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در اوایل  یریگاو ش رهیج کاتیون -آنیون  اختلافو  یونیاثر منبع کات

شکمبه  میکروبیجمعیت ای، تولید گاز متان و قابلیت هضم شکمبه برشیردهی 

 رقابتیای پلیمراز واکنش زنجیره به روش
 

 2، محمد باقر منتظر تربتی*2، سید احسان غیاثی1دار برآبادی یاسر فیض
 

 ، بیرجند، ایران،لوم دامی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه بیرجنددانشجوی دکترای ع -1

 ، بیرجند، ایران.استادیار بخش علوم دامی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه بیرجند -2

11/1/1931: تاریخ دریافت 1/1/1931: تاریخ پذیرش   

 چکیده

ها، گاوهای شیری بر جمعیت پروتوزوآها، متانوژن( DCAD) جیره کاتیون-آنیون  توازنهدف از انجام این پژوهش برررسی اثر منبع و 

ها از برای شمارش جمعیت پروتوزوآها و متانوژنبود.  یغلظت نیتروژن آمونیاکی، گاز متان و قابلیت هضم ماده خشک در شرایط آزمایشگاه

کیلوگرم وزن بدن،  015یردهی با میانگینگاو شیری در اوایل ش ایبر این طرحرقابتی استفاده شد. (PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره تکنیک

 DCAD (meq/kgDMثرها شامل ؤانجام شد. عوامل م 9×2×2 در قالب آزمایش فاکتوریلکیلوگرم   90ماهگی و تولید روزانه  20سن 

نیزیمی )اکسید (( و منابع مKCS( و کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات )KC+(، منابع پتاسیمی )کربنات پتاسیم بدون آب)905+ و 205+، 105

 دار نبود. در همه تیمارها افزایشاثر تیمارهای آزمایشی بر غلظت نیتروژن آمونیاکی معنی (( بود.MC( و کربنات منیزیم )MOمنیزیم )

DCAD جمعیت متان، قابلیت هضم ماده خشکگاز اثر تیمارهای آزمایشی بر تولید  .شد در شکمبه نیتروژن آمونیاکی غلظت باعث کاهش ،

والان تأمین شده از دومنبع اکی+ میلیDCAD 205تیمار حاوی نتایج پژوهش حاضر نشان داد که دار بود. معنی هاو متانوژنها توزوآپرو

ها، تولید متان و افزایش قابلیت هضم ماده خشک باعث کاهش جمعیت پروتوزوآ، متانوژنکربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات و کربنات منیزیم 

منابع کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات رسد که بنظر می+ مشاهده نشد، 905+ و DCAD 205 بین داره به اینکه اختلاف معنیبا توج می شود.

والان از طریق بهبود شرایط بافری شکمبه باعث بهبود پارامترهای اکی+ میلی205کاتیون جیره  –و کربنات منیزیم به همراه سطح تعادل آنیون 

 مناسبی در جیره گاوهای شیری هستند.  های این دو منبع احتمالاً مکمل شود. بنابراینای میتخمیر شکمبه

 

 رقابتی PCR، نیتروژن آمونیاکیقابلیت هضم، متان،  ،جمعیت میکروبی کلمات کلیدی:
 نویسنده مسئول:سید احسان غیاثی *

  ایران.-آدرس: گروه علوم دامی، دانشکده کشاورزی ، دانشگاه بیرجند، بیرجند
 s.e.ghiasi@birjand.ac.ir :پست الکترونیک
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 مقدمه

و  اثرات متقابل آنها شکمبه، یها مطالعه میکروارگانیسم

های مختلف زیستی در میزان وابستگی آنها با سیستم

های اخیر به طور چشمگیری افزایش یافته است سال

رکنندگان موجوداتی هستند که رابطه نشخوا (.91)

های شکمبه دارند. با  همزیستی قابل توجهی با میکروب

توسط  توجه به اینکه بازده استفاده از جیره

های شکمبه یکسان نیست؛ بنابراین میکروارگانیسم

ها  بررسی عوامل مؤثر بر رشد و تغییر این یکروارگانیسم

ای بر روی ذیههای تغو همچنین بررسی تأثیر دستکاری

ای برخوردار های میکروبی شکمبه از اهمیت ویژهگروه

 . (9)باشد می

های شکمبه به پنج دسته به طور کلی میکروارگانیسم

ها تقسیم  ها و باکتریها، پروتوزوآ، فاژها، آرکقارچ

هستند و  هاها جزء حوزه آرکی متانوژن. دنشو بندی می

. متفاوتندها ا و قارچبه لحاظ فیلوژنتیکی با پروتوزوآه

درصد از فلور میکروبی شکمبه را  4تا  2در حدود 

هایی که ند. متانوژنه اها به خود اختصاص دادمتانوژن

تنها به چند جنس و شده اند از محتویات شکمبه کشت 

ها خارج از گونه تعلق دارند؛ در حالی که متانوژن

 بندی جنس و صدها گونه طبقه 29محیط شکمبه به 

هایی (. پروتوزوآها اولین میکروارگانیسم22)شوند می

بودند که به علت اندازه و فعالیت قابل توجه در شکمبه 

ها در شکمبه کشف شدند. پروتوزوآها همانند باکتری

امروزه  (.1)داران هستند  جزء مژک بوده و هوازیبی

های شکمبه های مختلفی برای شمارش باکتریروش

 شود.استفاده می

های شناخته شده در بررسی کمی کی از روشی

 رقابتی  PCRاکوسیستم میکروبی شکمبه کنیک 

رقابتی کمی شامل تکثیر  PCRتکنیک  باشد.می

هدف به همراه مقادیر  DNAهمزمان یک قطعه از 

باشد؛ چنانچه این دو قطعه رقیب می DNAمشخصی از 

به عنوان الگوی تکثیر قرار  PCRدر یک واکنش 

های اولیه بر سر محتوی واکنش بر اساس غلظت بگیرند،

PCR توان از روی نسبت کنند. بنابراین میرقابت می

این دو قطعه بر روی  PCRشدت باندهای محصولات 

هدف را به طور نسبی  DNAژل آگارز، غلظت اولیه 

 PCRاگر چه تکنیک  (.22مورد ارزیابی قرار داد)

بسامد استفاده از و  قابتی نسبتاً پیچیده است ولی صحتر

های کمی وحتی دیگر تکنیکدر مطالعات بیشتر از  آن

(. 94گزارش شده است )  Real- time PCRبیشتر از

رقابتی برای  PCR( از تکنیک 23و همکاران ) سخاوتی

های مرتبط با دستگاه بسیاری از میکروارگانیسمشمارش 

 گوارش نشخوارکنندگان استفاده کردند. 

