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 چکیده

ها، صفت مهمی در رابطه با قابلیت مادری گوسفندان چند قلوزا است، شناخت عملکرد تعداد سرپستانک :  زمینه مطالعاتی

جایگاه و  کنترلژنتیکی  گونههای ژنی  این صفت در ژنوم  است.  کننده  اهمیت  حائز  مختلف  به  های  قلوزا  گوسفندان چند 

های دریافتی از آغوز به دلیل ساختار جفت در ساعات ابتدایی تولد وابسته هستند. لذا تعداد صورت بالقوه به ایمنوگلوبولین

ها وجود داشته باشد، نقش شده بیشتری نسبت به تعداد پستانک  ها، زمانی که در یک زایش تعداد نتاج متولدسرپستانک

برای شناسایی    ژنی،  هایمجموعه  آنالیز  اساس  ی پویش ژنومی برپژوهش حاضر، با هدف مطالعه  هدف:کند.  مهمی ایفاء می 

 از اطلاعات  کار:  روش  .بالا است  تراکم  با  ژنومی  های آرایه  از های ژنی مؤثر بر صفت تعداد سر پستانک، با استفاده جایگاه

  آنالیز پیوستگی.  شد   گوسفند هوی استفاده  از   نمونه  160تعداد سرپستانک  مرتبط با صفت    ژنوتیپی  و  فنوتیپی  هایرکورد

 یا   و  داخل  داری که درهای معنیژن  biomaRt2  افزاری  ی نرمبسته   از  استفاده  سپس با  شد، انجام  GEMMA  افزارنرم  در

 نرم   بسته   با  ی ژنینهایت، مجموعهشناسایی گردید. در    دار قرار داشتند،معنی  نشانگرهای  دست  بالا و پایین  کیلوباز  25

 طریق از های کاندیدا،و ژن انتخابی مناطق به نزدیک هایژن بیولوژیکی عملکرد شناسایی هدف با R برنامه goseq افزاری

 واقع   نوکلئوتیدی  تک  نشانگرهای  پژوهش  این  در  نتایج:  .تفسیر شدند  PANTHER  و  GO،  KEGG،  DAVID  هایپایگاه

،  CDH11،  NUMB،  FGF2  ،ESR1،LGR5های  ژن  با  که  شدند  شناسایی  17و    14،  12،  8  ،7  ، 5،  3  هایکروموزوم  روی

INSR  و  PTGS2  مسیر هستی شناسی ژنی و بیوشیمیایی با صفت تعداد    11در تفسیر مجموعه ژنی، تعداد  .  بودند  مرتبط

، Blastocyst development  ،Mesenchymal cell development   مسیرهای(. از این بین،  P˂0.05سرپستانک شناسایی شد )

Developmental growth involved in morphogenesis  ،Muscle cell differentiation  ،AMPK signaling pathway   و

Regulation of lipolysis in adipocytes  سازی و فعال  پستانیی غدد  ارتباط با رشد و توسعه  در  را  مهمی  های عملکرد

 عنوان به  توانندمی مطالعه این در   شده شناسایی هایژن گیری نهایی:نتیجه  . داشتند عهده  بر   AMPKدهی مسیر سیگنال

  گوسفند  در سرپستانک تعداد ژنتیکی انتخاب در نهایتاً و  ژنتیکی مکانیسم بهتر  درک تکمیلی،  مطالعات برای کاندیدا هایژن

 . گیرد قرار  استفاده  مورد

 اضافی سرپستانک  شناسی، آنالیز مسیر، پویش ژنومی، هستی  واژگان کلیدی:
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     مقدمه

صورت  نشخوارکنندگان  نوزاد    به   کامل  به 

)به   باشندمی وابسته آغوز  از دریافتی هایایمنوگلوبولین

ها مادر به جنین از جفت علت عدم عبور ایمونوگلوبولین

و لایه  6تا    5دارای     نوزاد   خون   استدلال   همین  با   ای( 

 نشده است،  مصرف   آغوز  که  زمانی  تا  نشخوارکنندگان

و   ایمنوگلوبولین   فاقد   جزیی   بسیار   مقدار   یا  است 

خون  ایمنوگلوبولین    تعداد   لذا .  دارد   جریان  آن   در 

از   مراقبت توانایی که است یک فاکتور کلیدی  سرپستانک

از  . دهد می قرار تأثیر تحت آن در آینده را  سلامتی و  بره

سرپستانک دیگر  محیط  طرف  عنوان  به  ضعیف  های 

های مسبب ورم پستان هستند  مناسب برای رشد باکتری

وری در طول دوره شیردهی و  که منجر به کاهش بهره

؛  2017پن و همکاران  )  شوددر نهایت حذف دام از گله می

 . (2012هنرور و همکاران 

  شکل   به   زیادی   حد   تا  گوسفند  در   مادری   قابلیت   که  آنجا  از

  طراحی   بنابراین  دارد،  بستگی  پستان  غده  عملکرد  و

 حیوانات در عملکردی هایپستانک برای اصلاحی برنامه

  در   فرزندان  رقابت  کاهش  در  مهمی  نقش  قلوزا  چند

  از   بهتر   فهم  همچنین  کند،می  ایفا  را   آغوز  منبع  به   رسیدن

  معماری  درک   برای  فرصتی  صفت،  این  ژنتیکی   کنترل

 . سازدمی فراهم نیز  را  ژنتیکی

در ارتباط با عارضه تعداد    QTL  129تا به امروز تعداد  

روی   که  است  شده  گزارش  گوسفند  در  سرپستانک 

و    18،  13،  10،  5،  4،  3،  1های مختلف شامل  کروموزوم

25  ( دارند  -https://www.animalgenome.org/cgiقرار 

bin/QTLdb/OA/qtrait?trait_ID=3318  انجام مطالعات   .)

