
                                                                          

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

 ISCپژوهشي و -علمي

  يابي ژنوم با كارايي بالا اسب كاسپين با استفاده از نسل جديد توالي هاي ژني شناسايي واريانت

  

قاسم ، 5، ون وانگ5، خيائولي ژانگ5، يانگ دونگ2ملك شاكري، 3محمد مرادي شهربابك، 2حميد كهرام، 1بابك عارف نژاد

  4∗∗∗∗حسيني سالكده

  دانشگاه تهران-پرديس كرج-گروه علوم دامي–دانشجوي دكتري فيزيولوژي دام -1

  دانشگاه تهران- استاديار گروه علوم دامي، پرديس كرج-2

  دانشگاه تهران- دانشيار گروه علوم دامي، پرديس كرج-3

 كرج- استاديار گروه ژنوميكس پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي-4

  آكادمي علوم چين-انستيتو حيات وحش كانمينگ -5

09/12/1392: خ پذيرش، تاري03/11/1392: تاريخ دريافت  

  چكيده

و هاي ژنتيكي  ني در شناسايي واريانتيرهيافت نوبه عنوان يابي با كارايي بالا  هاي نوين توالي تكنيك

هاي منحصر  اسب كاسپين با توجه به ويژگي. اند هاي بسياري از چمانگان قرار گرفته در گونهاطلاعات عملكردي 

رو، پژوهش حاضر به  از اين. جهان است وهاي مهم اسب در ايران  نژاد به فرد ژنتيكي و فنوتيپي خود، يكي از

هاي تعداد  واريانت وهاي كوتاه  حذف و اضافه، هاي تك نوكليوتيدي چندشكليهاي ژنتيكي  شناسايي واريانت

. ها و مسيرهاي بيولوژيك ويژه پرداخته است فرآيندها در  در اسب كاسپين و بررسي نقش آن) CNV(در نسخه 

 8/45ژنومي سه ماديان كاسپين با ميانگين عمق  DNA از Gb108يابي با كارايي بالا،  با استفاده از توالي

درصد از ژنوم رفرانس اسب را  4/76كم و بيش  41/14يابي با ميانگين همپوشاني  اين توالي. يابي شدند توالي

حذف و  358020ك نوكليوتيدي، چندشكلي ت 1666717با استفاده از فيلترينگ سختگيرانه . پوشش داد

هاي ژني اسب كاسپين نشان داد  كلاسترينگ عملكردي واريانت. شناسايي شدند CNV 3109هاي كوتاه و  اضافه

هاي بيوشيميايي  هاي سيستم عصبي، تنظيم ورارساني فرستهفرآيندهاي مرتبط با  ها در ژن كه بيشتر اين واريانت

، توسعه رگي، جنبايي سلولي و بندي اسكلت سلولي ژنز سلولي، سازمان، موفوفسفات گوانيدين تريمرتبط با 

جا  به جاها و  هاي ساختاري ژنوم اسب كاسپين مانند اينورژن بر اين، واريانت فزون . انتقال غشايي روي داده است

 توانند در طراحي هاي بزرگ ژنومي كه در اين پژوهش شناسايي شدند، مي و نيز حذف و اضافه ها شدگي

 .هاي جمعيتي سودمند واقع شوند نشانگرهاي ژنتيكي براي كارهاي اصلاح نژادي و نيز بررسي
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  مقدمه