شامل تفاوت  (DCAD) کاتیون جیره -اختلاف آنیون 

. اختلاف باشد های ثابت جیره می ها و آنیون بین کاتیون

های خاص سهم بیشتری بر  ها و کاتیون بین آنیون

عملکرد فیزیولوژیکی دام نسبت به اثر انفرادی آنها دارد 

نرمال در ارتباط  DCADهایی با  (. استفاده از جیره2)

دام بوده و از دیر باز  وری مستقیم با عملکرد و بهره

(. 15مورد توجه متخصصان تغذیه دام قرار گرفته است )

کاتیون جیره، با تقویت  –دستکاری اختلاف آنیون 

کربنات خون و سیستم بافری بدن در خنثی نمودن  بی

اسید حاصل از سوخت و ساز مواد غذایی مؤثر بوده و 

هیو و داشت. افزایش تولید شیر را بدنبال خواهد 

( 19چان و همکاران ) و همچنین (25مکاران )ه

 DCAD گزارش کردند که گاوها در اوایل شیردهی

بالاتری نسبت به اواخر شیر دهی نیاز دارند. کاربونو و 

( نیز بیان کردند که مصرف ماده خشک 14همکاران )

به در گاوهای دوره انتقال  DCADاز طریق کاهش 

ن و همکاران یابد. هاریسو داری کاهش می طور معنی

در اوایل شیردهی  DCAD( بیان کردند که افزایش 13)

باعث بهبود عملکر شکمبه، افزایش قابلیت هضم ماده 

شود. خشک و در نتیجه افزایش مصرف ماده خشک می
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تواند از طریق منابع کاتیونی می DCADبنابراین افزایش 

گذار باشد؛ لذا های شکمبه تأثیربر روی میکروارگانیسم

 DCADو  یونیاثر منبع کاتن تحقیق به منظور بررسی ای

ای، تولید گاز قابلیت هضم شکمبه بر یریگاو ش رهیج

های شکمبه به متان و جمعیت پروتوزواها و متانوژن

 . شدانجام رقابتی در شرایط آزمایشگاهی  PCRروش 

 هامواد و روش

 تیمارهای آزمایشی ترکیب جیره و

آوری مللایع  زجمللله جمللعمراحللل میللدانی ایللن تحقیللق ا

در واحللد داموللروری   1930شللکمبه در شللهریور سللال  

  دانشلللکده کشلللاورزی دانشلللگاه بیرجنلللد و تجزیللله    

هللللای تغذیلللله و  آزمایشللللگاهی آن در آزمایشللللگاه 

ابتلدا  . میکروبیولوژی دام همین دانشلکده انجلام گرفلت   

های آزمایشی بر اساس احتیاجلات گلاو شلیری بله     جیره

( تنظلیم شلد و   22) NRCنویسلی  وسیله نرم افزار جیلره  

هللای آزمایشللی بللا آسللیاب و غربللال یللک  سللوس نمونلله

غلظت عناصر معلدنی ملوثر در    متری آسیاب شدند. میلی

و بللا اسللتفاده از   AOAC (2)بللا روش  DCADفرمللول 

دسلللتگاه جلللذب اتملللی بلللرای کلللاتیون هلللا، و روش   

گراویمتللللللری بللللللرای کلللللللر و گللللللوگرد و روش 

ر جیره پایه اندازه گیلری  اسوکتروفوتومتری برای فسفر د

بر اساس  کاتیون جیره –در مرحله بعد توازن آنیون شد. 

و منابع کلاتیونی بلر اسلاس      ( محاسبه گردید11معادله )

احتیاجات گاوهای شیری به جیره پایه اضلافه شلد تلا بله     

. ترکیلب جیلره پایله و    برسلد ملورد نظلر    DCADسطح 

ه اسلت.  ( نشان داده شد1تیمارهای آزمایش در جدول )

هر تیمار شامل یک سطح منبع مکملل پتاسلیمی و یلک    

. در همله تیمارهلا نسلبت    بلود  سطح منبع مکمل منیزیمی

در نظلر گرفتله شلد.     2/4پتاسیم به منیزیم به طلور ثابلت   

والان بلر   اکی + میلی115کاتیون جیره پایه -تعادل آنیون 

هللا  کیلللوگرم مللاده خشللک بللود. در مرحللله دوم نمللک 

، کربنات پتاسیم (kc) ت پتاسیم بدون آبکاتیونی کربنا

و ( mo) ، اکسلللید منیلللزیم  (kcs)سسلللکوئی هیلللدرات

به عنوان درصدی از جیره به جیره  (mc) کربنات منیزیم

کلاتیون ملورد    –پایه اضافه شد تا به سطح تعادل آنیلون  

 –نظر برسیم. هر تیمار شامل یک سطح اخلتلاف آنیلون   

منبللع مکمللل   +( و یللک905+ و 205+، 105کللاتیون )

پتاسللیمی)کربنات پتاسللیم بللدون آب، کربنللات پتاسللیم  

سسکوئی هیدرات( و یک منبع مکمل منیزیمی )اکسلید  

 . منیزیم ، کربنات منیزیم( بود

(mEq/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg)

(g/kg) (g/kg) (g/kg)

DCAD =(Na /0.023+k /0.039+0.15Ca /0.020+0.15Mg /0.012)

-(Cl /0.035+0.2S /0.016+0.3P /0.017)
 (1معادله)

   

 

 و آزمایش تولید گاز نمونه گیری از مایع شکمبه

ورزی این آزمایش در واحد داموروری دانشکده کشا

منبع و  اثرات بررسی منظور دانشگاه بیرجند انجام شد. به 

های گاو شیری برفراسنجه کاتیون جیره –توازن آنیون 

پذیری ماده ای، تولید گاز متان و تجزیهتخمیر شکمبه

خشک از آزمایش تولید گاز به روش نیمه اتوماتیک با 

 .(11،0ران برای هر آزمایش استفاده شد ) 2تکرار و  10

 9در این روش ابتدا مایع شکبه قبل از تغذیه صبح از 

 015در اوایل شیردهی با میانگین رأس گاو هلشتاین

 90ماهگی و تولید روزانه  20کیلوگرم وزن بدن، سن 

دارای فیستولای شکمبه واقع در واحد کیلوگرم 

داموروری دانشکده کشاورزی بیرجند به وسیله پمپ 

به جمع آوری شد. خلاء از طریق فیستولای شکم

محتویات شکمبه به وسیله چهار لایه پارچه متقال صاف 
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هوازی درون بطری داخل شد و سوس به صورت بی

درجه قرار داده شد و  93حاوی آب گرم   فلاسک عایق

شد. جهت اطمینان از  منتقلبلافاصله به آزمایشگاه 

ی دهوازی بودن مایع شکمبه صاف شده گاز  بی

مداوم به آن تزریق شد و قبل از  به طور کربناکسید

 93استفاده جهت انکوباسیون در حمام آب گرم )

های کاتیونی به عنوان درجه( قرار گرفت. مکمل

های میکرولیتری به درصدی از جیره به شکل محلول

میلی گرم نمونه ماده  055ها اضافه شد، سوس شیشه

میلی لیتر مخلوط مایع شکمبه و بزاق  05خشک و

قسمت  2قسمت مایع شکمبه و  1به نسبت مصنوعی 

هوازی میلی لیتری بی 125های  بزاق مصنوعی در شیشه

 ریخته شد و در دستگاه انکوباتورقرار داده شد.

