درصد،
 .گردید نقره نیترات با آمیزیرنگ مرحله وارد ژل و شده قطع برق جریان ساعت 22 از پس. گردیدبرقرار  ولت 170 ثابت ولتاژ

شد. جهت تعیین باندهای موجود  ژل با استفاده از نیترات نقره، عکس ژل با استفاده از دستگاه اسکنر تهیه آمیزیپس از رنگ

                                                                                                                                                                 
1. Tetramethylenediamine (TEMED)   



 1403، دوم ، شمارةمپنجایران، دورة پنجاه و دامی علوم هینشر                                                                                                    252

 

در هر نمونه با استفاده از شد. پس از تعیین تعداد و نوع باندهای موجود استفاده  OneDscan V.1.3از نرم افزار  SSCPدر ژل 
حضور و  دهندۀ عدمکه به ترتیب نشان  1و  0کننده تعداد و نوع باند بصورت اعداد نرم افزار واندی اسکن، ماتریکس مشخص

1دهندۀ یک واحد تاکسونومی گردید. در این بررسی هر باند نشان حضور باند بود تهیه با  آمدهدست به  1و  0است. ماتریکس  
شد. جهت بررسی تنوع زیستی جمعیت باکتریایی  جهت برآورد شاخص شانون استفاده PopGene V.1.3استفاده از نرم افزار 

(. این SAS, 2002شد ) استفاده SASبسته نرم افزاری  GLMنگاری با استفاده از شاخص شانون از رویه  -های شکمبهنمونه
  گیری بود.ی و فاز نمونهگیرمدل آماری شامل جیره، جایگاه نمونه

 

  

                                                                                                                                                                 
1. Operational Taxonomy Unit (OTU)   
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 نتایج و بحث
است. بررسی تأثیر بلوط بر مصرف خوراک و بررسی عملکرد دام انجام گرفته  میوۀتحقیقات زیادی در ارتباط با اثر تغذیه 

 عنوان یک جزء ضروری در هضم خوراک و در نهایت متابولیسم حیوان میزبانهای شکمبه بهخوراک بر تنوع میکروارگانیسم
است. بررسی تأثیر خوراک بر تنوع جمعیت باکتریایی نقش بسیار مهمی در بررسی تأثیر جیره بر عملکرد دام دارد. بسیار کم بوده
های شکمبه عنوان یک منبع خوراکی حاوی تانن بر تنوع میکروارگانیسممنظور بررسی تأثیر گونة بلوط ایرانی بهاین تحقیق به

جیرۀ داد که استفاده از سطوح متفاوت بلوط در آمده از این آزمایش نشان  دستاست. نتایج به تهدر نژاد بز مرخز انجام گرف
 جیرۀبلوط در مقایسه با  میوۀداری بر تنوع جمعیت میکروارگانیسم شکمبه تأثیرگذار است. استفاده از طور معنیغذایی دام به

بلوط در جیرۀ غذایی تنوع  میوۀنگاری شد، اما با افزایش سطح  -مبهشاهد موجب افزایش تنوع جمعیت باکتریایی اپیتلیال شک
 (.6داری کاهش پیدا کرد )جدول طور غیر معنینگاری به -جمعیت باکتریایی اپیتلیال شکمبه

 

 برداری بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبهتأثیر سطوح مختلف میوۀ بلوط و جایگاه نمونه. 6جدول 
Shannon indicator Oak content of ration (%) Sample 

b0.07455 0 Rumen epithelial tissue 

a0.18923 8 Rumen epithelial tissue 

a0.18636 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 

ab0.15052 Ventral rumen Rumen epithelial tissue 

ab0.14622 Caudal rumen Rumen epithelial tissue 

b0.12902 Lateral rumen Rumen epithelial tissue 

b0.10322 Pilar rumen Rumen epithelial tissue 

a0.19783 Reticulum Rumen epithelial tissue 

P Value < 0.01  P Value 

  Significant 

*** - Effect of ration 

ns - Position effect of sampling 

** - Ration at the sampling position 

 
جمعیت باکتریایی اپیمورال  تأثیر جیره بر تنوع زیستی تأثیر جیره بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه:

