
 1399، 3، شماره 33جلد                                                 )                                      ايران شناسي يستزمجله ( جانوريمجله پژوهشهاي 

257 

  مقاله كوتاه

در  Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)هاي مطالعه كروموزوم
  مرحله پاكيتن با روش اسكواش

  2عيسي ظريفي آناخاتون و *1، جاماسب نوذري1فاطمه فارسي

 يشناسپزشكي، بخش حشره ياهگدانشگاه تهران، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي، گروه  ، تهران،ايران 1

  بخش تحقيقات ژنتيك و بانك ژن گياهي ملي ايران، كرج، ايران 2

  06/02/1399: تاريخ پذيرش  30/02/1398: تاريخ دريافت

  چكيده

گردد و انجام نرمال اين هاي هاپلوئيد ميهاي اساسي در روند زندگي حشرات است كه موجب ايجاد گامتميوز يكي از پديده
 Ephestiaپره بيد آرد در پژوهش حاضر، مجموعه كروموزومي شب. است گونه كيتقسيم شرط پايه براي ادامه نسل 

kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)  در مرحله پروفاز به ) اووسيت(و ماده ) اسپرماتوسيت(در هر دو جنس نر
مطالعه مربوط به همسانه پايه  جمعيت مورد. روش اسكواش با استفاده از ميكروسكوپ فاز كنتراست مورد ارزيابي قرارگرفت

در هر دو جنس، گستره هسته پاكيتن . در آزمايشگاه بيوسيستماتيك دانشگاه تهران، كرج بود) نسل 30بيش از (نگهداري شده 
ها در سلولهاي مشاهده شده، به نتايج نشان داد كه رفتار كروموزوم. بود (2n= 60)بيوالنت  30داراي مجموعه كروموزومي از 

به بيان . رسيد اسپرماتيدها بارور باشندنرمالي را نشان دادند و به نظر مي كاملاًافراد اين جمعيت، ميوز . نرمال بوده استشكل 
  .كردندداد كه در آنافاز به قطبين حركت ميها طبيعي رخ ميديگر در افراد اين جمعيت، تشكيل بيوالنت

  .، ميوز، اسكواشE. kuehniellaبيوالنت، گستره پاكيتن، : كليدي يها واژه

  nozari@ut.ac.ir: الكترونيكي پست، 09123603743: تلفن ، مسئول نويسنده* 

  مقدمه
گونه توصيف شده، 160000 حدوداًراسته بالپولكداران با 

هاي حيواني است  يكي از بزرگترين تاكسون عنوان به يباًتقر
هاي هاي راسته بالپولكداران در جنبهگونه). 17و 14(

هاي حشرات تفاوت دارند كه متعددي با ساير راسته
دلايل آن وجود دو نوع اسپرم، اووژنز آكياسماتيك  ازجمله

هاي ميوز در نر و ماده). 6(هاست و هتروگامت بودن ماده
هاي حشرات با دو بالپولكداران در مقايسه با ساير راسته

نخست آنكه تفاوت اصلي و پايه در . گرددمايز ميپديده مت
رخدادهاي ميوز در اعضاي اين راسته ناشي از آن است كه 

ها ميوز آكياسماتيك و در نرها ميوز كياسماتيك در ماده

مطالعات سيتوژنتيك تقسيم سلولي ميوز ). 10و  9(است 
كياسماتيك ماده در يازده خانواده از بالپولكداران گزارش آ

بوده  Trichopteraاست كه بسيار نزديك به راسته شده 
با  Pyralidaeدر بين اين يازده خانواده، خانواده ). 1(است 

موراگ و توسط  Ectomylios ceratoriaeدو گونه 
تراث توسط  Ephestia kuehniellaو ) 1982(همكاران 

ديگر ). 12و  3(مورد ارزيابي قرارگرفته است  )1977(
ها ر ناشي از اين واقعيت است كه در مادهآنكه، تفاوت بيشت

طي اووژنز دو نوع سلول شامل اووسيت و سلولهاي 
پرستار، در حال رشد و نمو هستند و اين در حالي است كه 
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ها در مراحل يكساني از در جنس نر همه اسپرماتوسيت
هاي در بسياري از گونه. )9(رويدادهاي ميوزي قرار دارند 

