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 چکیده  
زمینه مطالعه: مجتمع اصلی سازگاری نسجی )MHC( شامل گروهی از ژن ها است که نقش مهمی در پاسخ های ایمنی دارند. اگزون 2 
از ژن BuLA-DRB3 بخشی از MHC کلاس 2 در گاومیش است که تنوع بسیار بالایی داشته و آلل های آن با مقاومت/حساسیت به بیماریها 
و همچنین با خصوصیات تولیدی مرتبط هســتند. هدف: شناســایی تنوع  ژن  BuLA-DRB3 در گاومیش های خوزستان  و مقایسه آن با سایر 
جمعیت های گاومیش ایران و جهان. روش کار: نمونه های خون از 136 گاومیش رودخانه ای خوزستانی غیر خویشاوند تهیه گردید. پس از استخراج 
DNA، اگزون دو از ژن BuLA-DRB3 با روش seminested PCR افزوده  سازی شد. سپس قطعات حاصل از افزوده سازی اگزون دو به وسیله 
آنزیم  محدوداثر RsaI برش داده شدند. در ادامه، فراوانی آللی، فراوانی ژنوتیپی، هوموزیگوتی و هتروزیگوتی مورد انتظار و مشاهده شده محاسبه 
گردید. نتایج: در آنالیز قطعات برشی به ترتیب 13 و 24 الگوی آللی و ژنوتیپی برای آنزیم برشی RsaI شناسایی گردید. 10 مورد از این آلل ها 
 ،)0.0955( lw ،)0.1103( ll ،)0.1544( hh بوده که به دنبال آن ژنوتیپ های )0.1691( oo پیش از این گزارش شده بودند. فراوانترین ژنوتیپ
 l ،)0.2316( h ،)0.2721( o قــرار داشــتند. همچنیــن چهار آلل با فراوانی بالا به ترتیب آلل هــای )0.0514( lo و )0.0661( ha ،)0.0808( lh
)0.2316( و w )0.1176(  بودند. این هفت ژنوتیپ و چهار آلل به ترتیب 72.76% و 74.29% فراوانی ژنوتیپی و آللی جمعیت را در بر می گیرند. 
به علاوه، تخمین هتروزیگوتی/هوموزیگوتی و انحراف از تعادل جمعیت مربوطه حاکی از این مورد است که هوموزیگوتی مشاهده شده بیش از 
هتروزیگوتی مشاهده شده است و جمعیت از تعادل هاردی واینبرگ انحراف دارد. بحث: نتایج مطالعه حاضر حاکی از تنوع بالای اگزون دو از ژن 
BuLA-DRB3 در میان جمعیت گاومیش های خوزستان بوده و در عین تفاوت ها درتنوع ژنتیکی MHC گاومیش ها در نقاط مختلف دنیا، جمعیت 

گاومیش خوزستان با جمعیت گاومیش مصر مشابهت بیشتری دارد.

واژه های کلیدی: آلل، اگزون دو از BuLA-DRB3، فراوانی، گاومیش رودخانه ای خوزستانی، تنوع

مقدمه
گاومیش هــا )Bubalus bubalis( عموماً زندگــی در کنار آب را ترجیح 

می دهند و پرورش دهندگان جهت بارکشــی و تولید شــیر گوشت و سایر 

فرآورده های جانبی نظیر پوســت، جمجمه، ســم ها و غیره از آنها استفاده 

می کننــد. گاومیش عمر طولانی تری نســبت به گاو داشــته )20 ســال(، 

مقاومت زیادی نســبت به تغییرات دما  نشــان می دهــد و می تواند از مواد 

غذایی کم کیفت تغذیه کند. این دام در طول زمان به ســبب ســازگاری با 

محیط زندگی نسبت به بیمارهای رایج در منطقه اطراف خود توان تحمل 

و پاســخ ایمنی مناسب تری کسب کرده اســت )11، 8(. علاوه بر تولیدات 

دامی ذکر شده، گاومیش ایران جزء ذخایر ژنتیکی بومی محسوب می شود 

و حفاظت، حراست و شناخت بیشتر خصوصیات ژنتیکی آنها اهمیت زیادی 

دارد.