بوده   اندک  بسیار  سرپستانک  تعداد  عارضه  روی  شده 

( با مطالعه پویش ژنومی  2017طوریکه پن و همکاران )به

 CD47و    BBXهای کاندیدای  در گوسفندان نژاد وادی، ژن

کروموزوم   ارتباط  1روی  در  سرپستانک    را  تعداد  با 

( با مطالعه پویش  2021و همکاران )  ژیوگزارش کردند.  

معنی مناطق ژنومی  ژنومی در گوسفندان هوی،  دار  کل 

 
1 Genome Wide Association Study (GWAS) 

،  5،  4،  2های  مرتبط با تعداد سرپستانک روی کروموزوم

ژن  23،  10 حاوی  که  کردند  کاندیدای  شناسایی  های 

TWIST1  ،LHFP  ،DPYSL2    وTDP-43    با تعداد  مرتبط 

  کل ژنومی پویش  سرپستانک بودند. همچنین در مطالعه

( کپی  تعداد  در  تنوع  گوسفندان  CNVبراساس  ژنوم   )

به ترتیب روی    AKT1و    ABCB1های کاندیدای  جهان، ژن

تعداد سرپستانک    18و    4های  کروموزوم با  ارتباط  در 

است   شده  همکاران  -)صالحیانگزارش  و  دهکردی 

2021 .) 

( که با شناسایی 1GWASهدف از مطالعات پویش ژنومی )

نشانگرهای   بین  با    SNPارتباط  مطالعه  مورد  صفت  و 

استفاده از نشانگرهای با تراکم بالا در سطح ژنوم همراه  

باشد که  های مؤثر یا مسببی میاست، پیدا کردن جهش

م اثر  موردنظر  صفت  فنوتیپ  اطلاعات یبر  این  گذراند. 

به  می و  بوده  مفید  نشانگر  کمک  به  انتخاب  برای  تواند 

درک مکانیسم مولکولی صفات مورد مطالعه کمک نماید  

همکاران    محمدی) از  2020و  یکی  مطالعات   معایب(. 

GWAS  داری محافظه کارانه در نظر گرفتن آستانه معنی

است، یا خطای نوع اول  برای جلوگیری از اشتباه کاذب  

در حالیکه پرهیز از اشتباه نوع اول باعث افزایش خطای 

راه  نوع دوم می از  یکی  این مشکل،  برای حل  لذا  گردد. 

های ژنی  سازی مجموعهها استفاده از آنالیزهای غنیحل

ورد مطالعه و  باشد. در این روش ارتباط بین صفت ممی

نشانگرهای ژنتیکی را در یک دسته یا گروه ژنی که به  

هستند بررسی می مرتبط  هم  با  عملکردی  کند. در  طور 

ژن دنبال  به  روش  این  در  به  حقیقت  که  هستیم  هایی 

دار نشده، ولی  تنهایی اثر آنها بر صفت مورد نظر معنی

معنی اثر  دارای  صفت  روی  آنها  تجمعی  است اثر  دار 

یکی   (.2018کس و همکاران  مار)   دلایل   از   علاوه براین، 

  بودن   کم   تعداد   ژنی  هایمجموعه  سازی   غنی  آنالیز  اصلی

SNPشناسایی   باشد می  دارمعنی  های عدم  موجب  که 

اقتصادی می با صفات مهم  .  گرددمناطق ژنومی مرتبط 

نتیجه    کارآیی  مسیر  مبنای  بر  ژنومی  پویش  روشدر 
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  و  مکانیسم  بهتر   درک  ژنومی،  مناطق  یافتن  برای  بهتری

می  ژنتیکی  معماری دارا  همکاران    باشدرا  و  )اسرایکن 

2020 .) 

نشان دادند  (  2013پناگریکانو و همکاران )  برای اولین بار 

مبنای   بر  ژنومی  پویش  تحلیل  و  تجزیه  آنالیز  که 

دقت شناسایی مناطق ژنومی مؤثر بر    های ژنیمجموعه

صفت نرخ باروری گاوهای نر را بالا برده است، زیرا با  

معنی نشانگرهای  تمامی  روش  این  از  در  استفاده  دار 

و بدون در نظر گرفتن هیچگونه تصحیحات   05/0سطح  

شوند و در نتیجه میزان خطای نوع  آنالیز میسختگیرانه  

پیدا   کاهش  برآوردها  بیش  و  آبادی  خلت  کند.میاول 

)  فراهانی همکاران    بر   ژنومی  پویش   یمطالعه  (2020و 

  های مجموعه سازیغنی آنالیز از استفاده  با مسیر مبنای

نژادهای مختلف    در   نتاج  تعداد  مثلی   تولید   صفت  روی   ژنی

  آنالیز   از  آمده   دستبه  نتایج  .دادند  انجامجهان  گوسفندان  

  عملکردی   مختلف  طبقات  شناسایی  به  منجر  مسیر،

 دارمعنی  KEGG  زیستی  مسیرهای   و  ژن  شناسیهستی

 Oocyte differentiation،  Ovulation  شامل  مرتبط

from ovarian follicle،Estrogen signaling pathway  و 
Positive regulation of peptide hormone secretion 

