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 چكيده
 نشانگردر مطالعات ارتباطي و انتخاب ژنومي تعيين وسعت عدم تعادل لينكاژي، در تشخيص ميزان 

گاو نر هلشتاين نمونه خون و اسپرم تهيه شد  1089ندازه نمونه، اهميت دارد. دراين پژوهش از مورد نياز و ا
بـر   6م شـماره  ومـوز وبـر روي كر  نشانگر 2030شركت ايلومينا ژنوتيپ  K50و با استفاده از بسته نشانگري 

و افـراد بـا   نوكلئوتيـدي نادرسـت   هـا بـراي جهـش تـك    ژنوم گاو تعيين شـد. داده  UMD3.1مبناي اسمبلي 
) بـاقي  79(% نشـانگر  1606تصحيح شد. پس از تصحيح  Plinkافزار هاي نامشخص با استفاده از نرمژنوتيپ

 2/0هـا حـداقل فراوانـي آللـي بـالاتر از      نشانگر 80بود و % 37/0ماند. متوسط هتروزيگوسيتي مشاهده شده 
rو  ˊDداشتند. عدم تعادل لينكاژي با محاسبه دو پارامتر  P

2
P  افزار ¬طريق نرمازHaploview   در محاسـبه شـد .

kb40  )3/0=rاين مطالعه وسعت عدم تعادل لينكاژي  P

2
P     بـرآورد شـد و مقـدار (r P

2
P  درkb80   سـطح  2/0بـه)

 100نسـل قبـل حـدود     10(سطح پايه)كاهش يافت. اندازه مـوثر جمعيـت در    1/0به  kb300متوسط) و در 
از كـل كرومـوزم    Mb 6/10و پوشـش   kb472-18بـا دامنـه    بلـوك هـاپلوتيپي   49راس بود. علاوه بر اين، 

بـه   نشـانگر يـا يـك    نشانگر 40000 -70000شناسايي شد. نتايج اين پژوهش نشان داد كه بطور تقريبي بين 
 براي مطالعات ارتباطي كل ژنوم در اين جمعيت مورد نياز است. kb 75-40ازاء هر 

 .، اندازه موثر جمعيت6 ين، كروموزومعدم تعادل لينكاژي، گاو هلشتا واژگان كليدي:

                                                             
 Email: Mehraveh58@yahoo.com     09153860827تلفن:    مريم نصرتينويسنده مسئول:  ∗
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 مقدمه
هاي اخير علاقمندي به استفاده از در سال

هـاي  در برنامـه  جهش تـك نوكلئوتيـدي  هاي داده
نژادي دام افزايش يافته است. از جمله ايـن  اصلاح

اي مـورد توجـه   بطور گسترده ˝مطالعات كه اخيرا
قرار گرفته است محاسبه عدم تعـادل لينكـاژي بـا    

هـاي  هاي همباز دوآللي، جهـش نشانگرستفاده از ا
باشد. عدم تعادل لينكـاژي يـا   نوكلئوتيدي، ميتك

-تصـادفي آلـل  عدم تعادل فاز گامتي به ارتباط غير

هاي دو لوكاس مختلف بر روي يك كروموزم در 
ــي   ــه م ــت گفت ــك گام ــود(ي  &Lewontionش

Kojima,1960ــه ــه نقش ــادل  ). تهي ــدم تع ــاي ع ه
ر انجام صحيح مطالعات ارتبـاطي،  لينكاژي ژنوم د

يابي جايگـاه صـفات كمـي    انتخاب ژنومي و نقشه
 Meuwissen et al., 2001; Gautierمفيد است (

et al., 2007     اساس انتخـاب ژنـومي بـر مبنـاي .(
و  نشـانگر پايداري فاز عدم تعـادل لينكـاژي بـين    

ها است. گـاهي  در خلال نسل جايگاه صفت كمي
در يك جمعيـت در   ت كميجايگاه صفو  نشانگر

عدم تعادل لينكاژي هستند اما در جمعيـت ديگـر   
هاي ديگر در عدم تعادل نيستند. علـت  يا در نسل

هـا در  توانـد در اشـتقاق جمعيـت   اين اختلاف مي
هاي خيلي قبل، تغيير در اندازه موثر جمعيـت  سال

جايگـاه صـفت   و  نشـانگر و/يا فاصله بزرگ بـين  
سـتن عـدم تعـادل    باشـد كـه منجـر بـه شك     كمي

ــه و تغييــر آن در زيــر      ــاژي جمعيــت اولي لينك
ــت ــي  جمعي ــله م ــاي حاص ــود (ه  & Hillش

Robertson,1968; De Ross et al., 2008 .(

rبطور متداول عدم تعادل لينكاژي با دو پـارامتر   P

2
P 

شود. اولين مطالعـه بـر روي   گيري مياندازه ˊDو 
 Farnir et alعدم تعادل لينكاژي ژنوم گاو توسط 

 248صورت گرفت. آنهـا بـا اسـتفاده از    ) 2000(
ميكروساتليت سطح بالاي از عـدم تعـادل    نشانگر

هـاي  بـر روي گـاو   cM 40در فاصـله   را لينكاژي
ســفيد هلنـدي شناســايي كردنـد. بســيار از   -سـياه 

ميكروساتليت  نشانگرمطالعات ديگر با استفاده از 
 زيادسطح بالاي از عدم تعادل لينكاژي در وسعت 

