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چکیده:

اساســی  نقــش  کــه  اســت  مفیــدی  حشــره ی  زنبورعســل 
اکوسیســتم  حفــظ  و  کشــاورزی  محصــولات  گرده افشــانی  در 
ــی و  ــت غذای ــی در امنی ــل توجه ــهم قاب ــق س ــن طری دارد، و از ای
ــظ  ــه حف ــه اینک ــه ب ــا توج ــورها دارد. ب ــی کش ــص مل ــد ناخال تولی
طریــق  از  گرده افشــانی  بــه  کمــک  و  طبیعــت  در  زنبورعســل 
زنبورعســل، صرفــاً منــوط بــر اقتصــادی بــودن صنعت زنبورعســل  

ــن  ــت. بنابرای ــره اس ــن حش ــرورش ای ــه پ ــورداران ب ــل زنب و تمای
افزایــش عملکــردی تولیــد کلنی هــای زنبورعســل در کنــار حفــظ 
ــت گذاران  ــران و سیاس ــی اصلاحگ ــداف اصل ــی، از اه ــوع ژنتیک تن
حــوزه زنبورعســل اســت. یکــی از روش هــای متــداول و پــر کاربــرد 
جهــت حفــظ زنبــور در طبیعــت و صنعــت زنبــورداری، افزایــش 
عملکــرد تولیــدی و تولیدمثلــی و در نهایــت بهــره وری زنبورعســل 
ــن  ــت. در ای ــور اس ــه ای دانش مح ــای تغذی ــعه ی روش ه ــا توس ب
راســتا، در پژوهــش حاضــر اقــدام بــه جداســازی و شناســایی 
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گــوارش  دســتگاه  هم زیســت  لاکتیــک  اســید  باکتری هــای 
زنبور عســل شــد. از ایــن اطلاعــات و ترکیبــات میکروبــی جدا شــده 
ــل و  ــی زنبورعس ــی تکمیل ــای غذای ــر مکمل ه ــوان در تخمی می ت
کمــک بــه قابلیــت هضــم غذاهــای تولیــدی مخصــوص زنبورعســل 
اســتفاده کــرد. هــدف از پژوهــش حاضــر جداســازی باکتری هــای 
از  مناطقــی  در  عســل  زنبور هــای  گــوارش  دســتگاه  مفیــد 
و  گیــلان  و  آذربایجان شــرقی  آذربایجان غربــی،  اســتان های 
ایــن  بررســی شــاخص های پروبیوتیکــی جدایه هــا اســت. در 
ــا  ــای باکتری ه ــازی جدایه ه ــری، جداس ــوه ی نمونه گی ــه نح مقال
از دســتگاه گــوارش زنبــور ارائــه شــده و باکتری هــای موجــود 
در دســتگاه گــوارش زنبــور بــا اســتفاده از تســت های کاتــالاز و 
رنگ آمیــزی گــرم، شناســایی و گروه بنــدی شــدند. در نهایــت 
تشــخیص ســویه های مــورد نظــر زیــر میکروســکوپ، نحــوه ی 
ــا  ــش ب ــن آزمای ــت. در ای ــده اس ــه ش ــا ارائ ــت  آنه ــداری و کش نگه
تعییــن توالــی کلنــی از باکتری هــای جداســازی شــده از دســتگاه 
گــوارش زنبورعســل، ســویه های مختلــف باکتــری متعلــق بــه 
kunkeei  Lactobacillus، Lactobacillus plantar- یگونه هــا
Ente- و  ، um، Lactobacillus apis، Enterococcus faecalis
rococcus hirae  از مناطــق شــمال )اســتان گیــلان( و شــمال غرب 
)آذربایجــان شــرقی و آذربایجــان غربــی( ایــران شناســایی شــدند.
ــک،  ــید لاکتی ــک، اس ــرا، پروبیوتی ــس ملیف ــدواژه: آپی کلی

گرده افشــانی

مقدمه 

زنبورعســل حشــره ای مفیــد اســت کــه نقــش اساســی در 
ــتم دارد و  ــظ اکوسیس ــاورزی و حف ــولات کش ــانی محص گرده افش
ــد  ــی و تولی ــت غذای ــی در امنی ــل توجه ــهم قاب ــق س ــن طری از ای
ناخالــص ملــی کشــورها دارد. از ایــن رو مطالعــات صــورت گرفتــه 
روی زنبورعســل ارزشــمند هســتند. بــا توجــه بــه اطلاعــات 
گرده افشــانی،  در  زنبورعســل  اهمیــت  خصــوص  در  منتشــره 
قطعــاً زنبورعســل یکــی از پایه هــای اصلــی امنیــت زیســتی، 
ــاورزی و  ــز کش ــتی و نی ــتی و غیرزیس ــای زیس ــا تنش ه ــه ب مقابل
 .)Mokhber & Ghaffari, 2019( ــت ــدار اس ــت پای ــط زیس محی
ــه  ــک ب ــت و کم ــل در طبیع ــظ زنبورعس ــه حف ــه اینک ــه ب ــا توج ب
ــادی  ــر اقتص ــوط ب ــاً من ــل، صرف ــق زنبورعس ــانی از طری گرده افش
بــودن صنعــت زنبورعســل  و تمایــل زنبــورداران بــه پــرورش 
ایــن حشــره ی مفیــد اســت. بنابرایــن افزایــش عملکــردی تولیــد 
کلنی هــای زنبورعســل در کنــار حفــظ تنــوع ژنتیکــی، از اهــداف 
ــت  ــل اس ــوزه زنبورعس ــت گذاران ح ــران و سیاس ــی اصلاحگ اصل