pathway  کاندیدای   هایژن  و  FOXO3 ،  ESR1،  ESR2 ،  

RBP4،  AURKA،  INSR،  DLG1  و  ZGLP1  بود  شده .  

 مسیر  مبنای  بر  ژنومی  پویش  آنالیز  که  است  شده  گزارش

  تولیدی   صفات  بر   مؤثر   ژنومی  مناطق  شناسایی  دقت

  شیرگیری  از   و   شده   متولد   های بره  وزن  مجموع  شامل

  به  منجر  و  بردمی  بالا  را  بلوچی   نژاد  گوسفندان  در   شده

  خوراک   میزان  با  مرتبط  زیستی  مسیرهای  شناسایی

  شیر،   ترکیبات  و   تولید  و   خوراک   بازدهی  مصرفی،

  ، NR2C1،VEZT  جدید  کاندیدای   هایژن  همچنین

HSD17B4،  RSU1،  CUBN،  VIM،  PRLR  و  FTH1  شده  

 (. 2021 -همکاران و فراسماعیلی) است

های مورد استفاده در این پژوهش، در مطالعه قبلی  داده

تعداد سرپستانک در گوسفند نژاد هوی مورد  برای صفت  

خطی مختلط    اند که در آن تحقیق از مدلآنالیز قرار گرفته

براساس  کاذب  کشف  نرخ  تصحیح  از  و  نشانگری  تک 

بنجامین آستانه-روش  تعیین  برای  معنی هوشبرگ  -ی 

داری و جلوگیری از خطای نوع اوّل استفاده شده است  

منجر به از دست رفتن مناطق که    ، (2022)ژیو و همکاران  

بود.   شده  سرپستانک  تعداد  با  مرتبط  بنابراین،  ژنومی 

-هدف از انجام پژوهش حاضر، تجزیه و تحلیل مجموعه

با   مرتبط  زیستی  مسیرهای  و  ژنی  تعداد  های  صفت 

و    600Kهای  با استفاه از تراشه  در گوسفند  سرپستانک

 باشد.  براساس پویش کل ژنوم بر مبنای مسیر می

 

 ها مواد و روش 

گوسفندان نژاد  رأس    160از اطلاعات    مطالعه حاضردر  

 صفت تعداد سرپستانکرکورد گیری شده مرتبط با    هوی

از    رأس  77  تعداد  (. 2022)ژیو و همکاران  استفاده گردید  

  83  تعداد  و)شاهد(  نرمال  دو سرپستانک    دارایها  میش

 سرپستانکدو سرپستانک نرمال و یک یا دو    دارای   رأس

های  ها با استفاده از آرایهنمونه   .نددبو )موردی(    اضافی

نشانگر    566129شامل    هایبا تراشهمتریکس  شرکت افی

 تعیین ژنوتیپ شدند.  

داده فیلتراسیون  ابتدا  برای  شده،  ژنوتیپ  تعیین  های 

نرخ  نمونه ازهایی که فراوانی  آنها کمتر   تعیین ژنوتیپ 

بعد    90% مرحله  در  شد.  حذف  و  شناسایی  بود، 

  %1نشانگرهایی که حداقل فراونی آللی در آنها کمتر از  

بود حذف شدند. سپس نشانگرهایی که نرخ تعیین ژنوتیپ  

نمونه در  از  آنها  کمتر  حذف    %90ها  و  شناسایی  بود 

ایی که در  همانده، آنهای باقیSNPشدند. در نهایت برای  

واینبرگ قرار نداشتند به عنوان معیاری از  -تعادل هاردی

مراحل مختلف  تعیین ژنوتیپ کنار گذاشته شدند.    خطای

افزار   نرم  از  استفاده  با   ;PLINK  (v1.90فیلتراسیون 

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink انجام  )

  کنترل   از  بعد  نهایتدر  (.  2007شد )پورسل و همکاران  

تعداد   کل    آنالیزهای  برای  SNP  489958کیفیت  پویش 

  سازی مجموعه ژنی ژنومی بر پایه تجزیه و تحلیل غنی

در این تحقیق برای بررسی وجود  همچنین    ماندند.  باقی
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بندی جمعیتی با استفاده از روش تجزیه  یا عدم وجود لایه

  نرم   در  prcomp  تابع   با  PCA)1های اصلی )و تحلیل مؤلفه

 بررسی شد.   R افزار

  استفاده   با  ژنومی   کل   پویش  تحلیل   و  تجزیه  انجام  جهت

  98/0  نسخه(  2012  استیفنز  و   ژو )  GEMMA  افزار   نرم   از

این نرم افزار توانایی در نظر گرفتن هر کدام  .  شد استفاده  

را به صورت متغییر  های باینری  فنوتیپی دادهمشاهدات  

می  جداگانه همکاران)  باشددارا  و  مدل  (.  2020  زوانگ 

مورد استفاده بر پایه مدل خطی مختلط تک صفته به شکل  

 زیر بود: 
 

