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جهتهاپلوتیپیژنومیارتباطمطالعهو لینکاژيتعادلعدمالگويبررسی
بلوچینژادگوسفنداندرقلوزاییدوبرموثرژنومیمناطقشناسایی

3اردشیر نجاتی جوارمیو2رحیمی میانجی، قدرت 1زادهمحسن قلی

چکیده
مثلی نه تنها در بین نژادهاي صفات تولید. باشنددوقلوزایی از صفات مهم اقتصادي در پرورش گوسفند می

در این تحقیق مطالعه . باشندهاي عمده میمختلف گوسفند بلکه در بین گوسفندان یک نژاد نیز داراي تفاوت
نوکلئوتیدي براي نشانگر تک42416با استفاده از تعادل لینکاژي و ارتباط ژنومی هاپلوتیپیالگوي عدم

س أر96هاي خون  از نمونه. قلوزایی در گوسفند بلوچی انجام شدثر بر نرخ دوؤشناسایی نواحی ژنومی م
هاي فنوتیپی مرتبط به صفات زایش و رشد متعلق به دو گله از ایستگاه تحقیقاتی گوسفند بلوچی همراه با داده

با استفاده . تعیین ژنوتیپ شدند) 50K(هاي نانویی گوسفندي آرایهها با استفاده از ریزنمونه. شدآباد تهیه عباس
ها ها براي افراد محاسبه و مطالعه ارتباط هاپلوتیپو هاپلوتیپIBSماتریس خویشاوندي PLINKافزار از نرم

متغیر کمکیعنوان و اثر گله بهMDSن شکم زایش با در نظر گرفتن بعد اول آزمو4قلوزایی براي براي نرخ دو
دار ارتباط معنی. براي کنترل نرخ اشتباه در سطح خانواده، از تصحیح بنفرونی استفاده شد. انجام شد

مقدار عدم تعادل لینکاژي با استفاده . شناسایی شد15و 10، 1هاي ها روي کروموزومپیشنهادي براي هاپلوتیپ
و براي بوده 33/0برابر r2میانگین Kb 10در فاصله کمتر از . .ها محاسبه شدبین تمام جفت لوکوسr2از آماره 

مقدار عدم نعادل لینکاژي در گوسفند بلوچی .بودr2086/0کیلو باز میانگین 500تا 200نشانگرهاي با فاصله 
مطالعه بیشتر . باشدهاي کوسفند میتنسبت به آنچه در گاو شیري گزارش شده کمتر بوده و مشابه دیگر جمعی

. هاي کاندید دوقلوزایی در گوسفند کمک شایانی خواهد نموداین نواحی در شناسایی ژن

ژنومیپویشهایپلوتیپ،،LDگوسفند،قلوزایی،دو: کلیديهاي واژه

)mh_gholizadeh@yahoo.com:ولونویسنده مس(ساري،استادیار، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی -1
استاد، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري-2

دانشیار، دانشگاه تهران-3
24/12/92:تاریخ پذیرش19/9/92:  تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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مقدمه
ترین صفات اقتصادي قلوزایی یکی از مهمدو

بهبود عملکرد .باشددر پرورش گوسفند می
مثلی منجر به افزایش بازدهی اقتصادي در تولید

افزایش در تعداد . شودپرورش گوسفند می
ازاي هر سال، فرصت هاي هر میش به بره

افزایش بازدهی تولید گوشت بره برايمناسبی را 
یکی از راههاي بهبود این ). 4،15(آورد فراهم می

صفات، شناسایی و انتخاب حیوانات برتر و 
باشد که امروزه از مناسب براي صفات مذکور می

مختلف مولکولی مبتنی هايآوريفنطریق 
پذیر امکانیابی به این اهدافدست،DNAبر

وجودشدهانجاممتعددهايپژوهش.شده است
درقلوزاییدوصفتبرثرؤمعمدهژنچندین
سالدر. استرسانیدهاثباتبهراگوسفند

ژناولینعنوانبه) FecB(بورولاژن1980
. شدشناختهباروريصفتبراياثربزرگ

نرخکهاستدادهنشانآنازپسمطالعات
تحتژنتیکیلحاظبهقلوزاییندچوباروري
درکهباشندمیهاژنازمختلفیدستهکنترل
موسوم) Fec(باروريهايژنبهمجموع

درباروريژنسهکنونتا). 2،12(باشندمی
ژنلـشامهـکدهـششناساییوسفندـگ

BMPR-1B)ALK6 (آللینشانهبابورولانامبا
FecB6کروموزومروي،GDF9یاFecGروي

روي) BMP15)FecXو5شمارهکروموزوم
کاندیداي هايژنبررسی. باشدمیXکروموزوم

ایرانیمختلفنژادهايدرزاییبرهتعدادبرمؤثر
برموثرکاندیدايهايژنکهاستدادهنشان
نژادچندیندرحالبهتاکهبارورينرخ

