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انسولینی 1 در طیور بومی خراسان

عاطفه اسماعیل نژاد1* غلامرضا نیکبخت بروجنی2 
۱( گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز، شیراز، ایران

2( گروه میکروبیولوژی و ایمونولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

  )  دریافت مقاله: 24 تیر ماه ۱395،   پذیرش نهایی: 6 مهر ماه ۱395(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: مجتمع سازگاری نسجی )MHC( در طیور با حساست یا مقاومت نسبت به بیماری ها، صفات تولیدی و تولید مثلی در ارتباط 
است و تشخیص تنوع آن در جمعیت های در حال اصلاح نژاد می تواند به انتخاب جمعیت های مقاوم به بیماری ها  همراه با خصوصیات تولیدی 
برتر کمک نماید. ارتباط MHC با صفات کمی می تواند به عدم تعادل پیوستگی جایگاه MHC با ژن های اصلی کنترل کننده صفات کمی مربوط 
باشــد. هدف: بررســی تنوع ژن هایMHC و احتمال پیوستگی آن با ژن فاکتور رشــد شبه انسولینی IGF1( 1( در جمعیت طیور بومی خراسان. 
روش کار: در مطالعه حاضر تعداد 313 نمونه DNA مربوط به جمعیت طیور بومی خراسان آزمایش شدند. به منظور تعیین ژنوتیپ های MHC از 
ریزماهواره LEI0258 و روش تحلیل قطعه ای استفاده شد. تنوع تک نوکلئوتیدی )SNP( در ناحیه UTR- ׳5 ژن IGF1 با کمک آزمون RFLP و 
آنزیم محدودیت PstI مورد بررسی قرار گرفت. پیوستگی بین دو جایگاه ژنتیکی MHC و IGF1 نیز با با کمک نرم افزار SAS/Genetics و آزمون 
نسبت درست نمایی مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج: در جمعیت طیور بومی خراسان در مجموع 25 آلل )185 تا 493 جفت باز( و 76 ژنوتیپ از 
ریزماهواره LEI0258 تشخیص داده شد. دو آلل )PstI -( اAاو )PstI +( اBاو سه ژنوتیپ )AA، AB و BB( نیز برای ژن IGF1 شناسایی شدند. در 
جمعیت حاضر عدم تعادل پیوستگی  بین دو جایگاه ژنتیکیMHC و IGF1 مشاهده شد )p=0/0083(. نتیجه گیری نهایی: نتایج این مطالعه بیانگر 
تنوع ژنتیکی بالای MHC در جمعیت طیور بومی خراسان و نشان دهنده اهمیت این توده بومی به عنوان یک ذخیره ژنتیکی ارزشمند است. نتایج 
مطالعه پیوستگی ژنی موید فرضیه ارتباط MHC با صفات تولیدی از طریق پیوستگی آلل های MHC با ژن های کنترل کننده این صفات است.

واژه های کلیدی: مجتمع سازگاری نسجی،IGF1، پیوستگی ژنی ، طیور بومی

مقدمه
صنعت طیور یکی از مهم ترین منابع تأمین غذا در سراسر دنیا بوده و از نظر 

اقتصادی بسیار حائز اهمیت است. گوشت و تخم  طیور یکی از مهمترین منابع 

پروتئینی در جهان هستند و پیش بینی شده که گوشت طیور پر مصرف ترین 

گوشت در 10 تا 20 سال آینده خواهد بود )6(. سازمان خوار و بار و کشاورزی 

)FAO( پیش بینی کرده اســت که تا ســال 2030 میلادی، تولیدات طیور 

سالیانه یک رشد 2/5 درصدی در کشور های توسعه یافته و 3/4 درصدی در 

کشور های در حال توسعه خواهد داشت. این رشد دلایل مختلفی دارد که از 

این جمله می توان به بهبود دستگاه های مدیریت، افزایش سطح بهداشت، 

بهبود واکسیناسیون و معرفی هیبرید های تجاری به فارم ها اشاره کرد )25(. 

در طی چهار دهه گذشته صنعت طیور به سمت انتخاب لاین های تجاری 

با رشــد و تولید بیشتر و ضریب تبدیل کمتر پیش رفته است. اگرچه روش 

سنتی انتخاب بر مبنای صفات فنوتیپی در نژاد های گوشتی باعث بهبود رشد 

و افزایش تولید در طی نیم قرن اخیر شده است، اما متأسفانه  این روش های 

اصلاح نژادی با کاهش تنوع ژنتیکی و ضعف کلی در دستگاه ایمنی طیور 

همراه بوده است )13،33(. کاهش تنوع، تحقیقات نوین پیرامون گونه های 

مختلف طیور را محدود خواهد ساخت. نکته مهم تر جمعیت هایی هستند که 

از نظر ژنتیکی یکسان و توان مقابله با بیماری های جدید را ندارند. این امر 

خطری جدی برای صنعت طیور محسوب می شود )10،28(.