𝒚 = 𝑾𝒂 + 𝒙𝜷 + 𝒖+ 𝒆 
 

فنوتیپی،  yکه   مشاهدات  بردار   :W    ضرایب ماتریس 

دو به  توجیه   مربوط  واریانس  بیشترین  با  اصلی  مؤلفه 

بردار   uنشانگر تحت آزمون،    های: بردار ژنوتیپ𝒙شده، 

و    αهای تصادفی،  ماندهبردار اثر باقی   eژنیک،اثرات پلی

β  .برادر ضرایب ارتباط دهنده 

مجموعه  براساس  ژنومی  کل  پویش  ژنی آنالیز  های 

(GSEA-SNP) 

تحلیل   و  تجزیه  پایه  بر  ژنومی  پویش  آنالیز  اساساً 

( تعیین  1گردد: های ژنی در سه مرحله انجام میمجموعه

ها به طبقات  ( ارتباط ژن2دار با ژن  های معنیSNPمکان  

( پویش کل ژنومی بر پایه  3عملکردی و مسیرهای زیستی  

 آنالیز مسیر

-Pهایی که مقدار  SNP  ها: ها با ژنSNPتعیین مکان  -1

value    از کمتر  نرم    05/0آنها  بسته  از  استفاده  با  بود 

محیط    biomaRt2افزاری   با دستور  (  1/6/3)نسخه  Rدر 

)(getBM    به ژن  گوسفندو با استفاده از رفرانس ژنومی-

  kbمورد نظر در داخل آن ژن و یا  SNPایی که نشانگر ه

ارتباط    25 داشت،  قرار  آن ژن  پایین دست  یا  بالادست 

 داده شدند.  

ژن  -2 مسیرهای ارتباط  و  عملکردی  طبقات  به  ها 

و  بیوشیمیایی ژنی  عملکردی  طبقات  تعیین  جهت   :

 
1 Principal Component Analysis 

ژن تنظیمی  و  متابولیکی  معنیمسیرهای  از  های    5دار 

ژن  پایگاه شناسی  هستی  شامل  اطلاعاتی  های 

(http://www.geneontology.org/GO, )  مسیرهای  ،

( (،   ,http://www.genome.jp/kegg/KEGGبیوشیمیایی 

Panther  (http://www.pantherdb.org  ،)Metacyc 

(http://www.metacyc.org  و  )Reactome  

(http://www.reactome.orgجهت )  عملکردی   طبقات  تعیین  

 .  گردیدبیوشیمیایی استفاده   سیرهایم و

های  ارتباط  پویش کل ژنومی بر پایه آنالیز مسیر:  -3

 صفت تعداد سرپستانکدار مسیرهای عملکردی با  معنی

 Fisher’s exactبا استفاده از توزیع فوق هندسی و آماره  

test    .گرفت قرار  آزمون  مسیرهای    P-valueمورد 

تعداد   که  معنی  kعملکردی  با  ژن  دارد  قرار  آن  در  دار 

 فرمول زیر محاسبه شد: 

 

𝑃 − 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 = 1 −∑
(
𝑠
𝑖
) (
𝑁 − 𝑆
𝑚 − 𝑖

)

(
𝑁
𝑚
)

𝑘−1

𝑖=1

 

دار در طبقه  های معنیبرابر با تعداد ژن  kدر این فرمول، 

دار مرتبط با  های معنیبرابر با تعداد کل ژن  Sعملکردی،  

هایی که در  برابر با کل تعداد ژن  Nت مورد بررسی،  صف

آنالیز شدند و   تعداد کل ژن  mاین مطالعه  با  های  برابر 

غنی تجزیه  عملکردی.  در مسیر  سازی مجموعه  موجود 

در محیط نرم    goseqژنی با استفاده از بسته نرم افزاری  

گردید.  (  1/6/3)نسخه  Rافزار     بهتر   تفسیر  برایانجام 

  اطلاعاتی  هایپایگاه  از  آمده  دست  به  هایژن  عملکرد

  GeneCards (http://www.genecards.org)آنلاین

 .شد استفاده  UniProtKB (http://www.uniprot.org)و
 

 نتایج و بحث

 واریانس  که   است  آن  اصلی  هایمؤلفه  به   تجزیه  از   هدف

  تجزیه   هاییمؤلفه  به   را  چند متغیره  هایداده  در  موجود

  بیشترین  علت  است  ممکن  که  آنجا  تا  مؤلفه  اولین  که  کند

  علت   مؤلفه  دومین.  باشد  هاداده  در   موجود  واریانس
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  آخر   الی  و  اول  مؤلفه  از  بعد  ممکن  واریانس  بیشترین 

