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 چکیده

ها و مناطق ژنومی مؤثر بر صفات تولیدی برای افزایش بازده انتخاب مورد QTLاخیراً انتخاب به کمک  زمینه مطالعاتی:

سازی مجموعه تجزیه و تحلیل غنی مبنایبر  یبه منظور مطالعه پویش ژنوم حاضر : پژوهشهدفتوجه قرار گرفته است. 
بوده  GGRS یابیتوالی تکنیکمؤثر بر صفات مرتبط با تولید شیر گاو هلشتاین با استفاده از  هایژنژنی جهت شناسایی 

با تولید شیر، درصد چربی  مرتبط و رکوردگاو هلشتاین رأس  1092منظور، مطالعه پویش ژنومی از  بدین روش کار:است. 
برنامه  goseqبا استفاده از بسته نرم افزاری  سازی ژنیغنیآنالیز  ارزیابی شد. Plinkدر برنامه  های بدنیلو امتیاز سلو

R  برخط هایهای نزدیک در مناطق انتخابی کاندیدا از طریق پایگاهشناسایی عملکرد بیولوژیکی ژنو GO ،KEGG  وPanther 

به طور مستقیم و غیر شده شناسایی مناطق ژنومی  حلیل بیوانفورماتیکی نشان داد کهتجزیه و ت نتایج:انجام گردید. 
 نشانگر 11 تعداد پژوهش این درهای بدنی، تولید و چربی شیر همپوشانی دارند. های مؤثر بر امتیاز سلولمستقیم با ژن

 ،ASIC2 هایژن با که شدند شناسایی 28 و 27 ،25 ،24 ،22 ،19 ،14 ،8 ،7 ،6 ،5 هایکروموزوم روی واقع نوکلئوتیدی تک
ANXA3، CCL2، CCL11، CCL24،IL33،TLR3 ، WWOX،EGFR ،PRKCA ، CAMK2A،KCNMA1 ،FABP2 ،SPP1 ،THBS4 ، 

HSP90B1 وITPR1 در آنالیز غنی خوانی داشتقبلی هم دار با مطالعهها در مناطق معنیبرخی از این ژن. بودند مرتبط .
های بدنی مرتبط با صفات تولید و امتیاز سلول KEGGمسیر هستی شناسی ژنی و مسیر  25سازی مجموعه ژنی تعداد 

نقش مهمی در  defense responseو  positive regulation of inflammatory response(. از این بین، مسیرهای P˂0.01بودند )
 PPAR signaling pathway ،Oxytocin signalingر ارتباط با تولید و چربی شیر مسیرهای سیستم ایمنی داشتند. همچنین د

pathway  وFocal adhesion صفات ژنومی پویش قبلی مناطق تأیید به توجه با گیری نهایی:نتیجه داری داشتند. ارتباط معنی 
 ژنتیکی پیشرفت در تسریع باعث تواندمی تحقیق این هاییافته از استفادهجدید  ژنومی مناطق شناسایی همچنین ،تولیدی
 .شود گاو نژادی اصلاح هایبرنامه

 

 های بدنی، آنالیز غنی سازی، گاوپویش ژنوم، تولید شیر، امتیاز سلول واژگان کلیدی:
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 مقدمه

در طول چند سال گذشته اولین آزمایشات موفقیت آمیز 
( در حیوانات اهلی GWAS)ژنومی کل از مطالعات پویش 

-( گزارش شده2008وایلر و همکاران دایتاز جمله گاو )

اند. هدف نهایی از مطالعات پویش ژنومی که به منظور 
و یک صفت با  SNPشناسایی وابستگی بین یک نشانگر 

-میاستفاده از نشانگرهای با تراکم بالا در سطح ژنوم 

که بر  بودههای علّی یا مسبب ، پیدا کردن جهشباشد
 و 2009گودارد و هیز گذراند )فنوتیپ یک صفت اثر می

تواند برای (. این اطلاعات می2018محمدی و همکاران 
در افزایش بازده انتخاب به کمک نشانگر مفید بوده و 

)بهلولی و  کمک نمایده صفات مورد مطالع انتخاب
 . (2013همکاران 

توسط  اولین بارهای مورد استفاده در این تحقیق داده
صد ( برای صفات تولید شیر، در2018چن و همکاران )

های بدنی مورد آنالیز قرار چربی شیر و امتیاز سلول
و  هاپلوتیپگرفته بودند که در آن تحقیق با استفاده مدل 

دار بلوک هاپلوتیپی معنی 17و  تجزیه شده روش بیزی
، 10 ،5،  2، 1های روی کروموزوم مرتبط با تولید شیر

  .شناسایی شده بودند 26و  24 ،19، 17، 14
مختلف در مدنظر و مقالات  مطالعههای مطابقه یافته

و غیر  های خطیآنالیزهای پویش ژنومی مبتنی بر مدل
، مشکل بالا بودن نرخ خطای نوع اول و بیش برآورد خطی

به عبارت دیگر یکی از باشد. ها میSNPاثر نشانگرهای 
مطالعات پویش ژنومی در نظر گرفتن  ایرادات تحقیقات

کارانه مانند تصحیح بنفرونی داری محافظهمعنی آستانه
است. در حالیکه  نوع اول خطایبرای جلوگیری از بروز 

پرهیز از خطای نوع اول سبب افزایش خطای نوع دوم 
تر دار پایینهای دارای اثر معنیSNPیعنی در نظر نگرفتن 

)پنگ و همکاران  شودشده می از آستانه در نظر گرفته
جایگزین مناسب برای حل این یک در نتیجه  .(2010

