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چكيد ه 
  مخمرهای تک سلولی بخشی از فلور روده آبزيان می باشند. تعدادی از اين تک سلولی ها مفيد و برخی مضر بوده و عامل تعدادی 
بيماری شناخته شده و ناشناخته می باشــند. تاکنون هيچ مطالعه جامعی در خصوص شناسايی تنوع فلور مخمری روده ماهيان 
قزل آلا در ايران انجام نشــده است. نظر به اهميت شناسايی و بررســی امكان استفاده از آن ها به عنوان پروبيوتيک های بومی، 
ايزوله سازی و بررسی تنوع مخمرهای فلور روده ماهيان قزل آلای شهرستان اروميه با استفاده از محيط های کشت اختصاصی و 
افتراقی به همراه روش های مولكولی صورت گرفت. نمونه برداری از 6 سايت مختلف پرورش ماهيان قزل آلا انجام شد. کشت فلور 
روده با استفاده از محيط های کشت عمومی و اختصاصی SDA، SCC، CHA و CMA تا حد شناسايی جنس و گونه مخمرها ادامه 
يافت. شناسايی قطعی برخی از مخمرها، زمانی که محيط های کشت قادر به تفكيک برخی گونه ها نشدند، با PCR قطعه کوچكی 
از ناحيه ITS1 و تعيين توالی محصول PCR صورت پذيرفت. اين تحقيق ضمن ارائه مسير شناسايی فلور مخمری ماهيان قزل آلا 
 Candida guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae strain LN, Saccharomyces cerevisiae توانســت گونه هايی شــامل

Saccharomyces cerevisiae ،1-strain YG3 و همچنين سويه هايی از Rhodotorula را شناسايی نمايد.

کلمات کليدی: جداسازی، فلور روده، كشت افتراقی، ماهی قزل آلا، مخمر
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Unicellular yeasts are known as a part of aquatics intestinal flora. Some species are useful and some are known as 
pathogen for known or unknown diseases. So far any comprehensive study was done to characterize yeast intestine 
flora of fish in Iran. Due to the importance of isolation and characterization of micro flora of fishes and possibility of 
introducing this endemic species as Probiotics, in present study, the diversity of the intestinal yeast flora of domestic 
Rainbow trout fishes of 6 Urmia cities farms was investigated by general and specific diffraction media as SDA, SCC, 
CHA and CMA following to molecular analyses. Molecular technique of PCR for small fragment of ITS1 was followed 
by sequencing in order to identifying some complex samples in case of culture methods failure. This study not only 
succeed to stablishe a protocol for characterization of yeast micro flora of fishes but also could identify some species 
Candida guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae strain LN, Saccharomyces cerevisiae strain YG3-1, Saccharomyces 
cerevisiae and also strains of Rhodotorula.

Key words: Intestine flora, Isolation, Rainbow trout, Media, Yeast

مقدمه
مخمرها متعلق به زیر شاخه آسکومیست ها جزء یوكاریوت های تک سلولی 
هســتند. این موجودات با انتشار جغرافیایی وسیع بر روی اغلب زیستگاه ها 
مانند خاک، فضولات حیوانات، شــیر و اغلب مواد غذایی قابل تخمیر بســر 
می برنــد )4 و ۲۲(. از نظر مورفولوژیکی مخمرها بر اســاس اندازه، شــکل 
سلول، مکانیسم تشکیل ســلول دختر، رنگ و قوام كلنی ها و تولید یا عدم 
تولید كپسول طبقه بندی می شوند. سلول های مخمر تنوع فراوانی در اندازه 
شــکل، رنگ و مورفولوژی كلنی دارند، به طوری كه ســویه های خالص از 
یک مخمر می توانند در محیط كشــت تنوع شکلی و رنگی را نشان دهند. 
این تنوع مورفولوژیکی در سلول های اختصاصی مخمرها از طریق تغییر در 