تفاوت در  لایه همچنین  .باشد بندی جمعیتی که ناشی از 

جمعیت زیر  آللی  جد  فراوانی  ژنتیکی  تفاوت  دلیل  به  ها 

تواند نتایج یک مشترک و همچنین میزان خویشاوندی می

مطالعه ارتباط ژنومی را با مشکل مواجه نماید چرا که در  

می فرض  ژنومی  پویش  مورد  مطالعات  جامعه  که  شود 

باشد. علاوه بر این، در نظر گرفتن اثرات  مطالعه همگن می

  کاذب  مثبت  نتایج  کاهشتواند منجر به  خویشاوندی می

 .  (2022)لیو و همکاران  شود( اول عنو خطای)

نشان داد که    PCA2و    PCA1براساس    PCAنتایج آنالیز  

  02/8و    78/9برای این جمعیت، دو مؤلفه اول به ترتیب  

کنند. در نتیجه برای  درصد از کل واریانس را توجیه می

اختلاط  دو    این   بین  ژنتیکی  ارتباط  و   کنترل  حیوانات، 

بیشترین میزان واریانس توجیه شده را  مؤلفه اصلی که  

داشتند در مدل آنالیزی قرار داده شدند )ژیو و همکاران،  

 صفت تعداد سر پستانکمنهتن مرتبط با    پلات    (.2022

 ارائه شده است. 1 در شکل 

  

 
Figure 1- Manhattan plot for number of teats in Hu sheep. X axis, SNP positions on chromosomes, Y axis, -

Log10 P-value 
 

  کاندیدا های کاندیدا در مناطق ژنومیشناسایی ژن

حاشیهکد  هایژن  27054  از  ژن   25700  تعداد کننده 

  SNPنشانگرهای    وسیله  ژنوم گوسفند به  در   شده  ویسین

  دارای   ژن  1189  مجموع  میان  در این که شد  داده   پوشش

بودند، دار روی صفت  معنی  اثر  یعنی  تعداد سرپستانک 

  و   داخل  در  05/0  از  کمتر  P-value  با  نشانگر  یک  حداقل

یا  در  یا   قرار   kb  25  فاصله  تا  ژن  این   دست  پایین  بالا 

 .  گرفت

مجموعه پایگاهتعداد  از  حاصل  ژنی  دادههای  ای  های 

شامل   شناسی،    161مختلف  هستی  مسیر   24طبقات 

  بود. مسیرهای   Reactomeمسیر   7و    KEGGبیوشیمیایی  

  گزارش   داشتند  ژن  500  از   کمتر   و  ژن  3  از   بیشتر   که

شناسی  طبقات  کامل  جزئیات  .اندشده   همراه   به  هستی 

کاندیداژن  اسامی   . است  شده  ارائه  1  جدول   در   های 

  طبقات  11  تعداد  شود می  مشاهده  1  جدول   در   که  همانطور

زیستی، عملکرد    فرآیندهای  شناسی  هستی   در  عملکردی
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مسیرهای    سلولی  اجزای  مولکولی، صفت    با  KEGGو 

 (.P˂0.05) هستند ارتباط  دارای تعداد سرپستانک

صفت تعداد  دار مرتبط با  از مسیرهای زیستی مهم و معنی

مسیرهای  می  سرپستانک به   Blastocystتوان 

development  و Mesenchymal cell development    اشاره

های  ژندار در این مسیرها، های معنینمود که از بین ژن

بیشترین ارتباط را با صفت    NUMBو    CDH11کاندیدای  

 مورد مطالعه داشتند. 

با رشد و توسعه غدد   CDH11داری بین ژن ارتباط معنی

های شیری و همچنین بیماری ورم پستان  پستانی در دام

زاده  بختیاری ؛2018)یانگ و همکاران گزارش شده است 

همکاران   با هدف    یمطالعه. (2020و  کل ژنومی  پویش 

ژن ساختاری های  شناسایی  با صفات  مرتبط  کاندیدای 

کاندیدای   ژن  هلشتاین،  گاوهای  در  پستانی  سیستم 

CDH11   طول    کاندیدای   هایژن  جزء بر  مؤثر 

گزارش  سرپستانک جلویی  استهای  و  )  شده  نظر 

کاندیدای  همچنین    (.2021همکاران   دارای    NUMBژن 

دارد   پستانی  سیستم  رشد  تنظیم  در  اساسی  نقش 

ی پویش کامل  در مطالعه . (2019چارترجی و همکاران  )

خوک مناطق    Duroc  نژاد   هایژنوم  شناسایی  هدف  با 

  NUMBژنومی مرتبط با تعداد سرپستانک، ژن کاندیدای  

   (. 2021لی و همکاران گزارش شده است )

 
Table 1. Gene set enrichment analysis significantly (P < 0.05) associated with number of teats          

GO ID Term (GO hierarchy 

level) 

No. genes in 

the GO 

term 

No. 

significant 

genes 

Related candidate genes P 

value 

Biological 

process 

     

GO: 0001824 Blastocyst development            14 4 PLPP4, PPP4R4, MED21, 

CDH11      

0.0015 

GO: 0014031 Mesenchymal cell 

development 

8 3 CDH2, NRP1, NUMB,  0.0071 

GO: 0009653 Anatomical structure 

morphogenesis 

55 7 ANGPTL3, EGR2, FGF2, 

FBN1, FGFR2, GDF3, 

SEMA3A 

0.0148 

GO: 0060560 Developmental growth 

involved in morphogenesis 

17 3 ESR1, FSTL4, NRP1 0.0192 

GO: 0042692 Muscle cell differentiation                      28 7 ACTN3, CAMK2A, CAPN2, 

