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 چکیده

 مورفولوژیکی هایشاخص از استفاده با توانمی را اهنژاد این و دارد وجود هااسب از مختلفی نژادهای: مطالعاتی زمینه

 هشگرانپژو  امروزه کاستی این جبران برای. است همراه خطا با و نیست دقیق روش این وجود این با. داد تمییز یکدیگر از

 .باشدمی دقیق بسیار روش این زیرا کنندمی استفاده هااسب جمعیت مطالعه و نژاد تعیین شاخص عنوان به هاریزماهواره از

  .دش گرفته قرار بررسی مورد هاریزماهواره از استفاده با ایران کرد هایاسب جمعیت ژنتیکی تنوع مطالعه این در :هدف

 هایمارکر از منظور این برای. است گرفته قرار بررسی مورد کرد نژاد اسب 52 ژنتیکی تنوع مطالعه این در : کار روش

 HMS7و VHL20 ،HTG4 ،AHT4 های ریزماهواره شامل هامارکر این. شد استفاده  ISAG پیشنهادی ریزماهواره

  و شدند تکثیر فلورسانس رنگ به نشاندار پرایمر جفت چهار با PCR پلکس مولتی روش توسط  هاجایگاه این. باشدمی

 نشان هاداده: نتایج .ندگرفت قرار بررسی مورد و جداسازی مویینه الکتروفورز توسط PCR از حاصل محصولات اندازه

 13 تا 8 از جایگاههر  برای شده مشاهده هایآلل تعداد. دارد وجود کرد هایاسب جمعیت در بالایی ژنتیکی تنوع که داد

 هایهجایگا .باشدمی تیسیهتروزیگو بیشترین و آلل تعداد بیشترین دارای آلل 13 با AHT4 مارکر و است بوده ریغمت

HTG4 و HMS7 جایگاه و دنباشمی دارا را شده بررسی هایجایگاه میان در آلل تعداد کمترین که باشند می آلل 8 دارای 

HTG4 دهنده نشان مطالعه این از حاصل نتایج: نهایی گیرینتیجه. باشدمی تیسیهتروزیگو مقدار ترینپایین دارای 

 .باشد می اسب هاینژاد سایر با مقایسه در کرد های اسب جمعیت ژنتیکی تنوع بالای فراوانی

 

  PCRپلکس مولتی  ژنتیکی، تنوع ، ریزماهواره ، کرد اسب: کلیدی واژگان

 
 مقدمه

 1ایکوئیدهبه خانواده  که است پستانداران جزء اسب

 توجهی قابل استقامت و قدرت سرعت، از د وتعلق دار

 حیوانات مهمترین از یکی حیوان این .برخوردار است

                                                           
1- Equidae 

 فراوانی نقش آدمی زندگی در که شودمی محسوب اهلی

 نقش اسب (. 2011 ماهروسا و همکاران ) است داشته

است  داشته اخیر سال 5000 در انسانتمدن  در ایویژه

 غیره و ورزش کشاورزی، ها،جنگ در حیوان این از و
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 از مختلفی نژادهای .(2006)اولسن شده است  استفاده