داد که تأثیر جیره بر تنوع  است. نتایج نشان، ارائه شده6شکمبه با استفاده از شاخص شانون محاسبه شد و نتایج در جدول 
کمترین مقدار شاخص شانون مربوط به تیمار شاهد بود  (.>001/0P)دار است جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه معنی زیستی

، (<05/0P) داری مشاهده نشد. در بین سایر تیمارها اختلاف معنی(>05/0P)داری داشت یر تیمارها اختلاف معنیکه با سا
 درصد بلوط داشتند. 25درصد بلوط تنوع بیشتری را نسبت به تیمار حاوی  17درصد و  8اگرچه تیمارهای حاوی 

پیمورال شکمبه در نتیجة استفاده از جیرۀ غذایی حاوی داری در جمعیت باکتریایی اباتوجه به تحقیق حاضر اختلاف معنی
ترتیب( غذایی )به جیرۀگرم تانن در کیلوگرم  11و  5/7، 5/3غذایی با میزان  جیرۀگرم بلوط در کیلوگرم  250و  170، 80سطوح 

تیمارهای حاوی سطوح تواند در نتیجه حضور تانن موجود در بلوط باشد. که این نتایج می شدنسبت به تیمار شاهد مشاهده 
گرم تانن در کیلوگرم جیره  11گرم تانن در کیلوگرم جیره بیشترین شاخص تنوع را نسبت به تیمار حاوی سطوح  5/7و  5/3
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نداد اما با افزایش در سطوح مقدار تانن داری را میان تیمارهای حاوی بلوط نشان داشتند. اگرچه شاخص تنوع اختلاف معنی
  (.1بین تیمارهای آزمایشی کاهش پیدا کرد )شکل  جیره شاخص تنوع در

 

 تأثیر جیره بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه با استفاده از شاخص شانون .1شکل 

 
1تنیآز و پروتئاز در رابطه با تانن بلوط در شرایط دورنکاهش فعالیت اوره رود هنگامی است. بنابراین، انتظار میگزارش شده 

در بررسی اثر تانن  .(Lee et al., 1996)رسد فعالیت آنزیمی شکمبه به سطح پایینی کاهش یابد که بلوط به تغذیه حیوان می
ز جمله های پروتئولایتیک ااسپرس بر رشد و تجزیة پروتئین توسط چهار سویه باکتریایی گزارش شده که رشد باکتری

2آمیلوفیلیسرومینوباکتر 3، بوتیریوویبریوفیبریسولونس  4بویسو استرپتوکوکوس  -کاهش یافت اما تأثیر کمی بر رشد سویه پروتلا 

5کولارومینی -است در حالیکه پروتلارومینیاند تغییرات مورفولوژیکی رخ دادههایی که توسط تانن مهار شدهنشان داد. در باکتری 

تانن متراکم از فعالیت  کند.است که این باکتری را از تأثیرات مستقیم تانن محافظت میج سلولی تولید کردهکولا مواد خار
پروتئین در شکمبه، تجزیة پروتئین در شکمبه ممکن  -کند در نتیجه با تشکیل کمپلکس تاننهای آندوژنوسی ممانعت میآنزیم
 & Nishitaniهای تجزیة کننده پروتئین شود )رشد و فعالیت باکتریکاهش یابد که این ممکن است موجب ممانعت از است 

Osawa, 2005). داری طور معنیها در شکمبه بز هنگامیکه حیوانات با گیاهان حاوی تانن بالا تغذیه شدند بهشمار کل باکتری
 McAllister. در تحقیقات (Jill, 2004)طور مستقیم با سطح این خوراک در جیره مرتبط بود کاهش پیدا کرد و کاهش در تعداد به

( تغذیه تانن موجب کاهش کل جمعیت باکتریایی شکمبه شد. مشخص شد 2009a) Saxenaو  Patra( و نیز 1994و همکاران )
ها برای باند شود. اختلاف زیادی میان باکتریها باند میتانن به محیط، تانن با باکتری دقیقه بعد از اضافه کردن 10که حدود 