ترين نژادهاي اسب  يكي از كهنكاسپين   اسب

سال  3000 بيش از در دنيا است كه خاستگاه آن به

شود كه اين نژاد جد اوليه  گفته مي. گردد پيش بر مي

گرم دنيا است و همانندي  هاي خون همه اسب

كاسپين هاي  اسب. هاي عرب دارد زيادي با اسب

در شمال ايران شناخته و 1969نخستين بار در سال 

لوييس فيروز پس از . )Firouz, 1969( معرفي شدند

هاي مورفولوژيك  ها ويژگي كشف دوباره اين اسب

هاي پرسپوليس  هاي نگاره ها را نزديك به اسب آن

ها به غير از ارتفاع بدن، همانند  سباين ا. شرح داد

هاي آناتوميك  ها هستند و تفاوت ديگر اسب

 ;Firouz, 1971( ها دارند ناچيزي با ديگر اسب

Firouz, 1972( . ،علت كوتاهينژاد به  نيابنابراين 

در  يول شود نيز شناخته شده مي 1يپون به فرنامقد 

 يدر جهان كه اسبان يپون ينژادها ديگربا  برابري

و  يقو يحركت يها اندام چاق و كوتاه و يبا بدن

 نيا درنگ بي، هستندتناسب اندام  ونبدزمخت و 

نوع نژاد مجزا شده و به اسب  نياسب از ا

  .)Firouz, 1972(است  شده  فمعرو ياتورينيم

 درصد 40 كمتر ازها  نرخ آبستني در اين اسب

شود كه از مهمترين مشكلات  گفته مي است و

 ها ريزي پايين در آن ها نرخ تخمك توليدمثلي آن

ها نيز شمار اسپرم و جنبايي اسپرم  در نريان. ستا

پايين است كه بازدهي پايين توليدمثلي را در اين 

                                                 
 -١ Pony 

 Hatami-Monazah and( دهد نژاد نشان مي

Pandit, 1979( . به علت اندازه كم جمعيت در اين

كه  در اين توده پايين است ها، تنوع ژنتيكي  اسب

و افزايش  2اين امر موجب كاهش شايستگي

اين رو،  از اين. ها شده است در آن 3همخوني

قرار در دسته حيوانات در حال انقراض ها  اسب

سازوكارهاي شناسايي گوناگوني بنابراين، . گيرند مي

هاي توليدمثلي و نيز  ژه در ژنبه وي(ژنوميك 

در بهبود شناخت بيشتر ) هاي مرتبط با سازگاري ژن

هاي  در سطح مولكولي و نيز به كارگيري روش

. اي در اين نژاد دارند اصلاح مولكولي اهميت ويژه

)Shahsavarani and Rahimi-Mianji, 2012(.  

اي  دريچههاي ژنومي  در دسترس بودن توالي

تعيين ژنوتيپ با كارايي بالا و در مقياس گسترده  بر

هاي تعيين ژنوتيپ  در آغاز، تكنولوژي. گشوده است

كه توانايي شناسايي ( DNAهاي  بر پايه ريزآرايه

SNPگسترش يافتند) ها را در سطح ژنوم دارند .

يين هاي تع بركسي پوشيده نيست كه اين روش

ژنوتيپ، بازدهي شناسايي هزاران نشانگر را در يك 

ژنوميك با  DNAهيبريدسازي  فرآيند

 Geneشده روي  قرارگرفتههاي  اليگونوكليوتيد

Chip اند بهبود بخشيده )Huang et al., 2009; 

Winzeler et al., 1998( . ،هرچند كه با اين تكنيك

كم و بيش هدف بررسي نشانگرها در مقياس 

هاي  گسترده محقق شده است، ولي همچنان روش

                                                 
 -١  Fitness 
 -٢ Inbreeding 
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هاي  داراي محدوديت DNAبر پايه ريزآرايه 

براي نمونه، طراحي، توليد و نيز . اي هستند جدي

شناسايي نشانگرها با اين تكنيك دشوار،  فرآيندهمه 

  . )Huang et al., 2009( بر و پرهزينه است زمان

يابي همراه با  هاي توالي نسل جديد تكنولوژي

هاي  هاي در دسترس بيشماري از ژنوم توالي

اي را براي طراحي دوباره  يافت تازه گوناگون، دست

يابي ژنتيكي و  هاي تعيين ژنوتيپ، نقشه استراتژي

هاي  تكنيك. هاي ژنومي ارايه كرده است نيز آناليز

پوشاني  يابي نه تنها كارايي و هم جديد توالي

اند،  يابي را به گونه چشمگيري افزايش داده توالي

هاي  يابي شمار زيادي از نمونه بلكه امكان توالي

فراهم  Multiplexيابي  زيستي را با استراتژي توالي

 ,.Craig et al., 2008; Cronn et al( اند كرده

2008; Huang et al., 2009( .هم رفته، اين   روي

هاي تعيين ژنوتيپ در  ها در گسترش روش تكنيك

يابي ژنوم  مقياس گسترده و بر پايه توالي

اي كه  اند به گونه هاي روزافزوني داشته پيشرفت

يابي بسيار  پوشاني، صحت و دقت در نقشه هم

هاي  هاي ژنوم و نقشه چشمگير است و مقايسه

هاي گوناگون  و جمعيتها  ژنومي در ميان ارگانيسم

ها فزون  از اين رو، اين تكنيك. پذيرتر است سنجش

هاي ژنتيك با هدف شناسايي  كه آناليز بر اين

اي  ها در مقياس گسترده را به گونه واريانت

هاي  كنند، پاسخ چشمگير آسان و كارآمدتر مي

 كنند هاي بيولوژيك ارايه مي تري به پرسش دقيق

)Cronn et al., 2008; Huang et al., 2009(.  