 Vallejo et al., 2003; Tenesaگزارش كردنـد ( 

et al. 2003; Varilo et al., 2003; odani et al., 
دو  نشــانگر). اولــين مطالعــه بــا اســتفاده از 2006
 Khatkar et توسط  نوكلئوتيديكجهش تآللي، 

al (2006) ــتفاده از  و ــا اس ــك 220ب ــش ت -جه

 433در  6م شـماره  وبر روي كروموزنوكلئوتيدي 
او هلشتاين استراليايي انجام شد. آنهـا دريافتنـد   گ

تـا سـطح    cM 20در وسعتي معادل  ˊDكه ميزان 
يابد، علاوه بر اين، آنها نشان دادند پايه كاهش مي

 نشـانگر كه كاهش وسعت عدم تعادل لينكاژي در 
ــش تــك   نشــانگرســريعتر از  نوكلئوتيــديجه

ميكروساتليت است. مطالعات متعددي با اسـتفاده  
نتايج آنها را تاييـد كـرد    نوكلئوتيديجهش تك از
)Khtakar et al., 2008; Marques et al., 2008, 

McKay et al., 2007 جهش تـك ). تراكم بالاي-

ها، منجر پذيري پايين جهشو توارث نوكلئوتيدي
هــاي هــاپلوتيپي اجــدادي و بــه تشــخيص بلــوك

 Vignal( شوداحتمال يكسان اجدادي بودن آن مي

et al., 2002 مطالعات اخير بر روي عدم تعادل .(
شركت  K50لينكاژي با استفاده از بسته نشانگري 
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ايلومينا منجر به شناسايي سطح بالاي عدم تعـادل  
هـاي كوتـاه شـده اسـت     لينكاژي امـا در مسـافت  

)Sargolzaei et al., 2008; Qanbari et al., 

2009; Bohmanova et al., 2010; Lu et al., 
2012.( 

گـاو بـا طـول حـدود      6كروموزم شماره 
Mb 123  تــاكنون موضــوع بســياري از مطالعــات

 Olsen etمانند سخت زايي ( جايگاه صفت كمي

al.,2008) توليــد شــير ،(Olsen et al.,2004; 

Freyer et al., 2002   ــير ــي ش )، درصــد چرب
)Schnabel et al 2005    درصـد پـروتئين شـير ،(
)Freyer et al., 2002در پژوهشـي  ه است.) بود 

Lee et al (2008)  بـراي   جايگاه صفت كمـي سه
ضخامت چربي پشت، افزايش وزن روزانه و وزن 

مورگـان در  سـانتي  63و  35، 0نهايي در فواصـل  
شناسايي كردند. بـا  را هاي گوشتي هانوو كره گاو

وجود شناسايي تعداد قابل توجهي جايگاه صـفت  
رسد هنـور  ميم به نظر وكمي بر روي اين كروموز

تعداد قابل توجهي جايگاه باقي مانده است كه بـه  
دلائل مختلف شناسايي نشده است. بـا توجـه بـه    

م در بسـته  وبراي اين كروموز نشانگرتراكم بالاي 
، شناسـايي تعـداد بيشـتري از ايـن     k50نشانگري 

ها امكان پذير خواهـد بـود. از ايـن رو بـه     جايگاه
ح عـدم تعـادل   ر سد بررسي وسعت و سطنظر مي

 نشـانگر براي تعيـين تـراكم    6لينكاژي كروموزوم 
يـابي جايگـاه صـفات    مورد نياز در مطالعات نقشه

كمي جمعيت مورد مطالعه مفيد است. عـلاوه بـر   
-اين انجام چنين مطالعاتي براي همگي كروموزوم

هاي اتوزوم گـاو مسـتلزم صـرف وقـت و انجـام      
ايـن  محاسبات پيچيـده و طـولاني اسـت. لـذا در     

مــورد مطالعــه قــرار  6م وپــژوهش تنهــا كرومــوز
گرفت. مضاف بـر ايـن تـاكنون مطالعـاتي از ايـن      
قبيل در كشور صورت نگرفته است، لذا با وجـود  
اين كه دامهاي مورد استفاده در اين تحقيـق بـومي   
كشور ايتاليا بوده اسـت امـا انتشـار نحـوه انجـام      
ــراي آشــنايي      ــايج آن زمينــه را ب ــژوهش و نت پ

قمندان به اينگونه موضـوعات فـراهم خواهـد    علا
 كرد.  

 

 مواد و روشها

 گيري و تعيين ژنوتيپنمونه
نمونه اسپرم و خـون از   1089كلي طورهب

ــاو ــجره از    گـ ــتاين داراي شـ ــر هلشـ ــاي نـ هـ
P1Fموسسه

1
PANAFI  ايتاليا تهيه شد. روابط شجره در

غالب پدربزرگ پدري، پدر و پسران پدر بـود. در  
شـده شـجره منظـور نشـد زيـرا       هاي انجـام آناليز

براساس مطالعات موجود اعمال شجره با بـرآورد  
بيش از واقعيت عدم تعادل لينكاژي همراه خواهد 

 Marques et al., 2008; Bohmanova etبـود ( 

al., 2010 استخراج .(DNA    از خون و اسـپرم بـا
ــتخراج   ــت اسـ ــتفاده از كيـ ــا  DNAاسـ پرومگـ

