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چکیده:

اساســی  نقــش  کــه  اســت  مفیــدی  حشــره‌ی  زنبورعســل 
اکوسیســتم  حفــظ  و  کشــاورزی  محصــولات  گرده‌افشــانی  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  گرده‌افشــانی  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 کلنی‌هــای زنبورعســل در کنــار حفــظ 
ــت‌گذاران  ــران و سیاس ــی اصلاحگ ــداف اصل ــی، از اه ــوع ژنتیک تن
حــوزه زنبورعســل اســت. یکــی از روش‌هــای متــداول و پــر کاربــرد 
جهــت حفــظ زنبــور در طبیعــت و صنعــت زنبــورداری، افزایــش 
عملکــرد تولیــدی و تولیدمثلــی و در نهایــت بهــره‌وری زنبورعســل 
ــن  ــت. در ای ــور اس ــه‌ای دانش‌مح ــای تغذی ــعه‌ی روش‌ه ــا توس ب
راســتا، در پژوهــش حاضــر اقــدام بــه جداســازی و شناســایی 
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دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

گــوارش  دســتگاه  هم‌زیســت  لاکتیــک  اســید  باکتری‌هــای 
زنبور‌عســل شــد. از ایــن اطلاعــات و ترکیبــات میکروبــی جدا شــده 
ــل و  ــی زنبورعس ــی تکمیل ــای غذای ــر مکمل‌ه ــوان در تخمی می‌ت
کمــک بــه قابلیــت هضــم غذاهــای تولیــدی مخصــوص زنبورعســل 
اســتفاده کــرد. هــدف از پژوهــش حاضــر جداســازی باکتری‌هــای 
از  مناطقــی  در  عســل  زنبور‌هــای  گــوارش  دســتگاه  مفیــد 
و  گیــلان  و  آذربایجان‌شــرقی  آذربایجان‌غربــی،  اســتان‌های 
ایــن  بررســی شــاخص‌های پروبیوتیکــی جدایه‌هــا اســت. در 
ــا  ــای باکتری‌ه ــازی جدایه‌ه ــری، جداس ــوه‌ی نمونه‌گی ــه نح مقال
از دســتگاه گــوارش زنبــور ارائــه شــده و باکتری‌هــای موجــود 
در دســتگاه گــوارش زنبــور بــا اســتفاده از تســت‌های کاتــالاز و 
رنگ‌آمیــزی گــرم، شناســایی و گروه‌بنــدی شــدند. در نهایــت 
تشــخیص ســویه‌های مــورد نظــر زیــر میکروســکوپ، نحــوه‌ی 
ــا  ــش ب ــن آزمای ــت. در ای ــده اس ــه ش ــا ارائ ــت‌ آنه ــداری و کش نگه
تعییــن توالــی كلنــی از باكتری‌هــای جداســازی شــده از دســتگاه 
گــوارش زنبورعســل، ســویه‌های مختلــف باكتــری متعلــق بــه 
kunkeei  Lactobacillus، Lactobacillus plantar� یگونه‌هـ�ا
Ente� و  ، um، Lactobacillus apis، Enterococcus faecaliss
rococcus hirae  از مناطــق شــمال )اســتان گیــلان( و شــمال‌غرب 
)آذربایجــان شــرقی و آذربایجــان غربــی( ایــران شناســایی شــدند.
ــک،  ــید لاکتی ــک، اس ــرا، پروبیوتی ــس ملیف ــدواژه: آپی کلی

گرده‌افشــانی

مقدمه 

زنبورعســل حشــره‌ای مفیــد اســت کــه نقــش اساســی در 
ــتم دارد و  ــظ اکوسیس ــاورزی و حف ــولات کش ــانی محص گرده‌افش
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 
گرده‌افشــانی،  در  زنبورعســل  اهمیــت  خصــوص  در  منتشــره 
قطعــاً زنبورعســل یکــی از پایه‌هــای اصلــی امنیــت زیســتی، 
ــاورزی و  ــز کش ــتی و نی ــتی و غیرزیس ــای زیس ــا تنش‌ه 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 گرده‌افش
بــودن صنعــت زنبورعســل‌ و تمایــل زنبــورداران بــه پــرورش 
ایــن حشــره‌ی مفیــد اســت. بنابرایــن افزایــش عملکــردی تولیــد 
کلنی‌هــای زنبورعســل در کنــار حفــظ تنــوع ژنتیکــی، از اهــداف 
ــت  ــل اس ــوزه زنبورعس ــت‌گذاران ح ــران و سیاس ــی اصلاحگ اصل

