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Introduction: 

Genetic architecture of sheep reproduction is increasingly gaining scientific interest due to the 

major impact on sheep production systems. The number of lambs per lambing is one of the 

most important reproductive traits in sheep. Many studies have reported that genetic 

mechanisms play an important role in the variation of litter size in sheep. Reproductive traits 

normally show low heritability and therefore response to conventional selection methods is not 

satisfactory for these traits. Considering the genetic information of the genetic variants 

underlying reproduction variability could efficiently increase the selection efficacy. Genome-

wide association studies (GWAS) have been used to identify associations between genotypes 

and phenotypes as well as candidate genes for reproductive economically important traits. 

Statistical power in GWAS is mostly affected by sample size. The low sample size is hence a 

main obstacle in GWAS. Combining multiple data sets of different studies for joint (mega) 

GWAS provides an opportunity to increase the sample size required for GWAS. This study was 

performed to identify genomic regions affecting litter size in different sheep breeds using the 

mega-analysis of GWAS. 

Materials and methods: Multi-population joint GWAS was performed using genotypic and 

phenotypic data of three sheep breeds including native Zandi and two breed retrieved from the 

database. Quality control was performed using the Plink software. The markers or individuals 

were removed from the further study based on the following criteria: (1) unknown chromosomal 

or physical location, call rate <0.90, missing genotype frequency >0.05, minor allele frequency 

(MAF) < 0.05, and a Pvalue for Hardy–Weinberg equilibrium test less than 10-6. Before 

analysis, imputation of missing genotypes for combined data set was implemented by LD-kNNi 

method. Mega-analysis was performed using a mixed linear model in TASSEL software 

considering kinship and population structure (top five components of principal component 

analysis (PCA)) as confounding effects. The quantile–quantile (Q–Q) plot was visualized by 

plotting the distribution of obtained vs. expected log10 (P-value). The association results along 

the genome and the significant SNPs were visualized in the Manhattan plot. To account for 

multiple test problem and identify the genome-wide significance level, Bonferroni test was used 

based on the number of independent SNPs obtained from pairwise linkage disequilibrium 

analysis. After GWAS analysis, the 500 bp sequence upstream and downstream of the 

significant SNP was explored to identify the adjacent candidate genes using ARS-

UI_Ramb_v2.0 (Genome Data Viewer). 

Results and discussion: In the present study, we implemented a mega GWAS using three 

different sheep breed data to identify the genetic mechanisms responsible for litter size in sheep. 

After quality control, 671 animals and 45167 SNP markers were kept for further analysis. The 

results of the mega-analysis identified nine marker on chromosome on chromosomes 1 (two 

SNP), 2, 3 (two SNP), 10, 13 (two SNP), and 22. The quantile–quantile plot that features the 

total distribution of the observed P-values (−log10 P-values) of quality passed SNPs vs. the 

expected values, showed the effective control for confounding effects. Many of the significant 
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SNPs identified in this study were located in or very adjacent to known genes (DLG1, CLSTN2, 

INHBE, TCFL5, and RBP4) that have been already reported for their contribution to fertility 

and pregnancy success. It has been reported that the RBP4 gene is expressed during the period 

of fast elongation of the pig blastocyst which is a crucial period for the survival of the embryos. 

Also, it has been suggested that CLSTN2 has the main contribution in uterine and conceptus 

physiology during the establishment of pregnancy and therefore can be considered as a 

candidate gene for litter size. INHBE has an essential function during ovulation and pregnancy 

through extracellular matrix (ECM) components degradation and therefore enabling cell 

migration and angiogenesis. 

Conclusions: Comparison of the results of this study with previous reports showed that the 

mega-analysis of GWAS, compared to the meta-analysis already reported for GWAS results, 

had comparable power in identifying genomic regions influencing litter size in sheep but 

identified fewer genomic regions than individual GWAS for each breed. No previously reported 

major genes controlling litter size in sheep were identified using our mega GWAS. The results 

of our research are suggested for further investigations in identifying causal genetic variants or 

genomic regions underlying the litter size variation in sheep and can be used to understand the 

genetic mechanism controlling this trait. 