ــرد  ــر کارب ــداول و پ ــای مت ــی از روش ه )Lotfi et al., 2024(. یک
جهــت حفــظ زنبــور در طبیعــت و صنعــت زنبــورداری، افزایــش 
عملکــرد تولیــدی و تولیدمثلــی و نهایتــا بهــره وری زنبورعســل بــا 
 Nemati et( ــت ــور اس ــه ای دانش مح ــای تغذی ــعه ی روش ه توس
ــش  ــتا در پژوه ــن راس al., 2022; Taghavi et al., 2022(. در ای
حاضــر اقــدام بــه جداســازی و شناســایی باکتری هــای اســید 
 Moradi( لاکتیــک هم زیســت دســتگاه گــوارش زنبور عســل شــد
et al., 2022; Parichehreh et al., 2018(. از ایــن اطلاعــات و 
ترکیبــات میکروبــی جــدا شــده می تــوان در تخمیــر مکمل هــای 
غذایــی تکمیلــی زنبورعســل و کمــک بــه قابلیــت هضــم غذاهــای 
.)Nemati et al., 2022( تولیــدی مخصــوص زنبور اســتفاده کــرد
یکــی از حوزه هــای مطالعاتــی بخــش زنبورعســل، مطالعــه ی 
بــدن و محصــولات تولیــدی  میکروارگانیســم های موجــود در 
نزدیکــی  تعامــل  حشــرات،  دنیــای  در  اســت.  زنبورعســل 
دســتگاه  در  مســتقر  میکروارگانیســم های  و  حشــرات  بیــن 
ــود دارد.  ــا وج ــی آنه ــای تخصص ــا اندام ه ــلول ها ی ــوارش، س گ
میکروارگانیســم های موجــود در روده حیوانــات می تواننــد بــا 
ــن  ــر، تامی ــای مض ــم زدایی مولکول ه ــذا، س ــم غ ــه هض ــک ب کم
ــر پاتوژن هــا و انگل هــا  مــواد مغــذی ضــروری، محافظــت در براب
En- ــد  ــک کنن ــود کم ــان خ ــه میزب ــی ب ــعه و ایمن ــود توس )و بهب
بــا  اندامــی  به عنــوان  gel & Moran, 2013(. روده ی حشــره 
ــد  ــه رش ــود ک ــه می ش ــر گرفت ــالا در نظ ــی ب ــوع میکروبیولوژیک تن
پاتوژن هــا به طــور مؤثــری توســط میکروبیوتــای پروبیوتیــک 
جلوگیــری می شــود. میکروبیوتــای باکتری هــای اســید لاکتیــک  
ــا،  ــا پروتئین ه ــد. آنه ــی کار می کن ــیوه ی هم افزای ــه ش )LAB( ب
پپتیدهــا، اســیدهای آلــی، آنزیــم هــا و باکتریوســین را به عنــوان 
 .)Aween et al., 2012( ــد ــد می کنن ــی تولی ــل ضدمیکروب عوام
 )Apis mellifera L.( میکروبیوتــای مرتبــط بــا زنبورعســل
گــرم  باکتری هــای  مخمرهــا،  از  عمدتــاً  کــه  اســت  پیچیــده 
اســترپتوکوک  باســیلوس،  لاکتوباســیلوس،  )ماننــد  مثبــت 
)آکروموباکتــر،  منفــی  گــرم  باکتری هــای  و  کلســتریدیوم(  و 
و  فلاووباکتریــوم،  اشریشــیاکلی،  انتروباکتــر،  ســیتروباکتر، 
ــک  ــید لاکتی ــای اس ــت. باکتری ه ــده اس ــکیل ش ــتریوم( تش کلس
پلانتــاروم  لاکتوباســیلوس  شــامل  زنبورعســل  مخصــوص 
جانســونی  لاکتوباســیلوس   ،)Lactobacillus plantarum(
Lac�( برویــس  لاکتوباســیلوس   ،)Lactobacillus johnsonii(
 Lactobacillus( آپیــس  لاکتوباســیلوس   ،)tobacillus brevis
apis( و غیــره می باشــد کــه اثــر بازدارنــده ای بــر پاتوژن هــای 
زنبورعســل دارنــد )Lamei et al., 2017(. باکتری هــای اســید 
زمینه هــای  از  بســیاری  در  مهمــی  نقــش   )LAB( لاکتیــک 
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ــی  ــلامت و ایمن ــه، س ــی، تغذی ــواد غذای ــوژی م ــوع بیوتکنول متن
ــد.  ــل دارن ــای زنبورعس ــر پاتوژن ه ــا در براب ــت از آنه ــا محافظ ب
ــد  ــی و تولی ــولات لبن ــام محص ــد تم ــی در تولی ــش اساس ــا نق آنه
ایفــا  دیگــر  تخمیــری  نوشــیدنی های  و  غذاهــا  از  بســیاری 
ــای  ــد )Widyastuti & Febrisiantosa, 2014(. باکتری ه می کنن
ــی  ــع غذای ــم در صنای ــی مه ــای باکتریای ــک از گروه ه ــید لاکتی اس
ــن،  ــر ای ــلاوه ب ــوند. ع ــوب می ش ــی محس ــولات لبن ــد محص مانن
ســایر ســویه های LAB به عنــوان میکروارگانیســم های غذایــی 
ایمــن یــا پروبیوتیک هــا در نظــر گرفتــه می شــوند و در تغذیــه 
ســلامت انســان و اقدامــات مرتبــط بــا ســلامت مــورد اســتفاده قرار 
ــود در  ــا موج ــد ) Aplevicz et al., 2014(. پروبیوتیک ه می گیرن
انســان و ســایر حیوانــات نقــش مهمــی در محافظــت از میزبــان از 
ــخ های  ــای پاس ــی و الق ــای ضدمیکروب ــد متابولیت ه ــق تولی طری
ــرای  ــده ب ــه ش ــکل بهین ــک پروت ــه ی ــن مطالع ــی دارد. در ای ایمن
ــت  ــک هم زیس ــید لاکتی ــای اس ــداری باکتری ه ــازی و نگه جداس
ــت  ــا تس ــد. نمونه ه ــه ش ــرا و ارائ ــل اج ــوارش زنبور عس ــتگاه گ دس
شــده از بخش هــای شــمال و شــمال غرب کشــور تهیــه شــده بودنــد.