ــرد  ــر کارب ــداول و پ ــای مت ــی از روش‌ه )Lotfi et al., 2024(. یک
جهــت حفــظ زنبــور در طبیعــت و صنعــت زنبــورداری، افزایــش 
عملکــرد تولیــدی و تولیدمثلــی و نهایتــا بهــره‌وری زنبورعســل بــا 
 Nemati et( ــت ــور اس ــه‌ای دانش‌مح ــای تغذی ــعه‌ی روش‌ه توس
ــش  ــتا در پژوه ــن راس al., 2022; Taghavi et al., 2022(. در ای
حاضــر اقــدام بــه جداســازی و شناســایی باکتری‌هــای اســید 
 Moradi( لاکتیــک هم‌زیســت دســتگاه گــوارش زنبور‌عســل شــد
et al., 2022; Parichehreh et al., 2018(. از ایــن اطلاعــات و 
ترکیبــات میکروبــی جــدا شــده می‌تــوان در تخمیــر مکمل‌هــای 
غذایــی تکمیلــی زنبورعســل و کمــک بــه قابلیــت هضــم غذاهــای 
.)Nemati et al., 2022( تولیــدی مخصــوص زنبور اســتفاده کــرد
یکــی از حوزه‌هــای مطالعاتــی بخــش زنبورعســل، مطالعــه‌ی 
بــدن و محصــولات تولیــدی  میکروارگانیســم‌های موجــود در 
نزدیکــی  تعامــل  حشــرات،  دنیــای  در  اســت.  زنبورعســل 
دســتگاه  در  مســتقر  میکروارگانیســم‌های  و  حشــرات  بیــن 
ــود دارد.  ــا وج ــی آنه ــای تخصص ــا اندام‌ه ــلول‌ها ی ــوارش، س گ
میکروارگانیســم‌های موجــود در روده حیوانــات می‌تواننــد بــا 
ــن  ــر، تامی ــای مض ــم‌زدایی مولکول‌ه ــذا، س ــم غ ــه هض ــک ب کم
ــر پاتوژن‌هــا و انگل‌هــا  مــواد مغــذی ضــروری، محافظــت در براب
En� �ـد)  �ـک کنن �ـود کم �ـان خ �ـه میزب �ـی ب �ـعه و ایمن �ـود توس )و بهب
بــا  اندامــی  به‌عنــوان  gel & Moran, 2013(. روده‌ی حشــره 
ــد  ــه رش ــود ک ــه می‌ش ــر گرفت ــالا در نظ ــی ب ــوع میکروبیولوژیک تن
پاتوژن‌هــا به‌طــور مؤثــری توســط میکروبیوتــای پروبیوتیــک 
جلوگیــری می‌شــود. میکروبیوتــای باکتری‌هــای اســید لاکتیــک  
ــا،  ــا پروتئین‌ه ــد. آنه ــی کار می‌کن ــیوه‌ی هم‌افزای ــه ش )LAB( ب
پپتیدهــا، اســیدهای آلــی، آنزیــم هــا و باکتریوســین را به‌عنــوان 
 .)Aween et al., 2012( ــد ــد می‌کنن ــی تولی ــل ضدمیکروب عوام
 )Apis mellifera L.( میکروبیوتــای مرتبــط بــا زنبورعســل
گــرم  باکتری‌هــای  مخمرهــا،  از  عمدتــاً  کــه  اســت  پیچیــده 
اســترپتوکوک  باســیلوس،  لاکتوباســیلوس،  )ماننــد  مثبــت 
)آکروموباکتــر،  منفــی  گــرم  باکتری‌هــای  و  کلســتریدیوم(  و 
و  فلاووباکتریــوم،  اشریشــیاکلی،  انتروباکتــر،  ســیتروباکتر، 
ــک  ــید لاکتی ــای اس ــت. باکتری‌ه 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 می‌باشــد کــه اثــر بازدارنــده‌ای بــر پاتوژن‌هــای 
زنبورعســل دارنــد )Lamei et al., 2017(. باکتری‌هــای اســید 
زمینه‌هــای  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 پاتوژن‌ه 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  نوشــیدنی‌های  و  غذاهــا  از  بســیاری 
ــای  ــد )Widyastuti & Febrisiantosa, 2014(. باکتری‌ه می‌کنن
ــی  ــع غذای ــم در صنای ــی مه ــای باکتریای ــک از گروه‌ه ــید لاکتی اس
ــن،  ــر ای ــلاوه ب ــوند. ع ــوب می‌ش ــی محس ــولات لبن ــد محص مانن
ســایر ســویه‌های LAB به‌عنــوان میکروارگانیســم‌های غذایــی 
ایمــن یــا پروبیوتیک‌هــا در نظــر گرفتــه می‌شــوند و در تغذیــه 
ســلامت انســان و اقدامــات مرتبــط بــا ســلامت مــورد اســتفاده قرار 
ــود در  ــا موج ــد ) Aplevicz et al., 2014(. پروبیوتیک‌ه می‌گیرن
انســان و ســایر حیوانــات نقــش مهمــی در محافظــت از میزبــان از 
ــخ‌های  ــای پاس ــی و الق ــای ضدمیکروب ــد متابولیت‌ه ــق تولی طری
ــرای  ــده ب ــه ش ــکل بهین ــک پروت ــه ی ــن مطالع ــی دارد. در ای ایمن
ــت  ــک هم‌زیس ــید لاکتی ــای اس ــداری باکتری‌ه ــازی و نگه جداس
ــت  ــا تس ــد. نمونه‌ه ــه ش ــرا و ارائ ــل اج ــوارش زنبور‌عس ــتگاه گ دس
شــده از بخش‌هــای شــمال و شــمال‌غرب کشــور تهیــه شــده بودنــد.

