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  چکیده

سطح ترانسکریپتوم می     صله   تواندمطالعه در  در  نمایند. کمک عملکرد به توالی تبدیل وکارهاي ساز  درك به و نموده پر فنوتیپ را و بین ژنوتیپفا
) و Bos taurusهلشــتاین آمریکا ( هايدو جمعیت گاو RNA-Seqهاي از داده) SNPنوکلئوتیدي (هاي تکاین مطالعه به منظور کشــف چند شــکلی 

انجام شــد. با  Trimmomaticو  FASTQCهاي ها توســط نرم افزارکنترل کیفیت و ویرایش داده) اســتفاده شــد. Bos indicus(کلیســتانی پاکســتان 
ستفاده از نرم افزار   RNA-Seqهاي ابی خوانشییفی و مکاندهمر شد     ،TopHat2بر روي ژنوم مرجع گاو با ا شکیل  ستفاده از    ،ترانسکریپتوم ت سپس با ا

به ترتیب در  SNPجایگاه  137954و  50183 بر روي ترانسکریپتوم صورت گرفت که منجر به شناسایی     SNP، آنالیز کشف  Samtoolsافزاري بسته نرم 
شد     هايگاو شتاین و کلیستانی  شترك   15308 ، کههل ستقیمی بین تعداد   .بودجایگاه م شده و طول کروموزوم SNPارتباط م شد.   ها هاي یافت  مشاهده ن

هاي SNPهشت نوع جایگزینی نوکلئوتیدي غیر عامل بودند. شایعترین    و چهار نوع جایگزینی نوکلئوتیدي عامل که شناسایی شد    SNPنوع  12 همچنین
شده، از نوع جایگزینی نوکلئوتیدي عامل بودند    ستانی و   %6/70که ، شناخته  شتاین   %6/69در نژاد کلی شت. در نژاد هل ضر   وجود دا نوع  12درمطالعه حا

SNP     شد. چهار نو سایی  شایعترین    SNPع از شنا شت نوع جایگزینی نوکلئوتیدي غیر عامل بودند.  هاي SNPها، از نوع جایگزینی نوکلئوتیدي عامل وه
شده،    شتاین را  SNP %6/69ها در نژاد کلیستانی و  SNP %6/70که به ترتیب ، هاي از نوع جایگزینی نوکلئوتیدي عامل بودندSNPشناخته  ها در نژاد هل

 .بود 3/2و در نژاد هلشتاین برابر با  4/2ها در نژاد کلیستانی برابر با Ts/Tv (SNPت جایگزینی نوکلئوتیدي عامل به غیر عامل (نسب .شامل شد
 

 RNA-Seq هايچند شکلی تک نوکلئوتیدي، داده ،نوکلئوتیدي ترانسکریپتوم، جایگزینی: هاي کلیديواژه
  

      1 32 4 مقدمه
ــکلی  ) امروزه به مهمترین و SNP(5هاي تک نوکلئوتیدي    چند شـ

ــده  کارامدترین ابزار به    ند. مطالعات پویش کل ژنوم     نژادي تبدیل شـ ا
ست که مبتنی بر تعیین ژنوتیپ تعداد     صلاح نژد دام ا روش مهمی در ا

الا بهاي با تراکم ها است. بدین منظور آرایه بسیار زیادي از این جایگاه 
اند. از آنجایی که از این نشــانگر در صــنعت گاو شــیري ارائه شــده   

گر هایی از ژنوم است که رمزترانسکریپتوم تنها حاصل رونویسی بخش   
یان می         یک فراورده پروتئینی ترجمه و ب به  یت  ها ــودبوده و در ن ، شـ
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توانند ارزش اصلاحی هاي موجود در این مناطق بهتر میSNPاحتمالا 
تواند به درك بهتر ســاز و ). ترانســکریپتوم می9برآورد کنند (ژنومی را 

کارهاي حد واســـط میان ژنوتیپ و فنوتیپ کمک نماید و صـــحت و 
قت پیش  یابی و      بینید که امروزه مهمترین ابزار ارز هاي ژنومی را 

ــیده و پیشــرفت  انتخاب براي به نژادگران دامی می ــد، بهبود بخش باش
سریعتر نماید (  ست که    7ژنتیکی را  سکریپتوم به حدي ا ). جامعیت تران