مواد و روش ها

ــتان  ــه اس ــل از س ــه زنبورعس ــداد 14 نمون ــق تع ــن تحقی در ای
آذربایجــان غربــی )هشــت زنبورســتان از شهرســتان های ارومیــه، 
)چهــار  شــرقی  آذربایجــان  پیرانشــهر(،  و  میانــدواب  خــوی، 
زنبورســتان از شهرســتان های مراغــه و عجــب شــیر( و گیــلان 
)دو زنبورســتان از شهرســتان های املــش و تالــش( تهیــه شــد. 
نمونه هــای زنبــور تهیــه شــده، به صــورت زنــده بــه آزمایشــگاه 
منتقــل شــدند. دســتگاه گــوارش 30 عــدد زنبورعســل از هــر کلنــی 

ــد.  ــازی ش ــکاران )2012( جداس ــاس روش Tajabadi و هم ــر اس ب

کشت باکتری در محیط مایع

پــس از خــارج کــردن دســتگاه گــوارش زنبورعســل و جــدا 
 15 حــاوی  لوله هــای  داخــل  بــه  روده هــا  آن،  نیــش  کــردن 
میلی لیتــر ســرم فیزیولــوژی منتقــل شــد. جهــت غنــی ســازی و 
رشــد لاکتوباســیل ها، ســرم فیزیولــوژی حــاوی دســتگاه گــوارش 
زنبورهــا بــه لوله هــای حــاوی محیــط MRS  بــراث منتقــل شــد و 
مــدت 48 ســاعت در دمــای 31 درجــه ســانتی گرادتحت شــرایط 

ــد.  ــه گردی ــوازی انکوب بی ه

کشت در محیط MRS آگار جهت به دست آوردن 
تک کلنی 

روی  بــر  رقت هــا  از  میلی لیتــر  یــک  مختلــف  رقت هــای  از 
ــده و  ــل ش ــکل 1( منتق ــط MRS آگار )ش ــاوی محی ــای ح پلیت ه
ــا میلــه ی شیشــه ای L شــکل در ســطح پلیــت پخــش  ــه آرامــی ب ب
ــد. ســپس پلیت هــا به مــدت 24 ســاعت در دمــای 37 درجــه  گردی
ســانتیگراد تحــت شــرایط بی هــوازی انکوبــه شــد. بــرای به دســت 
آوردن تک کلنــی از پلیت هــای حــاوی MRS آگار کــه باکتری هــا 
ــا،  ــداری از باکتری ه ــند. مق ــرده باش ــد ک ــی رش ــورت تک کلن به ص
بــا اســتفاده از آنــس اســتریل، به صــورت جداگانــه برداشــته و 
در پلیت هــای MRS آگار به فــرم خطــی کشــت داده شــدند. بــا 
ــالاز  ــت و کات ــرم مثب ــک گ ــای پروبیوتی ــه باکتری ه ــه اینک ــه ب توج
منفــی هســتند. لــذا جهــت شناســایی و جــدا کــردن باکتری هــای 

ــد. ــام ش ــرم انج ــزی گ ــگ آمی ــالاز و رن ــت کات ــک، تس پروبیوتی

 
شکل 1 - نمونه ای از پلیت های کشت شده برای به دست آوردن تک کلنی

نسرین و همکاران:  جداسازی و شناسایی باکتری های لاکتوباسيلوس هم زیست دستگاه گوارش زنبور عسل 
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دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

