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با تأکید بر  در فصول تابستان، پاییز و زمستان خانواده ویبریوناسه هایباکتری بررسی فراوانی

 صدف محاربافت عضله فرآیند تغییرات رادیکال آزاد اکسیژن، سوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز در 

(Pinctada radiata) 

 

 چکیده

خانواده تأثیر تغییرات فصل بر میزان فلور باکتریایی نیز  و اکسیدانیآنتیاین مطالعه اثر دما بر خاصیت  در

 ماهیدعدد صدف محار از شهریور تا  150تعداد  قرار گرفت. یموردبررسمحار  بافت نرم صدفدر  ویبریوناسه

های ویبریو بر روی محیط کشت آن نیز جدا شد. شمارش کلی کلونی عضلهو  یآورجمعاز ساحل بندرلنگه 

 ,Vibrio parahaemolyticusهای شامل گونهانجام شد. ترکیب باکتری ویبریو  TCBSاختصاصی 

Vibrio anguillarum, Vibrio anguillarum, Vibrio harveyi, Vibrio 

alginolyticus  16ژن  بر اساسدر گوشت صدف محارS rRNA  انجام گرفت. سنجش فعالیت آنزیم

دستور شرکت سازنده انجام شد. نتایج حاصل از  بر اساسبا استفاده از کیت و  سوپراکسیددیسموتازکاتالاز و 

بیشترین مقدار  کهیطوربه ،های ویبریو شدنیواین مطالعه نشان داد که کاهش دما منجر به کاهش تعداد کل

 رسید log CFU/g 99/1به میزان  ماهیدکمترین مقدار در به  CFU/gr 06/0 ± 64/4از  یورماهشهردر 

(05/0P<)ت عضله صدف فگیری شده در بااندازه دیسموتاز یدسوپر اکسهای . بیشترین و کمترین فعالیت آنزیم

. فعالیت آنزیم کاتالاز نیز (>05/0P) درصد( مشاهده شد 29) ماهیددرصد( و  68به ترتیب در شهریور ) محار

. نتایج حاصل از (>05/0P) رسید درصد( به ثبت 15) ماهیدکمترین مقدار در  کهیطوربهوابسته به دما بود، 

 ویبریو آنگولاریومو  ویبریو آلجینولیتیکوس، ویبریو هاروی، ویبریو پاراهمولیتیکوساین مطالعه نشان داد که 

ی ویبریو زابیماریهای های سویهتعداد کلونی هرحالبههای محار بودند. های ویبریو در صدفترین گونهفراوان

نتایج مطالعه با کاهش دما روندی کاهشی داشت.  ویبریو آلجینولیتیکوسو  پاراهمولیتیکوسویبریو همچون 

های متنوع و حیاتی در پرورش صدف محار شامل تعداد کننده دمای آب بر شاخصحاضر بیانگر نقش تعیین

اکسیدانی در تیهای ویبریو و روند تغییرات فعالیت آنهای ویبریو، الگوی تغییرات تنوع زیستی گونهباکتری

 .بافت نرم صدف بود

 

 .کاتالاز، سوپراکسید دیسموتاز، ، صدف محاراکسیدانیآنتیهای ویبریو، آنزیم کلیدی: واژگان

 

 مقدمه

خانواده  250جنس و بیش از  2500تنان بر روی زمین را تشکیل داده که دارای گونه، دومین گروه بزرگ از نرم 20000با تنوع بیش از ها ایدوکفه

ها های فیزیولوژیکی آنای، بسیار به تغییرات دمایی حساس بوده و با افزایش دما بسیاری از شاخصهای دوکفهصدف یژهوبه تناننرم .باشندمی

 یلترفعلت ها به گیرد. صدفها تحت تأثیر قرار میو حساسیت به بسیاری از بیماری یدمثلیتولهمچون متابولیسم، پارامترهای ایمنی، سیستم 

 شودمی یروممرگها سبب بروز آلودگی و شیوع مواجه هستند که تغییر در سیستم ایمنی آن زابیماریبا حجم انبوهی از عوامل میکروبی  یکنندگ

(Xu et al., 2019.) شده  تنانرمندر  یروممرگو های اخیر، افزایش دما )معمولاً اواخر بهار و تابستان( موجب افزایش شیوع بیماری در سال

 1ویدا امیری

 2محمدجواد کاظمی
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بالاترین درصد  کهیطوربه ،ها افزایش محسوسی داشتهدر پژوهشی نشان دادند که با افزایش دما میزان بقاء صدف (.Dang et al., 2012) است

 (.Delisle et al., 2018) درصد به ثبت رسید 86به میزان  گرادسانتیدرجه  29بقاء در دمای 

 است شدهگزارشآبی دیگر  یهایادوکفهگسترده در بسیاری از  طوربهتغییرات سالانه در ترکیب بیوشیمیایی و اجزای طعم بر اساس توالی فصلی 

(Shalders et al., 2022.) عنوان مثال، در Crassostrea gigas طوربهو توده غدد جنسی در ماه ژوئن  گلیکوژن در گوشته، عضله یمحتوا 

 (2021) و همکاران Gao (.Qin et al., 2021) و ترکیب اسیدهای چرب با چرخه تولیدمثل متفاوت بود کمتر از ماه دسامبر بود یتوجهقابل

سه مرحله مختلف  به C. gigas های لیپیدی در غده گوارشینوکلئوتیدها و پروفایل-'5، (FAAs) گزارش کردند که محتویات اسیدهای آمینه آزاد

تغییرات  با Mytilus edulis یآبنوکلئوتیدها و لیپیدها را در صدف -'5ها، FAA همچنین تغییرات (2021) همکاران و Chen د.شدنتقسیم 

، باعث تغییر در دمثلیتولعوامل غیر بیولوژیکی و بیولوژیکی، مانند دمای آب دریا، در دسترس بودن غذا و چرخه  .قراردادند موردمطالعهفصل 

