
 

 183تا  175صفحات  /1396سال /3شماره  27هاي علوم دامی/ جلد نشریه پژوهش

 

 

 ی ریز ماهوارهبا استفاده از مارکرها کاسپین ی عرب وهاتنوع ژنتیکی اسبمطالعه 
 

 4ایوبی رضا محمد و 3پور حسن علی ،*2مشایخی رضا محمد ،1حمید بناءآبادی

 

 19/10/95 :پذیرش تاریخ                 12/2/95 :دریافت تاریخ
 ایران تبریز، اسلامی، آزاد دانشگاه تبریز، واحد ، ژنتیک گروه ارشد کارشناسی آموخته دانش1
 ایران تبریز، اسلامی، آزاد دانشگاه تبریز، واحد ژنتیک، گروه استادیار 2
 ایران تبریز، اسلامی، آزاد دانشگاه تبریز، واحد دامپزشکی، درمانگاهی علوم  گروه دانشیار 3
 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم واحد بزرگ، هایدام هایبیماری تخصصی دکتری دانشجوی 4
   :M.mashayekhi@iaut.ac.irEmail :مکاتبه مسئول*

 
 چکیده  

 سراسرر ردمختلف اسب  یهایریت تنوع در نژادژنتیکی جهت حفظ و مد هایمارکسامروزه استفاده از : مطالعاتی زمینه

برا  کاسریین عرر  و یاهری اسربهراتکرراری کوتراه در نژاداین تحقیق تنوع تروایی در  :هدف جهان بسیار مرسوم است.

قررار  موردبررسری (ISAG)حیوانرا   ژنتیک انجمن موردتوافقVHL20, HTG4, AHT4, HMS7 جایگاه  4استفاده از 

 روش توسر  هرااسرب خرونی نمونه از ژنومی  DNAمنظور این برای :کار روش شده است. تعیین فراوانی آیلی وگرفته 

  محصروا شرد. تکثیرردار گانه توس  پرایمر نشانی پلیمراز چندازنجیره واکنش وسیلهبه DNA. گردید استخراج مایلر

ز یر،  حراکی ااژنوتنترای  حاصرل از  :نتایج .گرفت قرار ژنتیکیمورد آناییز  کاپیلاری ایکتروفورز دستگاه توس حاصل 

 ((Ho شردهمشاهدهمتوسر  هتروزیگوسریته . بود ی کاسیینهادر اسبآیل  7و ی عر هاآیل در اسب 5/7وجود متوس  

در اسرب  779/0 (He) انتظرارمتوسر  هتروزیگوسریته مرورد  همچنین و کاسیین اسب در 799/0 . در اسب عر  و/761

-موردیگاه ای چهار جابای شکلی و کارآمدنده چندهدنتای  نشان: نهایی گیرینتیجه .بود کاسیین اسب در 84/0 عر  و

 باشد.ی ابو  میهانژاد  تنوع و تستاستفاده در تعیین 
 

  PCRپلکس مویتی  ی ابو هاتست   ریز ماهواره  توایی تکراری کوتاهتنوع ژنتیکی   کلیدی: واژگان

 

 مقدمه

نرژاد و  تعیین برای یمختلف ژنتیکی یهامارکر از امروزه

)بویینر  و همکراران  شرودمی اسرتفاده هراخلوص اسب

-  پلرررریی مویکرررروییهررررا. اسررررتفاده از مارکر(2001

اسرت  کره آشکار نموده  DNA یی در سطحهامورفیسم

نرا  بره شرمار یک نکته کلیدی در مطایعا  ژنتیکی حیوا

ن و همکراران ایگررو  1995همکراران  )بایناس و رودمی

ی مویکررررویی  مرررررارکر هرررررابررررین مارکر . در(1992

 دییرل بهشود و طور وسیع استفاده میساتلایت بهمیکرو

ی را در تعیرین اژهها  جایگاه ویرت تعیین سایز آیلسهوی

کیمیترون )ی مختلف پیدا کرده است هاگونه نژاد وهویت 

وینسرتو  و  ؛1996ن و همکرارامایکا  ؛1994و همکاران 

ی دقیق و سریع جهرت هااین روشاز  (.2005و همکاران 

ریزی اقتصرادی برنامره ع آنتعیین تنوع ژنتیکی و به طب

و و گورگسررترروان سررود جسررت )می هررا اسرربپرررورش 

   (.2005همکاران 
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کره  1لی ژنتیک حیوانرا لایمطبق آخرین جلسه انجمن بین