 هایویژگی لحاظ از که کنندمی زندگی جهان در اسب

 همدیگر با غیره و رنگ وزن، اندازه، نظیر مرفولوژیکی

 از را هااسب سنتی هایروش در. دارند تفاوت

 تمایز یکدیگر از مرفولوژیکی و ظاهری هایویژگی

 وزن، رنگ، جمله از هاشاخص از بعضی که دادندمی

 یک عنوان به توانستندمی غیره و استقامت سرعت،

 وجود این با .باشند جهت تفکیک نژادها شاخص

 مناسبی شاخص مرفولوژیکی نشانگرهای از استفاده

زیرا  باشند نمی ژنتیکی های تفاوت کردن متمایز برای

دقیق نیستند و استفاده از این روش همواره با خطا 

 در بخشیدن بهبود و مشکل  این حل برای .همراه است

 هایتکنیک همدیگر، از اسب مختلف نژادهای تشخیص

 امکان که است آمده متخصصین کمک به مولکولی

 کرده فراهم را مستقیم صورت به جانوران بررسی

 به 2هاریزماهواره از استفاده هاروش این بین از .است

 نژادها در موجود ژنتیکی مطالعات جهت ،مارکر عنوان

زیرا این مارکر دارای  دباشامری دقیق و ارزشمند می

. (2009 و همکاران )نیکولاس چندشکلی بالایی است

 از سوئد در بار اولین اسب به مربوط هایریزماهواره

 که شد داده نشان که شدند جداسازیو  شناسایی ژنوم

 باشندمی مورف پلی بسیار هاجایگاه این هااسب در

رای بررسی دقیق تنوع ب .(1994 )ماکولند و همکاران

های نوین مولکولی ژنتیکی لازم است که از روش

های خاص اسب   STR نمودن با تکثیرشود که استفاده 

  )ISAG (که توسط انجمن بین المللی ژنتیک حیوانات

 .گیردانجام می است پیشنهاد شده برای این مطالعات

های مختلف وجود داشته و اسب ژنوم ها دراین جایگاه

)لی و همکاران هستند  دارای پلی مورفیسم بالایی

انجام  ها ریزماهواره اساس بر که هاییتست  .(2006

 نیاز بیولوژیکی هاینمونه از کمی مقادیر به گیرندمی

 گردندنمی محدود خاص بافت یا منبع یک به و دارند

 صورت به هاجایگاه این . (1990 و همکاران )وبر

                                                           
2- Microsattlite 

 چندشکلی و اندپخش شده ژنوم سراسر در پراکنده

 سطح دارای هاریزماهواره .دهدمی نشان را بالایی

 بارز هم صورت به و هستند تیسیهتروزیگو از بالایی

 این از هاویژگی چنین وجود دلیل به. دنیابمی تظاهر

 هایپیوستگی،آزمون تحلیل و تجزیه برای مارکرها

 مطالعات وهمچنین ژنوم برداری نقشه ، نسب و والدی

 و لی) شودمی استفاده وسیعی طور به فیلوژنی

 1995در سال  FAO  طبق گزارش. (2006 همکاران

 هایاسب و کارگر هایاسب ویژه به هااسب تعداد

 را هانژاد از برخی. باشدمی کاهش به رو وحشی

 .اندشده منقرض نژادها از برخی اما نمود حفظ توانمی

 ، هااسب از حفاظتی هایبرنامه و توسعه منظور به

به  ضروری جمعیت در کنونی هایاسب تنوع بررسی

 پیدا و فیلوژنی درخت رسم رو این از رسد.نظر می

 برای مختلف هایاسب جمعیت بین ارتباطات نمودن

 حیوانات این نمودن اهلی و تکامل از ما بیشتر درک

 .(2005 )میلز و همکاران رسدمی نظر به ضروری امری

مطالعات متعددی جهت سنجش تنوع ژنتیکی در  اکنونت

ها صورت گرفته است در این مطالعات جمعیت اسب

های باربر های مختلف از جمله اسبجمعیت نژاد

های نژاد عرب (، اسب2004 همکاران و آبرلهآلمانی) 

 های نژاد کاسپین(، اسب2013 همکاران و خانشور)

( و غیره انجام پذیرفته 2006 همکاران و آبادی)سید 

است و نتایجی متفاوتی برای این مطالعات گزارش شده 

برای سنجش تنوع ای است. با این وجود تاکنون مطالعه

های نژاد کرد با استفاده از ژنتیکی جمعیت اسب

 ها انجام نگرفته است.ریزماهواره

هدف از این مطالعه بررسی تنوع ژنتیکی در میان 

جایگاه  4های کرد ایران با استفاده از جمعیت اسب

VHL20 ، HTG4 ،AHT4 و HMS7 .می باشد  
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 هامواد و روش

های نژاد کرد موجود در اسبراس از  52 خونگیری از

های آذربایجان شرقی، اردبیل و گیلان به عمل استان

صورت  نمک اشباعبه روش  DNAاستخراج  آمد.