های دریایی هستند که در تمام محیط یطلبفرصتمنفی و  های گرمویبریوها باکتری .طعم در حیوانات آبزی شدند مؤلفهترکیب بیوشیمیایی و 

اکولولوژیکی، ویبریوها نقش مهمی در تجزیه مواد آلی و پیوند  ازلحاظاکولوژیکی و متابولیکی گستردگی فراوانی دارند.  ازلحاظشوند و یافت می

های بالا در موجودات آبزی ها در تراکمکند. این باکتریبه سطوح بالاتر تروفیک در زنجیره غذایی دریایی ایفا می شدهحلمیان انتقال کربن آلی 

 34ها حضور دارند. در حال حاضر، از خانواده ویبریو بیش از ا و زئوپلاکنتونها، میگوههای دریایی و اسفنجتنان، علفها، نرمدریایی همچون ماهی

ها عمدتاً صدف کهیناهای وابسته به غذا هستند. به دلیل زا در انسان و بیماریگونه آن عامل بیماری 16است که کمتر از  شدهییشناساگونه 

تواند از طریق ها میباشد. این باکتریمی ینخطرآفر کنندگانمصرفرای سلامتی ها در صدف بشوند، بنابراین تجمع آنخام مصرف می صورتبه

 ,Froelich and Noble) هایی همچون ماهیگیری، برداشت صدف و دست زدن به غذاهای دریایی وارد بدن انسان شوندزخم و یا فعالیت

گونه باکتری از جنس ویبریو شناسایی شد که شامل ویبریو  4 (Pinctada margaritiferaهای لب سیاه )ای بر روی صدفدر مطالعه(. 2016

 .Vآنگولاروم ) ( و ویبریوV. splendidus(، ویبریو اسپلندیدوس )V. alginolyticus(، ویبریو آلجینولیتیکوس )V. harveyiهاروی )

anguillarumویبریو پاراهمولیتیکوس را در دماهای مختلف در  ایزیماریب زا و غیربقا و رشد گونه بیماری (1397شاهمرادی و همکاران ) .( بود

ویبریو زا های سویه بیمارییان تعداد کلونیداری منشان داد که تفاوت معنی. نتایج قراردادند یموردبررس Ruditapes philippinarumصدف 

برای سویه غیر  داریمعنیکاهش  کهیدرحالساعت مشاهده نشد؛  96به مدت  گرادسانتیدرجه  15و  4نگهداری شده در دمای  پاراهمولیتیکوس

بیشتر از  گرادسانتیدرجه  28های نگهداری شده در دمای های ویبریو در صدفبه ثبت رسید. همچنین تعداد کلونی ذکرشدهدر دماهای  زابیماری

 (.Lopez-Joven et al., 2018) گراد بودسانتیدرجه  15و  4

شوند و به دلیل داشتن الکترون جفت نشده بسیار واکنش پذیر هستند. های آزاد در اثر شکستگی یک پیوند از یک مولکول پایدار ایجاد میالرادیک

 توانند بدنمیدریایی  های جانوراناکسیدانآنتی (.Almeida et al., 2007) تواند دارای بار مثبت، منفی و یا خنثی باشدیک رادیکال آزاد می

همچنین تضعیف  های مزمن وبسیاری از بیماری یشرفتپهای آزاد باعث رادیکال محافظت نمایند. ROSهای آزاد و اثرات برابر رادیکالانسان را 

می که باشدمی هااکسیدانآنتی از خوبی بسیار منبع دارای هاایدوکفه یعصاره که داده نشان مختلف هایبررسی .شودپراکسیداسیون لیپید می

 ,.Pachaiyappan et alباشد ) داشته اهمیت دیگر هایبیماری سایر و اکسیداتیو استرس با مرتبط هایبیماری کاهش و پیشگیری برای تواند

 پرورش امکان و شد گزارش گیرچشم کاملاً یرشبهمن هایآب در Brachionus plicatilisگونه  اکسیدانیآنتی خاصیت همچنین(. 2014

 دسته صدف در تحقیقی دیگر عصاره(. Khafaeizadeh et al., 2016نمودند ) پیشنهاد غذایی هایمکمل در تجاری وریبهره عنوانبه را آن

 غذایی مواد بهداشت به مربوط مطالعات از پس که دارد را این قابلیت و بوده زیادی نسبتاً اکسیدانیآنتی فعالیت دارای S. dactylusچاقویی 

 .(Asadollahi et al., 2018) رود کار به دیگر کشورهای به صادرات و کنسرو تهیه انسانی، مصارف برای معمولی غذای عنوانبه
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کنند. متأسفانه تاکنون آوری و گوشت آن را مصرف میفارس گونه صدف محار را از دریا جمعنشینان حاشیه خلیجدر کشور ما، برخی از ساحل

ویبریوها  ،های محیط دریاییترین پاتوژنهای پرورشی در ایران انجام نگرفته است. از مهممیزان آلودگی صدفای در خصوص پایش مطالعه

یی متفاوتی دارد. گونه ویبریو پاراهمولیتیکوس موجب بروز بیماری ناشی از مصرف زابیماریباشد که این باکتری تحت تأثیر دما میزان و قدرت می

گردند و حتی این احتمال های خوراکی حذف نمیصدف یسازپاکاند. این دو گونه در طی روند از کشورهای جهان شدهغذاهای دریایی در بسیاری 

ها در دو فصل پاییز و زمستان از صدف تکثیر پیدا کنند. لذا با توجه به اهمیت و لزوم این موضوع، صدف یسازپاکوجود دارد در طول فرآیند 

شود. همچنین این مطالعه به بررسی روند تغییرات فعالیت بررسی تغییرات ویبریو استحصال می منظوربهها آن و گوشت شدهیآورجمعطبیعت 

 .ه استویبریو پرداختفراوانی باکتری صدف محار در طول این فصول و ارتباط آن با  اکسیدانیآنتی

 

 هامواد و روش

های صفراوی تیوسولفات سیترات نمکیا اختصاصی ویبریو (، محیط Nitrate brothمحیط نیترات براث ) شامل مورداستفاده یکشت هامحیط 

 ژلاتین خوراکی و ، لیزین دکربوکسیلاز، نوترینت براث، دکربوکسیلاز، بافر پپتون واترMR-VP، فنل رد براث، سیمون سیترات، (TCBS) ساکاروز

 بود.

