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 Background and Objectives: Biofouling has long been a problem for humans. Bio-fouling communities 

have different ecological, economic and health effects (humans, plants, and marine animals). Generally, 
bacterial biofilm formation is the first step of the marine fulling process. This study aimed to identify the 
bacteria capable of forming the biofilms in mangroves. 
  

Methods: After sampling a one-day biofilm layer formed on a wooden panel, the isolates were separated 

and purified using the Marin Zobel culture medium. From 12 isolates, we selected 9 isolates for molecular 
identification based on their ability to form bacterial biofilms using the violet crystal method. DNA was 
extracted using CTAB method and molecular identification was performed using 16S rRNA gene 
amplification.  

Findings: Among isolates, 58.3% showed strong biofilm formation, 16.6% showed moderate biofilm 

formation, and 25% showed weak biofilm formation. Based on the results, Proteobacteria with 55.5% as 
dominant phylum (4 genera Alteromonas, Salinimonas, Vibrio and Pseudoalteromonas), Firmicutes with 
33.3% (3 genera Bacillus, Oceanobacillus and Fictibacillus), and Bacteroidetes 11/11% (genus Tenacibaculum) 
were identified. 

Conclusion: Marine biofilms formed on inanimate and living submerged surfaces playing a key role in the 
establishment of larvae of Barnacles and other macrofoulers are a promising source for safe and 
environmentally-friendly aquatic anti-fouling approaches. 
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  پژوهشی همقال
 

  مانگرو ی بیوفیلم جداسازی شده از منطقهدهندههای باکتریایی تشکیل شناسایی برخی سویه

 3، عدنان شهدادی*2زادی، مرتضی یوسف1زهرا زارعی جلیانی

 گروه زیست شناسی دریا، دانشکده علوم و فنون دریایی، دانشگاه هرمزگان، بندرعباس، ایران 1

 گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه قم، قم، ایران 2 

 شناسی دریا، دانشکده علوم و فنون دریایی، دانشگاه هرمزگان، بندرعباس، ایرانگروه زیست  3

 

 چکیده  اطلاعات مقاله

 

 5/3/1041تاریخ دریافت: 

 11/12/1042: بازبینیتاریخ 

 15/12/1042تاریخ پذیرش: 

 

شینه و اهداف:  سائل مربوط به پدیده پی سان از دیرباز با م سبندگیی ان ستی چ ر بوده درگی )بیوفولینگ( زی

استتتج اوامف فولینگ زیستتتی دارای ا رات م تلو اژولو یق، اقت تتادی و ستتامت )انستتان، گیاهان و اانوران 

شکیل بیوفیلم باژتریاییدریایی( می شندج عموماً ت شده شی ایجاد فرایند فولینگ دریایی ، اولین مرحلهبا ناخته 

هایی با توانایی میزان تشتتکیل بیوفیلم در مودوده انگل حرا ریهدف از این مطالعه، شتتناستتایی باژتج استتت

 باشدج می

ستا پس از نمونه :هاروش سازی و در این را برداری از لایه بیوفیلم یق روزه تشکیل شده بروی پنل چوبی، ادا

ا ب ها در مویط ژشتتت مرین زوبل انجام شتتدج با ستتنجن میزان تشتتکیل بیوفیلم باژتریاییستتازی ادایهخالص

ستال ویوله از مجموع  ستفاده از روش ژری سط  9ادایه،  12ا شکیل بیوفیلم قوی و متو ادایه با میزان قدرت ت

شناسایی مولکولی با استفاده از تکثیر  و CTABبه روش  DNAاهت شناسایی مولکولی انت اب شدندج است راج 

 صورت گرفتج S rRNA11 ن 

 % 25ها تشکیل بیوفیلم متوسط و ادایه %1/11تشکیل بیوفیلم قوی و ها ادایه %3/51در این میان  ها:یافته

ی غالب شاخه %5/55با  Proteobacteriaی ضعیو را نشان دادندج بر اساس نتایج شاخه ها تشکیل بیوفیلمادایه

با   Firmicutes( و پس از آنPseudoalteromonasو  Alteromonas ،Salinimonas ،Vibrioانس  0)

)انس  %11/11با   Bacteroidetes( وFictibacillusو  Bacillus ،Oceanobacillusانس  3) 3/33%

Tenacibaculum تش یص داده شدج ) 

اان و ااندار، ضمن دارا بودن نقن ور بیشده بروی سطوح غوطه های دریایی تشکیلبیوفیلم گیری:نتیجه

ای برای رویکردهای ضدفولینگ ایمن و منبف امیدوارژننده ها و سایر ماژروفولرها،ژلیدی در استقرار لارو بارناژل

 .باشنددوستدار مویط زیست و آبزیان می

 