است،شدهگزارشجهاننقاطدیگردرگوسفند
اینکهآنجاییاز. ندارندحضورنژادهاایندر
خاصینژادبهوابستهتوانندمیکاندیداهايژن

نیزدیگريثرؤمهايجهشطرفیازوباشند
باتوانمیکهباشند،داشتهوجودتوانندمی

نواحیعنوانبهاهآنشناساییجهتژنومیپویش
. کرداستفادهصفتاینبرموثر

تفاده از مطالعات ژنومی به مقدار موفقیت اس
در طول ژنوم بستگی LD(1(تعادل لینکاژي عدم

هاي مختلف تیدارد که ممکن است در بین جمع
تعادل لینکاژي در مقدار عدم. بسیار متفاوت باشد

تخمین تعداد نشانگرهاي مورد استفاده براي 
رود به طوري که یک مطالعه ژنومی به کار می

گسترده به تعداد نشانگر LDدارقجمعیت با م
در LDدر مقابل اگر . کمتري نیاز خواهد داشت

فاصله خیلی کمی گستردگی داشته باشد براي 
حصول قدرت مشابه در مطالعه ژنومی نیاز به 

اولین گزارش . باشدتعداد نشانگرهاي بیشتري می
در گوسفند با استفاده از ریز GWASاستفاده از 

فندي توسط جانستون و هاي نانویی گوسآرایه
در . تیپ شاخ ارائه شددر صفت ) 7(همکاران 

گرـنشان36000ه از ـا کهـه آنـطالعـم
استفاده شد ) بعد از فیلتراسیون(نوکلئوتیدي تک

عنوان ژن ، بهRXFP2و در نهایت ژن اتوزومی 
در ) 3(دمارس و همکاران . کاندیدا معرفی شد

ناسایی نواحی اولین مطالعه ارتباط ژنومی براي ش
نمونه 104ژنومی موثر بر باروري در گوسفند، 

هاي گوسفندي از دو نژاد را با استفاده از ریزآرایه
در این . نانویی گوسفندي مورد پویش قرار دادند

هاي با باروري بالا به صورت مطالعه میش
1- Linkage Disequilibrium
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هاي با باروري نرمال نظر و میشهاي موردنمونه
مورد بررسی قرار هاي کنترلنمونهبه صورت

یه ــک ناحــیت، یــدر هر دو جمع. ندـگرفت
، BMP15نزدیک به ژن xکروموزومی 

دار با از نشانگرها را با ارتباط معنیهاییخوشه
داري صفت مورد تحقیق، در سطح معنی

در ادامه این تحقیق . پیشنهادي، شناسایی نمود
حفاظتی و دو جهش غیریابی شداین ژن توالی

در دو نژاد FecXGrو FecXoهاي مجدید به نا
Grivette وOlkuskaنتایج این . شناسایی شد

هاي تحقیق همچنین نشان داد که میش
داري ها به طور معنیهموزیگوت براي این جایگاه
.دهندباروري بالاتري را نشان می

هاپلوتیپیژنومیمطالعهتحقیقاینازهدف
رويرمؤثژنومیمناطقشناساییبراي

همچنین . دبوگوسفندان بلوچی دوقلوزایی
بااین جمعیتلینکاژيتعادلعدمساختار
هاي دادهآمدهدستبهاطلاعاتازاستفاده
مورد 1گوسفندينانوییهايریزآرایهازحاصل

. قرار گرفتبررسی 

هامواد و روش
گیريبرداري و خوننمونه

دو گله میش نژاد بلوچی حاضر در 300از 
)آبادعباس(مرکز اصلاح نژاد شمال شرق کشور 

وابسته به سازمان جهاد کشاورزي استان خراسان 
5-7مقدار . گیري به عمل آمدرضوي خون

5/0سی خون استحصال شده همراه با سی
pH8 -5/7هاي خلا با در لولهEDTAلیتر میلی

هاي گرفته شده بلافاصله بعد از نمونه. ریخته شد

گذاري و با حفظ شرایط سرد به آزمایشگاه ارهشم
4در دماي DNAمنتقل و تا زمان استخراج 

از میان . گراد نگهداري شددرجه سانتی
هاي اخذ شده، حیواناتی که کمترین رابطه نمونه

خویشاوندي را با هم داشته و در دو انتهاي توزیع 
قلوزایی قرار داشتند به تعداد فنوتیپی صفت دو

هاي انتخاب شده نمونه. رأس انتخاب شدند96
به DNAاستخراج . خانواده ناتنی بودند42از 

هاي زدایی بهینه یافته انجام و نمونهروش نمک
گراد درجه سانتی–20استخراج شده در دماي 

قرار داده شد تا جهت کاوش کامل ژنوم با 
استفاده از آرایه نانویی شامل نشانگر با تراکم 