ه واقع در غرب از منطقه بندرلنگ 1399سال  ماهیدهای شهریور تا ها در طول ماهنمونه( استفاده شد. P. radiataاین مطالعه از صدف محار )در 

 Dorsal- Ventralها )شکمی صدف -برداری انجام گرفت. طول پشتیعدد صدف نمونه 30آوری شدند. در هر بار، از استان هرمزگان جمع

Measurment  یاDVM ها جهت سنجش تعداد و شستشو با آب شیرین، صدف یولاگلدودن متر بود. پس از زسانتی 1/5 ± 54/0( برابر

 .های باکتری ویبریو به آزمایشگاه میکروبیولوژی منتقل شدندکلونی

 24به مدت  کشت هابا سه تکرار تلقیح شدند. محیط  TCBSها استحصال و پس از تهیه رقت سریالی در محیط کشت در آزمایشگاه، گوشت آن

نگهداری شدند. از هر تکرار پنج کلونی انتخاب شد و بر روی محیط آگار مغذی حاوی دو درصد کلرید  گرادسانتیدرجه  28ساعت در دمای  48تا 

لوژیک های مورفولوژیک میکروسکوپی، ماکروسکوپی، بیوشیمیایی و فیزیوویژگی بر اساس شدهخالصهای سازی شدند. ایزولهسدیم کشت و خالص

های ژلاتیناز، اکسیداز، کاتالاز و های بیوشیمیایی همچون مصرف منابع کربن و نیتروژن، تولید آنزیممتداول مورد شناسایی قرار گرفتند. آزمون

شناسایی مولکولی، سه سویه از هر تیمار در محیط کشت آب  منظوربه (.Brenner et al., 2005انجام گرفت ) IMVICردوکتاز و آزمون 

 یتریلیلیم 5/1های به تیوب گرادسانتیدرجه  30ساعت در دمای  18پپتونه حاوی دو درصد کلرید سدیم تلقیح شدند. پس از نگهداری به مدت 

آب مقطر استریل افزوده  تریل کرویم 100شده  نینشتهتوده  دور بر دقیقه سانتریفیوژ شدند. سپس مایع رویی خارج و به 5000و با دور  شدهمنتقل

دور بر دقیقه سانتریفیوژ  10000حرارت داده شد. سپس سوسپانسیون موجود با دور  گرادسانتیدرجه  100دقیقه در دمای  5شد. در ادامه به مدت 

قرار  یموردبررسبا استفاده از الکتروفورز ژل آگارز  شدهاجاستخر DNAجدید منتقل شد. کیفیت  وبیت کرویممایع رویی به  تیدرنهاخواهد شد. 

های بعد از ارزیابی کیفی توسط الکتروفورز ژل آگارز تعیین توالی شد. در پایان میزان تطابق توالی SrRNA 16ژن  رشدهیتکثگرفت. توالی 

 (.Tamura et al., 2013) ز قرار گرفتمورد آنالی NCBIدر بانک ژن  شدهثبتهای با سایر توالی آمدهدستبه

 میکروسکوپی، ماکروسکوپی، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک متداول مورد شناسایی قرار گرفتند. یمورفولوژهای ویژگی بر اساس شدهخالصهای جدایه

های ترانزیشن گرفتن جهشها، در نظر ، حذف فاصله1000و با شرایط پشتوانه تکرار  Neighbor joiningآنالیز  بر اساسرسم درخت فیلوژنتیکی 

ترسیم  16s rRNAبا استفاده از ژن  آمدهدستبهتفاوت  بر اساسدر بانک ژنی،  شدهثبتهای با دیگر ایزوله موردنظرایزوله  5و ترانسپورژن برای 
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صورت  Neighbour joiningو بر اساس  MEGA X افزارنرمهای فوق نیز با استفاده از فاصله ژنتیکی میان توالی (.Nei, 1987) گردید

 (.Kumar, 2018گرفت )

نگهداری شود. در زمان آنالیز پس از ذوب  گرادسانتیدرجه  -80و در دمای  جداشدهها بافت نرم صدف اکسیدانیآنتیگیری فعالیت برای اندازه

 5000با دور  دار یخچالها در سانتریفیوژ مونهت، نشود و پس از اضافه کردن بافر فسفاها بافت نرم صدف قطعات ریز برش داده میشدن نمونه

. سپس ماده شناور رویی محلول جهت یددرآمحلول  صورتبهها کامل گیرند تا زمانی که نمونهقرار می گرادسانتیدرجه  4دور بر دقیقه و در دمای 

( در ROSهای آزاد اکسیژن )دیسموتاز، کاتالاز و رادیکالاکسیدانی سوپراکسیدهای آنتیگیری آنزیمشود. اندازهنگهداری می -80آنالیز در دمای 

 گیری شد.نانومتر اندازه 500و  540، 440 یهاموجطولهای شرکت طب پژوهان رازی به ترتیب در بافت با استفاده از کیت

 

 نتایج

 کهیطوربه(. 1پرورش صدف بود )شکل  سنجش ماهانه دمای آب دریا در طی دوره پرورش صدف بیانگر روند نزولی تغییرات دما در طی دوره

در انتهای دوره در دی معادل  کهیدرحال ،درجه سلسیوس ثبت شد 3/31±57/2متوسط دمای آب در ابتدای دوره پرورش در شهریور معادل 

 ثبت گردید. 71/1±3/16

 

 
 (.1399)سال  یبردارنمونهتغییرات دمای آب طی دوره  :1شکل 

 