توده های بومی به عنوان یکی از مهمترین ذخایر ژنتیکی هر مرز و بوم، 

از اهمیت ویژه ای برخوردارند. در سرتاسر دنیا، جمعیت های بومی متعددی از 

طیور با خصوصیات فنوتیپی منحصر به فرد و در نتیجه انتخاب و اهلی سازی 

آن ها ایجاد شده است )4(. خصوصیات منحصر به فرد این توده ها مانند تنوع 

ژنتیکی بالا، مقاومت طبیعی به بیماری ها، طول عمر بیشــتر و نیاز غذایی 

کمتر، آن ها را نســبت به نژاد های تجاری متمایز می نماید. این جمعیت ها 

در نتیجــه مواجهه مکرر با پاتوژن هــا و عوامل بیماریزای محیطی در طی 

قرن ها، نسبت به بسیاری از  بیماری های بومی مقاومت ژنتیکی پیدا کرده  

و در مقایســه با طیور تجاری نیاز کمتری به انواع درمان و واکسیناســیون 

دارند )30،35(. بنابراین، داشتن اطلاعات جامع از پتانسیل ژنتیکی نژادهای 

بومی، به منظور ارزیابی توانایی های جمعیت ها در بهبود و گسترش تولید در 

آینده، نیاز هر جامعه ای است )37(.  

اهمیت صنعت طیور از نظر اقتصادی، صاحب نظران را به ســمت این 

نکته ســوق داده است که برای بهینه سازی و انتخاب بهتر، توجه بیشتری 

به عوامل ژنتیکی داشته باشند و با بهره گیری از این عوامل در جهت ایجاد 

لاین هــای مقاوم به بیماری ها، با پاســخ دهی بهتر به واکســن ها و صفات 

تولیدی برتر تلاش کنند )28،33(. در راســتای بهبود صفات تولیدی همراه 
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با افزایش مقاومت به بیماری در جمعیت ها، استفاده از نشانگرهای ملکولی 

که با هر دوی این صفات مرتبط هستند سودمند خواهد بود. از این نشانگرها 

می توان به منظور معرفی و یا حفظ و بقای آلل های سودمند و بهبود صفات 

با وراثت پذیری بالا در فرایند "انتخاب بر اساس نشانگر" استفاده کرد )3،5(. 

یکی از مهمترین نشــانگرهای ژنتیکی ، مجتمع ســازگاری نســجی 

)MHC( اســت که نقش آن  در کنترل بســیاری از بیماری ها )باکتریایی، 

ویروسی و انگلی(  و بهبود بسیاری از صفات تولیدی و تولید مثلی مشخص 

شــده است )7،29،34(. خوشه ژنی MHC در طیوربه شکلی بسیار متراکم 

بر روی میکروکروموزوم 16 واقع شــده است و تنها ژن های ضروری را دارا 

می باشــد )23(. ژن های MHC در طیوربا مقاومت یا حساســیت نسبت به 

تعدادی از پاتوژن های باکتریایی و ویروسی در ارتباط بوده وبه علاوه، بسیاری 

از خصوصیات دیگر غیر وابسته به ایمنی از جمله صفات تولیدی و تولید مثلی 

نیز در طیور توســط این خوشــه ژنی کنترل می شــوند )8،11،14،16،39(. 

مطالعات نشان می دهند که انتخاب جمعیت های طیور بر اساس رشد بیشتر، 

تولید بالاتر، صفات تولید مثلی برتر و مقاومت بیشــتر نسبت به بیماری ها، 

فراوانی هاپلوتیپ های MHC را در آن ها تغییر داده است )31،32(. امروزه 

MHC به عنوان یک نشانگر با ارزش برای تحلیل های متمرکز در طیور، 

جهت انتخاب جمعیت های مقاوم به بیماری ها با ویژگی های پرورشی مؤثر 

مورد توجه قرار گرفته است )8(.

برای ارتباط بین هاپلوتیپ های MHC و صفات تولیدی فرضیه های 

مختلفــی مطرح شــده اســت. Lunden و همــکاران در ســال 1993 و 

Ewald و همــکاران در ســال 2007 در فرضیــه ای علــت ایــن ارتباط را 

عــدم تعــادل پیوســتگی )Linkage disequilibrium( جایــگاه ژنی

MHC بــا ژن هــای اصلــی و یــا فرعــی کنترل کننده ایــن صفات کمی                                                                                     

))Quantitative trait loci )QTLs( دانســته اند )8،19(. هورمون رشد 

شــبه انســولینی IGF1( 1( یک تنظیم کننده رشــد، تکثیر، تمایز سلولی 

و ســنتز پروتئیــن در انواع رده های مختلف ســلولی اســت. بخش اعظم 

فعالیت های هورمون رشــد نیز در طیور با واســطه IGF1 صورت می گیرد. 

مطالعات متعددی نشان می دهند که تنوع ژنیIGF1 با خصوصیات تولیدی 

و تولید مثلی مختلفی در طیور همراه بوده و این ژن می تواند به عنوان یک 

QTL اصلی کنترل کننده صفات تولیدی ، نشانگر مناسبی برای مطالعه این 

صفات و بررسی ارتباط آن ها با MHC باشد )13،17،36(.

هدف از مطالعه حاضر بررســی تنوع ژنتیکیMHC و پیوستگی آن با 

ژن IGF1، در جمعیت طیور بومی خراســان است. جمعیت مذکور به مدت 

8 نســل تحت برنامه های اصلاح نژادی به منظور بهبود و افزایش صفات 

تولیدی قرار داشــته اند. جهت بررســی تنوع MHC از نشانگر ریزماهواره 

LEI0258 اســتفاده شده است که در میکروکروموزوم 16 و در ناحیه خوشه 

ژنی MHC قرار دارد )9(.

