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چکيد ه 

به منظور تولید غذای ســالم برای مصرف کنندگان، شناخت و کنترل عوامل آلوده کننده خوراک دام اجتناب ناپذیر است. از دو نوع خوراک 
طیور، تعداد 212 نمونه جمع آوری شد. بعد از آماده سازی نمونه ها رقت های متوالی تهیه گردید و از هر رقت روی محیط کشت غذائی حاوی 
آگار کشت داده شد. از خوراک دان های مرغی منطقه بیرجند خراسان جنوبی آرایه های قارچی P. chrysogenum ، P. aurantiogriseum و 
Penicillium sp. ،Aspergillus flavus و Fusarium proliferatum جداسازی، خالص سازی و بر اساس خصوصیات ریخت شناسی و مولکولی 
شناسائی شدند. استخراج DNA ژنومی با استفاده از روش تغییر یافته Chelex 100 و از واکنش زنجیره ای پلیمراز برای تکثیر بخشی از ناحیه  
rDNA آرایه های قارچی استفاده شد. جدایه های Rhizopus  بر اساس خصوصیات ریخت شناسی شناسائی شدند. بیشترین و کمترین تعداد 
پرگنه های قارچی مربوط به قارچ پنی سیلیوم )1/16 ±0/17( و قارچ فوزاریوم )0/417 ±0/075( بود. بر اساس یافته های این پژوهش، کنترل 
بیولوژیک توصیه  انبار و روش های  با روش های کنترل محیط  برنامه های مدیریت بهداشت غذائی  این قارچ ها در  به  آلودگی خوراک دان 

می شود.
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Fungal growth on poultry feed decreases their nutritional value and constitutes health hazard. To produce healthy 
food for consumers, recognizing and controlling the contamination of poultry feed is necessary. A total of 212 poul-
try feed samples including two different feeds were collected and by using dilution plating technique, successive dilu-
tions were prepared and each of dilutions was cultured on solid fungal media cultures. Different fungal species such 
as Penicillium sp., P.aurantiogriseum, P.chrysogenum, Aspergillus flavus and Fusarium proliferatum were isolated 
from poultry feed of Birjand area of south Khorasan province and then purified and identified based on morphologi-
cal and molecular characteristics. DNA extraction were performed by modified Chelex 100 method and Polymerase 
chain reaction (PCR) method using amplification of  internal transcribed spacer (ITS) region used for molecular iden-
tification of fungal taxa. Rhizopus isolates identified based on morphological features. The highest and lowest fungal 
colonies were Penicillium(0.617±1.16) and Fusarium (0.075±0.417) receptively. Based on this study, controlling the 
contamination of poultry feed is recommended.
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مقدمه
پرندگان  غذائی  جیره های  متنوع  تجاری  نشان های  تولید  امروزه 
طرفی  از  است.  استوار  آنها  تغذیه  کیفیت  بهبود  و  نوآوری  مبنای  بر 
مهم ترین  و  دائمی  تهدیدی  عنوان  به  قارچی  و  میکروبی  آلودگی های 
عامل زیان اقتصادی صنعت مرغداری در جهان به شمار می رود )16(. 
و  )میکوتوکسین ها(  قارچی  زهرابه های  وجود  میان،  این  در   
متابولیت های ثانویه قارچ ها در خوراک طیور به دلیل بروز بیماری های 
گوناگون مانند سرطان اهمیت ویژه ای دارد. در بین زهرابه های قارچی، 
آفلاتوکسین های تولید شده توسط آرایه های قارچی گونه های جنس های 
 .)20( می شوند  محسوب  موارد  مهم ترین  از  فوزاریوم  و  آسپرژیلوس 
آلوده  میکروب های  شناسائی  طیور،  خوراک  کیفی  کنترل  جهت 
لازم  اطلاعات  شدن  فراهم  موجب  چون  است  ضروری  کننده 
شاخص  عنوان  به  و  شده،  میکوتوکسین ها  بالقوه  تولید  زمینه  در 
   .)10( گیرد  قرار  استفاده  مورد  می تواند  خوراک  بهداشتی  کیفیت 
از  بعد  یا  قبل  زمان  در  طیور  غذائی  خام  مواد  آلوده کننده  قارچ های 
قارچ های  به  آلودگی  فرآیند  شده،  آلودگی  موجب  دان  برداشت 
 .)10( می کند  پیدا  ادامه  نیز  انبار داری  و  فرآوری  زمان  در  سمی 

مورد  ذرت  جو،  گندم،  دانه های  آلودگی  میزان  بررسی  در 
 Aspergillus قارچی  آرایه  کرواسی،  کشور  در  دامداران  استفاده 
.)13( است  شده  گزارش  آلوده کننده  اصلی  عامل  عنوان  به    flavus