شرایط فیزیک و شیمیایی محیط كشت القاء می شود )4(. 
تاكنون تنوع زیادی از محیط های كشــت بر اساس نیاز های فیزیولوژیکی 
مخمرهای مختلف تعریف و ســاخته شده اســت )3(. مخمرها را می توان 
همانند باكتری ها با اســتفاده از محیط های كشــت مختلف كه بر اساس 
نیازهــای غذایــی و فیزیولوژیک گونه های مختلف مخمر ســاخته شــده 
است شناســایی نمود )3(. از چنین محیط های كشتی می توان به محیط 
SDA (Sabouraud dextrose agar) )حاوی پپتون،  سابورو دكستروز آگار
دكســتروز یا گلوكــز و آگار( ، محیطSC )حــاوی كلرامفنیکل به میزان 
0.0۵ درصد در محیط ســابورو دكســتروز آگار( ، محیط مایکوزیل آگار 

 )SCحاوی ســیکلوهگزامید در محیط( (SCC یــا Mycosel Agar) (MA)
اشــاره نمود. همچنین می تــوان از محیط های كشــت اختصاصی همانند 
CHA (CHROMagar Candida Medium) كه حاوی سوبستراهای  محیط
 CMAكروموژنیــک )حــاوی رنگ ویژه شناســایی مخمرهــای( و محیط
(Corn meal Agar) )شناســاگر مخمرها بر اســاس ظاهر میکروســکوپی 
اشکال ســودوهایف و بلاستوكونیدی( اشــاره نمود. مخمرها غیر از حضور 
در محیط هــای آزاد مختلف می توانند بــه عنوان فلور روده آبزیان و در كل 
موجودات مختلف مطرح باشــند. مطالعات انجام شده تراكم مخمرهای تک 
پیش بینی كرده است )۱۱(. نظر  ۱0۷CFU/g ســلولی روده آبزیان را تا حد
بــه مفید بودن تعدادی از این مخمرهای تک ســلولی، برخی از گونه ها به 
عنوان جیره غذایی نیز كاربرد فراوانی در پرورش لارو و انواع گونه های بالغ 
آبزیان را دارند )۸ و ۱9(. هدف از این تحقیق ضمن بررســی فلور مخمری 
روده ماهیان قزل آلا، ارائه بهترین و ســاده ترین پروتکل كشت و شناسایی 
مخمرهای تک ســلولی روده ماهیان قزل آلا با تركیبی از روش های كشت 

افتراقی و مولکولی می باشد. 

مواد و روش ها
نمونه برداری ماهیان از ایستگاه های نمونه برداری در تابستان ۱39۲ انجام 
شــد. بدین منظور تعداد ۱۸ قطعه از ماهیان قزل آلای رنگین كمان با وزن 

بررسی فلور مخمری روده ماهيان قزل آلای...
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تقریبی ۲3۵ گرم از 6 ایستگاه )مزرعه( پرورش ماهی استان )از هر ایستگاه 
3 نمونه( جمع آوری شد )جدول ۱(. در این تحقیق برای نمونه ی استاندارد 
از ســویه ی صنعتــی S. cerevisiae strain YG3-2 با نــام تجاری مخمر 
خوزســتان تولید شده در كارخانه مخمر ســازی اهواز- خوزستان به منظور 
بررســی و مقایسه شکل كلنی در مراحل میکروبی و به عنوان كنترل مثبت 

در مراحل مولکولار استفاده شد. 
به دلیل دور بودن مسافت محل های نمونه برداری از محل انجام آزمایش، و 
به منظور جلوگیری از خفگی نمونه ها در اثر كمبود اكســیژن حین انتقال؛ 
نمونه ها پس از صید در همان روز در داخل یخ به آزمایشگاه منتقل شدند و 
بلافاصله مورد كالبد شکافی قرار گرفتند. به منظور تشریح، ابتدا سطح بدن 

