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  چکیده

هاي ي خونی از مرغنمونه 200تحقیق  نیدر است. اها و فرایندهاي تکاملی، داراي اهمیت  هاي ایمنی، مقاومت به بیماري پاسخ ها در مرغ MHCي ناحیه
آللی در  هايشکلیي نمکی استخراج و چندي ژنومی به روش بهینه شدهDNAهاي عمومی، آذربایجان غربی، مرندي و مازندرانی اخذ شد و بومی نژاد

 Msp از آنزیم شده ادي ژنی یها گاهیجابررسی شد. براي شناسایی جهش در  PCR-RFLPبا استفاده از تکنیک  B-Gو  B-L ،B-Fي ژنی ها گاهیجا
I  جفت بازي  374استفاده شد. در جایگاه ژنیB-L ،فقط ژنوتیپBB   جفت بازي  1048اما در جایگاه ژنیB-F دو ژنوتیپ ،CG  وGG  .شناسایی شد

 جفـت بـازي بودنـد. در    47و  75، 213 ،302، 410نیز داراي بانـدهاي   Gجفت بازي و آلل  47و  75، 410، 515شامل باندهاي  C ه آللدر این جایگا
 51و  350داراي بانـدهاي   Nجفت بازي و آلل  401باند  شامل یک Mو دو آلل  NNو  MM ،MN، سه ژنوتیپ B-Gجفت بازي  401جایگاه ژنی 

و شـاخص   59/0و  37/0به ترتیـب   B-Gو  B-Fژنی ها شاخص اطلاعات شانون در دو جایگاه در کل جمعیت قرار گرفت. جفت بازي مورد شناسایی
و  25/0هاي ژنی یاد شده به ترتیب براي جایگاه شده  مشاهدهمحاسبه شدند. بیشترین مقدار شاخص هتروزیگوسیتی  -17/0و  -13/0تثبیت به ترتیب 

، از ایـن  شـده   مشـاهده هـاي   یـپ ژنوتتوان با استفاده از پاسخ ایمنی  یم، B-Gو  B-Fیگاه ژنی جاچندشکلی در دو  وجودبه توجه  بابرآورد شد.  48/0
 استفاده کرد.  هایماريبي بومی به ها مرغنشانگر براي اصلاح نژاد ژنتیکی جهت افزایش مقاومت  عنوان  بهها  یگاهجا

  
  .PCR-RFLPزگاري بافتی، مرغ بومی، ی، کمپلکس اصلی ساچندشکل هاي کلیدي:واژه

 
  1  مقدمه

ي طـولانی دارد.  سـابقه آن  گسترشو کشور ما در طیور پرورش 
سـیاه و   هـاي از هنـد تـا دریا   ،از میلاد و بعد قبل کشور بزرگ ایران

خشکی و حمل و نقل  يهاتقاطع راه مسیردر  و مدیترانه گسترده بود
قرار داشت.  از جمله طیور دریایی براي حمل و نقل محصولات متنوع

گسـترش  تسهیل  باعث و اطراف آن،ایران در  متعددهاي جنگوجود 
هـاي باسـتان   کـاوش  از یافت شده بقایاي. طیور به نقاط مختلف شد

)، پـرورش و  تخـت سـلیمان  و  تپه یحییشناسی در مناطق مختلف (
سـوي  ). از 19( کننـد مـی تأییـد   قدیم راهاي در زمان نگهداري طیور
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امروزه اصلاح نژاد بیشتر روي صفات تولیدي متمرکز شده است  گردی
 ـها عملاً از داروها اسـتفاده   یماريبو براي مدیریت  شـود و نتـایج    یم

گونه راهبردها کاهش پتانسیل ژنتیکی مقاومت یا تحمل حیوانات  ینا
که واقعیت امـر بایـد افـزایش     یدرحالاست.  زا عفونتدر مقابل عوامل 

هـا و   يبـاکتر ، هـا  کـرم ، هـا  انگلی حیوانات در مقابل مقاومت ژنتیک
ي هـا  روشحال لازم است با اسـتفاده از   ). با این 11ها باشد ( یروسو

مولکولی، تنوع پاسخ ایمنی و مقاومت به بیماري مـورد بررسـی قـرار    
ي دخیـل در ایمنـی بـا    ها سلولي  مقابلهگیرند. پاسخ ایمنی از طریق 

یی ها سلولي آلوده و ها سلولو  کند یموز ي مهاجم برزا عفونتعوامل 
 هـا  تیلنفوس ـنقش دارند با  ها ژن یآنتکه در مهار این آلودگی و تولید 

ــین  واســطه). 24همــاهنگی دارنــد ( ي اصــلی در برقــراري ارتبــاط ب
 جملـه  ازي وراثتـی  ها مولکولي غشاء، ها نیپروتئي ایمنی و ها سلول

 Tي سـلولی  هـا  نـده ریگ)، MHCکمپلکس اصلی سـازگاري بـافتی (  
)TcR ي سـلولی  ها رندهیگ( ها نیمونوگلوبولیا) وB یی هـا  نیپـروتئ ) و

کمپلکس اصـلی  ). 14، 8، 6هستند ( ها يباد یآنتو  ها نیتوکیسامثل 
ها به خـوبی شناسـایی شـده    سازگاري بافتی براي تعداد زیادي از ژن

. این )25داران گزارش شده است (است و تنوع آللی آن در بیشتر مهره
 IIو  Iهـاي کـلاس   هـا ژن ها شامل سه کلاس هستند کـه از آن ژن
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هاي بسیار چندشـکل کمـپلکس   ). ژن25، 2بسیار چندشکل هستند (
هـا و  اصلی سازگاري بافتی نقش اساسی در تشخیص ایمنی پـاتوژن 