)Wizard® Genomic DNA Purification kit 

(Promega Corporation, Madison, WI) (
درآزمايشگاه ژنتيك مركز ژنوميك حيوانات اهلي، 

 دانشگاه بولونيا كشور ايتاليا انجام شد.
P2F در اين پژوهش از بسته نشانگري

2
P K50 

شركت ايلومينا (نوع يـك) بـراي تعيـين ژنوتيـپ     

                                                             
1 National Association of Italian Holstein Breeders 
2 Illumina Bovine SNP50K BeadChip  
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ــك  2030 ــش تـ ــديجهـ ــر  نوكلئوتيـ در سراسـ
 DNAهاي فاده شد. نمونهاست 6م شماره وكروموز

ــت(  ــا غلظ ــول   ng/ml (400- 200ب ــا محل  1/0ب
 MA2نرمال سود دناتوره شده و سپس با محلـول  

(كيت ايلومينا) خنثي شده تـا بـراي تكثيـر آمـاده     
MSMP3Fشود. در مرحله بعد محلـول  

1
P    كـه حـاوي

اضافه شـده و سـپس    DNAمستر ميكس است به 
جــه در 37پليــت در آون هيبريداســيون در دمــاي 

ساعت انكوبه شـد تـا    20-24سانتيگراد به مدت 
تكثيـر صـورت گيـرد. ايـن روش موجـب تكثيـر       

DNA    و بـدون   بطور يكنواخت تـا چنـدين برابـر
تكثير شده توسط سيستم  DNAخواهد شد.  خطا

تـر بريـده   آنزيمي تحت كنترل به قطعات كوچـك 
ــا  DNAشــد.  ــانول -2هضــم شــده ب % 100پروپ

ــانتريفيوژ د   ــا س ــوط و ب ــاي مخل ــه  4ر دم درج
سانتيگراد رسوب داده شد و دوباره با محلول بافر 
هيبريداسيون سوسپانسـيون شـد. در مرحلـه بعـد     

روي چيـپ قـرار داده شـد و     بر DNAهاي نمونه
ــاي  16-24بـــــه مـــــدت  در آون  48در دمـــ

هيبريداســيون نگهــداري شــد. در ايــن مرحلــه از 
طريق سيستم مويرگي موجود در اطراف چيـپ و  

 DNAهــاي هيبريداســيون، ابتــدا محلــولتزريــق 
شـود. پـس از   دناتوره شده و سـپس هيبريـد مـي   

 DNAهيبريداسيون، شستشو چيپ بـراي حـذف   
ها براي بسـط تـك   هيبريد نشده انجام شد. نمونه

در  TEMبازي و رنگ آميزي آماده شد و محلول 
-اطراف چيپ رها شده تا با استفاده از نوكلئوتيـد 

س) تكثيـر صـورت گيـرد.    (فلورسـن  هاي نشاندار

                                                             
1Multi-Sample Amplification Master Mix  

الگـو توسـط محلـول     DNAپس از ايـن مرحلـه   
حذف شـد.   EDTAميكرومول  1بر  95فرماميد %

تحت ليزر قـرار   iScanReaderچيپ با استفاده از 
هـاي  گرفته تا فلورسنس تـك بـاز انتهـاي پرايمـر    

بسط داده شده در آرايه دانه برانگيخته شـود. نـور   
ت آمـده از ايـن   ها بدسساطع شده ثبت شد و داده

تصحيح  Illumina’s BeadStudio v1.0تصوير با 
 Disken et al (2008) بـر اسـاس مطالعـات    شد.

گاهي در هنگـام هيبريداسـيون بـدليل نوسـان در     
ــه DNAغلظــت  ــوي  نمون ــف و محت ــاي مختل ه

ها بطـور  سيتوزين و گوانين متفاوت اتصال پروب
گيرد ايـن پديـده را امـواج    يكنواخت صورت نمي

P4Fوميكيژن

2
P هـا اثـر   نامند كه بر بازخواني ژنوتيپمي

 GenCallگذارد. بدين منظور ژن كال اسكور (مي

Score ها بررسي شـد. ايـن يـك كميـت     ) نمونه
-پـذيري ژنوتيـپ  متريك براي نشان دادن واقعيت

 15/0هاي خوانده شده است كـه حـد آسـتانه آن    
 15/0كمتـر از   كال اسـكور ها با ژناست. ژنوتيپ

ل عـدم اطمينـان در تعيـين ژنوتيـپ صـحيح      بدلي
 حذف شد.

 

 هاتصحيح داده
ــرم   ــده از نـ ــاد شـ ــل ايجـ ــزار ¬فايـ افـ

BeadStudio    ــي داده ــل رديف ــك فاي ــورت ي بص
است. با استفاده از برنامه نويسي بـه زبـان پـايتون    

در غالب دو فايـل   Plinkافزار ¬فرمت ورودي نرم
Ped  وMap  تهيه شد. فايلPed  حاوي ژنوتيـپ-

هـاي مـورد نظـر و    هر فرد در تمامي لوكاسهاي 

                                                             
2 Genomic wave 
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هـا  نشـانگر شامل محل و موقعيت اين  Mapفايل 
ــوز ــماره وروي كروم ــمبلي   6م ش ــاس اس ــر اس ب

UMD3.1   .هـا بـا حـداقل    نشـانگر ژنوم گاو بـود
% و نـرخ تعيـين ژنوتيـپ    5فراواني آللي بيشتر از 