جدول 1- اسامی مزارع پرورش ماهی در شهرستان اروميه

 pureplate با روش کشت SDA شكل 1- اشكال متنوع مجموعه کلنی های رشد يافته در محيط

شكل 2- سلول های مخمری در رنگ آميزی گرم در درشت نمايی 100 ميكروسكوپ

نام كارگاه پرورش ماهی آدرس ایستگاه

ماهی سرای غلام پور متینمیرشکارلو

ماهی سرای رشد كن رضاییجاده اشنویه

مزرعه قائم وزیریجاده بالانوش- سارالان

كارگاه تولیدی و پرورش ماهی وهابیزیوه

كارگاه پرورشی شفاف بالیق دكتر مدیریجاده سرو - هنگروان

استخرهای پرورشی پژوهشکده مطالعات دریاچه ارومیهدانشگاه ارومیه
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ماهی با استفاده از الکل ۷0 درصد پاک شده و ناحیه بین دو باله شکمی به 
طرف جلو تا حفره پریکاردیومی برش داده شد )۱(. محتویات روده به كمک 
پنس اســتریل از روده خارج شــد. به دلیل جامد بودن محتویات و تراكم 
بالای میکرو ارگانیســم های موجود در فلور روده؛ 0/۵ گرم از این محتویات 
در كنار شــعله وزن و بعد داخل لوله ی حاوی 4/۵ میلی لیتر سرم فیزولوژی 
استریل، حل شد )برای تهیه محلول stock( ؛ این محلول با سمپلر مخلوط 
گشــت، سپس از آن رقت های۱-۱0، ۲-۱0، 3-۱0 و 4-۱0 تهیه شد )۲(. 
رقت های سریال تهیه شده در پلیت های استریل جداگانه با روش پورپلیت 
(Pureplate Method) در محیط SDA و در دمای ۲۵ درجه ســانتی گراد 
به مدت 4۸-۲4 ســاعت كشــت داده شدند )۲( )شــکل ۱(. پس از رشد 
كلنی مخمرهای تک ســلولی نمونه ها بر اساس شکل كلنی های ایجاد شده 
دسته بندی شــده و مرحله دوم كشت به منظور جداسازی آن ها انجام شد. 
در مرحله بعدی با انتخاب كلنی های كاملًا مســتقل و مجزا، كشت سطحی 
گسترده بر روی محیط SDA در دمای ۲۵ درجه سانتی گراد به مدت 4۸-

۲4 انجام شد )۷(.
 ایزوله ســازی تک كلنی هــای مخمر از كلنی هــای باكتریایی و قارچ  های 
MA (SCC) با روش كشت  ساپروفیت با كشت مجدد بر روی محیط كشت
سطحی گسترده (Streak method) در دمای ۲۵ درجه سانتی گراد به مدت 

4۸-۲4 ساعت انجام شد. در نهایت شناسایی دقیق مخمرها به وسیله رنگ 
آمیزی گرم نمونه ها محقق شد )۱0( )شکل ۲(.

پس از اطمینان از ایزوله سازی مخمرهای تک سلولی، شناسایی جنس های 
مخمرها با اســتفاده از دو محیط كشــت CHA وCMA انجام شــد. كشت 
در محیط CHA با همان روش كشــت ســطحی صــورت می پذیرد؛ اما به 
منظور ظاهر شــدن رنگ اختصاصی تولید شده توسط هر گونه و با توجه به 
خصوصیات خود محیط كشت CHA، انکوباسیون در دمای 3۷ درجه سانتی 
گراد انجام گردید تا واكنش شــیمیایی تولید رنگ اختصاصی كامل شود. با 
توجه به اینکه گونه های مختلف مخمر در محیط های كشت مختلف تنوعی 
از رنگ های مختلف را ایجاد می  كنند، بررسی رنگ اختصاصی تولید شده در 
هر پلیت یک بار ۲4 ساعت پس از كشت اولیه و بار دوم 4۸ ساعت پس از 

كشت اولیه صورت گرفت )۲۱( )شکل 3(.
 (Dalmau Method) با روش كشت دالمائو CMA كشت در محیط كشــت
انجام شــد. بدین منظور در نوک آنس مقدار كمی از كلنی مخمر به صورت 
دو خط موازی نزدیک به هم داخل آگار تلقیح شد. در این متد عمق شیارها 
به قدری باید باشــد كه آگار پاره نشــود. در نهایت لامل اســتریلی را روی 
خطوط تلقیحی قرار داده شــد و ســپس در دمای ۲۵ تا 30 درجه سانتی 
گراد به مدت 4۸ تا ۷۲ ســاعت انکوباسیون انجام شد )۱۷(. در این مرحله 