ذرت های   %21 حدود   ،)2015( همکاران  و  هاجنال  پژوهش  اساس  بر 
برداشت شده در صربستان برای مصارف انسانی و دام از نظر آلودگی 
قارچی مناسب نبوده و وقوع این مشکل در فصول گرم سال بیشتر است. 
بنابراین جهت اجتناب از مشکلات ناشی از آلودگی های قارچی برای انسان 
و دام، بازدید نمونه های ذرت بعد از برداشت توصیه شده است )12(.   
كـه  )میكوتوكسـين(  قارچی  زهرابه  نوع   90 تا   80 بین  تا كنون 
طبيعـت  در  مي شوند،  ترشح  قارچ ها  مختلف  انواع  توسـط 
شامل  آفلاتوکسین  توليد كننده  قارچ هاي  اسـت.   شـده  شـناحته 
.)11 و   6( هسـتند  كلاويسپس  فوزاريوم،  آسپرژيلوس،  از  گونه هائی 

اینکه  بر  علاوه  طیور،  دان  جمله  از  دام  خوراک  ضعیف  بهداشت 
عدم  باعث  می شود،  سرطان زائی  مانند  مشکلاتی  بروز  موجب 
مواردی  در  که  طوری  به  می گردد  نیز  خوراک  غذائی  مواد  توازن 
 .)10( داشته اند  غذائی  مواد  کمبود   %90 تا  شده  بررسی  نمونه های 
در حال حاضر، علاوه بر وجود شناخت ارتباط بین آلودگی های قارچی 
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خوراک طیور گوشتی و بروز برخی بیماری ها و اثرات سو دیگر مانند 
با کاربرد  قارچ های رشته ای  ارتباط  سوتغذیه، نقش های گوناگونی در 
به عنوان منابع آنتی اکسیدانی طبیعی، پروبیوتیک و تولید آنزیم ها در 
بنابراین  می گیرد.  قرار  مدنظر  دنیا  در  گوشتی  مرغ های  تولید  برنامه 
نقش عوامل قارچی همراه با جیره غذائی مرغ های گوشتی تنها محدود 
به بروز بیماری و آلودگی آن نمی شود بلکه به عنوان عوامل سودمند در 
سلامت و بهبود رشد مرغ گوشتی نیز مورد بررسی قرار می گیرند )24(. 
خوراک  قارچی  آلودگی  میزان  تعیین  پژوهش  یافته های  اساس  بر 
رضوی،  خراسان  حیدریه  تربت  در  گوشتی  مرغداری های  در  طیور 
آسپرژیلوس،  پنی سیلیوم،  فوزاریوم،  شامل  قارچی  آرایه  چندین 
خصوصیات  اساس  بر  و  جداسازی  کلادوسپوریوم  و  پسیلومایسس 
 .)23( است  شده  شناسائی  )مورفولوژیکی(  ریخت شناسی 
این پژوهش جهت شناسائی قارچ های آلوده کننده خوراک ذرت و سویا 
طیور در مرغداری های گوشتی منطقه بیرجند خراسان جنوبی انجام شد. 

مواد و روش ها
نمونه برداری 

از جیره بر پایه سویا و ذرت، 51 مرغداری  و 2 انبار فعال دان مرغ و از 
هرکدام 4 نمونه )2 نمونه ذرت و 2 نمونه سویا به تعداد 212 نمونه شامل 
102 نمونه ذرت و 110 نمونه سویا( از منطقه بیرجند خراسان جنوبی، 
وسیله  به  و  تصادفی  کاملا  صورت  به  نمونه برداری  گردید.  جمع آوری 
سوندcm  20 از قسمت میانی کیسه های دان مرغ انجام شد. نمونه ها 
داخل نایلون های استریل قرارداده شده و به آزمایشگاه منتقل گردید. 

شناسایی جدایه های قارچی بر اساس خصوصیات ریخت شناسی
حاوی جداگانه  ارلن  درون  شده  جمع آوری  نمونه  از   25  gr مقدار   

زن  هم  روی   20  min مدت  به  و  ریخته  سترون  مقطر  آب   225   ml
 1/10 litمغناطیسی قرار داده شد. سپس در لوله های آزمایش رقت های
از  از هریک   1 ml تهیه گردید. مقدار  این نمونه  از  ، 1/100 و1/1000 
رقت ها در یک پتری سترون ریخته و ml 12 محیط آماده شده سابور 
محیط ها،  منجمدشدن  از  پس  شد.  اضافه  پتری  هر  به  اگار  دکستروز 
پتری دیش ها ها در انکوباتور 25 درجه سانتی گراد نگهداری و پس از 
.)9،  5( گردید  بررسی  قارچ ها  ریخت شناسی  خصوصیات  روز،   5 تا   3