مواد و روش کار
نمونه گیری و استخراج DNA: در این مطالعه 313 نمونه خون کامل 

از مرکز اصلاح نژاد و پشــتیبانی مرغ بومی خراســان رضوی و بر اســاس 

فرمول ارائه شده توسط Bashalkhanov و همکاران در سال 2009 تهیه 

شد )2(. فعالیت های اصلاح نژادی این مرکز از سال 1385 و به منظور حفظ 

وحراست از ذخایر پرارزش ژنتیکی مرغ بومی، بررسی وشناسایی پتانسیل 

تولیدی، اصــلاح نژاد و بهبود صفات تولیدی در مرغ بومی خراســان آغاز 

شــده است. در حال حاضر جمعیت این مرکز به مدت 8 نسل تحت برنامه 

اصــلاح نژاد به منظور افزایش تعداد تخم مــرغ، افزایش وزن تخم مرغ و 

کاهش ســن بلوغ جنســی و افزایش وزن بدن در هنگام بلوغ جنسی قرار 

 EDTA در لوله های حاوی DNA دارند. نمونه های خون تا زمان استخراج

و در دمای °C 20- نگهداری شــدند. اســتخراج DNA با استفاده از کیت 

استخراج DNA ژنومی )BIONEER، کره( انجام گرفت. کمیت و کیفیت 

DNA استخراج شده به ترتیب به کمک روش های اسپکتروفتومتری و ژل 

الکتروفورز مورد ارزیابی قرار گرفتند.

تعییــن ژنوتیپ هــای MHC: تعیین ژنوتیپ های MHC با اســتفاده 

ازنشــانگر ریزماهــواره  LEI0258 و به کمک روش تحلیل قطعه ای انجام 

شد. برای تکثیر این نشانگر، ابتدا آغازگر رشته پیشروی مرتبط با ریزماهواره 

LEI0258 با رنگ فلورســنت FAM-6 نشــاندار شــده )رنگ به قسمت׳5 

آغازگر متصل می شود( و سپس در واکنش زنجیره ای پلیمراز مورد استفاده 

قرار گرفــت. واکنش در حجم نهایی μl 25 شــامل DNA 20 ng ژنومی، 

 1/5 mM ، 10 از هر کدام از آغازگرهای اختصاصی ریزماهواره مذکور pm

کلریــد منیزیــم،  μM 250 از هر یــک از بازهای آلــی )dNTP(،  بافر 1xا                  

)mM Tris-HCl, pH 8.4, 50 mM KCl 20( و یک واحد آنزیم پلی مراز 

Taqا)Fermentas، آلمان( صورت گرفت. چرخه های دمایی شــامل یک 

مرحله واسرشتگی اولیه در دمای C°94 به مدت یک دقیقه، 35 چرخه سه 

مرحله ای، شامل مرحله واسرشته سازی در دمای C°92 به مدت 45 ثانیه، 

 72°C 57 به مدت 45 ثانیه، مرحله بسط در دمای°C مرحله اتصال در دمای

به مدت 45 ثانیه و در انتها یک مرحله بسط انتهایی در دمای C°72 به مدت 

1 ســاعت و 30 دقیقه بود. آغازگرهای ریزماهواره LEI0258 طبق گزارش 

McConnell و همکاران در سال 1999 )به شماره دسترسی Z83781 در 

بانک ژن( مورد استفاده قرار گرفتند )22(. پس از تکثیر آلل های ریزماهواره 

LEI0258 بــا آغازگر نشــاندار، μl 5 از محصول واکنش زنجیره ای پلیمراز 

بر روی ژل آگاروز 4% به مدت 3 ســاعت الکتروفورز شــد. پس از مشاهده 

باند قوی و مناسب، نمونه ها برای انجام تحلیل قطعه ای انتخاب شدند. به 

منظور انجام تحلیل قطعه ای، μl 0/5 از محصول واکنش زنجیره ای پلیمراز 

 Gene Scan 500 LIZ Size standadrd,(0/5 از نشــانگر وزنــی μl با

Applied Biosystems(ا GS500LIZ و μl 9 فرمامیــد ترکیب شــد و 3 

دقیقه در دمای C°95 قرار گرفتند. قطعات DNA تک رشته ای بلافاصله به 
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  ABI 3130 روی یخ انتقال داده شده و با استفاده از دستگاه آنالایزر ژنتیکی

تفکیک شدند )Applied Biosystems, Foster City, CA, USA(. در 

نهایت نتایج حاصل با اســتفاده از نرم افزار Peack scanner نسخه 1/0 

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند )9(.