 :واژگان کلیدی

 بیوفیلم باژتریایی

 چسبندگی زیستی

 فولینگ

 انگل حرا

 S rRNA11 ن 
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 قدمهم

رد منو ر به فهای مانگرو اژوسیستمی ماندآبی از ااتماعات ساحلی انگل

دراه در نیمکره  34باشند ژه از استوا تا عرض اغرافیایی ای میمناطق حاره

بارور  از مناطقهای مانگرو ج انگلاندیافتهشمالی و انوبی گسترش 

یق اژولو  هایوریو بهره خدمات باشند ژهمیهای ساحلی اژوسیستم

حفاظت ساحل در برابر فرساین، ایجاد زیستگاه برای  را چونای ارزنده

 ،غذایی دریا، تأمین منابف غذایی و صیدگاه ی رهیزنجپشتیبانی ، اانداران

تفراگاهی، تأمین چوب، تأمین مواد دارویی، اذب  مناطقو  اندازایجاد چشم

خوریات های آبراهآورندج است راج نمق برای مردم اهان فراهم می و سیاب

آبزیان  و حفاظتی گاهینوزاد ،ایهای مانگرو از مناطق تغذیهو انگل

 اشدبصید مستقیماً به این منطقه مرتبط می ژه یطوربه شوندموسوب می

و از بین ت ریب ج [2 ,1] نداز اهمیت بالایی برخوردار و به مواب این مهم

نابودی مناطق  و های مانگرو سبب ژاهن تنوع زیستیرفتن انگل

دادن   یر قرارأتوت ت شود ژه این مسئله به نوبه خود منجر بهمینوزادگاهی 

 ج[4 ,3] مناطق مجاور خواهد شد

های ترین اژوسیستمانگل مانگرو خلیج فارس در ژشور ایران از حیاتی

در رتبه دهم آسیا و چهل و سوم شود ژه وسعت آن اهان موسوب می

فارس را های مانگرو ژه سواحل انوبی خلیج ج انگل[5]اهان قرار دارد 

 ی گیاهتوت سلطه« های حراانگل»دهند دارای عنوان رایج پوشن می

Avicennia marina ج[6] شودشناخته می« حرا»باشد ژه بنام درخت می 

هکتار در حد فاصل  0/142411وران با وسعت المللی حرای خورختالاب بین

 1995شده استج تالاب مذژور در سال  بین بندر خمیر و ازیره قشم واقف

المللی در ژنوانسیون رامسر به  بت رسیده استج تالاب بین عنوانبهمیادی 

قرار  ترو خورهای ژوچق های حراانگل از تالاب در درون خوری وسیف

دهندج ترین اژوسیستم انگلی حرا در ایران را تشکیل میگرفته ژه بزرگ

گونه پرنده مانند انواع حواصیل، اگرت ساحلی، سلیم  124بین از 

عقاب ماهیگیر، ژرژس م ری، عقاب تالابی، ، خوار، صدف خوارخرچنگ

 از انواع پرندگان این تالاب استج همچنین ازغیره پلیکان پاخاژستری و 

 پشت دریایی پوزه عقابی،توان به لاکدیگر زیستمندان مهم این منطقه می

 ج[7] دپشت دریایی سبز و انواعی از پستانداران دریایی اشاره نمولاک

پروری یکی از موانف پیچیده و پرهزینه چسبندگی زیستی در صنعت آبزی

یایی رچسبندگی زیستی دباشد ژه نگرانی قابل تواهی ایجاد ژرده استج می

دن شود، به تجمف، چسبیژه معمولاً توت عنوان بیوفولینگ دریایی بیان می

ر وها، گیاهان و اانوران بر روی سطوح م تلو غوطهو رشد میکروارگانیسم

شودج این سطوح شامل بسترهای طبیعی غیر زنده در آب دریا گفته می

ند های مراانی(، بسترهای م نوعی )مانسنگ، چوب و ص ره مانند)