 Major Histocompatability( بافتــی مجتمــع عمــدده پذیــرش 

Complex-MHC( شامل ژن هایی است  که در واکنش های ایمنی، خود 

ایمنــی، رد پیوند و توفیق تولید مثــل )reproductive success( نقش 

مهمی دارند. این مولکول ها مســئول اتصال به پپتید های پادگنی و عرضه 

آنها به لمفوسیت های T هستند. یاخته های اخیر پس از شناسایی پپتید های 

پادگنی پاسخ ایمنی را آغاز می کنند. عملکرد مولکول های MHC به میزان 

زیادی به ســاختمان مولکولی آنها وابسته اســت )19(. ژن های MHC از 

متنوع تریــن ژن ها  بوده، در هر فــرد بصورت هم غالب بروز می کنند. بدین 

ترتیب، بر تعداد مولکول های MHC دردسترس برای اتصال به پادگن های 

پپتیدی و عرضه آنها به یاخته های T افزوده می شود )19(. سه کلاس اصلی 

I، II و III برای ژن های این مجتمع شناخته شده است )19(. به محصولات 

Bubu/ این ژن ها پادگن لکوسیتی بافتی نیز می گویند که در گاومیش با نام

BuLA )Buffalo Lymphocyte Antigen( شناخته می شود )4،19(. 

 T پادگن های خارجی را به لمفوسیت های ،II کلاس MHC مولکول های

یاریگر )Th( عرضه نمونده تا این یاخته به نوبه خود، یاخته های لمفوسیتی 

 IIa کلاس  MHC .)18،19( را جهت تولید پادتن تقویت و تشویق کند B

 DI,; شــامل IIb و DQ و DR گاو و گاومیش شــامل دو جایگاه ژنتیکی

DY و DO اســت )21، 15(. مولکول هــای کلاس دو MHC از اتصــال 

غیر کووالان زنجیرهای α1 و β 1 شــکل می گیرند که به وســیله ژن های 

ویژه ای در MHC رمز می شوند. دامنه های α1 و β 1 جایگاه اتصال پادگن 

در مولکول MHC کلاس دو هستند و این ناحیه از تنوع ژنتیکی برخوردار 

است. به علاوه، ردیف های اسیدآمینه )پاکت ها( که با زنجیره های اسید آمینه 
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پادگن اتصال می یابند، در این شکاف قرار دارند )19(. ردیف اسیدآمینه این 

جایگاه )موتیف( در مولکول MHC تعیین می کند که کدام پادگن پپتیدی 

به آن اتصال یابد. بنابراین پپتید پادگنی با توالی اسید آمینه ای خاص به یک 

آلل ویژه مولکول MHC اتصــال می یابد. اگزون دوم DRB3  که جایگاه 

اتصال به پروتئین را در مولکول های کلاس II  رمز می کند از تنوع زیادی 

 β 1 برای توالی دومین DRB3  برخوردار است )21(. تعداد قابل توجهی آلل

که شکاف اتصال پادگن را تشکیل می دهند، شناسایی شده اند )2(. این ژن 

)-BuLA(رDRB3، همانند ژن مشابه خود در گاو )BoLA-DRB3( نقش 

مهمی را در مقاومت و حساسیت به  بیماریهای عفونی و غیر عفونی بر عهده 

داشته و روی صفات تولیدی نیز مؤثر است )16، 15، 3(.

در استان های خوزستان، آذربایجان شرقی/غربی و مازندران، جمعیت هایی 

از گاومیش محلی و بومی حضور دارند )17، 14، 7(.بر اساس مطالعات مرکز 

آمــار ایران در ســال 1390، در حال حاضر حــدود 159609 راس گاومیش 

در ایران وجود دارد که 99913 رأس از آنها در خوزســتان مســتقر بوده، و 

از نوع گاومیش رودخانه ای )River buffaloes( هســتند. در مقام مقایسه 

با دیگر گونه های نشخوارکنندگان، جایگاه ژنتیکی BuLA-DRB3 کمتر 

مورد مطالعه قرار گرفته است و اطلاعاتی کمی در مورد نوع و وسعت تنوع 

در این گونه در ایران و دنیا در دسترس است. فرضیه رایج که به راحتی به 

ذهن متبادر می شــود این است که احتمالاًً گاومیش های بومی خوزستان، 

در مقایسه با گاوها و دام هایی که از خارج از منطقه و کشور وارد می شوند، 

نسبت به بیماریهای عفونی مقاوم تر باشند ) 7، 3(.