تعییــن ژنوتیپ هــای IGF1: قطعــه 621 جفــت بــازی مربــوط بــه 

ناحیــه غیر ترجمــه شــونده ســمت ׳UTR( 5 ׳5( ژن IGF1 بــا کمــک 

و  5׳-GACTATACAGAAAGAACCCAC-׳3  آغازگرهــای 

׳TCACTCAAGTGGCTCAAGGT-5-׳3 افزوده سازی شد. واکنش 

در حجم نهایی μl 25 شــامل DNA 50 ng ژنومی، pm 10 از هر کدام از 

آغازگرهای اختصاصی mM ،IGF1 2 کلرید منیزیم، μM 200 از هر یک 

 mM Tris-HCl, 8.4, 50 mM KCl(1اx بافر  ،)dNTP( از بازهای آلی

pH 20( و یــک واحد آنزیم پلی مــراز Taqا)Fermentas، آلمان( انجام 

 94°C شد. چرخه های دمایی شامل یک مرحله واسرشتگی اولیه در دمای

به مدت 5 دقیقه، 35 چرخه ســه مرحله ای، شامل مرحله واسرشته سازی 

در دمــای C°94 به مدت 45 ثانیه، مرحله اتصال در دمای C°57 به مدت 

45 ثانیــه، مرحله بســط در دمای C°72 به مدت 60 ثانیــه و در انتها یک 

 5 μl  72به مدت 10 دقیقه است. در نهایت°C مرحله بسط انتهایی در دمای

از محصــول PCR بــر روی ژل آگاروز 2% )در بافــر 1X TBE( الکتروفورز 

شــده و کیفیت محصول PCR برای مراحله بعــد مورد ارزیابی قرار گرفت. 

تنوع تک نوکلئوتیدی )SNP( در ناحیه UTR ׳5 ژن IGF1 با کمک آزمون 

RFLP و آنزیم محدودیت PstI شناسایی شد. هضم آنزیمی بر روی μl 5 از 

محصــول PCR مرحله قبل همراه با دو واحد آنزیم PstIا)Roche، آلمان( 

به مدت یک شــب در دمای C°37 درجه صورت گرفت. قطعات حاصل از 

بــرش آنزیمی بر روی ژل اکریل آمید 10% )در بافر 1X TBE( به مدت 90 

دقیقه با اختلاف پتانسیل 100 ولت الکتروفورز شد. سپس رنگ آمیزی انجام 

 Photocaptureگرفت. تصاویر به دست آمده از ژل ها به کمک نرم افزار

نســخه 99/03  آنالیز و طول قطعات بریده شــده تعیین گردید )26(. برای 

تأیید نتایج RFLP، از هر یک از پروفایل های حاصله دو نمونه خالص سازی 

شده )Macrogen، کره( و جهت تعیین توالی مستقیم  ارسال شد. تعیین 

توالی با استفاده از روش سنجر و دستگاه آنالایزر ژنتیکی ABI3730 انجام 

شــد )Applied Biosystems, Foster City, CA, USA(. توالی هــای 

بدست آمده با استفاده از نرم  افزار هایCLC sequence viewer 6.7 و 

Bio edit با یکدیگر و با توالی های مرجع وب ســایت NCBI هم ردیف و 

مقایسه شدند.

تحلیل ژنتیک جمعیت: آلل های ریزماهواره LEI0258 و ژن IGF1 بر 

اساس اندازه )جفت باز( شناسایی شدند. تعداد آلل ها و ژنوتیپ های مشاهده 

 ،)PIC( شــده، فراوانی آلل ها و ژنوتیپ ها، محتوای اطلاعات پلی مرفیسم

میزان هتروزیگوسیتی و هوموزیگوسیتی مورد مشاهده و مورد انتظار برای 

هــر ژن بطور جداگانه توســط نرم افزار POP GENE نســخه 1/32 مورد 

ارزیابی قرار گرفــت )40(. انحراف از تعــادل هاردی-وینبرگ )HWE( در 

SAS/ هر جایگاه با اســتفاده از آزمون دقیق فیشر و با اســتفاده از نرم افزار

Genetics بررســی شــد ).SAS Institute, Cary, NC, U.S.A(. عدم 

تعادل پیوســتگی )LD( بین دو جایگاه ژنتیکــی LEI0258 و IGF1 نیز با 

کمــک نرم افــزار SAS/Genetics و آزمون نســبت درســت نمایی  مورد 

ارزیابی قرار گرفت. 

نتایج
در بررســی تنوع MHC در 313 نمونه متعلق به جمعیت طیور بومی 

خراســان ، 25 آلل از ریزماهواره LEI0258 )185 تا 493 جفت باز( مشاهده 

شــد که نشــان دهنده تنوع بالای MHC در این جمعیت است. آلل 361 

ریزماهواره LEI0258 بیشــترین فراوانی )26/44%( و آلل های 207 و 262 

کمترین فراوانی )0/16%( را در جمعیت نشان دادند ) جدول 1(.  به لحاظ  هم 

جدول 1. فراوانی آلل های ریزماهواره LEI258 و ژنIGF1 در طیور بومی خراسان.

