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 چكيده

 165(كنجاله آفتـابگردان پرچـرب   قارچ حاوي  خالصدر محيط كشت شكمبه قارچ هاي بي هوازي  تعدادبراي مقايسه  كمي رقابتي PCR روش
ه جيـر انتخاب و با ) روز شيردهي 30±5(راس گاو هلشتاين  21. ود انجام شدسفرمالدئيد و شده با  عمل آوري) گرم چربي در هر كيلوگرم ماده خشك

درصد فرمالدئيد بودنـد، بـراي    6/0و  3/0و درصد هيدروكسيد سديم  4و تيمار شده با ) شاهد(فتابگردان تيمار نشده كه شامل كنجاله آ آزمايشيهاي 
 رقـابتي اسـتفاده    PCR  روش از اي تغذيـه  تيمارهـاي  شكمبه تحت هوازي بي هاي قارچ جمعيت كمي بررسي منظور به .هفته تغذيه شدند 7مدت 
 در قـارچ  DNA قطعـه   بـا  قطعه اين يكسان راندمان با همزمان تكثير و ساخته شد لامبدا فاژ رقابتي از ژنومPCR  استاندارد در واكنش قطعه .گرديد
 بي هاي قارچ جمعيت كمي بررسي منظور به استاندارد كنترل و الگوDNA قطعه  باندهاي نسبي شدت از .گرفت قرار ارزيابي مورد  PCR واكنش يك

 ، تعـداد شده بـا سـود   عمل آوريكنجاله آفتابگردان اخير نشان داد كه  ي مطالعههاداده آناليز . گرديد استفاده تلفمخ هاي تحت جيره شكمبه هوازي
بنابراين، بـه  . >p)05/0(را كاهش داد قارچ  تعدادشده با فرمالدئيد  عمل آوريكنجاله آفتابگردان  افزايش، اما شاهدنسبت به را قارچ در محيط كشت 
   .مناسب باشد ،مختلف خوراكيتيمارهاي تحت قارچهاي شكمبه  جمعيتشمارش رقابتي براي  PCR نظر مي رسد كه روش

 
  رقابتي  PCRشكمبه، هاي قارچ كنجاله آفتابگردان، سود، فرمالدئيد، :كليدي هاي واژه

  
     4 3 2  1 مقدمه

م سقارچهاي شكمبه به عنوان يكي از گروههاي مهم ميكروارگاني
سازهاي اوليه بافتهـاي گيـاهي بـوده و توانـايي     هاي شكمبه و كلوني 

 تـاثير  بـا  ارتبـاط  در زيـادي  تحقيقـات ). 2(تجزيـه ليگنـين را دارنـد    
 انجام شكمبه يهواز بي هاي قارچ جمعيت بر جيرهيي مانند فاكتورها
تخمين جمعيت قارچها نسبت به ديگر ميكروفلـوراي  ). 9( است گرفته

ي تخمين جمعيت قـارچي  چندين روش برا). 20(شكمبه مشكل است 
شـمارش مسـتقيم و يـا غيـر مسـتقيم       كه روش در شكمبه وجود دارد

شـمارش  . زئوسپورهاي قارچي يا اسپورانژها از جمله آنهـا مـي باشـند   
توانـد بـراي    نمي ،زئوسپورها به دليل چرخه دو مرحله اي زندگي قارچ

                                                            
استادياران گروه علوم دامي، دانشكده علوم دامي و صنايع غذايي، دانشگاه  -4و1

  زي و منابع طبيعي رامين خوزستانكشاور
  ) : t.mohammadabadi@gmail.com Email :نويسنده مسئول -(*
  استاد و دانشيار گروه علوم دامي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد -3و2

 
 
 

همچنـين ايـن روشـهاي     ،)20(تخمين توده زنده قارچي استفاده شود 
شـمارش قـارچ هـاي بـي     ). 10(وقت گير مـي باشـند    بسيارمارش ش