 شكل 3- تنوع رنگ های مشاهده شده بر روی محيط کروموژنيک

CMA شكل 4- تنوع سودوهايف های مشاهده شده بر روی محيط

بررسی فلور مخمری روده ماهيان قزل آلای...
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شكل 5- بررسی مورفولوژيكی و ميكروسكوپی جنس Rhodotorula در انواع محيط های کشت. به ترتيب
b3: CMA  (b4: CHA)  مشاهده ی ميكروسكوپی :b1: SDA  (b2) 

شكل 6- نتايج مربوط به شناسايی گونه C. guilliermondii. به ترتيب
 a3) CMA CMA (a4 مشاهده ی ميكروسكوپی a1) SDA (a2 

 CMA بر اساس ویژگی مورفولوژیکی خاص هر نوع مخمر در محیط كشت
كلنی ها دسته بندی و جدا سازی شدند )3( )شکل 4(.

بررسی های مولكولی
به منظور شناسایی برخی جنس های مخمر كه محیط های كشت اختصاصی 
قادر به شناسایی آن ها نیستند از PCR (Polymerase Chain Reaction) و 
 (Internal Transcribed Spacer) ITS۱ تعیین توالی بخش كوچکی از ناحیه
استفاده شد. بدین منظور ابتدا DNA از كلنی های خالص مخمرهای مورد نظر 
توســط روش كار SDS-Chloroform استخراج شد )PCR .)۲3 با استفاده از 
 5'-gTCgTAACAAggTTTCCgTAggTg-3' یک جفت آغازگر پیشرو
انجام شــد. برنامه   5'-CTCCACAgTgTgTTgTATTg-3' و آغازگر پیرو
PCR شــامل واسرشت سازی اولیه در دمای 94 درجه سانتی گراد به مدت 
۱۲0 ثانیه، 3۵ ســیکل شامل واسرشت ســازی ثانویه در دمای 94 درجه 
ســانتی گراد به مدت 30 ثانیه، اتصال در دمای 6۱/۲ درجه ســانتی گراد به 
مدت 40 ثانیه، توســعه در دمای ۷۲ درجه سانتی گراد به مدت 40 ثانیه و 
سپس یک توسعه نهایی در مدت ۵ دقیقه انجام شد. محصول PCR روی ژل 
الکتروفورز ۱/6درصد بررســي شد )۲0(. پس از انجام الکتروفورز و مشاهده 
كیفیت محصول PCR، تعیین توالی انجام شد. جهت بررسی نام و مشابهت 
 Blast توالی های حاصل شــده با نمونه های موجود در بانک ژنی از نرم افزار
(Basic Local Alignment Search Tool) مربوط به بسته نرم افزاری سایت 

NCBI استفاده شد.

نتايج
نتایــج اولیه بررســی كلنی های حاصل شــده بر روی محیط های كشــت 
مختلف نشــان داد كه در مجموع 39 كلنی مخمر از كشت محتویات روده 
مخمرها حاصل شــده است. این بررســی در ابتدا موفق به شناسایی جنس 
Rhodotorula گردید. در محیط كشــت SDA كلنی های  این جنس با رنگ 
صورتی مایل به نارنجی با قوام موكوسی مشاهده شدند در حالی كه بر روی 
 CMA رنگ كلنی ها صورتی تیره و در محیط كشــت CHA محیط كشــت

توده های بلاستوكونیدی مشهود بودند )شکل ۵(.
بررسی میکروسکوپی شکل سودوهایف یکی از كلنی های مخمری در محیط 
CMA و بررســی رنگ كلنی آن در محیط CHA موجب شناســایی جنس 
Candida و گونــه C. guilliermondii بصورت قطعی گردید. در این محیط 

كشت، سودوهایف این مخمر به شکل شاخه دار مشاهده شد )شکل 6(.
در این تحقیق كشــت افتراقی با اســتفاده از محیط های كشت اختصاصی 
 Saccharomyces توانست دلایل مشابهی در خصوص وجود گونه های جنس
و گونــه C. glabrata حاصــل نماید. بدین ترتیب ویژگی های یکســان هر 
دوی این مخمرهای احتمال وجود هر دو را در محیط كشــت قطعی نمود. 
بر اســاس نتایج حاصل هر دو گونه در محیط های كشت CHA كلنی های 
به رنگ ارغوانی روشــن مایل به بنفش و در محیط كشت SDA به صورت 

كلنی های سفید تا رنگ كرمی با قوام خمیری تظاهر یافتند )جدول ۲(.
مشــاهدات میکروســکوپی در ایــن كلنی هــای مخمری، رشــد یافته در 
محیط CMA نشــان داد كه اغلب كلنی ها حاوی توده های بلاستوكونیدی 
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بدون شــاخه های بلند می باشــند. شکل ۷ مقایسه شــباهت كلنی جنس 
Saccharomyces و گونه C. glabrata را نشان می دهد.