جایگاه ژنتیکی )bp( آلل خطای استاندارد  فراوانی)%(  فاصله اطمینان %95

185 0/32 0/0023 0/0000 0/0080

194 11/38 0/0123 0/0913 0/1399

207 0/16 0/0016 0/0000 0/0048

220 7/53 0/0111 0/0543 0/0994

246 3/21 0/0069 0/0177 0/0465

250 0/48 0/0028 0/0000 0/0112

254 0/32 0/0023 0/0000 0/0080

262 0/16 0/0016 0/0000 0/0048

265 2/88 0/0066 0/0161 0/0417

266 0/64 0/0032 0/0016 0/0129

297 0/96 0/0039 0/0032 0/0176

310 6/25 0/0102 0/0447 0/0831

311 4/17 0/0085 0/0256 0/0593

313 23/56 0/0157 0/2051 0/2669

325 0/32 0/0023 0/0000 0/0080

345 0/64 0/0032 0/0016 0/0129

LEI0258 350 0/80 0/0036 0/0016 0/0160

361 26/44 0/0174 0/2299 0/2971

381 0/48 0/0028 0/0000 0/0112

384 1/12 0/0042 0/0032 0/0192

394 1/60 0/0050 0/0080 0/0272

425 2/56 0/0062 0/0145 0/0399

436 1/92 0/0054 0/0096 0/0304

451 1/12 0/0042 0/0032 0/0209

493 0/96 0/0039 0/0032 0/0176

IGF1 A 39/94 0/0165 0/3674 0/4297

B 60/06 0/0165 0/5703 0/6326
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بــارز بودن آلل های ریزماهواره، از مجموع  25 آلل ،76 ژنوتیپ )6 ژنوتیپ 

هوموزیگوت و 70 ژنوتیپ هتروزیگوت( مشاهده شد که ژنوتیپ 313/361 

بیشترین فراوانی )16/35%( را دارا بود. بررسی جمعیت طیور بومی خراسان 

درصــد بالایی از هتروزیگوســیتی را  نشــان می دهد، به طــوری که %87 

جمعیت در این جایگاه ژنتیکی هتروزیگوت بودند. با بررسی تعادل هاردی-

وینبرگ در جایگاه LEI0258 با استفاده از آزمون فیشر انحراف معنی داری 

از تعادل در این جایگاه مشــاهده نشد و جمعیت در تعادل هاردی-وینبرگ 

قرار داشت )p=0/238( )جدول 2(.

بررســی تنوع تک نوکلئوتیــدی در قطعه 621 جفت بــازی مربوط به 

ناحیــه UTRا׳5 ژن IGF1، یک جایگاه برش آنزیــم PstI را در این ناحیه 

نشان می دهد که SNP در آن منجر به ایجاد آلل ها و ژنوتیپ های مختلف 

می شــود. نتایج تعیین توالی این قطعه نشان می دهد جایگزینی نوکلئوتید 

تیمین )T( به جای سیتوزین )C( در موقعیت 257 باعث از بین رفتن جایگاه 

برش آنزیم شده و الگوی متفاوتی در RFLP ایجاد می کند. با کمک آزمون 

RFLP دو آلــل A )621 جفت باز( و B )257+364 جفت باز( و ســه ژنوتیپ 

 364+257( BB و )621+257+364 جفت بــاز( AB ،)621 جفت بــاز( AA

جفت باز( در جمعیت مشــاهده شــد. فراوانی آلل های A و B به ترتیب 40 

و 60% و ژنوتیپ های AA، AB و BB به ترتیب 9، 62 و 29% بوده اســت 

)جدول 1(. توالی ژن IGF1 در جمعیت حاضر مشــابه با سایر جمعیت های 

دنیــا بــوده و تفاوتی با گزارش های بانک ژن نداشــت. در مورد این جایگاه 

نیز درصد بالای هتروزیگوتــی )62%( و انحراف از تعادل هاردی-وینبرگ 

)p>0/0001( در جمعیت طیور بومی خراسان دیده شد )جدول 2(.

در مطالعه پیوســتگی ژنی نیز عدم تعادل پیوستگی قابل ملاحظه ای 

بین دو جایگاه ژنتیکیLEI0258 وIGF1 در جمعیت طیور بومی خراســان 

مشاهده شد )p=0/0083( )جدول 3(.

بحث 
انتخاب ژنتیکی یکــی از روش های کاربردی برای بهبود خصوصیات 

تولیدی در حیوانات در چند ســال اخیر بوده است. شناسایی پیوستگی بین 

نشانگرهای ژنتیکی و جایگاه های کنترل کننده صفات فنوتیپی، در فرایند 

انتخاب بر اســاس نشانگر ســودمند خواهد بود. اگر یک نشانگر DNA با 

ژن هــای اصلی کنترل کننده این صفات پیوســتگی داشــته باشــد، آنگاه 

آلل های مختلف این نشانگر با اثرات مختلف این ژن ها بر صفت مورد نظر، 

همراه خواهند بود. از نشــانگرهایی کــه در ارتباط نزدیک با ژن های اصلی 

کنترل کننده این صفات هستند می توان در جهت انتخاب و بهبود صفات در 

جمعیت ها بهره برد )3،5(. 