 نيـز مراحـل   TFU)(5هوازي از طريق واحدهاي تشكيل دهنده هيـف  
رشد قارچها با ماركرهـاي  ). 27(را نشان نمي دهد چرخه زندگي قارچ 

مورفولوژيكي مانند اندازه گيري تجمع فسفوليپيدها در محـيط كشـت   
 ازن يا اسيد فرميك توليد شـده  ژهيدروو اندازه گيري كل مقدار  ،)21(

و يا اندازه گيـري كيتـين بـه عنـوان يـك       ،)17(كربوهيدراتها  تخمير
اسـتفاده از  ، كـه  مـي شـود   نيز تعيـين تركيب از ديواره سلولي قارچها 
لكولي وپيشرفت روش هاي م با. )22( كيتين داراي اشكالاتي مي باشد

 دقت ازكه  18S rDNAشمارش، خصوصا روشهاي پروب كردن ژن 
، محققان توانستند گونه هـاي قـارچي را در   دنباش مي برخوردار بالائي

قـوي بـراي تعيـين     يرقـابتي ابـزار  PCR  ).  1(شكمبه بررسي كنند 
اين روش مبتني بر تكثير همراه . است RNA و  DNA  كميت دقيق

رقـابتگر   قطعـه  سنتتيك رقيق شده يا DNAتوالي مورد نظر از قطعه 
                                                            
5 - Tallus forming units 
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مقادير اوليـه مولكـول هـاي    ). 13(پرايمر است  گروهده از يك با استفا
هـدف و   DNAهدف در نمونـه از نسـبت تكثيرهـاي توليـد شـده از      

 و سـخاوتي  ).28(د نرقابتي محاسبه مـي شـو   PCRرقابتگر در طول 
 بـي  هـاي  قـارچ  را بـراي تعيـين   رقابتي PCR روش ،)25( همكاران
 ايعه مزر شرايط در هم و آزمايشگاهي شرايط در همشكمبه  هوازي
   .دادند رقرا بررسي مورد

كنجاله آفتابگردان يك منبع مناسـب پـروتئين در جيـره گاوهـاي     
، كه جز پروتئين هاي با تجزيـه پـذيري بـالا در شـكمبه     شيري است

مــواد شــيميايي مختلفــي بــراي حفاظــت  .)11( محســوب مــي شــود
. اسـت  هـا و كـاهش تجزيـه آنهـا در شـكمبه پيشـنهاد شـده        پروتئين

فرمالدئيد كه بـا پـروتئين تركيـب مـي شـود و سـود كـه بـا تشـكيل          
موجب دناتوره شدن سـاختمان  ) آلانين مانند ليزينو(پيوندهاي عرضي 

پروتئين مي گردد، از جمله موادي هستند كه بدين منظور استفاده مي 
آوري بـا سـود باعـث هيـدروليز بانـدهاي      همچنين عمل ). 24(شوند 

و همي سلولز و افزايش هضـم پـذيري مـي شـود      استري بين ليگنين
در مورد اثر اين مواد شـيميايي خصوصـا فرمالدئيـد روي رشـد و     ). 4(

هـدف ايـن   بنابراين . فعاليت قارچ هاي شكمبه اطلاعات محدود است
رقابتي براي تعيين كميت و توده زنـده   PCRاستفاده از روش  ،مطالعه

وي كنجاله آفتابگردان قارچهاي بي هوازي شكمبه در محيط كشت حا
  .فرمالدئيد بوديا شده با سود و  عمل آوريپر چرب 

 
  ها روش و مواد
 شكمبه مايع از گيري و نمونهوانات حي

 فردوسـي  دانشـگاه  كشـاورزي  دانشكده گاوداري در آزمايش اين
در اين آزمـايش از  . شد و آزمايشگاههاي گروه علوم دامي انجام مشهد

و ) 30±5(شكم زايش با روزهاي شيردهي گاو هلشتاين چند راس  21
خوراكي شامل جيره هاي جيره سه . استفاده شد) 600±20(وزن زنده 