شناسایی دقیق براي) 50K(فندي بالاي گوس
هاي ژنی مؤثر بر صفات هدف، مورد مکان

. استفاده قرا گیرد
هاي گوسفند بلوچی با تعیین ژنوتیپ نمونه

هاي نانویی گوسفندياستفاده از ریزآرایه
هاي گوسفند نمونهتعیین ژنوتیپمرحله 

بلوچی در بخش مولکولی گروه علوم پزشکی 
هاي آرایهبا استفاده از ریز)سوئد(دانشگاه اوپسالا

ها این آرایه. انجام گردید50kنانویی گوسفندي 
هزار جایگاه 50امکان تعیین ژنوتیپ بیش از 

هر . آوردنوکلئوتیدي را فراهم مینشانگري تک
باشد که در هر آرایه آرایه می12چیپ داراي 

به . توان یک نمونه را مورد بررسی قرار دادمی
ی مراحل ژنوتایپینگ  شامل مرحله بسط کلطور

سازي و هیبریداسیون، بسط کل ژنوم، واسرشت
ها و آمیزي، اسکن آرایهنوکلئوتیدي، رنگتک

.شودتعیین ژنوتیپ خلاصه می

1- Ovine SNP 50k Bead Chips
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هاي کنترل کیفیت و فیلتراسیون داده
ژنوتایپینگ

هاي ژنوتایپینگ از براي فیلتراسیون داده
، نرخ 1هاتایپینگ نمونهمعیارهاي فراوانی ژنو

و فراوانی آلل 2ژنوتایپینگ نشانگرها در هر نمونه
در ابتدا . شوداستفاده میMAF(3(کمیاب 

هایی که فراوانی ژنوتایپینگ آنها کمتر از نمونه
. شودباشد شناسایی و حذف میدرصد می95

ها احتمال بیشتري داشته که با این نمونه
ده و خطاي هاي گمشده همراه بوداده

در مرحله بعد . ژنوتایپینگ در آنها بالا باشد
نشانگرهایی که فراوانی آلل کمیاب در آنها کمتر 

سپس نشانگرهایی . درصد بود حذف  شدند5از 
95تر از ها کمکه نرخ ژنوتایپینگ آنها در نمونه
مراحل . شدنددرصد بود شناسایی و حذف

زاهاي افمختلف فیلتراسیون با استفاده از نرم
بررسی براي.)13(انجام شدPLINKو اکسل 

عاملبندي جمعیتی از وجود لایهوجود و یا عدم
براي Q-Qهاي و پلات) λ(تورم کنترل ژنومیک 

و ggplotافزاريبسته نرمهر صفت با استفاده از 
آماره لامبدا نسبت .ترسیم شدRدر محیط 

به مقدار میانه مشاهده شده آزمون کاي مربع
. باشدمی) 455/0(آن نظريمقدار مورد انتظار 

نظر قرار دادن هاي رایج در مدیکی از روش
بعدي بندي جمعیتی، آزمون سنجش چندلایه

)MDS(4در این مطالعه مقادیر ابعاد. باشدمی
MDS بر اساس ماتریس همبستگیIBS

محاسبه شد و سپس سهم واریانس ژنتیکی 
قسیم واریانس آن بعد بر افزایشی هر بعد از ت

. هاي تمامی ابعاد به دست آمدمجموع واریانس
متغیر کمکیعنوان در ادامه مقادیر این ابعاد به

براي . با توزیع پیوسته مورد استفاده قرار گرفت
س یو همچنین محاسبه ماترMDSآزمون 

07/1نسخه PLINKافزار از نرمIBSهمبستگی 
.استفاده شد

د استفادهمدل آماري مور
در این تحقیق براي بررسی ارتباط 

قلوزایی از  مدل ژنتیکی ها با صفت دوهاپلوتیپ
:زیر استفاده شد

y~Haps+C1+herd

Q-Qهاي با بررسی فاکتور لامبدا و پلات

بندي جمعیتی مدل براي در نظر قرار دادن لایه
دوم، مدل رگرسیون لجستیک همراه با کواریت 

C1هاپلوتیپ، Hapsه شد که در آن استفاد

عنوان گله بهherdو MDSنتیجه آزمون 
در ابتدا با استفاده از رویه . باشندکووریت می

GLM در محیطR ،اثرات پدر، مادر، فصل زایش
اثرات . تیپ تولد و گله مورد آزمون قرار گرفت

هاي حاصل از و دادهGLMدار آزمون  معنی
افه شد و ارتباط بین به مدل اضMDSآزمون 

آزمون PLINKافزار ها با نرمها و هاپلوتیپدرکور
ها جهت آنالیز، با استفاده از هاپلوتیپ. شد
هایی و در نظر گرفتن پنجرهPLINKافزار نرم