 MHCارتباط بین چندشکلی  ها مرغدر ). 2کنند (ها بازي میپارازیت
هاي مختلفی در پژوهش ها يماریبدر مقابل و مقاومت و یا حساسیت 

ارتبـاط   شده  ارائهي ها گزارشاست. در اغلب  گرفته قراری بررس مورد
ي خاص مثل زا عفونتبا مقاومت و یا حساسیت به عوامل  MHCبین 

مؤثرترین  و ینتر مهم طیور در). 36بیماري مارك مشخص شده است (
کمـپلکس   در هـا  یمـاري ب نسبت بـه  مقاومت ي کننده کنترل  يها ژن

 در ژنـی  ي مجموعـه  ). ایـن 26دارنـد (  قـرار اصلی سازگاري بـافتی  
 ي عرضـه  مسـئول  که کند یم کد یی راها مولکول نیز دیگر يها گونه

ي  مجموعـه طیور ( در MHC). 30هستند ( ها سلول سطح در ژن یآنت
B( ي  شمارهکروموزوم کوتاه میکرو بازوي روي متراکم بسیار شکلی به

 جایگـاه  دو شـامل  داشـته و  را ي ضـروري ها ژن تنها و دارد قرار 16
از  تکـراري  و غنـی  ي یهناح یک توسط که است Rfp -Yو B ژنتیکی

 ).15ند (ا شده جدا یکدیگر ي ریبوزومی از RNAي ي کد کنندهها ژن
 ) کهIVو  I، IIچهار ( و دو یک، کلاس سه طیور شامل در  Bجایگاه

 کلاس يها مولکول .معروف است BG و BF، BLهاي با نام ترتیب به
I و II ـ ي عرضهمسئول  و داشته بالایی تنوع   و داخلـی  هـاي  ژن یآنت

با مقاومت  MHCهاي  ژن). 15، 6( هستند T هاي یتلنفوس به خارجی
هاي خود ایمن، ویروسی، باکتریایی و انگلی  یا حساسیت به برخی از بیماري

ر غیر وابسته به سیستم ایمنی نیز، مرتبط هستند. بسیاري از خصوصیات دیگ
شوند.  کنترل می MHCي ژنی  ها، توسط مجموعه مثل میزان تولید در دام

ها با  هاي مقاوم به بیماري ها، جهت انتخاب لاین در مرغ MHCهاي  ژن
هاي پرورشی مؤثر مثل تولید  ها و انتخاب ویژگی دهی بهتر به واکسن پاسخ 
گیرند  ه درآوري و باروري مورد توجه قرار میمرغ، وزن بدن، میزان جوج تخم

هـاي ایمنـی،    ها در پاسـخ  مرغ MHCهاي  ). به دلیل نقش کلیدي ژن7(
ي  ها در ارتباط با تکامل، در دو دهه هاي عفونی و تنوع آن ارتباط با بیماري

 ). همچنـین 21ها انجام شده اسـت (  اخیر مطالعات زیادي بر روي این ژن
 برخی از به نسبت حساسیت یا مقاومت با MHC يها ژن بین ارتباط
عامل  ویروس )،1مارك ( بیماري عامل ویروس مانند زا بیماري عوامل

 )،29روس ( سـارکوماي  تومـور  ویـروس  )،4عفـونی (  بورس بیماري
 ویـروس  )،31( پرندگان لوکوز ویروس )،13نیوکاسل ( ویروس عامل

 و اسـتافیلوکوك  ثـل م هایی باکتري و )9، 3آنفلوانزاي ماکیان ( عامل
  است. ) شناخته شده10سالمونلا (

ي ژن هـا   آلـل ي را روي چندشکلی ا مطالعه) 33کیو و همکاران (
B-L  ي ژنی  منطقهدرMHC  ي بومی چینی انجـام دادنـد.   ها مرغدر

 ـبراي  PCR-SSCPبعد از تعیین ژنوتیپ به روش   175ژنـی   طقامن
نمونه انتخاب شده  30به تعداد  هرکدامجفت بازي  374جفت بازي و 

آلـل مختلـف    31ها، و تحلیل داده  یهتجزو تعیین توالی شدند. بعد از 
ي بومی چینی مشخص و جـایگزینی نوکلئوتیـدي بـراي    ها مرغبین 

درصـد بـود.    29/35و  76/36اولین و دومین جایگاه ژنی به ترتیـب  

درصـد   6/90-5/99آلل مختلف نیـز در حـدود    31تشابه توالی براي 
 B-Lجایگاه ژنی   یچندشکل) 28به شده بود. سیوارامن و کومار (محاس

، Hae IIIجفت باز را با استفاده از سه نوع آنزیم برشی  267به طول 
Msp I  وTaq I  ی بررس ـ مـورد ي گوشتی، ها مرغروي دو نوع لاین

که الگوهاي برشی مونومورف مشاهده شده بود. همچنـین   دادند قرار
را روي صـفات   B-Lثرات ژنوتیپی جایگاه ژنی ) ا22اوه و همکاران (

بودنـد و دو   قـرار داده ی بررس ـ موردي ا کرهي بومی ها مرغاقتصادي 
جفـت بـاز را    651و  427 يهـا  طـول منطقه از این جایگاه ژنی را به 

برش داده و در نتایج تحقیـق خـود    Hae IIIتکثیر و با آنزیم برشی 
سایی شد. در جایگـاه ژنـی   براي هر جایگاه ژنی، سه نوع ژنوتیپ شنا