و يا عمـل   )شاهد( بر پايه كنجاله آفتابگردان پرچرب عمل آوري نشده
فرمالدئيـد در  درصـد   6/0و  3/0درصد سود و  4آوري شده با محلول 

يره ها دو بـار در روز  ج .بودند) درصد 69/10(هر كيلوگرم ماده خشك 
در اختيار حيوانات قرار گرفت به گونـه  هفته  7براي ) 21:  00و 9: 00(

در انتهـاي آزمـايش   . درصد خوراك در آخور باقي مي مانـد  10اي كه 
 با استفاده از لوله مري قبـل از  وگا هر از شكمبه مايع ،)هفته 7بعد از (

و بـراي   گرفتـه شـد  ) صـبح  8:00ساعت (صبحگاهي  خوراك مصرف
. كشت قارچهاي بي هوازي در آزمايشگاه مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    

لازم به ذكر است كه اين آزمـايش، يـك آزمـايش كامـل بـا چنـدين       
  .مرحله بود كه آزمايش اخير بخشي از آن مي باشد

  
 هوازي شكمبه بي چهايرقا سازي خالص و كشت
 روش از هـوازي  بـي  هـاي  قارچ سازي خالص و كشت منظور به

 شكمبه مايع منظور بدين. گرديد استفاده ،)8(ديويس  هوازي بي كشت
كه با جيره هاي مربوط تغذيه  شيري هايواز گا با استفاده از لوله مري

 صـاف  از پـس  صبحگاهي گرفتـه شـد،   خوراك مصرف شدند، قبل از
 در هـوازي  بـي  قـارچ  منبـع  عنـوان  به لايه چند متقال پارچه با كردن
 وردم ـدي اكسـيد كـربن   تحـت شـرايط گـاز     هوازي بي كشت محيط
ساعت كشت، ايزوله هاي قـارچ تهيـه    24و بعد از  گرفت قرار استفاده
  ).22(شدند 

گـرم   3( 1محيط كشت قارچهاي شكمبه شـامل محلـول نمكـي    
و ) ليتـر آب مقطـر حـل مـي شـود      1فسفات هيدروژن دي پتاسيم در 

سـولفات  گـرم   6گرم فسفات هيـدروژن پتاسـيم،    3( 2محلول نمكي 
ليتـر آب   1گـرم كلريـد كلسـيم در     6/0گرم كلريد سديم،  6آمونيوم، 

ميلـي ليتـر مـايع     150ميلي ليتـر،   150هر كدام ) مقطر حل مي شود
، )دقيقـه  30دور در دقيقـه بـراي    15000سانتريفيوژ شـده در  (شكمبه 

 1گـرم گلـوكز،    5/0گرم پپتون تريپتيكاز،  10گرم عصاره مخمر،  5/2
 1و  HCLگـرم سيسـتئين    1بي كربنات سديم، گرم  6ز، گرم سلوبيو
 .دبراي هر ليتر محيط كشـت مـي باش ـ  درصد  1/0رزوزرين ميلي ليتر 

 كشـت محيط كشت تحت شرايط بي هوازي بـه داخـل شيشـه هـاي     
به ايـن  . درجه اتوكلاو شد 120دقيقه در  15منتقل گرديد و بعد براي 

يزوله هـاي قـارچ بـه    ا. محيط كشت اختصاصي قارچ آماده شد ترتيب
در شيشه هاي سرمي كه محتـوي   9به  1عنوان اينوكولانت به نسبت 

گرم از نمونه هاي آزمايشـي   1محيط كشت اختصاصي قارچ به همراه 
گـرم چربـي در هـر كيلـوگرم مـاده       165(كنجاله آفتابگردان پرچرب (

و ) فرمالدئيـد درصد  6/0و   3/0(فرمالدئيد شده با  عمل آوري) خشك
ميلي ليتـر آنتـي بيوتيـك پنـي سـيلين و       1و  ))سود درصد 4(سود يا 

بـه منظـور   كلرامفنيكل بودنـد، كشـت داده شـدند و    و استرپتومايسين 
سـه دفعـه عمـل     كشت محيط در هوازي بي هاي قارچ سازي الصخ