 1بر مبنای مسیرمشکل، انجام مطالعات پویش کل ژنومی 
ژنی است.  هایمجموعهو تحلیل تجزیه استفاده از با و 

 SNPاین روش به جای انجام تجزیه برای یک در واقع در 

                                                           
1 Pathway-based analysis 

های یا یک ژن، ارتباط بین صفت مورد مطالعه و واریانت
ژنتیکی را در یک دسته یا گروه ژنی که به طور عملکردی 

کند. به عبارتی دیگر آنالیز با هم مرتبط هستند بررسی می
با  دار زیستیپیوستگی بین یک مجموعه ژنی معنی

و همکاران  گناو) گیردفنوتیپ مورد آزمون قرار می
هایی هستیم در حقیقت در این روش به دنبال ژن .(2011

، هدار نشدکه به تنهایی اثر آنها بر صفت مورد نظر معنی
 دار است.ولی اثر تجمعی آنها روی صفت دارای اثر معنی

برای اینکه بتوان تفسیر درستی از کنار هم قرار دادن این 
شود، از مسیرهای زیستی به عنوان بستری ها حاصل ژن

ها در آنها یک یا چند هدف دار که عملکرد مجموع ژنمعنی
نی و ویلموت شود )موکند استفاده میواحد را پیگیری می

2015.) 
نشان دادند ( 2013ریکانو و همکاران )گپنابرای اولین بار 

دقت  پویش ژنومی بر مبنای مسیر که تجزیه و تحلیل
 صفت نرخ باروریشناسایی مناطق ژنومی مؤثر بر 

 روشده از این را بالا برده است، زیرا با استفانر  هایگاو
-آنالیز می 05/0دار در سطح تمامی نشانگرهای معنی

شوند و در نتیجه میزان خطای نوع اول و بیش برآوردها 
ژنومی  پویش مطالعهدیگر  تحقیقدر کند. کاهش پیدا می
-سازی مجموعهبا استفاده از آنالیز غنی بر مبنای مسیر

شدگی شیر، تولید پنیر لخته خصوصیات رویهای ژنی 
 آنالیز نتایج این براساس. شد و استحکام دَلمه انجام

طبقات مختلف  21 شناسایی به منجر مسیر، براساس
مسیر بیوشیمیایی  17و  ژنعملکردی هستی شناسی 

KEGG دِدئوسیس و  شد صفات این با دار مرتبطمعنی(
 (. 2017همکاران 
های حساسیت ای که با استفاده از دادهدر مطالعههمچنین 

به ویروس لکومی از یک جمعیت گاو شیری هلشتاین 
انجام شده بود روش پویش ژنومی بر مبنای مسیر 

درک بهتر  یی بهتری برای یافتن مناطق ژنومی،کارآ
مکانیسم بیماری و معماری ژنتیکی بیماری نسبت به 

اشت )ابدلا آنالیز بهترین پیش بینی نااریب خطی ژنومی د
 (.2016و همکاران 
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هدف از انجام پژوهش حاضر، شناسایی مناطق ژنومی 
تولید شیر، درصد های کاندیدای مرتبط با صفات و ژن
گاو در یک جمعیت های بدنی و امتیاز سلو شیر چربی

با  و تجزیه بر مبنای مسیربراساس  نژاد هلشتاین
باشد. می ژنی سازی مجموعهاستفاده از روش غنی

-ها از دیدگاه علمی و اقتصادی میشناسایی این جایگاه

 تواند دارای اهمیت زیادی باشد.
 

 هامواد و روش
صفات تولیدی مرتبط با شیر  از اطلاعات پژوهشدر این 

با هدف پویش  های بدنی گاوهای هلشتاینسلول امتیازو 
بود، استفاده خطی هاپلوتیپ براساس مدل که  کل ژنومی 

(. اطلاعات شامل تعداد 2018چن و همکاران )گردید 
برای  2012تا  2001که در طول سالیان  رأس گاو 1092
، شامل رکوردهای فنوتیپی انتخاب شده بودند شیرتولید 

های صفات تولید شیر، درصد چربی شیر و امتیاز سلول
 ها بانمونه DNA. بدنی در شکم اول تا سوم زایش بودند

-توالی یابی شده بودند. 1GGRSتکنولوژی  از استفاده

SNP  نشانگرهای با از تمام مراحل کنترل کیفیت که هایی(
و میزان فراخوانی آللی  05/0بالاتر از حداقل فراوانی آللی 

عبور کردند، برای آنالیزهای بعدی نگه ( 90/0بالاتر از 
های از دست ها دارای ژنوتیپداشته شدند البته این داده
های از دست رفته با تیپوژنرفته بودند، در نتیجه 

یانگ و )شدند  ایمپیوت iBLUPاستفاده از نرم افزار 
کیفیت و  کنترل از بعد نهایت (. در2014همکاران 

 SNP 164312 و تعدادرأس گاو  1092تعداد  ایمپیوتیشن
آنالیز مطالعه پویش کل ژنومی بر پایه  آنالیزهای برای
جهت ارتباط  .ماندند باقی مجموعه ژنی سازیغنی

پورسل و ) Plinkافزار ها از نرم ها با ژنوتیپفنوتیپ
 شد.( استفاده 2007همکاران 

های ژنی براساس مجموعهآنالیز پویش کل ژنومی 

(GSEA-SNP) 
تجزیه و تحلیل پایه  اساساً آنالیز پویش ژنومی بر

( تعیین 1گردد: های ژنی در سه مرحله انجام میمجموعه
ها به طبقات ( ارتباط ژن2به ژن  داری معنیهاSNPمکان 

