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  بررسي تاثير جايگزيني كنجاله كلزا با كنجاله سويا بر جمعيت 
   رقابتيPCRي بي هوازي شكمبه با استفاده از روش ها قارچ

  
  5* محمد هادي سخاوتيو 4موسويهروي ، عليرضا 3، محسن دانش مسگران2، رضا ولي زاده1محمد رضا نصيري

  28/5/88 :تاريخ پذيرش    1/8/87:تاريخ دريافت
  

  چكيده
. ي بي هوازي شكمبه گاوهاي شـيري هلـشتاين ايـران بـود            ها   با كنجاله سويا بر جمعيت قارچ      كلزا از اين مطالعه بررسي تاثيرات جايگزيني كنجاله         هدف

 3: تعـدا (ي مورد استفاده محتـوي كنجالـه سـويا          ها  هجير.  روز پس از زايش انتخاب شدند      56 تا   5 راس گاو شيرده هلشتاين در طول مدت         6بدين منظور   
 بـار   2روزي  ي بسته در طول مدت اعمال جيره نگهداري و خوراك به صورت كاملا مخلوط               ها   در جايگاه  ها  گاو. دندبو)  رأس 3: تعدا(  كلزا و كنجاله ) رأس

عـه اسـتاندارد در     قط.  رقابتي استفاده گرديـد    PCRاز روش   اي    تحت تيمارهاي تغذيه  ي بي هوازي    ها  به منظور بررسي كمي جمعيت قارچ     . به آنها داده شد   
 انجـام و    PCR رقابتي از ژنوم فاژ لامبدا سنتز گرديد و تكثير همزمان با راندمان يكسان اين قطعه با قطعه كنترل استاندارد در يك واكنش                        PCRواكنش  

ي بـي هـوازي شـكمبه تحـت       هـا   از شدت نسبي باندهاي قطعه الگو و كنترل استاندارد به منظور بررسـي كمـي جمعيـت قـارچ                  . مورد ارزيابي قرار گرفت   
نتايج اين  . دن در قالب يك طرح كاملا تصادفي مورد بررسي قرار گرفت          GLM با روش    SASي حاصل با نرم افزار      ها  داده. ي مختلف استفاده گرديد   ها  جيره

 ±1 /87بـه ترتيـب     (ا با كنجالـه سـويا       ي بي هوازي شكمبه احتمالا تغييرات معني داري را در اثر جايگزيني كنجاله كلز             ها  مطالعه نشان داد جمعيت قارچ    
  .نشان ندادند ) ، واحد اختياري79/34 و 12/35
  

   رقابتيPCRي بي هوازي شكمبه، ها  كنجاله كلزا، كنجاله سويا، قارچ:ي كليديها واژه
 

          1   مقدمه
اكوسيستم ميكروبي شكمبه با هـضم مـواد كـم ارزش بـه       

بديل آن به منابع مورد     همچون مواد فيبري و ت    اي    لحاظ تغذيه 
 ي چرب غير فـرار نقـش      ها   اسيد از قبيل نياز نشخواركنندگان   

 كننـد   مـي  دام ايفـا  اي    ذيـه مهمي را در تـأمين نيازمنـديهاي تغ       
ي بـي هـوازي شـكمبه بـه عنـوان جـزء             ها  امروزه قارچ ). 10(

). 11 و   18( مهمي از فلور ميكروبي شكمبه شناخته شـده انـد         
 با تشكيل كلـوني بـر روي مـواد          ي بي هوازي شكمبه   ها  قارچ

ي هـضم كننـده     هـا   فيبري موجود در شـكمبه و توليـد آنـزيم         
باعث هضم اين مواد در مدت زمان مانـدگاري مـواد غـذائي             

                                                 
  مي گروه علوم دامي دانشگاه فردوسي مشهداعضاء هيأت عل -4 و 3، 2، 1
   دانشجوي دكتري ژنتيك گروه علوم دامي دانشگاه فردوسي مشهد-5