تست کاتالاز 

بــه آب  آنزیــم کاتــالاز باعــث تجزیــه پراکســید هیــدروژن 
محصــول  یــک  هیــدروژن  پراکســید  می شــود.  اکســیژن  و 
ــیژینه در  ــر آب اکس ــت. اگ ــرای باکتری هاس ــمی ب ــک س متابولی
محیــط تجمــع یابــد، بــرای برخــی باکتری هــا ســمی و خطرنــاك 
بــا  باکتری هــای هــوازی و غیرهــوازی اختیــاری  امــا  اســت. 
و   H2O2 شــدن  شکســته  موجــب  کاتــالاز  آنزیم هــای  تولیــد 
آزادی مولکــول اکســیژن می شــوند و از مــرگ رهایــی می یابنــد. 
ــا در  ــی از باکتری ه ــط برخ ــالاز توس ــد کات ــر، تولی ــارت دیگ به عب
حقیقــت نوعــی مکانیســم دفاعــی بــرای آنهــا محســوب می شــود. 
آنزیــم کاتــالاز، پراکســید هیــدروژن را بــه آب و اکســیژن می شــکند 
ــالاز  ــا کات ــر باکتری ه ــا اگ ــود. ام ــاد می ش ــاب ایج ــه حب و در نتیج
ــد  ــای تولی ــه باکتری ه ــود ک ــاد نمی ش ــاب ایج ــند، حب ــی باش منف

ــتند.  ــی هس ــالاز منف ــک کات ــید لاکتی ــده اس کنن
پراکســید  از  قطــره  یــک  ابتــدا  کاتــالاز  آزمایــش  جهــت 
ــرار داده  ــز ق ــک و تمی ــک لام خش ــد را روی ی ــدروژن 3 درص هی
ــده و  ــه ش ــه آن اضاف ــری ب ــص باکت ــت خال ــی از کش ــدار کم و مق
ــدن  ــر آزاد ش ــری از نظ ــای باکت ــپس نمونه ه ــد. س ــش گردی پخ
حباب هــای گاز اکســیژن مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. آزاد شــدن 
ــری  ــالاز در باکت ــم کات ــود آنزی ــدة وج ــان دهن ــای گاز نش حباب ه
ــه آب و  اســت کــه موجــب شکســته شــدن پراکســید هیــدروژن ب
ــی  ــالاز منف ــای کات ــه باکتری ه ــن مرحل ــود. در ای ــیژن می ش اکس

ــد. ــال ش ــا اعم ــزی روی آنه ــل رنگ آمی ــده و عم ــاب ش انتخ

رنگ آمیزی به روش هوکر

ــه اینکــه باکتری هــای اســید لاکتیــک گــرم مثبــت  ــا توجــه ب ب
تمــام  روی  بــر  گــرم  رنگ آمیــزی  مرحلــه  ایــن  در  هســتند، 

نمونه هــا به صــورت زیــر انجــام شــد. 
ــره  ــک قط ــدا ی ــردن: ابت ــت ک ــترش و تثبی ــه گس ــف- تهی ال
ســرم فیزیولــوژی اســتریل روی لام قــرار داده شــده و ســپس 
مقــدار کمــی از کلنــی بــا اســتفاده از آنــس یــا لــوپ اســتریل 
ــت  ــیون یکنواخ ــول سوسپانس ــا حص ــود ت ــب موج ــزوده و ترکی اف
ــس  ــرای فیک ــده و ب ــک ش ــوا خش ــد. ســپس لام در ه ــوط ش مخل
ــار از میــان شــعله  ــا 3 ب کــردن گســترش خشــک شــده لام هــا 2 ت

ــدند. ــور داده ش عب
ــه  ــن مرحل ــه: در ای ــتال ویول ــا کریس ــزی ب ــگ آمی ب - رن
مقــداری رنــگ کریســتال ویولــه بــا اســتفاده از قطــره چــکان بــه 
روی ســطح گســترش میکروبــی روی لام هــا اضافــه گردیــد. پــس 

از ســپری شــدن مــدت زمــان یــک دقیقــه جهــت نفــوذ رنــگ بــه 
دیــواره ی ســلولی باکتری هــا، رنــگ اضافــی روی لام هــا خالــی و 

ــا فشــار کــم شستشــو داده شــد. ــا اســتفاده از آب شــیر ب ب
ــره از  ــد قط ــوگل: چن ــول ل ــردن محل ــه ک ــه اضاف ج-مرحل
محلــول لــوگل روی گســترش ریختــه شــده و پــس از گذشــت یــک 
دقیقــه محلــول اضافــی خالــی و بــا آب شــیر هماننــد مرحلــه قبــل 

ــد. ــو داده ش شستش
د- مرحلــه رنــگ بــری بــا اســتفاده از الــکل- اســتون: بــرای 
ــتره  ــر روی گس ــتون ب ــکل – اس ــر ال ــگ ب ــول رن ــری از محل رنگ ب
ریختــه شــده تــا نمونه هــا بی رنــگ شــود. ایــن مرحلــه حــدود 30 
ــو داده  ــرعت شستش ــا به س ــپس لام ه ــان لازم دارد. س ــه زم ثانی

شــدند. 
ه-رنــگ آمیــزی بــا ســافرانین: در ایــن مرحلــه ســطح 
گســترش بــا اســتفاده از رنــگ ثانویــه یعنــی ســافرانین پوشــانیده 
ــر  ــا آب مقط ــا ب ــی و لام ه ــی خال ــگ اضاف ــه رن ــس از30 ثانی و پ

شستشــو داده شــدند.
ــردن: لام هــای رنــگ آمیــزی شــده در وضعیــت  ــک ک و- خش