ها( و همچنین بدن ها، خط لولهها، قایقی ژشتیهای دریایی، بدنهسازه

ی هالسلو، بیی آهامویطدر  ج[8] باشدمیو گیاهان مواودات زنده 

ز غان را آمعدنی شدی هاژننو واچسبند می مغروقاد بی به موومیکر

سلولی رج خای پلیمرهاو ژنند شد میه رتثبیت شدی هالنمایندج سلومی

طح آسانی سهای دریایی به بیوفیلمژنندج تولید می بنام بیوفیلم دریایی را

د رشژنند و باعث تسریف در روند را اشغال میو طبیعی های انسانی سازه

ها )میکروفولر( و ها و دیاتومههایی چون باژتریرگانیسمنامطلوب میکروا

 ورها )ماژروفولر( در سطح غوطههایی چون بارناژلرشد ارگانیسم ازآنپس

مواودات فیلتر فیدر نقن حیاتی  عنوانبهها اگر چه بارناژل ج[9] گردندمی

رویه های بیشستسازی آب در شبکه غذایی حرا دارند، اما هجوم ندر پاک

تواند منجر به مرگ و میر و ژاهن باروری ها میبارناژل روی تنه و برگ

هایی نظیر ایجاد مزارع بعاوه فعالیت ج[10]ها گردد برای نهال ژهیوبهحرا، 

 گرفتگی تورها وهایی چون، ها با مودودیتپروری با استقرار ماژروفولرآبزی

 یا رگذاراختال در اریان آب و انسداد تبادل آن،  ،های پرورش آبزیانقفس

بیوفیلم و ج [9]گذارد بر اژسیژن مولول، بر سامت و رشد آبزی تأ یر می

های بسیار زیادی را به صنایف دریایی تومیل بیوفولینگ دریایی هزینه

میلیارد دلار برای  9/5سالانه  طوربهژه برآورد این هزینه در آمریکا  ژنندمی

مناطق حرا از حیث  رونیااز ج [11] ژنترل بیوفولینگ گزارش شده هست

 اهمیت و تواه برای ژاربرد حائزاقت ادی، گردشگری، تنوع زیستی و غیره بسیار 

باشد، چراژه هرگونه استعمال ترژیبات دار مویط زیست میایمن و دوست ترژیبات 

ان ابرمضر و م رب نظیر ترژیبات ضدفولینگ حاوی مس در این منطقه خسارات 

 ناپذیری را به بار خواهد آوردج

تواند ترین میزان تشکیل بیوفیلم میبا بین یهایشناسایی باژتری
برای مقابله با این پدیده  مؤ ری رویکردهای ارائه منظوربهاولین قدم 

 سازی چنداداسازی و خالصباشدج بدین منظور، در پژوهن حاضر، 
ها در و شناسایی مولکولی آن قوی ی بیوفیلمدهندهباژتری تشکیل

 مد نظر استج منطقه حرا

 روش پژوهش

 ها. مـواد و روش1
 برداری لایه بیوفیلم دریایینمونه 1-1

متر، سانتی 2و به ض امت 15×15سازی یق پنل چوبی به ابعاد پس از آماده

آن را حین ازر به یق درخت حرا در منطقه حرای منطقه خمیر 

(26°58'34.7"N 55°38'04.3"E) ،های ن ب ژرده و اهت تشکیل لایه

ی یق شبانه روز مغروق گردیدج پس از آن لایه به مدتبیوفیلم باژتریایی 

اداسازی شده و به آزمایشگاه انتقال داده شدج بدین منظور،  بیوفیلم از پنل

ن های بیوفیلم از سطح آابتدا سطح پنل با آب دریای استریل شسته و لایه

 14توسط اسکالپل استریل تراشیده شد و به یق فالکون استریل حاوی 

ی شده دارلیتر آب دریا استریل اضافه گردیدج فالکون در ظرف یخ نگهمیلی

 آزمایشگاه انتقال داده شدج  و به

 می بیوفیلدهندههای دریایی تشکیلسازی باژتریاداسازی و خالص 2-1
لیتر از م لوط دقیقه، یق میلی 5 به مدتپس از ورتکس ژردن فالکون 

ز الیتر آب دریا استریل اضافه گردیدج بعد میلی 9حاصل برداشته شد و به 

میکرولیتر از  144(، 14-3و  14-2، 14-1و )های متوالی م تلآماده ژردن رقت

 ZoBell Marine)بر روی پلیت حاوی مویط ژشت زوبل مرین آگار  14-3رقت 

Iron , 5; yeast extract, 1; sea salts, 30; Meat peptone: 1-g Lagar [

citrate, 0.1; final pH 7.6 ± 0.2])  ری ته و به روشspread  روشی برای(

ها( ژشت سطوی انجام گرفتج پلیت در یا اداسازی باژتریشمارش میکروبی 



 .M. Zarei Jeliani, Coauthor et al و همکاران زهرا زارعی جلیان

 

(0) 

روز(  انکوبه شده و سپس  3ساعت تا  20)گرادی سانتیدراه 21دمای 

حاوی  هایهای مورفولو یکی م تلو، به پلیتهای باژتریایی با ویژگیژلنی

از  ی سوسپانسیونمویط ژشت مرین آگار ادید، انتقال داده شدندج برای تهیه

باژتری اولیه ژه ممکن است ب واهیم برای ژوتاه مدت یا بلند مدت از آن 

های ت لیص شده در مویط زوبل مرین براث ژشت نگهداری ژنیم، از ادایه

گراد و در مویط حاوی ی سانتیدراه -24تازه داده شد و در نهایت در دمای 

 ج[12]، نگهداری گردید %54گلیسرول 

 های ادایه شدهن میزان تشکیل بیوفیلم باژتریتعیی 3-1
خانه ته  91های بررسی میزان قدرت تشکیل بیوفیلم با استفاده از میکروپلیت

های مورد نظر به مویط ژشت مرین صاف انجام گردیدج بدین منظور، ابتدا سویه

گراد قرار ی سانتیدراه 21ساعت در دمای  20براث اضافه شده و به مدت 

 144ر این مرحله ژدورت با دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج گرفتج د