شت)، یعنی    محققین معتقدند می سکریپت (رونو توان به جاي ژن، تران
ــود را به عنوان واحد   کد می  DNAکه از روي   RNAقطعه اي از   شـ

شور،         -3 سه تحقیقات علوم دامی ک س شهاي بیوتکنولوژي، مو ستادیار، بخش پژوه ا
  یران.، اسازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي،کرج

 )Email: S.varkoohi@gmail.com                  نویسنده مسئول: -(*
DOI:10.22067/ijasr.v13i2.82194 
5- SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM 

 پژوهشهاي علوم دامی ایران  نشریه
 313-319. ص ،1400 تابستان، 2شماره ، 13جلد 

Iranian Journal of Animal Science Research 
Vol. 13, No. 2, Summer 2021, p. 313-319 



  1400تابستان  2، شماره 13ایران جلد  نشریه پژوهشهاي علوم دامی    314

هاد کرد (     ــن ــی توارث پیشـ ــاسـ حد اسـ یادي ژنوم و وا هاي  ). داده3بن
سکریپتومی به اشکال مختلف تولید می   سل آنها   آخرین گردند کهتران ن

-RNAهاي داده باشــند.میRNA (RNA-Seq) یابی حاصــل توالی
Seq سیار دقیق و کمی   نوعی از داده هاي ترانسکریپتومی پربرونداد و ب

ــتند. این داده  ــکریپتوم،    هسـ ها علاوه بر توالی نوکلئوتیدي کل ترانسـ
سیار      همزمان میزان رو صورت ب سی در هر یک از نواحی آن را به  نوی

  ).10و  3( آورندکمی و دقیق بدست می
 33000بیش از  RNA-Seqهاي با استفاده از داده طی پژوهشی   

شانگر   شیر گاو    SNPن سکریپتوم  شد (     در تران سایی  همچنین  ).2شنا
یه در      طی پژوهش دیگري  بد و کل فت ک با یب    5در دو  به ترت نژاد بز 

شانگر   72047و  68597 ). طی تحقیقی روي 7شناسایی شد (    SNP ن
ضله و خون   سابقه نژاد تروبرد  شش  در دو بافت ع سب م  پیش و پس ا

تعداد  ). همچنین6شد ( کشف   SNPجایگاه  183973تعداد  ،از مسابقه 
  ).11ی مشاهده شد (بز کشمیري چینپوست در   SNPنشانگر 56231

ــت که یک   جایگزینی نوکلئوتیدي عامل یک جهش نقطه       اي اسـ
) یا یک نوکلئوتید پریمیدین A ↔ Gلئوتید پورین به پورین دیگر (نوک

شــود، در حالی که جایگزینی ) تبدیل میT ↔ Cبه پریمیدین دیگر (
به پریمیدین یا            نوکلئوتیدي غیر عامل باعث تغییر از نوکلئوتید پورین 

ــود. اگر ) میG ↔ C ،G ↔ T ،A ↔ C  ،A↔Tبرعکس ( شـ
ــبت جایگزینی    جهش ــتی نس ــند، بایس ــته باش ــادفی داش ها روند تص

ر روي ب طی تحقیقینوکلئوتیدي عامل و غیر عامل یک به دو باشــد. 
و  1155417اسـب کاسـپین، شـمار جایگزینی نوکلئوتیدي عامل برابر    

ــمار جایگزینی نوکلئوتیدي غیر عامل برابر  بود که نســبت  512986ش
)Ts/Tv( 25/2  برآورد شد )از مطالعه اخیر کشف و شناسایی     ). هدف1

SNP   نه یت  هاي موجود بر روي توالی ترانســـکریپتوم نمو اي از جمع
 شد.بامیگاوهاي هلشتاین آمریکا و گاوهاي کلیستانی پاکستان 

  
 مواد و روشها

 نمونه  40به ادغام   مربوطRNA-Seq هاي  در این مطالعه از داده   
شتاین در گاو  خون سین آمر      هل سکان شگاه وی ) و Bos taurus(یکا دان