ژنتیکری  بررسی منظوربهدر کشور چین  2014در سال 

جایگراه  17 یرد برگرزار گرد جهانی مختلف اسب هانژاد

هرا معرفری اثبا  نسب و نژاد اسربژنی برای بررسی و 

 یی که امروزه کاربردهاساتلیتانجمن  میکرواین  گردید.

مررورد تجزیرره و  رااسررب دارد ییینرر  فراوانرری در ژنوتا

تی و ده و جهت اسرتفاده در مراکرز تحقیقراتحلیل قرار دا

)وینترون و  معرفری نمروده اسرت جهان خدماتی سراسر

  .(2015همکاران 

پتانسرریل عظیمرری را برررای  تکنویرروژیاسررتفاده از ایررن 

 ی مختلرف اسرب اصریل ایجرادهاپرورش نژاد وتوسعه 

زایی توانرد از یحراا اقتصرادی اهمیرت بسرکند که میمی

هررایرنجن و  و 1998 )وایمرررز و همکرراران داشررته باشررد

عدم تحقیقا  جامع و کامرل با توجه به  (.1994همکاران 

وی جامع مشخصی برای بررسری گدر ایران هنوز یک ای

بنرابراین بررسری ی مختلف اسرب وجرود نردارد. نژادها

ایرران ی مختلف اسب هاتنوع ژنتیکی موجود در بین نژاد

 یی وشناسررا توانررد درمی بررا سررایر کشرورها مقایسره و

 ی اصیل ضرور  فراوانی داشته باشد.حفظ نژادها

عنرروان بررا توجرره برره اینکرره صررنعت پرررورش اسررب برره 

یی در جهران مطرر  ادرآمردز چهارمین صنعت از یحراا

و نیز برا  ؛(2است )سایت رسمی سازمان غذا و کشاورزی

توان به از آن جمله میی ایران که هااسبعنایت به تنوع 

ین اشراره نمرود. کررد  تررکمن و کاسری  ی عرر هااسب

ن دهنردگاپرورش ن ونزد صاحبا  تعیین خلوص و نسب

  آزمایشرگاهی را در ایرن مرورد بره یزوم تحقیقااسب  

با توجه به تحقیقا  گذشته در داخرل و . رساندمی اثبا 

و بررر روی نررژاد مرروردی  صررور بهخررارج کشررور کرره 

ی هراخلاء موجود در بررسری اسرب  شدهانجامخاصی 

ژنتیکری ی ختلف ایران از یحراا تنروع مارکرهراممناطق 

محاسرن ایرن از جملره . کنردضرور  پیدا می STR مثل

 ومورفیسرم براا لیپبرارزی  هرم  ها وراثت مندییمارکر

                                                           
1International Society for Animal Genetics (ISAG) 
2Food and Agriculture Organization (FAO) 