برای خالص سازی قارچ ها از روش تک اسپور استفاده شد. در این روش 

مقداری از اندام باردهی قارچ درون لوله حاوی آب مقطر سترون ریخته 
و سریال های رقت از آن تهیه گردید. سه قطره از سوسپانسیون رقت 
نهایی روی محیط کشت آب آگار ریخته و از نقطه شروع تا پایان آن 
میکروسکوپ  زیر  پتری ها  ساعت،   16 تا   8 از  پس  شد،  علامت گذاری 
بازرسی و تک اسپور جوانه زده به دقت برداشته و به پتری های جدید 
حاوی محیط کشت سیب زمینی دکستروز آگار (PDA( منتقل شد. بعد 
از رشد اسپور روی محیط کشت جدید با توجه به رنگ و نحوه رشد 
پرگنه های حاصل از هرکنیدی تعدادی جدایه بعنوان نماینده انتخاب و 
شناسایی گردید. جهت شناسایی گونه های قارچی با توجه به خصوصیات 
آن گونه )رنگ پرگنه، میزان رشد ، نوع کنیدی ،شکل کنیدی ،اندازه و...( 
و با استفاده از کلیدهای شناسایی معتبر انجام گرفت )8، 19(. همچنین 
روش های  از  قارچی  آرایه های  شناسایی  تایید  و  بیشتر  اطمینان  جهت 
 Excel مولکولی نیز استفاده شد. نمودارهای فراوانی قارچ ها با نرم افزاز

رسم شد.

روش مولکولی
استخراج DNA ژنومی

مقدار کمی میسیلیوم )حدود mg  150 از هر جدایه( به هر میکروتیوب 
میکروتیوب ها  به  یکنواخت سازی  جهت  مایع  ازت  منتقل،  سترون 
پلاستیکی  هاون  کمک  به  لوله ها  درون  یکنواخت سازی  و  اضافه 
شده  اصلاح  روش  از  استفاده  با  ژنومی   DNA استخراج  شد.   انجام 
 Chelex 100 resin 150 محلول µl انجام شد. مقدار Chelex 100 resin
Bio-Rad, USA) % 5( به میکروتیوب های حاوی میسیلیوم اضافه شد. 
میکروتیوب ها به مدت 5 ثانیه به آرامی ورتکس و در دمای 56 درجه 
شبانه  یک  از  پس  شدند.  نگهداری  شبانه روز  یک  مدت  به  سانتی گراد 
روز میکروتیوب ها به مدت min 8 در آب در حال جوش قرار گرفتند 
و به مدت 10 ثانیه ورتکس شدند سپس برای دومین بار میکروتیوب ها 
به مدت min 9 در آب جوش قرار گرفتند و به مدت 10 ثانیه ورتکس 
سانتریفوژ  دقیقه  در   12000 دور  با   5  min مدت  به  نمونه ها  شدند. 
در  و  برداشته شد  لوله ها  بالایی  در قسمت  تشکیل شده  فاز  و  شدند 
دمای 20- درجه سانتی گراد تا زمان استفاده نگهداری شدند )14، 27(.

واکنش زنجیره ای پلیمراز 
با   rDNA ژنی  ناحیه  از  تکثیر بخشی  پلیمراز جهت  زنجیره ای  واکنش 

.)530bp جدول 1-  آغازگرهای مورد استفاده، توالی آغازگرها  و ناحیه ژنی )با محصول

ReferenceSequenceLocuspositionPrimer

TCCTCCGCTTATTGATATGC28SReverseITS4وایت و همکاران )28(

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG18SForwardITS5وایت و همکاران )28(
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انجام  ذیل  شرح  به   )1 )جدول   ITS5 و   ITS4 آغازگر های  از  استفاده 
 USA, Bio-Red, North) بایو-رد  PCR در ترموسایکلر  گرفت. واکنش 
Carolina( و بر اساس برنامه مورد نظر آغازگر ها در حجم  µl 25 )شامل  
 dNTP  ،پلیمراز Taq 0.2 µl  ،10 x 2.5 بافر µl ، الگو  DNA 5 از µl
µl 1 از هر آغازگر، 50mMol Mgcl 2 )با 30 چرخه دمایی در   ،2 µl
دماي   ،3  min براي  سانتی گراد  درجه   94 اولیه  واسرشت سازي  دماي 
درجه   55 اتصال  دماي   ،45   s براي  سانتی گراد  درجه   94 واسرشت 
مدت  به  سانتی گراد  درجه   72 بسط  دماي   ،45  s مدت  به  سانتی گراد 
انجام شد.  )5  min به مدت  سانتی گراد  نهایی 72  بسط  دماي   ،2  min

بررسی کیفیت تکثیر قطعه DNA با الکتروفورز ژل آگارز
داخل  در  و  بارگزاری  محلول   2  µl با   PCR محصول  از   5  µl مقدار 
 min مدت  به  الکتروفورز  شد.  داده  قرار   %1 آگارز  ژل  چاهک  هر 
انجام  مستقیم  الکتریسیته  جریان  کمک  به  ولت   60  v ولتاژ  با  و   30
الومیناتور  ترانس  دستگاه  توسط  ژل  روی  شده  ظاهر  باندهای  شد. 
ژل  ساخت  برای  شد.  عکس برداری  دیجیتال  طریق  به  و  مشاهده 
شد. استفاده   )1X(  TAE بافر  از  الکتروفورز  تانک  همچنین  و 