ایســتاده در مجــاورت هــوا خشــک شــدند. 
ز-مشــاهده و بررســی لام هــای رنگ آمیــزی شــده زیــر 
میکروســکوپ: پــس از قــرار دادن یــک قطــره روغــن صــدر روی 
لام هــا، نمونه هــا زیــر میکروســکوپ مشــاهده شــده و مــورد 

ــد.  ــرار گرفتن ــی ق بررس
آنزیــم کاتــالاز باعــث تجزیــه پراکســید هیــدروژن بــه آب و 
اکســیژن می شــود. پراکســید هیــدروژن یــک محصــول متابولیــک 
محیــط  در  اکســیژینه  آب  اگــر  باکتری هاســت.  بــرای  ســمی 
ــاك اســت.  ــرای برخــی باکتری هــا ســمی و خطرن ــد، ب تجمــع یاب
امــا باکتری هــای هــوازی و غیرهــوازی اختیــاری بــا تولیــد آنزیــم 
ــول  ــدن H2O2 و آزادی مولک ــته ش ــب شکس ــالاز موج ــای کات ه
به عبــارت  می یابنــد.  رهایــی  مــرگ  از  و  می شــوند  اکســیژن 
ــت  ــا در حقیق ــی از باکتری ه ــط برخ ــالاز توس ــد کات ــر، تولی دیگ
ــم  ــود. آنزی ــوب می ش ــا محس ــرای آنه ــی ب ــم دفاع ــی مکانیس نوع
ــکند و  ــیژن می ش ــه آب و اکس ــدروژن را ب ــید هی ــالاز، پراکس کات
ــالاز  ــا کات ــر باکتری ه ــا اگ ــود. ام ــاد می ش ــاب ایج ــه حب در نتیج
منفــی باشــند، حبــاب ایجــاد نمی شــود کــه باکتری هــای تولیــد 

ــتند.  ــی هس ــالاز منف ــک کات ــید لاکتی ــده اس کنن
پراکســید  از  قطــره  یــک  ابتــدا  کاتــالاز  آزمایــش  جهــت 
ــرار داده  ــز ق ــک و تمی ــک لام خش ــد را روی ی ــدروژن 3 درص هی
ــده و  ــه ش ــه آن اضاف ــری ب ــص باکت ــت خال ــی از کش ــدار کم و مق
ــدن  ــر آزاد ش ــری از نظ ــای باکت ــپس نمونه ه ــد. س ــش گردی پخ
حباب هــای گاز اکســیژن مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. آزاد شــدن 
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ــری  ــالاز در باکت ــم کات ــود آنزی ــدة وج ــان دهن ــای گاز نش حباب ه
ــه آب و  اســت کــه موجــب شکســته شــدن پراکســید هیــدروژن ب
ــی  ــالاز منف ــای کات ــه باکتری ه ــن مرحل ــود. در ای ــیژن می ش اکس

ــد. ــال ش ــا اعم ــزی روی آنه ــل رنگ آمی ــده و عم ــاب ش انتخ

تشخیص سویه های مورد نظر زیر میکروسکوپ

باکتری هــای تولیــد کننــده ی اســید لاکتیــک باکتری هــای 
گــرم مثبــت و معمــولا میلــه ای و کوکســی هســتند کــه بــدون 
هــاگ و عمدتــاً غیرمتحــرك، پلی مرفیــک می باشــند. ســپس 
هــای  )نمونــه  لاکتیــک  اســید  کننــده ی  تولیــد  باکتری هــای 
اســاس  بــر  هســتند(  مثبــت  گــرم  و  منفــی  کاتــالاز  باکتــری 
اطلاعــات بــه دســت آمــده از روش رنــگ آمیــزی و تســت کاتــالاز 
شناســایی و جــدا شــدند. می تــوان از روش هــای مولکولــی بــرای 

تعییــن هویــت نمونه هــای تعییــن شــده اســتفاده کــرد. 

نگهداری کشت باکتری

بــراث   MRS بــرای حفــظ و نگهــداری باکتــری از محیــط
ــای  ــپس در دم ــد و س ــتفاده ش ــرول اس ــد گلیس ــاوی 18 درص ح

نگهــداری شــدند.   )-20℃( منفــی 20 درجــه ســانتی گراد 

شناسایی نمونه های جداسازی شده

ــرم  ــی و گ ــالاز منف ــری کات ــای باکت ــه ه ــش نمون ــن آزمای در ای
 DNA انتخــاب شــدند. اســتخراج DNA مثبــت بــرای اســتخراج
توســط کیــت اســتخراج )QIAGENE( انجــام شــد. نمونــه هــای 
بــار تقطیــر  DNA اســتخراج شــده در 150 میکرولیتــر آب 2 
و در دمــای 24- درجــه سلســیوس نگهــداری شــدند. کیفیــت 
DNA اســتخراجی توســط ژل الکترفــورز 1 درصــد و دســتگاه 
ــایی  ــت شناس ــت. جه ــرار گرف ــی ق ــورد ارزیاب ــپکتروفتومتر م اس
مولکولــی ســویه های باکتریایــی موجــود در دســتگاه گــوارش 
از  اســتفاده  بــا  آنهــا    16S rRNA ژنــی  جایــگاه  نمونه هــا، 
ــکاران  ــط Chen و هم ــده توس ــه ش ــای 27F/149R ارائ آغازگره
زنجیــره ای  واکنــش  انجــام  بــرای  شــدند.  تکثیــر   )2015(
پلیمریزاســیون )PCR( از دســتگاه موجــود در آزمایشــگاه ژنتیــك 
ــرایط  ــد. ش ــتفاده ش ــور اس ــی کش ــوم دام ــات عل ــه تحقیق موسس
ــانتی گراد  ــه س ــه 95 درج ــتگی اولی ــامل واسرش ــش PCR ش واکن
به مــدت 3 دقیقــه و ســپس ســیکل اصــلى بــا 38 بــار تکــرار  
 30 به مــدت  ســانتی گراد  درجــه   95 در  واسرشــتگی  شــامل 