Keywords: Association analysis, Genomic region, Genetic Marker, Improving fertility, Multi-

population  
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 چکیده
و تولیدمثلی در گوسفند است. هدف از پژوهش  ترین صفات اقتصادیتعداد بره متولد شده در هر زایش یکی از مهم     

کاندیدای مرتبط با چندقلوزایی در نژادهای مختلف گوسفند با رویکرد مگاآنالیز های حاضر شناسایی مناطق ژنومی و ژن
باشد. بدین منظور از اطلاعات پویش ژنومی از طریق استفاده از اطلاعات مربوط به سه نژاد زندی، راهمنی و کایاس می

 از ( تعیین ژنوتیپ شده با538( و کایاس )48(، راهمنی )96رأس دام شامل نژادهای زندی ) 682ژنوتیپی و فنوتیپی 
 671های تعیین ژنوتیپ شده، استفاده شد. پس از مراحل مختلف کنترل کیفیت و ادغام داده گوسفندی، 50K هایآرایه

برای ادامه آنالیزهای پویش ژنومی مورد استفاده قرار گرفتند. مگاآنالیز با استفاده از مدل  SNP نشانگر 45167رأس دام و 
با در نظر گرفتن روابط خویشاوندی و ساختار جمعیتی انجام شد. نتایج حاصل نشان  TASSELافزار نرم خطی مختلط در

به طور  22 و( نشانگر دو) 13 ،10 ،(نشانگر دو) 3 ،2 ،(نشانگر دو) 1 های شمارهداد تعداد نه نشانگر روی کروموزوم
رخط نشان داد ای بهای دادهژنومی کاندیدا بوسیله پایگاهباشند. بررسی مناطق داری با صفت چندقلوزایی مرتبط میمعنی

نقش مؤثری در باروری، آبستنی موفق، فرآیند آزاد  RBP4و  DLG1 ،CLSTN2 ،INHBE ،TCFL5های کاندیدای ژن
تواند در درک ساز و کار ژنتیکی کنترل کننده چندقلوزایی در سازی تخمک و اوولاسیون دارند. نتایج این پژوهش می

 وسفند مورد استفاده قرار گیرد.گ

 ژنتیکی نشانگرناحیه ژنومی، ، مگاآنالیزاروری، ببهبود آنالیز پیوستگی،  کلیدی:های واژه 
 

 مقدمه
ر قابل های پرورش گوسفند هستند و سالانه به طوترین صفات مؤثر بر سودآوری اقتصادی سیستمصفات تولیدمثلی، مهم

از سوی دیگر،  (.Abdoli et al., 2019)گیرند های بیشتر قرار میمیش در تولید برهای تحت تأثیر توانایی ملاحظه
تولیدمثل یک فرآیند پیچیده زیست شناختی بوده که علاوه بر شرایط محیطی تحت تأثیر فاکتورهای ژنتیکی نیز قرار 

. است ندگوسف پرورش صنعت در اقتصادی صفت مهمترین از یکی زایش هر در شده متولد نتاج تعداد طرفی گیرد. ازمی
 توان تابع زیادی مقدار به گوسفند پرورش بازده لذا باشد،می تولیدمثلی صفات تولید، در بیولوژیکی اجزای از یکی واقع در

 افزایش بسب سال یک در میش هر ازای به شده متولد هایبره تعداد افزایش دیگر عبارتبه. باشدمی هامیش مثلی تولید
 (.Zhang et al., 2022) شد خواهد گوسفند پرورش در تولید بازده

، باشدمی عملکردی دارای خصوصیات مطلوبی صفات نظر ازو بوده  کشور وزن متوسط نژادهای از یکی زندی گوسفند
همچنین . دباشمی کمتر ایرانی دیگر گوسفند نژادهای از بسیاری به مقایسه در نژاد این در زیرپوستی چربیبطوریکه 

 سخت شرایط ،(تابستان در سانتیگراد درجه 40 تا زمستان در سانتیگراد درجه -20 از) گرما و سرما برابر در مقاومت
 .(Bohlouli et al., 2013است ) توجه شایان بسیار گوسفند این در برفی و بارانی هوای و ضعیف مراتع و ایتغذیه
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اصلی پرورشی در کشور مصر است و نژاد مقاوم به شرایط آب و هوایی گرم و خشک  نژادگوسفند نژاد راهمنی جزو سه 
نژاد کایاس مورد استفاده همچنین  (.El-Halawany et al., 2016) دارد شهرت تولید گوشت کیفیت بالا با نژاد به و بوده

بطوریکه این  .باشدتولیدمثلی میو  تولیدی صفات نظر یونان از کشور معروفگوسفند  نژادهای از یکی در پژوهش حاضر،
های پرورشی صنعتی و نیمه صنعتی است نژاد دارای تولید شیر بالا و عملکرد تولیدمثلی مطلوبی در سیستم

(Tsartsianidou et al., 2023.) 