  Email: Hadisekhavati@gmail.com  :                      نويسنده مسئول-* 

از زمـان كـشف ايـن فلـور         ). 3و2( در اين محيط خواهند شد    
 تحقيقـات زيـادي در      1975ميكروبي توسـط ارپـين در سـال         

 همچون جيره، زمـان غـذا       ارتباط با تاثير فاكتورهاي خارجي    
هوازي  ي بي ها  دهي و تناوب غذا دهي بر روي جمعيت قارچ        

ــت  ــه اس ــام گرفت ــت   ). 14 و 7، 6( انج ــي جمعي ــي كم بررس
ي كـشت  هـا  ي بي هوازي شكمبه بـا اسـتفاده از روش  ها  قارچ

سنتي به خاطر سيكل زندگي منحصر به فرد اين دسته از فلور            
 متحــرك ميكروبــي شــكمبه كــه شــامل دو فــاز  جــداي     

و فاز تشكيل كلوني بسيار مشكل و زمان بـر و در            ) زئوسپور(
ئي كه بـر    ها  ، لذا روش  )12( بعضي موارد نيز غير ممكن است     

مبناي كشت اين فلور و شمارش زئوسپور و كلوني آنها باشد           
 ).7(به لحاظ كاربردي از اهميت چنداني برخوردار نمي باشد        

ي هــا پايــه تــواليي مولكــولي بــر هــا  بــا معرفــي روشامــروزه
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تـشخيص   18S rDNA همچـون تـوالي   DNA شـده  حفاظت
 در محيط شكمبه    ها  ين فلور ميكروبي و تغييرات جمعيت آن      ا

). 15( باشد  مي علاوه بر سادگي از دقت بالائي نيز بر خوردار        
ي شناخته شده در زمينه بررسـي كمـي فلـور           ها  يكي از روش  

عـلاوه بـر    ايـن روش    . باشـد   مي  رقابتي PCRميكروبي روش   
پلـي مـراز،    اي    واكـنش زنجيـره   دقت بالا به دليـل اسـتفاده از         

ي هـا  ن به لحاظ تجهيزات مورد استفاده نسبت به روش     همچني
 از Real-time PCRديگر مانند استفاده از شناسـاگر و روش  

اســاس ايــن روش ). 8(ي كمتــري برخــوردار اســتهــا هزينــه
لف به لحـاظ    ي مخت ها   با اندازه  DNAتكثير همزمان دو قطعه     

 PCRجفــت بــاز و آغازگرهــاي يكــسان، در يــك واكــنش  
 به عنوان PCRچنانچه اين دو قطعه در يك واكنش        . باشد مي

ي اوليه شـان بـر      ها  الگوي تكثير قرار بگيرند، بر اساس غلظت      
تـوان از روي      مـي   رقابـت كـرده و     PCRسر محتوي واكنش    

ي  اين دو قطعه بر رو     PCRي محصولات   ها  نسبت شدت باند  
 هدف را به طور نـسبي مـورد         DNAژل آگارز، غلظت اوليه     

ــرار داد   ــابي ق ــاران روش  ).19(ارزي ــخاوتي و همك  PCR س
ي بي هوازي   ها   را به منظور كمي سازي جمعيت قارچ       رقابتي

مـورد  اي  هم در شرايط آزمايشگاهي و هم در شرايط مزرعـه     
ين صـحت روش    ي ـدر اين مطالعـه تع    ). 16( بررسي قرار دادند  

PCR هـا   با اندازه گيري كيتين موجود در ديواره قارچ  رقابتي 
ي حاصـل از واكـنش     هـا   و بررسي رابطه تغييـرات آن بـا داده        

PCRانجام گرفت رقابتي  .  
 PCRدر ايــن مطالعــه ســعي شــد تــا بــا اســتفاده از روش  

ي ها  ي بي هوازي تحت جيره    ها   تغييرات جمعيت قارچ   رقابتي
 . زا مورد بررسي قرار گيردحاوي كنجاله سويا و كنجاله كل