نتايج بررسی های مولكولی
تعیین توالی انجام شده و بررسی مطابقت آن با نمونه های بانک ژنی به روش 
Blast نشــان داد با بالاترین درصد همپوشــانی )بیش از 9۵ درصد( تمامی 
 Saccharomyces نمونه های تعیین توالی شده به عنوان سویه هایی از گونه
cerevisia قابل شناســایی می باشــند )شکل ۸(. بر اســاس این بخش از 
مطالعــه دلیلی بر وجود گونــه C. glabrata در بین نمونه های مخمر یافت 
نشد. این بررسی همچنین نشــان داد تنوع زیادی در بین گونه های مخمر 
Saccharomyces cerevisia یافــت شــده در بین نمونه های مختلف ماهی 
وجود داشــته و اصولاً ســویه های متنوعی از این مخمــر در ماهیان مورد 

مطالعه یافت شد.

بحث و نتيجه گيری
تا امــروز حدود ۷00 گونه مخمــر متعلق خانواده مخمرهای تک ســلولی 
توصیف شــده است. با توجه به كاربردهای بسیار وسیع مخمرها در صنعت 
تاكنون محیط های كشــت مختلفی برای شناسایی آن ها ارائه شده )۲۵(. با 
وجود انواع مختلف محیط های كشت اغلب گونه های مخمری دارای صفات 
مورفولوژیک و ویژگی های رشد نزدیک به هم هستند كه كار شناسایی آن ها 

را بسیار سخت می نماید )4(.

مخمرها ضمن این كه می توانند به عنوان فلور روده موجودات مطرح باشند 
می تواننــد به عنوان یک منبع پروتئینی در رژیــم غذایی برخی موجودات 
همچون انســان، دام و طیور و آبزیان اســتفاده شوند به طور مثال استفاده 
از مخمــر نان در چندین پروژه تحقیقاتی برای تولید میگو آب شــور نتایج 
درخشــانی را داشته اســت )۱3(. بطور مثال از نوعی مخمر شبیه كاندیدا 
.Kluyveromyces sp در تغذیه انــواع مختلفی از موجودات  بــا نام علمــی
آبزی اســتفاده شده اســت )Phaffia rhodozyma .)۱۸ از تولید كنندگان 
استاگزانتین محسوب می شود كه به عنوان مکمل در كنار برخی مخمرهای 
دیگر در غذای ماهیان آزاد و میگوهای پرورشــی استفاده استفاده می شود 

 .)۲6(
در ســال ۱993 تنها مخمرهای گزارش شــده در فلور روده آبزیان شامل 
Candida و Saccharomyces cerevisiae بودند )6(. دیگر مطالعات تکمیلی 
حاكی از آن است كه به طور كلی مخمرهای جدا شده از روده آبزیان به دو 
 Ascomycota )شاخه مجزا از سلسله قارچ ها تعلق دارند كه عبارتند از: الف
كــه در بین آن ها مهم تریــن خانواده Saccharomycetaceae می باشــد و 
ب( Basidomycota كه شــامل مخمرهای قرمز رنگ Rhodotorula است. 
گونه غالب مخمر در آبزیان آب شــور و آب شــیرین Rhodotorula است، 
در حالی كه بیشــتر تحقیقاتی كه در مورد ماهی قــزل آلای رنگین كمان 
 Debaryomyces hansenii صورت گرفته است نشان می دهد كه مخمرهای
فلور غالب می باشــد. البته مطالعــات Gatesoup )۱۱( چهار جنس مختلف 
دیگــر از مخمرها با نام های Yarrowia ،Kluyvermyces ،Filobasidium و 

جدول 2- نمونه ای از بررسی تنوع مخمرهای کشت يافته در محيط کشت CHA بر اساس صفات مورفولوژيک و رنگ کلنی