های روژهپهای بیولوژی مولکولی با سرعت شگرفی توسعه پیدا کرده و موجب گردیده است تا های اخیر، تکنیکدر طی سال
ا تراکم های نانویی بهای مختلفی از آرایهیابی کل ژنوم، از جمله گوسفند تکمیل شود و متعاقب آن پانلمختلف توالی

اسایی تواند به شنمتفاوت طراحی شده و انجام مطالعات پویش کل ژنومی را امکان پذیر نماید. مطالعه پویش ژنومی می
 Johnstonهای آن برای انتخاب به کمک نشانگر مفید باشد )ی کمک کرده و یافتههای مرتبط با صفات اقتصاددقیق ژن

et al., 2011.) 
مطالعات مختلفی برای شناسایی مناطق ژنومی مؤثر بر صفات تولیدمثلی در گوسفند با رویکرد پویش کل ژنومی انفرادی 

(. اندازه Abdoli et al., 2019; Xu et al., 2018; Zhang et al., 2022; Ramos et al., 2023انجام شده است )
بینی ژنومی است. در مورد نژادهای با اندازه جمعیت جمعیت مورد مطالعه یکی از پارامترهای اصلی مؤثر بر صحت پیش

کوچک، دستیابی به یک جمعیت پایه به اندازه کافی بزرگ ممکن است بسیار دشوار و یا غیر ممکن باشد که در این 
(. در Marjanovic & Calus, 2020تواند به حل مشکل کمک نماید )ردن افراد از نژادهای دیگر میصورت، اضافه ک

ت. دهد و در کنترل محقق استرین عاملی است که قدرت آماری را تحت تأثیر قرار میآنالیز پویش ژنومی اندازه نمونه مهم
ار و یا ها دشوگیری آننومی در صفاتی است که اندازهبه طور خاص، اندازه نمونه یک مانع بزرگ برای آنالیزهای پویش ژ

ای هبر است. یکی از راهکارهای حل محدودیت اندازه نمونه در فهم ساز و کار ژنتیکی صفات، ترکیب کردن نمونههزینه
ها داده (. ترکیب کردن مجموعهGebreyesus et al., 2019تر برای پویش ژنومی مشترک )مگاآنالیز( است )کوچک

برای آنجام آنالیز پویش ژنومی مشترک، یک روش کارآمد برای افزایش قدرت پویش ژنومی برای مطالعات در این زمینه 
های های حیوانی، انتخاب روشهای کمتر در ادغام نمونه(. با در نظر گرفتن محدودیتBouwman et al., 2018است )

 ,.Gebreyesus et alتواند خیلی پراهمیت باشد )ت تولیدمثلی میاجرای پویش ژنومی برپایه رویکرد مگاآنالیز برای صفا

2019.) 
 در ندقلوزاییچ نرخ بر مؤثر ژنی هایجایگاه شناسایی برای مگاآنالیز برپایه پویش ژنومی مطالعه عنوان با اخیراً، پژوهشی

ا بآیسلندیک، فینشیپ، رومانف و تکسل شامل نژادهای وادی، هوو، رأس میش  462به تعداد شش نژاد مختلف گوسفند 
های نژ شناسایی به وفقکه م استبا استفاده از مدل خطی مختلط انجام شده  هدف درک ساز و کار ژنتیکی این صفت

 22و  17، 14، 3، 1 شماره هایکروموزوم روی LPCAT2و ، OPCML ،GULP1 ،RBP4 ،MMP2 کاندیدا شامل
نتایج نشان داد روش پویش ژنومی بر مبنای مسیر کارآیی بالاتری برای یافتن مناطق ژنومی و درک بهتری از  .شدند

 & Gholizadehمعماری ژنتیکی صفت تعداد نتاج متولد شده نسبت به آنالیز پویش ژنومی بر پایه تک نشانگری دارد )

Esmaeili-Fard, 2022 .)های کاندیدای و مسیرهای شناسایی ژن با هدف 2021دیگری در سال ی مروری مطالعه
ژن  21ز میان ا که نتایج نشان دادزیستی مرتبط با تعداد بره متولد شده در گوسفند براساس آنالیز مسیر انجام شده است، 

 negativeمسیر زیستی مرتبط با تعداد نتاج، مسیر زیستی  20و از میان  CCL2و  FLT1های کاندیدای شناسایی شده ژن

regulation of vascular endothelial cell proliferation  بیشترین ارتباط را با تعداد نتاج متولد شده در هر زایش
 (. Ghiasi & Abdollahi-Arpanahi, 2021را داشتند )



 

 

 پویش ژنومیآنالیز های نژادهای مورد مطالعه برای انجام با توجه به اینکه تا به امروز، اثر ترکیب کردن مجموعه داده
در شناسایی مناطق ژنومی مؤثر بر چندقلوزایی گزارش نشده است. بنابراین هدف از پژوهش حاضر انجام مگاآنالیز  مشترک

 682 شامل دهای سه نژاترکیب نمونهپویش ژنومی و شناسایی مناطق ژنومی مؤثر بر چندقلوزایی گوسفند با استفاده از 
های قبلی همچنین عملکرد مگاآنالیز با گزارش بود.( 538) یونان ( و کایاس48) مصر (، راهمنی96زندی ) بومیرأس دام 

 پویش ژنومی انفرادی روی این نژادها مورد مقایسه قرار گرفت.
 