هاي بعدي انتخاب شدند. براي آناليز 90بيش از %
% ژنوتيـپ از دسـت رفتـه از    10از افراد بـا بـيش   

 نشـانگر  1606ها حذف شد. پس از تصحيح آناليز
هـا پـس از   فرد بـاقي مانـد. فايـل    1074در غالب 

 Haploviewافـزار  ¬تصحيح به فرمت ورودي نرم
 .ترسيم شد Rها با تبديل شد. كليه گراف

 

گيري عدم تعادل لينكاژي و تعيين ساختار اندازه

 هاي هاپلوتيپيبلوك
r) و 1(فرمــول  ˊDدو پــارامتر  P

2
P  فرمــول)

) براي اندازه گيري عدم تعادل لينكـاژي وجـود   2
ــارامتر  ــال  ˊDدارد. پ ــه در س ــد  1964ك ــه ش ارائ

)Lewontin, 1964آيـد  ) از فرمول زير بدست مي
 باشد. به ميزان زيادي وابسته به فراواني آللي مي

)1                (  

D ضرب فراوانـي گامـت  اختلاف حاصل-

هـاي  هاي جفتي از حاصلضـرب فراوانـي گامـت   
در فراوانـي   Dحداكثر مقدار  DRMaxRدفعي است و 

Dآللي داده شـده اسـت.    ŔABR     ميـزان عـدم تعـادل
است. بدليل  Bو  Aلينكاژي در دو لوكاس مجاور 

ــارامتر   ــتگي پ Dوابس ŔAB R  ــي، در ــي آلل ــه فراوان ب
متر استفاده مطالعات سالهاي اخير كمتر از اين پارا

rشود. پارامتر مي P

2
P     در قالب فرمـول زيـر محاسـبه

 شد:
 

)2      (  

DPكه 

2
PRAB R    همان مربع مقدار عـدم تعـادل

 RوPRA Rاست.  Bو  Aلينكاژي در دو لوكاس مجاور 
RPRBR فراواني آللي در لوكاسR RA  وB   است. هـر دو

محاسـبه   Haploview افـزار ¬پارامتر توسـط نـرم  
ها بر اساس فاصله از كم شانگرنشد. سپس جفت 

متعـدد تـا    هـاي به زياد مرتـب شـد و بـه فاصـله    
تقسيم شد. براي هر فاصله متوسط  Mb 5مسافت 

rهاي و ميانه پارامتر P

2
P  وDˊ  .محاسبه شد 

هـاي هـاپلوتيپي و الگـوي    ساختار بلـوك 
آنها در ژنوم براي مطالعات ارتبـاطي در انسـان و   

 Barrett et al., 2004; Qanbari( دام مفيد اسـت 

et al., 2009ــذا ــژوهش ســاختار  ،). ل ــن پ در اي
 Haploviewهـاي هـاپلوتيپي بـا اسـتفاده از     بلوك

 Gabrie et alبررسـي شـد. بـر اسـاس تعريـف      

ــه ناحيــه (2002) ــوم بلــوك هــاپلوتيپي ب اي از ژن
 95با حدود اطمينان % ˊDشود كه مقدار اطلاق مي

 باشد. 70/0-98/0بين 
 

 زه موثر جمعيتمحاسبه اندا
آل به تعـداد افـرادي   در يك جمعيت ايده

كه مقـدار مشخصـي از پـرورش خويشـاوندي را     
ــي  ــان م ــي  نش ــت م ــوثر جمعي ــدازه م ــد ان -دهن

هـا  ). در خلال نسـل Wright et al., 1938گويند(
عدم تعادل لينكاژي توسـط نـوتركيبي در فواصـل    

شود. بنابراين عدم تعادل لينكـاژي  بلند شكسته مي
توانـد مـنعكس كننـده انـدازه     اصل بلند مـي در فو

هـاي اخيـر و عـدم تعـادل     موثر جمعيت در نسـل 
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لينكاژي در فواصل كوتـاه مـنعكس كننـده انـدازه     
ــد مـــوثر جمعيـــت در نســـل ــاي دور خواهـ هـ

). در ايـن مطالعـه انـدازه    Hayes et al 2003بود(
 موثر جمعيت از رابطه زير بدست آمد:

)3     (  

E(rكه  P

2
P)   متوسط عدم تعادل لينكـاژي در

 nميـزان نـرخ جهـش،     αفاصله مورد نظر اسـت،  
در α نرخ نوتركيبي است. پـارامتر  cاندازه نمونه و 

 2و در حضور جهـش   1زمان عدم حضور جهش 

. سن اندازه   (Sved, 1971)شوددر نظر گرفته مي
 c2/1موثر جمعيـت بـراي هـر فاصـله از رابطـه      

 هـاي جهـش فيزيكي بـين   شود. فاصلهمحاسبه مي
 cM1 =Mb1 از طريــق رابطــه  نوكلئوتيــديتــك

محاسبه شد. در ايـن مطالعـه بـر اسـاس فواصـل      
نسـل قبـل    2500موجود، اندازه موثر جمعيت تـا  

 محاسبه شد. 
 