به مــدت  ســانتی گراد  درجــه   55 در  پرایمرهــا  اتصــال  ثانیــه، 
ــه  ــدت 1 دقیق ــانتی گراد به م ــه س ــر در 72 درج ــه،  تکثی 55 ثانی
و در انتهــا تکثیــر نهایــی  در 72 درجــه ســانتی گراد به مــدت 
ــرای  ــان یافتــن زمــان PCR ب 10 دقیقــه انجــام شــد. پــس از پای
ــد.  ــتفاده ش ــا ژل آگاروز اس ــورز ب ــه کار از الکتروف ــاهده نتیج مش
تشــخیص مولکولــی کلنی هــا بــا روش تعییــن توالــی اختصاصــی 
ژن 16S rRNA انجــام گرفــت. پــس از تکثیــر قطعــات ژنومــی و 
ــی  ــازی و توالی یاب ــده، خالص س ــر ش ــات تکثی ــول قطع ــد ط تایی
قطعــات تکثیــر شــده توســط شــرکت بایونیــر کــره جنوبــی انجــام 
گرفــت. توالی هــای نوکلئوتیــدی به دســت آمــده در ایــن مطالعــه 

بــا اســتفاده از نرم افــزار Chromas بررســی شــد.

نتایج و بحث

میکروارگانیســم های  دارای  زنبورعســل  گــوارش  دســتگاه 
هم زیســت اســت. بر اســاس تحقیقــات اخیــر، میکروارگانیســم های 
مفیــدی در زنبورعســل موجــود اســت کــه در فعل و انفعــالات بدن 
ــا  ــش پروبیوتیک ه ــر نق ــه اخی ــد. در ده ــرکت دارن ــل ش زنبورعس
در زنبورعســل مــورد توجــه قــرار گرفتــه اســت. مطالعــات نشــان 
ــر  ــل منج ــوارش زنبورعس ــتگاه گ ــتقرار LAB در دس ــه اس داده ک
ــای  ــت میکروب ه ــر جمعی ــه ب ــوارش و غلب ــرایط گ ــود ش ــه بهب ب
باکتری هــای اســید  ایــن حشــره شــده اســت.  بیمــاری زا در 
باکتری هــای  به عنــوان  زنبــور  از  شــده  شناســایی  لاکتیــک 
بنابرایــن  دارنــد.  اهمیــت  حیوانــی  و  انســانی  پروبیوتیــک 
تحقیقــات در مــورد حضــور غالــب لاکتوباســیل ها در دســتگاه 
گــوارش زنبورعســل جهــت بهبــود ایمنــی و ســلامت زنبــور و 
همچنیــن تولیــد محصــول عســل حــاوی پروبیوتیــک حائــز 
اهمیــت اســت. در ایــن پژوهــش اســترین های LAB از دســتگاه 

ــدند.  ــازی ش ــر جداس ــل کارگ ــوارش زنبورعس گ
از  کارگــر  زنبورعســل  نمونــه   8 تعــداد  بررســی  ایــن  در 
خــوی،  ارومیــه،  )شهرســتان های  آذربایجان غربــی  اســتان 
میانــدواب و پیرانشــهر(، 4 نمونــه از اســتان آذربایجان شــرقی 
)شهرســتان های مراغــه و عجــب شــیر( و 2 نمونــه از اســتان 
گیــلان )املــش و تالــش( تهیــه گردیــد. نمونــه ای از دســتگاه 
گــوارش زنبورهــای عســل کــه در زیــر بینوکولــر خــارج شــده، در 

شــکل 2 آورده شــده اســت.
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در ایــن تحقیــق اکثــر باکتری هــای جــدا شــده از دســتگاه 
گــوارش زنبورهــای عســل مختلــف گــرم مثبــت بودنــد. از 14 
نمونــه ی دســتگاه گــوارش، حــدود 95 نــوع کلنــی در پلیت هــای 
ــگ  ــه لام و رن ــس از تهی ــه پ ــد ک ــاهده ش ــاوی MRS آگار مش ح
ــود  ــت ب ــرم مثب ــی گ ــداد 80 کلن ــی، تع ــرم، از 95 کلن ــزی گ آمی
ــرار  ــع ق ــا مجتم ــاه و ی ــای کوت ــی، زنجیره ه ــورت، دوتای ــه به ص ک

ــکل 3(. ــد )ش ــه بودن گرفت
در ایــن خصــوص Tajabadi و همــکاران )2013( نشــان دادنــد 
ــوارش  ــتگاه گ ــده از دس ــازی ش ــای جداس ــده ی باکتری ه ــه عم ک

ــتند.  ــت هس ــرم مثب ــای گ ــروه باکتری ه ــک از گ ــل کوچ زنبورعس
همچنیــن  Tootiaie و همــکاران )2022( گــزارش کردنــد کــه 
Apis mel�  عمــده باکتری هــای جــدا شــده از روده ی زنبورعســل
lifera گــرم مثبــت هســتند. بــه طوری کــه از ۲4 نمونه ی دســتگاه 
 MRS گــوارش زنبورعســل 136 نــوع کلنــی در پلیت هــای حــاوی
ــرم،  ــزی گ ــه لام و رنگ آمی ــس از تهی ــه پ ــد ک ــاهده کردن آگار مش
ــا  ــه ب ــود ک ــت ب ــرم مثب ــیل های گ ــه باس ــی، 87 جدای از136 کلن

نتایــج ایــن بررســی مطابقــت دارد.