های ویبریو در های مختلف بیانگر روند کاهشی حضور باکتریدر ماه شدهیآورجمعهای صدف های ویبریو در نمونهباکتریتعداد  ارزیابی تغییرات

از گوشت  CFU/gr 06/0 ±64/4های ویبریو در شهریور بیشترین میزان با میانگین تعداد کل باکتری کهیطوربه ،داشت یموردبررسهای نمونه

 آمدهدستبه(. آنالیز واریانس مقادیر 2شکل در هر گرم گوشت صدف رسید ) CFU/gr 04/0 ±99/1عداد در دی به صدف بود. میانگین این ت

نمایی  3شکل در  بود. p<0.05مهر و آبان در سطح  جزبه یموردبررسهای های ویبریو در تمامی ماهبیانگر اختلاف معنادار میان تعداد کل باکتری

 است. شدهارائه های ویبریواز جداسازی و شمارش باکتری
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 (.1399)سال  (Pinctada radiata) محار های صدفهای ویبریو در نمونهتغییرات ماهانه تعداد کل باکتری :2شکل 

 باشد.می P > 05/0 حروف لاتین متفاوت بیانگر اختلاف معنادار در سطح 

 

 

 )تصویر سمت چپ( 10-3و  ()تصویر سمت راست 10-2رقت : های ویبریونمایی از جداسازی و شمارش باکتری :3شکل 

 (.1399)سال 

 

 است. شدهدادهنمایش  1های ویبریو در جدول های بیوشیمیایی کلونینتایج حاصل از آزمون
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 (.1399)سال  های ویبریوهای شناسایی کلونینتایج آزمون :1جدول 

 V.alginolyticus V.harveyi V. anguillarum V. parahaemolyticus مشخصه

 - - - - گرم یزیآمرنگ
 سبز زرد زرد زرد TCBSرنگ کلونی روی 

 - - - - اکسیداز

 + + + + کاتالاز

 +/+ +/+ +/+ +/+ اکسیداسیون/تخمیر

 - + - - آرژینین دی هیدرولاز

 + - + + لایزین دکربوکسیلاز

 + - + + اورنیتین دکربوکسیلاز

 + + - + متیل رد

 - + - + وژپروسکوئر

 + + + + احیاء نیترات

 + + - + سیترات

 + + - + تجزیه ژلاتین

 - - - - تجزیه اوره

 - + - - بتا گالاکتوزیداز تولید

  مصرف منابع کربن

 + + - - آرابینوز

 - - - - اینوزیتول

 - + + + سوکروز

 - - - - سالیسین

 - + - - سوربیتول

 + + + + گلوکز

 + - - - گلوکزآمین

 + - + + گالاکتوز

 - - - - لاکتوز

 + + + + مانیتول

 + + + + مانوز

  های کلرید سدیمرشد در غلظت

0% - - - - 

3% + + + + 

6% + + - + 

8% + + - + 

10% + - - + 

  رشد در دماهای
c  ̊0 - - - - 

c ̊20 + + + + 
c ̊30 + + + + 
c ̊35 + + + + 
c ̊40 + + - + 
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های مورفولوژیک، بر اساس ویژگی هاآنها پس از شناسایی زیستی جدایهالگوی تنوع  هرماههای ویبریو در پس از جداسازی و شمارش باکتری

 آمدهدستبهاست. الگوی  شدهدادهنشان  4درصد فراوانی در شکل  صورتبه جادشدهیابیوشیمیایی و فیزیولوژیک انجام شد. نتایج الگوی ماهانه 

از  V. parahaemolyticusهای متعلق به که فراوانی جدایهطوری. بهزا با کاهش دما بودهای بیماریبیانگر روند کاهشی درصد فراوانی گونه

درصد در  25از  V. alginolyticus متعلق به گونه هایجدایهدرصد در دی تقلیل یافت. همچنین درصد فراوانی  10درصد در شهریور به  30

درصد در شهریور به  15زای ویبریو از های غیر بیماریبود که درصد فراوانی سایر گونه کهیدرحالدرصد در دی کاهش یافت. این  10شهریور به 

بر روی محیط  های صدفیبریو جداسازی شده از نمونههای ومورفولوژی کلونی باکتری 5شکل در  (.4درصد در دی افزایش یافت )شکل  50

TCBS  است. شدهارائهمحار  صدفعضله های های ویبریو جداسازی شده از نمونهمورفولوژی میکروسکوپی باکتری 6شکل آورده شده است. در 

 

 
 .(1399)سال  برداریهای مختلف نمونههای ویبریو در ماهتغییرات الگوی فراوانی گونه :4شکل 

 

۰/۰
۰/۱
۰/۲
۰/۳
۰/۴
۰/۵
۰/۶
۰/۷
۰/۸
۰/۹
۱/۰
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V. alginolyticus V. harveyi
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بر روی  (Pinctada radiata) محار های صدفهای ویبریو جداسازی شده از نمونهمورفولوژی کلونی باکتری :5شکل 

 (.1399)سال  TCBSمحیط 

(.V. parahaemolyticus A B .C V. harveyi .V. anguillarum D .V. alginolyticus.) 