  
  ها مواد و روش

  ي بي هوازيها كشت و خالص سازي قارچ
ي بـي هـوازي از      ها  به منظور كشت و خالص سازي قارچ      

ــال    ــوبلين در س ــوازي ج ــي ه ــتفاده 1981روش كــشت ب  اس
بدين منظور مايع شكمبه از يك رأس گاو شيري ). 9( گرديد

ي دانـشگاه   هلشتاين موجود در گاوداري دانـشكده كـشاورز       
ــده   ــا وزن زن ــشهد ب ــا خــوراك  545فردوســي م ــوگرم ب  كيل

 شـد و    هگرفت ـ)  علوفه به كنـستانتره    40 :60با نسبت   (اي    علوفه
پس از صاف كردن با يك لايه پارچه متقـال بـه عنـوان منبـع        
قارچ بي هوازي در روش كشت بـي هـوازي جـوبلين مـورد              

در  بـي هـوازي      يهـا   خالص سازي قارچ  . استفاده قرار گرفت  
 3 بار كـشت بـا مـدت زمـان           3محيط كشت محلول با تكرار      

بيوتيـك انجـام     روز در هر دوره كشت در محيط حاوي آنتي        
گرديد و پس از خالص سـازي، از محتويـات محـيط كـشت              

ــيليكاژل    ــدين س ــيانات گواني ــا روش ايزوتيوس ــالص ب ) 4(خ
  .  به عمل آمدDNAاستخراج 

 
  گيري از مايع شكمبه نمونه

در محــل گــاوداري دانــشكده كــشاورزي ايــن آزمــايش 
 رأس گــاو شــيري 6دانــشگاه فردوســي مــشهد بــا اســتفاده از 

 كيلو  560±4(وزن زنده با ميانگين   هلشتاين چند شكم زايش     
آزمايش در قالب يك طرح كاملاً تصادفي       .  انجام شد  ) گرم

 روز عادت پـذيري و      14 روزه شامل    50در يك دوره زماني     
ايان مدت دوره اعمال تيمار انجام      يك روز نمونه گيري در پ     

 جيـره   -2 جيـره حـاوي كنجالـه سـويا          -1 شامل   ها  تيمار. شد
نـشان   1تركيبات جيره در جـدول      . حاوي كنجاله كلزا بودند   

 روز از اعمال    50پس از گذشت مدت زمان      . داده شده است  
 6 ميلي ليتر مايع شكمبه از هر گاو در زمان           200تيمار مقادير   

رف خـوراك بـا اسـتفاده از پمـپ خـلاء       ساعت پـس از مـص     
 ميلـي   1 ،نمونـه  هـر از   DNAگرفته شد و به منظور استخراج       

  بـه طـور تـصادفي       مايع شـكمبه بـه همـراه ذرات غـذائي          ليتر
درجـه   -20 سـريعأ در دمـاي       هـا   نمونـه . )16 (انتخاب گرديد 

  .گراد منجمد گرديدند سانتي
  



  101                    1388 سال ،2شماره، 1 جلد دامي ايران،علوم پژوهشهاي مجله 

 

  
  شدهي اعمال ها  محتويات جيره.1جدول            

  2تيمار  1تيمار   
  %  ماده  خوراكي

  32  32  جو
  17  17  ذرت

  0  24  كنجاله سويا
  27  0  كنجاله كلزا

  8  8  كنجاله تخم پنبه
  5/6  5/6  تفاله مركبات

  5  8  سبوس
  3  3  پودر چربي

  4/0  4/0  آهك
  8/0  8/0  مكمل معدني و ويتاميني

  3/0  3/0  نمك
  100  100  جمع

      
       PCR ام واكنشو انج DNA  استخراج

 بـا   ي خـالص قـارچ    هـا    وكـشت  ي مايع شكمبه  ها  از نمونه 
ــيليكا ژل   ــدين س ــيانات گواني ــتخراج )  7(روش ايزوتيوس اس