GDF3, HOMER1, PPARD, 

SYNE1 

0.0174 

GO:0048858 Cell projection 

morphogenesis            

38 5 MYCBP2, DRD2, LGR5, 

EGR2, FLOT1 

0.0215 

GO:0060249 Anatomical structure 

homeostasis          

31 3 ERCC6, PPP1R10, HOMER1 0.0348 

GO:0044255 Cellular lipid metabolic 

process        

36 4 PLPPR2, ADIPOR1, 

ANGPTL3, SORL1 

0.0347 

GO:0060612 Adipose tissue 

development          

5 2 ATF2, PPARD,  0.0436 

PANTHER 

Pathways 

     

P04152 AMPK signaling pathway               12 2 INSR, ADIPOR1 0.0103 

P04923 Regulation of lipolysis in 

adipocytes        

7 4 NPY, PTGS2, ADRB3, 

ADCY8 

0.0296 

 

معنی و  مهم  مسیرهای  با  دیگر  مرتبط  تعداد  دار 

 Anatomical توان به مسیر بیولوژیکیرا می  سرپستانک

structure morphogenesis Cycle    ژن که  نمود  اشاره 

داشت.    FGF2کاندیدای   قرار  مسیر  این  مطالعه در  با 

پویش ژنومی براساس رویکرد سیستم بیولوژی، در سه  

نژاد گاوهای شیری فرانسوی مرتبط با صفات ساختاری  

مرتبط با صفت مورفولوژی    FGF2پستان، ژن کاندیدای  

وانگ    (. 2018مرتی و همکاران  پستان گزارش شده است )
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را در مراحل   FGF2بیان ژن    2008و همکاران در سال  

مختلف رشد غدد پستان گاو شیری مورد آزمایش قرار  

در طول توسعه غده    FGF2داده و گزارش کردند که ژن  

پستان بیان متغیری داشته و سبب تحریک رشد سلول  

 شود. در غده پستان می

 Developmental growth involved inمسیر  

morphogenesis  هستی جزء  زیستی  که  فرآیند  شناسی 

را   بر  توان  میاست  مؤثر  مسیرهای  مهمترین  از  یکی 

پستانفرآیند   غدد  با    یرشد و توسعه  ارتباط  صفت  در 

دار در این  های معنیدانست. از بین ژن تعداد سرپستانک

می ژن مسیر،  به  نمود.   ESR1کاندیدای    توان  در    اشاره 

کل   پویش  ژنمطالعه  شناسایی  هدف  با  های ژنومی 

نژادهای   در  شده  متولد  بره  تعداد  با  مرتبط  کاندیدای 

کاندیدای   ژن  گوسفند،  تکسل    ESR1مختلف  نژاد  در 

 (. 2018زو و همکاران گزارش شده است )

استروئیدی است   از دو هورمون جنسی  یکی  استروژن 

  و   شود و در رشد جنینیوسیله تخمدان ترشح میکه به

کند. برای  می  ءبروز صفات ثانویه جنسی نقش مهمی ایفا

هورمون فیزیولوژیکی  عملکرد  استروئیدی  تنظیم  های 

گیرنده باشد.  های هدف ضروری میها در سلولوجود 

پستانی   غده  و  آندومتر  در  استروژن  گیرنده  ژن  بیان 

باشد و که  بسیار زیاد است و یک فاکتور رونویسی می

عملکرد   از  واسط  بسیاری  در  استروژن  هورمون 

 فرآیندهای فیزیولوژیکی است.

تعداد    با  مرتبط  دارمهم و معنی  زیستی  مسیرهای  دیگر  از

 Cell projection   هایمسیر  به  توانمی  سرپستانک

morphogenesis    وMuscle cell differentiation  نمود   اشاره  

سیستم    با  مرتبط  فرآیندهای زیستی  مسیرهای  جزء   که

  CAMK2Aو    LGR5  کاندیدای  هایکه ژن  دنباشمی  پستانی

رشد    با  مرتبط  صفات  با  مستقیمی  بیولوژیکی   نقش  دارای

.  شد  خواهد   بحث  بیشتر   که  داشت  و توسعه غدد پستانی

به عنوان ژن کاندیدای مرتبط با رشد    LGR5ژن کاندیدای  

و تفرق سلولی و توسعه غدد پستانی گزارش شده است  

کلیورس  ) و  در2017نیوسی    هدف   با  ژنومی   مطالعه  (. 