ــتانی (    45 ) در ایالت پنجاب پاکســـتان     Bos indicusگاو ماده کلیسـ
  تولید شد.) 4هوانگ و همکاران (ها در مطالعه استفاده شد. این داده

از بخش  2و نژاد هلشــتاین 1کلیســتانی هاي مربوطه براي نژادداده
اطلاعات ) بانک اطلاعاتی مرکز ملی SRA( 3کوتاه هايآرشیو خوانش 
ــد. داده   (NCBI) 4بیوتکنولوژي ــامل     دریافت شـ نالیز شـ هاي مورد آ
به طول    20940063و  21078477 باز    75خوانش کوتاه جفتی  جفت 

زها در . تمام آنالیبه ترتیب براي نژادهاي هلشـــتاین و کلیســـتانی بود
                                                        

1- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRS454433 
2- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRS454432   
3- SEQUENCE READ ARCHIVE 

ستم عامل لینوکس اوبونتو (    سی سخه  Ubuntuمحیط  انجام  16,04) ن
ــدند. فرمت  ــرفا براي بارگذاري بر روي ب sraشـ ه خاطر حجم کم صـ

ــت و براي آنالیز ابتدا باید به فرمتهاي   ــب اس بانکهاي اطلاعاتی مناس
اســت که  fastqدیگر تبدیل گردد که یکی از مرســومترین آنها فرمت 

ــتور     با دسـ  sratoolkitاز مجموع نرم افزار  fastq-dumpاین تبدیل 
سخه   شد.  Ubuntu64 2.5.2ن ا هل کیفیت و ویرایش دادهکنتر انجام 

سط نرم افزار  شد  Trimmomaticو  FASTQCهاي تو   بر که انجام 
ت ییفکهاي بیاســاس حذف آداپتور و نیز حذف و یا ویرایش نوکلئوتید

هایی            از خوانش قل طول ن حدا نه  تا ــ با آسـ باز براي     50ها  فت  ج
با همر    خوانش ــد.  ــده تنظیم شـ ابی ی یفی و مکان دهاي ویرایش شـ
بر روي ژنوم مرجع گاو با استفاده از نرم افزار   RNA-Seqهاي خوانش

TopHat2، ســپس با اســتفاده از بســته ،ترانســکریپتوم تشــکیل شــد 
ــف  Samtoolsافزاري نرم نالیز کشـ ــکریپتوم  SNP، آ بر روي ترانسـ

  .صورت گرفت
 

 نتیجه و بحث

سبتا مطلوب داده  :هاهویرایش داد عداد ها، تبا توجه به کیفیت ن
ــده براي دو نژادهاي بیخوانش ــته ش رابر و تقریبا ب ،کیفیت کنار گذاش

سبت به تعداد کل خوانش  ستانی از  کم ها ن بود. براي مثال، در نژاد کلی
عداد      20940063مجموع  عد از ویرایش ت یه ب  19379487خوانش اول
بارت دیگر              ،خوانش به ع ند.  ند ما باقی  ته و  ــ ــب داشـ ناسـ یت م کیف

ــد از کل خوانش  5/7ود خوانش (حد  1560576 ها) از آنالیز کنار    درصـ
  گذاشته شد. 

ــرو و پ 19379487از  ــروخوانش پیش ــده براي نژاد  س ویرایش ش
ــتانی به ترتیب     ) %9/79( 15484855 ) و%3/81( 15754593کلیسـ

ابی شدند. بیش از نه درصد یعنی معادل بیش یخوانش به درستی مکان
ــدند و به عبارت  ک و نیم میلیون خوانش با چندیاز  مکان همردیف ش

ــتند.  )Multiple alignments( دیگر همردیفی چندگانه    از این  داشـ
یان بیش از   با بیش از   66000م کان ژنومی همردیف   20خوانش  م

براي نژاد  )Overall read mapping rate( ابی کلیشدند. نرخ مکان 
جفت  14010031بدســت آمد. علاوه بر این، تعداد  %6/80 کلیســتانی

عداد        که از این ت ند  ید یه همردیف گرد ــو عادل   %4/9خوانش دو سـ (م
نه و       1315104 ندگا عادل   %3جفت خوانش) همردیفی چ  420973(م

