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IDENTIFICATION OF KAZAKH HORSES BY MICROSATELITE 
DNA USING MODERN ANALYTICAL METHODS

Abstract. Results of population and genetic structure on 17 microsatellite (MS) DNA loci of horses of the Aday 
breed bred in the Republic of Kazakhstan are presented. The number of the general population (samples) was 
33 animals.

Modern Kazakhstan population of the Kazakh horses of the Aday offspring is characterized by the following 
population and genetic indicators: an average number of alleles (N) -7.17, the average heterozygosity (expected He) 
-0.8226, average heterozygosity (expected, Ho) -  0.9180, the individual index of fixing (Fis) -  0.1171. 122 alleles 
were identified, of them 122 informative alleles (with a frequency more than 0.01), private - 0 (with a frequency less 
than 0.01) and effective - 99.29.
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In tro d u c tio n . The Aday offspring o f  the Kazakh horses type is distributed in Caspian Depression in 
the western Kazakhstan (M angystau Region) [1,2,3].

Assessm ent o f  a genetic diversity is an integral part o f  selective and breeding work and the analysis 
o f  inter - and intrapopulation polymorphism o f  loci o f  DNA began to be performed taking into account 
regional placem ent o f  a domestic population o f  the Kazakh horses o f  the Aday offspring.

One o f  the m ost informative methods o f  such analysis is microsatellite (MS) typing w hich not only 
characterizes genetic structure o f  populations, breeds, herds, and evaluates degree o f  their genetic 
similarity, but also increases efficiency o f  selection by control o f  origin authenticity [4-6].

The aim o f  this work is an assessment o f the current state o f  population and genetic structure o f  the 
Kazakh horses o f  the Aday offspring by polymorphism o f  microsatellite DNA loci.

M ateria ls  and  m ethods of research . As material there were biological samples (hair follicles) o f 
33 animals from Taushyk LLP, Tupkaragan district o f  the M angystau Region. Collecting biomaterials was 
carried out in 2019.

DNA extraction was carried out according to the protocol o f  the reagents’ m anufacturer (Invitrogen, 
Applied Biosystems, USA). M ultiplex genotyping o f  horses was conducted by the Stock Marks Horse set 
(Applied Biosystems, USA) according to 17 loci recommended by the International Society for Animal 
Genetics (ISAG).

Identification o f  amplification products was executed using the genetic ABI Seq Studio analyzer 
(Applied Biosystems, USA) with a capillary electrophoresis. Interpretation o f the received graphic results 
was carried out in the Gene M apper 5.0 program.
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For describing polymorphism, the following indicators were used: allele frequency, the average 
observed and expected heterozygosity as well as the average heterozygosity on loci, num ber o f  alleles in a 
locus, num ber o f  informative alleles (frequent, with more than 1% frequency), num ber private alleles 
(rare, with less than 1% frequency) in a locus, num ber o f  effective alleles and the individual index o f 
fixing Fis.

All biometric calculations were carried out according to the standard technique o f  variation statistics 
[7-9]. For calculation o f population and genetic indicators, statistics package [10] and Fortran Power 
Stationv.2.0 software program com plex in algorithmic language o f  proprietary development were 
used [11].

Allelic profiles. Alleles frequency o f  occurrence, a minimum, a maximum and an average num ber o f 
alleles, alleles frequencies, a num ber o f  informative alleles, a num ber o f  effective alleles, private alleles 
num ber and frequencies o f  occurrence were determined.

Allele frequencies were calculated separately for each locus according to a formula:

P i — — , (1)t ' l  2 N ? V >

where P i -  the i-th allele frequency o f  occurrence, N p  -  quantity o f  the i-th allele, in sampling, 
2 N  -  num ber o f  animals in sampling.

The num ber o f  informative alleles was calculated as num ber o f  alleles in population with a frequency 
o f  occurrence more than 1%.

The num ber o f  effective alleles, i.e. num ber o f  the alleles meeting with equal frequency in ideal 
population which is necessary for receiving the same degree o f  homozygosity or a genetic variety in real 
population, were calculated by a formula:

N e — — , (2)
l - H e  v '

where Ne -  a num ber o f  effective alleles in population, He -  an average expected heterozygosity degree.
The num ber o f private alleles was calculated as num ber o f  alleles in population with a frequency o f 

occurrence no more than 1%.
Average observed degree o f heterozygosity (Ho) was calculated for each locus as the ratio o f  number 

o f  heterozygotes to total num ber o f  the studied animals. For calculation o f  Ho o f  an individual it was 
found an arithmetic average Ho value on all studied 17 loci.

The average expected degree o f  heterozygosity (He) was calculated for each locus, using the 
following formula:

H  — 1 - 1  i P f , (3)

where pi -  the frequency o f  occurrence o f  the i-th allele. For calculation o f  He o f  an individual it was 
found an arithmetic average He value on all studied 17 loci.