DNA         به عمل آمد و كميت و كيفيت DNA     به دست آمـده 
با استفاده از ژل آگارز و دستگاه اسپكتروفتومتر اندازه گيري          

 كــشت  اســتخراج شــده از محــيطDNA  از.)1شــكل  (شــد
 رقـابتي و از     PCRخالص قارچ به منظور بهينه سازي واكنش        

DNA               بدست آمده از مايع شـكمبه بـه منظـور كمـي سـازي 
ي آزمايـشي   هـا   ي بـي هـوازي تحـت تيمـار        هـا   جمعيت قارچ 
 .استفاده گرديد

 بــه نــام PCR از كيــت ليــوفليزه شــده PCRبــراي انجــام 
Gene Pak PCR Universal   محـصول شـركت Iso Gene 

كــه در )  GAF(غــازگر اختــصاصي و و يــك جفــت آمــسك
  .)7(شود، استفاده گرديد  مي مشاهده2جدول شماره 

: باشـد كـه شـامل       مـي   ميكروليتـر  25حجم نهائي واكنش    
 100  تـا     50 استخراج شـده بـا غلظـت         DNAيك ميكروليتر   

امول  پيك ـ 5نانوگرم، سه ميكروليتر مخلوط آغازگر با غلظت        
 بـا غلظـت   10X  ، MgCl2ليتر بافر ميكرو  5/2بر ميكروليتر، 

 واحـد   1،   ميكرو مـول   200 با غلضت    dNTPميلي مول،    5/2
  وهشت ميكروليتر آب دوبار تقطير Taqبين المللي از آنزيم 

 از دســتگاه ترموســايكلر مــدل PCRبــراي انجــام .  بــودشــده
برنامه حرارتـي مـورد     .  استفاده شد  Biometra شركت   2000

 بـه   Cº 95 با دماي واسرشت اوليه        يك مرحله : استفاده شامل 
 به مـدت   Cº 94 مرحله با دماي واسرشت 40 دقيقه،  4مدت 

 ثانيـه و  دمـاي     30 بـه مـدت      Cº 57يك دقيقه، دماي اتـصال      
صـحت قطعـه بدسـت      .  به مدت يك دقيقه بـود      Cº 72تكثير  

 بـا  درصـد    5/1بـر روي ژل آگـارز         PCRآمده از محـصول     
 با ولتاژ   M 100 نشانگر وزني    رنگ آميزي اتيديوم برومايد و    

  . دقيقه مورد تأئيد قرار گرفت20 به مدت )2شكل( ولت80
  

  ساخت قطعه كنترل استاندارد

بــه منظــور ســنتز قطعــه كنتــرل اســتاندارد از يــك جفــت  
 كــه داراي تــوالي آغــازگر overhangآغــازگر بــه صــورت 

GAF    ايــن .  در دو انتهــاي خــودش بــود اســتفاده گرديــد
قطعــه كنتــرل اســتاندارد را از ، PCRكــنش  در واهــاآغازگر

 و ايـن قطعـه پـس از         نـد  فـاژ لامبـدا تكثيـر كرد       DNAتوالي  
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 Diatom DNAخالص سـازي از روي ژل بـه وسـيله كيـت     

Elution محصول شركت Iso Gene مسكو به عنوان رقابتگر 
تـوالي  .  رقابتي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت         PCRدر واكنش   

 د اسـتاندار  اخت قطعـه كنتـرل    آغازگر مورد استفاده بـراي س ـ     
)LaGAF  ( شود  مي مشاهده2در جدول.  