در طي متافاز  Wو  Zهاي جنسي ومبالپولكداران كروموز
ميتوز غيرقابل تشخيص هستند كه اين امر به علت اندازه 

ها و نيز ساختار ها با اتوزوممشابه اين كروموزوم
باشد، با اين حال، در طي مرحله ها ميهولوكينتيك آن

ها را تشخيص داد اين كروموزوم توان يمپاكيتن ميوز ماده، 
در اعضاي راسته ). 18(خت ها پرداو به بررسي آن

اغلب غيرهمولوگ و  Zو  Wهاي بالپولكداران، كروموزوم
 ).10(هاي متفاوت هستند با اندازه

Ephestia kuehniella مدل  عنوان بهپره بيد آرد، شب
اي براي مطالعه بسياري از مشكلات در شناخته شده

اي و فنوژنتيك، ژنتيك بيوشيميايي، بيولوژي مقايسه
هاي بيد آرد ناهمگون ماده .)7(شود تيك استفاده ميسيتوژن

هاي راسته جنس هستند كه وضعيت عمومي در گونه
هاي جنسي بيد آرد كروموزوم. )9(باشد بالپولكداران مي

رسد غيرهمولوگ باشند است كه به نظر مي Zو  Wهم 
در يك هسته پاكيتن در جنس ماده بيد آرد، مجموعه ). 9(

تاي آن را 29بيوالنت است كه  30كروموزومي شامل 
تشكيل  Wو  Zهاي اتوزوم و يكي را كروموزوم همولوگ

بيوالنت مشابه است  30دهند در حالي كه در جنس نر مي
به دليل همولوژي  (ZZ)در جنس نر بيوالنت جنسي .)9(

ها و فقدان هر نوع ماركر مرفولوژيكي ديگر، قابل جفت
 .Eسيتولوژيكي اگرچه اطلاعات ). 9(تشخيص نيست 

kuehniella هاي در دنيا موجود است ولي پژوهش
. كاريولوژيكي اين گونه مهم در ايران، صورت نگرفته است

توان وضعيت سيستماتيك و طي مطالعات كروموزومي مي
و 13(نيز تكاملي يك موجود را شناسايي و پيگيري نمود 

هاي اختلاف در پارامترهاي كروموزومي جمعيت). 7
در گستره طبيعي در بسياري از  گونه يك مختلف

بر همين ). 15 و 5، 4( موجودات، امري مشهود است
اساس، مطالعات كاريولوژيكي حشرات علاوه بر كاربردي 

تواند در زمينه كه در زمينه سيستماتيك دارد، مي

هاي كروموزومي و اصلاح ژنتيكي نيز، مفيد دستكاري
هدف از مطالعه حاضر، با توجه به اهميت بيد آرد، . باشد

هاي اين گونه مهم در شرايط جغرافيايي ارزيابي كروموزوم
سيتوژنتيك استاندارد  ايران ضمن اعمال تغييراتي در تكنيك

  . بود

  روشهامواد و 
  ارزيابي سيتوژنتيك از جمعيت منظور  به

Ephestia kuehniella همسانه پايه نگهداري شده در ،
. انشگاه تهران، كرج استفاده شدآزمايشگاه بيوسيستماتيك د

درصد آرد گندم،  75حشرات بر روي بستر پرورش، شامل 
درصد مخمر در  2درصد سبوس گندم به همراه  25

 75±5درجه سلسيوس، رطوبت نسبي  1±25انكوباتور 
تاريكي : ساعت روشنايي 16:8درصد و دوره نوري 

  .شدندپرورش داده 

 Pachytene( هاي پاكيتنسازي كروموزومآماده

Chromosomes(: هاي بررسي گستره هسته منظور به
با اندكي تغييرات استفاده  )1976(تراث پاكيتن از روش 

هاي سيتوژنتيكي از مرحله لارو سن سازيدر آماده. شد
هاي كروموزومي، براي تهيه نمونه. آخر بيد آرد استفاده شد

 + NaCl 0.9%(گنادهاي لاروي در محلول فيزيولوژيك 

KCl 0.042% + CaCl2 0.025%  با استفاده ) در آب مقطر
سپس . شناسي جداسازي شدهاي ظريف حشرهاز سوزن

استيك اسيد ( 1 - ها در محلول كارنويتثبيت نمونه
سه حجم اتانول به يك  3: 1گلاسيال، الكل اتيليك مطلق، 