                                                           
1 Genotyping by genome reducing and sequencing 

( پویش کل ژنومی 3یمیایی شعملکردی و مسیرهای بیو
 بر پایه آنالیز مسیر

-P مقدار هایی کهSNP ها:ژن ها بهSNP تعیین مکان-1

value  بود با استفاده از بسته  05/0کمتر و یا مساوی آنها
در ( 2009)دیورینسک و همکاران،  biomaRt2نرم افزاری 

 گاوژنومی  نسارفرو با استفاده از  R نرم افزار محیط
مورد  SNPهایی که نشانگر به ژن( ARS-UCD1.2) نسخه

بالادست یا پایین دست  kb20نظر در داخل آن ژن و یا 
 ژنیدر این مرحله  آن ژن قرار داشت، ارتباط داده شدند.

د، باش 05/0در سطح دار معنی SNPکه حداقل حاوی یک 
 د.آیدار به شمار میژن معنی

ها به طبقات عملکردی و مسیرهای ارتباط ژن -2

 هستی شناسی ژن هایهای دادهپایگاه :بیوشیمیایی
(GO)  های مسیر و( 2000)اشبورنر و همکاران

جهت تعیین  (2000)کانیسیو و گوتو  KEGG بیوشیمیایی
-ژنمتابولیکی و تنظیمی و مسیرهای طبقات عملکردی 

در این مرحله دار مورد استفاده قرار گرفتند. های معنی
هایی که در یک طبقه عملکردی ست که ژنفرض بر این

هایی که توانند به عنوان یک گروه از ژنگیرند میقرار می
های خاص و مشترک دارند مانند شرکت برخی از ویژگی

های زیستی، فرآیند هستی شناسی شامل فرآیند 3در 
  عملکرد مولکولی و اجزای سلولی در نظر گرفته شوند.

های ارتباط پویش کل ژنومی بر پایه آنالیز مسیر: -3
عملکردی با صفات مرتبط با تولید  مسیرهایدار معنی
های بدنی با سلول امتیازو  ، درصد چربی شیرشیر

s exact ’Fisherو آزمون  2توزیع فوق هندسیاستفاده از 

test  .مورد آزمون قرار گرفتP-value مسیرهای 
دار در آن قرار دارد با ژن معنی kکه تعداد عملکردی 

 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، 
با  مرتبطدار های معنیکل ژن دبرابر با تعدا Sعملکردی، 

2 Hypergeometric 
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در هایی که برابر با کل تعداد ژن Nت مورد بررسی، اصف
های برابر با تعداد کل ژن mشدند و  این مطالعه آنالیز

ددِئوسیس و همکاران، عملکردی ) موجود در مسیر
سازی مجموعه ژنی با استفاده از (. تجزیه غنی2017

( در 2010یانگ و همکاران ) goseqبسته نرم افزاری 
از آزمون  goseqبسته  انجام گردید. Rنرم افزار محیط 

کند. همچنین برای اختلاف طول استفاده می هندسی فوق
 شود.ها نیز تصحیح انجام میژن

-پایگاه از آمده دست به هایژن عملکرد بهتر تفسیر برای

 GeneCardsآنلاین اطلاعاتی های

(http://www.genecards.org)  وUniProtKB 

(http://www.uniprot.org)  در نهایت  .شد استفاده
های کاندیدا از طریق آنالیز هستی آنالیزهای عملکردی ژن

( با استفاده از KEGGها )نشناسی و مسیرهای زیستی ژ
( انجام /http://pantherdb.org) Pantherنرم افزار آنلاین 

 شد. 
 

 نتایج و بحث

 و تجزیه با ژنومی کل پویش مطالعه پژوهش این در
 طبقات شناسایی جهت ژنی مجموعه و سازی غنی تحلیل

 و تولید با مرتبط مولکولی کارهای و ساز و عملکردی
 نژاد گاو در بدنی هایسلول امتیاز و شیر چربیدرصد 

های منهتن مرتبط با تولید و پلات .گردید انجام هلشتاین
در به ترتیب های بدنی درصد چربی شیر و امتیاز سلول

 ارائه شده است. 3تا  1های شکل

 

 
Figure 1- Manhattan plot for milk yield in Holsteins cattle. X axis is the  SNPs positions on chromosomes, Y axis 

is the  -Log10 P-value 
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Figure 2- Manhattan plot for fat percentage in Holsteins cattle. X axis is the  SNPs positions on chromosomes, Y 

axis is the  -Log10 P-value 

 

 

 
 

Figure 3- Manhattan plot for somatic cell score in Holsteins cattle. X axis is the  SNPs positions on chromosomes, 

Y axisis the  -Log10 P-value 
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های کاندیدا در مناطق ژنومی با استفاده شناسایی ژن

 1SNP-GSEAتجزیه از 

 در شده ینویس حاشیه ژن 27607 از ژن 19723 تعداد
در  که شد داده پوشش SNPی نشانگرها وسیله به گاو
 بودند، داریمعنی اثر دارای ژن 1645 تعداد میان این

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

 قرار kb 20 فاصله تا ژن این دست پایین یابالا  در یا و
 دارمعنی هایژن ناوعن به هاژن این. (1)جدول  گرفت
 هایسلول امتیاز و شیر چربی و تولید صفات با مرتبط

 باقیمانده و شدند انتخاب GSEA-SNP تجزیه برای بدنی
 قرار استفاده مورد ایزمینه پس هایژن عنوان به هاژن