با  DNAو کیفیت  (1988)مایلر و همکاران  پذیرفت

 3نانودراپروش طیف سنجی توسط دستگاه 

(Thermo, Wilmington, USA) .انجام پذیرفت 

جفت پرایمر  4واکنش زنجیره ای پلی مراز با استفاده از 

 که ، ʾ5 در سمت FAMنشاندار به رنگ فلئورسانس 

 (ISAG)توسط سایت انجمن ژنتیک حیوانات توالی آنها

 د توسط دستگاه ترموسایکلر معرفی شده بو

(Peqlab, UK) به صورت مولتی پلکس صورت

با حجم نهایی  PCRاجزای واکنش  (1)جدول پذیرفت.

س مسترمیک میکرولیتر از 5/12 :میکرولیتر شامل 25

(Amplicon, Denmark)  5/0  میکرولیتر از هر پرایمر

(Bioneer, South Korea)  ،150  نانو گرم بر

( Sinaclon, Iran) و آب دیونیزه DNAمیکرولیتر از 

های دمایی واکنش به صورت واسرشت چرخهبود.

 5درجه سانتی گراد به مدت  95سازی اولیه با دمای 

درجه سانتی  95چرخه با دمای  25دقیقه و سپس تعداد 

 59دمای  ثانیه جهت واسرشت سازی، 30گراد به مدت 

ثانیه جهت اتصال  45درجه سانتی گراد به مدت 

ت مرحله یه جهنثا 30درجه به مدت  72پرایمرها ، دمای 

درجه سانتی گراد   72طویل سازی و در نهایت دمای 

دقیقه جهت مرحله طویل سازی نهایی اجرا  5به مدت 

اندازه قطعات تکثیر یافته به روش الکتروفورز  گردید.

 ( USA, 3031ABI nalyzer AGenetic(  4مویینه

توسط نرم  دستگاههای حاصل از انجام گرفت و داده

مورد بررسی قرار  (Genmarker,V2.6.3)افزار 

 گرفت.

های هر جایگاه به صورت شمارش مستقیم تعداد آلل

انجام گرفت و هتروزیگوتی مشاهده شده و 

های زیر هتروزیگوتی مورد انتظار با استفاده از فرمول

 استفاده شد.

𝐻𝑜         )الف   =  ∑
𝑁𝑖𝑗

𝑁
  

𝐻𝑒  )ب            = 1 −  ∑ 𝑃𝑖2 

تعداد افراد بررسی شده می باشد و   Nدر فرمول فوق 

ijN  تعداد افراد دارای ژنوتیپ هتروزیگوت را نشان

در  فراوانی هموزیگوت ها را 𝑃𝑖2. همچنین دهدمی

  بیان می کند. جمعیت

 

 شده استفاده پرایمرهای -1 جدول

Table 1- Used Primers 
 

 جایگاه
Locus 

 پرایمر فورواردتوالی 
Forward Primer Sequences  

 توالی پرایمر ریورز
Reveres Primers Sequences  

AHT4 AACCGCCTGAGCAAGGAAGT GCTCCCAGAGAGTTTACCCT  
HTG4 CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC 

HMS7 CAGGAAACTCATGTTGATACCATC TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT 

VHL20 CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG AACTCAGGGAGAATCTTCCTGAG 

 

 و بحث  نتایج

های مشاهده شده در نتایج حاصل از شمارش آلل

های با اندازهها الکتروفورز مویینه نشانگر وجود آلل

اندازه این  .باشدمی های مورد مطالعهدر جایگاه مختلف

می شود که هر پیک ها به صورت پیک گزارش داده آلل

                                                           
3 - Nanodrop 

های مشاهده تعداد آلل 2جدول  . باشدمعرف یک آلل می

و   VHL20، HTG4،AHT4های شده برای جایگاه

HMS7 آلل به  5/9میانگین  دهد که به طوررا نشان می

کرد مورد مطالعه  هایازای هر جایگاه در جمعیت اسب

 های مطالعه شدهجایگاهدر میان مشاهده شده است. 