(، CFU/ml 114 تنظیم شد )معادل 13/4-41/4نانومتر بر روی تراژم اذب 

 گردیدج سپسسوسپانسیون برای مرحله بعد آماده  144به  1متعاقباً رقیق سازی 

لیتر میکرو 144تشکیل بیوفیلم روی سطوح میکروپلیت، به هر چاهق،  منظوربه

 ه مدتبمیکرولیتر سوسپانسیون باژتری اضافه شده و  144مویط ژشت مایف و 

شدج در ادامه، فاز رویی گراد قرار داده ی سانتیدراه 21ساعت در دمای  01

 دندج بعد از خشقها سه مرتبه با آب مقطر شستشو داده شت لیه شده و چاهق

( به هر چاهق %2/4میکرولیتر مولول ژریستال ویوله ) 244ها، شدن چاهق

ها با آب خروج رنگ اضافی، چاهق منظوربهدقیقه،  15اضافه گردیدج بعد از 

به هر چاهق  %99میکرولیتر اتانول  244مقطر شستشو داده شدندج در نهایت، 

انومتر با استفاده از اسپکتروفوتومتر ن 595اضافه شده و اذب هر چاهق در 

  ج[13]قرائت شد 

 سنجن میزان تشکیل بیوفیلم 1-0
ر د ها طبق فرمول زیر مواسبه گردید ژهچاهق تشکیل بیتوفیلم درقدرت وضعیت 

یانگین اذب نوری م OD های ژنترل ویانگین اذب نوری چاهقم ODCآن 

بار تکرار  3 صورتبهج این آزماین برای هر باژتری [14] باشدمی های تیمارچاهق

 صورت پذیرفتج
  OD ≤ ODC = معدم تشکیل بیوفیل

  ODC < OD ≤ (2 × ODC) =قدرت تشکیل بیوفیلم ضعیو
 OD ≤ (4 × ODC) > (ODC×2) =قدرت تشکیل بیوفیلم متوسط

 .OD > (ODC × 4) =قدرت تشکیل بیوفیلم قوی

 های منت بباژتری DNAاست راج  1-5
گرفت  صورت CTABگیری از روش متداول باژتری با بهره DNAاست راج 

از تق ژلنی ژشت یق شبه باژتری  لوبخاصه به میزان یق  طوربهج [15]

انتقال داده شدج  1CTABمیکرولیتر بافر  144حاوی  ml 5/1 به میکروتیوب

 14 به مدتها میکرولیتر مرژاپتواتانول، میکروتیوب 14پس از اضافه ژردن 

میکرولیتر  544گراد قرار داده شدندج سپس دراه سانتی 15دقیقه در دمای 

                                                                                                                                                                                                            
1 100 mL CTAB buffer: 10 mL Tris 1M, 28 mL NaCl 5M, 4mL EDTA 

0.5M, 2g Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide [CTAB], 1g PVP, and 58 

mL ddH2O 
2 1L TAE: 4.84g Tris, 1.142 mL acetic acid, 0.372g EDTA, pH 8 

به میکروتیوپ اضافه ژرده و پس از  20:1الکل به نسبت ژلروفرم: ایزوآمیل

 rpm  12444دقیقه در دمای اتاق با دور  14 به مدتآن م لوط حاضر 

دید ه میکروتیوب اسانتریفیو  گردیدج در این مرحله مایف رویی با احتیاط ب

دقیقه  34 به مدتمنتقل شد و به همان میزان ایزوپروپانول اضافه گردید و 

به ها گراد نگه داشته شدج در ادامه میکروتیوبدراه سانتی -24در دمای 

 rpm  12444گراد با دور دراه سانتی 0دقیقه در دمای  15 مدت

سانتریفیو  شدندج سپس با احتیاط مایف رویی دور ری ته شد و به رسوب 

 34 به مدتمیکرولیتر اتانول خالص سرد اضافه گردید و  DNA 144حاوی 

ه بگراد نگه داشته شدج سپس میکروتیوب دراه سانتی -24دقیقه در دمای 

سانتریفیو   rpm  12444گراد با دور دراه سانتی 0دقیقه در دمای  5 مدت

 DNAسازی ی خالصگردید و دوباره مولول رویی دور ری ته شد و مرحله

 DNAمرتبه تکرار گردیدج در آخر پس از خشق شدن پلت  3توسط اتانول 

در دمای  DNAبه آن اضافه گردید و مولول  TEمیکرولیتر بافر  94به میزان 

 داری شدجنگه PCRگراد اهت دراه سانتی -24

 S rRNA11تکثیر  ن  1-1
با استفاده از  S rRNA11اهت تکثیر  ن  (PCRای پلیمراز )واژنن زنجیره