 .گرفتند

  
Table 1- Number of significant SNP identified from genome-wide association studies (GWAS) and genes 

mapped by related trait 
No. of significant 

mapped genes 
No. of significant SNP assigned 

to genes 
No. of 

significant SNP 
Trait 

401 567 1645 Milk yield 
436 511 1589 Fat percentage 
369 487 1242 Somati cell score 

 
ای های دادههای ژنی حاصل از پایگاهتعداد مجموعه
مسیر  164طبقات هستی شناسی،  2714مختلف شامل 

بود.  Reactomeمسیر  114و  KEGG بیوشیمیایی
 طبقات 19 تعداد شودمی مشاهده 2 جدول در که همانطور
، عملکرد زیستی یندهایآفر شناسی هستی در عملکردی
 صفات با KEGGو مسیرهای  سلولی اجزای مولکولی،

 ارتباط دارای بدنی هایسلول امتیاز و شیر چربی و تولید
 از کمتر و ژن 3 از بیشتر که مسیرهای(. P˂0.01) هستند

 . اندشده گزارش داشتند ژن 500

 یافته افزایش شیر تولید شیری گاوهای ژنتیکی بهبود با
 هابیماری برخی به دام حساسیت موجب تولید افزایش و

 بیماری یک پستان ورم. است شده پستان ورم نظیر
 داخل عفونت وسیله به که است پستانی غدد تورمی
 وسیعی طیف وسیله به بیماری این. شودمی ایجاد پستان

 که آیدمی وجود به قارچی و باکتریایی هایپاتوژن از
 و پستان در دفاعی و ایمنی سیستم شدن فعال سبب

 کاهش. شودمی شیر در سوماتیک هایسلول افزایش
. است بیماری این سوء اثرات از شیر کیفیت و تولید

 ترینهزینه پر که بیماری این به ژنتیکی مقاومت افزایش
برنامه در تواندمی است، شیری گاو پرورش در بیماری

)سوردیلو و  گیرد قرار نظر مد نژادی اصلاح های
دار مرتبط با از مسیرهای اصلی معنی(. 2008استرایکر 

 positive regulation ofهای بدنی سلول امتیاز

inflammatory response  که جزء فرآیندهای بدست آمد
-ها جزوی از خانواده سایتوکیناینترلوکین زیستی است.

های خانواده بزرگی از مولکولها باشند. سایتوکینمی 2ها
تنظیمی در پاسخ  قابل حل در آب هستند که نقشپروتئینی 

. به طوریکه هم در ایمنی ذاتی و هم در به التهاب دارند
هم جزو گروه  IL33ایمنی اکتسابی نقش دارند. ژن 

 ,IL1a, IL1ß, IL4R, IL5, IL7, IL15, IL23A) هاسایتوکین

IFN-cهای ایمنی دارند ( نقش کلیدی در پاسخ
(Genecards .) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 Gene set enrichment analysis- SNP 2 Cytokines 
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Table 2- Gene set enrichment analysis significantly (P < 0.01) associated with milk yield, fat percentage, and 