به سبب اهمیت ژن مذکور و نقش مهم آن در مقاوت/حساسیت به بیماریها 

و صفات تولیدی و از دگر سو اهمیت گاومیش های رودخانه ای خوزستان به 

عنوان ذخایر دامی کشور و عدم انجام بررسی دقیق و جامع بر روی آنها، ما 

در این مطالعه به بررسی تنوع  ژن BuLA-DRB3 پرداخته ایم. 

مواد و روش کار
جمــع آوری نمونه هــا: 136 نمونه خــون کامل گاومیــش رودخانه ای 

خوزســتان از کشتارگاه شــهر اهواز به صورت تصادفی تهیه و در لوله های 

حاوی ماده ضد  انعقاد  )EDTA( جمع آوری  و ذخیره گردید. نمونه های خون 

تهیه شده تا زمان استخراج DNA در دمای C° 20- نگهداری شد.

استخراج: DNA استخراج DNA از نمونه های خون به وسیله کیت 

تجــاری Genomic Blood DNA Extraction Mini Kit شــرکت 

Intron, Korea بر اســاس دســتورالعمل ارائه شده صورت گرفت. مقدار 

و کیفیت DNA بدســت آمده از نمونه ها با روش الکتروفورز بر روی آگارز 

ارزیابی  شــد. نمونه های DNA استخراج شــده در دمای C ° 20- تا زمان 

آزمایش نگهداری  گردید.

افزوده سازی اگزون دوم BuLA-DRB3 جهت آزمون RFLP: جهت 

 Van از روش پیشــنهادی BuLA-DRB3 بررســی تنوع اگــزون دوم ژن

Eijk و همکاران در ســال 1992 اســتفاده شــد )20(. ژن مذکور با شرایط 

زیر به روش Semi nested-PCR افزوده ســازی شد. مرحله اول واکنش 

10X 2/5 بافر µ l ،25 شــامل µ l در حجم نهایی PCR زنجیره ای پلیمــراز

 0/2 µ l ،dNTP mM10 2 µ l ،50 mM 0/75 کلریــد منیزیــمµ lر،PCRر

ATCCTCTCT-3'(  به توالی  HL030 آنزیم تک پلیمراز، آغازگرهــای

TTTAAA-3'(  بــه توالــی HL031 و )5'-CTGCAGCACATTTCC

 ،0/4  µ L5( هــر کدام به میزان'-TTCGCGCTCACCTCGCCGCT

DNA به میزان µ l 3 و آب مقطر استریل µ l 15/25. مواد لازم جهت انجام 

PCR از شرکت سیناژن تهیه شدند. برنامه PCR دور اول عبارت بود از سه 

مرحله: مرحله اول واسرشت شــدن اولیــه، C° 94 به مدت 4 دقیقه. مرحله 

 94°C  دوم، شامل 30 چرخه و هر چرخه شامل سه گام؛ گام اول، واسرشت

بــه مدت 45 ثانیــه. گام دوّم، اتصال آغازگرها  C° 60 به مدت1 دقیقه. گام 

سوم، طویل شدن C°72  به مدت 1 دقیقه. مرحله سوم طویل شدن نهایی، 

C° 72 بــه مدت 5 دقیقه. در دور دوم مقادیر مواد PCR دو برابر مرحله اول 

)حجم نهایی µ l  50( بود و µ l  2 از محصول دور اول به عنوان الگو اســتفاده 

TCGCCGC-3'( HL032 و HL030 شــد. در این مرحله از آغازگرهــای

TGCACAGTGAAACTCTC-'5( اســتفاده شــد. چرخه های حرارتی 

 94 °C ،دراین دور شــامل ســه مرحله بود: مرحله اول واسرشت شدن اولیه

به مدت 4 دقیقه. مرحله دوم، شــامل 30 چرخه و هر چرخه شامل سه گام: 

گام اول، واسرشت شدن  C° 94 به مدت 45 ثانیه. گام دوّم، اتصال آغازگرها 

C° 61 به مدت 45 ثانیه. گام ســوّم، طویل شــدن  C°72 به مدت 1 دقیقه. 