یکــی از مهمتریــن و مؤثرتریــن جایگاه های ژنتیکــی کنترل کننده 

صفات در طیور خوشــه ژنی MHC بوده که نقش آن در بهبود بسیاری از 

صفات تولیدی و تولید مثلی از جمله وزن بدن، میزان تخمک گذاری، تولید 

تخم مــرغ، وزن تخم مرغ ، میزان باروری، میزان جوجه درآوری، ســن بلوغ 

جنســی و وزن بدن در هنگام رســیدن به بلوغ جنسی مشخص شده است 

)11،21،29،34(. لازم بــه ذکر اســت که برخی از این ارتباطات ذکر شــده 

بین MHC و صفات تولیدی، اختصاصی نژاد بوده و ممکن است در سایر 

جمعیت ها مشــاهده نشوند. به علاوه زمینه ژنتیکی جمعیت و تعامل آن با 

MHC نیز در برقراری این ارتباطات نقش بســیار مهمی دارد. بنابر این، در 

صورت نیاز به طراحی یک برنامه اصلاح نژاد بر مبنای ژنتیک برای جمعیت 

مدنظر، باید ابتدا خصوصیات ژنتیکی و تنوع MHC و همچنین ارتباط آن با 

صفات تولیدی را در جمعیت مذکور به طور دقیق مطالعه نمود تا بتوان برای 

نسل های آینده برنامه ریزی دقیقی داشت )31(. 

در تحقیق حاضر به بررســی تنوع MHC در طیور بومی خراســان با 

 LEI0258 پرداخته شده است. ریزماهواره LEI0258 استفاده از ریزماهواره

در میکروکروموزوم 16 طیورو در مجاورت ژن های MHC قرار گرفته است. 

میزان پلی مورفیســم و تنوع آللی در ژنوتیپ هــای این ریزماهواره می تواند 

شــاهدی بر تنوع در هاپلوتیپ های خوشه ژنی MHC باشــد )27،35(. در 

جمعیت مورد مطالعه 25 آلل و 76 ژنوتیپ مربوط به این ریزماهواره شناسایی 

 MHC در این جمعیت است.تنوع MHC شد که نشان دهنده تنوع بالای

در طیور بومی خراسان )25 آلل( مشابه با سایر جمعیت های بومی از جمله 

طیــور بومی مرندی )23 آلل( ویتنــام )24 آلل(، تانزانیا )23 آلل(، چین )20 

آلل(، تایوان )16 آلل( و برزیل )15 آلل( و متفاوت از جمعیت  های تجاری )3 

تا 5 آلل( است )4،12،18،20،29،34(. میزان بالای هتروزیگوسیتی )%87( 

در جمعیت طیور بومی خراســان نیز مشابه با طیور بومی تانزانیا )%86/4(، 

ویتنام )91%( و مرندی )81%( و بالاتر از طیور گوشتی آرین )34%( بوده است 

)27،32(. نتایج مربوط به تعداد آلل ها و همچنین میزان هتروزیگوسیتی در 

 Observed  )2 .Observed homozygosity )1 .جدول 2. هتروزیگوسیتی و هوموزیگوسیتی مورد مشاهده و مورد انتظار و آزمون تعادل هاردی-وینبرگ در طیور بومی خراسان
.Hardy-Weinberg equilibrium )5 .Expected heterozygosity  )4 .Expected homozygosity )3 .heterozygosity

HWE5

p value
هتروزیگوسیتی مورد 

انتظار4 )%(
هموزیگوسیتی مورد 

انتظار3 )%(
هتروزیگوسیتی مورد 

مشاهده2 )%( 
هموزیگوسیتی مورد 

مشاهده1 )%(
جایگاه ژنتیکیتعداد نمونهتعداد آلل

0/238084/8615/1487/1812/7825626LEI0258

>0/000148/1251/8861/9837/702626IGF1

جــدول 3. آزمــون عدم تعادل پیوســتگی بیــن دو جایگاه ژنــی LEI0258 و IGF1 در 
طیور بومی خراسان.  p>0/05 )2 .Degree of freedom )1 معنی دار است.

p value 2مربع کایLog Like1فرضیهدرجه آزادی

-153925H0 =عدم وجود ارتباط

0/008342/3411-151848H1 =وجود ارتباط آللی
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جمعیت طیور بومی خراســان نشان می دهد که این جمعیت تنوع ژنتیکی 

بســیار بالایی در ناحیه خوشه ژنی MHC داشته و می تواند به عنوان یک 

ذخیره ژنتیکی ارزشمند در برنامه های حفظ و اصلاح نژاد مدنظر قرار گیرد.

ژن IGF1 در کرومــوزوم 1 طیور و در ناحیه ای که جایگاه های کنترل 

کننده رشــد قرار گرفته اند، واقع شــده اســت. تأثیر فاکتور های رشــد شبه 

انســولینی بر صفات تولیدی و تولید مثلی در طیور حاصل مطالعاتی اســت 

که مقادیر مختلفی از فاکتور های رشــد شــبه انســولینی، هورمون رشد و 

گنادوتروپیــن را بــه طیور تزریق کرده و اثرات آن هــا را بر صفات مختلف 

مورد بررســی قرار دادند. اولین بار Nagaraja و همکاران در ســال 2000 

تنوع ناحیه غیر ترجمه شونده سمت ׳5 ژن IGF1 را در نژاد لگهورن سفید 

 RFLP مورد بررســی قرار دادند و استفاده از روش PstI با اســتفاده از آنزیم

و آنزیم محدودیت PstI را به عنوان یک روش مناســب جهت ژنوتایپینگ 

 IGF1 ا׳5 ژنUTR معرفی کردند )26(. در این تحقیق نیز تنوع ناحیه IGF1

در جمعیت طیور بومی خراســان با اســتفاده از این روش مورد بررسی قرار 

گرفــت و دو آلــل Aا)PstI-( و Bا)PstI+( به ترتیب با فراوانی 40 و 60% و 

ســه ژنوتیپ PstI ،)+/+( PstI )+/-( وPstI )-/-( در جمعیت شناسایی شد. 