حقیقی،  هضم شده خشک ماده گیری اندازه برای

 و کشت محیط از تولیدی متان میزان غلظت نیتروژن و

 تکرار سه با Batch cultureشیوه  به گاز تولید شرایط

شد. برای تعیین غلظت  استفاده فراسنجه هر برای

  22و  41، 24، 12های نیتروژن آمونیاکی در زمان

(. علاوه بر 12گیری از محیط کشت بعمل آمد )نمونه

 41، 24، 12های گیری گاز متان در زماناین برای اندازه

گاز تولید شده در فضای فوقانی گیری از نمونه 22و 

بدین منظور گاز متان  .کشت بعمل آمدشیشه های 

برداری شد و توسط های ایزوله نمونهتوسط سرنگ

سیستم الکترونیکی مجهز به حسگر استاندارد گاز متان، 

پذیری ظاهری ماده غلظت گاز مذکور تعیین شد. تجزیه

  125و  22، 41، 24، 12های  خشک در زمان

 (. 0گیری شد )اندازه

 رقابتی  PCRساخت رقیب وانجام 
در ها پروتوزوآها و متانوژنبرای شمارش جمعیت 

گیری از از آغاز انکوباسیون نمونه 24و  12های زمان

ها به وسیله پارچه صافی با محیط کشت بعمل آمد. نمونه

میکرومتر و پمپ خلاء صاف شدند و  05قطر حفرات 

گراد نگهداری شدند. درجه سانتی -25در دمای 

های مایع شکمبه مطابق روش ونهاز نم DNAاستخراج 

(RBB+C) پس از (99)با اندکی تغییرات انجام شد .

استخراج  DNAتعیین کیفیت برای  DNAاستخراج 

شده از روش اسوکتروفتومتری و از دستگاه نانودرآپ 

جهت  ( استفاده شد.EPPNDAROF V.2000)مدل 

ها ابتا دستگاه نمونه DNAگیری غلظت و کیفیت  اندازه

کالیبره شد. سوس به وسیله  TEمایکرولیتر بافر  2 با

 2دستمال مخصوص الکترودهای دستگاه تمیز شد و 

رقیق شده  TEکه با بافر  DNA یهامایکرولیتر از نمونه

بود بر روی الکترود ثابت ریخته شد تا در معرض طول 

نانومتر( قرار  215و  225های تولیدی دستگاه )موج

دو طول موج عبوری از  بگیرد. نسبت جذب بین این

DNA  استخراج شده، برآوردی از خلوصDNA  

 DNAها در باشد. نسبت جذب این طول موجمی

  1/1است که مقادیر کمتر از  2تا  1/1خالص بین 

تواند نشان دهنده آلودگی پروتئینی و مقادیر بیشتر می

 ها باشد.در نمونه RNAنشان دهنده وجود  2از

ای موجود در مایع شکمبه از هبرای شمارش باکتری

DNA ها استفاده شد. بدین روش که موجود در نمونه

استخراج شده تهیه  DNAهای دهدهی از نمونه رقت

. شدانجام  PCRگردید و برای هر یک از آنها واکنش 

های دهدهی به طور متوالی رقیق در مرحله بعد این رقت

ه استخراج شد DNAهای حاصل به همراه گردید. رقت

از مایع شکمبه به طور همزمان تکثیر شدند. مشخصات 

( نشان داده 2در جدول ) ،آغازگرهای مورد استفاده

رقابتی از ژل  PCRشده است. برای مشاهده محصولات 

آمیزی آگارز یک درصد که با اتیدیوم بروماید رنگ

شده بود، استفاده گردید. برای ساختن ژل آگارز یک 

 155آگارز وزن شد و با  درصد ابتدا یک گرم پودر

مخلوط شد. سوس محلول فوق TBE (1X) لیتر بافرمیلی

حرارت داده شد تا پودر آگارز در آن حل شود و 
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محلول شفاف بدست آید. پس از سرد شدن محلول 

مایکرولیتر اتیدیوم بروماید به آن اضافه شد. شانه  2فوق 

مورد نظر داخل سینی تهیه ژل قرار گرفت و پس از 

ها ن ژل شانه به آرامی از آن خارج شد تا چاهکبست

ایجاد شود. در مرحله  PCRبرای بارگذاری محصول 

مایکرولیتر بافر  2با  PCR مایکرولیتر محصول 1بعد 

بارگذاری ژل )حاوی گلیسرول و بروموفنول( ترکیب 

های ایجاد شده بر روی ژل ریخته شد. شد و در چاهک

قرار گرفت و در سوس ژل داخل تانک الکتروفورز 

یخته شد تا سطح رTBE (1X) تانک الکتروفورز بافر

 ژل را به طور کامل بووشاند و ژل داخل تانک 

  ور شد.غوطه

 DNAها بر روی ژل مارکر در طی بارگذاری نمونه

ای در چاهک جداگانه PCR )لدر( در مشابه محصول

 DNAافزوده شد. این مارکر حاوی قطعاتی از مولکول 

باشدکه برای تخمین وزن های مشخص میبا وزن

گیرد. برای مورد استفاده قرار می DNAهای مولکول

از دستگاه ترانس  DNAمشاهده کیفیت باندهای 

تصاویر بدست آمده با استفاده از  لومیناتور استفاده شد.

آنالیز شد. باند  از نظر شدت و اندازه Image Jافزار نرم

کسل ثبت شد. برای هر نمونه افزار آماری انتایج در نرم

و رقیب پلات شد.  DNAرقت استفاده شده در برابر 

و رقیب ثبت شد.  DNAسوس مختصات محل تقاطع 

رقیب  بر اساس وزن مولکولی (1با استفاده از معادله )

استفاده شده و طول توالی رقیب تعداد کوی هر جمعیت 

در هر نمونه مشخص شد. در فرمول زیر هر جفت باز 

 (.3باشد )گرم بر مول می 225ادل مع
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 ها و تیمارهای آزمایشی ی جیرهی: مواد خوراکی، ترکیب شیمیا 1شمارهجدول 

  1تیمار های آزمایشی %(DMاجزای جیره غذایی)

1 2 9 4 0 2 2 1 3 15 11 12 

 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 41/2 یونجه 

 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 92/12 سیلو ذرت 

 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 22/94 جو

 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 23/11 ذرت

 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 29/3 کنجاله سویا 

 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 34/9 کنجاله تخم پنبه 

 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 کنجاله کلزا 

 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 21/4 پودر ماهی 

 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 92/5 نمک

 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 02/5 2ویتامین پرمیکس

 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1 52/1  کربنات کلسیم

 - - 511/5 511/5 - - 5111/5 5111/5 - - 55000/5 5502/5  کربنات پتاسیم

 5210/5 5210/5 - - 5141/5 5141/5 - - 5522/5 5522/5 - - آبه  0/1کربنات پتاسیم 

 - 554/5 - 554/5 - 5522/5 - 5522/5 - 5512/5 - 55120/5 اکسید منیزیم 

 5532/5 - 5530/5 - 5522/5 - 5521/5 - 55230/5 - 5523/5 - کربنات منیزیم

             ترکیب شیمیایی جیره 

 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 03/1 ( Mcal/kgانرژی خالص شیردهی)

 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 01/2 (Mcal/kgانرژی قابل متابولیسم)

 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 9/11 پروتئین خام )%(

ADF )%( 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 2/19 

NDF )%( 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 1/90 

NFC )%(  0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 0/92 

 121/1 120/1 122/1 123/1 111/1 110/1 114/1 112/1 134/1 132/1 130/1 132/1 کلسیم )%(