مرحله ســوم طویل شدن نهایی، C°72 به مدت 5 دقیقه. واکنش PCR در 

دســتگاه ترموسایکلراپندورف ساخت کشــور آلمان انجام شد. در نهایت به 

منظور رویت نتایج حاصل از واکنش PCR و ارزیابی کیفیت و طول قطعه 

تکثیر شــده  ، µ l  10 از محصول دور دوم به همراه µ l 2 بافر ســنگین کننده 

X6بــه مدت  45 دقیقه با ولتاژ V 90 روی ژل آگارز 1/5% الکتروفورز شــد. 

پس از آن ژل با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی شده و از قطعات افزوده سازی 

شــده 284 جفت باز به صورت باندهای فلورســنت در دستگاه UV ترانس 

ایلومیناتور عکسبرداری انجام شد.

آزمون RFLP )بررســی تنــوع قطعات برش خــورده( و قرائت نتایج: 

اســتفاده از آنزیم های محدودالاثر و مراحل کار بر اساس روش پیشنهادی  

 RsaI و همکاران در ســال 1992 صورت گرفــت )20(. آنزیمVan Eijik

 RFLP جهت برش محصولات واکنش زنجیره ای پلیمــراز و انجام آزمون

اســتفاده شــد. هضم آنزیمی بر روی µ l 5 از محصــولات دور دوم واکنش 

زنجیره ای پلیمراز با طــول 284 جفت باز انجام گردید و محصولات برش 

 MspI-digested pBR322ر)Fermentas. Co( یافته در کنار نشانگر

روی ژل اکریلامید 12% به مدت min 60 با اختلاف پتانسیل V 120 و بافر 

TBE )IX( الکتروفورز و سپس با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی شدند. تصاویر 

ژل ها با دســتگاه UV ترانس ایلومیناتور ثبت شد. تصاویر به دست آمده از 
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ژل ها به کمک نرم افــزار Photo-capMw Ver  99.03. آنالیز و طول 

قطعات بریده شده بر اساس جدول ارائه شده توسط  Van Eijikو همکاران 

در سال 1992 بررسی گردید )20(. همچنین آلل های جدید با حروف بزرگ 

انگلیسی )Capital( مشخص شدند. 

آنالیز آماری نتایج: فراوانی آللی و ژنوتیپی با روش شــمارش مستقیم 

صورت گرفت. همچنین هوموزیگوتی و هتروزیگوتی مورد انتظار با استفاده 

از فرمول Levene )6( وNei  )9( محاسبه گردید. انحراف از تعادل هاردی 

وینبــرگ )Hardy-Weinberg equilibrium( و دندروگــرام فاصله 

 Unweighted Pair Group Method(رUPGMA ژنتیکی با روش

with(  در جمعیت هدف مورد ارزیابی قرار گرفت. جهت محاسبه متغیرها و 

آنالیز های ذکر شده از نرم افزار Pop Gene 1.32 استفاده گردید.

نتایج
آزمــون PCR- RFLP اگــزون دوم ژن BuLA-DRB3 گاومیــش 

خوزســتان: نمونه ای از تصاویر الگوهــای حاصل از برش آنزیمی RsaI در  

تصویر 1 ارائه شــده اســت. آلل ها بر اساس جدول آلل های مشخص شده 

گاو توسط Van Eijk و همکاران در سال 1992)20(  نامگذاری و آلل های 

جدید با حروف بزرگ مشخص گردیدند. پس از بررسی و مقایسه الگوهای 

بدســت آمده از مجموع نمونه ها در گاومیش، در نهایت 24 الگوی ژنوتیپی 

 oo، hh، ll، lw، lh،ha، lo، wo، ww، NN، no، uo، nw، شــامل

 RsaI در برش آنزیم Zw و An، tt، lk، aa، hw، mm، uu، Ao، nn

مشــاهده گردیــد ) تصویر 1 و جدول 1(. همچنین 13 الگوی آللی شــامل 

o، h، l،w ،N، n، a، u، j، A، k، m  و Z شــناخته شــد که شرح آنها و 

 A، N اندازه قطعات حاصل برش آنزیم در جدول 2  آمده اســت. آلل های

و Z که با حرف بزرگ مشخص شده اند، آلل هایی جدید با الگویی گزارش 

نشده هستند.