-Bac8f (5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AGعمومیآغازگر 

صورت  1492r (5′-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3′)و  (3′

، 1از مواد مورد نیاز طبق ادول  PCRسازی م لوط واژنن ج آماده[16]گرفت 

داخل را  PCRهتای دهنتده سپس میکروتیوب حتاوی م لتوط واژتنن اارا شدج

در آخر  جتنظیم گردید 2طبق ادول دستگاه ترموسایکلر قرار داده و برنامته دمتایی 

با استفاده از دستگاه الکتروفورز، آن را به  ل  PCRبرای بررسی ژیفیت مو ول 

به ولت(  94منتقل ژرده و بعد از اعمال ولتا  مناسب ) 2TAEدر بافر  آگارز 1%

 دقیقه، موقعیت باندها توسط  ل داک عکس برداری شدج 24 مدت

 PCR سازی م لوط واژننج مقادیر مواد مورد نیاز آماده1ادول 

 مقادیر مواد ردیف

 3PCR Master Mix میکرولیتر 5/12 1

 PCRآب  میکرولیتر 5/14 2

 آغازگر رفت میکرولیتر 5/4 3

 آغازگر برگشت میکرولیتر 5/4 0

 باژتری DNAنمونه  میکرولیتر 1 1

 

 S rRNA61 برنامه زمانی ترموسایکلر برای  نج 2ادول 

تعداد چرخه  ردیف

 )تکرار(

 زمان (℃دما ) مرحله

 دقیقه 3 91 واسرشت اولیه 1 1

2 

35 

 سازی واسرشته

 آغازگرات ال 

 آغازگرگستترش 

90 

52 

92 

  انیه 05

  انیه 94

 دقیقه 1

3 

0 

 دقیقه 14 92 نهایی شدنطویل  1 5

3 Tris-HCl pH 8.5, (NH4)2SO4, 3 mM MgCl2, 0.2% Tween 20, 0.4 mM 

dNTPs, 0.2 units/µL Tag DNA polymerase [REDiant 2X PCR Master Mix, 

Denmark] 
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 آنالیز مولکولی 1-9

-یابی شدج نتایج توالی نوژلئوتیدها با نرمتوالی PCR، مو ول PCRپس از انجام 

های توالی پس از ویراین خواننمجدداً بررسی و ویراین گردیدج  Chromasافزار 

ها با هم ادغام شده و یق توالی واحد برای هر باژتری هر باژتری، توالی وبرگشترفت

 بت شده در بانق  S rRNA11های با سایر توالی هاسپس توالیایجاد شدج 

در ادامه برای رسم  .مقایسه شد BLAST Nاستفاده از  با NCBI اطاعاتی

 BioEditافزار در نرم  CLUSTAL Wها با استفاده از درخت فیلو نتیکی، توالی

ا درخت فیلو نی ب صورتبهها با یکدیگر رابطه فیلو نی ادایهج [17] تراز شدندهم

 raxmlGUIافزار توسط نرم 1444با بوت استرپ  (MLحداژثر احتمال )روش 

(v.2.0)  ج درخت فیلو نی توسط نرم افزار [18] ترسیم گردیدFigTree 

version 1.4.2  مورد مطالعه و ویراین قرار گرفت

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree )های با حمایت بوت شاخه

 مورد چشم پوشی واقف شدج %54استرپ زیر 
 
 

 .(D) ( و سنجش میزان بیوفیلمC(، خالص سازی )B(، جداسازی )Aبرداری )از نمونه. تصاویری 1شکل 

 

 های خالص سازی شده. میزان قدرت تشکیل بیوفیلم توسط جدایه3جدول 

 هایهجدای

 باکتریایی 
WH12 WH11 WH10 WH9 WH8 WH7 WH6 WH5 WH4 WH3 WH2 WH1 

 قدرت 

تشکیل 

 بیوفیلم
++ + +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++ + ++ 

 بیوفیلم ضعیو )+(، بیوفیلم متوسط )++( و بیوفیلم قوی )+++(ج

 

 NCBIپایگاه داده برای هر سویه بر پایه  S rRNA11های تشکیل دهنده بیوفیلم بر اساس ژن . شناسایی باکتری0جدول 

  های منت بادایه (bpطول توالی ) NCBIنزدیکترین سویه در پایگاه داده  شماره دسترسی درصد تشابه

144 NR_112686.1 Bacillus subtilis 1010 WH1 1 

10/91  NR_114053.1 Alteromonas macleodii 1041 WH3 2 

15/91  NR_043302.1 Tenacibaculum litoreum 1393 WH4 3 

94/99  NR_109101.1 Salinimonas lutimaris 1044 WH5 0 

92/99  NR_122050.1 Vibrio alginolyticus 1019 WH6 5 

51/99  NR_122050.1 Vibrio alginolyticus 1022 WH8 1 

93/91  NR_025140.1 Pseudoalteromonas ruthenica 1399 WH9 9 

92/99  NR_075027.1 Oceanobacillus iheyensis 1031 WH10 1 

51/99  NR_028967.1 Fictibacillus barbaricus 1015 WH12 9 

 

 a b c d 

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
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 S درخت فیلوژنی، نشان دهنده ارتباط بین توالی ژن100bp+3K  (a .)های تشکیل دهنده بیوفیلم دریایی در مقایسه با مارکر باکتری PCR. محصول 2شکل 

rRNA11های مرجع در و توالیهای مورد مطالعه باکتریهای سویهGeneBank ، کلادها نمایانگر ارزشاعداد واقع در گره bootstrap (1444) باشــد. از باکتریمی 

Microcystis aeruginosa strain NIES-843 (NR074314)  عنوانبه outgroup ستفاده شدا (b). 