توالی یابی و تحلیل فیلوژنتیکی جدایه ها 

)شکل  شد  تکثیر  آن  در  نظر  مورد  قطعه  که  نمونه هایی 
کره  بایونیر،  )شرکت   PCR تخلیص  کیت  از  استفاده  با   ،)3
دستگاه  با  سنگر  اتوماتیک  روش  به  و  خالص سازی   جنوبی( 
گردید. توالی یابی  جنوبی(  کره  بایونیر  شرکت  )در   ABI 3730 XL

اطلاعات حاصل از هر توالی به وسیله نرم افزار Bioedit ویرایش شدند. 
توالی های  شباهت   ،FASTA فرمت  به  توالی ها  کردن  تبدیل  از  بعد 
بدست آمده با توالی های ثبت شده در پایگاه  NCBI با استفاده از ابزار 
BLAST تعیین شد. جهت بررسی رابطه فیلوژنتیکی جدایه های گونه های 
پنی سیلیوم، توالی های با بیش ترین تشابه از GenBank جهت هم ردیفی 
و برآورد روابط فیلوژنتیک استخراج شدند. هم ردیف کردن توالی ها  
الگوریتم  از  استفاده  با   Mega 6 نرم افزار با  تبارزائی  و ترسیم درخت 
اتصال مجاور (NJ( انجام گردید )25(. جهت اطمینان از گروه بندی ایجاد 
شده درخت تبارزائی، شاخص بوت استرپ با 1000 تکرار محاسبه شد. 

نتایج 
نمونه   115 تعداد  و  قارچی  آلودگی  فاقد   )%  45/8( نمونه   97 تعداد 
دارای  نمونه  از 115  )جدول2(  بودند  قارچی  آلودگی  دارای   )%  54/2(
قارچ های  به  مربوط  ترتیب  به  آلودگی  فراوانی  بیشترین  آلودگی 
و   )%18.9( آسپرژیلوس   ،)%21.2( رایزوپوس   ،)%33( پنسیلیوم 

جدول 3- توزیع فراوانی آلودگی قارچی نمونه های مورد مطالعه بر حسب نوع قارچ.

جدول 2- توزیع فراوانی آلودگی قارچی نمونه های مورد مطالعه بر حسب نوع دان.

x2=0/844                        df=1                           P=0/  358

نوع قارچ
منفیمثبت

درصدتعداددرصدتعداد

703314267پنی سیلیوم

4521/216778/8رایزوپوس

4018/917281/1آسپرژیلوس

115/220194/8فوزاریوم

نوع دان
منفیمثبت

درصدتعداددرصدتعداد

52515049سویا

6357/34742/7ذرت

11554/29745/8جمع
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پراکندگی  تعداد  و  آلودگی  میانگین  )جدول3(.  بود   )%5.2( فوزاریوم 
و  بیشترین  و  بود   1/33±  1/77 مطالعه  مورد  نمونه های  در  قارچی 
 1/16( پنسیلیوم  قارچ  به  مربوط  قارچی  پرگنه های  تعداد  کمترین 
اختلاف   .)1 )شکل  بود   )0/075±  0/417 ( فوزاریوم  قارچ  و   )0/617±
بر حسب  قارچی  پرگنه های  تعداد  و  آلودگی  میانگین  بین  معنی داری 
.)P<0/05( نگردید  مشاهده   )%50 ذرت   –  %46 )سویا  نمونه  نوع 

شناسایی جدایه های Penicillium بر اساس خصوصیات ریخت شناسی 
و مولکولی 

در این بررسی از میان جدایه های جنس.Penicillium spp سه جدایه به 

عنوان نماینده انتخاب و  بر اساس خصوصیات ریخت شناسی و مولکولی 
گونه های  )جدول4(  بررسی  مورد  صفات  اساس  بر  گردید.  شناسایی 
شناسایی   Penicillium sp. و   P.chrysogenum ، P. aurantiogriseum
کامل  شباهت  عدم  و  گونه ای  تنوع  به  توجه  با   .)5-4 )شکل های  شد 
جدایه PG 3 با شماره دسترسی نزدیک ترین آرایه های بانک ژن درخت 
تبارزائی تمامی جدایه های متعلق به این جنس در مطالعه حاضر ترسیم 
شد. آنالیز بلاست توالی ناحیه ITS جدایه P1 شباهت بالای 99 % به گونه 
P. aurantiogrise به شماره دسترسی Aj 005488 در ژن بانک نشان داد. 
 P. aurantiogrise  تجزیه فیلوژنتیکی قرار گیری این جدایه را در کنار گونه
تایید کرد. آنالیز بلاست توالی ناحیه ITS جدایه P2 شباهت بالای 99 

 .Penicillium sppجدول 4-  برخی خصوصیات مورفولوژیک جدایه های

شکل 1- میانگین آلودگی و تعداد پراکندگی قارچی جدا شده از نمونه های خوراک ذرت و سویا مرغداری های منطقه بیرجند.