تحلیــل و بررســی ژنتیک جمعیت: از مجمــوع 24 نوع ژنوتیپ فردی 

مشــاهده شده بیشترین فراوانی مربوط به ژنوتیپ )oo( با 0.1691 فراوانی 

  lh ،)0.0955( lw ،)0.1103( ll ،)0.1544 بــا( hh و پــس از آن به ترتیب

)0.0808(، ha  )0.061( و lo  با و0.0514 بوده اســت و ســایر ژنوتیپ ها 

فراوانی کمتر از 5% داشته اند )جدول 1(. این 7 ژنوتیپ روی هم رفته حدود 

72.76% از کل ژنوتیپ های جمعیت را در برگرفته و ژنوتیپ های غالب در 

جمعیت محسوب می شوند.

  l ،)0.2316( h ،)0.2721( o در بررســی آلل ها به ترتیــب آلل هــای

)0.2316( و w  )0.1176( واجد بیشــترین فراوانی و سایر آلل ها با فراوانی 

کمتر از 5% مشاهده شدند )جدول 2(. این چهار آلل 74.29% از کل آلل های 

مشــاهده شــده در جمعیت را به خود اختصاص داده و آلل های شاخص در 

جمعیت می باشند.  در جدول 2،  مقایسه ای نتایج مطالعه حاضر با گزارشات 

موجود در مورد حضور و فراوانی آلل ها در ســایرجمعیت های گاومیش های 

ایران و جهان آورده شده است.

BuLA- هوموزیگوتی و هتروزیگوتی مشــاهده شــده برای آلل های

DRB3 بــه ترتیــب 0.5588 و 0.4412 و مورد انتظــار به ترتیب 0.1958 

و 0.8042 محاســبه گردید. با احتمال بدســت آمــده  )p>0.05( جمعیت 

در تعادل هاردی وینبرگ قرار ندارد. ســایر جمعیت ها نیز در بررســی هاردی 

وینبرگ انحراف از تعادل را نشان دادند.

ارزیابــی دندوگــرام )برای مطالعاتی که امکان آنالیز و رســم دندروگرام 

برایشــان وجود داشــته(، حاکی از ارتباط و شــباهت ژنتیکی بیشتر جمعیت 

گاومیش هــای خوزســتانی با گاومیش هــای مصری می باشــد، و نژادهای 

گاومیش هــای هندی نیز نســبت به یکدیگر قرابت بیشــتری داشــته و در 

شــاخه های خواهری قــرار گرفته اند )تصویر 2(. از ســوی دیگر طول فاصله 

ژنتیکی جد جمعیت گاومیش های خوزستانی و مصری به جد مشترک نزدیکتر 

است و لذا نسبت به گاومیش های هندی قدیمی تر به حساب می آیند.

بحث    
 MHC این تحقیق به بررســی تنوع و خصوصیــات ژنتیکی الل های

جدول 1. تعداد و فراوانی ژنوتیپ های مشاهده شده در نمونه های گاومیش خوزستان 
.PCR-RFLP با روش

انواع الگوهای شماره
PCR-RFLP

فراوانی تعداد

1o-o230.1691

2h-h210.1544

3l-l150.1103

4l-w130.0955

5l-h110.0808

6h-a90.0661

7 l-o70.0514

8w-o50.0361

9w-w50.0361

10N-N50.0361

11n-o40.0294

12u-o20.0146

13n-w20.0146

14n-A20.0146

15t-t20.0146

16l-k20.0146

17a-a20.0146

18h-w10.073

19m-m10.073

21u-u10.073

22o-A10.073

23n-n10.073

24w-Z10.073

تنوع ژن BuLA-DRB3 در گاومیش
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مربوط بــه ناحیه کــد کننــده β 1ر)exone2 DRB3.2( در گاومیش های 