 112/5 112/5 112/5 112/5 111/5 111/5 111/5 113/5 135/5 135/5 135/5 135/5 سدیم )%(

 314/1 313/1 311/1 334/1 244/1 241/1 242/1 201/1 955/1 95/1 959/1 951/1 پتاسیم )%(

 024/5 022/5 029/5 021/5 439/5 432/5 431/5 432/5 410/5 412/5 414/5 411/5 منیزیم )%(

 225/5 224/5 229/5 222/5 221/5 211/5 215/5 219/5 212/5 211/5 211/5 213/5 کلر )%( 

 222/5 215/5 223/5 219/5 214/5 212/5 212/5 213/5 239/5 234/5 234/5 230/5 فسفر )%(

 994/5 992/5 990/5 992/5 991/5 993/5 991/5 945/5 941/5 942/5 942/5 942/5 گوگرد )%( 

DCAD9 (MEq/kg ) 105 105 105 105 205 205 205 205 905 905 905 905 

(: کربنات 9تیمار) (  MEq/kg)205+  کربنات منیزیم + (: کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات2تیمار)DCAD 105 (MEq/kg  ) + کربنات منیزیم + (: کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات1تیمارهای آزمایشی شامل: تیمار) -1

 MEq/kg) 205 + اکسید منیزیم +  (: کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات0تیمار)(  MEq/kg) 105+ اکسید منیزیم +  (: کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات4یمار)ت( MEq/kg) 905+  + کربنات منیزیم پتاسیم سسکوئی هیدرات

 (:3تیمار)(  MEq/kg) 205+ کربنات منیزیم +  کربنات پتاسیم (:1تیمار)(  MEq/kg) 105+ کربنات منیزیم +  (: کربنات پتاسیم2یمار)(  MEq/kg)ت 905+ اکسید منیزیم +  ( : کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات2تیمار )( 

 + اکسید منیزم + (: کربنات پتاسیم12تیمار)(  MEq/kg)205+ اکسید منیزیم +  کربنات پتاسیم (:11تیمار)(  MEq/kg) 105+ اکسید منیزیم +  (: کربنات پتاسیم15تیمار)(  MEq/kg) 905+ کربنات منیزیم +  کربنات پتاسیم

905 (MEq/kg )        

،  H2، ویتامین  B12، ویتامین  B9، ویتامین  B6، ویتامین  B5، ویتامین  B3، ویتامین B2 ، ویتامین B1، ویتامین  K3، ویتامین  E، ویتامین  D3، ویتامین  Aشامل آهن، منگنز، روی، مس، سلنیوم، ید، کولین، ویتامین  -2

 آنتی اکسیدان.

 

 ها شکمبهجهت شناسایی پروتوزوآها و متانوژن PCR: آغازگرهای مورد استفاده به منظور انجام واکنش 2 جدول
جمعیلللللللللت 

 میکروبی

نلللللللو  

 پرایمر
 توالی

 پروتوزوآ
'F 5 اصلی  – TCA GTA CCT TAT GAG AAA TC - 3' 

R 5' – CAG GAC ATA TAA GGG CAT CAC - 3' 

 'F 5' – TCA GTA CCT TAT GAG AAA TC - 3 رقیب
RC 5' – CAG GAC ATA TAA GGG CAT CAC GAC AAA TCA CTC CAC CAA CTA - 3' 

 هامتانوژن
 'F 5' – GAT CAG GCA ACG AGC GAG AC - 3 اصلی

R 5' – GTG TGT GCA AGG AGC AGG GAC - 3' 

 'R 5' – GTG TGT GCA AGG AGC AGG GAC - 3 رقیب

FC 5' – AGT CAG GCA ACG AGC GAG ACG CWA CAC GCG GGC TAC AAT G - 3' 
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 معادلات و روش های آماری

 Batchآزمایش از  حاصل آمده دست به های داده

culture  در قالب آزمایش فاکتوریل با سه سطح

DCAD دو نو  منبع مکمل پتاسیمی و دو نو  منبع ،

 ار باتکرار برای هرتیم 9تیمار و  12مکمل منیزیمی با 

 عمومی خطی مدل ( رویه21) SASنرم افزار از استفاده

(GLM )مقایسه برای و شده آماری تحلیل و تجزیه 

 

 

 

 خطا% 0 سطح در توکی کرامر آزمون از ها میانگین

شد. مدل آماری مورد استفاده به صورت زیر  استفاده

های تکرار دار در زمان از برای تحلیل دادهباشد. می

استفاده  GLMرویه آماری  Repeated measureروش 

 شد.

 

Yijk = μ + Ai +Bj +Ck+ ABCijk + E ijkl 
مقدار هر مشاهده  : Yijk 

 µ کل میانگین:  

Ai اثر سطح : i ام عاملA 

Bj  اثر سطح :j  ام عاملB  

 : Ck  اثر سطحk  ام عاملC 

 ABCijk اثر متقابل سطح : i  ام از عاملA با سطح j  ام از عاملB  سطح باk ام از عاملC 

Eijkl اثر خطای آزمایشی : 

پروتوزوآها و جمعیت  اثر تیمارهای آزمایشی بر

در قالب آزمایش فاکتوریل برای گاو شیری با  متانوژنها

انکوباسیون  24و 12های تیمار و سه تکرار در زمان 12

نرم  از استفاده مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج حاصل با

( GLM) عمومی خطی مدل ویهرSAS (21 ) افزار

 از ها میانگین مقایسه برای و شده آماری تحلیل و تجزیه

 .شد استفاده خطا% 0 سطح در توکی کرامر آزمون

 نتایج 

 DCADاصلی و متقابل سه تایی منابع کاتیونی و  اثرات

بر روی غلظت نیتروژن آمونیاکی کل تولید شده و 

( نشان 9) لسطح زیر منحنی نیتروژن آمونیاکی در جدو

داده شده است. بر اساس نتایج بدست آمده تفاوت 

منابع داری در غلظت نیتروژن آمونیاکی بین معنی

کاتیونی مختلف مشاهده نشد؛ ولی غلظت نیترون 

بین سطوح اثر زمان آمونیاکی کل پس از استخراج 

دار به لحاظ آماری معنی DCAD مختلف

+ DCAD 105به طوریکه در سطح  (.p<0.05)بود

والان بر کیلوگرم ماده خشک بیشترین مقدار اکیمیلی

+ DCAD 205در سطح نیتروژن آمونیاکی تولیدی و 

والان بر کیلوگرم ماده خشک کمترین مقدار اکیمیلی

+ و 205مشاهده شد. این در حالی بود که بین سطوح 

دار آماری مشاهده نشد. + هیچگونه اختلاف معنی905

بر  DCADقابل دوتایی منبع منیزیم و علاوه بر این اثر مت

روی تولید نیتروژن آمونیاکی کل و سطح زیر منحنی 

 دار بودنیتروژن آمونیاکی به لحاظ آماری معنی

(p<0.05.)  و پتاسیم، منیزیم اثرات متقابل سه تایی منابع

DCAD  بر روی نیتروژن آمونیاکی کل و سطح زیر

  .دار نبودمنحنی نیتروژن آمونیاکی معنی

اثر تیمارهای آزمایشی بر تولید گاز متان، قابلیت هضم 

هضم در جدول  یتماده خشک و سطح زیر منحنی قابل
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( نشان داده شده است. بر اساس نتایج، اثرات اصلی 4)

