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مطالعه کاريولوژی ميگوی سفيد هندی
Penaeus  indicus ( Fennero penaeus) خليج فارس و دريای عمان

فيروزه خليل آبادی نژاد*1، سعيد تمدني جهرمي2، سیده منصوره منصوری1، کیانا پیریان3
11 دانشگاه آزاد اسلامی واحد بندر عباس-

22 پژوهشكده اكولوژي خليج فارس و درياي عمان، بندرعباس-

33  دانشگاه بوعلی سینا، همدان-

چکيده
سابقه و هدف: اطلاعاتک روموزومی جانداران علاوه برک مک به شناخت بهتر بيولوژی و طبقه بندی آن ها، در جهت اصلاح نژاد و دست 

کاری هایک روموزومی نیز موثر است. میگو سفید هندی Penaeus indicus از مهم ترين گونه های پرورشی ايران است.
موادو روش ها: ميگوهای مولد از آب های حوزه شرق و غربی بندر جاسک صيد شدند. رنگ آمیزی مراحل رشدی توسطک  لشی سين و 
هيپوتونيک KCl در غلظت و زمان های مختلف انجام شد. گسترشک روموزومی متافازی به دو روشک امپوس- راکوس و لهک ردن بافت و رنگ 

آميزی با گيمسا يا آب مقطر بررسی شد. 
یافته ها: بافت بيضه بهترين گسترش  را نشان داد. تعدادک روموزوم های ديپلوييد ) 2n= 86( با هاپلویید )n= 43( تایید شدک ه در این 

میان 27 جفت كروموزوم متاسنتري ك/ساب متاسنتري كو 16 جفت اكرو/تلو سنتري كتشخيص داده شد. 
بحث: با وجود اختلافاتک روموزومی مشاهده شده در مطالعه هایک اریوتایپی گونه های خانواده پنائيده، تعدادک روموزوم های ديپلوييد 

)2n= 86( تعیین شده در این مطالعه در محدوده تعداد كروموزوم ديپلوئيدي )86 تا 2n= 92( گزارش های پیشین قرار دارد. 
نتیجه گیری: جهت مطالعهک اریوتایپینگ و گسترشک روموزومی گونه های جنس پنائیده بافت بالغ بیضه و رنگ آمیزی گیمسا 10% و 

تهیه لام به روش لهک ردن بافت به عنوان بهترین روش های آماده سازی تعیین شدند. 
 Penaeus indicus (Fennero penaeus)،کلمات کليدی:ک اريوتايپ، خليج فارس و دريای عمان
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مقدمه
از جنس پنائوس در دنيا شناسایی شده  از 30 گونه ميگو  بيش 
استک ه مطالعه هاک روموزومی اين جنس تاکنون به گونه های 
 ،P.setiferus ،P.stilyrostris ،P.vannamei ،P.stilyrostris ،P.japonicus

 P.occidentalis ،P.orientali ,P.duorarum ،P.aztecus ،P.californiensis

و P. emisulcatus محدود شده است )4،7،10،12،13،16،18(. گونه

 Penaeus indicusکی ی از مهم ترين گونه های پرورشی ايران است. 

اطلاعاتک روموزومی اين گونه ميگو می تواند به درک بهتر بيولوژی 
و طبقه بندی آنک مک نمايد. به علاوه چنين داده هايی می تواند 

پايه اصلاح نژاد يا آزمايش های دستک اریک روموزومی باشدک ه 
توسط آن می توان وضعيتک روموزومی و سطح پلوئيدی را تشخيص 
تعداد،  اساسی درمورد  اطلاعات  داد)4(. مطالعه هایک اريولوژيکی 
اندازه وريخت شناسیک روموزوم هايیک ه برای دستک اری های 
کروموزومی درحيوانات مهم مي باشند را فراهم می آورد. به طور 
کلی درسخت پوستان اطلاعاتک روموزومی به دليل تعداد زياد و 
اندازهک وچکک روموزوم ها درمقايسه با حشرات و ساير مهره داران، 
به نسبتک م است، به علاوه بافتي با درصد بالاي سلول هاي در حال 
تقسيم در گونه های موجود در رده سخت پوستان وجود ندارد. تعداد 
کروموزوم های ديپلوييد درسخت پوستان از 6 عدد در يک دکاپود 
آستاکيد  يک  در  از 376  بيش  تا   Acanthocyclops  robustus 
تعداد  ترين  بيش  استک ه  شده  گزارش    Astacus trowbridgii 