مواد و روش‌ها

ــتان  ــه اس ــل از س ــه زنبورعس ــداد 14 نمون ــق تع ــن تحقی در ای
آذربایجــان غربــی )هشــت زنبورســتان از شهرســتان‌های ارومیــه، 
)چهــار  شــرقی  آذربایجــان  پیرانشــهر(،  و  میانــدواب  خــوی، 
زنبورســتان از شهرســتان‌های مراغــه و عجــب شــیر( و گیــلان 
)دو زنبورســتان از شهرســتان‌های املــش و تالــش( تهیــه شــد. 
نمونه‌هــای زنبــور تهیــه شــده، به‌صــورت 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  لوله‌هــای  داخــل  بــه  روده‌هــا  آن،  نیــش  کــردن 
میلی‌لیتــر ســرم فیزیولــوژی منتقــل شــد. جهــت غنــی ســازی و 
رشــد لاکتوباســیل‌ها، ســرم فیزیولــوژی حــاوی دســتگاه گــوارش 
زنبورهــا بــه لوله‌هــای حــاوی محیــط MRS  بــراث منتقــل شــد و 
مــدت 48 ســاعت در دمــای 31 درجــه ســانتی‌گرادتحت شــرایط 

ــد.  ــه گردی ــوازی انکوب بی‌ه

کشت در محیط MRS آگار جهت به‌دست آوردن 
تک‌کلنی 

روی  بــر  رقت‌هــا  از  میلی‌لیتــر  یــک  مختلــف  رقت‌هــای  از 
ــده و  ــل ش ــکل 1( منتق ــط MRS آگار )ش ــاوی محی ــای ح پلیت‌ه
ــا میلــه‌ی شیشــه‌ای L شــکل در ســطح پلیــت پخــش  ــه آرامــی ب ب
ــد. ســپس پلیت‌هــا به‌مــدت 24 ســاعت در دمــای 37 درجــه  گردی
ســانتیگراد تحــت شــرایط بی‌هــوازی انکوبــه شــد. بــرای به‌دســت 
آوردن تک‌کلنــی از پلیت‌هــای حــاوی MRS آگار کــه باکتری‌هــا 
ــا،  ــداری از باکتری‌ه ــند. مق ــرده باش ــد ک ــی رش ــورت تک‌کلن به‌ص
بــا اســتفاده از آنــس اســتریل، به‌صــورت جداگانــه برداشــته و 
در پلیت‌هــای MRS آگار به‌فــرم خطــی کشــت داده شــدند. بــا 
ــالاز  ــت و کات ــرم مثب ــک گ ــای پروبیوتی ــه باکتری‌ه ــه اینک ــه ب توج
منفــی هســتند. لــذا جهــت شناســایی و جــدا کــردن باکتری‌هــای 