بر روی درصد  DCAD، منابع منیزیمی و پتاسیمیمنابع 

دار نبود. ولی اثرات متقابل این سه متان تولیدی معنی

د متان تولیدی را تحت تأثیر قرار داد به فاکتور درص

ای که بیشترین متان تولیدی مربوط به تیمار حاوی گونه

والان بوده که از اکیمیلی 105کاتیون  –اختلاف آنیون 

منابع کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات و اکسید منیزیم 

کمترین درصد متان در همین منابع  .تأمین شده است

والان اکیمیلی +205به  +105از  DCADهنگامی که 

  مشاهده شد. یافت، افزایش

پذیری ماده خشک تحت تأثیر تیمارهای مختلف تجزیه

آزمایشی قرار گرفت. به طور کلی در تیمارهای مختلف 

جیره قابلیت هضم ظاهری ماده  DCADبا افزایش سطح 

خشک و سطح زیر منحنی قابلیت هضم به صورت 

ترین قابلیت هضم ظاهری خطی افزایش یافته است. بیش

ماده خشک و سطح زیر منحنی قابلیت هضم مربوط به 

تیمار حاوی کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات و 

والان اکی+ میلیDCAD 905کربنات منیزیم با سطح 

باشد. کمترین قابلیت هضم ماده خشک و سطح زیر می

 DCADمنحنی قابلیت هضم مربوط به تیمار حاوی 

والان تأمین شده از دو منبع کربنات   اکی + میلی105

باشد. اثرات اصلی  می پتاسیم و اکسید منیزیم

دار آماری بر قابلیت هضم فاکتورهای آزمایشی اثر معنی

ماده خشک و سطح زیر منحنی قابلیت هضم داشتند؛ 

بطوریکه در بین منابع کاتیونی، منابع پتاسیم و به ویژه 

طور قابل توجهی کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات به 

 قابلیت هضم ماده خشک را افزایش داده است.
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کاتیون جیره و منابع کاتیونی بر تولید کل نیتروژن آمونیاکی و سطح زیر منحنی نیتروژن آمونیاکی  –: تأثیر سطوح مختلف تعادل آنیون 3جدول 

 لیتر(گرم بر دسی)میلی

 پارامتر   تیمار 

 NH3سطح زیر منحنی  1کل NH3  کاتیون جیره -تعادل آنیون منبع منیزیم ممنبع پتاسی

 کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات

mc 105  512/23 112/1 

mo 105  139/91 502/15 

mc 205  403/23 122/3 

mo 205  230/23 529/3 

mc 905  214/91 213/3 

mo 905  410/95 215/3 

 کربنات پتاسیم

mc 105  312/92 291/15 

mo 105  925/99 029/15 

mc 205  553/91 252/3 

mo 205  211/21 302/1 

mc 905  225/95 021/3 

mo 905  112/95 922/3 

SEM    510/1 442/5 

 اثرات اصلی

 منبع پتاسیم
 KCS  115/95 454/3 

 KC  149/91 220/3 

 منبع منیزیم
 MC  242/95 092/3 

 MO  051/95 032/3 

DCAD 

 105  a223/91 390/3 

 205  b213/23 212/3 

 905  b299/95 942/3 
 P- value 

 2251/5 1550/5    منبع پتاسیم

 1519/5 2540/5    منبع منیزیم

DCAD    5202/5 5114/5 

 9942/5 9291/5    منبع منیزیم×  منبع پتاسیم

 DCAD    5522/5 2511/5×  منبع پتاسیم

 DCAD    5905/5 5411/5 × بع منیزیممن

 DCAD    2320/5 1233/5 × منبع منیزیم×  منبع پتاسیم

( ، kcs(، کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات)kc(. منابع : کربنات پتاسیم بدون آب )p<0.05باشند)دار میدارای اختلاف معنی p-valueهای با حروف غیر مشابه در هر ستون بر اساس *میانگین

 های تکرار دار در زمان. تغییرات قابلیت هضم ماده خشک در اثر فاکتورهای آزمایشی پس از استخراج اثر زمان با روش داده -1( mc( و کربنات منیزیم)moکسید منیزیم)ا
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صد (، قابلیت هضم ظاهری ماده خشک کاتیون جیره و منابع کاتیونی بر بر روی تولید گاز متان )در –: تأثیر سطوح مختلف تعادل آنیون  4جدول

 )درصد( و سطح زیر منحنی قابلیت هضم

 پارامتر    تیمار 

 منبع منیزیم منبع پتاسیم
کاتیون  -تعادل آنیون

 جیره 

 
 1قابلیت هضم کل (CH4) متان

سطح زیر منحنی 

 قابلیت هضم

 کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات 

mc 105  bc225/11 a211/5 ab901/5 

mo 105  a991/12 ab222/5 ab942/5 

mc 205  abc339/19 a213/5 a902/5 

mo 205  c291/11 a214/5 ab905/5 

mc 905  abc121/19 a231/5 a921/5 

mo 905  ab912/10 a235/5 a900/5 

 کربنات پتاسیم

mc 105  abc422/14 c212/5 c951/5 

mo 105  abc320/14 bc292/5 bc921/5 

mc 205  abc022/14 a212/5 ab904/5 

mo 205  abc391/14 ab221/5 abc993/5 

mc 905  abc212/19 a219/5 ab942/5 

mo 905  abc240/19 a212/5 a904/5 

SEM    124/5 551/5 552/5 

 اصلی اثرات

 منبع پتاسیم
 KCS  292/19 a212/5 a909/5 

 KC  294/14 b224/5 b992/5 

 منبع منیزیم
 MC  229/19 222/5 942/5 

 MO  941/14 229/5 949/5 

DCAD 

 105 
 

941/14 b202/5 b995/5 

 205 
 

219/19 a212/5 a905/5 

 905 
 

322/19 a213/5 a904/5 

P- value 
 

 5559/5 5551/5 9229/5    منبع پتاسیم

 4009/5 2292/5 1092/5    منبع منیزیم

DCAD    0041/5 5551/5 5551/5 

 5543/5 5519/5 9321/5    منبع منیزیم×  تاسیممنبع پ

 DCAD     5121/5 5551/5 5551/5×  منبع پتاسیم

 DCAD    5154/5 5551/5 5542/5 × منبع منیزیم

 DCAD     5123/5 5512/5 5551/5 × منبع منیزیم × منبع پتاسیم

 (mo( ، اکسید منیزیم)kcs(، کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات)kc(. منابع : کربنات پتاسیم بدون آب )p<0.05باشند)می دارهای با حروف غیر مشابه در هر ستون دارای اختلاف معنی*میانگین

 های تکرار دار در زمان. تغییرات قابلیت هضم در اثر فاکتورهای آزمایشی پس از استخراج اثر زمان با روش داده -1 (mcو کربنات منیزیم)

روی قابلیت هضم ماده  نیز بر DCADثرات اصلی ا

خشک و سطح زیر منحنی قابلیت هضم به لحاظ آماری 

 DCADکه سطح به طوری(، p<0.05) دار بودمعنی

والان بر کیلوگرم ماده خشک کمترین اکی+ میلی105

 + میلی905+ و DCAD 205قابلیت هضم و سطح 

والان بر کیلوگرم ماده خشک بیشترین قابلیت اکی

. البته بین ندهضم ماده خشک را به خود اختصاص داد

 والان براکی+ میلی905+ و DCAD 205سطوح 
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کیلو گرم ماده خشک اختلاف معنادار آماری مشاهده 

  نشد.