somatic cell score 
Category Term No. of 

genes  

genes1 P value FDR 

GO_BP GO:0007606:sensory perception 

of chemical stimulus 

3 OR52N1, ASIC2, ASIC1 7.28E-10 6.51E-07 

 GO:0007600:sensory perception 7 KCNIP4, COL11A2, OR52N1, 

ASIC2, COL11A2, ASIC1, LTBP3 

1.72E-09 1.02E-06 

 GO:0050907:detection of 

chemical stimulus involved in 

sensory perception 

5 OR52N1, ASIC1, LTBP3, 

SLC22A16, SLC25A31 

2.77E-11 4.96E-08 

 GO:0098609:cell-cell adhesion 18 ANXA3, PKP3, CEL, TENM2,  

CDH12, ANXA6, CDH1, CDH2, 

NPTN, PKP4, SDK1, PALLD, 

CD274, LRRC7, TNFRSF21, 

CNTN6, SDK2 

1.04E-04 1.69E-02 

 GO:0050729 :positive regulation 

of inflammatory response 

7 CCL2, CCL11, CCL24, ETS1, 

IL33, PDE2A, TLR3 

4.1E-2 9.9E-1 

 GO:0030593:neutrophil 

chemotaxis 

8 CCL2, CCL11, CCL24, FCER1G, 

CSF3R, PDE4D, SYK, VAV3 

3.1E-2 1.62E-02 

 GO:0006952:defense response 7 FCER1G, WASF1, CSF3R, IL33, 

IL6, PDE4D, SYK, 

2.1E-010 1.63E-06 

GO_CC GO:0030055:cell-substrate 

junction 

15 ADAM17, TNS4, SYNPO2, LIMD1, 

FERMT2, WASF1, TNS4, WWOX, 

CLASP1, GSN, SYNE2, TLN2, 

EPB41L5, AFAP1, LMLN, 

NUP214 

1.78E-04 1.22E-02 

GO_MF GO:0016597:amino acid binding 12 GRIA1, ANXA3, HOMER1, 

ANXA4, GRIK3, GRIN2D, 

CACNG4, GRM4, GRIN3A, 

DAGLA, HOMER3, GRID1 

1.70E-04 2.14E-02 

 GO:0008066:glutamate receptor 

activity 

12 GRIA1, ANXA3, HOMER1, 

ANXA4, GRIK3, GRIN2D, 

CACNG4, GRM4, GRIN3A, 

DAGLA, HOMER3, GRID1 

2.96E-06 1.50E-03 

 GO:0016595:glutamate binding 12 GRIA1, ANXA3, HOMER1, 

ANXA4, GRIK3, GRIN2D, 

CACNG4, GRM4, GRIN3A, 

DAGLA, HOMER3, GRID1 

2.96E-06 7.48E-04 

KEGG 

pathway 

bta04921:oxytocin signaling 

pathway 

20 ADCY3, ADCY5, ADCY8, ADCY9, 

CACNA2D2, CACNA2D3, 

CACNG1, CACNA1D, CAMK2A, 
CAMK4, EGFR,  GUCY1A2, 

ITPR1, MAP2K5, PLA2G4D, 

PRKAA1, PRKCA, PRKCB, RYR2, 

RYR3 

3.7E-4 2.3E-2 

 bta00561:glycerolipid metabolism 11 CEL, DGKB, DGKE, DGKG, GK2, 

LPIN2, MBOAT1, PNLIPRP3, 

PNPLA3, LOC786474, PLPP1 

2.2E-3 8.8E-2 

 bta04911:insulin secretion 12 ATF6B, ADCY3, ADCY5, ADCY8, 

ADCY9, CACNA1D, CAMK2A, 

GLP1R, KCNMA1, PRKCA, 

PRKCB, RYR2 

5.2E-3 1.0E-1 

 bta00564:glycerophospholipid 

metabolism 

13 CDS2, CHAT, CHKB, CHPT1, 

DGKB, DGKE, DGKG, GPD1, 

LOC613966, LPIN2, MBOAT1, 

PLA2G4D, PLPP1 

6.9E-3 1.2E-1 

 bta04918:thyroid hormone 

synthesis 

9 ATF6B, ADCY3, ADCY5, ADCY8, 
ADCY9, HSP90B1, ITPR1, 

PRKCA, PRKCB 

3.5E-2 2.6E-1 

 bta03320:PPAR signaling 

pathway 

9 ACSL5, APOA2, CPT1B, FABP2, 

GK2, RXRA, RXRB, RXRG, 

SLC27A2 

3.8E-2 2.7E-1 

 bta04510:focal adhesion 19 BRAF, FYN, ARHGAP5, SHC3,  

BIRC3,  COMP, COL4A2, 

3.9E-2 2.7E-1 
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COL11A2, EGFR, FLT1, PAK5, 

PARVA, ITPR2, PIK3CD, PRKCA, 

PRKCB, SPP1, TLN2, THBS4, 

VAV3 

 bta04915:estrogen signaling 

pathway 

11 SHC3, ATF6B, ADCY3, ADCY5, 

ADCY8, ADCY9, EGFR, 

HSP90B1, ITPR1, OPRM1, 

PIK3CD 

4.3E-2 2.8E-1 

 bta04912:GnRH signaling 

pathway 

10 ADCY3, ADCY5, ADCY8, ADCY9, 

CACNA1D, CAMK2A, EGFR, 

ITPR1, MMP14, PLA2G4D 

4.7E-2 2.9E-1 

.The most important gene(s) related to traits is labeled bold1 
 

-دار مرتبط با شمارش سلولمعنی KEGGمسیرهای از 

 GnRH signaling pathwayتوان به مسیر های بدنی می
دار در این مسیر ژن ژن معنی 10اشاره نمود. از بین 

در مطالعات قبلی در ارتباط با مقاومت  ITPR1کاندیدای 
داری ارتباط معنی های مختلفو یا حساسیت به بیماری

و همکاران  کیسردر مطالعه گزارش شده است بطوریکه 
با ایمنی ذاتی با  ITPR1ژن داری بین ارتباط معنی (2016)

زیر گروه پاراتوبرکلوزیس  1بیماری مایوباکتریوم آویوم
  را گزارش نمودند.در نژاد گاو شیری جرسی 

 را 1های کموتراکتنت ای از سایتوکینها خانوادهکموکاین
ها و پروتئازها یندهند که همراه با سایتوکمیشکیل ت

ها در طول پروسه برای مهاجرت مستقیم لوکوسیت
ها نقش وکاینم(. کGenecardsالتهابی ضروری هستند )
ها و ها، نوتروفیلمونوسیتمهمی در فراخوانی 

 (.UniProtKB)ها دارند لنفوسیت
 هایژن توانمی مقاومت زمینه در کاندیدای هایژن از

TLR (شبه پروتئین های گیرنده T )خانواده که برد نام را-

 نوع 13 کنون تا. کندمی کد را سلولی هایگیرنده از ای
-گیرنده این. است شده شناسایی پستانداران در TLR ژن

 را( PAMP) بیماریزا عوامل از خاصی مولکولی توالی ها
 به بدن ایمنی هایپاسخ آغاز در و دهندمی تشخیص

  .(Genecards) دارند محوری شنق میکروبی هایپاتوژن
که جزء هستی  cell-substrate junctionشاید بتوان مسیر 

شناسی اجزای سلولی است را یکی از مهمترین مسیرهای 
سلول امتیازمؤثر بر فرآیند سیستم ایمنی در ارتباط با 

های واسطه جهت های بدنی دانست. در این مسیر پروتئین
ارتباط دادن اسکلت سلولی یک سلول به اسکلت سلولی 
سلول مجاور یا یک پروتئین در ماتریکس خارج سلولی 

                                                           
1 Mycobacterium avium 

یابند. این مسیر از سطح غشای پلاسمایی گسترش می
است که همه دارای  chiled Termدارای چندین 

یندهای ارتباط و اتصال سلول آمهمی در فر عملکردهای
  Gap junctionیه هستند. مسیربه هم و یا به بافت همبند پا