در کل ژنوم و نیز از معایب ایرن روش هزینره  پراکندگی

. در تروان نرام برردرایمرر میپباا و نیز مشرکل طراحری 

ی تکررراری کوترراه هرراضررمن ازمرره تعیررین دقیررق توایی

کره  چندگانرهلکس پیی همچون مویتیهاروش استفاده از

رایمر و پ از چند زمانهمون استفاده یی همچدارای مزایا

تیرو   سررعت براا و نرد جایگراه در یرک میکروتکثیر چ

-از محردودیت حرالدرعینمصرفی و  کاهش حجم مواد

  رایمررپ تیمرایز کرردن چنردپی این روش بره مشرکل اها

یکلر دسررتگاه ترمررو سررانیرراز برره  ی کررا   و نیررزبانرردها

 فرنررال و ؛2000 اسررکلوترر) گرادیانررت اشرراره نمررود

رو از ایرن(. 1994همکراران  گرویکین وو  2013 همکاران

ن در ی کشررورما  علمرری و تحقیقرراتسسررااهتمررام م 

اسررب ایرانرری کرره  ییی دقیررق نژادهرراراسررتای شناسررا

ایجاد و شود در معرفی می محسو   خایر ملی عنوانبه

  توفیقررا یررد برره جهررانی اصرریل ایرانرری و جدنژادهررا

یررق قهرردت تح داشررت.خواهررد دنبررال افزونرری را بررهروز

ی مناطق مختلف ایران هاحاضر تعیین تنوع ژنتیکی اسب

نرژاد و یی افتن یک ایگوی مشخص جهرت شناسراو نیز ی

 شد. بای در معرض خطر میهاحفظ گونه
 

 هامواد و روش

 آ ربایجان شرقیعر   اسب نژاد رأس 22از  گیریخون

اسررب نررژاد کاسرریین )بنرردر  رأس 15( و )اطرررات تبریررز

 EDTA ی ونوجکرت حراوی هاانجرام و در یویرهانزیی( 

ایشگاه ژنتیک آوری و سیس درون آیس پک به آزمجمع

)مرایلر و  ل و توس  روش مایلرمنتق دانشگاه آزاد تبریز

پرس از ژنومی استخراج گردید. DNA   (1988همکاران 

درصررد   8/0در ژل ایکتروفررورز  DNA بررسرری اوییرره

 DNAبرای اطمینان از عردم آیرودگی و غلظرت مناسرب 

از دسررتگاه نررانودرا  PCR  جی جهررت انجرراماسررتخرا

، VHL20، HTG4 جفررت پرایمرررچهررار  .اسررتفاده شررد

AHT4  وHMS7 انجمن ژنتیک حیوانا  که  توافق مورد

دار نشران FAM-6توس  رن  فلورسانت   5در انتهای   

 شرد دادهسرفارش کانرادا  BIONEERشررکت  برهشده 
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جهت انجرام   سیسی 2/0(. در هر میکروتیو  1جدول )

Multiplex PCR  5/12ییترر  میکرو 25در حجم نهرایی 

 5/0میکس و از هر ترک جفرت پرایمرهرا میکروییتر مستر

میکروییتررر آ   5/7و  DNAمیکروییتررر  1 ییتررر ومیکرو

 دمراییمقطر در روی آیس پرک مخلروگ گردیرد. چرخره 

Multiplex PCR  درجره 95شامل واسرشت اوییه در  

درجره  95چرخه به ترتیرب واسرشرت در  25دقیقه و  5

دقیقره و طویرل شردن  1درجره  59در  اتصال وثانیه  30

ائی در ثانیه و در نهایت طویل شدن نهر 30درجه  72در 

 از حاصرل  محصروا یرد.دقیقه انجرام گرد 5درجه  72

 5/1ایکتروفرررورز  ژل در Multiplex PCR واکرررنش

  هاجایگاه تکثیر از اطمینان از پس و شدهمشاهدهدرصد 

 دسرتگاه توس   Multiplex PCR محصوا باقیمانده

 .قرارگرفررت ژنتیکرری آنرراییز مررورد ایکتروفورزکرراپیلاری

مرورد و  شردهمشاهدهآیلها و نیز هتروزیگوسریته  تعداد

وینبرگ که توس  آزمون کرای  -از تعادل هاردی انتظار

 مربع به اثبا  رسید  محاسبه گردید.

 

 مورداستفادهی اپرایمره  -1 جدول
Table 1- Used Primers 

 

 منابع
References 

 

 اندازه آللی
Allele size 

 

 توالی پرایمرها
Primers sequences 

 

 توالی تکراری

Repeated 

Sequence 

 

موقعیت 

 کروموزومی
Gene position 

 

 جایگاه 

Locus 
 

 

Binns et al. 

(1995) 

 

144-164 

 

F: AACCGCCTGAGCAAGGAAGT 

R: GCTCCCAGAGAGTTTACCCT 

 

 

(AC)nAT(AC)n 

 

 

24q14 

 

 

AHT4 

 
 

Guerin et al. 