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

 
شکل 1 - نمونه‌ای از پلیت‌های کشت شده برای به‌دست آوردن تک‌کلنی

نسرین و همکاران:  جداسازی و شناسایی باکتری‌های لاکتوباسیلوس هم‌زیست دستگاه گوارش زنبور‌عسل 
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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  می‌شــود.  اکســیژن  و 
ــیژینه در  ــر آب اکس ــت. اگ ــرای باکتری‌هاس ــمی ب ــک س متابولی
محیــط تجمــع یابــد، بــرای برخــی باکتری‌هــا ســمی و خطرنــاك 
بــا  باکتری‌هــای هــوازی و غیرهــوازی اختیــاری  امــا  اســت. 
و   H2O2 شــدن  شکســته  موجــب  کاتــالاز  آنزیم‌هــای  تولیــد 
آزادی مولکــول اکســیژن می‌شــوند و از مــرگ رهایــی می‌یابنــد. 
ــا در  ــی از باکتری‌ه ــط برخ ــالاز توس ــد کات ــر، تولی ــارت دیگ به‌عب
حقیقــت نوعــی مکانیســم دفاعــی بــرای آنهــا محســوب می‌شــود. 
آنزیــم کاتــالاز، پراکســید هیــدروژن را بــه آب و اکســیژن می‌شــکند 
ــالاز  ــا کات ــر باکتری‌ه ــا اگ ــود. ام ــاد می‌ش ــاب ایج ــه حب و در نتیج
ــد  ــای تولی ــه باکتری‌ه ــود ک ــاد نمی‌ش 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 نمونه‌ه ــد. س ــش گردی پخ
حباب‌هــای گاز اکســیژن مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. آزاد شــدن 
ــری  ــالاز در باکت ــم کات ــود آنزی ــدة وج ــان دهن ــای گاز نش حباب‌ه
ــه آب و  اســت کــه موجــب شکســته شــدن پراکســید هیــدروژن ب
ــی  ــالاز منف ــای کات ــه باکتری‌ه ــن مرحل ــود. در ای ــیژن می‌ش اکس

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

رنگ آمیزی به روش هوکر

ــه اینکــه باکتری‌هــای اســید لاکتیــک گــرم مثبــت  ــا توجــه ب ب
تمــام  روی  بــر  گــرم  رنگ‌آمیــزی  مرحلــه  ایــن  در  هســتند، 

نمونه‌هــا به‌صــورت 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 لام‌هــا 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 لام‌هــا اضافــه گردیــد. پــس 

از ســپری شــدن مــدت زمــان یــک دقیقــه جهــت نفــوذ رنــگ بــه 
دیــواره‌ی ســلولی باکتری‌هــا، رنــگ اضافــی روی لام‌هــا 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 رنگ‌ب
ریختــه شــده تــا نمونه‌هــا بی‌رنــگ شــود. ایــن مرحلــه حــدود 30 
ــو داده  ــرعت شستش ــا به‌س ــپس لام‌ه 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 لام‌ه ــی خال ــگ اضاف ــه رن ــس از30 ثانی و پ

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

ایســتاده در مجــاورت هــوا خشــک شــدند. 
ز-مشــاهده و بررســی لام‌هــای رنگ‌آمیــزی شــده زیــر 
میکروســکوپ: پــس از قــرار دادن یــک قطــره روغــن صــدر روی 
لام‌هــا، نمونه‌هــا زیــر میکروســکوپ مشــاهده شــده و مــورد 

ــد.  ــرار گرفتن ــی ق بررس
آنزیــم کاتــالاز باعــث تجزیــه پراکســید هیــدروژن بــه آب و 
اکســیژن می‌شــود. پراکســید هیــدروژن یــک محصــول متابولیــک 
محیــط  در  اکســیژینه  آب  اگــر  باکتری‌هاســت.  بــرای  ســمی 
ــاك اســت.  ــرای برخــی باکتری‌هــا ســمی و خطرن ــد، ب تجمــع یاب
امــا باکتری‌هــای هــوازی و غیرهــوازی اختیــاری بــا تولیــد آنزیــم 
ــول  ــدن H2O2 و آزادی مولک ــته ش ــب شکس ــالاز موج ــای کات ه
به‌عبــارت  می‌یابنــد.  رهایــی  مــرگ  از  و  می‌شــوند  اکســیژن 
ــت  ــا در حقیق ــی از باکتری‌ه ــط برخ ــالاز توس ــد کات ــر، تولی دیگ
ــم  ــود. آنزی ــوب می‌ش ــا محس ــرای آنه ــی ب ــم دفاع ــی مکانیس نوع
ــکند و  ــیژن می‌ش ــه آب و اکس ــدروژن را ب ــید هی ــالاز، پراکس کات
ــالاز  ــا کات ــر باکتری‌ه ــا اگ ــود. ام ــاد می‌ش ــاب ایج ــه حب در نتیج
منفــی باشــند، حبــاب ایجــاد نمی‌شــود کــه باکتری‌هــای 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 نمونه‌ه ــد. س ــش گردی پخ
حباب‌هــای 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 حباب‌ه
ــه آب و  اســت کــه موجــب شکســته شــدن پراکســید هیــدروژن ب
ــی  ــالاز منف ــای کات ــه باکتری‌ه ــن مرحل ــود. در ای ــیژن می‌ش اکس