داشــتند.  )Discordant alignments( جفت خوانش) همردیفی ناجور
 Concordant pair( به عبارت دیگر، نرخ همردیفی جفتی جور شـده 

alignment rate( 70%  .بدست آمد  
کان   هاي پیش رو و پس رو در نژاد  ابی براي خوانشی نرخ م

4- NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY 
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  315     ...) بر روي ترانسکریپتوم SNPنوکلئوتیدي (هاي تکشناسایی چند شکلیقاسمی سیاب و همکاران، 

دست آمد. همچنین نرخ همردیفی ه ب %4/55و  3/66هلشتاین بترتیب 
ب      نه  گا ند یب  ه چ عداد خوانش  %1/7و  3/7ترت با همردیفی بر   و ت هاي 

ــت هزار بود. نرخ   ــص ــت موقعیت ژنومی در حدود ش روي بیش از بیس
بدســت آمد.  %3/51و نرخ همردیفی جور شــده  %8/60همردیفی کل 

  .در مجموع نرخ همردیفی در حد مطلوب ارزیابی شد
ــف    هاي کوتاه بر روي ژنوم با همردیفی خوانش :هاSNPکش
ــپس همگذاري آنها، بر روي ترانســـکریپتوم    RNA-Seqمرجع  و سـ

ــتان ب  ــتانی پاکس ــتاین آمریکا و کلیس ترتیب  هنمونه جمعیت گاو هلش
شــناســایی شــد. این دو فهرســت  SNPنشــانگر  137954و  50183
شترك با هم دا SNP جایگاه  15308 شده    SNP. تعداد شتند م شف  ک

شتاین      سه برابر نژاد هل ستانی تقریبا  ن امر احتمالا . ایبودبراي نژاد کلی
بواسطه این است که براي همردیفی هر دو نژاد، که یکی از آنها یعنی   

نه       به گو تاین متعلق  ــ و دیگري یعنی  Bos taurusهاي  گاو هلشـ

ستانی یک گاو زبو  ست،   Bos indicusو متعلق به گونه  )Zebu( کلی ا
از یک ژنوم مرجع یکســان با منشــاء گاو هرفورد (که آن هم از دســته 

است) استفاده شد. علاوه بر این در همردیفی از     Bos taurusهاي گاو
شد به    tophat2برنامه  )Stringent( تنظیمات سخت گیرانه  ستفاده ن ا

نه  باق           گو عدم انط یادي  عداد ز با وجود ت که ممکن اســــت    اي 
)Mismatch( ست   بین نوکلئوتید سکریپتوم گاو کلی انی هاي واقع بر تران

و ژنوم مرجع، باز هم همردیفی بطور موفق انجام شود. از اینرو، بعدا در 
ــف   نالیز کشـ ظر در ن SNPها به عنوان   ، همه این عدم انطباق   SNPآ

ــده منجر به بالاتر      گرفته می  ــوند. علاوه بر این، تنظیمات گفته شـ شـ
کان  ــبی نرخ همردیفی و م ــی از ابی نیز میی رفتن نسـ ــود. بخشـ شـ

SNP     هاي اضــافی کشــف شــده بر روي توالی ترانســکریپتوم گاو
شی از حدود      ست نا ستانی نیز ممکن ا نرخ بالاتر همردیفی و  %20کلی

ــتانی  ــتاین (مکان یابی در کلیس ــبت به هلش  3/51در مقابل  1/70نس
   ).1جدول ( درصد) باشد

  

  کشف شده در هر یک از دو نژاد هلشتاین و کلیستانی به تفکیک هر کروموزوم SNPتعداد  -1جدول 
Table 1- The number of discovered SNP in two Holstein and Cholistani breed based on chromosome 

SNP هلشتاینهاي کشف شده در گاوهاي  
discovered SNP in Holstein cows  

SNPهاي کشف شده در گاوهاي کلیستانی 
discovered SNP in Cholistani cows  

 طول کروموزوم
Chromosome length (bp)  