ها،  هاي گوناگون يوكاريوت در جمعيت

و نيز  SNP(4(نوكليوتيدي  هاي تك چندشكلي

CNVهاي  واريانت
در ژنوم از منابع مهم  5

فزون بر . هاي ژنتيكي و فنوتيپي هستند وارياسيون

INDELهاي  اين، چندشكلي
نيز كم و بيش  6

هاي گوناگون  فراوانند و در بروز صفات و فنوتيپ

با اين وجود، به علت . دارند داري هاي معني كنش

هاي بر  ها در پلاتفورم دشواري و بازدهي پايين آن

هاي ريزآرايه، تاكنون كمتر شناسايي و  پايه تكنيك

اند؛ ولي امكان بررسي همه جانبه و نيز  بررسي شده

ها با كمك  گونه از واريانت يابي همه اين نقشه

ور يابي و تكامل دانش نوظه هاي جديد توالي تكنيك

 ,.Shao et al( بيوانفورماتيك فراهم شده است

2012( .  

 Quarter )Doan etهاي  هاي اسب تاكنون ژنوم

al., 2012( ،اسب عرب ،Icelandic ،

Standardbred ،Norwegian_Fjord ،

Thoroughbred ،Przewalski )Orlando et al., 

. اند يابي شده توالي  با استفاده از اين تكنيك) 2013

  هاي ايران به ويژه اسب با وجود اهميت اسب

گونه پژوهشي  تيكي اسب هيچكاسپين در ذخاير ژن

ها انجام  هاي ژنومي آن روي ساختار ژنوم و واريانت

از اين رو، پروژه حاضر آغازي بر . نشده بود

هدف . هاي ايراني است ها در اسب گونه بررسي اين

تعيين ساختار ژنوم و نيز اصلي اين پژوهش، 

                                                 
 -١ Single Nucleotide Polymorphism 
 -٢ Copy Number Variant 
 -٣ Insertion and Deletion 
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هاي رايج در ژنوم اسب كاسپين و  شناسايي واريانت

با  ها رهاي بيولوژيك مرتبط با آنشناسايي مسي

  .يابي بود هاي نوين توالي كمك تكنيك

  

  ها مواد و روش

هاي سفيد  از سلول DNAگيري و استخراج  نمونه

  خون

در كاسپين  هاي مادياننمونه خون از  سه

) تهران-پارك ملي خجير(موسسه تحقيقات خجير 

ها در فلاسك يخ به آزمايشگاه  نمونه. شدندگرفته 

هاي سفيد  پس از جداسازي سلول درنگ بي ل ومنتق

با روش استخراج نمكي تغيير  DNA، از قرمز خون

با كمك آن  كيفيت و كميت و استخراج  يافته

تعيين اسپكتروفتومتري و الكتروفورز با ژل آگاروز 

و تعيين توالي به  Library DNAبراي ساخت. شد

BGIانستيتوي 
7   

)BGI, Shenzen, China ( شدندفرستاده در چين .

يابي ژنوم اسب كاسپين با استفاده از پلاتفورم  توالي

Hiseq2500 Illumina با اندازه bp300 يابي  و توالي

هاي خام ژنومي كه از  انجام شد و دادهدو سويه 

يابي به دست آمدند براي آناليزهاي  توالي

  .بيوانفورماتيك پردازش شدند

  

  ژنوميهاي كوتاه  پردازش توالي پيش

هاي كوتاه ژنومي به دست  كنترل كيفي توالي

يابي اسب كاسپين با استفاده از  آمده از توالي

                                                 
 -١ Beijing Genomics Institute 

Fastqc )Andrews, 2012( پس از آن، . انجام شد

ژنومي با استفاده از دو سويه هاي كوتاه  توالي

AdapterRemoval v1.2 )Lindgreen, 2012(  به

سه دسته توالي منفرد، كولاپس شده و دو سويه 

ذف ح، همزمان با فرآينددر اين . پردازش شدند

خوانش پاييني هايي از توالي كه كيفيت  بخش

 اب bp11اي كه دستكم در  هاي دوسويه يداشتند توال

هم همپوشاني داشتند، كولاپس شدند و به عنوان 

هاي  در بخش. يك توالي منفرد درنظر گرفته شدند

 Phred Qualityهاي كوتاه،  كولاپس شده توالي

Score  و نوكليوتيد مربوطه بر اساس بالاترين

در مواردي كه هيچ . داشته شدند كور نگهسا

هاي كوتاه  يان دو سوي خوانش تواليهمپوشاني م

هاي با  پيدا نشد، توالي جداگانه پردازش و بخش

و نيز  Nهاي  كيفيت خوانش پايين، نوكليوتيد

پس از . حذف شدند ها از آن هاي آداپتوري توالي

نوكليوتيد  25هايي كه كمتر از  ، تواليفرآينداين 

  . داشتند حذف شدندطول 

  