در    با  مرتبط  کاندیدای   هایژن  شناسایی قلوزایی  چند 

با نرخ   LGR5گوسفندان هوی، میزان بیان ژن کاندیدای  

گایو و  )  باروری بالا ارتباط مستقیمی گزارش شده است

 (. 2021همکاران 

در   فراهمچنین  برپایه  ژنومی  پویش  در  -مطالعه  تحلیل 

با مسیرهای یسهتل ایندکیوس مرتبط  های گاوهای بوس 

کاندیدای   ژن  است    CAMK2Aتولیدمثلی،  شده  گزارش 

همکاران  ) و  ژن (.2021تهیر  که  است  شده   گزارش 

CAMK2A سیگنال مسیر  در  اساسی    GnRHدهی  نقش 

  FSHو    LHهای تولیدمثلی  و میزان ترشح هورمون  داشته

 (.  2010همکاران بلیس و ) کندرا تنظیم می

های دخیل در رشد و  مرتبط با ژن  بیوشیمیایی مسیرهای  

نیز    KEGGبا استفاده از پایگاه داده    توسعه غدد پستانی

از   برخی  نتایج  با  که  شد  گرفته  قرار  بررسی  مورد 

با   قبلی مرتبط   رشد و توسعه سیستم پستانیتحقیقات 

 کامل  . جزئیات(2021دسین و همکاران  )  مطابقت داشت

  در   کاندیدا   هایژن  اسامی  همراه   به   زیستی   مسیرهای  این

نتایج حاصل شده    .است  شده   ارائه  1  جدول  با بررسی 

  ADIPOR1  ،INSR ،MAPK12های  شود که ژنمشاهده می

، AMPK signaling pathwayبا مسیر زیستی    MAP3K1  و

با مسیر زیستی    ADCY8و    NPY  ،PTGS2  ،ADRB3های  ژن

Regulation of lipolysis in adipocytes  گوسفندان هوی   در  

 مشاهده شدند.

و    AMPK signaling pathwayمسیر سیگنالی    2در شکل  

  KEGGهای مربوطه شناسایی شده از پایگاه برخط  ژن

نقش کلیدی در ارتباط    INSRژن کاندیدای    ارائه شده است.

  در   ژن   این  نقش  . دارد  انسولین  سیگنالینگ  کننده  با تنظیم

می  با  ارتباط گلوکز  هموستازی  )تنظیم  و  باشد  کیم 

  در   ژنومی  کل   پویش  یمطالعه  . (2014همکاران  

 مرتبط  هایژن  شناسایی  هدف  با  اتیوپی،   بومی  گوسفندان

  است  شده  گزارش  INSR  کاندیدای   ژن  چربی،  ذخیره  با

 (.  2019اهبرا و همکاران )

شکل   در   Regulation of lipolysis inمسیر    3همچنین 

adipocytes  ژن است.  و  شده  ارائه  مربوطه    ژنهای 
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  و   LH  دهی سیگنال  در   کلیدی  نقش   PTGS2  کاندیدای 

با مطالعه    (.2006  همکاران،  و   دینگ)  دارد  فولیکوژنوسیز 

پویش کل ژنومی در سه نژاد گوسفند لهستانی مرتبط با 

کاندیدای   ژن  قلوزایی،  است    PTGS2چند  شده  گزارش 

 (.  2021اسملوچه و همکاران )

 

 
Figure 2- AMPK signaling pathway and candidate genes related to number of teats (KEGG database) 

 

 گیری نتیجه

منابع انجام شده، پژوهش حاضر اولین مطالعه  با بررسی  

برپایه  ژنومی  کل  صفت    مسیر  آنالیز  پویش  با  مرتبط 

تعداد سرپستانک در گوسفند بوده است، لذا در تجزیه و  

آزمونتحلیل از  گردید  تلاش  و  ها  کاربرد  پر  های 

معنی زیستی  مسیرهای  شناسایی  برای  دار  سختگیرانه 

ومی شناسایی شده روی  استفاده گردد. بررسی مناطق ژن

با استفاده از    17  و  14  ،12  ،8  ،7  ،5  ، 3  هایکروموزوم

تعداد   صفت  با  مناطق  این  که  داد  نشان  داده  پایگاه 

باشند. البته باید توجه کرد که یکی  سرپستانک مرتبط می

محدودیت کافی  از  ژنومی،  پویش  مطالعات  اجرای  های 

غیر  جمعیت  و  فنوتیپی  رکوردهای  تعداد    نبودن 

می پیوستگی  آنالیز  برای  به خویشاوند  منجر  که  باشد 

شناسایی  عبارتی  به  یا  اول  نوع  خطای  افزایش 

معنی مینشانگرهای  کاذب  مثبت  به  دار  توجه  با  شود. 

نیز باید    نمونه مورد استفاده در پژوهش حاضر  کم   تعداد

ژن از  استفاده  در  در  شده  شناسایی  کاندیدای  های 

توان با  اصلاحی با احتیاط عمل کرد. البته میهای  برنامه

داده از  ادغام  استفاده  و  جدید  مشابه  تحقیقات  های 
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جامع آماری  پژوهش  آنالیزهای  نتایج  تأیید  برای  تر 

از طرفی در این تحقیق به دلیل عدم   .حاضر استفاده کرد 

ژنوتیپی   اطلاعات  و  فنوتیپی  رکوردهای  به  دسترسی 

های  ه تحقیق حاضر در داممرتبط با صفت مورد مطالع

بومی کشور، از اطلاعات فنوتیپی و ژنوتیپی کشور چین  

-استفاده شد. لذا استفاده از نتایج این تحقیق در جمعیت

های گوسفندان کشور نیاز به مطالعات بیشتر دارد تا در  

 ها نیز تأیید شوند. این جمعیت

 