استخراج  DNAرقابتی برای  PCR( واکنش 1شکل )

دهد. شان میشده از محیط کشت حاوی پروتوزوآ را ن

شود با کاهش همانطور که در این شکل مشاهده می

یابد. افزایش می DNAشدت باند رقیب، شدت باند 

مشابه همدیگر هستند،  DNAکه باند رقیب و ای نقطه 

باشند، در نشان دهنده شمار پروتوزوآ در این نمونه می

 این تصاویر  Imaige jافزار نهایت با استفاده از نرم

 مشخص شدها  ی شدند و نقطه تلاقی آنکمی ساز

 (. 2)شکل

  

  
 استخراج شده از محیط کشت پروتوزوآی شکمبه DNAرقابتی برای  PCRای از واکنش نمونه -1شکل

 

 
 Imaige j افزار های حاصل از نرمنمودار داده -2شکل 

( 0رقابتی نشان داد )جدول PCRنتایج بدست آمده از 

صلی منبع منیزیم بر روی تعداد اثرات ا که به طور کلی

دهد  میداری نشان کوی پروتوزوآ تمایل به معنی

(p<0.09 کربنات منیزیم نسبت به اکسید منیزیم شمار .)

 انکوباسیون نیز  12پروتوزوآی بیشتری داشت. در زمان 

داری از اثرات اصلی منبع منیزیم تمایل به معنی فقط

 وتوزوآها درخود نشان دادند. به طوری که شمار پر

اکسید منیزیم نسبت به کربنات منیزیم کمتر بود. در 

انکوباسیون اثرات متقابل فاکتورهای آزمایشی  24زمان 

(. p<0.09داری از خود نشان دادند )تمایل به معنی

تیمارهای حاوی اکسید منیزیم شمار پروتوزوآی 

کمتری نسبت به تیمارهای حاوی کربنات منیزیم 

داری صلی منبع پتاسیم نیز تمایل به معنیداشتند. اثرات ا

(. به طوری که کربنات p<0.09از خود نشان دادند )

پتاسیم سسکوئی هیدرات نسبت به کربنات پتاسیم شمار 

 پروتوزوآی کمتری را دارا بود. 

استخراج  DNAرقابتی برای  PCR( واکنش 9شکل )

دهد. شده از محیط کشت حاوی متانوژن را نشان می
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شود با کاهش مشاهده می ر که در این شکلهمانطو

یابد. افزایش می DNAشدت باند رقیب، شدت باند 

مشابه همدیگر هستند، نشان  DNAنقطه که باند رقیب و 

باشند، در نهایت دهنده شمار متانوژن در این نمونه می

 این تصاویر را  Imaige jافزار با استفاده از نرم

نیز پیدا گردید  ها را آن کمی سازی شدند و نقطه تلاقی

نشان داده شده  15-4همانطور که در جدول  ( 4)شکل 

صرف نظر از زمان، اثرات متقابل فاکتورهای  ،است

های اختلاف  متانوژن آزمایشی بر روی شمار جمعیت

 DCADمعنادار آماری نداشتند. در بین اثرات اصلی اثر 

به  (.p<0.05جیره اختلاف معنادار آماری نشان داد )

والان شمار اکیمیلی DCAD ،105طوری که سطح 

متانوژن بیشتری نسبت دو سطح دیگر داشت و سطح 

میلی اکی والان در کیلوگرم ماده خشک کمترین  205

های متانوژن را به خود  مقدار عددی تعداد آرک

 اختصاص داد. اثرات منبع پتاسیم تمایل زیادی به 

(. به طوری که p<0.09داری از خود نشان دادند )معنی

کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات نسبت به کربنات 

 12پتاسیم شمار متانوژن کمتری داشت. در زمان 

کاتیون جیره  –انکوباسیون اثرات سطح تعادل آنیون 

شمار  داری نشان دادند. در این زمانتمایل به معنی

دار آماری ها در بین منابع پتاسیم اختلاف معنامتانوژن

کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات  د. به طوری کهداشتن

 شمار متانوژن کمتری داشتند. 

 

 
 های شکمبهاستخراج شده از محیط کشت متانوژن DNAرقابتی برای  PCRای از واکنش نمونه -3شکل 

 
 Imaige j افزارهای حاصل از نرمنمودار داده -5شکل
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 انکوباسیون 24و  12های کاتیون جیره و منابع کاتیونی بر جمعیت پروتوزوآها در زمان –: تأثیر سطوح مختلف تعادل آنیون  5جدول
 در زمان پروتوزوآتعداد    تیمار 

 کاتیون جیره  -تعادل آنیون منبع منیزیم منبع پتاسیم
 

 ساعت 24 ساعت 12 

 کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات 

mc 105  152×52/1 152×21/1 

mo 105  150×01/9 152×23/1 

mc 205  152×32/2 152×09/1 

mo 205  150×99/0 152×21/1 

mc 905  152×93/1 152×42/1 

mo 905  150×14/2 152×22/1 

 کربنات پتاسیم

mc 105  152×11/9 152×21/1 

mo 105  152×52/1 152×11/1 

mc 205  2×51/1 152×21/1 

mo 205  150×91/3 152×54/2 

mc 905  152×1 152×59/2 

mo 905  152×49/1 152×40/1 

SEM    150×22/1 150×29/2 

 اثرات اصلی

 منبع پتاسیم
 KCS  152×2/1 β 215×04/1 

 KC  152×49/1 γ215×23/1 

 منیزیم منبع
 MC  β 215×22/1 152×21/1 

 MO  γ501×2/1 20152×/1 

DCAD 

 105  152×4/1 152×24/1 

 205  152×41/1 152×21/1 

 905  152×19/1 152×20/1 

P- value 

 5204/5 2020/5    منبع پتاسیم

 1222/5 5110/5    منبع منیزیم

DCAD    1252/5 2220/5 

 1102/5 0199/5    منبع منیزیم×  منبع پتاسیم

 DCAD     2593/5 4512/5×  منبع پتاسیم

 DCAD    0212/5 2440/5 × منبع منیزیم

 DCAD     9012/5 5092/5 × منبع منیزیم × منبع پتاسیم

 (. p<0.09دهند )داری را نشان میغیر مشابه تمایل به معنی ( γو β) * علایم لاتین

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
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 انکوباسیون 24و  12های  هادر زمانبع کاتیونی بر جمعیت متانوژنکاتیون جیره و منا –: تأثیر سطوح مختلف تعادل آنیون  6جدول