 نتايج و بحث

 ي جمعيتنشانگرهتروزيگوسيتي و مشخصات 
تعــداد افــراد و مشخصــات    1جــدول 

دهـد.  شـان مـي  ن 6را بـراي كرومـوزم    هـا نشانگر
كـه   بود kb63 ها حدودنشانگرمتوسط فاصله بين 

) Bohmanova et al (2010) )kb 64مشابه نتايج 
بـود كـه    28/0بود. ميانگين حداقل فراواني آللـي  

 K50كمي بيشتر از مقدار گزارش شده براي پانـل  
اسـاس   ). بـر Gibbs et al., 2009) ( 25/0بـود ( 

rو  ˊDهـاي  مطالعات مختلـف پـارامتر   P

2
P   متـاثر از

ــتند (   ــايين هس ــي پ ــي آلل  & Pritchardفراوان

Przeworski, 2001; Sargolzaei et al., 2008 .(
-توزيع حداقل فراواني آللـي را در گـروه   1شكل 

از  80دهــد. بــيش از %هــاي مختلــف نشــان مــي
 2/0ي فراوانـي بـالاتر از   نوكلئوتيدتك هايجهش

يين حـداقل  داشتند. اين مقدار نشان دهنده تاثير پا
فراوانـي آللـي در محاسـبه عـدم تعـادل لينكـاژي       

 است. 
 

 روند عدم تعادل لينكاژي
روند تغييـرات عـدم تعـادل لينكـاژي بـا      

 2در شـكل   6افزايش فاصله بـر روي كرومـوزوم   
نشان داده شده است. بطور كلي با افزايش فاصـله  

ها مقدار عدم تعادل لينكاژي كاهش نشانگرجفت 
ن مقادير در فواصل كوتاه مشـاهده  يافت و بالاتري

rشد. اين كاهش در  P

2
P   به شكل نمايي بود و شـيب

rكاهش در  P

2
P  بيشترازDˊ    ) 1/0بود. سـطح پايـه =

r P

2
P  ) 2/0)، متوسط =r P

2
P  ) 3/0) و مفيد =r P

2
P  عدم (

، kb 300-200تعادل لينكاژي در فاصله به ترتيب 
kb 80-60  وkb40-20   2مشاهده شد (جـدول.( 

با استفاده از  Sargolzaei et al (2008)در مطالعه 
 نشـانگر  5562شركت افي متريكس با  K 10پانل 

پس از تصحيح، سطح مفيد عدم تعـادل لينكـاژي   
 مشاهده شد.  kb 100در كمتر از 
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 .6ي كروموزم نشانگرمشخصات  -1جدول 
Table 1- Marker characteristic on chromosome 6. 

 كروموزوم
Chr 
 

 مووزطول كروم
Chr. 

Length(Mb) 

 تعداد دام
No. 

individual 

هتروزيگوستي 
 مشاهده شده

Obs. 
Heterozygosity 

قبل/بعد  SNPتعداد 
 تصحيح

SNP No. 
before/ after 
correction 

ميانگين 
MAF 
Mean 
MAF 

 ميانگين فاصله
Mean 

distances(kb) 

rPميانكين 

2
P±SD 

Mean 
rP

2
P±SD 

BTA6 122.5 1074 0.37 1606/2030 0.28 62.67 0.096±0.006 

 

 
 .كوچك فراواني آللي هيستوگرام توزيع -1شكل 

Figure 1- Minor allele frequency histogram. 
 

توانــد ناشــي از ايــن اخـتلاف مشــاهده شــده مـي  
موضـوع باشـد كـه مقــدار گـزارش شـده توســط      

Sargolzaei et al (2008)     در فاصـله مـورد نظـر
بوده اسـت، در   شانگرن 5562براي كل ژنوم براي 

حالي كه مقدار گزارش شده در اين مطالعـه فقـط   
 نشـانگر  1606م شماره شـش و بـا   وبراي كروموز

بر اساس مطالعـات مختلـف    پس از تصحيح بود.
هاي مختلـف متفـاوت   نرخ نوتركيبي در كروموزم

است، بعـلاوه بـر روي يـك كرومـوزم نيـز نـرخ       
تلومريك  نوتركيبي از ناحيه سانترومريك به ناحيه

توانـد منجـر بـه    يابد. اين موضوع مـي افزايش مي

تنوع در مقدار و وسعت عدم تعـادل لينكـاژي در   
). Arias et al. 2009نواحي مختلف ژنـوم شـود (  

هـاي هلشـتاين   روي گـاو  اي ديگـر بـر  در مطالعه
شـركت ايلومينـا،    K 50 آلمان با اسـتفاده از پانـل  

3/0 =r P

2
P  ــر از r= 2/0و  kb 25در فاصــله كمت P

2
P  را

كـه تقريبـا بـا     مشاهده شـد  kb 75-50در فاصله 
 Qanbari etنتايج اين پژوهش مطابقـت داشـت (  

al., 2010 ــژوهش ). در  Bohmanova et alپ

سطح متوسـط عـدم تعـادل لينكـاژي در      (2010)
 kb 60هاي هلشتاين كانادا در فاصـله كمتـر از  گاو

شده در ايـن   ه شد كه مشابه مقدار گزارشمشاهد
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 kb 500لعه است ولـي سـطح پايـه در فاصـله    مطا
اين در مطالعه عدم تعـادل  برمشاهده گرديد. علاوه

لينكـــاژي در ســـه نـــژاد آنگـــوس، كـــارولايز(  
Charolais و (C  با پانلK 50     بـه ترتيـب سـطح

 kb 30در فاصـــله كمتـــر از  21/0و  22/0، 29/0
بـود  گزارش گرديد كه كمتر از نتايج اين پژوهش 