رشد قارچها در محـيط  براي مطمئن شدن از  سپس. واكشت انجام شد
پرايمـر اختصاصـي قـارچ     خالص بودن محيط كشت قـارچ از كشت و 

بعـد از خـالص كـردن محـيط     . هاي بي هوازي شكمبه اسـتفاده شـد  
روز  3درجـه سـانتي گـراد بـراي      39در انكوبـاتور در   ، نمونه هاكشت

  .كشت داده شدند
  

  )PCR(واكنش زنجيره اي پلي مراز  
 از محـيط كشـت هـاي    DNAاسـتخراج   براي اين منظـور ابتـدا  

 اسـتفاده از كيـت  و  ،)3(بوم و همكـاران   شبا روروز  3بعد از  مختلف
)Biokom, Moscow DIATOM DNA;( كميــت و . انجــام شــد

درصد ارزيابي  8/0به دست آمده با استفاده از ژل آگارز  DNAكيفيت 
 UVو سپس رنگ آميزي ژل با اتيـديوم برومايـد در زيـر لامـپ     شد 

تكثيـر قطعـه   بـراي  . است DNAمشخص كرد كه كدام نمونه داراي 
جفت بازي براي قارچ هـاي بـي هـوازي شـكمبه، از      110ختصاصي ا

   ).10(استفاده گرديد  GAF2و  GAF1آغازگرهاي 
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  رقابتگر DNAو ) شكمبه قارچهاي(هدف  DNAبراي تكثير  PCR پرايمرهاي -1جدول

 پرايمر قارچهاي بي هوازي شكمبه
GAF1: 5´-GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC-3´  

GAF2: 5´-CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATTT-3´  
  پرايمر قطعه رقابتگر ساخته شده از فاژ لامبدا

3´-GAAGTTCGCAGAATCGTATGTGgaggaagtaaaagtcgtaacaaggtttc -LaGAF1:5´ 
3´-GCTGTGGACATAGTTAATCCGcaaattcacaaagggtaggatgattt -LaGAF2:5´  

  
  

 بـه  جفـت آغـازگر   يـك  از اسـتاندارد  كنترل قطعه سنتزبه منظور 
 در دو انتهاي خودش بـود،  GAFكه داراي توالي overhang  صورت

 . استفاده گرديد
و دسـتگاه ترموسـايكلر    Gene Pack PCR Universalكيـت  

)Biomertra, model 2000 (  بـراي  با برنامه هاي حرارتي مشـخص
قارچ هاي شكمبه  18S rDNAتوالي جفت بازي از  110تكثير قطعه 
مـورد اسـتفاده    يا استاندارد كنترل خارجيجفت بازي  191اي و قطعه 
 PCRمواد و مقادير لازم براي انجـام واكـنش   . )1جدول ( قرار گرفت

ــر    ــار تقطي ــر دوب ــامل آب مقط ــر 1/7(ش  10( Dilluent، )ميكروليت
استخراج شده از محيط  DNA، )ميكروليتر 4/3(، آغازگرها )ميكروليتر

و حجـم  ) كروليتـر مي 3( Master Mixو ) ميكروليتر 1(كشت خالص 
 -1. برنامه حرارتي نيز به شرح زير بـود . ميكروليتر بود 25كل واكنش 

  30(درجـه سـانتي گـراد     94 -2، )ثانيـه  240(درجه سانتي گـراد   94
درجه سانتي گراد  72 -4، )ثانيه  30(درجه سانتي گراد  56 -3، )ثانيه

 ـ. سـيكل تكـرار شـدند    40كه مراحل دو تـا چهـار   ) ثانيه  60( س از پ
و تعيـين انـدازه   درصـد   1مشاهده باند كنترل خارجي روي ژل آگـارز  

، به منظور خـالص  M100وزني  قطعه تكثير شده با استفاده از نشانگر
 Diatom DNA Elution)(سـازي تـوالي كنتـرل خـارجي از كيـت      