 

 نتایج و بحث

اهت  14-3بیوفیلم برداشت شده از مویط، از رقت  پس از رقت سازی نمونه

ها استفاده گردید سازی ادایهژشت در پلیت و اداسازی و متعاقباً خالص

شناسی ظاهری با ادایه بر اساس ری ت 12(ج در این مرحله a-b، 1)شکل 

استفاده از میکوسکوپ استریو لوپ، اهت به حداقل رساندن تشابه، 

  (جcج 1سازی گردید )شکل الصخ

سازی نهایی، مورد سنجن میزان ادایه حاصل از اداسازی و خالص 12

ی توانایی تشکیل بیوفیلم قرار گرفت ژه در تمامی آنها توانایی تشکیل لایه

(ج در dج 1سطح ضعیو، متوسط و قوی مشاهده گردید )شکل  3بیوفیلم در 

، WH3 ،WH4 ،WH5 ،WH6 ،WH8ها شامل ادایه %3/51این میان 

WH9  وWH10  ها شامل ادایه %1/11تشکیل بیوفیلم قوی و WH1  و

WH12  ها شامل ادایه %25تشکیل بیوفیلم متوسط وWH2 ،WH7  و

WH11 (ج در ادامه اهت 3ضعیو را نشان دادند )ادول  تشکیل بیوفیلم

یل تشک های وااد تواناییها از ادایهمطالعات مولکولی و شناسایی باژتری

وفیلم های مربوط به تشکیل بیبیوفیلم قوی و متوسط استفاده گردید و ادایه

 ضعیو از ادامه مطالعه حذف گردیدج

 NCBIبر اساس پایگاه داده  S rRNA11های باژتری با استفاده از  ن سویه

شاخه مجزا  0ها در این مطالعه متعلق به مورد شناسایی قرار گرفتندج سویه

های اداسازی شده، یابی سویهاز توالی خاصاساس نتایج  باشندج برمی

ی غالب و پس از شاخه %5/55با  Proteobacteriaی شاخه

تش یص داده  %11/11با   Bacteroidetesو  %3/33با   Firmicutesآن

انس  Proteobacteria ،0(ج در شاخه غالب 0شد )ادول 

Alteromonas ،Salinimonas ،Vibrio و Pseudoalteromonas 

 ،Bacillusانس  Firmicutes ،3شناسایی گردیدج همچنین در شاخه 

Oceanobacillus و Fictibacillus  شناسایی گردیدج و در آخر تنها انس

 باشدجمی Tenacibaculumمربوط به  ، Bacteroidetesمتعلق به شاخه 

(، سویه 2و درخت فیلو نی )شکل  2بر اساس نتایج ارائه شده در ادول 

WH1  ی تشابه گونه %144باBacillus subtilis  تش یص داده شدج

ی تشابه متعلق به گونه %93/91با  WH9همچنین 

Pseudoalteromonas ruthenica ،و WH10  تشابه  %92/99با

بر اساس نتایج  باشدجمی  Oceanobacillus iheyensisیمتعلق به گونه

، درصد NCBIها در پایگاه داده سایر سویه BLASTآمده از  به دست

تشابه هر سویه با بین از یق گونه از انس مورد نظر مشاهده گردید، 

، شکل 5های مذژور در حد انس شناسایی گردید )ادول بنابراین سویه

 (ج2

 

 

 
 های باکتریمربوط به سویه DNAهای . کد دسترسی ژن بانک توالی1جدول 

 

 