اسب  آمده از ژنوم هاي به دست رديفي داده هم

 كاسپين

هاي كوتاه ژنوم اسب  تواليپس از پالايش 

كروموزوم  31با  ها يابي آن نقشه فرآيندكاسپين، 

ژنوم رفرانس اسب  Xاتوزوم و كروموزوم 

)http://genome.ucsc.edu(  در اين  .شدانجام

BWA 0.5.9 با استفاده از، فرآيند
8 )Langmead, 

                                                 
 -١ Burrow Wheeler Aligner 
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همه سازي ژنوم رفرانس، ايندكس  پس از )2002

هاي كوتاه با كمك اين الگوريتم و تعيين  توالي

رديف  پارامترهاي مناسب با ژنوم ايندكس شده، هم

هاي منفرد و كولاپس شده با استفاده از  توالي. شدند

bwa samse هاي كوتاه دو سويه با استفاده  توالي و

پس از آن  .رديف شدند هم bwa sampeاز 

با استفاده از  PCRمضاعف شده در هاي كوتاه  توالي

MarkDuplicates افزار  نرمPicard tools  نسخه

1.99 )http://picard.sourceforge.net(  حذف

كه براي هر دسته  BAMهاي  ر پايان فايلد. شدند

هاي كوتاه به دست آمدند با استفاده از  از توالي

MergeSam تك فايل . با يكديگر ادغام شدند

BAM رديفي  به دست آمده براي افزايش صحت هم

با استفاده از الگوريتم   ها، و نيز شناسايي واريانت

GATK 9 )McKenna et al., 2010(  و بر اساس

INDELرديف  هاي شناخته شده اسب دوباره هم

  .شدند

  

  هاي ژنوم اسب كاسپين شناسايي واريانت

، پس از كاليبراسيون دوباره فرآينددر اين 

هاي كوتاه ژنومي بر اساس  كيفيت خوانش توالي

، Read Group ،Quality Scoreهاي  كوواريت

Cycle  وDinucleotide ها براي تك فايلBAM ه ب

 SNPهاي  واريانت  هاي پيشين، دست آمده از گامه

 GATK UnifiedGenotyperبا استفاده از الگوريتم 

شناسايي  Scalaو اسكريپت  Queueبه كمك 

                                                 
 -١ Genome Analysis Toolkit 

با  هاSNP، ها پس از شناسايي واريانت. شدند

براي  GATKگيرانه  استفاده از فيلترينگ سخت

QualByDepth  2كمتر از ،FisherStrand  بيشتر از

60 ،RMSMappingQuality  40كمتر از ،

HaplotypeScore  13بيشتر از ،

MappingQualityRankSumTest  و  5/12كمتر از

ReadPosRankSumTest  فيلتر شدند 8كمتر از .

INDEL هاي  واريانتINDEL با استفاده از  نيز

Freebayes v-0.9.9  با الگوريتم بيزين در شناسايي

 ,Garrison and Marth( ها استفاده شد واريانت

كمتر از  QualByDepthبراي و پس از آن  )2012

2 ،FisherStrand و  200تر از بيش

ReadPosRankSumTest  فيلتر شدند 20كمتر از .

هاي بزرگ نيز با INDELو  CNVهاي  واريانت

 ,.BreakDancer )Chen et alاستفاده از الگوريتم 

 )Abyzov et al., 2011( CNVnatorو  )2009

هاي ژنوم، تلومريك و Gapشناسايي و براي نواحي 

  . فيلتر شدند سانترومريك

  

ها و  ها بر كنش ژن شناسايي اثر واريانت

 ينگ عملكرديكلاستر

ها و  ها بر كنش ژن براي شناسايي اثر واريانت

ها  هاي ساختاري ژن يابي واريانت در بخش نيز مكان

و  )snpEff )Cingolani et al., 2012افزار  از نرم

Annovar )Wang et al., 2010( در . استفاده شد

آمده از ژنوم   هاي به دست ابتدا واريانت  ،فرآينداين 

هاي شناخته شده در ديگر  اسب كاسپين با واريانت
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ها بر  هاي اسب مقايسه و پس از آن اثر واريانت نژاد

 Gene ontologyسي براي برر. ها بررسي شدند ژن

هاي  هاي داراي واريانت و كلاسترينگ عملكردي ژن

 DAVID )Dennis Jr etها، از  با اثر بالا بر كنش ژن

al., 2003( استفاده شد . 