) و در منطقـه دوم، ژنوتیـپ   8/0بیشترین فراوانـی (  TCاول ژنوتیپ 
Mn ) هـا  آنهـاي   یبررس ـ) بود. طبـق  88/0داراي بیشترین فراوانی 
روزگی همبستگی  150با صفت وزن بدن در  Mnو  CCهاي  یپژنوت
  داري داشتند. یمعن

قطعه از مرغ بومی  100ي را در ا مطالعه) 12لیما روزا و همکاران (
جفت بازي جایگاه  1048برزیلی تخم آبی براي تعیین تغییرات توالی 

در این پژوهش  آمده  دست  بهانجام داده بودند. طبق نتایج  B-Fژنی 
عنوان توالی جدید گـزارش  ها به توالی شناسایی که ده تا از توالی 23

ی جایگاه ژنی ) تنوع ژنتیک21شده بودند. نیکبخت بروجنی و برجسته (
B-F  با اسـتفاده از تکنیـک   راPCR-SSCP  ي  نمونـه  65درDNA 

ي تجاري ها مرغنمونه از  40نمونه متعلق به جمعیت مادر و  25شامل 
ه بودند. در هـر دو جمعیـت هفـت    داد قراری بررس موردگوشتی آرین 

الگوي مختلف مشخص شد که دو الگو در دو جمعیت مشـابه و پـنج   
  الگوي جدید شناسایی شدند. عنوان  بهالگوي دیگر 

اي جهـت بررسـی چندشـکلی    ) مطالعـه 23راي فو و همکـاران ( 
در هشت نژاد مختلف  B-G ي ژنی منطقهي دو  شمارهژنتیکی اگزون 

ي بومی چینی (تیبتان، لانگشان، سیلکی، خیانجو، گیوشـی،  ها مرغاز 
گاه ژنی در ایرلوبس سفید، بیجینق و نژاد جنگی) انجام داده بودند. جای

آلل جدید شناسایی شد. کیو  31نمونه تکثیر و تعین توالی شد و  557
) تحقیقی را با استفاده از دو نـوع آنـزیم برشـی روي    32و همکاران (

ي بومی و هیبرید ها مرغدر هشت نژاد مختلف از  B-Gي ژنی  منطقه
 401ي بـه طـول   ا منطقـه ي خونی  نمونه 381گوشتی انجام دادند. از 

باز تکثیر و با استفاده از دو آنزیم برشی متفاوت برش داده شد. جفت 
 ـ ABو  AAدو ژنوتیـپ   Msp Iبا اسـتفاده از آنـزیم     ـترته ب بـا   بی

 بیبه ترت Bو  Aي ها آللو فراوانی  3724/0و  6276/0ي ها یفراوان
سـه نـوع    Tas Iمحاسبه شد. با استفاده از آنزیم  1862/0و  8138/0

، 0962/0ي هـا  یفراوانبا  بیبه ترت BBو  AA ،ABژنوتیپ مختلف 
 ـبـه ترت  Bو  Aي هـا  آلـل مشاهده و فراوانی  4391/0و  4647/0  بی
 برآورد شده بود. 6715/0و  3285/0

طیور در ایران انجام دام و مطالعات ملکولی متعددي روي اگر چه 
ــت ( ــده اس ــه 35، 27، 21، 20، 18، 17، 7ش ــاکنون ناحی ــا ت ي )، ام
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هاي بومی ایـران زیـاد مـورد    گاري بافتی در مرغکمپلکس اصلی ساز
ي آللـی در  ها یچندشکلدر این پژوهش بررسی قرار نگرفته است، لذا 

 ـدخ )MHC( کمپلکس اصلی سازگاري بافتیي ناحیه در سیسـتم   لی
ی بررس ـ مـورد بومی موجود در ایران  هاي مرغایمنی در برخی از نژاد

  است. گرفته قرار
  

  ها روشمواد و 
  خون هاي نمونه آوري نمونه و جمع انتخاب

 عدد) 50ي خونی (هر جمعیت به تعداد  نمونه 200پژوهش  این در
در موسسـه   بـومی موجـود    مـرغ ي هـا  نـژاد از چهار جمعیت پرورشی 

 و امور )1(مرندي، مازندرانی، عمومیتحقیقات علوم دامی کشور شامل 
د بـومی  دام جهاد کشاورزي و منابع طبیعـی آذربایجـان غربـی (نـژا    

اخذ  بالی سیاهرگ از لیتر خون میلی 1-2 ي اندازه آذربایجان غربی) به 
 در خـون  انعقـاد  ضـد  ماده حاوي هاي لوله در ي خونها نمونهگردید. 

 اسلامی آزاد دانشگاه بیوتکنولوژي آزمایشگاه ژنتیک و به یخ مجاورت
 و ي ژنـومی  DNA اسـتخراج  شـروع  زمـان  تـا  و منتقـل  مراغه واحد

 يدار  نگـه  گـراد  یسـانت  يدرجـه  -20 دمـاي  در بعدي، هاي آزمایش
  .شدند

 
اي پلیمــراز ي ژنــومی و واکــنش زنجیــرهDNAاســتخراج 

)PCR( 
هـاي خـون بـا اسـتفاده از روش     ي ژنومی نمونهDNAاستخراج 

انجـام   )16( همکـاران  و میلـر  توسـط شـده    رائهي نمکی ا شده  نهیبه
ه به روش طیف سنجی هاي ژنومی استخراج شدDNA گرفت. کمیت

ها با الکتروفـورز  و کیفیت آن 2و با استفاده از اسپکتروفتومتر نانودراپ
 نظر موردروي ژل آگارز دو درصد تعیین شد. جهت تکثیر قطعات ژنی 

براي هر جایگاه ژنی از یک جفـت آغـازگر اختصاصـی اسـتفاده شـد      
 سـرویس  از اسـتفاده،  مـورد  پرایمرهـاي  بودن ). اختصاصی1(جدول 

BLAST (Basice Local Alignment Search Tool) سـایت  در 
NCBI شد بررسی.  