رودخانه ای ایران با روش PCR-RFLP پرداخته است. در نمونه های مربوط 

به این گاومیش ســاکن خوزستان  24 نوع الگوی ژنوتیپ )جدول 1(  و 13 

الگوی آللی )جدول 2( متفاوت مشاهده شد. ژنوتیپ oo فراوانترین ژنوتیپ 

در جمعیــت بود. چهار آلل o، h، l و w به طور چشــمگیری واجد فراوانی 

بالایی نســبت به سایر آلل ها در جمعیت بودند و چهره غالب آللی جمعیت 

مورد مطالعه هستند. در تحقیق حاضرسه آلل جدید  A، Z  و N  نیز مشاهده 

شــدند که در نتایج سایر محققین گزارش نشده است. مطالعات انجام شده 

در خصوص تنوع Bula DRB3.2  در گاومیش های ایران بســیار محدود 

است )17، 14، 13، 7(. در مقایسه نتایج تحقیق حاضر با آنچه تاکنون برای 

گاومیش های رودخانه ای خوزســتان گزارش شده است )13،14( تناقضات 

چشمگیری به چشم می خورد. در تحقیق  Rahimnahal و همکاران در 

 b سال  2010 )14( جمعیت در تعادل هاردی وینبرگ قرار داشته و آلل های

و g فراوانترین آلل های این جمعیت ذکر شده اند، حال آنکه این آلل ها در 

 RFLP مطالعه ما مشاهده نشدند. با توجه به اینکه هیچ تصویری از آزمون

با آنزیم RsaI در گزارش مذکور ارائه نشده است، امکان تطابق پروفایل ها 

وجود نداشت. از ســوی دیگر نگارندگان داده های لازم برای آزمون هاردی 

 RsaI( وینبرگ را ارائه نکرده و مشــخص نیســت که بر اساس کدام داده ها

یــا HaeIII( جمعیت در تعادل قرار دارد. لازم به ذکر اســت محاســبه این 

شاخص جمعیتی برای MHC که بیش از دو آلل برای یک لوکوس وجود 

دارد و  نمونه ها هتروزیگوت هســتند باید با آزمون نســبت درســت نمایی 

)Likelihood ratio( ویا آزمون های دقیق )Exacts Tests( صورت گیرد 

 .)n( حجم نمونه )*( .جدول 2.  فراوانی آلل های مشاهده شده در نمونه های گاومیش خوزستان در مقایسه با سایر آلل های گزارش شده در ایران و سایر نقاط جهان

الگوهای برش آنزیم 
RsaI

گاومیش خوزستانیگاومیش خوزستان
)منبع 14(

گاومیش مازندرانی
)منبع 7(

گاومیش مصری
 )منبع 10(

گاومیش هندی 
Murrah )منبع 5(

گاومیش هندی
 Nili-Ravi )منبع 4(

n*=136n=80n= 100n=50n=25n=25

a0.0147---0.08-

b-0.2-0.110.120.22

c----0.040.08

d-0.0625----

e------

f-0.1625-0.080.100.26

g-0.30.0108-0.06-

h0.23160.03750.1765---

i-0.08750.28520.060.16-

j------

k0.0074-0.01080.13--

l0.2316--0.40.020.10

m0.00740.075----

n0.03630.025----

o0.27210.03750.13450.220.140.20

p------

q-0.0125----

r------

s--0.1022-0.220.14

t0.0147---0.06-

u0.0147-----

v------

w0.1176-0.2690---

x--0.0108---

y------

z------

-----N0.0368 )الگوی جدید(

-----A0.011 )الگوی جدید(

-----Z0.0037 )الگوی جدید(
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و نه تخمین مربع کای. با این وجود نتایج سایر جمعیت های گاومیش ایران 

و جهان تا کنون تعادل هاردی وینبرگ را نشان نداده است.

 در نتایج بدســت آمده از گاومیش مازندران تنوع آللی کمتری )8 آلل 

RsaI( در مقایسه با گاومیش خوزستان مشاهده می شود و آلل های g، i، s و 

 Sheikhmohammadi در گاومیش خوزستان مشاهده نشدند )7(. البته x

PCR- و همکاران در ســال 2010 در گاومیش شمال غربی ایران با روش

SSCP، تعداد 11 الگوی متفاوت SSCP را شناسایی کرده اند )17(. این یافته 

 RFLP نشــان دهنده میزان تنوع در جمعیت بوده و قابل مقایســه با نتایج

نیست. 