• اندازه گیری قطر کلنی در دمای 25 درجه و بعد از 7 روز انجام گرفته است.

قطر *کلنی شکل فیالیدطول سلول پایهشکل کنیدیاندازه فیالید اندازه کنیدیساختار فیالیدنام گونه نام جدایه

P1P. aurantiogriseumBiverticillate3-4 ×3-26-11 ×2-330-25 آمپولی فرم100-150زنجیره ای و گرد

P2P.chrysogenumBiverticillate3-46-10×2-437-25 آمپولی فرم120-250گرد

PG3Penicillium spBiverticillate3-23-4×2-326-20 آمپولی فرم110-80زنجیره ای
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P.chrysogenum به شماره دسترسی LT558876 )جدول5(  % به گونه 
این جدایه را در  بانک نشان داد. تجزیه فیلوژنتیکی قرار گیری  در ژن 
ناحیه  توالی  بلاست   .)2 )شکل  کرد  تایید   P.chrysogenum گونه  کنار 
.Penicillium sp به  ITS جدایه PG3 نشان داد این جدایه 98 % به گونه 
شماره MK461563 در ژن بانک نشان داد. تجزیه فیلوژنتیکی این جدایه 
.Penicillium sp تایید کرد. نیز  قرارگیری این جدایه را در کلاد گونه 

 R1 جدایه   ،rDNA ناحیه  توالی  بلاست  آنالیز  اساس  بر 
به   Aspergillus flavus گونه  با  تشابه   %  99.82 حدود 
داد. نشان  ژن  بانک  در   MN238861 دسترسی  شماره 

حدود   X جدایه   ،rDNA ناحیه  توالی  بلاست  آنالیز  اساس  بر 
شماره  به   Fusarium proliferatum گونه  با  تشابه   %99.8
تایید کننده  که  داد  نشان  ژن  بانک  در   EU821468 دسترسی 
است. ریخت شناسی  خصوصیات  اساس  بر  آرایه  شناسائی 

دو  جدایه های  دسترسی  شماره  بالای  شباهت  به  توجه  با 
در  موجود  آرایه های  نزدیک ترین  شماره های  با  فوق  آرایه 
دسترسی  شماره  با  بلاست  عملیات  گونه ها،  این  به  ژن   بانک 
شد. انجام  معتبر(  نشریات  در  شده  )چاپ  معتبر  جدایه های 

بحث
.Penicilliumspp به طور معمول به صورت کپک  گونه های آرایه های 
آبی و سبز رنگ و روی بذور ذرت تولید ظاهر می شوند،  طوری که 
اما  می کند،  آلوده  انبار  در  را  ذرت   Penicillium sp. از  گونه  چندین 
پوسیدگی  ایجاد  دلیل  به  که  است  اصلی  گونه   Penicillium oxalicum
 P. aurantiogriseum ترش در مزرعه شناخته می شود. گونه های مانند
شده  انبار  بذور  در  و  پایین  رطوبتی  شرایط  در   P.viridicatum و 
سرد  هوای  و  آب  در   Penicillium گونه های  یابد.  بقا  می تواند  ذرت 

Penicillium spp. جدول 5 - خصوصیات مولکولی جدایه های

 Neighbor Joining بر اساس رویه Penicillium spp. شکل 2- درخت تبارزائی ترسیم شده بر اساس توالی ژن ITS جدایه های

.))NJ

ناحیه ژنیشماره دسترسی در ژن بانکنام گونهنام جدایه

P1P. aurantiogriseumMT158804ITS

P2P.chrysogenumMT158805ITS

PG3Penicillium sp.MT158806ITS

جداسازی و شناسائی مولکولی  ...
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می توانند  پنی سیلیوم  گونه های  از  برخی  شایع تر ند.   Aspergillus از 
پنی سیلیوم  گونه های  بیشتر  کنند.  رشد   %  17 تا   16 دانه  رطوبت  در 
اما  نیست،  همراه  ذرت  در  موجود  مایکوتوکسین  مشکلات  با 
Penicillium verrucosum و P. viridicatum می توانند اوکرواتوکسین، 
کنند.  تولید  سیتریکین  اسید  و  پنیسیل  اسید  سیکلوپیازونیک،  اسید 
بالقوه  خطر  عنوان  به  اخیر  سال های  در  میکوتوکسین ها  وجود 
.)21( است  گرفته  قرار  ویژه  توجه  مورد  ذرت  دانه  بهداشت  برای 