 100 - 200میکرولیتر شـامل   20در حجم نهایی  PCRواکنش 
 Taq DNA polymerase میکرولیتـر   4ي ژنـومی،  DNAنانوگرم 

2X Master mix red)Taq DNA polymerase  ،بـافر ،dNTPs ،
Red dye  وMgcl2ــاخت ــرکت ) (سـ  6/0و  )AMPLIQON شـ

شـرکت   (سـاخت  برگشـت  و  رفتمیکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي 
BiONEER ي از اگـزون  ا منطقهپیکومول براي تکثیر  10) با غلظت

                                                        
ي بومی کشور است و در نقاط مختلف ها مرغي ژنتیکی ها تودهاین گروه شامل  -1

  نامند. یمي عمومی ها مرغرا  ها آنین خاطر به همکشور پراکنده بوده و 
2- THERMO ND - 100 USA 

، انجام گرفت. B-Lاز جایگاه ژنی  جفت باز 374ي  اندازه به 2ي  شماره
ي درجـه  95اي پلیمراز در دماي واسرشته سازي اولیه واکنش زنجیره

چرخه شامل واسرشته سازي ثانویه  35دقیقه و  5اد به مدت گرسانتی
ثانیـه، دمـاي اتصـال     60گراد بـه مـدت   ي سانتیدرجه 97در دماي 
 72ثانیه، دمـاي تکثیـر    60گراد به مدت ي سانتیدرجه 56آغازگرها 

ي درجه 72ثانیه و دماي تکثیر نهایی  90گراد به مدت ي سانتیدرجه
  یقه انجام گرفت.دق 8گراد به مدت سانتی

ي  اندازه به B-Fجایگاه ژنی  2ي  شمارهي از اگزون ا منطقهتکثیر 
 20در حجـم نهـایی    PCRبـا اسـتفاده از واکـنش     جفت بـاز،  1048

 میکرولیتـر  7ي ژنومی، DNAنانوگرم  100 - 200میکرولیتر شامل 
Taq DNA polymerase 2X Master mix red)Taq DNA 

polymerase ،بافر ،dNTPs ،Red dye  وMgcl2شـرکت  ) (ساخت 
AMPLIQON و  رفـت میکرولیتر از هر یـک از آغازگرهـاي    4/0) و 

پیکومول انجـام   10) با غلظت BiONEERشرکت  (ساخت برگشت
اي پلیمـراز بـا دمـاي    گرفت. براي این جایگاه ژنی واکـنش زنجیـره  

 30دقیقـه و   5گراد به مـدت  ي سانتیدرجه 95واسرشته سازي اولیه 
گـراد  ي سـانتی درجه 95خه شامل واسرشته سازي ثانویه در دماي چر

بـه   گـراد  یسانتي درجه 60ثانیه، دماي اتصال آغازگرها  60به مدت 
ثانیه و  45گراد به مدت ي سانتیدرجه 72ثانیه، دماي تکثیر  45مدت 

  دقیقه انجام شد. 5گراد به مدت ي سانتیدرجه 72دماي تکثیر نهایی 
 2ي  شمارهو اگزون  1 يقسمتی از اگزون شمارهر همچنین تکثی

بـا اسـتفاده از واکـنش     B-Gاز جایگاه ژنی  جفت باز 401ي  اندازه به
PCR  نــانوگرم  100 - 200میکرولیتــر شــامل  20در حجــم نهــایی

DNA ،ــومی ــر 7ي ژن  Taq DNA polymerase 2Xمیکرولیت
Master mix red )Taq DNA polymerase ،بافر ،dNTPs ،Red 

dye  وMgcl2شرکت ) (ساخت AMPLIQON میکرولیتـر از   4/0) و
 )BiONEER شرکت ساخت( برگشت و  رفتهر یک از آغازگرهاي 

پیکومول انجام گرفت. براي این جایگـاه ژنـی واکـنش     10با غلظت 
گراد ي سانتیدرجه 95اي پلیمراز با دماي واسرشته سازي اولیه زنجیره

امل واسرشته سازي ثانویـه در دمـاي   چرخه ش 35دقیقه و  5به مدت 
 50ثانیه، دماي اتصال آغازگرهـا   30گراد به مدت ي سانتیدرجه 95

- ي سانتیدرجه 72ثانیه، دماي تکثیر  30به مدت  گراد یسانتي درجه
گراد به ي سانتیدرجه 72ثانیه و دماي تکثیر نهایی  30گراد به مدت 

  دقیقه انجام شد. 4مدت 
ه براي هر جایگاه ژنی در حضور نشـانگر وزن  قطعات تکثیر شد 

) Thermo Scientificشـرکت   جفـت بـازي (سـاخت    100مولکولی 
 مورددو درصد الکتروفورز شدند و صحت تکثیر قطعات  روي ژل آگارز

ید تائیراختصاصی و محصولات ناخواسته غبدون حضور باندهاي  نظر
  ).1شد (شکل 
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  هاي برشی براي هضم قطعاتو آنزیم PCRي محصولات هها، اندازتوالی آغازگر - 1جدول 

 Table 1 - Sequence of primers, the size of PCR products and restriction enzymes for fragments digestion 
 آنزیم برشی