کروموزوم ثبت شده تاکنون درمتازوآها می باشد )20(.
تجزيه و تحليلک اريوتيپی گامک ليدی جهت بهبود ذخاير از طريق 
دستک اری پلوئيدی، دورگه گيری و مهندسی ژنتيکی می باشد. 
مطالعه های سيتوژنتيک می تواند درمطالعه های دورگه گيری بسيار 
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مفيد واقع شود. دورگه گيری امروزه به عنوان يک روش ژنتيکی 
برای معرفی گونه های جديد محسوب می شود، گونه هايیک ه 
مقاوم به آب شيرين و شور، سريع الرشد، مقاوم به بيماری و صفت 
های مطلوب ديگر می باشند. درضمن تجزيه و تحليلک روموزوم 
ها می تواند به تشخيص افتراقی ياخته های طبيعی و بدخيم نيز 
کمک نمايد. در اين مقاله به نتايج حاصل از شمارشک روموزوم ها و 

کاريوتايپ ميگوی سفيد هندی پرداخته شده است.
مواد و روش ها

نمونه برداری
هفده عدد ميگوی مولد Penaeus indicus از هر دو جنس با وزن 
بین 65- 21/7 گرم از آب های حوزه شرق و غرب بندر جاسک 
صيد شدند. مراحل مختلف رشدی ميگوها نيز از هچری هاي هرمز 
لارو كوهستك، سنتدرف جاس كو شيل گستر كوهست كدر سال 

1385جمع آوری گرديدند. 
رنگ آمیزی مراحل لاروی

 مراحل تخم لقاح يافته، جنين، ناپليوس، زوآ و پست لارو در آزمايشگاه 
مركز تكثير شهيد كلاهي ميناب وابسته به شيلات هرمزگان با غلظت 
های مختلفک لشی سين )0/025، 0/04، 0/05، 0/07، 0/1 ميلی 
گرم در 100 ميلی ليتر آب( درآب دريا با دمای 34-28 درجه سانتي 
گراد و شوری 35-28 در هزار )بسته به فصل( به مدت 45-100 
 0/075( KCl دقيقه قرار داده شدند و سپس درمحلول هيپوتونيک
مولار( به مدت20 دقيقه تا يک ساعت)37،38،39،40،41،42،43،4
5،48،50،60،20،26،30،31،32، 33، 34 ،35( در 27 درجه سانتي 
گراد غوطه ور شدند. نمونه ها در محلول تازه تهيه شدهک ارنوی 
 )Merck(سه قسمت متانول و يک قسمت اسيد استيک گلاسيال(
به صورت دو تعويض هرکدام 30 دقيقهی ا پنج تعويض هرکدام 10 
اتانول- اسيد استيک  دقيقه فيکس شدند. درنهايت، نمونه ها در 
1:1 در4 درجه سانتي گراد به مدت 24 ساعت ذخيره شدند. تهيه 
گسترشک روموزومی به روش هایک امپوس-راموس )4( و لهک ردن 
بافت تهيه شدند. لام ها جهت خشک شدن 24 ساعت درمعرض هوا 
قرار گرفتند و سپس با گيمسای 10درصد)Merck( رقيق شده با بافر 
فسفات)pH= 6/8( يا آب مقطر به مدت های 10،12،15،20،30 

دقيقه رنگ آميزی شدند.
رنگ آمیزی نمونه های بالغ

  میگوهای نر و ماده بالغ دو ماهه در آزمايشگاه به صورت داخل 
عضلانی و داخل صفاقی به ميزان  2مکیروگرم بر گرم ) از محلول 
0/5 درصدک لشی سين در سرم فيزيولوژی( تزريق و به طور انفرادی 
بسته به دمای محيط در33-29 درجه سانتی گراد به مدت 6، 5/5، 
4، 3 ساعت نگه داری شدند. بافت های بيضه، آبشش، هپاتوپانکراس 
و تخمدان پس از جداسازی به قطعاتک وچک بريده و در محلول 