 هامواد و روش

 ی(های زندی )بومی(، راهمنی )مصردر پژوهش حاضر از اطلاعات ژنوتیپی و فنوتیپی سه نژاد مختلف گوسفند شامل نژاد
گوسفند نژاد زندی حاضر در دو گله مرکز اصلاح نژاد خجیر واقع در تهران  200ابتدا از  .و کایاس )یونانی( استفاده شد

 EDTAمیلی لیتر  5/0سی خون استحصال و همراه با سی 5-7وابسته به سازمان جهاد کشاورزی استان تهران، مقدار 
های اخذ شده پس از آنالیز شجره، حیواناتی که کمترین رابطه یان نمونهنگهداری شد. از م pH 8-5/7های خلاء با در لوله

رأس( دارای حداقل یک رکورد  44ها )رأس انتخاب شدند. تعدادی از میش 96خویشاوندی را با هم داشته باشند به تعداد 
با استفاده از  DNAاج استخر رأس( میش دارای رکورد تک قلوزایی انتخاب شدند. 52ها )دوقلوزایی و تعدادی از میش

  Neogenها در کمپانی. ژنوتیپ نمونه(Helms, 1990) روش بهینه یافته استخراج نمکی از خون کامل انجام شد
(http://genomics.neogen.comدر کشور آمریکا با استفاده از آرایه ) های Illumina OvineSNP50K BeadChip 

 تعیین ژنوتیپ شدند. 

 گوسفندان غیر خویشاوند مصری مربوط به نژاد رأس 48 پژوهش حاضر از اطلاعات ژنوتیپی مجموع در علاوه بر این
المللی ها در مرکز بینلازم به ذکر است تعیین ژنوتیپ نمونه .(El-Halawany et al., 2016) گردید استفاده راهمنی

در کشور  Neogen GeneSeek در کمپانیها تحقیقات کشاورزی مناطق خشک کشور مصر انجام شده بود. ژنوتیپ نمونه
 با بکارگیری پروتکل استاندارد شرکت ایلومیناIllumina  OvineSNP50K BeadChip هایآمریکا با استفاده از آرایه

با شماره Dryad (thttps://datadryad.org )های مورد استفاده در این پژوهش در پایگاه برخط داده انجام شده بودند.
رأس  538باشد. همچنین از اطلاعات ژنوتیپی و فنوتیپی مجموع در دسترس می dryad.k83b3/10.5061دسترسی 

 با هانمونه .( et al.,Tsartsianidou 2023) استفاده گردید نیز 1یونانی مربوط به نژاد کایاس گوسفندان غیر خویشاوند
شده  ژنوتیپ جایگاه نشانگری تعیین 54241برای   Ovine SNP50 Bead Chipایلومینا شرکت هایآرایه از استفاده

با Mendeley (https://data.mendeley.com/datasets )های مورد استفاده این پژوهش در پایگاه برخط داده. بودند
  باشد.در دسترس می nvjn8mvwtg/1شماره دسترسی 

مراحل مختلف کنترل کیفیت بر روی  نهاییهای حاصل از تعیین ژنوتیپ در آنالیزهای اطمینان از کیفیت دادهبرای 
درصد بود، شناسایی و  90هایی که فراوانی ژنوتیپ در آنها کمتر از در ابتدا نمونهبدین منظور  های اولیه اعمال شد.داده

رصد بود حذف شدند. سپس د 5در آنها کمتر از ( 2MAF)حذف شدند. در مرحله بعد نشانگرهایی که فراونی آلل نادر 
برای  همچنین. درصد بود شناسایی و حذف شدند 95ها کمتر از ژنوتیپ آنها در نمونه فراوانیکه  اییSNPنشانگرهای 

SNPحذف شدندشناسایی و  10-6سطح احتمال  با واینبرگ قرار نداشتند-های باقیمانده آنهایی که در تعادل هاردی. 
 (. Purcell et al., 2007( انجام شد )90/1)نسخه PLINKبا استفاده از نرم افزار  غربالگریمراحل مختلف 

ادغام شدند و دور بعدی کنترل کیفیت روی  PLINKافزار شده با استفاده از نرم پیرایشهای پس از کنترل کیفیت، داده
های ادغام شده با معیارهای مشابه دور قبل انجام شد. در مرحله بعد، قبل از انجام آنالیز پویش ژنومی، ایمپیوتیشن با داده