دار در این های معنیاز بین ژنیکی از این مسیرهاست. 
توان به ژن کاندیدای مرتبط با سیستم ایمنی میمسیر 

WWOX  .بیان ژن را نام بردWWOX  در انسان سرکوب
کننده انواع مختلفی از سرطان شامل سینه، پروستات، 

  .(UniProtKB) باشدشش، معده و پانکراس می
نشان داده شده است که یکی از عوامل مؤثر در بروز 

ها ژن گیرنده فاکتور رشد اپیدرمال مقاومت به بیماری
(EGFR روی کروموزوم )گاو است. این خانواده ژنی  22

-های داخل سلولی به نام گیرندهجزء گروهی از گیرنده

باشد و در تنظیم های فعال کننده پراکسیزومی می
متابولیسم گلوکز، چربی و همچنین در تمایز سلولی نقش 

با  EGFRداری بین ژن کاندیدای دارند. ارتباط معنی
های داخلی از طریق ایمنی اکتسابی و انگلمقاومت به 

نژاد سیاه آلمانی گزارش شده است  هایدر گاو 2ذاتی
 (.2019می و همکاران )

-سلول شود،زمانیکه موجود با تنش گرمایی مواجه می

ر کنند که از آنها دهایی تولید میهای آسیب دیده پروتئین
های حمایتی پاسخکند. یکی از مقابل آسیب محافظت می

باشد این ( میHSPهای شوک حرارتی )تولید پروتئین
، HSP40 ،HSP60های زیر گروه به نام 6خانواده ژنی از 

HSP70 ،HSP90 ،HSP100  وHSPB اند. یک تشکیل شده
به طور مستقیم از   HSP90B1ژن از همین خانواده 

آپوپتوسیز )مرگ و میر سلولی برنامه ریزی شده( 
 .کندجلوگیری می

2 Host defenses 
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های پروتئین ( و گیرندهTLR4) 4فرم  Tپروتئین شبه  ژن
باشند. جزو ( در سطح سلول میTLR3) 3فرم  Tشبه 

های کاندیدای مؤثر بر صفات مرتبط با ایمنی سلولی ژن
های دفاعی در پستانداران است پاسخو ذاتی در 

(UniProtKB .) 
TLR،های شناسایی الگو هستند ای از گیرندهخانواده ها

و در  اندبدون تغییر مانده و حفظ شده که در سیر تکامل،
 شوند و نقش اساسیها بیان میبسیاری از انواع سلول

-ها ایفا میهای ایمنی ذاتی بر ضد میکروبرا در پاسخ

  .کنند
 defense responseهمانطور که مشاهده می شود مسیر 

-سلول امتیازترین مسیر زیستی مرتبط با  دارجزء معنی

در این تحقیق است که نشان دهنده نقش  های بدنی
های موجود است. عمده ژن این فرآیندسیستم ایمنی در 

، کاپا و )آلفا، بتا اینترفرونبه انواع در این مسیر مربوط 
-ها است. ژنهای دیفنسین بتا و اینترلوکینامگا( پروتئین

-ILدار موجود در این مسیر شامل های اینترلوکین معنی

6 ،IL33  وIL-5 سلول امتیازها در بودند. نقش اینترلوکین-

اگُروسی و ) گرفته استهای بدنی بارها مورد تأکید قرار 
 ( 2009همکاران 

 امتیازدار مرتبط با بیماری مختلف و از مسیرهای معنی
 sensory perception ofوان به تمیهای بدنی سلول

chemical stimulus  و Cell-cell adhesion  که اشاره نمود
 امتیازبا  ANXA3داری بین ژن کاندیدای ارتباط معنی

چن و همکاران گزارش شده است )های بدنی سلول
2015.) 

-دار مرتبط با تولید شیر را میاز مسیرهای مهم و معنی

 Oxytocin signaling pathwayتوان به مسیر بیولوژیکی 
دار، ژن کاندیدای ژن معنی 20اشاره نمود که از بین 

PRKCA داری با تولید شیر در مطالعات قبلی ارتباط معنی
هلشتاین گزارش شده است  در گاوهای نژاد شیری

 (.2009رینکان و همکاران )

دار از دیگر ژن معنی19با تعداد  Focal adhesionمسیر 
مسیرهایی بود که در ارتباط با تولید شیر شناسایی شد. 

 در شود.طبقه بندی می KEGGمسیر این مسیر در 
 با تولید شیر مرتبط صفات ژنومی پویش قبلی یمطالعه

 در بود شده روش بیزی انجام هاپلوتیپ مدل براساس که

 kb  9 ناحیه یک 10 کروموزوم تولید شیر روی با ارتباط
 پژوهش در شده شناسایی منطقه با که بود شده گزارش
-غنی آنالیز براساس همچنین. داشت همخوانی حاضر

 روی تولید شیر مؤثر دارمعنی ناحیه سازی مجموعه ژنی
 ITPR2 کاندیدای ژن که آمد بدست مگابازی 75 ناحیه در
 (.2018 همکاران و چن) بود مشترک قبلی مطالعه با

 ژن Focal adhesionمسیر دار دیگر در های معنیاز ژن
که نام دیگر آن استئوپتین  SPP1ژن  بود. SPP1 یکاندیدا

(OPNمی )ها و باشد و در فسفریله کردن گلیکوپروتئین
تفرق  تشکیل استخوان در انسان و موش از طریق

. ژن (Gencards)لولهای استئوبلاست نقش کلیدی دارد س
SPP1 مرتبط با تولید شیر در داری با صفات ارتباط معنی

گزارش شده است گاوهای فلخویه جمهوری چک 
. همچنین در مطالعه کیولاج و (2012بولکووآ و همکاران )

داری بین چند شکلی در ژن ( ارتباط معنی2019همکاران )
SPP1  هلشتاین  ات مرتبط با تولید شیر در گاوهایصفبا

 فریزین گزارش نمودند.