، PCRآغازگرهاي مربوط به قطعه رقابتگر در واكـنش   .استفاده گرديد
فاژ لامبدا تكثير كردند و اين  DNAد را از توالي قطعه كنترل استاندار

 Diatom)قطعه پس از خالص سـازي از روي ژل بـه وسـيله كيـت     
DNA Elution)    به عنوان رقـابتگر در واكـنشPCR    رقـابتي مـورد

  .گرفتقرار استفاده 
  

  رقابتي   PCRانجام 
خالص سازي شده كنترل استاندارد، رقت هاي مختلـف   DNAاز 

واكـنش   .رقابتي مورد استفاده قرار گرفت PCRر واكنش تهيه شد و د
PCR    رقابتي با استفاده از دستگاه ترموسايكلر و با برنامه حرارتـي بـه

 94 -2، )ثانيـه  240(درجـه سـانتي گـراد     94 -1: شرح زير انجام شد
، )ثانيـه   30(درجه سانتي گـراد   56 -3، )ثانيه  30(درجه سانتي گراد 

  60(درجه سانتي گـراد   72 -5 و) ثانيه  60(اد درجه سانتي گر 72 -4

پـس از بهينـه    .سـيكل تكـرار شـدند    35كه مراحل دو تا چهار ) ثانيه
كشـت خـالص، رقـت     DNAرقـابتي بـا نمونـه     PCRسازي واكنش 

در اثر انجـام واكـنش   . استفاده شد كنترل استاندارد 10-7 تا 10-3هاي
PCR    رقابتي به علت وجـود دو نـوعDNA   الگـو)DNA    قـارچ بـي

در واكـنش كـه داراي جايگـاه    ) هوازي و كنترل خـارجي سـنتز شـده   
يكساني براي اتصال به آغازگر مي باشند، انتظـار مـي رود بـر اسـاس     
طراحي كنترل خارجي به نحوي كه اندازه بيشتري از قطعه اختصاصي 
مربوط به قارچ هاي بي هوازي شكمبه اي داشته باشد، حاصل واكنش 

PCR وي ژل آگارز دو قطعه متفاوت از نظر اندازه جفت بازها رقابتي ر
 1رقـابتي از ژل آگـارز    PCRلذا براي مشاهده محصولات . مي باشد
در . كه با اتيديوم برومايد رنگ آميزي شده بود، اسـتفاده گرديـد   درصد

 DNAروش استفاده از نمودار استاندارد بـراي بررسـي كمـي غلظـت     
هـدف و بانـد    DNAباند مربوط به قطعه  الگو نياز به مقايسه دانسيته

  .كنترل خارجي مي باشد
ــولات    ــرار دادن محص ــد از ق ــر PCRبع ــارآژل  ب ــام  زگ و انج

 فـزاز ا نرم الكتروفورز، از باندهاي ايجاد شده عكسبرداري شده و توسط
)Image J 1.38x  (National Institutes of Health, USA  آناليز

نـرم افـزار   جمعيت قارچهاي شكمبه با  اثر تيمارهاي مختلف بر. شدند
SAS )23(،  و با رويهGLM براي مقايسه ميـانگين هـا از   . تعيين شد

  .)>05/0p( درصد استفاده شد 5آزمون دانكن در سطح 
  

  نتايج و بحث
جفـت   191جفت بازي قارچ شـكمبه و   110تكثير قطعه  1شكل 

 2شكل  .دهدنشان مي  PCRباز توالي ژنومي فاژ لامبدا را در واكنش 
استخراج شده از محـيط كشـت    DNAرقابتي براي  PCRش نيز واكن

ج به دسـت آمـده از   نتاي .هاي بي هوازي شكمبه را نشان مي دهدقارچ
PCR  قارچ در محـيط   تعدادكه ) 3و شكل  2جدول ( نشان دادرقابتي

سـود نسـبت بـه    شده بـا   عمل آوريكشت حاوي كنجاله آفتابگردان 
قارچهاي  تعدادولي فرمالدئيد . )>05/0p( ايش يافتافز نمونه هاديگر 