)Lu et al., 2012تواند در اختلاف ). علت آن مي
هاي گوشتي مـورد مطالعـه در   نژاد باشد، زيرا نژاد

كمتـر تحـت انتخـاب     Lu et al (2012)پـژوهش  
-بوده و در نتيجه سطح عدم تعادل لينكاژي پـايين 

تري در مقايسه هلشتاين دارنـد. برخـي نقـاط در    
شود كه حتي بافاصـله بـيش   مشاهده مي 2تصوير 

rي دارا Mb 2از  P

2
P    ــه ــالي ك ــتند در ح ــالاي هس ب

 kbوسعت عدم تعادل لينكاژي پايه در اين مطالعـه 
است يعنـي بايسـتي در دورتـر از ايـن      300-200

rفاصله  P

2
P  توانـد  باشـد. دليـل آن مـي    1/0كمتر از

ناشي از انتخاب براي صفات مهم اقتصادي ماننـد  
توليد شير در نژاد هلشـتاين باشـد كـه منجـر بـه      

گـردد،  اي موثر بر اين صفات ميهنشانگرانتخاب 

هـا دور از هـم كـه بـر صـفت       انتقال همراه، آلـل 
هــا منجــر بــه تــاثير اثــر موثرنــد در خــلال نســل

-اپيستاتيك در افزايش عـدم تعـادل لينكـاژي مـي    

). با توجه بـه حضـور    et al 2000 Farnirگردد (
ــد شــير در   جايگــاه صــفت كمــي ــر تولي ــوثر ب م

rهـا بـا   نشانگر وجود جفت 6كروموزوم شماره  P

2
P 

بالا در فواصل نه چندان نزديك مورد انتظار است. 
با افـزايش فاصـله تـا     ˊDنرخ كاهش  b(2شكل (

Mb 5 دهد. با افـزايش فاصـله ميـزان    را نشان مي
Dˊ يابد اما تا انتهاي كاهش ميMb 5  نرخ كاهش

 نشـانگر كند است و تعـداد قابـل تـوجهي     ˝نسبتا
دارد. در فاصـله   1ه نزديك ب ˊDشود كه يافت مي

kb 40-20  ميانگينDˊ % است و پس از  77تقريبا
ــله  ــك %  Mb 1- kb 500آن در فاص ــه نزدي  50ب

در كمتـر از   ˊD). ميانگين مقـدار  2رسد(جدولمي
kb20  بود كه با نتـايج   87/0برابر باKhatkar et 

al (2008)  مطابقت داشت. همچنين در فاصلهkb 
ــده (  60-40 ــزارش ش ــدار گ ــايج 73/0مق ــا نت ) ب

Bohmanova et al (2010) .مطابقت داشت 

  
 

rPروند كاهش مقدار  -2شكل 

2
P (a)  وDˊ (b) .با افزايش فاصله 

Figure 2- the trend of decay in rP

2 
P(a) and Dˊ(b) with increasing distance. 

 

(a) (b) 
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rPمقادير پارامترهاي  -2جدول 

2
P  وDˊ  6در فواصل مختلف بر روي كروموزم. 

Table 2- The rP

2
P and Dˊ value in different distance on chromosome 6. 

 فاصله
Distance 

(Mb) 

جفت هاي 
 نشانگري

Markers pair 

 ميانگين فاصله
Average 
distance 

(Mb) 

 ˊD ميانه
Median 

Dˊ 

 ˊD ميانگين

±SD 
Mean 

 Dˊ ±SD 

 ميانه
r2 

Median 
r2 

ميانگين 
r2±SD  
Mean 
r2±SD 

 

نگر تعداد نشا
 r2>0.3با 

Marker 
number with 

r2>0.3 
<0.02 261 6.07 1 0.82±0.42 0.22 0.42±0.35 126 
0.02-
0.04 

629 29.6 0.99 0.77±0.33 0.17 0.30±0.33 224 

0.04-
0.06 

419 49.4 0.92 0.73±0.32 0.09 0.22±0.26 97 

0.06-
0.08 

457 69.6 0.84 0.71±0.31 0.10 0.19±0.23 96 

0.08-0.1 459 89.98 0.73 0.65±0.34 0.07 0.15±0.21 62 
0.1-0.2 2199 149.6 0.60 0.60±0.34 0.06 0.13±0.18 181 
0.2-0.3 2230 250.1 0.60 0.56±0.34 0.05 0.1±0.14 174 
0.3-0.4 2154 349.7 0.53 0.53±0.33 0.05 0.09±0.12 135 
0.4-0.5 2156 449.9 0.47 0.51±0.33 0.04 0.08±0.11 110 
0.5-1 10550 750.3 0.46 0.50±0.33 0.04 0.08±0.11 469 
1-3 39200 1992.5 0.4 0.33±0.29 0.03 0.06±0.08 965 
3-5 39311 3990.2 0.33 0.40±0.27 0.02 0.04±0.06 377 

 
سطح مفيد عدم تعـادل لينكـاژي در مطالعـات    

 ارتباطي  
غالب صفات كمـي تحـت كنتـرل تعـداد     

) هستند كه يـافتن  جايگاه صفت كميزيادي ژن (
هـا در مطالعـات   هاي پيوسـته بـه ايـن ژن   نشانگر

اي دارد. بـدين منظـور   ارتباطي اهميت فوق العاده
تعيــين ســطح مفيــد عــدم تعــادل لينكــاژي بــراي 