محیط  روی  اسلواکی  در  طیور  مخلوط  خوراک  نمونه های  از 
قارچی  جنس های  از  متنوعی  گونه های  مختلف،   کشت های 
و   Penicillium، Ulocladium، Trichoderma، Ulocladium
Stachybotrys جداسازی و بر اساس خصوصیات ریخت شناسی شناسائی 
شده اند که بیشترین تنوع گونه ای مربوط به جنس پنی سیلیوم بوده است 
 P. aurantiogriseum و بیشترین فراوانی در بین کل گونه ها مربوط به
)37%( بوده و گونه P. chrysogenum نیز دارای فراوانی 24% بوده است 
به  مربوط  فراوانی  بیشترین  نیز  حاضر  پژوهش  نتایج  اساس  بر   .)17(
که  قارچ ها  دیگر  جداسازی  است.  بوده  سیلیوم  پنی  جنس  جدایه های 
متفاوت از پژوهش های انجام شده در داخل یا برخی پژوهش های خارج 
از کشور است، احتمالا به دلیل استفاده از محیط کشت های انتخابی باشد.  
قابل  دام  خوراک  از  آسپرژیلوس  جنس  از  گونه هایی 
جدایه های   %50 حدود  بین  این  در  که  هستند  جداسازی 
 .)26( هستند  آفلاتوکسین  مولد  فــلاووس  اســپرژيلوس 
در  آجیل  از  فــلاووس  اســپرژيلوس  قارچ  جداسـازي 

نیجریه،  در  غـلات  آمریکـا،  در  دانـه  پنبه  و  ذرت  بنگلادش، 
 .)7  ،2  ،1( اسـت  شـده  گـزارش  چین  در  ذرت  و  گندم 
 F. verticillioides و F. prolifratum در حالی که دو گونه فوزاریوم شامل
غالب آلودگی های کپکی خوراک ذرت و سویای بدون استفاده در انبارهای 
مرغداری های خرم آباد را تشکیل داده اند، فراوانی گونه های آسپرژیلوس 
به  آلوده  غذائی  جیره  از  جداسازی شده   A. niger و   A. flavus شامل 
قارچ در خوراک طیور این منطقه 7% گزارش شده است. گرچه بیشترین 
استفاده  حال  در  طیور  خوراک  کننده  آلوده  قارچ های  فراوانی  درصد 
و سپس فوزاریوم بوده   Absidia ,Rhizomucor به جدایه های   مربوط 
است )3(. در مطالعه حاضر فراوانی گونه A. flavus در مرغداری های 
منطقه بیرجند حدود 19% ارزیابی شده است. بالاترین درصد فراوانی 
دو گونه آسپرژیلوس آلوده کننده خوراک طیور منطقه خرم آباد مربوط 
آلودگی  بدون  ذرت  خوراک  که  حالی  در  است،  بوده  مخلوط  دان  به 
احتمالا  بنابراین  است.  بوده  جدایه  یک  شامل  تنها  سویا  خوراک  و 
آسپرژیلوس  جدایه های  فراوانی  میزان  تفاوت  دلایل  از  یکی  دان  نوع 
باشد.  می تواند   )3( همکاران  و  نیا  درویش  پژوهش  با  حاضر  مطالعه 
انبارهای  در  آسپرژیلوس  جدایه های  فراوانی  میزان  جداسازی 
شرایط  است.  شده  گزارش   %54 صربستان  گوشتی  طیور  خوراک 
اصول  رعایت  عدم  و  نامناسب  تهویه  قارچ،  برای  مساعد  رطوبتی 
عنوان  به  تولید  مختلف  مراحل  در  دان  کردن  خشک  و  انبارداری 
.)3( است  شده  ذکر  گونه ها  این  فراوانی  میزان  افزایش  مهم  عامل 

 F. فوزاریوم  گونه  دو   ،)3( همکاران  و  نیا  درویش  مطالعه  اساس  بر 

شکل 3- نتایج واکنش زنجیره ای پلیمراز تکثیر بخشی از ژن rDNA نمونه های قارچی ذرت و سویای مرغداری های بیرجند روی ژل آگارز 

 F.: X1ستون ، Penicillium sp. :P3 ستون ،Penicillium chrysogenum :P2 ستون .)bp530 با طول( Bio-safe stain رنگ آمیزی شده با

 : F2الگو(، ستون DNA کنترل منفی )بدون :N ستون ،P. aurantiogriseum  :A1 ستون ، .P. sp  :PG3 ستون ،R  A. flavus:ستون ،proliferatum