  

  نتايج

هاي ژنومي  پردازش داده يابي ژنوم و پيش توالي

  اسب كاسپين

هاي كوتاه و  يابي توالي يابي، نقشه نتايج توالي

نشان داده شده  1 آناليز قطعات ژنومي در جدول

  يابي روي هم رفته، توالي فرآينددر . است

گيگا باز به دست  119توالي كوتاه با  718859813

س كيفيت ها بر اسا آمد كه پس از پالايش آن

يابي  هاي كوتاه به دست آمده از توالي توالي

ژنوم رفرانس  Xمونتاژهاي اتوزومي و كروموزوم 

 606810015از . يابي شدند نقشه) equCab2(اسب 

پالايش كيفيت  فرآيندتوالي كوتاه به دست آمده از 

 9/65(توالي كوتاه  368218734، )گيگا باز 108(

شدند و ميانگين رديف  با ژنوم اسب هم) گيگاباز

و  41/14يابي ژنوم اسب كاسپين  همپوشاني توالي

محاسبه  4/68درصد همپوشاني با ژنوم رفرانس 

هاي كوتاه را در ژنوم  همپوشاني توالي 1شكل. شد

  . دهد اسب نشان مي

  

  هاي ژنتيكي شناسايي واريانت

هاي كوتاه به دست آمده  رديفي توالي پس از هم

، SNPهاي  ين، واريانتيابي اسب كاسپ از توالي

INDEL  وCNV آناليز شدند .SNP ها با معيارهاي

فيلتر شدند و  GATKگيرانه الگوريتم  بسيار سخت

كمترين ميزان همپوشاني ژنومي براي شناسايي 

SNP ،X5 روي هم رفته، . در نظر گرفته شد

در ) SNP(چند شكلي تك نوكليوتيدي  1666717

سه با ژنوم رفرانس ژنوم سه ماديان كاسپين در مقاي

  . اسب شناسايي شد
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  يابي با ژنوم رفرانس هاي كوتاه توليد شده و نتايج كلي نقشه توالي -1جدول

Table1- Data summary of the Caspian horse genome resequencing and mapping reads to the 

reference genome. 

 روش

Method 

هاي كوتاه توال  

Raw Reads 

هاي  دادهاندازه 

 خام

Raw Data 
Size (Gbp) 

 عمق

Depth 

هاي  خوانش

 فيلتر شده

Filtered 
Reads 

اندازه 

هاي  داده

 فيلتر شده

Filtered 
Data Size 

(Gbp) 

عمق 

پس از 

 فيلتر

Depth 

هاي  خوانش

يابي شده نقشه  

Mapped 
Reads 

ميانگين 

 عمق پوشش

Average 
of Depth 

of 
Coverage 

درصد ژنوم 

رفرانس 

يابي  نقشه

 شده

% of 
Reference 
Mapped 

100 PE 718,859,813 119 50.2 606,810,015 108 45.8 368,218,734 14.41 76.4 

 
  .هاي كوتاه اسب كاسپين در طول ژنوم رفرانس اسب همپوشاني توالي -1شكل 

Figure 1- Coverage of short reads across horse reference genome.  
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 2ها در جدول INDELو  هاSNPگوناگوني 

چندشكلي در هر  1برابر با  SNPنرخ . اند ارايه شده

و  1155417 برابر Transition شمار. باز بود 1418

بود كه نسبت   512986برابر  Transversionشمار 

Transition/Transversion  در اسب كاسپين

هاي تك  شكلي از مقايسه چند. برآورد شد 2523/2

ند چست آمده در اين پژوهش با نوكليوتيدي به د

  SNPهاي موجود در پايگاه اطلاعاتي شكلي

)(dbSNP, http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/projects/SNP  نشان داد كه