در . نشانگر تشکیل شد7و 5، 3متشکل از 
راي به دست آوردن ـی بـنهایت از تصحیح بنفرون

تحقیق استفاده شدداري در این سطح معنی
)β = α/n ( که در آنn تعداد آزمون) در اینجا

خطاي αو ) تعداد نشانگرهاي مورد استفاده
1- Sample call rate 2- Marker call rate
3- Marker call rate 4- Multidimensional scaling
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براي محاسبه مقدار . باشدمی) 05/0(آزمایشی 
LD در بین نشانگرها از آمارهr2 استفاده شد

)6:(
r2= × × ×

بوده و به A1فراوانی آلل freq A1که در آن 
در Dآماره . هاي دیگرهمین ترتیب براي آلل

به تنهایی یک روش محاسبه مقدار معادله فوق
LDشدت تحت تأثیر فراوانی می باشد که به

در r2تک تک آلل ها می باشد و از این رو آماره 
نسبت به آن ادل لینکاژيمحاسبه مقدار عدم تع
از روش زیر Dمقدار . مناسب تر می باشد

:شودمحاسبه می
D = freq (A1B1) × freq (A2B2) – freq
(A1B2) × freq (A2B1)

نتایج و بحث
توصیف آماري صفات مورد بررسی در جدول 

. آمده است1

مورد بررسی در این تحقیقهاينمونهرات صفت زایش میانگین، انحراف معیار و ضریب تغیی-1جدول 
صفت تعداد میانگین انحراف معیار CV%

شکم زایش اول 300 27/1 45/0 35/0
شکم زایش دوم 300 38/1 52/0 37/0
شکم زایش سوم 300 46/1 55/0 38/0

شکم زایش چهارم 300 42/1 54/0 38/0

صل ازهاي حانتایج حاصل از فیلتراسیون داده
ژنوتایپینگ

گوسفند نژاد بلوچی با 96در این تحقیق 
هاي نانویی گوسفندي تعیین استفاده از ریزآرایه

ابتدا جنسیت ثبت شده در مقابل . ژنوتیپ شدند
جنسیت برآورد شده مورد آزمون قرار گرفت که 
نتایج این بخش صحت کامل ژنوتایپینگ و 

میزان همچنین. جنسیت ثبت شده را نشان داد
. تکرارپذیري در دو نمونه مورد بررسی قرار گرفت

ها با نتایج قبلی همخوانی کامل نتایج این نمونه
داشته و به این ترتیب از صحت بالاي 

از مجموع .ژنوتایپینگ اطمینان حاصل شد
نشانگر به کار رفته در این تحقیق، 5135

نشانگر توانستند مراحل مختلف کنترل 42416
نشانگر 6933به طور کلی . بگذرانندکیفیت را 

1715، 05/0به دلیل فراوانی آللی کمتر از 
95نشانگر به دلیل نرخ ژنوتایپینگ کمتر از 

نشانگر به هر دو دلیل 71درصد در هر نمونه، 
فراوانی آللی و نرخ ژنوتایپینگ کمتر از آستانه 

نشانگر با موقعیت ناشناخته 3106حذف و 
).2جدول (حذف شدند 
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تعداد نشانگرهاي مورد استفاده و کنترل کیفیت در هر کروموزوم- 2جدول 
شماره

کروموزوم
حفظ 
شده

حذفی 
Call rate

حذفی
Call rate & MAF

حذفی
MAF

تعداد
کل

0 285 19 0 48 352
1 4635 188 7 707 5537
2 4413 143 7 612 5175
3 3942 146 3 630 4721
4 2153 71 3 320 2547
5 1865 66 5 303 2239
6 1973 98 4 371 2446
7 1738 85 1 287 2111
8 1649 57 9 229 1944
9 1642 84 4 271 2001

10 1382 56 2 291 1738
11 945 39 1 152 1137
12 1365 53 4 203 1625
13 1332 67 1 206 1606
14 906 38 1 162 1107
15 1331 41 0 221 1593
16 1227 50 2 201 1480
17 1138 45 2 166 1351
18 1136 55 1 146 1338
19 989 34 0 165 1138
20 895 24 2 138 1059
21 718 27 2 94 841
22 861 36 2 133 1032
23 897 29 3 145 1074
24 593 23 0 83 699
25 790 46 3 105 944
26 739 24 1 99 863
X 1086 71 0 229 1386
Y 0 0 1 0 1

42416 1715 71 6933 51135

حـنترل سطـا کـن بـیـج دروغـنترل نتایـک
داريمعنی

با افزایش تعداد نشانگر در مطالعات پویش 
1سازي نتایج مثبت دروغینژنومی، حداقل

هاي متعددي آزمون. کنداهمیت بالاتري پیدا می
راي تصحیح نتایج پویش ژنومی وجود دارد که ب