  
  PCRآغاز گرهاي مورد استفاده به منظور انجام واكنش .  2جدول 

  گونه ميكروبي

  قارچ بي هوازي
GAF1:5´-GAG GAA GTA AAA GTC GTA ACA AGG TTT C-3´ 
GAF2:5´-CAA ATT CAC AAA GGG TAGG ATG ATT T-3´ 

  فاژ لامبدا
LaGAF1:5´- gag gaa gta aaa gtc gta aca agg ttt c GAA GTT CGC AGA ATC GTA TGT G-3´ 
LaGAF2:5´- caa att cac aaa ggg tag gat gat tt .GCT GTG GAC ATA GTT AAT CCG-3´ 

  
ــته  ــوالي رش ــوالي reverse و forwardت ــا ت ــاژ DNA ب  ف

ــماره   ــد شـ ــدا از نوكلئوتيـ -46819  و 46775-46707لامبـ
 (NC-1416)1 با شماره بانك اطلاعاتي بيوتكنولـوژي      46912

 به منظور تكثير قطعـه      PCRبراي انجام   . )13 (باشد  مكمل مي 
 شـركت   2000كنترل استاندارد از دستگاه ترموسايكلر مـدل        

Biometra  برنامه حرارتي مورد اسـتفاده شـامل      .  استفاده شد :
 دقيقـه،    4 به مدت    Cº 95يك مرحله با دماي واسرشت اوليه         

 بـه مـدت يـك دقيقـه،      Cº 94 مرحله با دماي واسرشـت  35
 بـه   Cº 72 ثانيه، دماي تكثيـر      30 به مدت    Cº 56دماي اتصال   

مدت يك دقيقه و در انتها يك مرحله تكثير نهـائي بـا دمـاي               
Cº 72    صـحت قطعـه بدسـت آمـده از         .  دقيقه بـود   5 به مدت

ميزي  رنگ آ  با درصد   5/1 بر روي ژل آگارز      PCRمحصول  
 ولـت بـه     80 با ولتـاژ     M 100اتيديوم برومايد و نشانگر وزني      

  .)2شكل  ( دقيقه مورد تأئيد قرار گرفت20مدت 
  

   رقابتي PCRبررسي كمي نتايج 
 رقابتي به وسيله نرم افـزار       PCRبررسي كمي محصولات    

ي هـا    انجـام گرفـت و داده  1.38X Image Jتحليلگر تصوير
 در GLMبــا روش ) SAS )17 حاصــل بــه وســيله نــرم افــزار

                                                 
1 - NCBI 

قالب يك طرح كاملأ تصادفي به همـراه آنـاليز كوواريـانس            
  . )16و 13 (انجام پذيرفت

  
   نتايج

 ژنـومي از    DNAبا استفاده از روش تيوسيانات سيليكاژل       
محيط كشت خالص و همچنين مايع شكمبه استخراج گرديد         

قطعـه  ) GAF(با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي    ). 1شكل(
ي بـي   هـا    جفـت بـاز از ژنـوم قـارچ         110 انتظار با طـول      دمور

نيـز  ) 7(هوازي شكمبه كه قبلا در مطالعه دنمـن و همكـاران            
ــود، بدســت آمــد  ــرل . )2شــكل  (بدســت آمــده ب قطعــه كنت

 جفـــت بـــاز بـــا اســـتفاده از    191 بـــا انـــدازه  داســـتاندار
  ).2شكل(نيز بدست آمد   LaGAFآغازگرهاي

  

  
و محيط كشت  ) I(مايع شكمبه  استخراج شده از DNA. 1شكل 

   )II(اختصاصي 
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براي اطمينـان از يكـسان بـودن رانـدمان تكثيـر دو قطعـه               
 رقــابتي، PCRكنتــرل اســتاندارد و قطعــه الگــو در واكــنش 

 رقـابتي  PCRهاي كمي حاصل از واكـنش        هرابطه خطي داد  
). 3شـكل   (در نمونه كشت خالص مورد بررسي قرار گرفـت        

 DNAرابطه خطي در تكثير همزمـان قطعـه الگـو در نمونـه              

بـا قطعـه    ) رت ـ نانوگرم بر ميكرولي   55(خالص قارچ بي هوازي     
 داراي شيب خطي معادل     PCR استاندارد در واكنش     لكنتر

 بود كه اين امر نشان دهنـده        97/0 (R2) و  ضريب تعيين    58/0
 باشـد   مـي   رقـابتي  PCRراندمان تكثيـر يكـسان در واكـنش         