4-  Capillary Electrophoresis 
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باشد و بیشترین تعداد آلل را دارا می AHT4 جایگاه 

آید که پلی مورف ترین جایگاه به حساب می

 هایجایگاه. دهدتی بالایی را نشان میسیهتروزیگو

HTG4 وHMS7   آلل در جمعیت  تعداددارای کمترین

در جمعیت   VHL20برای جایگاه  مورد مطالعه بودند.

آلل مشاهده گردید  که فراوانترین آلل  9مورد مطالعه 

توجه  قابل  .جفت باز بود 107آللی با اندازه مربوط به 

است که این آلل خارج از محدوده مورد انتظار معرفی 

جفت  90 . در این جایگاه آللبود  ISAGشده توسط 

 . باشددارا می در میان جمعیت بازی کمترین فراوانی را

جفت باز  88کوچکترین آلل مشاهده شده در این جایگاه 

 باشدجفت باز می 107و بزرگترین آلل مشاهده شده 

و 75/0برای این جایگاه تی مشاهده شده سیهتروزیگو.

 محاسبه گردید. 84/0تی مورد انتظار سیهتروزیگو

آلل در جمعیت مشاهده گردید  HTG4 ،8برای جایگاه 

ترین آلل مشاهده شده فراوان جفت بازی 132که  آلل 

باشد و می جایگاه این های نژاد کرد برایدر میان اسب

جفت بازی کمترین مقدار فراوانی را در میان  124آلل 

کوچکترین آلل مشاهده شده باشد. دارا می این جمعیت 

جفت  138مشاهده شده  جفت باز و بزرگترین آلل 124

مشاهده شده تی سیهمچنین هتروزیگو باشد.می باز

 72/0تی مورد انتظار برابر سیو هتروزیگو 73/0برابر 

  محاسبه گردید.

آلل در این جمعیت مشاهده  AHT4 ،13جایگاه  برای

را نشان بیشترین فراوانی  جفت بازی 156آلل گردید که 

کمترین فراوانی  بازی جفت 147و  150های و آلل داد

بزرگترین آلل مشاهده شده در این  .دادندرا نشان 

 142و 140های آللو  باشدجفت باز می 156جایگاه 

این  د.نباشکوچکتر از محدوده انتظار میجفت بازی 

و  80/0تی مشاهده شده سیجایگاه دارای هتروزیگو

  باشد.می 85/0تی مورد انتظار سیهتروزیگو

 جفت بازی فراوانترین آلل 173آلل  HMS7 در جایگاه 

جفت بازی کمترین فراوانی را در  183باشد و آلل می

باشد. بزرگترین آلل مشاهده شده این جمعیت دارا می

  باشد.جفت باز می 169جفت باز و کوچکترین آلل  183

و  75/0تی مشاهده شده برای این جایگاه سیهتروزیگو

محاسبه  73/0تی مورد انتظار برابر سیهتروزیگو

 گردید.

 

 انتظار مورد هتروزیگوزیستی شده و مشاهده هتروزیگوسیتی ونیز آلل تعداد -2 جدول

Table 2- Number of allele, Observed heterozygosity and Expected heterozygosity 
 

 لوکوس

Locus 

 تعداد آلل
Allele number 

 هتروزیگوسیتی مشاهده شده

Observed heterozygosity 

 هتروزیگوسیتی مورد انتظار
Expected heterozygosity 

VHL20 9 0.75 0.84 

HTG4 8 0.73 0/72 

AHT4 13 0.80 0/85 

HMS7 8 0.75 0/73 

 میانگین
mean 

9.5 0.75 0/78 

 

 های نژاد تروبردبر روی جمعیت اسبای که در مطالعه

های های مشاهده شده برای جایگاهتعداد آلل انجام شد

به طور میانگین  ر بود کهیمتغ 9تا  3مطالعه از مورد 

میانگین  و آلل به ازای هر لوکوس مشاهده شد 36/6

 663/0تی مشاهده شده در این جمعیت سیهتروزیگو

، AHT4برای جایگاه  مذکور در مطالعه گزارش گردید.