هاي توان به آزمونترین آنها میاز مهم
Bonferoni, Holm, sidak_SS, SIDAK_SD,

FDR_BHدر تحقیق حاضر از . اشاره کرد
سازي نتایج مثبت تصحیح بنفرونی جهت حداقل

بررسی نتایج این تحقیق . دروغین استفاده شد
، HOLMهاي موننشان داد که استفاده از آز

1- False posetive
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SIDAK_SS وSIDAK_SD نتایج مشابه
. تصحیح بنفرونی در این تحقیق داشتند

همچنین نتایج نشان داد که در صورت استفاده 
، تعداد ارتباط مثبت در غیاب FDRاز تصیح 

. یابدزا افزایش میاختلالکنندهعوامل کنترل
هاآزمون هاپلوتایپ

سببتواند ها میاستفاده از آزمون هاپلوتیپ
هاي ارتباط ژنومی شود زیرا بهبود قدرت آزمون

توانند ها نسبت به نشانگر انفرادي میهاپلوتیپ
بنابراین استفاده . باشندQTLبالاتري باLDدر 

ها ممکن است باعث شناسایی از آزمون هاپلوتیپ
دار روي صفت مورد نواحی ژنومی با ارتباط معنی

نشانگري زمون ارتباط تکبررسی باشد که در آ
با استفاده از نتایج آزمون . شوندشناسایی نمی

GLM و آزمونMDS دو عامل درآمیختگی
بندي ژنتیکی به طور شامل اثر گله و لایه

عنوان کوواریت در آنالیز محاسباتی همزمان به
داري آزمون در این حالت ارتباط معنی.  وارد شد

کروموزوم 3زایی روي قلوها و صفت دوهاپلوتیپ
شناسایی شد، اگر چه این 15و 10، 1شماره 

داري در سطح کروموزوم بوده و به سطح معنی

افزودن ). 3جدول . (داري ژنومی نرسیدمعنی
اگر چه MDSهاي دیگر از ماتریسمقادیر ستون

سبب کاهش در مقدار فاکتور لامبدا شد ولی 
حد نشان از تصحیح بیش از QQبررسی پلات 

کنون سه ژن باروري در گوسفند تا. داشت
BMPR-1Bشناسایی شده که شامل ژن 

)ALK6 ( با نام بورولا با نشانه آللیFecB روي
روي کروموزوم FecGیا GDF9، 6کروموزوم 

Xروي کروموزوم FecXیا BMP15و 5شماره 

هاي نانویی اما با استفاده از ریزآرایه. باشدمی
3قیق، سیگنالی روي این گوسفندي در این تح

هاي البته بررسی ژن. کروموزوم شناسایی نشد
زایی در نژادهاي کاندیداي مؤثر بر تعداد بره

هاي مختلف ایرانی نشان داده است که ژن
کاندیداي موثر بر نرخ باروري که تا به حال در 
چندین نژاد گوسفند در دیگر نقاط جهان 

ود گزارش شده است، در این نژادها موج
هاي گزارش شده در QTLبررسی . باشدنمی

گاوي نشان داد که این مناطق متناظرمناطق 
هاي گزارش شده QTLنظر با هاي مدجایگاه

. مثلی همپوشانی داردبراي صفات تولید
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قلوزایی ها با صفت دوارتباط هاپلوتیپ-3جدول 
شکم زایش اندازه پنجره کروموزوم SNP1 SNP2 P- value

1

3
1 OAR1_71742338.1 OAR1_71967991.1

5-10×36/1
1 OAR1_71789985.1 OAR1_72035677.1

5-10×36/1
5 1 OAR1_79819261.1 OAR1_80034351.1

5-10/1
7 1 OAR1_213912066.1 OAR1_214203546.1

6-10×53/6

2
3 1 OAR1_47495026.1 OAR1_47597386.1

5-10×33/1
7 1 OAR1_213912066.1 OAR1_214203546.1

6-10×53/6

3

3

15 OAR15_4227328.1 OAR15_4302920.1
5-10×94/2

15 OAR15_3688056.1 OAR15_3794544.1
5-10×15/3

1 OAR1_71742338.1 OAR1_71967991.1
5-10×24/4

1 OAR1_71789985.1 OAR1_72035677.1
5-10×24/4

5 10 s32829.1 s13940.1
5-10×00/1

7 1 OAR1_213912066.1 OAR1_214203546.1
5-10×00/3

9 1 OAR1_13970060.1 OAR1_14544239.1
5-10×00/1

4

3 1 OAR1_71742338.1 OAR1_71967991.1
5-10×36/1

3 1 OAR1_71789985.1 OAR1_72035677.1
5-10×36/1

5 1 OAR1_79819261.1 OAR1_80034351.1
5-10×00/1

تواند ساختار جمعیتی و خویشاوندي می
با مشکل نتایج یک مطالعه ارتباط ژنومی را 

در نظر گرفتن اثرات خویشاوندي . مواجه نماید
تا .  تواند منجر به کاهش نتایج دروغین شودمی