رنگ كلنی پس از 4۸ ساعترنگ كلنی پس از ۲4 ساعتایستگاه نمونه برداری

بنفشبنفش و صورتیسرو

بنفشصورتیبالانوش

بنفشصورتی و سفیداشنویه

بنفشصورتی و سفیدمیرشکارلو

بنفشبنفشسرو

بنفشصورتیمیرشکارلو

بنفشصورتی و بنفشزیوه

صورتیسفید كرمیمیرشکارلو

بنفشسفیدبالانوش

بنفشبنفش و سفیدزیوه

بنفش و صورتیسفیدزیوه

بنفشصورتی و سفیداشنویه

صورتیصورتیمیرشکارلو

بررسی فلور مخمری روده ماهيان قزل آلای...
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شكل 7- شباهت های مشاهده شده بين جنس های مختلف مخمر مشاهده شده در اين تحقيق به ترتيب: 
CHA   (A4    CMA (A3 مشاهده ميكروسكوپی (A2  SDA (A1 Saccharomyces (A

CMA  B4( CHA B3)  مشاهده ميكروسكوپی B2(  SDA ( B1  :C. glabrata (B

شكل 8- توالی مرتب شده مخمرهای Saccharomyces cerevisiae. وجود ستاره نشان دهنده شباهت نوکلئوتيدی بين 4 
نمونه می باشد. 
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Bulleromyces از محتویات روده ماهی قزل آلای رنگین كمان را شناسایی 
نمود. این مطالعات نشــان می دهد كه تنوع فلور مخمری روده ماهیان قزل 

آلا وابسته به شرایط زیستی موجود می باشد. 
در تحقیق حاضر با استفاده از روش های كشت میکروبی و تکمیلی مولکولی 
ســه جنس و دو گونه از مخمرهای تک ســلولی به عنــوان فلور روده این 
آبزیان شناسایی شدند. جنس Rhodotorula شناسایی شده در این تحقیق 
به عنوان یک جنس ســاپروفیت و یا پاتوژن معرفی گردید زیرا پیش از این 
تحقیق مشخص شــده بود كه گونه هایی از جنس Rhodotorula می توانند 
با رشــد بر روی مواد غذایــی لایه ای لزج و صورتی رنــگ ایجاد نماید كه 
 Saccharomyces cerevisiae موجب كاهش ارزش محصولات گردند. گونه
از معروف ترین اعضای جنس Saccharomyces می باشــد كه هم به عنوان 
یک مکمل غذایی مطرح می باشــد و هــم گونه هایی از این جنس به عنوان 
پروبیوتیــک با خــواص مفید در جانوران مطرح هســتند )۱۲(. با توجه به 
اطمینان از عدم اســتفاده از این مخمر به عنوان مکمل غذایی آبزیان تحت 
مطالعه و حضور دائمی این جنس و گونه در فلور روده بنظر می رسد نظریه 
قبلــی در خصوص غیر دائمی بودن فلور مخمری روده ماهیان قزل آلا قابل 
رد بوده و احتمــال پروبیوتیک بودن این گونه افزایش می یابد. در خصوص 
پاتــوژن بودن مخمرهــای Candida و به خصوص گونــه C. albicans نیز 
تحقیقات زیادی انجام شــده اســت )3 و ۱۵(. وجود این جنس نیز در فلور 
روده می تواند منشــاء تعدادی از بیماری ها و مشــکلات ناشناخته ماهیان 
قزل آلا معرفی شود. در تحقیق حاضر روش های كشت افتراقی و اختصاصی 
 C. glabrata از گونه Saccharomyces نتوانســتند قادر به تشخیص جنس
شوند. توانایی روش های مولکولی در شناســایی دقیق گونه های موجودات 
بار دیگر در این تحقیق به تائید رســید. البته غیر از این روش های مختلف 
نیز برای شناســایی مخمرها ابداع و معرفی شــده بود كه با موفقیت مورد 
 Candida albicans ،Candida استفاده قرار می گیرند. شناسایی مخمرهای
tropicalis و Trichosporon با استفاده از تست تولید رنگ در محیط كشت 
CHA )۲4( ، شناســایی كلنی های Candida albicans با رنگ سبز روشن، 
Candida dubliniensis با سبز تیره و Candida tropicalis با رنگ آبی تیره 
مایل به بنفش از جمله این پیشرفت ها می باشد )9، ۱4و ۲۷(. در این روش 
كلنی های Candida krusei به رنگ قرمز روشن با حاشیه های سفید تولید 
می شــود. این در حالی است كه بر اساس نظر برخی محققان، كه مطابق با 
یافته های تحقیق حاضر نیز بود، Candida glabrata توسط كشت در محیط 
CHA به تنهایی قابل شناســایی نیست و كلنی هایی با مورفولوژی شبیه به 
 Candida parapsilosis ،Saccharomyces cerevisiae ،P. wickerhamii،