و  آلل گزارش شد HMS7 ،6آلل و برای جایگاه  5

 2همچنین هتروزیگوسیتی مشاهده شده برای این 

و  لی) بود 676/0و  781/0جایگاه به ترتیب برابر 

دهد که تنوع ژنتیکی این نتایج نشان می .(2006همکاران 

های تروبرد بررسی شده نسبت به کمتری میان اسب

آبادی و طالعه سیددر م های کرد وجود دارد.اسب
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های نژاد کاسپین ( که بر روی اسب2006همکاران )

و به  ر بودمتغی 4تا  3ها از تعداد آلل بودانجام شده 

آلل به ازای هر لوکوس مشاهده  86/3طور میانگین 

آلل  برای  4تعداد مذکور در تحقیق  .بودشده 

و  شده بودگزارش  AHT4و  VHL20 هایجایگاه

هتروزیگوسیتی مشاهده شده برای این دو جایگاه به 

این نتایج  .بود شده براورد 756/0و  1ترتیب برابر 

 های کاسپیناسبجمعیت  ترنشانگر تنوع ژنتیکی پایین

که بر  ایدر مطالعهباشد. می کردی اسب با مقایسهدر 

برای جایگاه  بودها انجام گرفته اساس ریزماهواره

HTG4 های تروبرد اوکراین و اسب های در اسب

آلل مشاهده گردیده است. همچنین  5تروبرد روسیه 

در  AHT4های مشاهده شده برای جایگاه تعداد آلل

های تروبرد و برای اسب 9های تروبرد اوکراین اسب

برای نیز آلل  6و  8. تعداد شد گزارشآلل  4روسیه 

های تروبرد به ترتیب برای اسب HMS7جایگاه 

 3/7به طور میانگین  و کراین و روسیه گزارش شداو

های تروبرد اوکراین و آلل به ازای هر لوکوس در اسب

های تروبرد روسیه آلل به ازای هر لوکوس در اسب 5

 مطالعه نتایج (.2014)شلو و همکاران  مشاهده گردید

 اوکراین تروبرد هایاسب که است آن نشانگر مذکور

 روسیه تروبرد هایاسب به نسبت بیشتری ژنتیکی تنوع

 تروبرد هایاسب ژنتیکی تنوع لحاظ از و باشدمی

 کرد هایاسب جمعیت به بیشتری مشابهت اوکراینی

ای دیگر در مطالعه .دارد کنونی مطالعه در شده بررسی

 های عرب سوریه صورت پذیرفت که بر روی اسب

آلل با هتروزیگوسیتی مشاهده  HTG4 ،6برای جایگاه 

دارای  HMS7همچنین جایگاه . گزارش شد 535/0شده 

به .بود می 787/0آلل  بود که دارای هتروزیگوسیتی  6

 آلل به ازای هرجایگاه مشاهده گردیده  5/7طور میانگین 

در مطالعه کنونی که   .(2013خانشور و همکاران  )بود

انجام گرفت به طور  های کرد جمعیت اسببر روی 

 آلل به ازای هر جایگاه مشاهده شده است 5/9 میانگین

که در مقایسه با مطالعات قبلی انجام شده بیشترین 

 باشد. و تنوع ژنتیکی را دارا می مقدار آلل

 

 نتیجه گیری

های مشاهده شده در میان جمعیت تنوع بالای آلل

ژنتیکی های کرد مطالعه شده نشانگر وجود تنوع اسب

های در مقایسه با نژاد باشد.بالا در میان این جمعیت می

دیگر این نژاد از اسب ها دارای بالاترین تنوع ژنتیکی 

تواند به علت اختلاط این تنوع بالا می باشند.می

اصولی  های غیرو آمیزش هانژادهای کرد با سایر اسب

ین آنها با دیگر نژادها باشد که باعث به وجود آمدن ا

 تنوع بالا در جمعیت شده است.
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Introduction: The horse is a large land mammal notable for its speed, strength, and endurance. 