  .دقيقه انجام گرفت 30به مدت ) حجم اسيد

 45اي از اسيد استيك قطرهدر  ها نمونهپس از تثبيت، 
شناسي هاي حشرهبه كمك سوزن) حجمي/ حجمي(درصد 

اي تميز باز شد و به منظور پخش بهتر بر روي لام شيشه
درجه  45ها، اسلايدها روي صفحه حرارتي سلول
قرار داده  (Ika- C- Mag Hs7, Germany) گراد يسانت

ه از سازي شده با استفادهاي آمادهكليه گستره. شدند
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) Merck -7505شماره كاتالوگ (درصد  2استواورسئين 
آميزي شدند و با ميكروسكوپ فاز كنتراست با رنگ

  هايبردارريتصو. بررسي شدند X 400 -200بزرگنمايي 
مجهز به  Zeiss Axiophotااستفاده از ميكروسكوپ ب

  The Euromex HD-Ultra camera VC 3036دوربين
  .شدند انجام

 نتايج

  پره بيدي در شبعيطباين پژوهش، تمامي مراحل ميوز  در

مجموعه پاكيتن در جنس نر بيد . آرد مشاهده و ثبت شد
در بررسي حاضر نيز ). 1شكل (بيوالنت بود  30آرد شامل 

-در آماده. تفكيك كروموزوم جنسي از سايرين مقدور نبود

هاي پاكيتن در بيد آرد، توده سازي اسكواش اسپرماتوسيت
ويژگي مرفولوژيكي مشخص  گونه يچهنتها بدون بيوال

در هسته پاكيتن جنس ماده  ). a2و 1شكل (مشاهده شدند 
بود  يترؤبيوالنت قابل  30بيد آرد مجموعه كاملي از 

  ).b2شكل(

  
 =I .Scale barسيست حاوي اسپرماتوسيت در متافاز ) Bنماي جانبي،  (->)، bivalents 30اسپرماتوسيت با . Iميوز ) بيوالنت(متافاز ) A -1شكل 

2µm  

  
 Scale bar= 2µm .جنس ماده .Iميوز متافاز) I ،Bچهار اسپرماتيدهاپلوئيد و آنافاز ميوز )A -2شكل 

  
 تنيپاكهسته  كياز  والنتيب synaptonemal مجموعه -3شكل 
عنصر : قرمز رنگ فلش. يعنصر مواز: گرن اهيفلش س .ماده

  Scale bar= 2µmيمركز

  يريگ جهينتحث و ب
  به است يكيژنت اطلاعات انگريب يكروموزوم يهايژگيو

تواند هاي پارامترهاي كروموزومي ميتفاوت كه ينحو
هاي جمعيت. باشد گونه يكعامل مهمي در مطالعه تكامل 

كه در آن  اي را در محيطي، هريك سازش ويژهگونه يك
اين سازش در سطح ژنوم نيز . دهندحضور دارند، نشان مي

اي پيرامون پارامترهاي مطالعات مقايسه. مطرح است
- كروموزومي طي تقسيمات ميتوز و ميوز در برخي گروه

هايي را نمودار ساخته است كه اغلب هاي حيواني، تفاوت
  ).14(اند زايي نيز مرتبط بودهبا روند گونه

مدلي در  عنوان بهنه تنها  E. kuehniellaونه اهميت گ
مطالعات سيتوژنتيك بلكه با توجه به امكان پرورش انبوه 
آن، اين حشره به عنوان يك ميزبان واسط بالقوه براي توليد 
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به نظر . )2( عوامل كنترل بيولوژيك نيز مطرح است
رسد تعداد كروموزومي در بيد آرد ثابت بوده و اين مي

يي خاص را در ثابت نگاه داشتن تعداد گونه توانا
 نتايج پژوهش حاضر با يافته. هايش داراستكروموزوم

بيوالنت را در هر دو  30كه ) 2001(توتوآ و همكاران 
جنس نر و ماده بيد آرد مشاهده كرده بودند، مطابقت 

هاي كه براي مشاهده هسته) 1977(تراث  تكنيك. داشت
هاي براي تشخيص بيوالنت عمدتاًپاكيتن استفاده شد، 