(1994) 

 

165-185 

 

F: CAGGAAACTCATGTTGATACCATC 

R: TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT 

 

 

(AC)2(CA)n 

 

 

1q25 
 

HMS7 

 
 

Ellegren et 

al. (1992) 

 

127-139 

 

F: CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC 

R: CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC 

 

(TG)nAT(AG)5A

AG (GA)5 

ACAG(AGGG)3 

 

9 
 

HTG4 

 

Haeringen et 

al. (1994) 

 

87-105 

 

F: CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG 

R: AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG 

 

 

nTG)) 

 

 

 

30 
 

VHL20 

 

 

 نتایج و بحث

 مررورد و شرردهمشاهده هتروزیگوسرریتی تعررداد آیررل و 

و مرورد  شدهمشاهدهه اختلات هتروزیگوزیست و انتظار

 در موردبررسرریجایگرراه  چهررارانتظررار و میررانگین در 

 و کاسیین پس از محاسبه در جدول عر نژاد  هایاسب

 .است شدهخلاصه 1 و شکل 2
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 مورد و شدهمشاهده هتروزیگوزیستی اختلاف و (eH)انتظار مورد و (oH) شدهمشاهده هتروزیگوسیتی و آلل تعداد -2 جدول

 کاسپین و عرب نژاد هایاسب در میانگین و )eH-OH( انتظار
Table 2- Number of Allele, Observed and expected hetrozygosity, Diffrences Observed and expected 

hetrozygosity and average in Arab and Caspian horse breeds 

 
)eH-OH( 

 

eH 

 

 

 

OH 

 

 

 تعداد آلل

Allele number 

 نژاد

Breed 

 

 لوکوس

Locus 

 کاسیین 7 866.0 0.84 0.026

Caspian 

VHL20 

 

 

 
 عر  7 0.727 0.782 0.055

Arab 

 کاسیین 6 0.8 0.858 0.058
Caspian 

HTG4 

 

 عر  6 0.863 0.71 0.153
Arab 

 کاسیین 8 0.733 0.862 0.129
Caspian 

AHT4 

 

 عر  10 0.818 0.876 0.058
Arab 

 کاسیین 7 0.8 0.8 0
Caspian 

HMS7 

 

 عر  7 0.636 0.749 0.113
Arab 

 کاسیین 7 0.799 0.84 0.053
Caspian 

 متوسط
Average 

 عر  7.5 0.761 0.779 0.095 
Arab 

 

 
و  شدهمشاهده هتروزیگوزیستی اختلاف و (eH)انتظار  مورد و ( OH) شدهمشاهده هتروزیگوسیتی نیز و آلل تعداد _1شکل

 ی نژاد عرب و کاسپینهادر اسب  )eH-OH(مورد انتظار

Figure 1- Number of Allele, Observed and expected hetrozygosity, Diffrences Observed and expected 

hetrozygosity and average in Arab and Caspian horse breeds 
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انتظار در تکثیری  قابلکه که طول قطعا  این با توجه به