های شکمبه تأثیر تانن بر باکتری(. Muetzel & Becker, 2006شدن با تانن و مقدار تانن مورد نیاز برای مهار رشد وجود دارد )
 هایفعالیت باکتری کاهش .(Patra & Saxena, 2009a)وابسته به گونه میکروارگانیسم و یا منبع تانن موجود در خوراک است 

 در تحقیقات  شکمبه مایع لیتر هر و بیشتر از آن در میکروگرم 400 میزان به متراکم تانن غلظت اثر در شکمبه پروتئولتیک

Molan( گزارش شد. در مطالع2000و همکاران )ة McSweeney ( استفاده2000و همکاران  ) قابل و متراکم تانن عصارۀ از 
هوازی بودن و نیز بیدرجة ، pHباکتریایی شد. شرایط محیطی مانند  جمعیت کاهش موجب گوسفند شکمبه مایع هیدرولیز در

                                                                                                                                                                 
1 . in vivo   
2.  Ruminobacter amylophilus 

3. Butyrivibrio fibrisolvens  
4. Streptococcus Bovis  

5. Prevotella ruminicola  

a a 

a 

  

شاخص 

 شانون

 تیمارهای آزمایشی

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
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در زمانیکه بلوط به همراه  .(Mehansho et al., 1992)منابع و مقدار سوبسترا بر جمعیت باکتریایی شکمبه بسیار تأثیرگذار است 
باشند که کنندۀ میزان کنسانتره مورد نیاز دام میبلوط تامین میوۀایی دانه جو و است دو منبع کنسانتره جو به جیره افزوده شده

   باشد. تأثیرگذارها تواند بر تنوع جمعیت میکروارگانیسمگردد و این میاین خود موجب افزایش تنوع در منابع خوراکی جیره می
ماهه تغذیه های پنج ( مشخص شد که جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه در بره2007و همکاران ) Sadetدر تحقیقات 

نگرفت. با توجه هفته تحت تأثیر جیره قرار  4شده با دو جیرۀ غذایی حاوی علوفه با سطح بالا و کنسانتره با سطح بالا به مدت 
نتایج متفاوتی را این محققین آزمایش  ۀبا افزودن طول دور ،(2010) و همکاران Sadet به مطالعات مشابه انجام گرفته توسط

 ۀبه دلیل کوتاه بودن دور . احتمالاًو جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه تحت تأثیر جیرهای آزمایشی قرار گرفت دست آوردند به
این مطلب  است.دار نبوده( معنی2007) و همکاران Sadetغذایی بر جمعیت باکتریایی اپیمورال در آزمایش  جیرۀثیر أآزمایش ت
  ثر است.مؤثیر جیره بر جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه أدار بودن تدر معنیآزمایش  ۀکند که توجه به طول دوربیان می

برداری بر تنوع تأثیر جایگاه نمونه برداری بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه:تأثیر جایگاه نمونه
است. نتایج ، ارائه شده6نتایج در جدول جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه با استفاده از شاخص شانون محاسبه شد و  زیستی
بیشترین  (<05/0P) دار نیستجمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه معنی برداری بر تنوع زیستیداد که تأثیر جایگاه نمونهنشان 

 .(2مقدار شاخص شانون مربوط به جایگاه ونترال شکمبه و کمترین مقدار مربوط به جایگاه رتیکولوم شکمبه بود )شکل 
 

 تأثیر جایگاه نمونه گیری بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه با استفاده از شاخص شانون .2شکل 

 
 PCR-DGGEبا استفاده از تکنیک این محققین . مطابقت دارد( 2007و همکاران )  Sadetهاینتایج آزمایش حاضر با یافته

شده از پنج جایگاه اپیتلیوم شکمبه در هر حیوان وجود های گرفته تفاوتی در جمعیت باکتریایی میان نمونه گزارش کردند که
( بود که با بررسی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه گاو 2010و همکاران )  Lukasندارد. همچنین این نتایج مشابه با نتایج 

کردند که اختلافی در ساختار جمعیت باکتریایی متصل به اپیتلیوم شکمبه میان پنج  بیان DGGE-PCRبا استفاده از تکنیک 
 چسبندگی هایویژگی است ممکن هاباکتری (.Lukas et al., 2010گیری از اپیتلیوم در هر حیوان وجود ندارد )جایگاه نمونه