Restriction enzyme  
 آغازگر

Primer  
 ي جایگاه ژنی اندازه

Size of locus 
  یژنجایگاه 

locus 
Msp I  

 )33کیو و همکاران (
F: 5′-CAGCGTTCTTCTTCTGCGGT-3′ 
R: 5′-TCACCTTGGGCTCCACTGCG-3′  

374 bp   B-L   

Msp I  
 )12لیما روزا (

F: 5′-GCAGAGCTCCATACCCTGCG-3′  
R: 5′-GGTGTGGTACGTGCCGTCGCC-3′ 

1048 bp  B-F 

Msp I  
  )32کیو و همکاران (

F: 5′-TGTCTCTTCTTCACCTCCACC-3′  
R: 5′-GCAGTTCTGTTCTCCCTTCAT-3′ 

401 bp  B-G 

  

  
  جفت باز 100) روي ژل آگارز دو درصد با نشانگر وزن مولکولی C: B-Gو  A: B-L ،B: B-Fهاي ژنی مورد مطالعه (براي جایگاه PCRي محصولات مشاهده - 1شکل 

Figure 1 - Observation of PCR products for studied loci (A: B-L, B: B-F and C: B-G) on %2 agarose gel with 100 bp molecular 
weight marker 

  
-جهت تعیین چند PCR-RFLPدر پژوهش حاضر از تکنیک 

راستا براي  نیدر ااستفاده شد و  نظر موردهاي ژنی جایگاه شکلی
 Msp Iبرشی اختصاصی  از آنزیم PCRهضم آنزیمی محصولات 

). این 1شد (جدول  ستفاده) اThermo Scientificشرکت  (ساخت
میکرولیتر  5میکرولیتر، شامل  5/15ها در حجم نهایی واکنش

 تینها درمیکرولیتر آنزیم و  5/0میکرولیتر بافر و  PCR ،1محصول 
هاي هضم آنزیمی میکرولیتر آب دو بار تقطیر انجام گرفت. واکنش 9

 16و به مدت  گراد یسانتي درجه 37براي سه جایگاه ژنی در دماي 
، براي PCRبعد از هضم آنزیمی محصولات  اعت انجام شد.س

ي باندها و تعیین الگوهاي ژنوتیپی از ژل آگارز چهار درصد و مشاهده
 Thermoشرکت  جفت بازي (ساخت 50نشانگر وزن مولکولی 

Scientific.استفاده شد (  
  

  ها و تحلیل ژنتیکی داده تجزیه 
حاصل از هضم آنزیمی در هاي دیپلوئیدي براي آنالیز ژنتیکی داده

 )34( 32/1ي نسخه POPGENE افزار نرمي مرغ بومی از ها تیجمع
 شده  مشاهدههاي آللی و ژنوتیپی، هتروزیگوسیتی براي برآورد فراوانی

واینبرگ،  -و مورد انتظار، متوسط هتروزیگوسیتی، تعادل هاردي 
کی و دیگر پارامترهاي ژنتی شانونشاخص تثبیت و شاخص اطلاعات 

  شد. استفاده

  نتایج و بحث
و  129، 150، فقط سه باند B-Lي ژنی  قطعهبعد از هضم آنزیمی 

ي ژنی  قطعه) براي این BBیجه یک ژنوتیپ (نت درجفت بازي و  95
بعد از هضم  B-Fي ژنی  قطعهشناسایی شد. در  ها نمونهدر تمامی 

ی شد. شناسای ها نمونهبراي تمامی  GGو  CGآنزیمی دو نوع ژنوتیپ 
نیز  Gجفت بازي و آلل  47و  75، 410، 515شامل باندهاي  C آلل

جفت بازي بودند. همچنین  47و  75، 213 ،302، 410داراي باندهاي 
 NNو MM ،MNسه ژنوتیپ  B-Gي ژنی  قطعهبعد از هضم آنزیمی 

داراي  Nجفت بازي و آلل  401داراي باند  Mشناسایی شد که آلل  
  ).2ت بازي بودند (شکل جف 51و  350باندهاي 

ي مرغ بومی براي سه نمونه 200در تحقیق حاضر در مجموع 
مونومورف بوده و  B-Lژنی تعیین ژنوتیپ شدند. جایگاه ژنی   یگاهجا

) که با 2شناسایی شد (جدول  Bها فقط آلل  یتجمعدر تمامی 
) مطابقت داشت. 28ي صورت گرفته توسط سیوارامن و کومار ( مطالعه

با استفاده از سه نوع را جفت باز  267به طول جایگاه ژنی این  ها آن
ي گوشتی برش داده که الگوهاي ها مرغآنزیم برشی در دو نوع لاین 

در ضمن نتایج تحقیق ما با  بودند. آمده  دست  بهبرشی مونومورف 
مطابقت نشان نداد. این محققین این ) 22اوه و همکاران (هاي  یبررس

 651و  427 يها به طولي ا بومی کره يها مرغ جایگاه ژنی را در
براي هر منطقه  وبرش داده  Hea IIIجفت باز تکثیر و با آنزیم برشی 



  369     ...هاي بومی ایراني کمپلکس اصلی سازگاري بافتی در مرغو تحلیل ژنوتیپی ناحیه تجزیه

احتمالاً تفاوت در نتایج  .شناسایی کردندمطالعه سه نوع ژنوتیپ  مورد
هاي برشی متفاوت تواند به دلیل استفاده از آنزیممشاهده شده می

  باشد.