هيپوتونيک KCl ( 0/075 مولار( به مدت 20،30،45،60 دقيقه يا 
درسيترات سديم )0/9 درصد( به مدت 25 دقيقه در27 درجه سانتی 
گراد قرار گرفتند. سلول ها درمحلولک ارنوی تازه به مدت 15 و 30 
دقيقه به ترتيب سه و دو تعويض فکیس شدند. بعد از فيکساسيون 
بافت ها در متانول- اسيد استيک 1:1 در 4 درجه سانتي گراد به 
مدت 24 ساعت قرارگرفتند. گسترش هایک روموزومی به وسيله 

روش لهک ردن بافت)Squash( تهيه شدند. 
مطالعه گسترش هاي کروموزومی

 گسترش هایک روموزومی متافازي ميوزي و ميتوزي نمونه ها با 
ميكروسكوپ Olympus BX40 با روغن ایمرسیون و بزرگ نمايي 
100x مشاهده گرديده و با دوربين ديجيتالي اليمپوس عكس برداري 

افزار  نرم  با  متافازي  گسترش  از  شده  گرفته  هاي  عكس  شدند. 
فتوشاپ 8 كاريوتايپ شدند. به دليل عدم دسترسي به امكانات ويژه 

امكان اندازه گيري طول بازوهاي كروموزومي وجود نداشت.
نتايج

درميگوهای بالغ، بافت های آبشش، هپاتوپانکراس و تخمدان بافت 
های مناسبی برای تهيه گسترشک روموزومی نبودند اما گسترش 
های تهيه شده از بافت بيضه، گسترش های خوبی بودند و بافت 
مناسبی محسوب می شدند )شکل3و1(. از بین تیمارهای مختلف 
رنگ آمیزی، تيمار به صورت تزريقک لشی سين  2مکیروگرم بر گرم 
 0/075  KCl ( درون ماهیچه ای به مدت 6-4 ساعت، هيپوتونيک
مولار( به مدت 30 دقيقه وک ارنوی 1 ساعت با سه بار تعويض و رنگ 
آميزی با گيمسای 10 درصد به مدت 15 دقيقه، بهترین رنگ آمیزی 
را نشان داد )شکل 3و1(. لام های تهيه شده با روش لهک ردن بافت 
سرد، لام های بسيار مناسبی بودند. نتايجک روموزومی به دست آمده 
از نمونه های تخم ، جنين  و لارو گسترش  خوبی را نشان ندادند. 

در بررسی  های مکیروسکوپی، پس از شمارش تعدادک ل154پلاک 
متافازی تعدادک روموزوم های ديپلوييد از 57 تا 88 عدد با نمای86 
های  تعدادک روموزوم  بود.  میوزی  متافاز  درصد   41/1 ميزان  به 
هاپلوييد مشاهده شده از 34 تا 50 عدد با نمای 43 به ميزان 36/5 
درصد متافاز ميتوزی بود )جدول 2و1(. بنابراین تعدادک روموزوم 
های ديپلوييد  )2n =  86(به وسيله ميانگين تعدادک روموزوم های 
هاپلوييد)n= 43( در بيضه بالغين اين گونه تاييد شد. تعدادک روموزوم 
های دیپلوییدی ميگو سفيد هندی )2n =  86( و هاپلوییدی آن 
)n= 43( به دست آمد كه 27 جفت كروموزوم متاسنتريك/ ساب 
متاسنتري كو 16جفت اكرو/تلوسنتري كتشخيص داده شدک ه وجود 

کروموزوم های جنسی قابل تشخیص نبود)شکل2(. 
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شکل 1- گسترش متافازی ديپلوييدی بافت بيضه ميگو سفيد

x100 با بزرگنمايی  Penaeus indicus هندی

x100با بزرگنمايی Penaeus indicus شکل 2-ک اريوتيپ ميگو سفيد هندی

شکل 3- گسترش متافازی هاپلوييد بافت بيضه ميگو 

 x100با بزرگنمايی Penaeus indicus سفيد هندی

درصدتعداد سلولتعداد کروموزوم
882322/5
864241/1
8487/8
8321/9
8243/9
8065/8
7821/9
7621/9
7454/9
7310/98
6421/9
6321/9
6010/98
5721/9