                                                           
1 Chios 
2 Minor Allele Frequency 



 

 

های انفرادی در قالب یک مجموعه داده های جمعیت( انجام شد. ادغام دادهMoney et al., 2015) LD-kNNiروش 
های بیشتر نسبت به متاایمپیوتیشن ( و شناسایی واریانتFritsche et al., 2016بزرگ، امکان مگاایمپیوتیشن و مگاآنالیز )

های گمشده یا تعیین ژنوتیپ نشده، ابزاری مفید SNP(. ایمپیوتیشن با استنتاج Gorski et al., 2019کند )را فراهم می
را فراهم کند و بنابراین  های مشابه برای افراد مورد مطالعهSNPتواند مجموعه برای آنالیز پویش ژنومی است که می

 (. Gorski et al., 2019گردد )منجر به افزایش قدرت آزمون پویش ژنومی می
 TASSELافزار در مرحله بعد برای بررسی ساختار جمعیتی و مدل کردن آنالیز پویش ژنومی از مدل خطی مختلط در نرم

5 (Bradbury et al., 2007 استفاده گردید. دو عامل مختل )توانند نتایج آنالیز پویش ژنومی را دچار اریبی کننده که می
ندی بهای خطی عمومی امکان در نظر گرفتن لایهبندی جمعیتی هستند. مدلکنند شامل خویشاوندی و ساختار لایه

ظر را در نتوانند خویشاوندی کنند. ولی نمیهای اصلی در مدل را فراهم میجمعیتی را از طریق وارد کردن ابعاد مؤلفه
بندی جمعیتی، خویشاوندی نیز در قالب ماتریس روابط سازد که علاوه بر لایهبگیرند. مدل مختلط این امکان را فراهم می

( استفاده شد. 3PCAهای اصلی )خویشاوندی را در مدل وارد شود. برای بررسی ساختار جمعیت ادغام شده از تجزیه مؤلفه
 انجام شد و تعداد هشت مؤلفه اول ماتریس ژنوتیپی محاسبه شد.  PLINKفزار ااین تجزیه با استفاده از نرم

 مدل مورد استفاده بر پایه مدل خطی مختلط به شکل زیر بود:
 

𝒚 = 𝑾𝒂 + 𝒙𝜷 + 𝒁𝒖 + 𝒆 
 

مؤلفه  ماتریس ضرایب مربوط به اثر ثابت شامل نژاد، سن و پنج سطح اول تجزیه W: بردار مشاهدات فنوتیپی، yکه 
 Z ژنیک،اثرات تصادفی پلیبردار  uنشانگر تحت آزمون،  های: بردار ژنوتیپ𝒙اصلی با بیشترین واریانس توجیه شده، 

 برادر ضرایب ارتباط دهنده. βو  αهای، ماندهبردار اثر تصادفی باقی e، روابط ژنومیک ماتریس
های مستقل SNPداری ژنومی از آزمون بنفرونی براساس تعداد های چندگانه و رسیدن به سطح معنیبرای تصحیح آزمون

استفاده گردید. برای  indep-pairwise 50 5 0.05و دستور  PLINKافزار استفاده شد. برای این منظور با استفاده از نرم

ری ژنومی برآورد دا(، آستانه معنیNهای مستقل )SNP( و با تعداد αداری پنج درصد ژنومی )معنی در نظر گرفتن سطح
و منهتن استفاده شد و برای ترسیم  Q-Qهای (. همچنین برای بررسی برازش مدل و نتایج از پلات0.05/11812شد )
 (.Wang et al., 2012استفاده گردید ) SNPEVG2افزار های مربوطه از نرمگراف

بوسیله   NCBIآنها از پایگاه اطلاعاتی برخطباز اطراف کیلو جفت 500های گزارش شده در مناطق کاندیدا و بررسی ژن
Genome Data Viewer  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv?org=ovis-

aries&group=bovidae( براساس آخرین نسخه اسبلمی گوسفند )ARS-UI_Ramb_v2.0 .مورد بررسی قرار گرفت )
 PANTHER اطلاعاتی پایگاه از شده شناسایی هایژن متابولیکی مسیرهای و ژنی عملکردی طبقات تعیین جهت

(http://www.pantherdb.orgاستفاده ) هایپایگاه از آمده دست به هایژن عملکرد بهتر تفسیر برای همچنین. گردید 
UniProtKB  (http://www.uniprot.org )و  GeneCards  (http://www.genecards.org) آنلاین اطلاعاتی

  .شد استفاده
 

 نتایج و بحث

                                                           
3Principal component analysis  

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


 

 