Horses are members of the Equidae family, the horse’s influence on human history and civilization 

make it one of the most important domestic animals. The horse has various breeds and these breeds 

can be distinguished from each other based on morphological characteristics (Mahrous et al. 1994). 

However, this method is not accurate enough. Among molecular markers, microsatellites are suitable 

for biodiversity evaluation owing to their codominant inheritance, high heterozygosity and 

distribution across the genome, ease and reliability of scoring. Microsatellites or Short Tandem 

Repeats (STRs) are used as useful markers found in the DNAs of most species. They are defined as 

tandem repeats of 2-10 base pair units and are often present as perfect or imperfect repeats. The 

number of repeats found in any given microsatellite region is sometimes highly variable, with as 

many as hundreds of copies of the repeat unit in each microsatellite. As a result of their highly 

polymorphic nature, microsatellites are informative molecular markers that can be applied to research 

in the fields of population genetics, medical genetics, forensic science, evolutionary biology, and 

plant breeding. Once potentially useful (i.e. polymorphic) microsatellites are found, PCR primers are 

constructed from the DNA sequences flanking the microsatellite regions Thus researchers are using 

microsatellite markers for parentage testing as well as for population genetics studies. In the last 

decade microsatellite markers have been widely used to assess genetic variability within and between 

different horse breeds (Nicholas et al. 2009). In the current work genetic diversity of the Kurdish 

horse breed was studied using 52 individual horses.  

Material and methods: Sampling from Kurdish horse was done and their DNAs extracted based on 

salting out method (Miller et al. 1988). Extracted DNAs was run in an agarose gel and concentration 

and quality of DNAs was measured by Nano-drop. We used four microsatellite markers that all have 

been recommended by ISAG for parentage testing. These markers include VHL20, HTG4, AHT4, 

and HMS7. These loci were amplified by multiplex PCR with fluorescent dye-labeled primers. 

Polymerase chain reaction was performed using 25 micro liters for each sample and PCR products 

were separated and analyzed with capillary electrophoresis and the outputs were analyzed using 

Genmarker software.  

Results and discussion: The results showed there are high genetic diversity within the Kurdish horse 

population. At VHL20 locus 9 alleles was seen and the most frequent allele at VHL20 locus was 

170 bp and the lowest frequent allele was 90 bp also the biggest allele in this locus was 107 bp and 

the smallest allele was 88 bp, observed heterozygosity in VHL20 locus was 0/75 however the 

expected heterozygosity was 0/84. At HTG4 locus 8 allele was seen and the most frequent allele at 

HTG4 locus was 132 bp and the allele with 126 bp had a lowest allelic frequency, the allele with 

138bp was the biggest allele at this locus and the smallest allele was 124bp. At this locus observed 

heterozygosity was 0/73 and expected heterozygosity was 0/72. At AHT4 locus 13 allele was seen 

also the allele with 156 bp had a highest allelic frequency and the alleles with 147 and 150 bp had a 

lowest allelic frequency, at this locus the biggest allele was 156bp and the allele with 140 bp was the 
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smallest allele in this locus. Observed and expected heterozygosity at this locus were 0/80 and 0/85 

At HMS7 locus 8 alleles was seen and the allele with 183 bp was the most frequent and the allele 

with 183 bp had a low allelic frequency. At HMS7 locus the biggest allele was 183 bp and smallest 

allele was 169 bp. Observed and expected heterozygosity was calculated 0/75 and 0/73. In average 

9/5 allele per each locus seen in this population. The number of alleles was between 8 and 13. The 

AHT4 marker had 13 alleles with the highest allelic frequency and the highest heterozygosity. Either 

of HTG4 and HMS7 markers had 8 alleles and had the lowest allelic frequency and heterozygosity.  

Conclusion: Results of this study showed high frequency genetic diversity in Iranian Kurdish 

population in compare with the other horse breeds. The non-standard mating and mixing of Kurdish 

horses with other breeds can be the reason of the high diversity. 
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