Nagaraja و همــکاران در ســال 2000 ارتباط تنوع ژنی IGF1 را با چند 

صفت فنوتیپی مورد بررسی قرار دادند و نشان دادند آلل Bا)PstI+( بیشترین 

فراوانی )0/83( را داشــته و ژنوتیپ های PstI )+/+( و PstI )+/-( با افزایش 

میانگیــن وزن تخم مرغ و ژنوتیپ PstI )+/-( با افزایش وزن و اســتحکام 

پوسته تخم مرغ همراه بوده اند )26(. 

در مطالعه ای که توسط Kim و همکاران در سال 2004  بر روی 104 

نمونه از جمعیت بومی کره )KNOC( انجام شده است، بر خلاف جمعیت 

ماکیان بومی خراسان آلل Aا)PstI-( و ژنوتیپ A/A فراوانی بیشتری داشته 

است. در این مطالعه ژنوتیپ B/B با افزایش تولید تخم مرغ در 50 هفتگی 

همراه بود )Tang .)15 و همکاران در سال 2010 نیز تنوع ژن های IGF1 و 

IGF2 و همچنین ارتباط آن ها با برخی صفات تولیدی و تولید مثلی را در دو 

جمعیت بومی چین )Beijing و Silkies( مورد بررسی قرار دادند. فراوانی 

آلل های A و B در نژاد Silkies به ترتیب 45 و 55% و در نژاد Beijing به 

 )-PstI(اA ترتیب 100 و صفر بوده است. نتایج این مطالعه ارتباط بین آلل

ژن IGF1 را با افزایش وزن بدن و همچنین افزایش طول و ضخامت ساق 

پا، در نژاد Silkies نشان داد )36(. 

Li و همکاران در سال 2008 مطالعه ای بر روی 120نمونه از جمعیت 

بومی چین )Wenchang( انجام دادند. فراوانی آلل های A و B در جمعیت 

مــورد مطالعه به ترتیــب 53 و 47% بوده و ارتباط معنــی داری بین آلل Bا 

)PstI+( با افزایش تعداد تخم مرغ و افزایش طول دوره تخم گذاری بدســت 

آمد )17(. مطالعه دیگری نیز بر روی همین جمعیت )Wenchang( توسط 

Li و همکاران در سال 2010 انجام گرفت و ارتباط معنی داری بین ژنوتیپ 

A/B از IGF1 با افزایش وزن و اســتحکام پوسته تخم مرغ گزارش شد. در 

مطالعه ای که در ایران توســط Abbasi و همکاران در سال 2011 بر روی 

نژاد بومی مازندران انجام شــده اســت نیز دو آلل و ســه ژنوتیپ برای ژن 

IGF1 مشــاهده شد. جمعیت بومی مازندران از شهر ها و روستا های شمال 

کشور جمع آوری شده و در مرکز اصلاح نژاد نگهداری می شوند. در جمعیت 

  A/B 51%( و ژنوتیپ( B بومی مازندران نیز مشــابه جمعیت خراســان آلل

)50/23 %( بیشترین فراوانی را داشته اند )1(. 

مطالعات انجام شده نشان می دهند که تنوع ژنیIGF1 با خصوصیات 

تولیدی و تولید مثلی مختلفی همراه بوده و پیشنهاد شده است که این ژن 

می تواند در یک ارتباط نزدیک )پیوســتگی( با ژن های اصلی کنترل کننده 

رشد و تولید تخم مرغ در طیور باشد )17،26،36(. نکته مهم آنکه عدم تعادل 

پیوســتگی غالباً برای ژن هایی مطرح می شــود که از نظر فیزیکی به هم 

پیوســته اند و به نظر می رسد که بررسی عدم تعادل پیوستگی بین ژن های 

واقــع در کروموزوم های متفاوت )MHC کروموزوم 16 و IGF1 کروموزوم 

1( امکان پذیر نیست. بر اساس تعریف، عدم تعادل در پیوستگی ژن ها  الزاماً 

به پیوستگی فیزکی آن ها مربوط نیســت، اگر چه به طور معمول ژن های 

مجاور هم در عدم تعادل پیوســتگی بیشتری قرار دارند )24(. در اینجا عدم 

تعادل پیوستگی ژن های MHC و IGF1 نمی تواند به جایگاه ژنتیکی آن ها 

مرتبط باشد چرا که بر روی کروموزوم های متفاوتی قرار دارند، ولی می تواند 

حاصــل انتخاب طبیعی برای همگامی تولید و ســلامت باشــد. به عبارتی 

حیواناتــی که تولید بالایی دارند، به دلیل مصرف انرژی برای تولید، انرژی 

کمتری برای پاسخ های ایمنی دارند. این حقیقت پیش از این در مورد طیور 

تجاری نشــان داده شــده اســت، به گونه ای که توان بالای تولید می تواند 

باعث کاهش ایمنی شود، ولی افزایش توان ایمنی الزاماً باعث کاهش تولید 

نخواهد شد )38(. از اینرو می توان نتیجه گرفت که احتمالًا ژن های مرتبط با 

ایمنی و مقاومت بیشتر، و یا حتی مناسب با شرایط زیست محیطی، همزمان 

با دســته ای از ژن های مرتبط با تولید به ارث رسیده اند تا تعادل بین ایمنی 

و تولید حفظ گردد. با این توصیف، ژن های مرتبط با تولید بالا که بر روی 

پاسخ های ایمنی اثری منفی دارند در طی نسل های متمادی حذف شده اند. 