 ها در زمانتعداد متانوژن   تیمار 

 ساعت 24 ساعت 12   کاتیون جیره  -تعادل آنیون منبع منیزیم منبع پتاسیم

 کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات 

mc 105  150×54/1 152×41/1 

mo 105  150×92/3 150×49/0 

mc 205  150×92/2 150×31/2 

mo 205  154×51/2 150×05/2 

mc 905  150×20/3 150×41/0 

mo 905  150×95/4 150×20/9 

 کربنات پتاسیم

mc 105  152×20/1 150×93/2 

mo 105  152×92/1 152×19/2 

mc 205  150×22/3 150×29/0 

mo 205  150×02/1 150×22/0 

mc 905  150×22/3 150×31/4 

mo 905  150×21/1 150×54/0 

SEM    150×21/1 150×21/4 

 اثرات اصلی

 منبع پتاسیم
 KCS  b150×42/2 150×02/2 

 KC  a152×11/1 150×92/1 

 منبع منیزیم
 MC  152×55/1 150×24/2 

 MO  150×43/2 150×53/1 

DCAD 

 105 
 β215×11/1 β 215×21/1 

 205 
 γ 015×94/2 γ 015×49/0 

 905 
 γ 015×19/1 γ 015×22/4 

P- value 
 0112/5 5123/5    منبع پتاسیم

 2214/5 1222/5    یممنبع منیز

DCAD    5220/5 5211/5 

 1423/5 2120/5    منبع منیزیم×  منبع پتاسیم

 DCAD     2994/5 2240/5×  منبع پتاسیم

 DCAD    1922/5 1423/5 × منبع منیزیم

 DCAD     0542/5 1292/5 × منبع منیزیم×  منبع پتاسیم

(. منابع : کربنات پتاسیم بدون آب p<0.09دهند )داری را نشان می( غیر مشابه تمایل به معنیγو βباشند. علایم لاتین )دار میدارای اختلاف معنی های با حروف غیر مشابه در هر ستون*میانگین

(kcکربنا ،)(ت پتاسیم سسکوئی هیدراتkcs(اکسید منیزیم ، )mo(و کربنات منیزیم )mc.) 

 

 گیری بحث و نتیجه

های این تحقیلق نلو  منبلع کلاتیون ملورد      بر اساس یافته

استفاده در جیره گاوهای شیری که اثر مسلتقیم برتعلادل   

پارامترهای تخمیلر   تواندمی ؛کاتیون جیره دارد –آنیون 

میکروبی شکمبه را تحت تأثیر قلرار   شکمبه و اکوسیستم

شکمبه یکلی   دهد. غلظت نیتروژن آمونیاکی تولیدی در

هایی اسلت کله بلرای مطالعله شلرایط تخمیلر       از شاخص

 جیللره مناسللب  گیللرد.شللکمبه مللورد بررسللی قللرار مللی 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%A7%D9%85%D8%A7_(%D8%AD%D8%B1%D9%81)
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ای اسللت کلله نیتللروژن مللورد نیللاز بللرای حللداکثر  جیللره

ربلوط  پروتئین میکروبی را فراهم ساخته و از ضلایعات م 

به آمونیاک اضافی جلوگیری کرده و پروتئین غیر قابلل  

تجزیه کافی را فراهم سازد. نیتروژن آمونیلاکی یکلی از   

های موجود دار مورد مصرف میکروبترکیبات نیتروژن

باشلد. نیتلروژن   در شکمبه بله منظلور سلنتز پلروتئین ملی     

دار موجلود  آمونیاکی موجود در شکمبه از مواد نیتروژن

، اوره موجود در بلزاق و اوره نفلوذی از طریلق    در جیره

از آنجلایی کله بلا     (.24گلردد ) دیواره شکمبه تولید ملی 

والان اکی+ میلی205+ به 105از  DCADافزایش سطح 

بللر کیلللوگرم مللاده خشللک غلطللت نیتللروژن آمونیللاکی 

تلوان اینگونلله بیلان کللرد کله احتمللالاً    کلاهش یافتله مللی  

اسلیدیته شلکمبه    باعث افزایش شاخص DCADافزایش 

شود. از آنجایی که تولید نیتروژن آمونیاکی به شدت می

تحلللت تلللأثیر تجزیللله پلللروتئین خلللام جیلللره توسلللط   

ها و تجزیله جمعیلت میکروبلی بله دلیلل      میکروارگانیسم

تلوان  باشلد، ملی  بازیافت نیتروژن در شرایط نامساعد ملی 

یاعلث   ایلن افلزایش شلاخص اسلیدیته     کله  نتیجه گرفت

شلرایط محلیط کشلت بله نفلع سلنتز بیشلتر        ایجاد تعادل 

پروتئین میکروبی شده کله بله دنبلال آن تولیلد نیتلروژن      

( 12دووداروا و همکلاران )  یابلد. آمونیاکی کلاهش ملی  

بیان کردند کله کلاهش تولیلد آمونیلاک در شلکمبه بله       

لحاظ افزایش تولید پروتئین میکروبی یا کلاهش تجزیله   

وپل و هلایرلی  دپروتئین خوراک در شکمبه مفید است. 

کربنلات سلدیم بله     ( گزارش کردند که افلزودن بلی  10)

جیره تأثیری بر سطوح نیتروژن آمونیاکی شلکمبه نلدارد   

کلاهش و یلا   که بلا نتلایج ایلن تحقیلق مطابقلت داشلت.       

حللذف پروتللوزوآ از شللکمبه از چرخلله نیتللروژن بللین    

کند که منجلر بله   ها و پروتوزوآی جلوگیری میباکتری

شود. در نتیجله ایلن   تئین باکتریایی میکاهش تجزیه پرو

امر جریان نیتروژن میکروبی از شکمبه افزایش و بله تبلع   

 (.4یابد )آن غلظت نیتروژن آمونیاکی کاهش می

امروزه به دلیل افزایش روز افزون دمای کره زمین و 

اهمیت کاهش اتلاف انرژی خوراک دام،  جهت

اهمیت کنترل تولید متان در دستگاه گوارش 

شخوارکنندگان بیش از پیش مطرح شده است. طی ن

ها تولید فرآیند تخمیر برخی از میکروارگانیسم

کنند. غالب این تولیدکنندگان هیدروژن، هیدروژن می

پروتوزوآها هستند. در مورد ضرورت وجود 

پروتوزوآها در اکوسیستم شکمبه نظرات متفاوتی وجود 

توان از دارد و بنابراین جهت کاهش تولید متان می

هایی تعداد پروتوزوآها یا نسبت آنها به میکروارگانیسم

کنند کاست. مسیرهای شیمیایی که هیدروژن تولید نمی

وجود دارد که از هیدروژن به عنوان پذیرنده الکترون 

کنند و با مصرف دی اکسید کربن تولید استفاده می

تولید متان در دام ناشی از فرآیند  (.2کنند) متان می

بیشترین  (.20ها است )انوژنسیس و متابولیسم آرکیمت

 –متان تولیدی مربوط به تیمار حاوی اختلاف آنیون 

والان بوده که از منابع کربنات اکی+ میلی105کاتیون 

 پتاسیم سسکوئی هیدرات و اکسید منیزیم تأمین 

شده است. کمترین درصد متان در همین منابع هنگامی 

والان افزایش اکی+ میلی520+ به 105از  DCADکه 

همانطور که در بالا اشاره شد افزایش  مشاهده شد.