  . )3شكل (
  

  

  
  ) .  جفت بازي191(و توالي فاژ لامبدا )  جفت بازي110قطعه ( قارچهاي بي هوازي شكمبه 18S rDNA توالي PCRمحصولات حاصل از . 2شكل 

  

  
  .  الگو و كنترل استانداردDNAيكساني راندمان تكثير همزمان قطعه . 3شكل 

  
ه تحليل آماري الگوهـاي درجـه اول ،درجـه دوم و درج ـ     

 رقـابتي و    PCRي انتخاب شده در واكـنش       ها  سوم بين رقت  
ي مربـوط بـه مـايع شـكمبه         هـا   شدت باند قطعه الگو در نمونه     

معني داري الگوي درجه اول و درجه سوم را در سطح معنـي      
  ).3جدول (نشان داددرصد  5داري 
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ي ها  رقابتي و شدت باند قطعه الگو در نمونهPCRي انتخاب شده در واكنش ها تحليل آماري الگوهاي درجه اول ،درجه دوم و درجه سوم بين رقت. 3جدول 

  مربوط به مايع شكمبه
  Pr<F  ميانگين مجذور مربعات  مجذور مربعات  درجه آزادي  مقايسه

  0001/0  3420/95695  3420/95695  1  درجه اول
  7762/0  7900/26  7900/26  1  درجه دوم
  0104/0  4464/3111  4464/3111  1  درجه سوم

  
معني دار بودن الگوي درجـه اول حـاكي از آن بـود كـه               

 رقابتي همچنان كه در نمونه مربـوط بـه كـشت            PCRروش  
 الگـو و كنتـرل اسـتاندارد        DNAخالص در تكثير دو قطعـه       

ي مربـوط بـه مـايع       هـا   راندمان يكساني داشته است، در نمونه     
 ير براي دو قطعه مـذكور     ثشكمبه نيز همانند بودن راندمان تك     

در ارتباط با معني دار شـدن الگـوي درجـه           . حفظ شده است  
 10-5 و 1چنــين نتيجــه گرفــت كــه دو رقــت تــوان   مــيســوم

ي هـا   چگونگي تغييـرات قـارچ    ارتباط با    در   ياطلاعات مفيد 
ي بدسـت   هـا    را با توجه به شـدت بانـد        ها  بي هوازي در نمونه   

ــابراين   ــداده و بن  آمــده از دو قطعــه مــورد نظــر در واكــنش ن
 رقـابتي ايـن دو رقـت را حـذف         PCRتـوان در واكـنش       مي

  ).4شكل (  رقت انجام داد4كرده و واكنش را با 
پـس از اطمينـان از رانـدمان يكـسان تكثيـر قطعـه كنتـرل        

 PCRاستاندارد و قطعه الگو و در واقع آزمون صحت روش           
ي مربـوط   ها   در مرحله بعد به آناليز داده      ،)4 و 3شكل (رقابتي

 ها  نتايج آناليز اين داده   . يع شكمبه پرداخته شد   ي ما ها  به نمونه 
تفاوت معني داري را بين تيمار حاوي كنجالـه سـويا و تيمـار              

  ).5شكل (حاوي كنجاله كلزا نشان ندادند
  

  
ي مختلف از كنترل استاندارد و ميانگين ها رابطه خطي بين رقت. 4شكل 

نقطه هر . ي مايع شكمبهها  الگو نمونهDNA  بهشدت باند مربوط
  .باشد  مي رقابتيPCR واكنش 18نشانگر ميانگين مربوط به 

 
 (CM)لزا و جيره حاوي كنجاله ك (SBN)ي بي هوازي تغذيه شده با دو جيره حاوي كنجاله سويا ها مقايسه جمعيت قارچ. 5شكل 
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  نتيجه گيري

ي بـي هـوازي شـكمبه       ها  در ارتباط با نحوه تغييرات قارچ     
 در اين مطالعه تفـاوت معنـي داري         ي آزمايشي ها  تحت جيره 