لازم به ذکر است این مشاهدات بیشتر بر روی جمعیت هایی قابل انجام 

اســت که تحت تأثیر روش های انتخابی طبیعی قرار دارند.این خود دلیلی 

برای توجه بیشتر به ذخایر بومی کشور است. طیور بومی خراسان اگر چه در 

مرکز اصلاح نژاد و تحت نظارت متخصصین اصلاح نژاد قرار دارندولی هنوز 

هویت ژنتیکی آن ها حفظ شــده )در تعادل هاردی وینبرگ قرار دارند( و در 

مراحل مطالعاتی هستند و در طی هشت نسل، انتخاب برای صفت خاصی 

در آن ها صورت نگرفته است و می توانند برای مطالعات ژنتیک جمعیت و 

ایمونوژنتیک انتخاب شوند.  

نتیجــه گیــری: IGF1 می تواند نماینده مناســبی برای مطالعه صفات 

تولیدی در طیور بوده و بررســی ارتباط آن با ژن های MHC برای انتخاب 

نشانگر ژنتیکی مناسب جهت اصلاح نژاد و بهبود صفات تولیدی در طیور 

پیوستگی جایگاه ژنتیکی MHC با IGF1 در طیور
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داخل کشور بسیار کمک کننده خواهد بود. در مطالعه حاضر بر اساس فرضیه 

Lunden و Ewald ارتبــاط بین خوشــه ژنی MHC به عنوان نشــانگر 

ژنتیکــی با ژن IGF1 به عنوان یــک QTL کنترل کننده صفات کمی، در 

جمعیت طیور بومی خراسان مورد مطالعه قرار گرفت. عدم تعادل پیوستگی 

قابــل ملاحظه ای بین دو جایگاه LEI0258 و IGF1در جمعیت طیور بومی 

خراسان مشاهده شد )p=0/0083(. نتایج این مطالعه، فرضیه Lunden و 

Ewald مبنی بر اینکه تأثیر MHC بر صفات فنوتیپی می تواند در نتیجه 

پیوستگی آن با ژن های اصلی کنترل کننده صفات باشد را تقویت می کند.

تشکر و قدردانی
این تحقیق بامساعدت کارشناسان محترم مرکزاصلاح نژادوپشتیبانی 

مرغ بومی خراســان رضوی وبابودجه طرح پژوهشــی دانشکده دامپزشکی 

دانشگاه تهران به شماره7502015/6/23 انجام شده است.
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Abstract:
BACKGROUND: Indigenous chickens could serve as precious genetic resources that 

should be considered in conservation and breeding programs. The Major Histocompat-
ibility Complex (MHC) has a strong association to disease resistance/susceptibility, pro-
duction and reproduction traits in chicken. Therefore, identifying its polymorphism in 
populations under selective breeding could be used for selection of disease resistant and 
higher productive breeds. MHC association with quantitative traits could be  a result of its 
linkage with causative genes controlling these traits. Insulin-like growth factor 1 (IGF1) 
is a candidate marker for phenotypic traits in chicken which are associated with impor-
tant production and reproduction features. OBJECTIVES: Based on this hypothesis, MHC 
polymorphism and its association to IGF1 gene (as a marker for production traits) were 
investigated in Khorasan indigenous chicken. METHODS: In total, 313 DNA samples 
that belonged to the Khorasan indigenous chicken were analyzed. LEI0258 microsatellite 
marker and fragment analysis method was used for MHC genotyping. Single nucleotide 
polymorphism (SNP) of the IGF1 5’-UTR was detected by restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP) and PstI restriction endonuclease enzyme. Linkage disequi-
librium between MHC and IGF1 loci were also determined using SAS/Genetics software 
and likelihood ratio test. RESULTS: Collectively, 25 different alleles (185-493 bp) and 76 
genotypes of LEI0258 microsatellite were identified in Khorasan population. Two alleles, 
A (PstI -) and B (PstI +) and three genotypes (AA, AB and BB) were identified for IGF1 
gene. Significant linkage disequilibrium (p=0.0083) was observed between LEI0258 and 
IGF1 loci in this population. CONCLUSIONS: These results indicate a high MHC genetic 
diversity in Khorasan indigenous chicken as a valuable genetic resource. Results from 
MHC/IGF1 linkage study confirm the hypothesis that MHC association with production 
traits could be as a result of MHC linkage with causative genes controlling the traits.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Allele frequency of LEI0258 microsatellite and IGF1 gene in Khorasan indigenous chicken.

Table 2. Observed and expected heterozygosity and homozygosity and Hardy-Weinberg equilibrium test in Khorasan indigenous 
chicken.
Table 3. Linkage disequilibrium between LEI0258 and IGF1 loci in Khorasan indigenous chicken.
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