a b 

c 
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کد  ردیف

 سویه

کد دسترسی ژن  انجام شده یگذارنام

 بانک

1 WH1 Bacillus subtilis MZ298732 

2 WH3 Alteromonas sp. MZ298733 

3 WH4 Tenacibaculum sp. MZ298734 

0 WH5 Salinimonas sp. MZ298735 

5 WH6 Vibrio sp. MZ298736 

1 WH8 Vibrio sp. MZ298737 

9 WH9 Pseudoalteromonas ruthenica MZ298738 

1 WH10 Oceanobacillus iheyensis MZ298739 

9 WH12 Fictibacillus sp. MZ298740 

 گیرینتیجه

ت بشر و های ساخبیوفولینگ یا چسبندگی زیستی و رشد بیوفیلم بر سازه

گذارندج بسیاری از اان( تأ یر میهمچنین سطوح طبیعی )زنده و بی

توان بر روی بسترهای های م تلو ماژروفولرها و میکروفولرها را میگونه

های آبزی پروری، خطوط لوله نفت و گاز، و بدنه دریایی، از امله شبکه

ها( مشاهده ژردج در حقیقت ها و صدفها، بارناژلها )مانند البقژشتی

ژشت  ابلدهنده بیوفیلم دریایی اوامعی از باژترهای قهای تشکیلباژتری

دهندج در روش ژشت مبتنی بر مویط ژشت و غیرقابل ژشت را نشان می

های مرین زوبل )مورد استفاده در مطالعه حاضر(، تنها ب شی از گروه

 شودجباژتریایی و نه ژل اامعه میکروبی ژشت داده می

بررسی میزان تشکیل بیوفیلم با استفاده از میکروپلیت، روشی اامف و مقبول 

 های م تلو باژتریایی بر اساس چگالیسویه ین ژمیت چسبندگیاهت تعی

توان قابلیت باشد ژه میشده و مقدار میانگین آن مینوری مواسبه 

ه های سازنده بیوفیلم چسبندها را به سه دسته باژتریچسبندگی باژتری

 ج[19] قوی، متوسط یا ضعیو تقسیم ژرد

ولی ساژاریدهای خارج سلپلی های دریایی تشکیل دهنده بیوفیلم وباژتری

(EPS)  نقن بسیار مهمی در ات ال و نشست لارو بارناژل شناور به سطوح

ز های زنده )ای بیوفیلم دریایی از سلولج بر اساس مطالعات، لایه[20] دارند

تشکیل شده  EPS های مرده و همچنینها( و سلولامله میکروارگانیسم

ها حاوی موادی چون تولید شده توسط باژتری  EPSج[21]است 

 باشد و وااد خواصساژارید، اسید نوژلئیق، لیپید و پروتئین میپلی

 ج[22]فیزیکوشیمیایی ویژه بوده ژه ژاربردهای فراوانی در صنایف دارد 

توانند بروی طیو وسیعی می تولید شده EPS های دریایی درمیکروارگانیسم

های شیمیایی پیچیده و ات الات موکم، واژنن یواسطهبهاز بسترها، 

یق ماده قوی و چسبناک است ژه در صورت   EPSشوندج فیکس و  ابت

ج بنابراین، ممکن است راهکارهای [23] باشدات ال غیرقابل برگشت می

های رنگهایی موااه گرددج رسوب زدایی بیوفولینگ از سطوح با چالن

ضدفولینگی حاوی مس با عملکرد ژاهن خوردگی آهن، تنها تکنولو ی 

قابل استفاده استج  فردبه  منو ر صورتبهضدفولینگی است ژه امروزه 

فولینگ با آزادسازی مداوم ترژیبات سمی، ضد عنوانبهها عملکرد این رنگ

                                                                                                                                                                                                            
1 Tenacibaculosis 

ا رات  یمس دارا ج[24] آلومینیوم در مویط دریا همراه است و مانند مس

 ژم مس غلظت نسبتاًباشدج نی آبزیان مییع هدف ریبر مواودات غ یمنف

م تلو مطالعات در  آن تیو عوارض گوناگون سم بودهمضر  هایماه برای

ا های اخیر تقاضباعث شده ژه در سال مسئلهاین  ج[25] گزارش شده است

 ی ترژیبات طبیعی، ژه ضمنبرای تولید ترژیبات ضدفولینگ بر پایه

سازگاری با مویط زیست به لواظ اقت ادی نیز مقرون به صرفه باشند، 

 عنوانهبهای دریایی در این راستا مطالعه تنوع میکروارگانیسمافزاین یابدج 

نگ ضدفولیقدم اول در تشکیل بیوفولینگ به درک بهتر راهکارهای ایمن 

 .منجر خواهد شد

بیشترین سهم را از  Proteobacteriaی حاضر، بر اساس نتایج مطالعه

و پس  Firmicutesاند و های اداسازی شده به خود اخت اص دادهباژتری

ندج باشژمترین میزان از باژتری را دارا می بیبه ترت Bacteroidetesاز آن 

( عنوان ژردند ژه 2413و همکاران ) Saltaدر راستای تأیید نتایج مذژور، 

ترین گروه باژتریایی شناسایی اصلی، Proteobacteriaهای گروه باژتری

نین اند، همچهای تشکیل دهنده بیوفیلم معرفی شدهباژتری عنوانبهشده 
Acidobacteria ،Actinobacteria ،Bacteroidetes ،Firmicutes ،

Planctomycetes  ها را باژتری گونهنیاو غیره درصد بسیار ژمتری از

بعاوه بیشترین گروه فیلو نتیکی باژتریایی از گروه  دهندجتشکیل می

Proteobacteria غالب به طوربه Alteromonadales  و سپس 

Vibrionales  این گزارش با  ج[26]شده ژه پراژنن اهانی نیز دارند اشاره

 باشدج نتایج حاصل از مطالعه حاضر هم راستا و تأییدژننده می

ی بیوفیلم های تشکیل دهندهگزارش باژتری ٔ  نهیدرزممطالعات زیادی 

 Pseudomonasباژتری های م تلو صورت گرفته استج دریایی در مویط

fluorescens و Vibrio alginolyticus های تشکیل از امله باژتری

ن داده است ج مطالعات نشا[28 ,27]اند ی بیوفیلم دریایی گزارش شدهدهنده

های هتروتروف گروه نیترفراوان عنوانبه Proteobacteriaژه اعضای گروه 

توان قابل ژشت بوده ژه همین قابلیت ژشت آسان را می یراحتبهدریایی، 

یکی از  Vibrioهای از طرفی گونه ج[29]از دلایل غالبیت آن نیز برشمرد 

د ژه این انی بیوفیلم معرفی شدههای تشکیل دهندهترین گونهشناخته شده

سازگاری بالا با تغییرات پارامترهای اژوسیستم آبی و میزبان  به علتفراوانی 

 اقباً نقن بسزایی را در بقا و استعمار آنها ایفا ژرده استباشد ژه متعآنها می

سویه اداسازی شده متعلق به  9سویه از  2ج در مطالعه حاضر نیز [30]