ارائه شده است. تعداد چهار حیوان با داشتن  1های ژنوتیپ شده در جدول نتایج مربوط به مراحل مختلف ویرایش داده
4IBS  ها و تعیین ژنوتیپ چند باره یک حیوان و همچنین حیوانات خارج از با احتمال تکراری بودن نمونه 1تا  99/0حدود

(. پس از حذف 1به منظور جلوگیری از ایجاد اریبی در محاسبات حذف شد )جدول  PCAتوده نژادی خود در آنالیز 
با نژادهای گوسفند مصری و یونانی با هم ترکیب شدند که دارای  زندیبومی های نژاد های حیوانات حذف شده، دادههداد

نشانگر  35882در نهایت، تعداد  SNPمشترک بودند که پس از مرحله کنترل کیفیت در سطح  SNPنشانگر  37844
SNP  671جفت کروموزوم گوسفند بودند، بطوریکه پس از پایان ایمپیوتیشن تعداد  26باقی ماندند که شامل اطلاعات 
 (. 2در آنالیز پویش ژنومی مورد استفاده قرار گرفتند )جدول  304/0برابر با  MAFبا متوسط  SNPنشانگر  45167دام و 

 

 

 
  های مربوط به نژادهای مختلف مورد بررسی در سطح افرادتوصیف مراحل کنترل کیفیت داده -1جدول 

Table 1- Description of the quality control steps in different studied breeds at the level of individuals 

 راهمنی

Rahmani 
 کایاس

Chios 
 زندی

Zandi 
 

 تعداد حیوانات 96 538 48
Number of animals 

 درصد 90کمتر از  فراخوانینرخ  باحذف حیواناتی  0 3 2
Excluding animals with call rate<0.90 

 درصد 99حذف حیواناتی با یکسانی براساس موقعیت افراد بالاتر از  0 3 1
Excluding animals with IBS>0.99 

 خارج از توده جمعیتی خود قرار داشتند PCAکه در آنالیز  یحیواناتحذف    2 0 0
Excluding animals that were clustered outside of their population mass in 

PCA analysis 
 تعداد حیوانات باقیمانده 94 532 45

Remaining animals 
 
 

 برای آنالیزهای پویش ژنومی SNPخلاصه مراحل مختلف کنترل کیفیت نشانگرهای  -2جدول 
Table 2- Summary of quality control steps for SNP markers used for GWAS analysis 

 SNPتعداد نشانگر 

SNP number 
 

 مراحل مختلف کنترل کیفی 

Quality control filters 
 

 قبل از کنترل کیفیت SNPتعداد نشانگرهای  37844

SNP number before QC 
 درصد 5هایی با فراوانی آللی نادر کمتر از SNPحذف  1025

Excluding SNPs ≤5% MAF over all animals 
 درصد در کلیه حیوانات 95کمتر از هایی با نرخ فراخوانی SNPحذف  842

Excluding SNPs ≤95% Call rate over all animals 
 (000001/0واینبرگ با ارزش )-های خارج از تعادل هاردیSNPحذف  95

Excluding SNPs with deviation from HW (<0.000001) 
 باقیمانده SNPتعداد نشانگرهای  35882

Remaining SNPs 
 باقیمانده بعد از ایمپیوتیشن SNPتعداد نشانگرهای  45167

Remaining SNPs after imputation  

 

د. ها را از هم تفکیک کرهای اصلی در برابر سطح دو جمعیتهای اصلی نشان داد سطح یک مؤلفهنتیجه تجزیه مؤلفه
ماری کردند برای کنترل ساختار جمعیتی در مدل آهمچنین پنج سطح اول که بالاترین میزان واریانس ژنتیکی را توجیه می

                                                           
4 Identical by state 



 

 

 گنجانده شدند. 
چندین روش  ارائه شده است. 2و  1 و منهتن مرتبط با صفت تعداد نتاج متولد شده در هر زایش در شکل Q-Qپلات 

ورم کنترل فاکتور ت ( وجود دارد که در این تحقیق روش تخمین گر میانه اجرا شد.λبرای تخمین کنترل تورم ژنومیکی )

دهد. فاکتور لامبدا از طریق بندی جمعیتی و یا خطای تعیین ژنوتیپ را نشان می( وجود لایهλ˃1) 1جمعیتی بزرگتر از 
بود که  024/1برای صفات مورد مطالعه محاسبه شد که برای صفت مورد مطالعه  PLINKپیوستگی در  تجزیه و تحلیل

بودند و نشان دهنده عدم وجود لایه بندی جمعیتی برای اجرای تجزیه و  1برابر با شود تقریباً همان طور که مشاهده می
تصحیح اثرات ساختار است نیازی به  1یا مساوی  1/1های پویش کل ژنومی بود. در مطالعاتی که لامبدا کوچکتر ار تحلیل