اي هاي متعددي جهت آنالیز دادهکنون روش
پویش ژنومی با در نظر گرفتن اثرات خویشاوندي 

با رگرسیون PCAکه آنالیز ارائه شده است
و GBLUP ،EMMAX ،MLMMتصادفی، 

MDSدر این . باشندها میترین این روشاز مهم
لحاظ نمودن برايMDSتحقیق از آزمون 

عنوان یک راهکار ها بهخویشاوندي در آنالیز داده
این روش . در کنترل نتایج دروغین استفاده شد

را توضیح ابعادي که فاصله ژنتیکی مشاهده شده 
Identity by stateدهد بر اساس روش می

در این تحقیق جهت بررسی . نمایدشناسایی می

هاي این آزمون در نحوه تأثیر لحاظ نمودن داده
مدل اولیه فاقد هر گونه کوواریت کنترل نتایج، 

جایگاه روي 13بوده است که منجر به شناسایی 
تن در حالیکه  با در نظر گرف. کروموزوم شد8

عنوان و همچنین  اثر گله بهMDSنتایج آزمون 
توانند نتایج دروغین ایجاد کنند، عواملی که می

منطقه کاهش یافت که 3این تعداد جایگاه به 
نشان از نقش مؤثر QQهاي البته بررسی منحنی

. این آزمون در کنترل نتایج دروغین داشت
که در این تحقیق به کار گرفته MDSآزمون 
، از PCAتر از روش پذیرطافعطور کلی انشد به

هاي متداول در کنترل نتایج در دیگر روش
PCAاستفاده از روش . باشدمطالعات ژنومی می

هاي مورد استفاده نیازمند این است که داده
اي داشته باشند در جملهتوزیع نرمال چند
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. این محدودیت را نداردMDSحالیکه آزمون 
، ابتدا باید ماتریس PCAهمچنین در آزمون 

براي MDSکواریانس محاسبه شود در حالیکه 
تواند به کار رود هر نوع از تشابهات و فواصل می

در یک . باشدها مییکی از این روشIBSکه 
تواند از روش ماتریس میMDSحالت نیز آزمون 

کواریانس محاسبه شود که در این صورت نتایج 
بندي جمعیتی لایهکاربرد این آزمون در تصحیح 

).8(باشد میPCAبرابر روش 
عدم تعادل لینکاژي 

در بین نشانگرهاي مختلف LDنتایج آنالیز 
10به تفکیک هر کروموزوم تا فاصله 

گونه همان. آمده است4مورگان در جدول سانتی
LDشود با افزایش فاصله مقدار که مشاهده می

کمتر 2/0دود حLDو مقدار . کاهش یافته است
در فاصله کمتر از . توسعه یافته استKb 40از 

10 Kb میانگین مقدارLD بوده و 33/0برابر
به ترتیب روي LDبیشترین و کمترین میزان 

همچنین . مشاهده شد14و 25هاي کروموزوم
اي که فاصله(r2محاسبه شده براي 1طولنیمه

مورگان از مقدار در هر سانتیr2میانگین
بوده که 06/0) رسدداکثري خود به نصف میح

مطالعات نشان . مورگان بودسانتی5/4متناظر با 
LDبه میزان LDیابی نقشهدهد که بازدهیمی

در 2LDتجانسدر جمعیت مورد مطالعه، عدم
طول ژنوم، تراکم نشانگر و عدم تجانس آللیک 

QTLجمیعتی با مقدار .بستگی خواهد داشت
ه تراکم مارکري کمتر نیازمند بLDبالاي 

در این مطالعه براي .)10(باشد و بالعکس می
هیل و روبرتسون r2از آماره LDبررسی مقدار 

بررسی این آماره نشان داد که . استفاده شد) 6(
کاهش LDبا افزایش فاصله نشانگرها، مقدار 

با افزایش فاصله r2کاهش مقدار . یافته است
مقدار نشانگر یا فنوتیپ در دهد که چه نشان می

پریچارد . باشدابتداي مطالعه ژنومی مورد نیاز می
کلی طورگزارش دادند که به ) 13(و پرزورسکی 

افزایش یابد تا r2/1اندازه نمونه باید به مقدار 
QTLبرتري دیگر . ژنوتیپ نشده شناسایی شود

r2هاي دیگر علاوه و بر قدرت نسبت به آماره
بت به تعداد نشانگر، این است که بینی نسپیش

D'ها و یا فراوانی پایین با اندازه کوچک نمونه
مقایسه ). 9(آللی تمایل به اریب شدن دارد 

در مطالعات مختلف به دلیل LDسطوح 
هاي مختلف ها، آمارههاي مختلف نمونهاندازه
ها و تراکم آن و ، نوع نشانگرLDگیري اندازه