 کروموزوم
Chromosome  

2079  5590  158337067  1  
2277  5764  137060424  2  
2741  6865  121430405  3  
1837  4356  120829699  4  
2872  7854  121191424  5  
1572  3743  119458736  6  
2423  7287  112638659  7  
1550  3883  113384836  8  
1075  2798  105708250  9  
2110  5264  104305016  10  
2511  7191  107310763  11  
1228  3057  91163125  12  
2035  5388  84240350  13  
974  2962  84648390  14  

1583  4164  85296676  15  
1501  4474  81724687  16  
1586  4804  75158596  17  
2750  7879  66004023  18  
2914  8426  64057457  19  
760  2085  72042655  20  

1279  3684  71599096  21  
1257  4052  61435874  22  
2457  5263  52530062  23  
782  2225  62714930  24  

1798  5694  42904170  25  
887  2735  51681464  26  
524  1473  45407902  27  
720  1982  46312546  28  

1120  3809  51505224  29  
836  2783  148823899  X  
  ژنوم میتوکندریایی  16338  37  0

mitochondrial genome  
  غیر کروموزومی هايتوالی  9499556  383  145

Non-chromosomal sequences  
  کل  2670422299  137954  50183

total  
 
عداد     که  دهدهاي مختلف نشان می به طول کروموزوم SNPنسبت تعداد      ــتقیمی بین ت باط مسـ فت شـــده و طول      SNPارت یا هاي 
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توان نتیجه گرفت که رونویسی  . می)1جدول ( ها وجود نداردکروموزوم
صورت        سان  شی یک ش در تمام طول ژنوم با یک توزیع همگن و با پو

مل ژن         نمی حا مالا برخی نواحی  بارت دیگر، احت به ع هاي  گیرد. 
ــتر و یا ژن ــتند که براي جمعیت فوق اهمیت کاندیداي بیش هایی هس

 تر و با عمقبیشــتري داشــته و رونویســی (بیان) در آن مناطق شــدید
شتري از         سهم بی ست و در نتیجه این نواحی  صورت گرفته ا شتري  بی

شده دارند. بالطبع      سمبل  سکریپتوم ا هاي موجود در این SNPکل تران
ست باقی    نواحی نیز فراوانی بالا شته و بعد از فیلتر همچنان در لی تر دا

 اند.مانده
شناسایی شد. چهار     SNPنوع  12مطالعه حاضر   در :SNPانواع 

مل       SNP نوع از عا یدي  جایگزینی نوکلئوت  )transition( ها، از نوع 
ــت نوع از  مل       SNPوهشـ عا یدي غیر  جایگزینی نوکلئوت  ها، از نوع 

)transversion(   بودند. شایعترینSNP   ،هاي شناخته شدهSNP هاي
ند         مل بود عا یدي  جایگزینی نوکلئوت یب     ، از نوع  به ترت  %6/70که 

SNP  6/69ها در نژاد کلیستانی و% SNP   ها در نژاد هلشتاین را شامل

ــد ــبت جایگزینی نوکلئوتیدي عامل به جایگزینی غیر عامل            .شـ نسـ
)Ts/Tv براي (SNP      با تانی برابر  ــ و در نژاد  4/2ها در نژاد کلیسـ

با    تاین برابر  ــ تایج  که )، 2(جدول   بود 3/2هلشـ تایج مطالعه     این ن  با ن
س    )1عارف نژاد و همکاران ( سب کا و همکاران   Jiangوپین بر روي ا

یدي  نوکلئوت مطابقت دارد. احتمال اینکه جایگزینی      ) روي ژنوم گاو  5(
یدآمینه            غیر ــبت به جایگزینی نوکلئوتیدي عامل توالی اســـ عامل نسـ

ــت ،پروتئین را تغییر دهد  ــتر اسـ وانند تهر دو نوع جایگزینی می  .بیشـ
ــوند، اما تفاوت         ــیمیایهاي بیو منجر به جایگزینی اســـیدآمینه شـ ی شـ

با آن  ــولات پروتئینی مرتبط  یدي     محصـ جایگزینی نوکلئوت ها براي 
عامل علت رغی عامل بیشتر است. از آنجا که جایگزینی نوکلئوتیدي  غیر

اســت، تاثیر بیشــتري بر روي  DNAتغییرات بزرگ در شــکل رشــته 
فاکتور   چه       اتصـــال  یان ژن دارد. اگر  نابراین ب هاي رونویســـی و ب