102100مجموع

 Penaeus جدول 1- تعدادک روموزوم های ديپلوييد میگو سفید هندی

indicus

مجموع5048474644433834تعدادکروموزوم 

271253192252تعداد سلول 

3/813/4239/65/736/53/83/8100درصد

 Penaeus جدول 2- تعدادک روموزوم های هاپلوييد میگو سفید هندی

indicus

 بحث
جهت تهیه گسترش هایک روموزومی در مرحله متافاز بافت های 
در حال تکثیر سریع مورد نياز می باشند. همان طورک ه نتایج نیز 
نشان دادند بافت تخمدان به رغم داشتن تقسيم سلولی زياد، به دليل 
دارا بودن مواد زرده ای و چربی زياد مناسب نبود. به نظر مي رسد 
وقوع مراحل مختلف رسيدگي كه هر يك موجب وقوع تغييرهای  
قابل توجهي در ساختمان و فيزيولوژي تخمدان مي گردد، باعث 
تشخيص مرحله رسيدگي مناسب جهت برداشت  مي شود كه 
بافت تخمدان دشوار گردد )15(. هم چنین تحقیقی جهت تهیه 
کاریولوژی خرچنگ شناگر آبی خلیج فارس نشان دادک ه استفاده از 
بافت تخمدان خرچنگ هاي بالغ گسترش هاي كروموزومي مناسبي 

نداشت)2(.
 اما بافت بيضه، يک بافت عالی در تجزيه و تحليلک اريوتايپ به شمار 

مي رود زيرا تنها منبع متافازی ميتوزی و ميوزی می باشد )6(.
تحقیق ها نشان داده است كه بيضه ها به علت داشتن پلاك هاي 
متافازي ميتوزي و ميوزي، جهت تهيه كاريوتايپ درگونه هاي سخت 
پوستان و از جمله خرچنگ ها مناسب ترين اندام به شمار مي روند 
)8(. در اين تحقيق نيز پلاك هاي متافازي مناسبي از بافت بيضه 
تهيه شد كه به خوبي عدد هاپلوييد گونه مورد مطالعه را نشان داد.
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براساس بررسي هايي كه zhu و همکاران در سال 2005  بر روي’گونه  
Portunus trituberculatu انجام دادند، عدد كروموزومي این گونه را 

n =  106 2 تعيين كردند و بهترين بافت را براي شمارش عدد 
كروموزومي اين گونه بيضه معرفي كردند )21(.  هم چنین بر اساس 
نتايج حاصل از بررسي اميني و منصوري بر روي ميگوي موزي در 
خليج فارس، (Penaeus merguiensis) بهترين بافت جهت تهيه 
گسترش كروموزومي اين گونه بافت بيضه و تعداد كروموزوم هاي 

ديپلوئيد2n =  88عنوان شد)3(.
 در بين روش های گوناگون مطالعهک روموزومی سخت پوستان، 
استفاده از روش تزريق در بالغين ساده ترين روش می باشدک ه در 
مطالعه حاضر، نیز تزريق درون ماهيچه ای به ميزان 2 مکیروگرم بر 
گرم به ازای هرگرم وزن بدن در جنس نر  بهترین نتیجه را نشان داد. 
بررسي ها بر روي گونه خرچنگ دراز آب شيرين نشان داد كه تيمار 
كلشسين مناسب براي سخت پوستان گرم آبي 1 تا2  ميكروگرم به 
ازاي هر گرم وزن بدن و به مدت 8 تا 12 ساعت بود )2(. در حالي 
كه براي ساير سخت پوستان تيمار كلشسين مناسب  1ميكروگرم 
به ازاي هر گرم وزن بدن و براي مدت 4تا6  ساعت اعلام شده است 
)17(. در اين تحقيق نيز مدت زمان مناسب4 تا6  ساعت برآورد شد. 
مطالعه ها نشان داده استک ه در سخت پوستان اطلاعات كروموزومي 
به نسبت اندك است، زيرا تعداد كروموزوم هاي آن ها زياد و اندازه 
كروموزوم ها درمقايسه با حشرات و مهره داران، كوچك است، وجود 
كروموزوم هاي نقطه اي شكل نيز از ويژگي هاي این رده می باشد 