کنترل مثبت )فوزاریوم بیماری زای پنبه(، ستون :L  شاخص مولکولی 100 جفت بازی. )ستون های 1 تا ،4 خارج از مطالعه(.
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می شود.  ماکیان  تلفات  موجب   F. verticillioides و   prolifratum
آن  نوع  به  بسته  طیور  خوراک  ماندگاری  و  نگهداری  نحوه  بنابراین 
دلایل  از  و  باشد  داشته  نقش  فوزاریوم  گونه های  بروز  در  می تواند 
در  حاضر  مطالعه  نتایج  با   F. prolifratum فراوانی  میزان  در  تفاوت 
منطقه بیرجند باشد. در حالی که نتایج مطالعه درویش نیا و همکاران 
خوراک  قارچی  آلودگی  میزان  تعیین  پژوهش  نتایج  با  آباد  خرم  در 
طیور در مرغداری های گوشتی تربت حیدریه )26( که جدایه های جنس 

اند،  نموده  گزارش  طیور  خوراک  قارچی  آرایه  شایع ترین  را  فوزاریوم 
تطابق دارد. آرایه های متعلق به جنس های پنی سیلیوم، کلادوسپوریوم، 
پیسیلومایسس، آسپرژیلوس و مخمر ها نیز به ترتیب جایگاه های بعدی 
تربت  بررسی شده منطقه  فراوانی در خوراک طیور  از نظر درصد  را 
حیدریه داشته اند. نویسندگان این مقاله نیز روش های نامناسب نگهداری 
زهرابه  مولد  قارچ های  فراوانی  در  مهمی  عامل  را  طیور  خوراک 
البته فصل نمونه برداری از خوراک طیور در تغییرات  قارچی می دانند، 

.1/2PDA روی محیط P. sp.  ، P.chrysogenum، F. proliferatum :شکل 4- پرگنه آرایه های قارچی نمونه های دان مرغ مرغداری های بیرجند. از چپ

شکل 5- پرگنه آرایه قارچی P. aurantiogriseum جدا شده از جیره غذائی مرغداری های بیرجند.

جداسازی و شناسائی مولکولی  ...
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است. داشته  نقش  حیدریه  تربت  منطقه  قارچی  آرایه های  فراوانی 
قارچی  علایم  بدون  ذرت  بذور  درون   Fusarium proliferatum قارچ 
منتشر می شود و میکوتوکسین های تولیدی آن در بذر، وارد چرخه غذائی 
طیور می شود. این زهرابه ها عوارضی سوئی نظیر کاهش رشد، اسهال، 
سمیت قلبی، کاهش ایمنی بدن، تغییر شکل پاها و افزایش مرگ و میر در 
 Lactobacillus طیور دارد. کاربرد نوعی فرمولاسیون محلول از باکتری
acidophilus در آبخوری جوجه های گوشتی به عنوان روش پیشگیری کننده 
 .)29( است  شده  توصیه   F. proliferatum زهرابه  سمیت  برای 
فوزاریوم جداسازی  گونه های  بین سایر  در  فراوانی  بالاترین  گونه  این 
تا   2001 سپتامبر  زمانی  دامنه  در  اسلواکی  در  طیور  خوراک  از  شده 
جداسازی  فوزاریوم  گونه های  تمامی  است.  داشته  را   2002 آوریل 
ذرت  در  که  می روند  شمار  به  غلات  و  ذرت  بالقوه  بیمارگر  شده 
شرایط  می شوند.  بلال  و  ساقه  پوسیدگی  بیماری های  بروز  موجب 
از  طیور  خوراک  انبارداری  نحوه  و  بارندگی  و  دما  مانند  محیطی 
 .)18( باشد  می تواند  گونه ها  این  از  کدام  هر  وقوع  عوامل  مهم ترین 
نمونه های  در  را  فراوانی  بالاترین   F. subglutinans گونه  که  حالی  در 
دلیل  که  است  داشته  اسلواکی  جنوبی  بخش های  در  را  ذرت 
.)22( است  بوده  مزرعه  در  خنک تر  دمای  و  بارندگی  تداوم  آن 