اسرب  در نرژادجفت باز است   VHL20  105-87جایگاه

آیرل  7  هجایگرا در این تحقیق در ایرن شدهبررسیعر  

و  94ی هررارین فراوانری آیلرری مربروگ بره آیرلتبیشر کره

نی آیلری در اترین فراوو نیز کم 273/0با فراوانی  8/106

 رابربا فراوانی ب 8/100و  5/86ی هاهمان جایگاه در آیل

  طرول قطعرا HTG4در جایگاه مشاهده گردید.  023/0

 ایرن دراسرت  جفرت باز 127 -139انتظرار قابرل تکثیری

ترین فراوانی آیلی مربروگ بره آیرل بیش آیل که 6جایگاه 

نی آیلی در اترین فراوو نیز کم 0/ 478با فراوانی  4/131

 فراوانی برابربا  138و  135 /8ی هاهمان جایگاه در آیل

  قطعراطرول   AHT4در جایگاه مشاهده گردید. 023/0

جفررت بازاسررت  در ایررن  144-164 انتظررارقابلتکثیررری 

ترین فراوانی آیلی مربوگ به آیرل بیش آیل که 10جایگاه 

نی آیلی در اترین فراوو نیز کم 0/ 273با فراوانی  1/146

برا فراوانری  3/155و  5/140ی هراهمان جایگراه در آیرل

دوده مورد انتظرار مشاهده گردید که از مح 023/0برابر 

  طررول قطعررا HMS7 . در جایگرراهکمرری متفرراو  بررود

جفررت بازاسررت  در ایررن 165 -185انتظررار قابررل تکثیررری

آیل که بیشترین فراوانی آیلری مربروگ بره آیرل  7جایگاه 

ترین فراوانی آیلری در و نیز کم 409/0با فراوانی  7/173

 022/0بررا فراوانرری برابررر  2/183ن جایگرراه در آیررل همررا

 مشاهده گردید .

برر  (2013با توجه به مطایعرا  خوانشرور و همکراران )

 6تعرداد HMS7 ی عر  سوریه در جایگاه هاروی اسب

و  79/0 شرررررردهمشاهدهآیررررررل و هتروزیگوسرررررریتی 

 هآورد گردیرده کربرر 0/ 76انتظار موردروزیگوسیتی هت

آیرل و  7ی عرر  هراحاضرر اسرب بامطایعرهدر مقایسه 

و هتروزیگوسرریتی  64/0 شرردهمشاهدههتروزیگوسرریتی 

 آیررل و AHT4  6اسررت و برررای  74/0انتظررار  مررورد

و هتروزیگوسرریتی 7/0هتروزیگوسرریتی مررورد انتظررار 

عرر  سروریه کره در  یهرابرای اسرب 6/0 شدهمشاهده

ی عرر  ایرران بررعکس جایگراه قبلری هامقایسه با اسب

در  .ترر اسرتی سروریه بریشهایتی در اسبهموزیگوس

 و سرروریهی ایررران هررااسررب تقریبرراً  VHL20جایگرراه 

میزان هتروزیگوسریتی  HTG4 جایگاهاند ویی در مشابه

ی هراتر از اسربب عر  ایران خیلی بیشسا یدر نژادها

 عر  سوریه است.

-( برر روی اسرب2011و همکاران )ماهروس در مطایعه 

آیرل و هتروزیگوسریتی  AHT4  6ی عرر  مصرر در ها

 92/0 شردهمشاهدهو هتروزیگوسیتی  33/0 مورد انتظار

 آیررل و 10ی عررر  ایررران هرراکرره در مقایسرره بررا اسررب

گوسرریتی و هتروزی 82/0 مررورد انتظررارهتروزیگوسرریتی 

ر دهتروزیگوسریتی براا  که نشرانگر 81/0 شدهمشاهده

 دارد.ی عر  ایران هااین جایگاه در مقایسه با اسب

( در 2011و همکراران ) فیمصط ای که توس در مطایعه 

و بختیرراری انجررام گردیررد میررزان  چهارمحررالاسررتان 

ترر بروده و هتروزیگوسیتی نسبت به مطایعه حاضر کرم

ی عرر  هرانسربت بره اسرب هموزیگوسیته باا نشان از

 دارد. آ ربایجان شرقیمنطقه 

آیرل کره  VHL20  7ه کاسریین در جایگرادر نژاد اسرب 

برا فراوانری  5/98فراوانی آیلی مربوگ به آیرل  ترینبیش

-نی آیلی در همان جایگاه در آیلاترین فراوو نیز کم 4/0

 033/0بررا فراوانرری برابررر  8/104و  102 /1و 5/95ی هررا

 مرورد انتظراراز محدوده آیلری  مشاهده گردید که خارج

فراوانری تررین بریشآیرل کره  HTG4  6در جایگاه  .بود

-و نیرز کرم 366/0با فراوانی  3/129آیلی مربوگ به آیل 

و  6/124ی هراانی آیلی در همان جایگاه در آیلترین فراو

مشاهده گردیرد  033/0با فراوانی برابر  9/137و  6/133

ترررر برررود. در بررریش مرررورد انتظرررارکررره از محررردوده 

فراوانی آیلی مربروگ ترین بیش آیل که AHT4  8جایگاه

نری اتررین فراوو نیز کرم 333/0با فراوانی  3/148 به آیل

و  9/144و 7/142ی هرراآیلرری در همرران جایگرراه در آیررل

کره در  مشراهده گردیرد 033/0با فراوانری برابرر  2/160

آیل که  HMS7  7. در جایگاه نبود مورد انتظارمحدوده 

با فراوانری  7/173ترین فراوانی آیلی مربوگ به آیل بیش

-در آیلانی آیلی در همان جایگاه ترین فراوو نیز کم 3/0

 دیده شد. 033/0با فراوانی برابر  9/172و  1/171ی ها



 1396سال /3شماره  27هاي علوم دامی/ جلد نشریه پژوهشو ...                                                                  یخی، مشايبناءآباد     180