چند شكلي شناخته شده هستند و  1448364

چند شكلي جديد هستند و تاكنون  218353

تك   چندشكلي 1128216شمار . اند گزارش نشده

. نواحي بين ژني شناسايي شدندنوكليوتيدي در 

هاي شناسايي شده در فرادست و  چند شكلي

احي وكيلوباز فاصله با ن 5فرودست نواحي ژني تا 

 هاي از همه چند شكلي. ژني در نظر گرفته شدند

چند  12910شناسايي شده در اسب كاسپين  ژني

 11معني همچند شكلي  18337و   10نامعني شكلي

چند شكلي  73ين، فزون بر ا. شناسايي شدند

 CCA/CCGهاي  جايگزيني .شناسايي شد 12معني بي

مورد بيشترين  506با  GCT/GCCمورد و  546با 

هاي اسب  تغييرات كدون آمينواسيدي را در ژن

شمار بيشترين . اند كاسپين به وجود آورده

                                                 
 -١ Non-Synonymous 
 -٢ Synonymous 
 -٣ Nonsense 

 ترئونين/نواسيدي به آلانينيهاي آم جايگزيني

والين /ين، ايزولوس)348( والين/، آلانين)438(

اختصاص  )354( آسپاراژين/و گلوتامين) 304(

هاي شناسايي شده در  از مجموع چند شكلي .داشتند

چند شكلي با اثر تخريبي بالا،  361نواحي ژني 

 18562چند شكلي با اثر تخريبي متوسط و  12881

چند شكلي با اثر تخريبي كم در كنش ژن شناسايي 

  .)2 جدول( شدند

گيرانه  يلترينگ سختبا در نظر گرفتن ف

كوتاه ) INDEL(هاي  حذف و اضافه 358020

در ژنوم اسب كاسپين شناسايي ) bp15كمتر از (

هاي  اضافه 211843روي هم رفته . شدند

هاي نوكليوتيدي  حذف 146177نوكليوتيدي و 

هاي  بررسي اثر اين حذف و اضافه. شناسايي شدند

 4741ها نشان داد كه  نوكليوتيدي بر كنش ژن

حذف و اضافه موجب تغيير الگوي نواحي 

حذف و  314رمزگردان ژني مي شوند در حاليكه 

فزون . اضافه اثر متوسطي بر كنش ژن هدف دارند

حذف و اضافه موجب تغيير كدون  13بر اين، 

امينواسيدي به كدون پاياني در نواحي رمزگردان 

  .)2جدول( شوند هاي هدف خود مي ژن

پس از تصحيح  CNVنتايج آزمون شناسايي 

ژنومي و  Gapو فيلترينگ نواحي  GCانحراف 

را در ژنوم اسب  CNV 3109تلومريك، شمار 

كم شدگي  902كاسپين نشان داد كه از اين ميان 

)Loss ( زياد شدگي  2207و)gain ( شناسايي

 Mbp 86/2تا  bp900ها ميان CNVاندازه . شدند
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 CNV 2307ها نشان داد كه CNVآناليز ژني . بود

در نواحي ژني و  CNV 802در نواحي بين ژني و 

فزون بر اين، . بيشتر در نواحي اينتروني قرار دارند

جايي  جابه 1472جايي بين كروموزومي،  جابه 634

 12هاي بزرگ،  حذف 672كروموزومي،  درون

اينورژن در  291هاي نوكليوتيدي بزرگ و  اضافه

نس اسب ژنوم اسب كاسپين در مقايسه با ژنوم رفرا

  ).2شكل(ديده شد 

  

 .هاي كوچك در اسب كاسپين هاي تك نوكليوتيدي و حذف و اضافه چندشكلي Annotation - 2جدول 

Table 2- Annotations of SNPs and INDELs within Caspian horse genome. 
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  .هاي ساختاري در اسب كاسپين واريانت -2شكل 

Figure 2- Structural variants in the Caspian horse genome. 

  