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

تشخیص سویه های مورد نظر زیر میکروسکوپ

باکتری‌هــای تولیــد کننــده‌ی اســید لاکتیــک باکتری‌هــای 
گــرم مثبــت و معمــولا میلــه‌ای و کوکســی هســتند کــه بــدون 
هــاگ و عمدتــاً غیرمتحــرك، پلی‌مرفیــک می‌باشــند. ســپس 
هــای  )نمونــه  لاکتیــک  اســید  کننــده‌ی  تولیــد  باکتری‌هــای 
اســاس  بــر  هســتند(  مثبــت  گــرم  و  منفــی  کاتــالاز  باکتــری 
اطلاعــات بــه دســت آمــده از روش رنــگ آمیــزی و تســت کاتــالاز 
شناســایی و جــدا شــدند. می‌تــوان از روش‌هــای مولکولــی بــرای 

تعییــن هویــت نمونه‌هــای 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 ســانتی‌گراد 

شناسایی نمونه های جداسازی شده

ــرم  ــی و گ ــالاز منف ــری كات ــای باكت ــه ه ــش نمون ــن آزمای در ای
 DNA انتخــاب شــدند. اســتخراج DNA مثبــت بــرای اســتخراج
توســط كیــت اســتخراج )QIAGENE( انجــام شــد. نمونــه هــای 
بــار تقطیــر  DNA اســتخراج شــده در 150 میكرولیتــر آب 2 
و در دمــای 24- درجــه سلســیوس نگهــداری شــدند. كیفیــت 
DNA اســتخراجی توســط ژل الكترفــورز 1 درصــد و دســتگاه 
ــایی  ــت شناس ــت. جه ــرار گرف ــی ق ــورد ارزیاب ــپكتروفتومتر م اس
مولکولــی ســویه‌های باکتریایــی موجــود در دســتگاه گــوارش 
از  اســتفاده  بــا  آنهــا    16S rRNA ژنــی  جایــگاه  نمونه‌هــا، 
ــکاران  ــط Chen و هم ــده توس ــه ش ــای 27F/149R ارائ آغازگره
زنجیــره‌ای  واكنــش  انجــام  بــرای  شــدند.  تکثیــر   )2015(
پلیمریزاســیون )PCR( از دســتگاه موجــود در آزمایشــگاه ژنتیــك 
ــرایط  ــد. ش ــتفاده ش ــور اس ــی كش ــوم دام ــات عل ــه تحقیق موسس
ــانتی‌گراد  ــه س ــه 95 درج ــتگی اولی ــامل واسرش ــش PCR ش واكن
به‌مــدت 3 دقیقــه و ســپس ســیكل اصــلى بــا 38 بــار تكــرار  
 30 به‌مــدت  ســانتی‌گراد  درجــه   95 در  واسرشــتگی  شــامل 

به‌مــدت  ســانتی‌گراد  درجــه   55 در  پرایمرهــا  اتصــال  ثانیــه، 
ــه  ــدت 1 دقیق ــانتی‌گراد به‌م ــه س ــر در 72 درج ــه،  تكثی 55 ثانی
و در انتهــا تكثیــر نهایــی  در 72 درجــه ســانتی‌گراد به‌مــدت 
ــرای  ــان یافتــن زمــان PCR ب 10 دقیقــه انجــام شــد. پــس از پای
ــد.  ــتفاده ش ــا ژل آگاروز اس ــورز ب ــه كار از الكتروف ــاهده نتیج مش
تشــخیص مولكولــی كلنی‌هــا بــا روش تعییــن توالــی اختصاصــی 
ژن 16S rRNA انجــام گرفــت. پــس از تکثیــر قطعــات ژنومــی و 
ــی  ــازی و توالی‌یاب ــده، خالص‌س ــر ش ــات تکثی ــول قطع ــد ط تایی
قطعــات تکثیــر شــده توســط شــرکت بایونیــر کــره جنوبــی انجــام 
گرفــت. توالی‌هــای نوکلئوتیــدی به‌دســت آمــده در ایــن مطالعــه 

بــا اســتفاده از نرم‌افــزار Chromas بررســی شــد.