دار مرتبط با تولید مسیرهای بیولوژیکی معنیدیگر از 
اشاره نمود  sensory perceptionشیر می توان به مسیر 

-که جزء مسیرهای فرآیندهای زیستی مرتبط با تولید می

 کاندیدای از این بین، ژندار، ژن معنی 7باشد که از بین 
KCNIP4  دارای نقش بیولوژیکی مستقیمی با صفات

داشت که بیشتر بحث خواهد شد. ژن  تولیدمرتبط با 
KCNIP4 های های کانالجزو خانواده ژنی پروتئین

های دار پتاسیمی وابسته به ولتاژ و پروتئیندریچه
دار های دریچه(. کانالGenecardsاتصالی کلسیمی است )

نقش گسترده عملکردی شامل تنظیم مثبت  پتاسیمی دارای
نوروترانسمیتر، انقباض عضلات صاف، تصحیح ضربان 

بنابراین  (.UniProtKBباشند )قلب و ترشح انسولین می
 تولید شیرتواند بر صفات می KCNIP4شود ژن فرض می

حاوی ژن  گاو شیریتأثیر داشته باشد. اخیراً در 
KCNIP4  داری با معنیارتباط  6روی کروموزوم

 ژانگ و همکارانگزارش شده است ) ترکیبات شیر
2019).  

توان دار مرتبط با تولید شیر را میمعنیدیگر مسیر 
Glycerolipid metabolism  ژن، ژن  11نام برد که از بین

داری با در مطالعات قبلی ارتباط معنی LPIN2کاندیدای 
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گوسفندان صفات مرتبط با تولید شیر در نژادهای مختلف 
 .(2019رلندو و همکاران ژ) شیری گزارش شده است

 از است KEGG مسیر جزء که Insulin secretion مسیر
 12 تعداد که بود پژوهش این در دارمعنی مسیرهای دیگر

 در هاپروتئین این. بود دارمعنی مسیر این ژن 113 از ژن
 سلول، به سلول اتصال ها،سلول ساختاری یکپارچگی

 ژن .(Gencards) دارند نقش سلولی تکثیر و تمایز
های این مجموعه ژنی در بین ژن KCNMA1 کاندیدای

قرار داشت و محصول این ژن، پروتئینی به همین نام 
است که یک کانال پتاسیمی است و ویژگی بارز آن انتقال 
مقادیر زیاد پتاسیم از غشای سلولی است. این کانال با 

و یا با افزایش غلظت درون  غشاءتغییر پتانسیل الکتریکی 
سلولی کلسیم باز شده و پتاسیم به درون سلول وارد 

و سبب برقراری تعادل الکتریکی در دو طرف شود می
های (. این کانال در بافتGeneCardsشود )می غشاء

-زیادی بیان شده است و بیشترین فراوانی آن در سلول

های دارای ماهیچه صاف است. همچنین ز و اندامهای مغ
راس و غدد آدرنال های دیگری شامل پستان، پانکدر بافت

های با توجه به نقش گسترده کانال نیز وجود دارد.
تواند با عملکردهای می KCNMA1ها پتاسیمی در بافت

یند تولید شیر و ترکیبات مرتبط با آن )چربی آمتفاوتی فر
و  مَرتیدر مطالعه  و پروتئین( را تحت تأثیر قرار دهد.

در مطالعه پویش کل ژنومی مرتبط با  (2018)همکاران 
بین ژن کاندیدای  داریمعنی مورفولوژی پستان ارتباط

KCNMA1  در سه نژاد گوسفند شیری فرانسوی گزارش
های کاندیدا در این مسیر همچنین از بین ژن کردند.

مرتبط با حساسیت به بیماری تب شیر به ژن کاندیدای 
CAMK2A  گاو اشاره نمود که  7روی کروموزوم شماره

ران )پُچیکو و همکا در مطالعه قبلی گزارش شده است
2018).  
که جزء مسیرهای معنی PPAR signaling pathwayمسیر 

ژن  9دار مرتبط با صفات ترکیب شیر بدست آمد حاوی 
در این مجموعه ژنی بود که از این بین ژن کاندیدای 

FABP2 ژن  توان در نظر گرفت.مرتبط با چربی شیر می
FABP2 های اتصالی اسیدهای جزو خانواده ژنی پروتئین

چرب است که نقش کلیدی در دریافت، حمل و متابولیسم 
هایی که نیاز در بافت FABP2اسیدهای چرب دارند. 