Cryptococcus neoformans و C. guilliermondii ایجاد می كنند )۲4(. 
در تحقیق حاضــر نیز كه برای اولین بار تنــوع جنس های مخمرهای تک 
ســلولی روده ماهیان قزل آلای پرورشــی بومی مورد بررســی قرار گرفت 
تركیبی از روش های موفق كشــت افتراقی و مولکولی مورد اســتفاده قرار 
گرفت. در این تحقیق ســعی شد ضمن مدون ســازی روش شناسایی این 
دســته از میکروارگانیســم ها در روده ماهیــان قزل آلا، تنــوع جنس های 
مخمرهای فلور روده ماهیان قزل آلا مورد بررســی قرار گیرد. نتایج تحقیق 
حاضــر ضمن نشــان دادن توانایی محیط های كشــت جهت جداســازی 
مخمرهای تک ســلولی، ضرورت اســتفاده از روش هــای مولکولی را برای 
شناســایی دقیق مخمرها را نشان داد. این نتایج نشــان داد با وجود رشد 

تکنولوژی ساخت محیط های كشــت اختصاصی، همچنین ابداع روش های 
نوین كشت و جداسازی موجودات تک سلولی هنوز هم احتمال حذف بخش 
قابــل توجهی از جامعه مخمرها، كه قابلیت كشــت در محیط های كشــت 
مصنوعــی را ندارنــد (unculturable) ، وجــود دارد )۱6(. زیرا در طی این 
تحقیق مشاهده شد كه در برخی مراحل امکان رشد، دو گونه یا سویه مخمر 
در یــک كلنی كوچک واحد وجود دارد كه با تغییر محیط كشــت یکی از 
جمعیت ها از دست می رفت. شناسایی مخمرهای فلور روده ماهیان قزل آلا 
می تواند درک بهتری در خصوص مشــاهده برخی نارسایی ها و بیماری های 
ناشــناخته ماهیان قزل آلا حاصل نمایــد. همچنین در صورت تائید خواص 
مفید مخمرهای ایزوله شده در این تحقیق می توان در آینده از آنها به عنوان 

مکمل غذایی و پروبیوتیکی در ماهیان قزل آلا استفاده نمود. 
شناســایی مخمرهای موجود در فلور آبزیان، حائز اهمیت اســت؛ چرا كه 
تعدادی از این تک ســلولی ها كه بــه تک یاخته هــاي پروبیوتیک معروف 
هستند، كه علاوه بر كمک به گوارش مولکول هاي پیچیده، تركیباتی مانند 
ویتامین ها و آنتی بیوتیک هاي مختلف را تولید می كنند. این مواد می توانند 
براي گوارش بهینه غذا مفید بوده و در سـلامـــت مـــیزبان و در افزایش 
كیفیت و رشــد بهینه ی آبزیان نقش داشته باشــند )۵(. مطالعات به عمل 
آمده در خصوص اهمیت مخمرها در دســتگاه گوارش موجودات نشان داده 
اســت كه گونه هــای مختلف می توانند نیازهای غذایی متفاوتی داشــته و 
لذا اپتیمم رشــد آن ها در محیط های مختلف اتفــاق می افتد. نتایج چنین 
یافته هایی كه حتی با كشت گونه های مختلف مخمرها در محیط های كشت 
مصنوعی مختلف نیز به اثبات رســیده است دلیلی بر یافت چندین گونه و 
ســویه مختلف از مخمرهای تک ســلولی در این تحقیق در فلور روده یک 

نمونه فردی از ماهیان می باشد. 
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