شاهده تفاوت ستند    هاي م ها یک ویژگی اما این یافته ،شده کوچک ه
ــان می  ــاســی تغییرات تنظیمی را نش دهند. انحرافات ایجاد جدید و اس

  . )1( نشان دهنده انتخاب تکاملی ژن است(Ts/Tv)  شده در نسبت
  

 در هر یک از دو نژاد هلشتاین و کلیستانی SNPانواع  -2جدول 
Table 2- SNP types in two Holstein and Cholistani breed 

  هلشتاین
Holstein  

  کلیستانی
Cholistani  

  

 SNPانواع   1  2  1  2
SNP types  

3/7  1867  4  5564  A/C  
4/8  2399  3/7  5105  C/A  
2/7  1342  2/5  3385  A/T  
2/7  1344  2/4  3328  T/A  
4  1996  4/5  6131  C/G  

4/1  2085  4/5  6227  G/C  
4/6  2301  3/8  5249  G/T  
3/8  1893  4  5584  T/G  

17/5  8795  17/1  23602  C/T  
17/4  8722  18/1  24954  T/C  
17/5  8788  18  24862  A/G  
17/2  8651  17/4  23963  G/A  
  کل  37954  100  50183  100

Total  
  Number of SNP type 1 
  Percent of SNP type 2  

 
  گیري کلینتیجه

در مجموع نتایج مطالعه حاضــر دقت و صــحت بالاي شــناســایی 
SNP هايهاي بدست آمده و نیز کارایی داده RNA-Seq  را در کشف
SNP  علت تفاوت تعداد  کند ومیتاییدSNP  کشــف شــده در مطالعه

شی از عوامل تاثیر     شده احتمالا نا ضر و مطالعات ذکر  گذار متعددي حا
عه، عمق               طال نه مورد م عداد نمو فت، ت با نه، نژاد،  فاوت گو له ت از جم

یان بین دو آلل در یک موقعیت تک        ی توالی ــت. تفاوت ب ابی و ... اسـ

ــده و احتمالا بخش  ــاز تنوع فنوتیپی ش یادي از زنوکلئوتیدي، زمینه س
ــیت ،واریانس بین این دو زیر گونه گاو به ویژه از نظر تنوع ــاس به  حس

مل تنش   ماري، تح ــتی و غیر  هاي محیطی اعم از تنش بی هاي زیسـ
صفات تولیدي و عملکردي نژاد در مقابله با انگل   ستی،  ش زی رایط ها و 

 . انتخاب نژاد کلیستانی به عنوان یک کندمحیطی مختلف را توجیه می
گاو گوشــتی و زبو در کنار هلشــتاین به عنوان یک نژاد شــیري و نژاد 

آنها چقدر متفاوت  SNPهاي متمایز براي آن است که دریابیم فهرست
ست     ستگی فهر ستند. به این ترتیب واب ستقل آنها به نوع ن ه ژاد هاي م
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شخص می  ست گردد. در نهایت میم هاي مجزا، یک توان در کنار فهر
  د که در هر دو نژاد کارایی داشته باشد. فهرست مشترك ارائه دا

ظه اي             بل ملاح قا عداد  عه فهرســـتی از ت طال بر  SNPاین م
ستانی ارایه       شتاین و کلی سکریپتوم جمعیتی از گاوهاي هل دهد یمتران

ــه با        یاري از آنها در مقایسـ  هاي هاي موجود در آرایه   SNPکه بســـ

ــر آغازي بر ورود   ــتند. مطالعه حاضــر س بر عصــر مرســوم، جدید هس
ره تواند با بهمیجدیدي از ارزیابی و انتخاب در حیوانات اهلی است که  

سطوح مختلف داده  شرفت   هايگیري از  اومیکس ادامه یابد و روند پی
  ژنتیکی را در جمعیتهاي دامی بهبود بخشد.
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Introduction1 (SNPs) are single nucleotide base variations, caused by transitions (C/T or G/A) or transversions (C/G, 