هاي جنسي در تعداد زيادي از بالپولكداران مورد كروموزوم
تمركز در اين تكنيك بر ). 11(است  قرارگرفتهاستفاده 

شده  استوار Wموضوع هتروكروماتيك بودن كروموزوم
هاي پاكيتن جنس ماده در در ارزيابي هسته). 16(است 

Ectomyelois ceratoniae(Lep.: Pyralidae)  زماني كه از
اسكواش براي مشاهده توده بيوالنت استفاده شد، ويژگي 
مرفولوژيكي معيني قابل تشخيص نبود به همين دليل بيان 

هاي نمودند كه به منظور مطالعه ساختار پاكيتن تنها روش
قادر به  GISHو  CGH ازجملهسيتوژنتيك مولكولي 

  ). 11(خواهد بود  WZتشخيص بيوالنت 

به رشد كامل تخمدان در لاروهاي سن آخر جنس  باتوجه
هاي پاكيتن ماده بيد آرد، اين بافت به منظور بررسي گستره

  در طي اووژنز، هشت سلول تخم. مناسب است
(germ cell)  طور بهدرون يك خوشه به هم متصل بوده كه 

پس از مرحله پاكيتن . كنندموازي تا مرحله پاكيتن رشد مي
هاي پرستار تبديل فت سلول به سلولاز اين مجموعه، ه

در هر خوشه، ميوز ) اووسيت(شوند و تنها يك تخمك مي
مجموعه سيتاپتونمال اووسيت با ). 10(نمايد را تكميل مي

- ، مشاهده ميييريافتهتغ صورت بهها كوتاه شدن بيووالنت

اعتقاد براين است كه . مانندشوند و تا متافاز اول باقي مي
به عنوان جايگزين  ييريافتهتغناپتونمال اين مجموعه سي
همانطور كه در مطالعات ). 10(نمايد كياسما عمل مي

، در هسته پاكيتن، سانترومر محل )9(شده بود  يدتأكپيشين 
مشخصي ندارد و ما نيز نتوانستيم سانترومري را در تصاوير 

عدد را  29بيوالنت گسترش يافته،  30از . گرفته شده، بيابيم
اند و تنها يكي، هاي همولوگ به خود اختصاص دادهاتوزوم

هاي پاكيتن هسته عمدتاً. است Wو  Zكروموزوم جنسي 
هاي هاي اتوزومي جفت شده با مجموعهشامل بيوالنت

هستند كه  (Synaptonemal Complex :SC) سيناپتونمال
 Lateral element( متشكل از دو عدد عنصر جانبي موازي

LEs:( هاي كروماتيني برابرند كه توسط حلقه هايبا طول
در . اندمحصور شده (Central Element)يكنواخت  عمدتاً

ها، در فضاي بين دو عنصر جانبي، عنصر برخي از گسترش
  ). 9و  8(است  يترؤقابل  (Central Element)مركزي 

هاي ميكروسكوپي در مطالعه حاضر نشان داد نتايج بررسي
ها در گستره پاكيتن در هر دو كه خصوصيات كروموزوم

ايران با جمعيت مطالعه  E. kuehniellaجنس نر و ماده 
هاي گوناگون عدم وجود ناهنجاري. شده ديگر، مشابه است

تواند حاكي از روندي فعال طي مراحل مختلف ميوز، مي
  .هاي اين گونه باشددر تكامل جمعيت
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Study of Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) 
Chromosome in Pachytene Stage with Squash Method 
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Abstract 

Meiosis is one of the main phenomena in the life cycle of insect, which causes creation 
of haploid gametes, and normal happening of this division is the basic condition to 
survive the generation of a species. In this study, the chromosomal complex of Ephestia 
kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) in both spermatocytes and oocytes on 
prophase stage was evaluated by using squash method and contrast phase microscope. 
The population was a stored population (more than 30 generations) in the 
biosystematics lab of the University of Tehran, Karaj. In both sex, the pachytene 
nucleus had a chromosomal complex of 30 bivalent (2n= 60). The results showed that 
the behavior of chromosomes in the observed cells was normal. The population showed 
a normal meiosis and it seems that spermatids were fertile. In other words, in the 
individuals of the population, the formation of bivalent which go toward polar during 
anaphase, occurred normally. 

Key words: bivalent, pachytene nucleus, E. kuehniella, meiosis, squash.  