 

 (C(  و محیط کشت زرد به علت توانایی در تخمیر سوکروز )A) به جهت عدم تخمیر سوکروز توسط باکتری سبزرنگمحیط کشت 

 

 
 Pinctada) محار صدفعضله های های ویبریو جداسازی شده از نمونهمورفولوژی میکروسکوپی باکتری :6شکل 

radiata)  (.1399)سال 
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ها اقدام به تأیید شناسایی با روش ژنتیکی مبتنی بر تکثیر و تعیین توالی ژن تأیید شناسایی مورفولوژیک، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک گونه منظوربه

16S rRNA  گردید. بدین منظور مراحل استخراجDNA 16، تکثیر ژنS rRNA .و تعیین توالی و آنالیز آن صورت گرفت 

کارایی فرایند  PM 19و  PM 1 ،PM 3 ،PM 5 ،PM 10ویبریو  هایجدایه 5از  شدهاستخراجژنومی  DNAفورز از الکترو آمدهدستبهتایج ن

ندازه نشان داد ا( Gene rullerکش ژن )های منتخب با استفاده از خطاز جدایه شدهاستخراجژنومی  DNAاستخراج را تأیید نمود. مقایسه طول 

 bp و bp 900ژنوم  اندازهبود. همچنین ژنوم خارج کروموزومی پلاسمیدی نیز با  kbp10بیش از  یموردبررسهای از جدایه شدهاستخراجژنوم 

در طی فرایند  یموردبررسهای ژنومی سویه DNAتمامیت و ساختار  ،است شدهدادهنشان  7طور که در شکل بود. همان مشاهدهقابل 1500

 آمدهدستبههای با روش اسپکتروفوتومتری بیانگر خلوص مناسب نمونه شدهاستخراجومی ژن DNAاستخراج حفظ شد. بررسی کمیت و کیفیت 

 .(7های بعدی بود )شکل و غلظت کافی برای آزمون

 

 
 5,10,19 ,3 ،از چپ به راست بیبه ترت های متمایز ویبریواز سویه شدهاستخراج DNAتصویر الکتروفورز : 7شکل 

PM 1  (.1399)سال 

 

 bpهایی با طول حدود ویبریو بیانگر تکثیر توالی موردنظر هایجدایه 16S rRNAناشی از تکثیر ژن  PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصول 

است )شکل  شدهانجامکاملاً اختصاصی  صورتبهای پلیمراز واکنش زنجیره لهیوسبه 16S rRNAبود. این نتایج نشان داد فرایند تکثیر ژن  1500

8). 
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ترتیب از چپ به ه ب ویبریو هایجدایهاز  شدهاستخراج 16S rRNAژل آگاروز ژن  PCRتصویر محصول  :8شکل 

 (.1399)سال  PM 1  5,10,19 ,3 ،راست

 

نشان داد توالی ژن  NCBIدر بانک ژن  شدهثبتهای شاخص سویه نیترکینزدویبریو با  هایجدایه 16S rRNAنتایج آنالیز تطابق توالی ژن 

16S rRNA  سویهPM 1  تشابه 100با باکتری به میزان Vibrio anguillarum strain NBRC 13266  نشان داد. نتایج این آنالیز برای

 بود. همچنین جدایه Vibrio parahaemolyticus strain ATCC 17802درصدی این جدایه با سویه  100نیز بیانگر تشابه  PM 3جدایه 

PM 5  با سویهVibrio harveyi strain NBRC 15634  درصدی  91/99درصد تشابه نشان داد. نتایج این بررسی تشابه  92/99به میزان

 Vibrioبا سویه  PN 19جدایه  16S rRNAرا تأیید نمود. همچنین ژن Vibrio harveyi strain NCIMB1280با سویه  PM 10جدایه 

alginolyticus strain ATCC 17749 (.2تشابه نشان داد )جدول  100یزان به م 

 

بر اساس ژن  NCBIدر  شدهثبت های شاخصگونه تریننزدیک با جداشده های ویبریوسویه تشابه میزان :2جدول 

16S rRNA  (.1399)سال 

 NCBIترین سویه شاخص در نزدیک درصد تشابه نام سویه

PM 1 100% Vibrio anguillarum strain NBRC 13266 
PM 3 100% Vibrio parahaemolyticus strain ATCC 17802 
PM 5 99.92% Vibrio harveyi strain NBRC 15634 

PM 10 99.91% Vibrio harveyi strain NCIMB1280 
PM 19 100% Vibrio alginolyticus strain ATCC 17749 

 

 کهیطوربه ،برداری بیانگر ایجاد یک روند کاهشی بودهای نمونهطی ماه در (SOD) سوپراکسیددیسموتازنتایج بررسی تغییرات فعالیت آنزیم 

درصد و کمترین میزان فعالیت آنزیم در ماه دی به میزان ثبت گردید. آنالیز واریانس مقادیر  95/68ترین فعالیت آنزیم در ماه شهریور به میزان بیش
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ی مهر، هامیان فعالیت آنزیم در ماه کهیدرحال ،بود P > 05/0 های شهریور و دی در سطحهبیانگر اختلاف معنادار فعالیت آنزیم در ما آمدهدستبه

 (.9اهده نشد )شکل مش P > 05/0 اری در سطحدنیآبان و آذر اختلاف مع

 

  
 (Pinctada radiata) محار های صدفدر نمونه سوپراکسیددیسموتازتغییرات ماهانه فعالیت آنزیم  :9شکل 

 (.1399)سال 

 باشد.می P > 05/0 حروف لاتین متفاوت بیانگر اختلاف معنادار در سطح 

 

 کهیطوربهنماید. کاهشی را ارائه می روندکیبرداری نشان داد فعالیت آنزیم های نمونهطی ماه (CAT) نتایج بررسی تغییرات فعالیت آنزیم کاتالاز

 79/15و کمترین میزان فعالیت آنزیم در ماه دی به میزان  nmol\min\ml 77/52بیشترین فعالیت آنزیم در ماه شهریور به میزان 

nmol\min\ml  های شهریور، مهر، آذر و دی در سطح بیانگر اختلاف معنادار فعالیت آنزیم در ماه آمدهدستبهثبت گردید. آنالیز واریانس مقادیر

p<0.05 های مهر و آبان اختلاف معناداری در سطح میان فعالیت آنزیم در ماه کهیدرحالود بp<0.05  (.10مشاهده نشد )شکل 
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 (.1399)سال  (Pinctada radiata) محار های صدفتغییرات ماهانه فعالیت آنزیم کاتالاز در نمونه :10شکل 

 باشد.می P > 05/0 اختلاف معنادار در سطححروف لاتین متفاوت بیانگر 

 

 
 .joining-Neighbour با استفاده از روش 16S rRNA آنالیز توالی ژن بر اساسدرخت فیلوژنی  :11شکل 