 تش یص داده شدج همچنین انس Vibrioی گونه

Pseudoalteromonas  نیز متعلق به گروهProteobacteria  در بسیاری

شامل  Pseudoalteromonas شودج انسهای اهان یافت میاز اقیانوس

های دریایی متعددی است ژه استقرار و دگردیسی لاروی را در گونه

 ها، بریوزوآها،ها، نرم تنان، خرچنگمهرگان دریایی متنوع از امله اسفنجبی

 Tenacibaculumج [31]ژند پذیر میها توریق و امکانآنلیدها و آسیدین

maritimum ای از شاخهباژتری گرم منفی و رشته Bacteroidetes، 

در ماهیان دریایی شناخته  1بیماری ایجاد زخم تناسیباژولوزیس عنوانبه

 های بالقوه زیستشان نظیر تواناییاستراتژی لیبه دلتواند شده است ژه می

http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1520&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1520&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/hierarchy.jsp?root=1813&depth=0&confidence=0.8&cncorrected=no


 .M. Zarei Jeliani, Coauthor et al و همکاران زهرا زارعی جلیان

 

(8) 

 S rRNA11 ،WH4بر اساس توالی نوژلئوتیدی  .[32]تشکیل بیوفیلم باشد 

ژه توانایی بالایی در تش یص داده شد   .Tenacibaculum sp به متعلق

(، نشان 2410و همکاران ) Kavitaتشکیل بیوفیلم از خود نشان داده استج 

وااد توانایی م تل ژردن  Oceanobacillus iheyensisدادند ژه گونه 

های باژتریایی و نیز دارای ویژگی سورفکتانت و امولسیفایر زیستی بیوفیلم

 ج[33]باشد خود می EPSدر 

 Pseudoalteromonasو  Bacillusهای چسبیده به سطوح، مانند باژتری

، با تشکیل لایه بیوفیلم اگزوپلیمری، بستری مناسب برای ات ال 

های سطوی توسط اغلب پروتئین ج[34]ژنند های بزرگتر فراهم میارگانیسم

، مورد دهندهایی ژه در اولین مرحله فولینگ بیوفیلم تشکیل میباژتری

شودج مواد اگزوپلیمری دفف شده توسط این ف واقف میم ر

ژند ها، آنها را در برابر بیشتر عوامل ضد میکروبی مقاوم میمیکروارگانیسم

دهد حتی روی سطوح حاوی مواد ضد و متعاقباً این پدیده به آنها ااازه می

  ج[35]فولینگ نیز زنده بمانند 

های ادید اهت تولید مواد ضد فولینگ ایمن و حلبمنظور توسعه راه

های ی عملکرد باژتریدوستدار مویط زیست دریایی، شناسایی و مطالعه

گ اولین مرحله از ایجاد پدیده فولین عنوانبهدریایی تشکیل دهنده بیوفیلم 

از اهمیت بسیار بالایی برخوردارند چراژه فولینگ باعث مشکات عملیاتی 

های اقت ادی در صنایف ژشتیرانی، بندری و آبزی پروری شدید و هزینه

های حرا در ایران با تواه به اژوسیستم غنی از مواد مغذی، انگل .گردندمی

شود ژه وااد تنوع زیستی بندی میه حفاظت شده طبقهیق منطق عنوانبه

بسیار غنی استج اگرچه فعالیت ماهیگیری در این مناطق بسیار رواج دارد، 

اما پدیده فولینگ یکی از عواملی است ژه ماهیگیران را به م رف مو ولات 

دهدج در نتیجه، مناطق حفاظتی دریایی می توانند با ضد فولینگ سوق می

ز استفاده از رنگ ضد فولینگ غیر سمی، آلودگی را ژاهن دهندج اطمینان ا

لم های دریایی تشکیل دهنده بیوفی، این ژار با هدف شناسایی باژتریرونیازا

بر روی پنل چوب در منطقه انگل حرا انجام شد، چراژه شناسایی آنها 

یکی از سازدج مطالعه حاضر درک بهتری از اژولو ی باژتری را ممکن می

چندین گام ضروری در توقیقات آینده اهت تولید ترژیبات ایمن و زیست 

پذیر برای الوگیری از تشکیل بیوفیلم، بیوفولینگ و به دنبال آن ت ریب

 های وارده بر صنعت و مویط زیست دریایی خواهد بودجهزینه
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