شکل 2 - نمونه ای از دستگاه گوارش زنبورهای عسل در زیر بینوکولر

 
شکل 3 - نمونه ای از باکتری های مشاهده شده زیر میکروسکوپ با بزرگ نمایی 100
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تنــوع  بــر  می توانــد  هوایــی  و  آب  شــرایط  و  تغییــرات 
جملــه  از  حشــرات  گــوارش  دســتگاه  هــای  میکروارگانیســم 
ــوع  ــکاران )2015( تن ــد. Hroncova و هم ــر باش ــل مؤث زنبورعس
میکروبــی روده زنبورعســل را بــا توجــه بــه شــرایط زمانــی و 
ــد کــه میکروبیوتاهــای  ــد و نشــان دادن جغرافیایــی مطالعــه کردن
مثبــت  گــرم  باکتری هــای  گــروه  از  عمدتــاً  شــده  جداســازی 
هســتند. عــادت تغذیــه یکــی از قــوی تریــن عوامــل مؤثــر در فلــور 
ــی و  ــس باکتریای ــهد در جن ــع ش ــاوت در منب ــت. تف ــرات اس حش
فلــور معــده زنبورعســل تأثیــر دارد. همچنیــن فعالیــت زنبــوران 
عســل در کنــدو مــی توانــد در لاکتوباســیل هــا و ســویه هــای 
 Tajabadi et( باکتریایــی دســتگاه گــوارش آنهــا اثــر داشــته باشــد

 .)al., 2013
ــی  ــالاز منف ــک کات ــای پروبیوتی ــه باکتری ه ــه اینک ــه ب ــا توج ب
باکتری هــای  کــردن  و جــدا  لــذا جهــت شناســایی  هســتند. 
ــث  ــالاز باع ــم کات ــد. آنزی ــام ش ــالاز انج ــت کات ــک، تس پروبیوتی
می شــود.  اکســیژن  و  آب  بــه  هیــدروژن  پراکســید  تجزیــه 
پراکســید هیــدروژن یــک محصــول متابولیــک ســمی بــرای 
باکتری هاســت. اگــر آب اکســیژینه در محیــط تجمــع یابــد، بــرای 
برخــی باکتری هــا ســمی و خطرنــاك اســت امــا باکتری هــای 
ــالاز  ــای کات ــم ه ــد آنزی ــا تولی ــاری ب ــوازی اختی ــر ه ــوازی و غی ه
ــی  ــیژن م ــول اکس ــدن H2O2 و آزادی مولک ــته ش ــب شکس موج
ــد  ــر، تولی ــارت دیگ ــه عب ــد. ب ــی یابن ــی م ــرگ رهای ــوند و از م ش
کاتــالاز توســط برخــی از باکتری هــا درحقیقــت نوعــی مکانیســم 
دفاعــی بــرای آنهــا محســوب مــی شــود. آنزیــم کاتــالاز، پراکســید 
هیــدروژن را بــه آب و اکســیژن می شــکند در نتیجــه حبــاب 
ایجــاد مــی شــود. امــا اگــر باکتری هــا کاتــالاز منفــی باشــند، 
تولیــد  باکتری هــای  کــه  ایجــاد نمی شــود )شــکل 3(  حبــاب 

ــتند. ــی هس ــالاز منف ــک کات ــید لاکتی ــده اس کنن
در ایــن آزمایــش بــا تعییــن توالــی کلنــی از باکتری هــای 
جداســازی شــده از دســتگاه گــوارش زنبورعســل  ســویه های 
kunkeei  Lactobacil- یمختلــف باکتــری متعلــق بــه گونه هــا
lus، Lactobacillus plantarum، Lactobacillus apis، Ente-
rococcus faecalis ،  و Enterococcus hirae  از مناطــق شــمال 
ــان  ــرقی و آذربایج ــان ش ــمالغرب )آذربایج ــلان( و ش ــتان گی )اس
بــرای  حاضــر  مطالعــه  در  شــدند.  شناســایی  کشــور  غربــی( 
شناســایی تنــوع باکتری هــای دســتگاه گــوارش زنبورعســل و 
روابــط تبارزایــی بیــن آنهــا از دو روش کشــت و تعییــن توالــی ژن 

rRNA S16 اســتفاده شــد.
در اکثــر حیوانــات، میکروفلــور روده جــذب مــواد مغــذی 
و  لاکتوباســیلوس  می کنــد.  تســهیل  را  ایمنــی  عملکــرد  و 