  

  
با نشانگر وزن روي ژل آگارز چهار درصد  مطالعه موردهاي ژنی براي هر یک از جایگاه PCRی محصولات میآنزحاصل از هضمی  شده  مشاهدهژنوتیپی  الگوهاي - 2شکل 

  جفت باز 50مولکولی 
Figure 2 - Observed genotypic patterns from enzymatic digestion of PCR products for studied loci on %4 agarose gel 

with 50 bp molecular weight marker 
  

  هاي بومی مورد مطالعهمرغ در جمعیت B-Lژنی  و مورد انتظار براي جایگاه شده  مشاهدهمیانگین هتروزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی  هاي آللی و ژنوتیپی،فراوانی -  2جدول 
Table 2 - Allelic and genotypic frequencies, mean heterozygosity and observed and expected heterozygosity for B-L locus in studied 

indigenous chicken population 
ها یتجمعکل   

Total populations 
 نژاد

Breed 
 

 مازندرانی
Mazandarani 

 مرندي
Marandi 

غربی آذربایجان  
W. Azarbaijan 

 عمومی
Common 

 آلل و ژنوتیپ
Allele and 
Genotype 

 

0 0 0 0 0 A فراوانی آللی 
Allelic frequency 1 1 1 1 1 B 

- - - - - AA  مورد  شده  مشاهدهفراوانی ژنوتیپی)
 انتظار)

Genotypic frequency 
ob. (ex.) 

- - - - - AB 
- - - - - BB 

 اسکور کاي - - - - -

χ 2 
هموزیگوسیتی)فراوانی هتروزیگوسیتی ( (1) 0 (1) 0 (1) 0 (1) 0 (1) 0  

شده  مشاهده  
Hetero. (Homo.) observed frequency 

 فراوانی هتروزیگوسیتی (هموزیگوسیتی) (1) 0 (1) 0 (1) 0 (1) 0 (1) 0
 مورد انتظار

Hetero. (Homo.) expected frequency 
 متوسط هتروزیگوسیتی 0 0 0 0 0

Mean heterozygosity 
 شاخص اطلاعات شانون 0 0 0 0 0

Shannon's Information index 
 شاخص تثبیت 0 0 0 0 0

Fixation index 
  

ــت بـه   Gو  Cي هـا  آللبیشترین مقدار فراوانی  B-Fدر جایگاه ژنی  ــرغترتیــب در جمعی ــا م ــومی نژادهــاي عمــومی (ه ) و 22/0ي ب
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هـا فراوانـی    یـت جمع) مشاهده شد و در کـل  98/0آذربایجان غربی (
بـه  در این جایگاه ژنی  شده  مشاهده هتروزیگوسیتی و هموزیگوسیتی

شـده در ایـن    محاسـبه  2χدرصد محاسبه شد.  75و  25یب برابر ترت
) فلـذا  P > 05/0دار نبـود ( ها معنـی جایگاه ژنی براي تمامی جمعیت

). 3واینبرگ قرار داشتند (جدول  -ها در تعادل هاردي تمامی جمعیت
) که با 12وزا و همکاران (توسط لیما ر شده  انجاماین نتایج با تحقیق 

ي مرغ بومی برزیلی تخم آبی صورت گرفته بـود،  روتکنیک متفاوت 
مطابقت نداشت. همچنین نتایج تحقیـق مـا بـا دو الگـوي ژنـوتیپی      

ي نیکبخـت بروجنـی و برجسـته     مطالعهبا نتایج  GG و CG متفاوت
) که روي جمعیت مرغ مادر و هیبریدهاي تجاري گوشـتی آریـن   21(

هـاي متفـاوت و همچنـین    گرفته بود، مطابقت نداشت. تکنیکانجام 
در تحقیقات، احتمالاً دلیل در تفـاوت   استفاده موردهاي متفاوت سویه

  در نتایج خواهد بود.
به  Nو  Mي ها آللبیشترین مقدار فراوانی  B-Gدر جایگاه ژنی 

) و 44/0ي آذربایجان غربـی ( ها نژاد ي بومیها مرغترتیب مربوط به 

در کـل   Nو  Mي هـا  آلـل میـانگین فراوانـی    ) بود.84/0ندرانی (ماز
 ـبـه ترت  ها تیجمع و همچنـین میـانگین    72/0و  28/0برابـر بـا    بی

و  47/0، 05/0یب به ترت NNو  MM ،MNي ها پیژنوتي ها یفراوان
 شده در این جایگاه ژنی براي جمعیـت محاسبه  2χبرآورد شد.  48/0

 ذکـر ) و جمعیـت  P > 05/0دار نبود (یمرغ بومی نژاد مازندرانی معن
). این نتایج بـا  4واینبرگ قرا داشت. (جدول  -در تعادل هاردي  شده

کـه روي هشـت نـژاد مختلـف از      )32تحقیق کیو و همکاران (نتایج 
هاي هیبرید تجاري گوشـتی انجـام شـده بـود،     ي بومی و مرغها مرغ

تواند بـه دلیـل   یدر فراوانی ژنی و ژنوتیپی م مطابقت نداشت. تفاوت
یا سـطوح مختلـف انتخـاب     ها تیجمعمنشاء متفاوت جغرافیایی این 

 در ي تغییرات دهنده  نشان واینبرگ، -تعادل هاردي  از باشد. انحراف
 تعدادي به توانمی را تغییرات این. است جمعیت یک در آللی فراوانی

افراد کـم  با تعداد  هاییجمعیت در که ژنتیکی جمله رانشاز  عوامل از
  دهد، دانست.می رخ

 
  هاي بومی مورد مطالعهمرغ در جمعیت B-Fژنی  و مورد انتظار براي جایگاه شده  مشاهدههاي آللی و ژنوتیپی، میانگین هتروزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی فراوانی - 3جدول 

Table 3 - Allelic and genotypic frequencies, mean heterozygosity and observed and expected heterozygosity for B-F locus in studied 
indigenous chicken population 

ها یتجمعکل   
Total populations 

 نژاد
Breed 

 

 مازندرانی
Mazandarani 

 مرندي
Marandi 

غربی ذربایجانآ  
W. Azarbaijan 

 عمومی
Common 

 آلل و ژنوتیپ
Allele and 
Genotype 

 

0.12 0.21 0.04 0.02 0.22 C فراوانی آللی 
Allelic frequency 0.88 0.79 0.96 0.98 0.78 G 

0 (0.02) 0 (0.04) 0 (0) 0 (0) 0 (0.04) CC  شده  مشاهدهفراوانی ژنوتیپی 
 (مورد انتظار)

Genotypic 
frequency ob. (ex.) 