عنوان  به  نیز  محصول  برداشت  زمان  در  محیطی  شرایط  بنابراین 
گیرد.  قرار  مدنظر  باید  طیور  خوراک  سلامت  تعیین  در  مهمی  عامل 
کاربرد پرتودرمانی با اشعه گاما به طور معنی داری موجب کاهش رشد این 
گونه قارچی در جیره مرکب طیور شده، به نحوی که خطر در معرض قرار 
گرفتن دام و انسان را به میکوتوکسین کاهش داده است. اگرچه روش های 
انبارداری جهت نگه داری خوراک تا زمان مصرف نیز توصیه شده است )4(.    
قارچ های  فراوانی  بالاترین  دیگر،  پژوهش های  نتایج  با  مقایسه  در 
قارچی  آرایه  به  متعلق  آرژانتین  در  طیور  خوراک  از  جداشده 
نتایج  با  ولی  است  منطبق  مطالعه  این  نتایج  با  که  بوده  پنی سیلیوم 
بالاترین  که  نیجریه  در  طیور  خوراک  از  جداشده  قارچ های  بررسی 
دارد.  تفاوت  است،  آسپرژیلوس  گونه های  به  مربوط  فراوانی 
می تواند  گوناگون  مطالعات  در  قارچی  آرایه های  فراوانی  تفاوت 
 .)26( باشد  نقل  و  حمل  شرایط  و  نگهداری  شرایط  خوراک،  نوع  در 
از خوراک   Rhizopus oryzae بر اساس خصوصیات ریخت شناسی گونه 
 R. قارچ  بیرجند جداسازی گردید.  طیور مرغداری های گوشتی منطقه 
آنتی اکسیدان های طبیعی در جیره غذائی  از  منبعی  به عنوان   oryzae
مرغ های گوشتی قابل استفاده است )24(. جایگزینی جیره غذائی تخمیر 
شده بر پایه دانه انبه با جدایه ای از این آرایه قارچی بجای دان ذرت، 
باعث تامین انرژی و نیازهای رشدی جوجه های گوشتی شده، تاثیر سو 
در رشد و پارامترهای خونی نداشته، بلکه موجب بهبود مقادیر پروتئین 
نوعی  عنوان  به  بنابراین  می شود.  شده  تخمیر  جیره  غذائی  عناصر  و 
فرمولاسیون در جیره غذائی مرغداری ها توصیه شده است به طوری 
  .)15( گردد  غذا  و سلامت  هزینه ها  کاهش  موجب  می رود  انتظار  که 
خوراک  انواع  در  موجود  آنتاگونیست های  زیستی  تنوع  احتمالا  گرچه 
شده  انجام  پژوهش های  در  رفته  کار  به  کشت  محیط های  نوع  و 
جداسازی  قارچ های  تنوع  در  می تواند  نیز  قارچ ها  جداسازی  جهت 
نتایج  هم خوانی  عدم  از  بخشی  توجیه کننده  و  بوده  موثر  شده 

باشد. قارچی  آرایه های  فراوانی  درصد  و  نوع  تغییرات  زمینه  در 
با توجه به این که در برخی مرغداری ها احتمال دارد  فاصله دوره های 
جوجه ریزی زیاد باشد و در نتیجه تغذیه طیور از خوراک با دوره ماندگاری 
بالا انجام شود، لذا پیشنهاد می شود پژوهش دیگری در ارتباط با جداسازی 
و شناسائی قارچ های مولد زهرابه های قارچی آلوده کننده خوراک طیور 
که  لنگش جوجه ها،  چون  بیماری هایی  وقوع  نرخ  با  ارتباط  در  مانده 
ویتامین  کاهش سطح  متعاقبا  و  ایمنی طیور  کاهش سیستم  نتیجه  در 
دی ر خ می دهد، نیز این مرغداری ها از ابتدای چرخه تولید انجام شود.

کاربرد  منطقه،  در  انبارها  محیطی  شرایط  نبودن  یکسان  توجه  با 
نتایج  در  تفاوت  جوجه ریزی،  فصل  یک  در  مختلف  جیره  نوبت  چند 
قابل  شده  جداسازی  قارچ های  درصد  و  تنوع  زمینه  در  پژوهش 
می باشد.  مطالعات  نوع  این  اجرای  مشکلات  از  خود  که  است  انتظار 
دستورالعمل  اساس  بر  باید  مرغداری ها  انبارداری  شرایط  بنابراین 
گیرد.  صورت  انبارداری  زمان  کاهش  بر  تاکید  با  یکسان  استاندارد 
انتخابی  نیمه  یا  انتخابی  کشت های  محیط  از  استفاده  با  طرفی  از   
تاثیر  بعد  مراحل  در  و  جداسازی  آنتاگونیست  قارچ های  و  باکتری ها 
از  همچنین  شود.  بررسی  مرغ  دان  آلوده کننده  قارچ های  روی  آنها 
بومی  فرمولاسیون  صورت  به   Rhizopus oryzae قارچ  جدایه های 
تولید  هزینه های  کاهش  راستای  در  طیور  جیره  در  شده  سازی 
شود. انبوه سازی  بعدی  مراحل  در  و  استفاده  غذائی  سلامت  و 

نتیجه گیری کلی
در  طیور  خوراک  آلوده کننده  میکروبی  عوامل  کنترل  و  شناخت 
بر  است.  ضروری  امری  آن  فرآورده های  مصرف کنندگان  سلامت 
از خوراک طیور  قارچی  متنوع  آرایه  پژوهش چندین  این  نتایج  اساس 
اساس  بر  بنابراین  شد.  شناسائی  و  جداسازی  بیرجند  مرغداری های 
آلودگی ها  کنترل  خصوص  در  لازم  فرآیندهای  آرایه ها،  این  شناسائی 
نیازهای  بر  بیولوژیکی و کنترل شرایط محیط منطبق  شامل روش های 
دمائی و رشدی آرایه ها در مراحل انبارداری خوراک باید اعمال گردد.    
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