  Gene Ontologyكلاسترينگ عملكردي و آناليز 

هاي داراي  آناليز عملكردي و كلاسترينگ ژن

هاي با اثر مخرب مسيرهاي بيولوژيك  واريانت

. دهد هاي ژنتيكي را نشان مي مرتبط با واريانت

 Geneهرچند اطلاعات مسيرهاي بيولوژيك و 

Ontology هنوز تكميل  هاي اسب براي ژن

هاي  از اين رو، با استفاده از اورتولوگ. اند نشده

هاي عملكردي هاي اسب، آناليز انساني مرتبط با ژن

بررسي  نوكليوتيدي هاي تك مرتبط با چتدشكلي

، نامعنيچند شكلي ژن داراي  5578از ميان . شدند

ژن داراي اورتولوگ انساني بودند و از  5665شمار 

. بودند DAVIDاراي ركورد ژن د 5073اين ميان 

 هاي آناليز كلاسترينگ نشان داد كه چند شكلي

FDRدر اسب كاسپين با نامعني 
درصد  1كمتر از  13

هاي فرآيندهاي مسيرهاي بيولوژيك مرتبط با  در ژن

سيستم عصبي، تنظيم ورارساني سيگنال مرتبط با 

GTP، بندي اسكلت  ، سازمانمورفوژنز سلولي

جنبايي سلولي، سگنالينگ  توسعه رگي،  سلولي،

هاي متابوليك فرآيندسلول، انتقال غشايي، - سلول

RNA ،هاي غيررمزگردان، تنظيم حركت سلولي

تنظيم   ها، تشخيص محرك  ها، تنظيم توليد سايتوكاين

ترشح، كاتابوليسم ليپيدها، تنظيم مثبت پاسخ به 

هاي هوميوستاتيك و تكامل مغز فرآيند  ها، محرك

فزون بر اين، چند . )3جدول( رندپيشين نقش دا

 1كمتر از  FDRهاي حذف و اضافه با  شكلي

درصد، بيشتر در مسيرهاي بيولوژيك مرتبط با 

                                                 
 -١ False Discovery Rate 
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رونويسي، متابوليسم فسفر، چسبندگي  فرآيندتنظيم 

بندي  سازمان  ها، حركت سلولي، تمايز نرون  سلولي،

تكامل جنيني، چرخه سلولي،   اسكلت سلولي،

تمايز رگي، تمايز اندام   ها، ومولكولمتابوليسم ماكر

هاي حدواسط،  هاي مرتبط با فيلامنتفرآيند  جنيني،

اندوسيتوز، تنظيم حركت و مهاجرت سلول درگير 

هاي تك نوكليوتيدي  فزون بر چندشكلي. هستند

  هاي كوچك، آناليز  و حذف و اضافهنامعني 

Gene Ontology هاي  هاي داراي واريانت براي ژن

نشان داد كه اين  بالا بر كنش و ساختار ژن با آثار

ها در مسيرهاي بيولوژيك مرتبط با پاسخ ايمني  ژن

  . )3شكل( و انتقال يوني نقش دارند

  

  بحث

يابي و مونتاژ ژنوم اسب يكي از  توالي

اي در  هاي مهم است كه كاربرد گسترده دستاورد

بهبود عملكرد و سلامت حيوان و نيز درك بيشتر 

تكاملي و مولكولي با ديگر پستانداران  هاي تفاوت

 Thoroughbredتاكنون ژنوم اسب نژادهاي . دارد

)Wade et al., 2009(  وQuarter  (Doan et al., 

 Orlando et al., 2013( ،Icelandic( عرب (2013

)Orlando et al., 2013( ،Standardbred 

)Orlando et al., 2013( ،Przewalskii )Orlando 

et al., 2013(  وNorwegian Fjord )Orlando et 

al., 2013( شمار . اند يابي شده و در دسترس توالي

هاي ژنتيكي كه تاكنون در اسب  كل وارياسيون

است؛ كه از  SNPيون ميل 3اند نزديك  شناسايي شده

 64(هاي شناخته شده اسب  ميان بيشتر وارياسيون

يابي و  توالي Thoroughbredاز نريان ) درصد

 ,.Doan et al(مونتاژ شده به دست آمده است

شود اسب كاسپين از  با وجود اينكه گفته مي. )2012

هاي   هاي اهلي دنياست و جد اسب ترين اسب كهن

اورينتال خاورميانه است ولي پژوهشي براي 

هاي ژنوميك  شناخت ساختار ژنوم و نيز واريانت

پژوهش حاضر . ها انجام نگرفته بود اين اسب

شناسايي ژنوميك اسب كاسپين نخستين تلاش براي 

يابي با كارايي  هاي نوين توالي با استفاده از تكنيك

درصد از  72بالا است كه توانسته است نزديك 

هاي آن را رونمايي  ژنوم اسب كاسپين و واريانت

يابي و شمار  در ابتداي امر، با وجود عمق توالي. كند

 يابي اسب توالي فرآيندزيادي توالي كوتاه كه در 

شد كه بخش قابل  بيني مي كاسپين به دست آمد پيش

از ژنوم اسب كاسپين پوشش داده شود ولي  توجهي

هاي كوتاه با ژنوم رفرانس  پس از نقشه يابي توالي

نوكليوتيد از  558507789اسب ديده شد كه 

پوشاني با  نوكليوتيد ژنوم هيچ هم 2367053447

ي بيشتر از اين رو، بررس. هاي كوتاه ندارند توالي

 De novoساختار ژنوم اسب كاسپين با استفاده از 

Assembly يابي نشده با ژنوم  هاي كوتاه نقشه توالي

  . نمايد رفرانس بايسته مي
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هاي حذف و  هاي تك نوكليوتيدي و واريانت هاي داراي واريانت آناليز كلاسترينگ عملكردي ژن - 3جدول 

 .اضافه در اسب كاسپين

Table 3- Functional Clustring Analysis of the genes containing SNPs and INDEL variants. 
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  .نوكليوتيدي با اثر بالا بر كنش ژن هاي تك هاي داراي واريانت براي ژن Gene Ontologyآناليز  - 3شكل

Figure3- Gene ontology analysis of the genes containing single nucleotide polymorphisms 

with high impact on function of the genes. 
  