 (2010ای که توس  شهسرورانی و همکراران )در مطایعه

انجام شد در جایگراه  ی کاسیینهابر روی جمعیت اسب

VHL20  12  86/0 مرورد انتظرارآیل با هتروزیگوسیتی 

که در  شدهگزارش 42/0 شدهمشاهدهو هتروزیگوسیتی 

ی کاسیین بندر هایسه با مطایعه حاضر بر روی اسبامق

 مررروردآیرررل و هتروزیگوسررریتی  7تعرررداد انزیررری کررره 

 866/0 شررردهمشاهدهو هتروزیگوسررریتی  84/0انتظرررار

زیگوسیتی براای که نشانگر هتروداری دارد تفاو  معنا

مطایعه حاضرر دارد. و نیرز درهمران تحقیرق در جایگراه 

HTG4  6  و  71/0انتظرار  مروردآیل و هتروزیگوسریتی

کرره در مقایسرره بررا  42/0 شرردهمشاهدههتروزیگوسرریتی 

هتروزیگوسریتی  طایعه حاضر برا تعرداد آیرل مشرابه وم

 858/0 مورد انتظرارو هتروزیگوسیتی  8/0 شدهمشاهده

آیررررل و  9تعررررداد  HMS7در جایگرررراه نیررررز  اسررررت.

و هتروزیگوسرریتی  41/0 شرردهمشاهدههتروزیگوسرریتی 

آورد گردیرده کره در مقایسره برا برر 77/0 مورد انتظرار

آیرررل و هتروزیگوسررریتی  8مطایعررره حاضرررر تعرررداد 

 است. 8/0و هتروزیگوسیتی مورد انتظار  شدهمشاهده

(  2007کاران )در مطایعه دیگری که توس  امیر نیا و هم

کاسیین انجام شد در جایگراه  هایاسببر روی جمعیت 

VHL20  5 و  75/0آیل با هتروزیگوسیتی مرورد انتظرار

و برررای  شرردهگزارش 1 شرردهمشاهدههتروزیگوسرریتی 

AHT4  4 و  63/0 مرورد انتظرارهتروزیگوسریتی  آیل و

کره در  شردهگزارش 86/0 شردهمشاهدههتروزیگوسیتی 

آیرل برا  VHL20  7مقایسه با نتای  حاضر برای جایگاه 

و هتروزیگوسرریتی  84/0انتظررار  مرروردهتروزیگوسرریتی 

 آیرررررل و AHT4  8و بررررررای  866/0 شررررردهمشاهده

گوسریتی و هتروزی 862/0 مورد انتظرارهتروزیگوسیتی 

   تفاو  معناداری دارد.است 733/0 شدهمشاهده

 

 کلی گیرینتیجه

ی هراکارآمردی ژنوتاییینر  ریرز ماهواره ازنتای  حاکی 

DNA ی ابررو  هررادر تشررخیص نررژاد اسررب و تسررت

وع یی تنررباشررد. ایررن دسررت مطایعررا  برررای شناسررامی

ی در هاریزی برای گونرهژنتیکی  حفظ  مدیریت و برنامه

ی اسب اصیل بسریار اپرورش نژاده معرض خطر و نیز

هتروزیگوسیته در چهار ها و میزان تعداد آیل. استمفید 

-دهنرده پلریبررسی در ایرن تحقیرق نشرانجایگاه مورد

بررسری یکی باا در جمعیرت مروردمورفیسم و تنوع ژنت

 باشد. می
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Introduction: Nowadays the genetic markers are very usual for the diversity and management in 