ي بي هوازي مشاهده نشد، ايـن در حـالي          ها  در جمعيت قارچ  
ــود كــه داده ــابتي يــك PCRي حاصــل از واكــنش هــا ب  رق

ي بي هوازي تحت تيمار كلـزا   ها  كاهش جزئي در رشد قارچ    
اين كاهش احتمالا در اثر وجـود مـواد         ). 5شكل  (نشان دادند 
نولات كه در كنجاله كلزا بـه     از جمله گلوكوزي  اي    ضد تغذيه 
اين در حالي است كه مطالعـات       . باشد  مي شود  مي وفور يافت 

را بر رشد فلور ميكروبـي      اي    قبلي تاثير اين فاكتور ضد تغذيه     
نـشان  اي  و حتي اثـر سـمي ايـن مـاده را بـر حيوانـات مزرعـه              

 ).1 و5(ميدهند
با توجه به قيمت بالاتر كنجاله سويا به عنوان يك مكمـل          

وتئينـي نــسبت بــه كنجالــه كلــزا در بازارهــاي كــشور، و از  پر
ي بي هوازي شكمبه در تامين نيازهـاي        ها  طرفي اهميت قارچ  

دام نتـايج ايـن مطالعـه در زمينـه بررسـي چگـونگي              اي    تغذيه
ي بي هوازي در جـايگزيني كنجالـه    ها  يرات جمعيت قارچ  يتغ

ه كلزا با كنجالـه سـويا نـشان داد جـايگزيني كنجالـه كلـزا ب ـ               
قيمت نسبت به كنجاله سـويا       عنوان يك  منبع پروتئيني ارزان     

ي بي هوازي شـكمبه     ها  اثر معني داري بر روي جمعيت قارچ      
فعاليـت و    در ارتباط با     بنابراين استفاده از اين كنجاله    . نداشت

 در محـيط شـكمبه در ايـن مطالعـه محـدود             هـا   جمعيت قارچ 
  .كننده نبود

  
  تشكر و قدر داني
هاي جـانبي،    كاربرد بهينه مصرف فرآورده  از قطب علمي  

هـاي    كشاورزي در تغذيه دام، منطقه خراسان كه كليه هزينـه         
مربوط به اين طرح تحقيقاتي را تقبل فرمودند كمال تشكر و            

  .قدرداني را خواستاريم
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Effect of diets containing soybean meal or canola meal on anaerobic fungal 

population in rumen using quantitative competitive PCR.  
 

M. R. Nassiri, R. Valizadeh, M. Danesh Mesgaran, A. R. Heravi Moussavi and M. H. Sekhavati*1 
 

Abstract 
The aim of this study was to evaluate the effect of substitution of soybean meal with canola meal and measure its effects on 
rumen anaerobic fungal population in lactation Iranian of Holstein cows. From d 5 to 56 postpartum, cows were fed diets that 
were isoenergetic containing soybean meal (SBM; n = 3) or canola meal (CM; n = 3). Cows were housed in tie stalls and fed 
TMR two times a day. Competitive PCR technique was used to evaluate quantitative difference of anaerobic fungal 
population within the rumen under the dietary groups. Universal primers were used to amplify a specific region of the rRNA 
locus from anaerobic rumen fungi. Standard control DNA was constructed for use in the competitive PCR and was shown to 
amplify under the same reaction condition and with the same amplification efficiency as the target DNA. The relative 
intensities of PCR products were used to compare variety of fungal population under fed treatments. The signal intensity was 
quantified by ImageJ 1.29x and expressed in arbitrary units. The data was analyzed using the GLM procedure of SAS for a 
completely randomized design. The rumen fungal population was not impacted by diet but numerically was decreased in the 
CM compare with the SBM diet (34.79 and 35.12 ± 1.87 arbitrary units, respectively). The results of this study demonstrated 
that substituting soybean meal with canola meal in the early lactation cows had no apparent effect on the fungal population. 
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