0.25 (0.21) o.42 (0.34) 0.08 (0.08) 0.04 (0.04) 0.44 (0.35) CG 
0.75 (0.77) 0.58 (0.62) 0.92 (0.92) 0.96 (0.96) 0.56 (0.61) GG 

3.80 ns 3.33 ns 0.06 ns 0.01 ns 3.76 ns اسکور کاي 

χ 2 
 فراوانی هتروزیگوسیتی (هموزیگوسیتی) (0.56) 0.44 (0.96) 0.04 (0.92) 0.08 (0.58) 0.42 (0.75) 0.25

شده  مشاهده  
Hetero. (Homo.) observed frequency 

 فراوانی هتروزیگوسیتی (هموزیگوسیتی) (0.65) 0.35 (0.96) 0.04 (0.93) 0.07 (0.67) 0.33 (0.78) 0.22
 مورد انتظار

Hetero. (Homo.) expected frequency 
 متوسط هتروزیگوسیتی 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19

Mean heterozygosity 
انونشاخص اطلاعات ش 0.52 0.09 0.16 0.51 0.37  

Shannon's Information index 
 شاخص تثبیت 0.28- 0.02- 0.04- 0.26- 0.13-

Fixation index 
Ns: Non significant (P < 0. 05) 
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  هاي بومی مورد مطالعهرغم در جمعیت B-Gژنی  و مورد انتظار براي جایگاه شده  مشاهدهمیانگین هتروزیگوسیتی و هتروزیگوسیتی  هاي آللی و ژنوتیپی،فراوانی -  4جدول 
Table 4 - Allelic and genotypic frequencies, mean heterozygosity and observed and expected heterozygosity for B-G 

locus in studied indigenous chicken population  
ها یتجمعکل   

Total 
populations 

 نژاد
Breed 

 

 مازندرانی
Mazandarani 

 مرندي
Marandi 

غربی ذربایجانآ  
W. Azarbaijan 

 عمومی
Common 

 آلل و ژنوتیپ
Allele and 
Genotype 

 

0.28 0.16 0.36 0.44 0.17 M فراوانی آللی 
Allelic frequency 0.72 0.84 0.64 0.56 0.83 N 

0.05 (0.08) 0 (0.02) 0 (0.12) 0.02 (0.19) 0.16 (0.03) MM  دهش  مشاهدهفراوانی ژنوتیپی 
 (مورد انتظار)

Genotypic 
frequency ob. (ex.) 

0.47(0.41) 0.32 (0.27) 0.72 (0.47) 0.84 (0.50) 0.02 (0.28) MN 
0.48 (0.51) 0.68 (0.71) 0.28 (0.41) 0.14 (0.31) 0.82 (0.69) NN 

5.74* 1.68 ns 15.31* 24.12* 45.56* اسکور کاي 

χ 2 
 فراوانی هتروزیگوسیتی (هموزیگوسیتی) (0.98) 0.02 (0.16) 0.84 (0.28) 0.72 (0.68) 0.32 (0.52) 0.48

شده  مشاهده  
Hetero. (Homo.) observed frequency 

 فراوانی هتروزیگوسیتی (هموزیگوسیتی) (0.71) 0.29 (0.50) 0.50 (0.53) 0.47 (0.72) 0.28 (0.59) 0.41
 مورد انتظار

Hetero. (Homo.) expected frequency 
 متوسط هتروزیگوسیتی 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37

Mean heterozygosity 
 شاخص اطلاعات شانون 0.45 0.68 0.65 0.43 0.59

Shannon's Information index 
 شاخص تثبیت 0.92 0.70- 0.56- 0.19- 0.17-

Fixation index 
* Significant (P < 0.05) 
Ns: Non significant (P < 0. 05) 

  

ها، شـاخص  از این تحقیق، در کل جمعیت آمده دست  بهر نتایج د
و  37/0بـه ترتیـب    B-Gو  B-Lژنی اطلاعات شانون در دو جایگاه 

محاسـبه شـد.    -17/0و  -13/0و شاخص تثبیـت بـه ترتیـب     59/0
هاي براي جایگاه شده  مشاهدهبیشترین مقدار شاخص هتروزیگوسیتی 

برآورد شد. بـرآورد   48/0و  25/0ا به ترتیب برابر ب B-Gو  B-Lژنی 
تواند به دلیل شدت می مطالعه موردي ها مرغ شاخص تثبیت منفی در

ي تثبیت همیشه در محـدوده  باشد. شاخص ها تیجمعانتخاب بالا در 
است و منفی بودن آن نشانی از کاهش هتروزیگوسیتی  متغیر 1تا  -1

 ـخون همو افزایش هموزیگوسیتی یا افزایش  انحـراف از   ینی و همچن
 شانون اطلاعات ها باشد. شاخصواینبرگ در جمعیت -تعادل هاردي 