بالایی به اسیدهای چرب دارند مانند ماهیچه قلب، 
های اسکلتی و غدد پستانی، کبد و یا بافت چربی ماهیچه

 (.(UniProtKBشود یافت می
جزئی از خانواده ژنی  SLC25A31و  SLC22A16های ژن

SLC  باشد که دارای نقش انتقالی هستند. عضو می 23با
های انسانی مورد که بیشتر در جمعیت SLCخانواده ژنی 

های متنوعی در اند، نقشتمایز و انتخاب قرار گرفته
های زیستی دارند. فرآیندهای از قبیل بالا بردن مکانیسم

(SLC27A4( و اکسیداسیون )SLC25A20 اسیدهای چرب )
های نشان داده شده است. این خانواده ژنی نقش

دهی ای از قبیل سیگنالبیولوژیکی بسیار گسترده
پرولاکتین، ترشح انسولین، جذب طیف وسیعی از مواد 
مغذی، سنتز هورمون تیروئید و مسیرهای متابولیکی 

(. به علاوه در مطالعات UniProtKBمختلف دیگر دارند )
ری ارتباط این خانواده ژنی با صفات تولید و ترکیبات دیگ

شیر از قبیل چربی و پروتئین گزارش شده است. از این 
، SLC39A8 ،SLC34A2های توان به ارتباط ژنمیان می
SLC1A4 ،SLC30A4 ،SLC7A5 ،SLC6A2 ،SLCA3  و

SLC35B1  با صفات مربوط به تولید و کیفیت شیر اشاره
های طیف فعالیتی وسیعی ژن کرد. ولی با توجه به

های انتخابی این خانواده ژنی، اختصاص دقیق ژن
انتخابی این خانواده ژنی به مسیر بیولوژیکی خاصی 

 امکان پذیر نیست.
 

 گیری نهایینتیجه
گردد بررسی این مناطق ژنومی با در انتها بیان می

و  BioMart ،GeneCardsاستفاده از پایگاه داده 
UniProtKB  امتیازنشان داد که اکثر این مناطق با صفات 

مرتبط  شیر چربیتولید و ، سیستم ایمنی، های بدنیسلول
 ،ASIC2، ANXA3، CCL2های و حاوی ژن باشندمی

CCL11، CCL24،IL33،TLR3 ، WWOX،EGFR ،PRKCA ، 
CAMK2A،KCNMA1 ،FABP2 ،SPP1 ،THBS4 ، HSP90B1 

 مسیرهای بیولوژیکی عملکرد به توجه با .هستند ITPR1و
 هاژن این رسدمی نظر به پژوهش، این در شده شناسایی

 ایفا نقش تولید شیر با مرتبط صفات فنوتیپی بروز در
تجزیه و تحلیل روش  کارآیی توانمی نتیجه در کنند،می
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 صفاتپویش ژنومی  برایسازی مجموعه ژنی غنی
 .داد قرار تأیید مورد نیز را اقتصادی تولیدی
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Introduction: Genomic selection has provided the dairy industry with a powerful tool to increase 

genetic gains on economically important traits such as milk production (Taylor et al. 2016). One way 

to identify new loci and confirm existing QTL is through genome-wide association analysis (GWAA). 

In addition, identifying of genes' loci with large effects on economically important traits has been one 

of the important goals to dairy cattle breeding. Quantitative Trait Loci 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 aim of the present study was 

genome wide association studies (GWAS) based on gene set enrichment analysis for identifying the 

loci associated with milk yield and somatic cell score traits in Holstein cattle breed using the high-

confidence SNPs that enable us to study 164312 SNP markers simultaneously. 

Material and methods: In this study, the 1092 Holstein cattle and 164312 markers were analyzed 

with milk yield, fat percentage, and somatic cell score using plink software with no corrections to 

adjust the error rate. The gene set analysis consists basically in three different steps: (1) the 

assignment of SNPs to genes, (2) the assignment of genes to functional categories, and finally (3) the 

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

In brief, for each trait, nominal P-values < 0.05 from the GWAS analyses were used to identify 

significant SNP. Using the biomaRt R package the SNP were assigned to genes if they were within 

the genomic sequence of the gene or within a flanking region of 20 kb up- and downstream of the 

gene, to include SNP located in regulatory regions. For the assignment of the genes to functional 

categories, the gene ontology and Kyoto encyclopedia of genes and genome 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 three components: biological process, molecular function, 
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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). It was 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 milk production. It is likely that a better understanding of the biology 

underlying milk production specifically, plus an advance in the annotation of the bovine genome, can 

provide new opportunities for predicting production using gene set information. Eleven SNP markers  

were identified on  chromosomes  5,  6,  7,  8, 14, 19, 22, 24, 25, 27, and 28 located  in  ASIC2,  

ANXA3,  CCL2,  CCL11,  CCL24, IL33, TLR3, WWOX, EGFR, PRKCA, CAMK2A, KCNMA1, 

FABP2, SPP1, THBS4, HSP90B1, and ITPR1 genes. Some of the found genes are consistent with 

some previous studies and are involved in biological pathways related to milk yield and immune 

systems. According to pathway analysis, 25 pathways from gene ontology and KEGG pathway were 

associated with the milk yield and somatic cell score traits (P˂0.01). Among those pathways, the 

sensory perception of chemical stimulus, positive regulation of inflammatory response, and defense 

response biological pathway have an important role in the immune system and somatic cell score. 

Also, the GnRH signaling pathway, PPAR signaling pathway, oxytocin signaling pathway, and focal 

adhesion had a significant association with milk yield and fat percentage traits. Some of these 

regulatory regions, such as enhancers, are located far from the genes. Therefore, the gene might be 

part of the analysis, but the relevant variant would probably not be included in the gene set SNP class. 

Finally, linkage disequilibrium interferes with the use of biological information in prediction, because 

irrelevant regions (regions without any biological role) capture part of the information encoded in 

relevant regions, causing both regions to exhibit similar predictive abilities. The use of very high 

density SNP data or even whole genome sequence data could alleviate some of these issues. Finally, 

it worth’s 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 for instance 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. 

Conclusion: This study supported previous results from GWAS of milk yield and somatic cell score, 

also revealed additional regions in the cattle genome associated with these economically important 

traits. So, using these findings can accelerate the genetic progress in the breeding programs. 
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