باشدر گذشته، دشوار میتی دیاندازه مؤثر جمع
r2نتایج این تحقیق نشان داد که مقدار). 14(

Kb 40در گوسفند بلوچی کمتر از 2/0حدود 

که با نتیجه به دست آمده در توسعه یافته است
در گوسفند ) 5(مز و همکاران اگ-گارسیاتحقیق 

گزارشات قبلی در گوسفند .مشابهت دارد3چورا
را LDماهواره مقدار ي ریزبا استفاده از نشانگرها

). 9،10(اند مورگان هم گزارش دادهسانتی20تا 
هاي مختلف هرچند اندازه آن در بین نژاد

بسیار تحقیق حاضر، نتایج). 10(متفاوت بود 
باشد که به در گاو میLDکمتر از دامنه توسعه 

). 16(گزارش شده است Kb 100طور میانگین 
نسبت به LDودن مقدار رسد پایین بنظر میهب

آنچه در نژادهاي گاو گزارش شده است به طور 
شود که عمده به انداره مؤثر جمعیت مربوط می

1- half-length 2- heterogeneity 3- Churra
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نیمه طول. باشدتر میدر گوسفندان پایین
اي فاصله(در این تحقیق  r2محاسبه شده براي 

هاي مرتب شده براي هر r2که در آن 
صف گان از مقدار حداکثر خود به نرموسانتی

5/4بوده که متناظر با 05/0برابر ) رسدمی
باشد و با نتیجه به دست آمده مورگان  میسانتی

5/2(مز و همکاران اگ-گارسیادر تحقیق 
6/4(بیشتر بوده ولی با نتیجه ) مورگانسانتی
در گوسفند ) 11(میلر و همکاران ) مورگانسانتی

. وحشی مشابهت دارد
هاي مختلف در موزومدر بین کروLDمقدار 

LDتفاوت در مقدار . این تحقیق متفاوت بود

قنبري و همکاران،ها در گاومابین کروموزوم
و همچنین ) 1(، بوهمانوا و همکاران)14(

گزارش شده است ) 5(گارسیا و گومز ،گوسفند
نرخ متفاوت نوترکیبی درون و توان بهکه می

ها، هتروزیگوسیتی، دریفتکروموزومبین
با ). 14(نتیکی و تأثیر انتخاب مربوط دانست ژ

و ) Cm 2760(توجه به طول ژنوم گوسفندي 
در این جمعیت تعداد LDمقدار توسعه 

نشانگرهاي مورد نیاز با فاصله یکسان براي 
را LDیابی ها با استفاده از نقشهQTLشناسایی 

با توجه به جمعیت حاضر . توان محاسبه نمودمی
بایستی یک نشانگر وجود Kb 40تقریبا هر

2/0برابر با r2به میانگین بتوان داشته باشد تا 
.رسید

مطالعه ارتباط ژنومی هاپلوتیپی جهت 
هاي ژنومی گوسفندي یا شناسایی جایگاه
هاي نانویی گوسفندي در این استفاده از ریزآرایه
هاي انجام شده روزترین ارزیابیتحقیق یکی از به

اروريـبر نرخ بؤثرهاي ژنومی مگاهدر زمینه جای
ها با تجزیه  و تحلیل داده. باشددر گوسفند می

استفاده از اطلاعات نژاد گوسفند بلوچی انجام 
شد و در نهایت سه منطقه ژنومی جدید روي 

مرتبط دوقلوزایی 15و 10، 1هاي کروموزوم
نـامید است با استفاده از نتایج ای. شناسایی شد
ل توارثی صفت مورد بررسی و تحقیق، مد

هاي سببی آن با انجام تحقیقات بیشتر جهش
.شناسایی شود
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ها در فواصل مختلف به تفکیک کروموزومSNPدر بین LDمیانگین - 4جدول 
کروموزوم < 10 Kb 10 - 20