درصـد   6/0، و اثـر  دادكـاهش   رابي هوازي شكمبه در محيط كشـت  
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درصـد   3/0قارچ در محيط كشت بـيش از  كميت  فرمالدئيد بر كاهش
عمـل  ديگر محققان نشان داد كـه  تحقيقات  ).>05/0p( فرمالدئيد بود

آنـزيم هـاي سـلولاز و    باعـث افـزايش فعاليـت    كاه جو با سـود   آوري
بيشـتر  و تجزيـه  تحريك رشد قارچهاي بـي هـوازي    وزايلاناز قارچها 

افزايش تعداد جايگاه هاي سود باعث . توسط قارچها مي شود اسوبستر
فعاليـت  و افـزايش  در دسترس براي حمله ميكروبـي بـر سـطح ذرات    

ر زايلاناز، افزايش جمعيت قارچهـا د ، 1، آويكلازكربوكسي متيل سلولاز
آزاد شـدن  ، )7(بهبـود تجزيـه شـكمبه اي     ،فاز جامد و مـايع شـكمبه  

باندهاي استري داخل ساختمان ديواره سلول، كاهش درگيري فيزيكي 
سلولز، محلول سازي همي سلولز و تركيبـات فنـولي ممانعـت كننـده،     

تسـهيل   آنزيمـي و  يا تبديل به قنـد شـدن   2افزايش ساكاريفيكاسيون
بيـان  محققـان   ).12(ديواره سلول مي شود  كلوني سازي ميكروبي در

با سود به دليل كـاهش همـي سـلولز، نقـش      NDFكه كاهش  ندكرد
تيمارهاي قليايي باعث . )22و  6( مهمي در افزايش هضم پذيري دارد

افزايش بخش محلول درحلال هـاي آلـي، كـاهش ميـزان ليگنـين و      
رابينـوزايلان  الياف نامحلول در شوينده خنثي شده، همچنين اين مواد آ

حل كرده و باعث افزايش نرخ تجزيه ماده خشك مي  سلولز را بيش از
آزاد شدن همي سلولز با سود باعث قابل دسترس تر شدن  ).16(شوند 

آن براي آنزيمها و در نتيجه افزايش راندمان بهره وري انرژي آن مـي  

، با برداشته شدن همي سـلولز و تـا حـدودي    از طرف ديگر، )14(شود 
يگنين، و كاهش مقدار همي سلولز به سلولز نتيجه مثبـت حاصـل در   ل

دسترس قرار گـرفتن سـلولز بـراي آنزيمهـاي ميكروارگانيسـم هـاي       
رشد فيلامنت ها به داخل  دليلبه  ي شكمبهقارچها. )5(است شكمبه 

و طيف وسيعي از آنزيم هاي خارج سـلولي بـا    كردهبافت گياهي نفوذ 
بـالاتر از  تقريبـا  توانايي تجزيه  كنند، بنابراين ميفعاليت بالا را ايجاد 

گـزارش  نيـز   محققـان  ).15( درصد ليگنين بافت گيـاهي را دارنـد   34
ــد،كرد ــدود  ن ــا  16ح ــرف    20ت ــين ظ ــزان ليگن ــد از مي روز  4درص

 24تـا   18انكوباسيون با قارچهاي شكمبه از بـين مـي رود و كـاهش    
وز انكوباســيون درصــدي ليگنــين در سوبســترا در طــول اولــين ســه ر

نشان داد، ليگنين در سـورگوم   ،)18( محققاننتايج ). 19( مشاهده شد
نشـده بـه    عمـل آوري شده با سود نسبت به مواد گيـاهي   عمل آوري

نتايج به دسـت آمـده نشـان داد كنجالـه     . محلول سازي مقاومتر است
قارچهاي بي هـوازي   و جمعيت رشد ،آفتابگردان غني شده با فرمالدئيد