در واقع ترکیب فراوانی آلل های MHC در هر جمعیت به اثرات موسس 

 Selective( فرایند های فشــار انتخابــی ،)Founder effects( جمعیت

pressure( بر مبنای حضور پاتوژن ها و مقاومت به بیماریها در هر منطقه و 

همچنین درون آمیزی و ارتباط ناچیز با سایر جمعیت ها بستگی دارد.

 تحقیقاتی که بر روی گاومیش در سایر نقاط دنیا انجام شده است تنوع 

آللــی کمتری را نشــان می دهد )مصر 6 آلل، هند 6 تــا 10 آلل( )5،4،10( 

که شــرح آن در جدول 2 آمده اســت. البته آلل های o )22%( و l )40%( که 

فراوان ترین آلل های جمعیت گاومیش مصر هســتند در نمونه های ایرانی 

نیــز جزء 4 آلل غالــب و فراوانترین ژنوتیپ هــای ))%8 oo( ، ll  )18 %( و 

lo )12% (( مطالعــه آنها نیز جز ژنوتیپ های فراوان در میان گاومیش های 

خوزستان هستند.

 ،RsaI و همــکاران در ســال 2002 ، بــا برش بــا آنزیم Acharya

آنها الگوهای برشــی متنوع تــر وپیچیده تری را مشــاهده کرده اند )1(. در 

تفســیر قطعات برشــی 10 الگوی متفاوت برشــی )آلل( با 15 ژنوتیپ در 

نژاد جعفرآبادی و 7 الگوی برشــی متفــاوت )آلل( با 12 ژنوتیپ در ترکیب 

آللی در نژاد مهســانی مشاهده شده است )1(. نتایج این تحقیقات نیز موید 

فروانی بالای چند آلل به خصوص در جمعیت گاومیش های مورد بررســی 

است. همچنین بالا بودن هوموزیگوتی نسبت به هتروزیگوتی نیز مشابه با  

تحقیق حاضر اســت. لازم به تأکید است که هیچیک از جمعیت های ذکر 

شده مصری یا هندی در تعادل هاردی وینبرگ قرار نداشته اند.

البتــه در مقام مقایســه و بــا توجه به نتایــج دندروگــرام و جدول 2، 

قرابت ژنتیگی گاومیش های خوزســتانی به گاومیش های مصری بیشتر از 

گاومیش های هندی اســت. در این میان می بایست به آلل o و ژنوتیپ آن 

)oo( که در تمامی جمعیت های گاومیش گزارش شــده اســت، توجه نمود 

و بویژه جهت ارزیابی ارتباط آن با حساســیت/ مقاوت به  بیماریها، صفات 

تولیدی  و طراحی واکسن های کارای وسیع الطیف برای گاومیش مد نظر 

قرار داد.

 BuLA-DRB3 درمجموع خاطر نشــان می گردد که اگزون دوم ژن 

در جمعیت گاومیش رودخانه ای ایران از تنوع بالایی برخوردار بوده و تنوع، 

فراوانی آللی و ژنوتیپی جمعیت گاومیش ها با منطقه جغرافیایی مرتبط است. 

این نتایج مطابق با خصوصیاتی اســت از که ازتنوع MHC در حیوانات در 

گذشــته ذکر شده اســت )17، 7(. تنوع در ژن MHC بواسطه جهش های 

 DNA نقطه ای و تغییرات ژنی که سبب به هم آمیختگی توالی های کوتاه

بیــن آلل ها و جایگاه ژن ها بــه وجود می آید )17(. همانگونه که ذکر گردید 

بررســی تنوع آلل های MHC کلاس دو از جنبه های مختلف مورد توجه 

است. این بخش از MHC تنوع قابل ملاحظه ای دارد تا عرضه پادگن های 

مختلف امکان پذیر گردد و در همین حال ارتباط آلل های آن با حساسیت/

مقاومت به بیماریهای مختلف و خصوصیات تولیدی شناســایی شده است 

 .)3 ،12 ،21(

همچنیــن وجود آلل های متنوع و آلل های با فراوانی پائین و جدید در 

جمعیت های گاومیش هــای رودخانه ای ایران حاکــی از غنی بودن ذخیره 

ژنتیکی آنها اســت که این امر در برنامه های اصلاح نژادی و حساســیت و 

مقاومت به بیماریها  و خصوصیات تولیدی بسیار حائز اهمیت است. حیوانات 

بومی  نظیر گاومیش به عنوان ســرمایه ملی و ذخایر اســتراتژیك کشــور 

محسوب می شوند و حفظ و تکثیر آنها از ارزش و اهمیت بسیاری برخوردار 

تصویر 1. نتایج آزمون PCR-RFLP با اســتفاده ازآنزیم RsaI.  شــماره ها نمایانگر 
pBR322DNA مارکر :M .بر مبنای جفت باز است DNA اندازه قطعات