.)19(
در این مطالعه به دلیل اندازه بسیارک وچک كروموزوم هاي گونه 
P. indicus و تعداد كم گسترش هاي كروموزومي مناسب، تمايز 
بين كروموزوم هاي تلوسنتري كو اكروسنتري كامكان پذير نبود و 
هم چنین ممکن است كاريوتايپ پيشنهاد شده تا اندازه ای دارای 
خطا باشد. تعدادک روموزوم های ديپلوييد و هاپلویید  )2n=   86( و 
)n= 43( به دست آمده در این مطالعه در محدوده تعداد كروموزوم 
ديپلوئيدي است كه قبلا براي ساير گونه هاي ميگو )86 تا 92( 
گزارش شده است )10(، مورلی و همکاران )14( تعداد كروموزوم هاي 
گونه P. indicus را n =44( 2 n=88( با فرمول كروموزومی27-30 
جفت متاسنتريك، 15-8 جفت ساب متاسنتريك، 4-1 جفت ساب 
تلوسنتري كو بدون مشاهده كروموزوم تلوسنتريكي گزارش داده 
اند  اما در این مطالعه تعداد كروموزوم هاي ديپلوئيد و هاپلوئيد با 
فرمول كروموزومي متفاوتي به دست آمد، به طوریک ه تحقیقات 
نشان داده اندک ه این چنین اختلاف هایک روموزومی در مطالعه 
هاک اریوتایپینگ بيش تر گونه های خانواده پنائيده مشاهده شده 
 Penaeus است به عنوان مثال تعداد كروموزوم هاي ديپلوئيد گونه
نیاما )n=92)16 2 گزارش شده است درحالی  japonicus توسط 

که تعدادک روموزوم های دیپلوئید در همین گونه توسط هایاشی 
و فوجی وارا )n=86 )9 2 گزارش شده است و هم چنین مایورگا 
)12( و چو )6( تعدادک روموزوم های گونه  Penaeus vannamei را 
به ترتیب n =46( 2 n=92( و 2 n=88 )n =44) گزارش داده اند. به 
طورکلی علت تفاوت  در تعداد كروموزوم هاي گونه های موجود در 
نواحي جغرافيايي مختلف را بیش تر به تنوع شرایط محيطی احتمال 
داده اندک ه توانسته خصوصيت های ژنتيكي موجود را تحت تاثير 
قرار دهد، البته به طور احتمال عوامل ديگري در ایجاد اختلافات 
دخیل می باشندک ه هنوز به خوبی روشن نشده است )11،5(. در 
اين تحقيق تشخيص كروموزوم هاي جنسي ممكن نشد.اين امر 
ممكن است به دليل وجود كروموزوم هاي نقطه اي شكل متعدد در 
اين گونه ها و يا روش رنگ آميزي باشد  .به همين جهت پيشنهاد 
مي شودک ه در بررسی هایک روموزومی از روش FISH استفاده 

شود )2(.
 به هر حال تفاوت ريختي كروموزوم هاي جنسي در تنها كمتر از6  

درصد گونه هاي آبزيان مشاهده شده است )1(. 
تحقیق ها بيش تري براي شناسايي تفاوت  های جغرافيايي موثر در 
تعداد كروموزم در ميان گونه هاي جنس  Penaeus نياز مي باشد 
که اميد است كاربرد تكني كهاي بهبود يافته در تهيه كاريوتايپ و 
نيز رويكرد هاي زيست شناسي مولكولي در كما را از ژنتي كو تكامل 

سخت پوستان و خانواده پنائيده افزايش دهد.
نتیجه گیری

های  گونه  و گسترشک روموزومی  بررسیک اریوتایپی  آنجاک ه  از 
جنس Penaeus متغیر است بنابراین روش بهینه ای جهت رنگ  
آمیزی بسیار مهم می باشد. به طورک لی با تحقیقات انجام شده در 
این آزمایش می توان گفت بهترین بافت، بافت بیضه و بهترین روش 
رنگ آمیزی گیمسای 10% است و بهترین روش تهیه اسلاید جهت 
مطالعه ها مکیروسکوپی را می توان روش لهک ردن بافت را معرفی 

کرد. 
سپاسگزاری

در پایان از مسئولین وک ارشناسان موسسه شيلات هرمزگان، اداره دام 
پزشکی هرمزگان، آزمايشگاه مرکز آموزش بندرک لاهی ميناب،کارگاه 
تکثير و پرورش هرمز لاروکوهستک،کارگاه تکثير و پرورش سنتدرف 
وک لیه  گسترکوهستک  شيل  پرورش  و  تکثير  وک ارگاه  جاسک 
عزیزانیک ه در اجرای هرچه بهتر اين طرح همک اری های لازم را 

نمودند،ک مال تشکر و قدردانی را می نماييم.
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