 ,.Doan et al(هاي مستقل  هرچند در پژوهش

شمار  )Orlando et al., 2013( و  ) 2012

ها  هاي شناسايي شده در هر نژاد از اسب چندشكلي

پژوهش  اين درميليون بوده است ولي  3بيش از 

هاي شناسايي شده در ژنوم اسب  شمار چندشكلي

مهمترين . بود 1666717روي هم رفته كاسپين 

هاي با صحت  معلت اين امر استفاده از الگوريت

بالاتر و فيلترينگ بسيار شديدتر روي شناسايي 

علت ديگري كه احتمالا در . ها بوده است واريانت

هاي شناسايي شده  بروز تفاوت در شمار واريانت

هاي اسب در  در اسب كاسپين با ديگر ژنوم

هاي پيشين موثر بوده، ساختار منحصر به  پژوهش

هاي  بررسي شك، بي. فرد ژنوم اسب كاسپين است

هاي  هاي اين پژوهش با الگوريتم بيشتر داده

فايلوژنتيك اين فايلوژنتيك ژنوميك پرده از روابط 

  . اسب با ديگر نژادهاي اسب ارايه خواهد كرد

نتايج كلاسترينگ عملكردي غني بودن 

هاي مربوط به توسعه نورولوژيك  ها در ژن واريانت

روشني ادراك حسي در اسب كاسپين را به و نيز 

شايد بتوان خوي آرام و هوش اين اسبان . نشان داد
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  ها ارتباط داد؛ دسته از ژن را به تنوع ژنتيكي در اين 

هرچند كه اين بيان بيشتر پايه حدس و گمان دارد و 

ها  تر واريانت اين ژن براي روشن شدن نقش دقيق

 هاي ژنتيك جمعيتي در فنوتيپ ذكر شده به بررسي

در جمعيت اسبان  DNAهاي  زآرايهبا استفاده از ري

  .  در آينده نياز است كاسپين

هاي اين پژوهش، شناسايي  آورد از ديگر دست

هاي ساختاري ژنوم اسب كاسپين است كه  واريانت

ها در طراحي  با توجه با اهميتي كه اين واريانت

هاي ژنتيك و  هاي ژنوميك در بررسي نشانگر

سب ايراني كارهاي اصلاحي در اين نژاد كهن ا

هاي آينده به اين نژاد در  دارد، اميد است كه پژوهش

با رويكرد ژنتيكي (حال انقراض توجهي ويژه 

  . پيدا كنند) نوين

  

  سپاسگزاري

اين پژوهش با حمايت مالي آكادمي علوم 

فزون بر اين، آناليزهاي . چين انجام شده است

ژنوميك و دسترسي به منابع موردنياز در اجراي اين 

هش با همكاري پژوهشكده رويان صورت پژو

از اين رو، مجريان و همكاران مراتب . پذيرفته است

سپاس و قدرداني خود را از اين دو پژوهشگاه 

  . دارند اعلام مي
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Abstract 

Recently, new advanced high-throughput sequencing technology as a novel tool has opened the 
way to study of genomic variants and functional information stored within farm animals. The 
Caspian horse is one of the valuable horses ever exist in the world. Hence, propose of this study 
was to investigate genetic variants of single nucleotide polymorphisms, insertion and deletions 
and copy number variations within the genome of Caspian horse and their involved biological 
pathways. Using high-throughput sequencing technology, we generated 108 Gb (Average depth 
of 45.8) of DNA sequence from three Caspian horse mares resulting in an average of 14.41X 
coverage and 76.4% covered with reference genome. Using a stringent filtering method, we 
identified 1666717 single nucleotide polymorphisms, 358020 insertion and deletions, and 3109 
copy number variations. Functional clustering analysis of genic variants revealed that most of the 
genetic variants in the Caspian horse’s genome were enriched in nervous system, GTP-related 
signal transduction, cellular morphogenesis, cytoskeleton organization, vascular development and 
cellular movement. Moreover, we have detected structural variations as like as inversion, intra- 
and inter-chromosomal translocations, large insertion and deletions which could be useful for 
marker based population genetic investigation. 
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