هســتند   LAB اعضــای  شــده ترین  شــناخته  بیفیدوباکتریــوم 
کــه در دســتگاه گــوارش قــرار دارند.گونه هــای لاکتوباســیلوس از 
نظــر تجــاری مهــم هســتند. زیــرا به عنــوان پروبیوتیــک در طیــف 
 Tajabadi et al.,( وســیعی از صنایــع غذایــی اســتفاده مــی شــوند
2011(. اخیــرا، تجزیــه و تحلیــل توالــی ژن 16SrRNA مســتقل 

ــت.  ــده اس ــتفاده ش ــز اس ــت نی ــط کش از محی
VaÂsquez و همکارانــش )2012( گــزارش کردنــد کــه نــوع 
ــای  ــه تفاوت ه ــا، ب ــول زنبوره ــود در محص ــای LAB موج گونه ه
ــل  ــه فص ــته ب ــتگی دارد و بس ــا بس ــع زنبوره ــی در توزی جغرافیای
مــی توانــد تغییــر کنــد. بــا ایــن حــال، آنهــا فــرض کردنــد کــه ایــن 
تفــاوت هــا منجــر بــه تغییــر در میکــرو فلــور محصــول عســل مــی 
ــای  ــه میکروب ه ــد ک ــزارش دادن ــا گ ــن، آنه ــر ای ــلاوه ب ــود. ع ش
ــا  ــوارش زنبوره ــتگاه گ ــه دس ــی ب ــه راحت ــوان ب ــی را می ت خارج
همــراه بــا شــهد از طریــق معــده عســل آنهــا یــا از طریــق انتقــال 

ــه کلنــی آنهــا وارد کــرد. گــرده ب

نتیجه گیری کلی

ــای  ــا ارزش از باکتری ه ــی و ب ــیار غن ــی بس ــل منبع زنبورعس
پروبیوتیــک به شــمار مــی رود. هــدف از ایــن پژوهــش جداســازی 
چنــد  در  زنبورعســل  گــوارش  دســتگاه  مفیــد  باکتری هــای 
و  آذربایجان شــرقی  آذربایجان غربــی،  اســتان های  از  منطقــه 
گیــلان و بررســی شــاخص های پروبیوتیکــی جدایه هــا اســت. 
ــای  ــازی جدایه ه ــری، جداس ــل نمونه گی ــش مراح ــن پژوه در ای
ــام  ــت انج ــا موفقی ــل ب ــوارش زنبورعس ــتگاه گ ــا از دس باکتری ه
بــا  زنبــور  گــوارش  باکتری هــای موجــود در دســتگاه  و  شــده 
اســتفاده از تســت های کاتــالاز و رنگ آمیــزی گــرم شناســایی 
و گروه بنــدی شــدند. همچنیــن ســویه های مــورد نظــر زیــر 
ــورد  ــان م ــا زم ــت ها ت ــده و کش ــخیص داده ش ــکوپ تش میکروس
بازیابــی  بــا موفقیــت  بعــدی  نیــاز نگهــداری و در مراجعــات 
و تکثیــر شــدند. در ایــن آزمایــش بــا تعییــن توالــی کلنــی از 
ــل  ــوارش زنبورعس ــتگاه گ ــده از دس ــازی ش ــای جداس باکتری ه
  kunkeeiگونه هــای بــه  متعلــق  باکتــری  مختلــف  ســویه های 
 Lactobacillus، Lactobacillus plantarum، Lactobacillus
از    Enterococcus hirae و    ،  apis، Enterococcus faecalis
ــمالغرب  ــلان( و ش ــتان گی ــمال )اس ــق ش ــتان های مناط زنبورس
شناســایی  کشــور  غربــی(  آذربایجــان  و  شــرقی  )آذربایجــان 

ــدند. ش
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Abstract
The honeybee is a useful insect with high impact on agricultural products and the ecosystem pollination, then 

on food security and gross national product. Considering that keeping honeybees in nature and helping pollination 
through honeybees depends solely on the economic efficiency of the honeybee industry and the subsequent 
desire of beekeepers to raise it. Therefore, increasing the functional production of honeybee colonies, along with 
maintaining genetic diversity, is the main goals of genetic breeder and policy makers in the honeybee industry. 
One of the most common and widely used methods to preserve honeybees in nature and the beekeeping industry 
is to increase honeybee productive and reproductive performances by developing knowledge-based nutritional 
methods. In this regard, in the present study, isolation and identification of the symbiotic lactic acid bacteria in the 
honeybee's digestive system was carried out. This information and isolated microbial compounds can be used in 
the fermentation of complementary food supplements for honeybees to help the digestibility of produced foods for 
honeybees. The purpose of this study is to isolate beneficial bacteria from the digestive system of honeybees in the 
regions of West Azerbaijan, East Azerbaijan and Gilan provinces and to investigate the probiotic indicators of the 
isolates. Here, the sampling and isolation methods of the bacterial isolates from the bee's digestive system were 
presented, and the isolated bacteria were identified and grouped using catalase tests and gram staining. Finally, the 
identification of the desired strains by the microscope, maintain and cultivate was provided. In this study, different 
bacterial strains belonging to Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus apis, Enterococcus 
faecalis, and Eastern Enterococcus species were identified by determining the sequenceing of bacteriaes that were 
isolated from the digestive duct of honeybees from north (Gilan province) and northwest (West-Azerbayjan and 
East-Azerbayjan provinces) of Iran.
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