 

در یک کلاستر با دو گروه خواهری خود را نشان دادند  پاراهمولیتیکوسو  آلجینولیتیکوس، هارویهای رسم درخت فیلوژنتیک نشان داد که سویه

 های دیگر جدا کرده است.های نوکلئوتیدی بسیار بالا خود را از سویهژنتیکی بالاتری و جابجایی بافاصله آنگولاریومویبریو  اگرچه

 

 گیریو نتیجه بحث

های نفتی اکوسیستم های صنعتی و خانگی به دریا و آلودگیدر چند دهه اخیر عواملی متعددی چون تغییرات اقلیمی، گرمایش جهانی، ورود پساب

 مستثناهای خوراکی نیز از این تغییرات های صدفزیستگاه(. Khatir et al., 2020؛ Bayani, 2016) را تحت تأثیر قرار داده است فارسیجخل
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یکی از  عنوانبهفارس خلیج ازآنجاکهباشد. و بحث می مطالعهقابلهای حساس های مختلف بر این زیستگاهاین عوامل با شدت یراتتأثنبوده و 

 های موجود در این اکوسیستم بسیار حائز اهمیت استوجود تغییرات فیزیولوژیک در ارگانیسم ،شودهای آبی در دنیا محسوب میترین تودهگرم

(Ebrahimi et al., 2014) .تبادل  پالیده خواری یلبه دلهای محار که صدف ازجملههای خوراکی در ارگانیسم یژهوبهپایش این تغییرات  روینازا

 از اهداف مطالعه حاضر در نظر گرفته شدند. خوددارندبالایی با محیط پیرامون 

 دمای آب روند نزولی را طی نمود. ماهیدهای شهریور تا نتایج سنجش تغییرات ماهیانه دمای آب طی دوره پرورش صدف محار نشان داد طی ماه

باشد. تغییر دینامیک و جریان آب و همچنین الگوی وزش باد از آن تغییر زاویه تابش خورشید می تبعبهاز دلایل بدیهی این امر تغییر فصول و 

ید است در طول سال به اکوسیستم که عمدتاً از نور خورش واردشدهاین فاکتورها انرژی  یجهدرنتباشد. دیگر دلایل نوسانات دمایی در طول سال می

ک بوده و به تفکی توجهقابلهای محار اهمیت این تغییرات دمایی از جهات مختلف بر فیزیولوژی صدف (.Noori et al., 2019نماید )تغییر می

 قرار خواهد گرفت. موردبحث آمدهدستبهنتایج 

های شهریور زمان از ماه باگذشتهای مختلف نشان داد طی ماه شدهیآورجمعهای صدف های ویبریو در نمونهبررسی تغییرات تعداد کل باکتری

تواند کاهش دمای آب باشد. رابطه ین روند نزولی میترین عوامل مؤثر بر ایجاد ام. از مهبود مشاهدهقابل داریمعنی طوربهتا دی روند کاهشی 

ها یک قاعده حاکم در فیزیولوژی این باکتری عنوانبههای ویبریو با دمای محیط در محدوده دمای رشد مستقیم سرعت تکثیر اغلب باکتری

سیگنال و  دهندهانتقالهای ها و گیرنده. با افزایش دما میزان فسفوریلاسیون و متیلاسیون پروتئین(Hsiao et al., 2016) است شدهیرفتهپذ

یابد. همچنین سیالیت و تراوایی غشاها به دما وابسته است های ویبریو افزایش میاحتمالاً سایر میانکنش های آنزیمی دخیل در کینتیک باکتری

 ,.Larsen et al)نماید آن افزایش تکثیر باکتری ایفا می تبعبهترسی باکتری به انرژی و مواد مغذی و در افزایش دس یاملاحظهقابلو نقش 

2015.) 

های ویبریو کاهش یافت. آنالیز درجه سلسیوس در دی سرعت تکثیر باکتری 3/16درجه سلسیوس در شهریور تا  3/31با کاهش دما از  روینازا

تواند گزارش نشد. این نتیجه می P >05/0  های مهر و آبان اختلاف معناداری در سطحهای ویبریو در ماهاکتریآماری نشان داد میان تعداد کل ب

های خوراکی نیز نتایج های ویبریو در صدفسنجش باکتری ٔ ینهدرزمکاهش اختلاف دمای آب میان این دو فصل باشد. سایر مطالعات  یلبه دل

های های ویبریو در صدف( نشان داد تعداد کل باکتری2015و همکاران ) Lopez-Jovenهمگرایی را ارائه نموده است. برای نمونه مطالعه 

Ruditapes philippinarum تحقیقاتی در  گروهین هم. درجه سلسیوس بود 15و  4درجه سلسیوس بیشتر از  28داری شده در دمای نگه

، Crassostrea gigas ،Mytilus galloprovincialisهای های ویبریو پاراهمولیتیکوس در صدفمطالعه دیگری گزارش دادند تعداد باکتری

Ruditapes decussatus  وRuditapes philippinarum از آبگیرهای  شدهیآورجمعAlfacs  وFangar  منطقه کاتولانیای اسپانیا با

 (.Lopez et al., 2018)افزایش دمای آب افزایش یافت 

زا کاهش یافت. کاهش فراوانی های بیماریهای ویبریو نشان داد با کاهش دما درصد فراوانی گونهارزیابی تغییرات ماهانه الگوی تنوع زیستی گونه

 10درصد در شهریور به  25و  30 یببه ترتاز  V. alginolyticusو  V. parahaemolyticusشامل  طلبفرصت زاییماریب هایجدایه

 درصد در دی افزایش یافت. 50 درصد در شهریور به 15از  زایماریبهای غیر درصد در دی بیانگر این روند کاهشی بود. در مقابل فراوانی گونه

 Mathiasو  Lokmerاست. نتایج مطالعه  شدهگزارشیبریو در سایر مطالعات نیز و زاییماریب یرغهای این روند صعودی وابسته به دمای باکتری