 موردهاي ها است. در کل جمعیتتنوع ژنتیکی در جمعیت برآوردي از
  .داراي تنوع ژنتیکی نسبتاً بالایی بود B-G، جایگاه ژنی مطالعه

  
  گیري کلی نتیجه

براي هاي ژنی پل ارتباطی  یگاهجاهاي موجود در  یچندشکل
هاي مشاهده شده جهت بهبود مطالعات روي پاسخ ایمنی ژنوتیپ

توجه  باي بومی است. طبق نتایج این تحقیق ها مرغپاسخ ایمنی در 
توان از این  یم، B-Gو  B-Fژنی یگاه جاچندشکلی در دو  وجودبه 
نشانگر براي اصلاح نژاد ژنتیکی جهت افزایش  عنوان  بهها  یگاهجا

  استفاده کرد.  هایماريبومی به ي بها مرغمقاومت 
  

  سپاسگزاري
ي تحقیقات علوم دامی کشور، این پژوهش با همکاري موسسه

جهاد کشاورزي استان آذربایجان غربی، مرکز  امور داممعاونت 
تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان آذربایجان شرقی و با 

ی واحد مساعدت و همکاري آزمایشگاه ژنتیک دانشگاه آزاد اسلام
ي همکاران و عزیزان دریغ همهمراغه انجام گرفت. از همکاري بی

  کمال تشکر و سپاسگزاري را داریم. ادشدهمراکز ی
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Introduction1 Chicken major histocompatibility complex (MHC) region are important in immune responses, 

resistance to diseases, and relationships with evolution processes. The chicken major histocompatibility complex 
is composed of two gene regions: the B and Y (Rfp-Y) loci, both located on micro chromosome 16. The B locus 
includes three gene classes, I (B-F), II (B-L) and IV (B-G). The chicken major histocompatibility complex, 
consists of several clusters of highly polymorphic genes, some of which are associated with disease resistance. 
The class I and class II antigens resemble their mammalian counterparts in the encoded protein structure. The 
class IV region encodes the B blood group antigens, which are readily identified by serological blood-typing. 
The class III region appears to be divided in chickens, with some elements that are MHC-linked and others that 
map elsewhere. In addition the Rfp-Y system, which bears a strong similarity to the MHC, maps to the opposite 
side of the nucleolar organizer region on the same micro chromosome as the MHC. Each class of MHC genes is 
a potential candidate for a role in disease resistance. The MHC genes show associations with response to 
diseases as diverse as virally induced neoplasia, bacterial, parasitic and auto-immune diseases. 

 
Materials and Methods In this study, allelic polymorphism in B-L, B-F and B-G loci involved in the 

immune system in four Iranian indigenous chickens were examined using PCR-RFLP technique. Two hundred 
birds including common, West Azerbaijan, Marandi, Mazandarani indigenous chicken breeds were selected. As 
much as 1-2 ml of blood was taken from each of the chicken. Blood samples were transferred to the 
anticoagulant (Ethylene diamine tetra acetic acid) tubes in the vicinity of the ice to the genetic and 
biotechnological laboratory of Islamic Azad University, Maragheh branch and until the onset of genomic DNA 
extraction and subsequent experiments were kept at -20°C. In the extraction of the genomic DNA of blood 
samples, the salting out method and for amplify of each locus, a pair of specific primers was used. For detection 
of mutation in the loci the Msp I enzyme was used. For genetic analysis of data derived from digestive enzymes 
in indigenous chickens, POPGENE software version 1.32 was used. This software is used to estimate the allele 
and genotypic frequencies, observed and expected heterozygosity, mean heterozygosity, Hardy-Weinberg 
equilibrium, Fixation index, Shannon information index, and other genetic parameters.  

  
Results and Discussion According to this study results, in the 374-bp locus of B-L, after enzymatic 

digestion, only BB genotype and monomorphic was detected. In the 1048 bp locus of B-F, two genotypes CG 
and GG were identified and the C allele included 515, 410, 75 and 47 bp bands, and the G allele also included 
bands of 410, 302, 213, 75 and 47 bp and the χ2 calculated in this locus was not significant for all populations (P 
< 0.05), and all populations were in Hardy-Weinberg equilibrium. Three Genotype MM, MN and NN genotypes 
were identified for the locus of B-G (401 bp), M allele included a 401 bp band and N allele included bands of 
350 and 51 bp. The χ2 calculated in this locus was not significant for the indigenous chicken population of 
Mazandarani (P < 0.05) and this population was in Hardy-Weinberg equilibrium. The Shannon information 
index was calculated to be 0.37 and 0.59 in markers loci of B-F and B-G, respectively, and the fixation index 
values were -0.13 and -0.17, respectively. The highest observed heterozygosity index for B-L and B-G loci was 
0.24 and 0.57, respectively. Estimation of the negative fixation index values in the studied chickens populations 
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could be due to the high selection rate in the populations. The fixation index values is always variable in range -1 
to 1, and its negativity indicates a decrease in heterozygosity and increase in homozygosity or increased 
inbreeding, as well as a deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium in the populations. Shannon's 
information index is an estimate of genetic diversity in populations. In all of the populations studied, the B-G 
locus has a relatively high genetic diversity. 

 
Conclusion Regarding the polymorphism in the two gene sites (B-F and B-G) studied and the heterozygosity 

reduction in the populations studied, can be prevented from occurrence of non-random crosses in populations 
and prevented the reduction of heterozygosity and thus reduced genetic diversity. Also, by studying the immune 
responses associated with these two gene sites, from these genes can be used as marker for genetic breeding in 
indigenous chickens for increase of resistance to diseases. 

 
Key words: Indigenous chicken, MHC, PCR-RFLP, Polymorphism. 
 