در ايـن مطالعـات    نشـانگر محاسبه تراكم مناسب 
 Zhao et al., 2005; Ardlie etضـروري اسـت (  

al., 2002    سطح مفيد عـدم تعـادل لينكـاژي در .(
اسـت كـه در    جايگاه صفت كميواقع ميزان تنوع 

 Meuwissen et alشـود.  مشـاهده مـي   نشـانگر 

ــراي افــز (2000) ــد ب يش صــحت اگــزارش كردن
مقـدار عـدم    85/0برآورد ارزش ارثي ژنـومي تـا   

rتعادل لينكاژي ( P

2
P  باشـد. از   2/0) حداقل بايسـتي

rطرفي اندازه نمونـه بـا ميـزان     P

2
P    رابطـه معكـوس

rدارد. يعني اندازه نمونـه بايسـتي بـر اسـاس      P

2
P/1 

 جايگاه صـفت كمـي  افزايش يابد تا قدرت تعيين 
-ر زماني شود كه بصورت مستقيم برآورد مـي براب

). Pritchard and Przeworski 2001شــود ( 
r ،بنابراين P

2
P كننـده قـدرت آمـاري مطالعـات     تعيين

). سـطح  Sargolzaei et al 2008ارتباطي اسـت ( 
مفيد عدم تعادل لينكاژي برمبنـاي محـدوديت در   

شـود. در اغلـب   افزايش اندازه نمونـه تعيـين مـي   
r < 3/0مطالعات  P

2
P   بعنوان سطح مفيد عدم تعـادل

 Sargolzaei etلينكاژي در نظر گرفته شده است(

al, 2008; Lu et al 2012; De Ross et al 
2008; Ardlie et al., 2002اگر سطح مفيد  ،). لذا

در نظر گرفته شد. بر اين  3/0عدم تعادل لينكاژي 
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اساس، سه برابر افزايش در اندازه نمونه نسبت بـه  
شناسايي مسـتقيم جايگـاه صـفات كمـي و     حالت 
براي پوشش كل ژنوم يعنـي يـك    نشانگر 70000
براي مطالعات ارتبـاطي   kb 40به ازاء هر  نشانگر

). در 3و انتخـاب ژنـومي مـورد نيـاز است(شــكل    

 2/0صورتي كه سطح مفيد عـدم تعـادل لينكـاژي    
=r P

2
P   نشـانگر در نظر گرفته شود اين مقدار به يـك 

براي پوشـش   نشانگر 40000و  kb 75به ازاء هر 
كل ژنوم كاهش مي يابد، اما اندازه نمونه بايسـتي  

 ).3(شكل  برابر افزايش يابد 5به 
  

 
rPتعيين سطح مفيد عدم تعادل لينكاژي در نمودار روند كاهش  -3شكل 

2
P .با افزايش فاصله 

Figure 3- Useful level of LD in rP

2
P decay with increasing distance. 

 

 

 اندازه موثر جمعيت
تشخيص اندازه موثر جمعيت در جوامـع  
ــده   ــاختار صــفات پيچي ــف در شناســايي س مختل

ــت دارد ( ــاو Reich & Lander 2001اهمي ). گ
متعلق به يك گروه قديمي از پسـتانداران بـه نـام    

) اســت كــه   Cetartiodactylaســيتارتيوداكتيل ( 
ميليون سال قبل پيـدايش يافتـه اسـت.     60حدود 

هـزار سـال    250هاي اهلي امـروز، در حـدود   گاو
 Burt etانـد( پيش از اجداد مشتركي اشتقاق يافتـه 

al., 2009   و اندازه موثر جمعيت آنهـا در حـدود (
ده هزار نسل قبل بـه چنـدين هـزار راس كـاهش     

ها و اصلاح ژنتيكـي آنهـا   يافته است. تشكيل نژاد
نسل  50منجر شد اين مقدار به چند صد راس در 

 4). شـكل  De Roos et al., 2008برسـد (  قبـل 
 10تـا   2500روند كاهشي اندازه موثر جمعيت از 

دهد. اندازه موثر جمعيت در نسل قبل را نشان مي
بوده اسـت   راس 1700نسل قبل در حدود  2500

راس  1400نسل قبـل بـه    1000كه اين مقدار در 
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نسل قبل بـه حـدود    10رسيده است و در حدود 
يافته است كـه بـا نتـايج سـاير     راس كاهش  100

 ;Qanbari et al. 2009مطالعـات مطابقـت دارد (  

Sargolzaei et al 2008; Bohmanova et al, 
2010; De Ross et al 2008  اين محاسـبات در .(

در  α=2عدم حضور جهش است در صورتي كـه  
راس  100معادله لحاظ شود اين مقدار به كمتر از 

رش شـده بـراي انـدازه    يابد. مقادير گزاكاهش مي
باشـد  موثر جمعيت بصورت تقريبـي صـحيح مـي   

ثابـت   NeRtRشود كه اندازه زيرا در معادله فرض مي
است در صورتي كه در حقيقت متغيير اسـت. امـا   

بصورت خطـي تغييـر كنـد نتـايج بطـور       NeRtRاگر 
 تقريبي صحيح است.

  

 
 اين.اندازه موثر جمعيت در نژاد هلشت -4شكل 

Figure 4- effective population size in Holstein population. 
 