different horse breeds all around the world. One of the most important goals for horse breeders is 

conserving the typical phenotype and characters of horses. This conservation is performed based on 

selection and inbreeding (Winton et al. 2015). In this regard, the main disadvantage is the 

homozygosity of undesirable alleles in the populations, which results in the reduced level of genetic 

variation, that in turn leads to lots of defects and susceptibility to recessive diseases (Shahsavarani 

et al. 2010). DNA genotyping by microsatellites is usually used for determining genetic diversity 

and parentage testing. However, there are inherited regions of DNA that can vary in different 

creatures. Variations in DNA sequence are named "polymorphisms". As findings show, sequences 

with the highest degree of polymorphism are very useful for DNA analysis in paternity 

verifications. This term is based on analyzing the inheritance of a class of DNA polymorphisms 

known as Short Tandem Repeats (STR). STRs are short sequences of DNA, normally of length 2-5 

base pairs, that are repeated numerous times in a head-tail manner. The polymorphisms in STRs are 

due to the different number of copies of the repeat element that can occur in a population of 

individuals. On the basis of different repeat units, STRs can be classified into different types. On 

the one hand, according to the length of the major repeat unit, STRs are classified into mono-, di-, 

tri-, tetra-, penta-, and hexanucleotide repeats. The total number of each type decreases as the size 

of the repeat unit increases. Short tandem repeats (STRs) like microsatellites represent lots of 

advantages including codominant inheritance and extreme polymorphism (Miller et al. 1988). This 

study determined short tandem repeat (STR) and allele frequency of Arab and Caspian horse breeds 

in different regions of Iran using four loci (VHL20, AHT4, HTG4, HMS7) recommended by the 

(ISAG).  

Material and methods: Blood samples were collected from 37 Iranian horse breeds (East 

Azerbaijan and Gilan provinces). EDTA as an anticoagulant agent was used in blood tubes. 

Genomic DNA was extracted and purified by salting out method from whole blood (Miller et al. 

1988). Then, DNA concentration was evaluated using NanoDrop at 260 nm. Next, four 

microsatellite markers were used as labelled with fluorescent dye (6-FAM) (Table1). Afterwards, 

multiplex PCR was performed in a total volume of 25 μl using the following cycling conditions: the 

first denaturation at 95˚C for 5 min followed by 25 cycles at 95˚C for 30 sec, 59˚C for 1 min, 72˚C 

for 30 sec, and a final extension at 72˚C for 5 min. PCR products were checked through 

electrophoresis on 1/8% agarose gel. Then, they were genotyped by capillary electrophoresis on 

Genetic Analyzer ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA). The size of alleles was measured 

by fluorescent fragment analyzer Gene Marker genotype software and the alleles per locus were 

calculated by counting.  

Results and discussion: Genotypes showed the mean number of alleles 7.5 in Arab horses and 7 in 

Caspian horses. As regards that mean observed heterozygosity (Ho) 0.761 in Arab and 0.799 in 
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Caspian horse also expected heterozygosity (He) calculated 0.779 in Arab and 0.84 in Caspian 

horse. The equine microsatellite was introduced by (Ellegren et al. 1992). In the present study, the 

highest number of polymorphism was 10 for AHT4 locus in Arabian horses compared with 9 in 

Egyptian Native horses (Mahrous, Hassanane et al. 2011). Two Iranian horse populations (Caspian 

and Arabian) had high heterozygosity. Iranian Caspian pony heterozygosity (0.84) was higher than 

that of  UK Pony (Winton, Plante et al. 2015). This result was even higher than what was obtained 

in another study 0.605 (Amirinia et al. 2007) and lower than 0.8 (Shahsavarani et al. 2010).  

Conclusion: Our findings were in agreement with other studies in that microsatellite DNA 

genotyping is useful for individual identification, and paternity and maternity verification on horse 

population. These kinds of studies help in assessing genetic diversity for conservation, management 

and breeding program in horse breeds. The number of alleles and heterozygosity level in four loci in 

our studied population showed higher genetic variability and polymorphism.  
 

Keywords: Genetic variability, Microsatellite, Paternity testing, Multiplex PCR 
 