 .جمعیتی نیست
 

 
 نتایج مگاآنالیز پویش ژنومی برای کنترل کیفیت نتایج Q-Qپلات  -1شکل 

Figure 1. Q-Q plot of mega GWAS results for assessing quality of results 

 

 



 

 

 
 

داری ح معنیطپلات منهتن نتایج مگاآنالیز پویش ژنومی با استفاده از مدل خطی مختلط برای شناسایی نواحی ژنومی مرتبط با چندقلوزایی در گوسفند در س -2شکل 

 ژنومی
Figure 2- Manhattan plot of mega GWAS results obtained from linear mixed model to identify genomic regions 

associated with prolificacy in sheep with genome-wide significance level 
 

داری در سطح ژنوم با در سطح ژنومی شناسایی کرد که به طور معنی SNPنتایج مگاآنالیز پویش ژنومی نه عدد نشانگر 
هر  13و  3، 1های شماره کروموزومدار به ترتیب روی نشانگرهای معنی(. 2میانگین چندقلوزایی در ارتباط بودند )شکل 

های داده های بیشتر در پایگاهبررسی هر کدام یک نشانگر قرار داشتند. 22و  10، 2های کدام دو نشانگر و کروموزوم
های موجود در نواحی ژنومی شناسایی شده نقش مؤثری در عملکرد تولیدمثلی دارند که در این نشان داد که برخی از ژن

 ها ارائه خواهد شد.های فیزیولوژیکی این ژنی در ارتباط با نقشبخش توضیحات

به طور  1مگابازی روی کروموزوم شماره  9/246و  8/189نتایج  تحقیق حاضر نشان داد، دو نشانگر در نواحی ژنومی 
 CLSTN2های نشانگرها با ژنهای داده نشان داد که این داری با چندقلوزایی ارتباط دارند. تجزیه بیشتر در پایگاهمعنی

های های تکا و گرانولوزا به سلولاندازی و تبدیل سلولدر فرآیند تخمک CLSTN2در ارتباط هستند. ژن  DLG1و 
(. در مطالعه پویش ژنومی در گوسفندان نژاد Hong et al., 2006باشد )لوتئال بزرگ و کوچک در جسم زرد می

Pelibuey اندیدای مرتبط با دوقلوزایی ژن های کبا هدف شناسایی ژنCLSTN2  گزارش شده است(Hernández-

(Montiel et al., 2020 همچنین ژن .DLG1 دهی سازی مسیر سیگنالنقش مؤثری در فعالHippo  دارد که نقش
 (. Ye et al., 2017( دارد )E2بتا استرادیول ) 17اساسی در فرآیند آزادسازی تخمک از طریق افزایش سطح 

مگابازی قرار دارد. نشان داده شده است که این ژن با  7/119در ناحیه ژنومی  2روی کروموزوم شماره  GULP1ژن 
دهی (. همچنین این ژن تنظیم کننده کلیدی سیگنالTenghe et al., 2016طول دوره لوتئال در گاو در ارتباط است )

در پژوهش حاضر در مطالعه قبلی آنالیز پویش ژنومی  شناسایی شده GULP1باشد. ژن فاکتور رشد تغییردهنده بتا می
 Tsartsianidouانفرادی مرتبط با نژاد کایاس گزارش شده است که در سطح ژنومی با چندقلوزایی در این نژاد مرتبط بود )



 

 

et al., 2023.) 
گزینی مهمی در لانه های تنظیمیمگابازی قرار دارد. نقش 9/161در ناحیه ژنومی  3روی کروموزوم شماره  INHBEژن 

کند.  نتایج مطالعات نشان داده است که چندشکلی در این ژن با صفات و تشکیل جفت برای باروری موفق ایفاء می
(. این ژن که در فولیکول Fortes et al., 2023باروری در گاوهای پرورش یافته در مناطق گرمسیری در ارتباط است )

اظ ژنتیکی کند و بنابراین فعالیت این ژن به لحی پستانداران را طی اوولاسیون تخریب میشود دیواره فولیکولبالغ بیان می
 (.Lehnert & Reverter, 2013برای اوولاسیون مورد نیاز است )

مگابازی به عنوان ژن کاندیدا گزارش شده است. این ژن  7/14در ناحیه ژنومی  22روی کروموزوم شماره  RBP4ژن 
کند می مانی جنین است. این ژن پروتئینی را کدشود که دوره حیاتی برای زندهطی فاز توسعه سریع بلاستوسیت بیان می

سیله شوند، سپس رتینول متصل شده به وه رتینول متصل میها بکه در رحم و در اوایل آبستنی حضور دارد. این پروتئین
 (.Messer et al., 1996شود )زایی آغاز میها پذیرفته شده و جنینسلول
 