Kb
20-40

Kb
40-60

Kb
60-100

Kb
100-200

Kb
200-500

Kb
500-1
Mb

1-2
Mb

2-5
Mb

5-10
Mb Mean

1 353/0 262/0 199/0 166/0 128/0 102/0 085/0 079/0 070/0 050/0 041/0 054/0
2 381/0 277/0 209/0 176/0 139/0 110/0 090/0 081/0 073/0 059/0 041/0 056/0
3 350/0 266/0 198/0 170/0 130/0 103/0 087/0 079/0 068/0 053/0 037/0 051/0
4 369/0 261/0 196/0 016/0 130/0 106/0 087/0 082/0 074/0 058/0 041/0 054/0
5 357/0 246/0 185/0 161/0 135/0 102/0 088/0 080/0 073/0 058/0 041/0 055/0
6 307/0 277/0 215/0 173/0 133/0 113/0 098/0 089/0 068/0 059/0 043/0 058/0
7 323/0 312/0 186/0 155/0 124/0 099/0 087/0 079/0 068/0 052/0 036/0 050/0
8 341/0 338/0 188/0 160/0 124/0 103/0 090/0 084/0 075/0 058/0 041/0 054/0
9 357/0 343/0 189/0 175/0 135/0 110/0 092/0 086/0 078/0 060/0 041/0 057/0
10 379/0 291/0 241/0 192/0 177/0 138/0 111/0 096/0 085/0 066/0 045/0 064/0
11 272/0 270/0 186/0 140/0 109/0 095/0 074/0 068/0 059/0 045/0 029/0 043/0
12 347/0 302/0 197/0 167/0 133/0 108/0 091/0 082/0 072/0 055/0 037/0 052/0
13 324/0 261/0 200/0 172/0 143/0 111/0 089/0 080/0 067/0 051/0 035/0 050/0
14 244/0 261/0 188/0 163/0 125/0 102/0 081/0 080/0 065/0 050/0 031/0 047/0
15 354/0 279/0 184/0 169/0 132/0 084/0 095/0 086/0 077/0 059/0 041/0 056/0
16 25/0 220/0 187/0 166/0 129/0 099/0 086/0 077/0 069/0 052/0 034/0 049/0
17 311/0 3/0 203/0 158/0 130/0 102/0 089/0 080/0 074/0 056/0 037/0 052/0
18 368/0 268/0 171/0 153/0 114/0 087/0 075/0 070/0 060/0 046/0 033/0 045/0
19 29/0 249/0 186/0 165/0 125/0 092/0 082/0 071/0 065/0 048/0 032/0 046/0
20 278/0 207/0 147/0 121/0 101/0 082/0 069/0 063/0 053/0 041/0 032/0 041/0
21 349/0 224/0 181/0 151/0 106/0 085/0 080/0 075/0 065/0 051/0 033/0 048/0
22 397/0 263/0 190/0 142/0 113/0 095/0 075/0 068/0 060/0 047/0 034/0 046/0
23 388/0 208/0 179/0 167/0 134/0 107/0 097/0 089/0 079/0 059/0 040/0 056/0
24 271/0 29/0 184/0 167/0 133/0 108/0 091/0 082/0 072/0 055/0 037/0 052/0
25 442/0 307/0 174/0 162/0 124/0 106/0 096/0 084/0 074/0 055/0 034/0 052/0
26 281/0 260/0 184/0 167/0 133/0 107/0 097/0 089/0 072/0 055/0 037/0 052/0

میانگین 334/0 271/0 190/0 157/0 128/0 102/0 088/0 080/0 070/0 054/0 037/0 052/0

تشکر و قدردانی
آوران از صندوق حمایت از پژوهشگران و فن

به دلیل پوشش مالی این تحقیق ) INSF(کشور 
م محترلینومسئوهمچنین از . نماییمتشکر می

ي هادادهکه مشهدد باآسعبااد نژح صلاامرکز
و تشکر، نددنموئهرا اراتحقیقینز انیارد مو
.شودمینی رداقد
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Linkage Disequilibrium Estimation and Haplotype Based Genome-Wide
Association to Detect QTLs Affecting Twinning Rate in Baluchi Sheep

Mohsen Gholizadeh1, Ghodrat Rahimi Mianji2 and Ardeshir Nejati Javaremi3

Abstract
Twinning trait is an important trait in sheep breeding. Reproductive traits differ greatly

across sheep breeds, but also between sheep in a single flock. Identification of ewes with
higher twinning rate and more raised lambs per year is an important parameter for breeding
and farming success. A genome-wide haplotype association study, using 42,416 Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) was conducted to identify genomic regions affecting
twinning rate in Baluchi sheep. We also studied LD patterns in this population. Blood
samples from a total of 96 sheep from two herds and data on their twinning rate during the
first four parities were collected. Animals were genotyped using the IlluminaOvineSNP50K
BeadChip assay. Genetic stratification and herd effect were included as confounding effects
and fitted into the statistical analyses. Haplotype based GWAS for twinning was performed
with the first MDS component and herd effect as covariates. To control the Association
with twinning rate was tested using the software PLINK. Suggestive associations were
identified for SNP on chromosomes 1, 10 and 15. LD was evaluated by measuring r2

between all pairs of loci. For SNPs up to 10 kb apart, the average r2 was 0.33, for SNPs
separated by 200–500 kb the average r2 was 0.086. The extent of LD in Baluchi sheep
extends over much more limited distances than reported in dairy cattle and seems to be
similar to other ovine populations. Further studying of these regions in validation studies
will help the identification of candidate genes for twinning rate in sheep.

Keywords: Twining, Sheep, LD, Haplotype, Genomic wide association
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