اما در مـورد اثـر فرمالدئيـد بـر     . ه در محيط كشت را كاهش دادشكمب
. رشد و فعاليت قارچهاي بي هوازي شكمبه اطلاعات كمي وجـود دارد 

عمل آوري كنجالـه سـويا بـا    محققان گزارش كردند كه به طوري كه 
نيم درصد فرمالدئيد باعث كاهش هضم پذيري ماده خشك مي شـود  

)1 .(  
1 2    

  
قطعه رقابتگر يا   لامبدا فاژ تواليجفت بازي از  191و  قارچ هاي بي هوازي شكمبه 18S rDNAجفت بازي از توالي  110طعه تكثير ق - 1كلش

  كنترل خارجي
 

  
  هاي بي هوازي شكمبهاستخراج شده از محيط كشت قارچ DNAرقابتي براي  PCRنمونه اي از واكنش  - 2شكل 

  
  
 

                                                            
1- Aviclase 
2- Saccharification 
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  كنجاله آفتابگردان عمل آوري شده با سود و يا فرمالدئيد بي هوازي شكمبه در محيط كشت حاوي تغييرات كمي جمعيت قارچهاي  -2جدول 
در رقت هاي كنترل استاندارد ) Log T/C( رقابتي PCRنتايج                                     نمونه هاي آزمايشي

10-3  10-4 10-5 10-6 10-7

b 55/1-  b 25/1-  b 62/0- b24/0- b22/0 كنجاله آفتابگردان عمل آوري نشده  
a 51/1-  a 12/1-  a 57/0- a22/0- a26/0  كنجاله آفتابگردان عمل آوري شده با سود  
c 62/1-  c 36/1-  c 74/0  c30/0- c16/0  درصد فرمالدئيد  3/0كنجاله آفتابگردان عمل آوري شده با  
d 75/1-  d 44/1-  d 81/0  d39/0- d35/0-  درصد فرمالدئيد  6/0كنجاله آفتابگردان عمل آوري شده با  

02/0  04/0  03/0  02/0 01/0 SEM  
Log (T/C) : غلظت هاي اوليه لگاريتم نسبت شدتDNA  هدف بهDNA قطعه رقابتگر مي باشد.  

SEM : ،05/0( .وجود اختلاف معني دار آماري مي باشدحروف مشترك نشان دهنده عدم اختلاف و حروف غيرمشترك نشان دهنده ميانگين خطاي استانداردp<( .  
  

  
     يآزمايش يتيمارها

   شده با سود و يا فرمالدئيد عمل آوريجمعيت قارچهاي بي هوازي شكمبه در محيط كشت حاوي كنجاله آفتابگردان  - 3شكل 
 3/0 با شده عمل آوري؛ كنجاله آفتابگردان 3 سود، درصد  4شده با  عمل آوريابگردان ؛ كنجاله آفت2 )شاهد( نشده عمل آوري؛ كنجاله آفتابگردان 1: تيمارهاي آزمايشي شامل

  .درصد فرمالدئيد 6/0شده با  عمل آوري؛ كنجاله آفتابگردان 4درصد فرمالدئيد، 
 Log (T/C) : غلظت هاي اوليه لگاريتم نسبت شدتDNA  هدف بهDNA قطعه رقابتگر مي باشد.  

  
  نتيجه گيري 

مناسـب بـراي مقايسـه     يرقابتي مي توانـد روش ـ  PCR، بنابراين
نمونـه  توده زنده قارچ در محيط كشـت اختصاصـي حـاوي    جمعيت و 

نشـان داد  ، و نتايج حاصل از ايـن مطالعـه   مختلف آزمايشي باشد هاي

قارچهاي  تعدادافزايش  باعثكنجاله آفتابگردان با سود  عمل آوريكه 
 اثـر يـد در ايـن مـورد    ولـي فرمالدئ  شـده در محيط كشـت  ي بي هواز
كاهشـي  درصـد تـاثير    6/0و بين دو مقدار فرمالدئيـد،   داشتكاهشي 

  . داشت هاي بي هوازيقارچتعداد  بيشتري بر
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