 وسفندگهای موجود در این مناطق ژنومی مرتبط با چندقلوزایی در نتایج مگاآنالیز پویش ژنومی با مدل خطی مختلط برای شناسایی نواحی ژنومی و ژن -3 جدول

Table 3- Mega GWAS results obtained from linear mixed model to identify genomic regions and genes associated with 

prolificacy in sheep 

شماره 

 کروموزوم
Number of 

chromosom

es 

ID نشانگر 
SNP ID 

 

 1آلل 
A1 
 

 2آلل
A2 
 

حداقل 

فراوانی 

 آلل نادر

MAF 

 (باز جفت) ژنومی موقعیت

Genomic position (bp( 

ژن کاندیدای مرتبط 

 با تولیدمثل
Candidate gene 

related to 

reproductive 
1 OAR1_204970872.

1 

T C 0.361 

189355910-190355910 

DLG1 

1 s09883.1 G A 0.212 
246413454-247413454 

CLSTN2 

2 OAR2_119795639.
1 

A G 0.373 

119289298-120289298 

GULP1 

3 OAR3_173173378.
1 

C T 0.395 

161428466-162428466 

INHBE 

10 OAR10_90315139.
1 

C A 0.421 

82164637-83164637 

TNFSF13B 

13 s16241.1 C T 0.369 
53751020-54751020 

TCFL5 

22 OAR22_18241256.
1 

G A 0.283 

14242914-15242914 

RBP4 

 

 های مخصوص به خود را دارد. یک از موانع اصلی عدم تجانسچند جمعیت چالشهای های دادهترکیب کردن مجموعه
ین ب جمله فاصله ژنتیکیهای مختلف از ها ممکن است به علتهای مختلف است. این عدم تجانسهای جمعیتنمونه

 Begum etباشد )های تعیین ژنوتیپ متفاوت های پرورشی مختلف و آرایهگیری صفات، محیطها، تفاوت اندازهجمعیت

al., 2012 .)دست آمده از مطالعات مختلف آنالیز پویش ژنومی با استفاده از ادغام چندین مجموعه داده، نواحینتایج به 
 اندردهگزارش ک هاجمعیت آن فراتحلیل همچنین و جمعیتی انفرادی تجزیه با مقایسه در را تریدقیق و بیشتر ژنومی

(Gebreyesus et al., 2019.) 
تا کنون تعداد معدودی آنالیز پویش ژنومی با هدف شناسایی مناطق ژنومی مرتبط با صفت چندقلوزایی در نژادهای مختلف 

های کاندیدای مختلفی شده است. در گوسفند نژاد بومی در ایران انجام شده است که منجر به شناسایی و معرفی ژن
، NTRK2 ،CTH ،ANKRD13C ،SRSF11 ،PTGER3های ژنهای متفاوت بلوچی نشان داده شده است که واریانت



 

 

LDHB ، LRRC40و KCNMA1 ( در تنوع موجود در صفت دوقلوزایی در این نژاد نقش دارندEsmaeili-Fard et 

al., 2021بختیاری، ژن -(. همچنین در مطالعه پویش ژنومی انجام شده روی گوسفندان نژاد لریLHCGR  به عنوان
(.  تفاوت در نتایج مطالعات مختلف پویش Abdoli et al., 2018ژن کاندیدا مؤثر بر دو قلوزایی معرفی شده است )

ده ها و اندازه نمونه تعیین ژنوتیپ شداده های مورد استفاده در تجزیههای بین نژادی، روشتواند به دلیل تفاوتژنومی می
دهد که ساز و کارهای زیستی متفاوتی در تنوع موجود در صفت دوقلوزایی در وع نشان میو دارای فنوتیپ باشد. این موض

های کاندیدای مؤثر بر این صفت مهم اقتصادی را توان با آنالیز پویش ژنومی، ژنبین نژادهای مختلف وجود دارد و می
 شناسایی کرد و از مگاآنالیز در ترکیب نتایج بهره گرفت.

 

 گیری کلینتیجه
داری با در سطح ژنوم گردید که به طور معنی SNPدر مجموع ، نتایج حاصل از مگاآنالیز منجر به شناسایی نه نشانگر 

های های موجود در این مناطق ژنومی نشان داد که ژنچندقلوزایی در گوسفند در ارتباط بودند. بررسی عملکرد ژن
DLG1 ،CLSTN2 ،INHBE ،TCFL5  وRBP4  توانند در باروری و موفقیت آبستنی دارند و مینقش مؤثری در

 .های اصلاح نژادی مورد استفاده  قرار گیرندبرنامه
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