نتایج و بحث

میکروارگانیســم‌های  دارای  زنبورعســل  گــوارش  دســتگاه 
هم‌زیســت اســت. بر اســاس تحقیقــات اخیــر، میکروارگانیســم‌های 
مفیــدی در زنبورعســل موجــود اســت کــه در فعل و انفعــالات بدن 
ــا  ــش پروبیوتیک‌ه 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 میکروب‌ه ــر جمعی ــه ب ــوارش و غلب ــرایط گ ــود ش ــه بهب ب
باکتری‌هــای اســید  ایــن حشــره شــده اســت.  بیمــاری‌زا در 
باکتری‌هــای  به‌عنــوان  زنبــور  از  شــده  شناســایی  لاکتیــک 
بنابرایــن  دارنــد.  اهمیــت  حیوانــی  و  انســانی  پروبیوتیــک 
تحقیقــات در مــورد حضــور غالــب لاکتوباســیل‌ها در دســتگاه 
گــوارش زنبورعســل جهــت بهبــود ایمنــی و ســلامت زنبــور و 
همچنیــن تولیــد محصــول عســل حــاوی پروبیوتیــک حائــز 
اهمیــت اســت. در ایــن پژوهــش اســترین‌های LAB از دســتگاه 

ــدند.  ــازی ش ــر جداس ــل کارگ ــوارش زنبورعس گ
از  کارگــر  زنبورعســل  نمونــه   8 تعــداد  بررســی  ایــن  در 
خــوی،  ارومیــه،  )شهرســتان‌های  آذربایجان‌غربــی  اســتان 
میانــدواب و پیرانشــهر(، 4 نمونــه از اســتان آذربایجان‌شــرقی 
)شهرســتان‌های مراغــه و عجــب شــیر( و 2 نمونــه از اســتان 
گیــلان )املــش و تالــش( تهیــه گردیــد. نمونــه‌ای 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 باکتری‌هــای جــدا شــده از دســتگاه 
گــوارش زنبورهــای عســل مختلــف گــرم مثبــت بودنــد. از 14 
نمونــه‌ی دســتگاه گــوارش، حــدود 95 نــوع کلنــی در پلیت‌هــای 
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، زنجیره‌ه ــورت، دوتای ــه به‌ص 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 ــده‌ی باکتری‌ه ــه عم ک

ــتند.  ــت هس ــرم مثب ــای گ ــروه باکتری‌ه ــک از گ ــل کوچ زنبورعس
همچنیــن  Tootiaie و همــکاران )2022( گــزارش کردنــد کــه 
Apis mel�  عم�ـده باکتری‌ه�ـای ج�ـدا ش�ـده از روده‌ی زنبورعس�ـل
lifera گــرم مثبــت هســتند. بــه طوری کــه از ۲4 نمونه‌ی دســتگاه 
 MRS گــوارش زنبورعســل 136 نــوع کلنــی در پلیت‌هــای حــاوی
ــرم،  ــزی گ ــه لام و رنگ‌آمی ــس از تهی ــه پ ــد ک ــاهده کردن آگار مش
ــا  ــه ب ــود ک ــت ب ــرم مثب ــیل‌های گ ــه باس ــی، 87 جدای از136 کلن

نتایــج ایــن بررســی مطابقــت دارد.

شکل 2 - نمونه‌ای 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  می‌توانــد  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  باکتری‌هــای  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 باکتری‌ه ــه اینک ــه ب ــا توج ب
باکتری‌هــای  کــردن  و جــدا  لــذا جهــت شناســایی  هســتند. 
ــث  ــالاز باع ــم کات ــد. آنزی ــام ش ــالاز انج ــت کات ــک، تس پروبیوتی
می‌شــود.  اکســیژن  و  آب  بــه  هیــدروژن  پراکســید  تجزیــه 
پراکســید هیــدروژن یــک محصــول متابولیــک ســمی بــرای 
باکتری‌هاســت. اگــر آب اکســیژینه در محیــط تجمــع یابــد، بــرای 
برخــی باکتری‌هــا ســمی و خطرنــاك اســت امــا باکتری‌هــای 
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 باکتری‌هــا درحقیقــت نوعــی مکانیســم 
دفاعــی بــرای آنهــا محســوب مــی شــود. آنزیــم کاتــالاز، پراکســید 
هیــدروژن را بــه آب و اکســیژن می‌شــکند در نتیجــه حبــاب 
ایجــاد مــی شــود. امــا اگــر باکتری‌هــا کاتــالاز منفــی باشــند، 
تولیــد  باکتری‌هــای  کــه  ایجــاد نمی‌شــود )شــکل 3(  حبــاب 