دهند. سطوحی از اپیتلیوم که میزان پاپیلا در آن کمتر  نشان خود از مکان یک از شدهگرفته  اپیتلیال هایسلول برای را متفاوتی
 Mccowanپوشاند جمعیت باکتریایی کمتری دارد. بیشترین میزان جمعیت باکتریایی در بررسی است و یا هیچ پاپیلایی آن را نمی

از فیبر موجود در خوراک  ها کمتر در معرض سایدگی ناشیمربوط به ناحیه شکمی و پشتی بود. این مکان (1980و همکاران )
کنند غذایی با علوفه بالا را دریافت می جیرۀها مؤثر است. در حیواناتی که های خوراک بر توزیع باکتریگیرند. ویژگیقرار می

گیرد. در این تحقیق در و نیز قوام هضم در سراسر مایع شکمبه آنها یکسان است، الگوهای توزیع کمتر تحت تأثیر قرار می
شد و نیز در مناطق  های چسپنده مشاهدههای هوا قرار دارد بیشترین تعداد باکتریه کیسه پشتی شکمبه جایی که کیسهناحی

 تعداد تواند برمی طریق دو از  هضم مکانیکی ها مشاهده شد. در واقع اثراتمحافظت شده از سایدگی بیشترین تعداد باکتری

شاخص 

 شانون

 جایگاه نمونه گیری
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 سرعت تواندمی یا کندمی حذف اپیتلیال سطوح از را هاباکتری فیزیکی طوریا به واقع خوراکبگذارد، در  اپیتلیال تأثیر هاباکتری
دهد  افزایش را چسبنده هایباکتری حذف سرعت غیرمستقیم طوربه بنابراین و دهد افزایش را اپیتلیال هایسلول برداریلایه

(Mccowan et al., 1980.) جمعیت این بر میزبان تأثیر جمعیت باکتریایی اپیمورال، و حیوانی بافت بین نزدیک تماس دلیل به 
 این و نیست یکسان گاو و گوسفند در چسبنده باکتریایی هایجمعیت توزیع (. الگوهایSadet et al., 2007بسیار زیاد است )

 (. Mccowan et al., 1980باشد ) غذاییجیرۀ  یا هاگونه تفاوت دلیل به است ممکن هاتفاوت

اثر متقابل جیره و  برداری بر تنوع زیستی جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه:اثر متقابل جیره و جایگاه نمونه
جمعیت باکتریایی اپیمورال شکمبه با استفاده از شاخص شانون محاسبه شد و نتایج در  برداری بر تنوع زیستیجایگاه نمونه

جمعیت باکتریایی محتوی  برداری بر تنوع زیستیاثر متقابل جیره و جایگاه نمونهداد که  است. نتایج نشان، ارائه شده6جدول 
 .(<05/0P)باشد دار میشکمبه معنی

 

 گیرینتیجه
 غذایی موجب افزایش در تنوع جیرۀدرصد در  17بلوط تا سطح  میوۀداد که استفاده از نتایج حاصل از این پژوهش نشان 

غذایی موجب کاهش جیرۀ بلوط در  میوۀدرصد  25زیستی جمعیت باکتریایی اپیتلیوم شکمبه شد درحالیکه استفاده از سطوح 
جمعیت باکتریایی  برداری بر تنوع زیستیداد که تأثیر جایگاه نمونهتنوع زیستی در جمعیت باکتریایی شکمبه شد. نتایج نشان 

ترین مقدار تنوع زیستی مربوط به جایگاه ونترال شکمبه و کمترین مربوط به رتیکولوم بود. دار نبود و بیشاپیمورال شکمبه معنی
 دار شد.جمعیت باکتریایی محتوی شکمبه معنی برداری بر تنوع زیستیاثر متقابل جیره و جایگاه نمونه

 

 سپاسگزاری
ین وسیله از تمامی کسانیکه در این مجموعه است که بدمطالعة حاضر در دانشکدۀ کشاورزی دانشگاه کردستان انجام گرفته 
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