تصویــر 2. رســم دندروگرام فاصله ژنتیکی برای آلل هــای BuLA-DRB3.2 با روش 
 UPGMA.

تنوع ژن BuLA-DRB3 در گاومیش
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است. در حوزه ژنتیك و اصلاح نژاد، اصلاح ساختار ژنتیك جمعیت ها می تواند 

کمك بزرگی بــرای برنامه ریزی جهت طرح های اصلاح نژادی، به منظور 

حصول به حیوانات با تولید بالاتر و مقاوم تر به  بیماریها باشد )11(. اگرچه 

این تدابیر در برخی کشورها به صورت محدود اعمال می شود، اما همچنان 

نیازهــا به یک برنامه و اســتراتژی قدرتمند همچون گاو، در گاومیش های 

ایران و سایر نقاط دنیا حس می شود.

تشکر و قدردانی
ایــن تحقیق با مســاعدت صندوق حمایت از پژوهشــگران و فناوران 

کشــور و طرح پژوهشی دانشــکده دامپزشکی دانشــگاه تهران به شماره 

7502015/6/24 انجام شده است.
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Abstract:
BACKGROUND: Major histocompatibility complex (MHC) comprises a group of genes, 

which plays a central role in immune response. The exon 2 of BuLA-DRB3 is part of the 
MHC class II in buffalo that highly polymorphic, found to be associated with resistance/
susceptibility to infections and also with production parameters. OBJECTIVES: The pur-
pose of the present study is to identify BuLA-DRB3 polymorphism in Khuzestan buffa-
loes and compare this population with other Iranian and world buffalo populations. METH-
ODS: Blood samples were taken from 136 unrelated Khuzestan river buffaloes. After DNA 
extraction, second exon of BuLA-DRB3 was amplified by the seminested PCR method. 
Then, the fragments produced by amplifying second exon were cut by RsaI restriction 
enzyme according to van Eijik method. In the following, allelic frequencies, genotype 
frequencies, expected and observed homozygosty and heterozygosity were calculated. 
RESULTS: In restriction fragment analysis 13 and 24 different allelic and genotype pat-
terns were identified for RsaI restriction enzyme, respectively. 10 out of 13 alleles were 
previously reported. The most frequent genotype was oo)0.1691) and then followed by hh 
(0.1544) ,ll(0.1103), lw (0.0955), lh (0,0808), ha (0.0661) and lo (0.0514). Also four most 
frequent alleles were o (0.2721), h (0.2316),l (0.2316)and w (0.1176), respectively. These 
seven genotypes and four alleles form 72.76% and74.29% overall genotype and allele 
frequency of population.  In addition, estimation of heterozygosity/homozygosty and de-
viation from Hardy-Weinberg equilibriumofcorresponding population revealed observed 
homozygosty is more than heterozygosity and departure of population from Hardy-Wein-
berg equilibrium. CONCLUSIONS: The results indicated that exon 2 of the BuLA-DRB3 
gene is highly polymorphic among Khuzestan buffaloes and although, there is differences 
between buffalo’s genetic polymorphism of distinct world regions, Khuzestan buffaloes’ 
population is similar to Egyptian buffaloes’ population.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Number and frequency of observed genotypes in buffalo samples by PCR-RFLP.

Table 2. Representation of observed allelic frequency in Khuzestan buffaloes samples in comparison with other reported alleles in 
Iranian buffaloes and other world regions.
Figure 1. The PCR-RFLP analysis using RsaI enzyme. Numbers indicate the sizes of DNA fragments in base pairs. M: pBR322D-
NA marker.
Figure 2. Dendrogram of genetic distance for BuLA-DRB3.2 alleles by UPGMA method.