C/A, or T/A, T/G), in the same position between individual genomic DNA sequences. Single nucleotide polymorphisms 
have been applied as important molecular markers in genetics and breeding studies. About 40% of the Single nucleotide 
polymorphisms in the genes cause a change in an amino acid. The rapid advance of next generation sequencing provides 
a high-throughput means of SNP discovery. Transcriptome study can fill the gap between genotype and phenotype and 
help understanding the mechanisms from sequence to function. RNA sequencing (RNA-Seq) is a next generating 
sequencing based technology for studying of whole transcriptome and gene expression. It simultaneously enables study 
of transcriptomics sequences and very accurate quantitative gene expression (digital expression). Hence, these data are 
very suitable for high-throughput study of expression level of all transcribed genes and their SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphism. Recently, RNA-Seq has also been used as an efficient and cost-effective method to systematically 
identify SNPs in transcribed regions in different species. A transcriptomics-based sequencing approach offers a cheaper 
alternative to identify a large number of polymorphisms and possibly to discover causative variants.  

Materials and Methods In this study, RNA-Seq data were used to SNP discovery in American Holstein (Bos taurus) 
and Pakistanian Cholistani (Bos indicus) cows. RNA-Seq data of 21,078,477 and 20940063 paired end reads with 75 bp 
length resulted from pooling of whole blood samples of 40 Holstein cows at the University of Wisconsin, Dairy Cattle 
Center, USA, and 45 Cholistani cows at Gujait Peer Farm, Bahawalpur, Punjab, Pakistan, respectively, obtained from 
SRA database in NCBI for Holstein cows (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX317197) and Cholistani cows 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRS454433). MRNA sequencing was run on Illumina Genome Analyzer IIx (Illumina 
Inc., San Diego, CA). Data were converted from Sra format to Fastq format by fastq-dump command from Ubuntu linux 
version of Sratoolkit 2.5.4-1. Data quality control was checked by FastQC (v0.11.3) likewise trimmed for linked adaptors 
and bad quality reads by Trimmomatic 0.33 Adaptors were considered according to sequencing instrument as default 
(TruSeq2-PE.fa) and the minimum read length was set at 50 bp. Trimmed reads were aligned on UMD3.1 reference 
genome (release 81) based on annotation data by Tophat2, which applies Bowtie2 as the aligner. The transcriptome was 
assembled by TopHat2 software in two cow’s population by aligning and mapping the RNA-Seq reads on bovine 
reference genome. The SNPs were discovered by Samtools software. 

Results and Discussion After data editing, the removed and low quality reads in both breeds were almost equal and 
relatively low. The length of whole transcriptome assembled, for example 52798651 bases in Holstein, indicates around 
2% of the whole genome (around 2.6 Mbp) expressed as mRNA. In Cholistani cows, read mapping rate for forward and 
reverse reads were 81.3 and 79.9%, respectively, and multiple alignments rate was about 9.4%. Overall read mapping 
was 80.6% and concordant pair alignment was 70.1%. In Holstein cows, read mapping rate for forward and reverse reads 
were 66.3 and 55.4%, respectively, and multiple alignments rate was about 7.2%,. Overall read mapping was 60.8% and 
concordant pair alignment was 51.3%. Results show that 50183 and 137954 SNPs were discovered on the assembled 
transcriptome of Holstein and Cholistani cow’s samples, respectively, and 15308 SNPs were common in both breeds. 
No direct relation was found between the number of discovered SNPs and the chromosome length. Also 12 SNP types 
were identified including 4 transition and 8 transversion. The most commonly discovered SNP were transition, which 
were 70.6% in Cholistani and 69.6% in Holstein cows. The ratio of transition to transversion SNP (Ts / Tv) was 2.4 and 
2.3 in Cholistani and Holstein cows, respectively. The number of discovered SNPs in Cholistani cows were 
approximately three times higher than Holstein cows. Because, for the alignment of both species used a same reference 
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genome with Herford origin. 
  Conclusion the expression difference between two alleles in a single-nucleotide position causes phenotype 

diversity and probably explains the large part of variances between these two bovine subspecies, especially in diversity, 
susceptibility to disease and parasites, tolerating environmental stress such as biological and non-biological stresses in 
different environmental conditions. While, differential gene expression analysis or even allelic specific expression in 
gene level may not be able to explain phenotype diversity. 
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