ــتند. ــی هس ــالاز منف ــک کات ــید لاکتی ــده اس کنن
در ایــن آزمایــش بــا تعییــن توالــی كلنــی از باكتری‌هــای 
جداســازی شــده از دســتگاه گــوارش زنبورعســل  ســویه‌های 
kunkeei  Lactobacil� یمختلـ�ف باكتـ�ری متعلـ�ق بـ�ه گونه‌هـ�ا
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 باكتری‌هــای دســتگاه گــوارش زنبورعســل و 
روابــط تبارزایــی بیــن آنهــا از دو روش كشــت و تعییــن توالــی ژن 

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

هســتند   LAB اعضــای  شــده‌ترین  شــناخته  بیفیدوباکتریــوم 
کــه در دســتگاه گــوارش قــرار دارند.گونه‌هــای لاکتوباســیلوس از 
نظــر تجــاری مهــم هســتند. زیــرا به‌عنــوان 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 تفاوت‌ه ــا، ب ــول زنبوره ــود در محص ــای LAB موج گونه‌ه
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 میکروب‌ه 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 می‌ت خارج
همــراه بــا شــهد از طریــق معــده عســل آنهــا یــا از طریــق انتقــال 

ــه کلنــی آنهــا وارد کــرد. گــرده ب

نتیجه‌گیری کلی

ــای  ــا ارزش از باکتری‌ه ــی و ب ــیار غن ــی بس ــل منبع زنبورعس
پروبیوتیــک به‌شــمار مــی‌رود. هــدف از ایــن پژوهــش جداســازی 
چنــد  در  زنبورعســل  گــوارش  دســتگاه  مفیــد  باکتری‌هــای 
و  آذربایجان‌شــرقی  آذربایجان‌غربــی،  اســتان‌های  از  منطقــه 
گیــلان و بررســی شــاخص‌های پروبیوتیکــی جدایه‌هــا اســت. 
ــای  ــازی جدایه‌ه ــری، جداس ــل نمونه‌گی ــش مراح ــن پژوه در ای
ــام  ــت انج ــا موفقی ــل ب ــوارش زنبورعس ــتگاه گ ــا از دس باکتری‌ه
بــا  زنبــور  گــوارش  باکتری‌هــای موجــود در دســتگاه  و  شــده 
اســتفاده از تســت‌های کاتــالاز و رنگ‌آمیــزی گــرم شناســایی 
و گروه‌بنــدی شــدند. همچنیــن ســویه‌های مــورد نظــر زیــر 
ــورد  ــان م ــا زم ــت‌ها 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 كلنــی از 
ــل  ــوارش زنبورعس ــتگاه گ ــده از دس ــازی ش ــای جداس باكتری‌ه
  kunkeeiگونه‌هــای بــه  متعلــق  باكتــری  مختلــف  ســویه‌های 
 Lactobacillus، Lactobacillus plantarum، Lactobacillus
از    Enterococcus hirae و    ،  apis، Enterococcus faecalis
ــمالغرب  ــلان( و ش ــتان گی ــمال )اس ــق ش ــتان‌های مناط زنبورس
شناســایی  کشــور  غربــی(  آذربایجــان  و  شــرقی  )آذربایجــان 

ــدند. ش

نسرین و همکاران:  جداسازی و شناسایی باکتری‌های لاکتوباسیلوس هم‌زیست دستگاه گوارش زنبور‌عسل 



65

دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

منبع ها:

1.	Aplevicz, K. S., Mazo, J. Z., Ilha, E. C., Dinon, A. Z. (2014). Isolation and characterization of lactic acid bacteria 
and yeasts from the Brazilian grape sourdough. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 50, pp 321-327.‏

2.	Aween, M. M., Hassan, Z., Muhialdin, B. J., Noor, H. M., Eljamel, Y. A. (2012).  Evaluation on antibacterial 
activity of Lactobacillus acidophilus strains isolated from honey. American Journal of Applied Sciences, 9(6), pp 807. 

3.	Chen, Y. L., Lee, C. C., Lin, Y. L., Yin, K. M., Ho, C. L., & Liu, T. (2015). Obtaining long 16S rDNA sequences 
using multiple primers and its application on dioxin-containing samples. BMC bioinformatics, 16, 1-11.‏

4.	Engel, P., Moran, N. A. (2013). The gut microbiota of insects diversity in structure and function,” FEMS Micro-
biology Reviews. 37(5), pp 699–735.