Wegner (2015 نشان داد بیشترین میزان تلفات صدف )Crassostrea gigas درجه  22ویبریو در دمای  زاییماریبهای گونه یجهدرنت

این روند وابسته . درجه سلسیوس به میزان معناداری بیشتر گزارش شد 8های تیمار شده در دمای میزان بقا صدف کهیدرحال، سلسیوس ثبت شد

فراوانی  یشبرافزا( نیز مشاهده شد و تأثیر مثبت افزایش دما 2015و همکاران ) Lopez-Jovenهای ویبریو در مطالعه به دمای تکثیر گونه

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

b.
ah

va
z.

ia
u.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
08

 ]
 

                            13 / 18

http://jmb.ahvaz.iau.ir/article-1-980-fa.html


 ... / امیری و همکارانآزاد  کالیراد راتییتغ ندیبر فرآ دیو زمستان با تأک زییدر فصول تابستان، پا وناسهیبریخانواده و هاییباکتر یفراوان یبررس 

14 

 

 Ruditapes و Crassostrea gigas ،Mytilus galloprovincialis ،Ruditapes decussatusهای در صدف زایماریبهای گونه

philippinarum از آبگیرهای  شدهیآورجمعAlfacs  وFangar قه کاتولانیای اسپانیا گزارش شدمنط. 

 Vibrio فراوانی دو باکتری درجه سلسیوس 22ساعت در دمای  48به مدت  موردمطالعههای نتایج این مطالعه نشان داد تیمار صدف

parahaemolyticus و Vibrio vulnificus  2و  2/1را به ترتیب حدود (log MPN/g)  درجه سلسیوس  15کاهش داد. با کاهش دما به

علت این روند  (.Chae et al., 2009)گزارش شد  (log MPN/g) 9/2و  1/2ها به حدود شیب کاهش تندتر شد که به ترتیب فراوانی باکتری

باشد. جنبه اول تغییرات ایمونولوژیک، فیزیولوژیک و ژنتیک می یبررسقابلجنبه  2های ویبریو از حداقل از وابسته به دمای الگوی تغییرات گونه

ها غییرات بیان ژنهای اکولوژیک و تکنشهای فیزیولوژیک، میانارگانیسم میزبان یعنی صدف ناشی از تغییرات دمایی است و جنبه دوم ویژگی

است. در این مطالعات  گرفتهانجام موردبحثای در بررسی جنبه اول باشد. مطالعات گستردههای ویبریو متأثر از تغییرات دمای آب میدر باکتری

 موردبحثتلف ها در دماهای مخریزی، بلوغ جنسی، میزان بقاء، تغییرات وزنی صدفهای متابولیک، کیفیت تخمفاکتورهای ایمنی، شاخص

 ازجملههای ایمنی فاکتورهای ایمنی در صدف افزایش دما تأثیر منفی بر مکانیسم ازلحاظدهد بندی مطالعات مختلف نشان میاست. جمع قرارگرفته

 یجهدرنتو  یافتههشکاها خواری یا فاگوسیتوز، تعداد هموسیت ها و فعالیت ضد باکتریایی همولنف اعمال نموده و سطح فعالیت این مکانیسمبیگانه

به زا که عمدتاً های بیماریدر این شرایط باکتری زمانهم طوربه. از جنبه دوم نیز (Li et al., 2007) یابدها افزایش میامکان تکثیر باکتری

های ، توانمندی(Defoirdt, 2019) ، کوئروم سنسینگ(Knipe et al., 2021رقابتی )طرد  ازجملههای رقابتی برداری از مکانیسمبهره یلدل

 یجهدرنتهای مقاومتی به عوامل ضد میکروبی ها و مکانیسمزایی از قبیل توکسینتنوع آنزیمی، دارا بودن عوامل بیماری یجهدرنتکاتابولیک بهتر 

بیشتری  زایییماریبمکان بروز و ا ،باشندها دارای مزیت رقابتی میدارا بودن پلاسمیدها و عوامل ژنتیکی خارج کروموزومی نسبت به عموم باکتری

 V. anguillarumزای . برای نمونه در یک مطالعه مشخص شد پاسخ کموستاتیک سویه بیماری(Kane and Dorman, 2021) خواهند داشت

. این افزایش دما معناداری بالاتر بود طوربهدرجه سلسیوس  15تا  5درجه سلسیوس در مقایسه با دمای  25سرین در دمای  یدآمینهاسنسبت به 

 Larsen et) درجه سلسیوس است 25یند تکثیر این باکتری در دمای آتسریع فر یجهدرنتسرین توسط باکتری و  یدآمینهاسباعث جذب بیشتر 

al., 2004 .) در این زمینهTravers ( گزارش نمودند که افزایش تنها یک درجه سلسیوس دمای کشور فرانسه در طی 2009و همکاران )10-

 Haliotis) در آبالون Vibrio harveyi ناشی از باکتری یروممرگو افزایش  سال اخیر موجب تغییر در سیستم ایمنی، بلوغ جنسی 15

tuberculata)  است.شده 

ایفا  شدهیمترس یاگونهتنوعکننده در اعتبار الگوی های ویبریو نقش تعیینهای شناسایی ژنتیکی در تعیین قطعی هویت باکتریاستفاده از روش

های ویبریو شامل خصوصیات مورفولوژیک، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک از های فنوتیپی باکترینماید. در مطالعه حاضر پس از شناسایی ویژگیمی

انتخاب پیشینه های شاخص استفاده شد. دلیل این های متعلق به گونهبرای شناسایی سویه 16S rRNA های ژنبر اساس توالی روش ژنتیکی

های حاضر بود. با توجه به استفاده از توالی تکاملی زای ویبریو در میان گونههای بیماریمطالعات در این زمینه بود که بیانگر حضور بسیاری از سویه

 آمدهدستبهتوان نتایج شود میگسترده استفاده می طوربهها یک ساعت تکاملی در شناسایی باکتری عنوانبهکه  16S rRNA ژن شدهحفاظتو 