 
Figure 3- Regulation of lipolysis in adipocytes and candidate genes related to number of teats (KEGG database) 
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Introduction: The number of teats is an important trait in relation to the maternal ability of high litter 

size sheeps, it is important to know the genetic function and controlling positions of this trait in the 

genomes of different species. High litter size domestic animals are potentially dependent on 

colostrum-derived immunoglobulins due to placental structure in the early hours of life. Therefore, 

the number of teat plays a critical role when there are more offspring born at birth than the number 

of teats. In some cases, particularly the number of the extra teat and even their position is very 

important. A method to identify new loci and confirm existing QTL is through genome-wide 

association studies (GWAS). QTL assisted selection and genomic regions affecting the production 

traits have been considered to increase the efficiency of selection and improve production 

performance. Genome wide association studies typically focus on genetic markers with the strongest 

evidence of association. However, single markers often explain only a small component of the genetic 

variance and hence offer a limited understanding of the trait under study. A solution to tackle the 

aforementioned problems, and deepen the understanding of the genetic background of complex traits, 

is to move up the analysis from the SNP to the gene and gene-set levels. In a gene-set analysis, a 

group of related genes that harbor significant SNP previously identified in GWAS, is tested for over-

representation in a specific pathway. The present study aimed to conduct a genome wide association 

studies (GWAS) based on Gene-set enrichment analysis for identifying the loci associated with teat 

number trait using the high-density SNPs.  

Materials and methods: Hu sheep, a descendant of Mongolian sheep, is a famous lambing breed in 

China. In ewes of the Hu sheep, TT (individuals with two normal teats) and MT (individuals with 

two normal teats and one or two supernumerary teats) account for 76–62% and 38–24% respectively. 

For MT ewes, the supernumerary teats are smaller than the normal teats, but some can produce milk. 

In the current study, we analyzed the complex genetic mechanism of differences in teat number using 

single-locus GWAS in a total of 160 Hu sheep.  The gene set analysis basically consists of three 

different steps: the assignment of SNPs to genes, the assignment of genes to functional categories, 

and finally the association analysis between each functional category and the phenotype of interest. 

Genome wide association study was performed with birth weight and biometric traits using GEMMA 
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software. Using the biomaRt2 R package, the SNP were assigned to genes if they were within the 

genomic sequence of the gene or within a flanking region of 25 kb up- and downstream of the gene. 
For the assignment of the genes to functional categories, the Gene Ontology and Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes pathway databases were used. The GO database designates biological 

descriptors to genes based on attributes of their encoded products and it is further partitioned into 3 

components: biological process, molecular function, and cellular component. The KEGG pathway 

database contains metabolic and regulatory pathways, representing the actual knowledge on 

molecular interactions and reaction networks. Finally, a Fisher’s exact test was performed to test for 

overrepresentation of the significant genes for each gene-set. The gene enrichment analysis was 

performed with the goseq R package. In the next step, a bioinformatics analysis was implemented to 

identify the biological pathways performed in BioMart, Panther, DAVID and GeneCards databases. 

Results and discussion: Gene set enrichment analysis has proven to be a great complement of 

genome-wide association analysis (Gambra et al., 2013; Abdalla et al., 2016). Among available gene 

set databases, GO is probably the most popular, whereas KEGG is a relatively new tool that is gaining 

ground in livestock genomics (Morota et al., 2015, 2016). We had hypothesized that the use of gene 

set information could improve prediction. However, neither of the gene set SNP classes outperformed 

the standard whole-genome approach. Gene sets have been primarily developed using data from 

model organisms, such as mice and flies, so it is possible that some of the genes included in these 

terms are irrelevant for meat production. A better understanding of the biology underlying meat 

production specifically, and an advance in the annotation of the ovine genome, can provide new 

opportunities for predicting production using gene set information. 

In this research, 7 SNP markers on chromosomes 3,  5,  7,  8,  12, 14 and 17 located  in  CDH11,  NUMB, 

FGF2, ESR1, LGR5, INSR and PTGS2 genes were identified. Some of the found genes, are consistent 

with some of the previous studies related to teat number traits. According to pathway analysis, 11 

pathways from gene ontology and biological pathways were associated with teat number (P˂0.05). 

Among these pathways, Blastocyst development, Mesenchymal cell development, Developmental 

growth involved in morphogenesis, Muscle cell differentiation and AMPK signaling pathway have 

important functions in development of mammary gland and activation of the AMPK signaling 

pathway. Finally, it is worth noting that our gene-set enrichment analysis was conducted using a panel 

of SNP obtained from a single marker regression GWAS, which relies on a simplified theory of the 

genomic background of traits, without considering the joint effect of SNP.  Hence, other approaches 

(e.g., GWAS exploring SNP by SNP interactions) might provide a better basis for biological pathway 

analysis. 

Conclusions: In total, this study supported previous results from GWAS of teat number, also revealed 

additional regions in the sheep genome associated with these economically important traits. Using 

these findings could potentially be useful for genetic selection in the breeding programs. 

Keywords: Extra teat, Genome scan, Gene ontology, Pathway-based analysis.  

 
 