5.	Hroncova, Z., Havlik, J., Killer, J., Doskocil, I., Tyl, J., Kamler, M., Titera, D., Hakl, J., Mrazek, J., Bunesova, 
V., Rada, V. (2015). Variation in honey bee gut microbial diversity affected by ontogenetic stage, age and geographic 
location. PloS one. 10(3), p.e0118707.

6.	Lamei, S., Hu, Y. O., Olofsson, T. C., Andersson, A. F., Forsgren, E., Vásquez, A. (2017). Improvement of iden-
tification methods for honeybee specific Lactic Acid Bacteria; future approaches. PLoS One, 12(3), pp e0174614.‏

7.	  Lotfi, H., Mokhber, M., Hashemi, A. (2024). Investigation of Mrjp1 gene polymorphism in Iranian honeybee 
(Apis Mellifera Meda). The second national conference of agricultural sciences focusing on abiotic stresses, 2024-Jan-
uary-22, Payam Noor University (PNU), Urmia. (In Persian)

8.	Mokhber, M., Ghaffari, M. (2019). Economic value of pollination services of honeybee and solutions to con-
serve apiculture industry. Honeybee Science Journal, 9(17), 12-16.‏ (In Persian)

9.	Moradi, A., Alipour, D., Tajabadi, N. (2022). Evaluation of probiotic potential of lactic acid bacteria isolated 
from bee gastrointestinal tract and their effect on some productive parameters of colonies. Iranian Journal of Animal 
Science, 53(2), 97-107.

10. Nemati, S., Mokhber, M., Ghaffari, M., Tahmasbi, G., Kalilvandi, H. (2022). The effect of fermented pollen 
supplements on the percentage of cell acceptance rate and royal jelly production in Iranian honey bees (Apis mellifera 
meda). Journal of Apicultural Research, 1-8.‏

11. Parichehreh, S., Tahmasbi, G., Sarafrazi, A., Imani, S., Tajabadi, N. (2018). Isolation and identification of 
Lactobacillus bacteria found in the gastrointestinal tract of the dwarf honey bee, Apis florea Fabricius, 1973 (Hyme-
noptera: Apidae). Apidologie, 49, 430-438.‏

12. Tajabadi, N., Mardan, M., Abdul Manap, M. Y., Shuhaimi, M., Meimandipour, A., Nateghi, L. (2011). De-
tection and identification of Lactobacillus bacteria found in the honey stomach of the giant honeybee Apis dorsata. 
Apidologie, 42, pp 642-649.‏ 

13. Tajabadi, N., Mardan, M., Shuhaimi, M., Abdul Manap M. Y., Feizabadi, F. ( 2012). Weissella sp.Taj-Apis., a 
Novel lactic acid bacterium Isolated from Honey, First Iranian conferences, Kuala Lumpur, Malaysia: 100.

14. Tajabadi, N., Mardan, M., Manap, M.Y.A., Mustafa, S. (2013). Molecular identification of Lactobacillus spp. 
isolated from the honey comb of the honey bee (Apis dorsata) by 16S rRNA gene sequencing. Journal of Apicultural 
Research. 52(5), pp 235-241.

15. Taghavi, L., Mokhber, M., Ghaffari, M. Khalilvandi, H. (2022). Investigating the effect of different levels of 
linoleic acid on the population growth in Iranian honey bees. The 1st National Congress on the role of honeybees in 
food security and national development, Urmia, 6-11. (In Persian)

16. Tootiaie, S., Mojgani, N., Harzandi, N., Moharrami, M., Mokhberalsafa, L. (2022). Evaluation of Probiotic 
Properties of Lactic Acid Bacteria Isolated from the Gut of Honeybees Apis mellifera. Iranian Journal of Animal Sci-
ence Research, 14(1), pp 131-146.‏ (In Persian)

17. VaÂsquez, A., Forsgren, E., Fries, I., Paxton, R. J., Flaberg, E., Szekely L. (2012). Symbionts as major modu-
lators of insect health: lactic acid bacteria and honeybees. PLoS One, 7(3), pp e33188.

18.Widyastuti, Y., Febrisiantosa, A. (2014). The role of lactic acid bacteria in milk fermentation. Food and Nutrition 
Sciences, 5, 435-442.

دوره 16، شماره 29، سال 1403، ) 66-58(



66

دوره 15، شماره 28، سال 1403، ) 60-51(

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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