 هاي هاپلوتيپيساختار بلوك
هـا،  پايـه هاپلوتيـپ  مطالعات ارتباطي بـر 

روش قدرتمنــدي در شناســايي ژنهــاي مــوثر بــر 
ها(انسان) و صفات كمي (حيوانات اهلـي)  بيماري

هـاي هـاپلوتيپي بـر    است. در اين پژوهش بلـوك 
با استفاده از   Gabriel et al (2002)اساس روش 

مشخص گرديد. در حدود  Haploviewافزار ¬نرم
در سرتاسر  Mb 6/10بلوك هاپلوتيپي با طول  49

و  kb 18ترين بلـوك  يافت شد. كوتاه 6كروموزم 
-طول داشت. بيشتر بلوك kb 476ها ترين آنبلند

ــدود  ــولي در حـ ــا طـ ــتند  kb 200-100هـ داشـ
هاي با ط به بلوك) و كمترين ميزان مربو86/42(%

ــيش از  ــر از  kb 400طــول ب ــود kb 100و كمت  ب
ــژاد  5(شــكل ــدليل انتخــاب در ن ). بطــور كلــي ب

ــوك    ــوجهي بل ــل ت ــداد قاب هلشــتاين تشــكيل تع
هاپلوتيپي قابل پيش بيني اسـت. انتخـاب از چنـد    
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طريــق منجــر بــه افــزايش موضــعي عــدم تعــادل 
شـود.  هاي هاپلوتيپي مـي لينكاژي و تشكيل بلوك

هـاي مطلـوب و   ترتيب كه انتخاب براي آلل بدين
هـاي  شود آلـل هاي نامطلوب باعث ميحذف آلل

هاي مجاور نيز، انتخاب و يا حذف شـوند  لوكاس
) مـي  Hitchhikingاين پديده را انتخـاب همـراه (  

نامند كه منجر به ايجاد عـدم تعـادل لينكـاژي در    
 .Farnir et alشـود ( ناحيـه تحـت انتخـاب مـي    

ــلا2000 ــروه). ع ــر   ب ــق اث ــاب از طري ــن، انتخ اي
هـاي دور از هـم   هـاي لوكـاس  اپيستاتيك بين آلل

-نشـانگر منجر به افزايش عدم تعادل لينكاژي بين 

شـود، ميـزان عـدم    م مـي وهاي روي يك كروموز
تعـادل لينكــاژي ايجــاد شــده بســتگي بــه شــدت  

 ,.Ardlie et al(انتخـاب و فاصــله نســلي دارد  

2002 .(

 
 

 
 .6هاي هاپلوتيپي بر روي كروموزم ش بلوكپراكن -5شكل 

Figure 5- distribution of haplotype blocks in chromosome 6. 
 
 

 گيرينتيجه
روي  در اين پژوهش عدم تعادل لينكاژي بر

گــاوي مـورد بررسـي قــرار    6م شـماره  وكرومـوز 
در  kb40گرفت و وسعت عـدم تعـادل لينكـاژي    

r=3/0سطح  P

2
P     اسـاس اگـر   مشاهده شـد. بـر ايـن

در نظـر   3/0سطح مفيد عـدم تعـادل لينكـازي را    
براي پوشش كل ژنـوم در   نشانگر 70000بگيريم 

مطالعات ارتباطي مورد نياز است. تعداد و وسعت 
دهد كه بدليل حضـور  ها هاپلوتيپي نشان ميبلوك

متعـدد در سـطح كرومـوزوم     كمي اتجايگاه صف
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هـاي  ، اثر انتخاب منجر به تشكيل بلـوك 6شماره 
با سطح بالاي عدم تعادل لينكاژي شده اسـت كـه   

Mb 6/10  % آن را پوشـش   12كل كروموزم يعنـي
دهد. نتايج مطالعات عدم تعادل لينكاژي اولـين  مي

و اندازه نمونه مناسب  نشانگرقدم در تعيين تراكم 

در مطالعات ارتباطي، انتخاب ژنومي و نقشه يـابي  
نقشـه عـدم   باشد. لذا تهيه مي جايگاه صفت كمي

ها براي افزايش صـحت و  تعادل لينكاژي جمعيت
 دقت در مطالعات فوق امري اجتناب ناپذير است.
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Abstract 

In whole genome association study, genomic selection, Determining of extent and 
level of linkage disequilibrium (LD) is important in sample size and marker density. In this 
experiment, the blood and sperm samples were collected form 1089 Holstein bulls and 2030 
markers on chromosome 6 were genotyped by using Illumina Bovine SNP50K BeadChip 
based on UMD3.1 genome assembly. Data were corrected for missing genotyped SNP and 
individual with unknown genotype by Plink. After correction 1606 markers remained (79%). 
The average observed heterozygosity was 0.37 and 80% of the markers had minor all 
frequency more than 0.2. The LD was calculated with r P

2
P and Dˊ by Haploview v4.2. The 

extent of LD in this study was 40 kb with r P

2
P=0.3. The r P

2
P value was decreasing to 0.2 

(moderate level) in 80kb and 0.1 (background level) in 300 kb. The effective population size 
has been decreased to 100 individual in 10 generations ago. The 49 haplotype blocks with 
range 18-472 kb were detected that covering the 10.6 Mb of whole chromosome. These 
results showed that between 4000-70000 markers or one marker per 40-75 kb will be need for 
whole genome association study in this Holstein population.  
Keywords: Holstein, linkage disequilibrium, chromosome 6, Ne. 
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