در بانک ژن  شدهثبتهای شاخص سویه ترینیکنزدویبریو با  هایجدایه 16S rRNAرا با قطعیت بالایی پذیرفت. نتایج آنالیز تطابق توالی ژن 

NCBI  16نشان داد توالی ژنS rRNA سویه PM 1 ،PM 3 ،PM 5 ،PM 10  وPM 19 91/99، 92/99، 100،100به میزان  یببه ترت 

 .V. anguillarum strain NBRC 13266 ،V. parahaemolyticus strain ATCC 17802 ،Vهای درصد با سویه 100 و

harveyi strain NBRC 15634،Vibrio harveyi strain NCIMB1280  وVibrio alginolyticus strain ATCC 17749 

 است. شدهگزارشصدف نیز  فلور یکرومروی  شدهانجامدر پژوهش حاضر در سایر مطالعات  شدهییشناساهای حضور گونه تشابه داشتند.
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های جهش جهیدرنت ،منوفیلتیک یکسان دارند منشأو  قرارگرفتهستر کلادر این مطالعه در یک  جداشدههای رسم درخت فیلوژنتیک نشان داد سویه

خود را نشان دهد  یموردبررسی که سویه آنگولاریوم با اختلاف ژنتیکی بالاتری نسبت به سه گونه است یحالاند. این در زیادی را متحمل نشده

های مختلف موجود در درخت خود را نشان داد. فواصل ژنتیکی بین سویه یموردبررسو داده و اختلاف ژنتیکی بسیار بالاتری نسبت به سه گونه 

پدیده  لیبه دلتواند های ویبریو میپذیری و انعطاف در میان ژنوم گونهباشد. تغییرمی 16S rRNA وجود جهش در ژن لیبه دلفیلوژنتیک حاضر 

د روابط اکولوژیک گسترده ها با تغییرات اقلیمی محیط و ایجاها باشد. این پدیده با ایجاد تنوع در جمعیت ویبریوها باعث سازش آنانتقال افقی ژن

 (.Lipp et al., 2002گردد )می

 سوپراکسیددیسموتازماهه روند کاهشی فعالیت هر دو آنزیم  5های صدف محار طی دوره پرورش بافت نرم نمونه اکسیدانیآنتیرات فعالیت تغیی

(SOD) بیشترین فعالیت آنزیم  یبردارنمونههای طی ماه کهیطوربه ،را نشان داد و کاتالازSOD  درصد و  95/68در ماه شهریور به میزان

در ماه  nmol\min\ml 77/52 درصد ثبت گردید. این روند برای آنزیم کاتالاز 70/29کمترین میزان فعالیت این آنزیم در ماه دی به میزان 

صدف محار با دمای آب در  های مختلفبافت اکسیدانیآنتیدر ماه دی گزارش شد. رابطه مستقیم فعالیت  nmol\min\ml 79/15شهریور و 

به  10کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز نشان داد افزایش دما از  اکسیدانیآنتیهای است. در یک مطالعه فعالیت آنزیم شدهگزارشسایر مطالعات نیز 

 ,.An et al)صدف شد  ششآبگوارشی و  غزهدر  سوپراکسیددیسموتازهای کاتالاز و درجه سلسیوس منجر به افزایش معنادار بیان ژن 30

 Haliotis discusای )آبالون صفحه اکسیدانیآنتی( رابطه مستقیم دما و بر فعالیت 2009و همکاران ) De Zoysaدر مطالعه دیگری  (.2010

discusهای طور معناداری در صدفاز قبیل کاتالاز به اکسیدانیآنتیهای های آنزیمنتایج این مطالعه نشان داد بیان ژن .( را گزارش نمودند

های سوپراکسید دیسموتاز کاهش های مربوط به آنزیمدرجه سلسیوس افزایش داشت. این در حالی بود که بیان ژن 28نگهداری شده در دمای 

 را نسبت به تیمار شاهد نشان داد. داریمعنی

های ویبریو، حیاتی در پرورش صدف محار شامل تعداد باکتری های متنوع ودمای آب بر شاخص کنندهیینتعنتایج مطالعه حاضر بیانگر نقش 

های در بافت نرم صدف بود. نتایج این مطالعه نشان داد صدف اکسیدانیآنتیهای ویبریو و روند تغییرات فعالیت الگوی تغییرات تنوع زیستی گونه

های زان باکتری ویبریو بوده و الگوی تنوع زیستی غالبیت گونهبا بیشترین میزان دمای آب دارای بیشترین می یورماهشهردر  یموردبررسمحار 

در شهریور بیشترین میزان  یموردبررسهای در بافت نرم صدف اکسیدانیآنتیهای طلب را تأیید نمود. همچنین فعالیت آنزیمفرصت زاییماریب

توان افزایش می روینازانماید. می یدتأکهای محار زیولوژی صدفاین نتایج بر اثرات نامطلوب افزایش دمای آب بر سلامت و فی درمجموعثبت شد. 

فارس ارزیابی نمود. در خلیج یموردبررسهای صدف محار در منطقه یک تهدید برای جمعیت عنوانبهدمای آب ناشی از پدیده گرمایش جهانی را 

 یراتتأثبا افزایش تغییرات اکسیداتیو در این ارگانیسم  زمانهمصدف  زا در میکروبیوتایهای بیماریتواند با ارتقاء نسبت باکتریاین پدیده می

های صدف محار در یک تهدید برای جمعیت عنوانبهتوان افزایش دمای آب ناشی از پدیده گرمایش جهانی را می نامطلوب خود را اعمال نماید.

با افزایش  زمانهمزا در میکروبیوتای صدف های بیماریارتقاء نسبت باکتریتواند با فارس ارزیابی نمود. این پدیده میدر خلیج یموردبررسمنطقه 

 نامطلوب خود را اعمال نماید. یراتتأثتغییرات اکسیداتیو در این ارگانیسم 
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