DCAD  شده از طریق بهبود شرایط بافری شکمبه باعث

که جمعیت پروتوزوآها تمایل به کاهش از خود نشان 

دهند و از آنجایی که پروتوزوآها به صورت همزیست 

ود که توان اینگونه بیان نمباشند، میها میبه متانوژن

ها را به دنبال داشته کاهش پروتوزوآها، کاهش متانوژن

های اصلی متان ها تولید کنندهوبا توجه به اینکه متانوژن

تولید متان کاهش  DCADدر شکمبه هستند، با افزایش 

بنابراین کاهش تولید متان باعث افزایش تولید  یابد.می

  و کاهش پروپیونات و افزایش چربی شیر استات

( گزارش 20هر چند که مرغاوی و همکاران ) .شودمی

کردند که جمعیت کل پروتوزوآی شکمبه بر تولید 
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( 13هاریسون و همکاران ) متان اهمیت کمتری دارد.

گزارش کردند که کربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات 

شکمبه،  pHتواند به عنوان یک بافر مؤثر برای تثبیت می

تولید اسید چرب افزایش مصرف ماده خشک، افزایش 

فرار و همچنین افزایش نسبت استات به پروپیونات 

. ایوانیوک که با نتایج ما مطابقت داشت شودمیاستفاده 

نسبت  DCAD( بیان کردند که اگر چه 21و اردمان )

دهد ولی بر استات به پروپیونات را تحت تأثیر قرار می

داری ندارد. روی درصد مولی پروپیونات اثر معنی

( بیان کردند که افزایش سطح 95اد و همکاران )شهز

کاتیون جیره باعث حفظ الگوی  –اختلاف آنیون 

شود تخمیر در جهت تولید متعادل استات و بوتیرات می

که خود افزایش سنتز اسیدهای چرب با منشأ داخلی را 

گردد، درصد چربی شیر از این راه تأمین می 25که تا 

 DCADگردد که افزایش پس ملاحظه میدر پی دارد. 

های زیست محیطی تأثیر مثبتی بر کاهش آلودگی

مربوط به تولید متان که نکته مهمی در تغذیه عملی 

 باشد، دارد.نوین می

از طریق  DCADکه افزایش مطالعات قبلی نشان داده 

کربنات پتاسیم مصرف ماده خشک را به صورت خطی 

ن قابلیت هضم بیشتری از آنجایی که .(1) دهدافزایش می

 ظاهری ماده خشک و سطح زیر منحنی قابلیت هضم

های )نوسانات قابلیت هضم ماده خشک در زمان

مربوط به تیمار حاوی کربنات پتاسیم  مختلف(

 DCADسسکوئی هیدرات و کربنات منیزیم با سطح 

توان نتیجه گرفت که باشد، میمیوالان اکی+ میلی905

به جیره  سسکوئی هیدراتاضافه نمودن کربنات پتاسیم 

و تأمین  از طریق بهبود شرایط تخمیر شکمبه گاو شیری

باشد، قابلیت هضم  پتاسیم برای جمعیت میکروبی می

ماده خشک را افزایش داده است که با نتایج وست و 

( که گزارش کردند کربنات پتاسیم 92همکاران )

سسکوئی هیدرات ظرفیت بافری و پاسخ تولیدی 

کربنات پتاسیم و بی کربنات مقایسه با بیبالاتری در 

ایوانیوک و اردمان  همچنین سدیم دارد مطابقت دارد.

افزایش قابلیت هضم ماده  DCAD( با افزایش 21)

احتمالاً افزایش سطح تعادل  خشک را گزارش کردند.

کاتیون جیره از طریق منبع کربنات پتاسیم  –آنیون 

یجه بهبود شرایط باعث افزایش هضم سلولز شده و در نت

های محیط کشت و درنتیجه بهبود جمعیت باکتر

سلولولایتیک شده که به نوبه خود منجر به افزایش 

و افزایش  قابلیت هضم فیبر نامحلول در شوینده خنثی

شود. ایوانیوک و اردمان می قابلیت هضم ماده خشک

والان بر  اکی میلی 924به  519از  DCAD( افزایش 21)

ابلیت هضم فیبر نامحلول در شوینده خنثی را کیلوگرم ق

دهد. فانک و میدرصد افزایش  2/44درصد به  2/90از 

( اثر افزودن پتاسیم به همراه لازالوسید را 12همکاران )

بر قابلیت هضم فیبر نامحلول در شوینده خنثی بررسی 

کردند و به این نتیجه رسیدند که استفاده هم زمان از 

ایش قابلیت هضم فیبر نامحلول در این دو باعث افز

( نشان 2512مارتینز و همکاران) شود.شوینده خنثی می

اسیدیته شکمبه افزایش  DCADدادند که با افزایش 

یافته که خود منجر به افزایش هضم فیبر نامحلول در 

شوینده خنثی و بدنبال آن افزایش قابلیت هضم ماده 

 بقت داشت. شود که با نتایج این تحقیق مطاخشک می

 گیری کلینتیجه

نو  منبع کاتیون جیره نتایج پژوهش حاضر نشان داد که 

کاتیون جیره بر  –و سطوح مختلف تعادل آنیون 

اکوسیستم میکروبی شکمبه مؤثر است. بطوریکه منابع 

به  کربنات منیزیمکربنات پتاسیم سسکوئی هیدرات و 

 + 205کاتیون جیره  –تعادل آنیون  همراه سطح

والان بر کیلوگرم ماده خشک از طریق تأثیر بر اکیلیمی

های شکمبه باعث جمعیت پروتوزوآها و متانوژن

کاهش متان، کاهش نیتروژن آمونیاکی و افزایش 
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Abstract 

The aim of this study was to evaluate the effect of source and balance of dietary anion-cation 

(DCAD) of dairy cows on protozoa and methanogens populations, ammonia nitrogen 

concentration, methane gas and digestibility of dry matter in vitro. Competitive polymerase 

chain reaction (cPCR) techniques were used to count the protozoan and methanogens 

population. This design for dairy cow in early lactation with an average body weight of 580 

kg, age 25 months and daily production of 35 kg was carried out in the form of a 2 × 2 × 3 

factorial experiment. Effective factors included DCAD (+150 meq / kgDM, +250 and +350 

meq / kgDM), potassium sources (potassium carbonate (KC) and Potassium carbonate 

sesquihydrate (KCS)) and magnesium sources (magnesium oxide (MO) and magnesium 

carbonate (MC)). The effect of experimental treatments on ammonia nitrogen concentration 

was not significant. In all treatments, DCAD increased cause reduced ammonia nitrogen 

concentration in the rumen. The effect of experimental treatments on gas production, dry 

matter digestibility, protozoan and methanogens population was significant. The results of 

this study showed that the treatment containing DCAD +250 meq / kgDM provided by 

Potassium carbonate sesquihydrate and magnesium carbonate is reduced the protozoa and 

methanogens population, production of methane and increasing the digestibility of dry 

matter. Considering that there was no significant difference between DCAD +250 and +350, 

it seems that the sources of Potassium carbonate sesquihydrate and magnesium carbonate 

plus the anion-cation balance level of +250 meq / kgDM through the rumen buffering 

conditions improve, improves the parameters of rumen fermentation. Therefore, these two 

sources are probably appropriate supplements in the dietary of dairy cows. 
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