The individual index o f  fixing (Fis) is a coefficient at individuals in relation to subpopulation, it 
serves as a measure o f decrease in level o f  heterozygosity o f  an individual owing to nonrandom pairing in 
each subpopulation. For calculation a formula was used:

Fis = (He - Ho) / He, (5)

R esults and  discussion. All-breeds (population) differentiation. Characteristic o f  Aday offspring o f 
the Kazakh horse is presented in the context o f  population and genetic breed differentiation with the use o f 
modern analytical methods o f  identification by microsatellite DNA. M odern analytical methods o f 
identification are widely practiced in many biological investigations [12]. For a total characteristic and 
positioning o f this breed the following results o f  genotyping o f  17 microsatellite loci are given in table in 
details.
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The revealed allelic options of MS loci of of the Aday offspring of the Kazakh Jabe horse (the number of samples - 33 animals)

MS Locus N Na Npr Ne He Ho Fis
VHL20 9 9 0 7 0.8629 1 -0.15888
HTG4 7 7 0 5 0.7786 0.7878788 -0.01192
AHT4 7 7 0 5 0.7963 0.8181818 -0.02748
HMS7 4 4 0 4 0.7235 0.9393939 -0.2984
HTG6 8 8 0 8 0.8695 0.9090909 -0.04553
AHT5 8 8 0 6 0.8312 0.9090909 -0.09371
HMS6 7 7 0 6 0.8392 0.8787879 -0.04717
ASB23 8 8 0 6 0.8384 1 -0.19275
ASB2 7 7 0 6 0.8424 0.9090909 -0.07917

HTG10 9 9 0 7 0.8522 1 -0.17343
HTG7 8 8 0 5 0.8065 0.8787879 -0.08963
HMS3 7 7 0 6 0.8182 0.9090909 -0.11109
HMS2 6 6 0 6 0.8182 0.8484848 -0.03701
ASB17 8 8 0 7 0.8462 0.8484848 -0.0027
LEX3 6 6 0 5 0.7907 0.969697 -0.22638
HMS1 5 5 0 5 0.8121 1 -0.23138

CA425 8 8 0 7 0.8587 1 -0.16455

Total 122 122 0 99.289 13.9848 15.606061 -1.99118
Average value 7.1761 7.1764 0 5.8405 0.8226353 0.9180036 -0.11713

Note: N- number of alleles, Na -  number of informative alleles (Na>1%), Npr -  number of private alleles (Npr<0.1%), 
Ne -  number of effective alleles, He -  the average expected geterezigosity, Ho -  the average observed geterezigosity, and Fis - 
the individual index of fixing.

In general, the carried-out analysis o f  an allele fond o f this samples o f  the Aday offspring Kazakh 
horse type revealed the range o f  values distinctive only for Aday spawn. The m ost polymorphic for this 
offspring o f the Kazakh horses o f  17 MS loci are VHL 20, HTG10, HTG6, AHT5, ASB 23, HTG 7, ASB 
17, Ca425 with 9 and 8 alleles respectively, least polymorphic are loci HM S7 and HMS1 (with 4 and 
5 alleles). A genetic intra breeding variety (polymorphism) reflects existence o f  informative, effective 
alleles and presence o f  rare (private) alleles. In total 122 alleles were identified, among them  informative - 
122, effective -  99.23 and private -  0. The average allele num ber on all loci was 7.17, on all informative 
alleles -7 .17 , on effective -  5.84 and on private -  0, it is specified in figure 1. The lack o f  private alleles 
demonstrates the consolidated status o f  the Kazakh horses o f  the Aday offspring.

■ Ne

■ N

Figure 1 -  A share of informative and effective alleles in 17 MS loci of the Kazakh horses type of the Aday offspring. 
The dark colour specifies a share of informative alleles, the light one - a share of effective alleles
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Level o f the average expected heterozygosity o f  horses in loci varies from 0.7235 (in HM S7 locus) to 
0.8695 (in HTG6), the average value on all loci is 0.8226. This regularity is observed also in levels o f 
average observed heterozygosity as it is specified in figure 2.

1П Г1М 1 Mi l l  I NI

11111111111111111

Figure 2 -  A share of informative and effective alleles in 17 MS loci of the Kazakh horses of the Aday offspring.
The dark colour specifies a share of informative alleles, the light one - a share of effective alleles

One o f  the indicators o f  population differentiation, Fis coefficient (the individual index o f  fixing), 
showed the surplus o f heterozygotes in all loci as shown in figure 3.

Figure 3 -  Fis Coefficient (the individual index of fixing) of 17 MS loci of the Kazakh horses of the Aday offspring

C onclusion. The population and genetic structure o f  the Aday breed o f  horses shows differentiation 
o f  population in common. The total num ber o f the alleles found in 17 microsatellite loci is 122, o f  them 
informative alleles - 122, effective alleles -  99.28 and private alleles - 0. Indicators o f  the level o f  the 
average expected heterozygosity vary from 0.7235 to 0.8695. As for Fis coefficient (the individual index 
o f  fixing), the surplus heterozygosity in all loci was found. The expected heterozygosity He = 0.8677, the 
observed heterozygosity Ho =0.8600.

The analysis o f  the studied parameters o f  population and genetic structure o f  the Aday offspring o f 
the Kazakh horses confirmed an existence o f  intrapopulation differentiation o f  animals in the conditions o f 
the M angyshlak peninsula.
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ЦАЗАК; Ж Ы Л^Ы ЛА РЫ Н  ^АЗ1РГ1 ЗАМАНГЫ АНАЛИТИКАЛЬЩ ТЭС1ЛДЕРМЕН 
МИКРОСАТИЛЕТТ1 ДНК БОЙЫНШ А ИДЕНТИФ ИКАЦИЯЛАУ

Аннотация. Генетикалык алуан тYpлiлiктi багалау селекциялык -  асылдандыру ж^мыстарынын 
ажырамас бeлiгi болып саналады жэне днк локустарынын аралык жэне iшкi популяциялык полиморфизмшщ 
есебi отандык казак жылкылары адай тармагынын жеpгiлiктi популяциясын ескеру отырып жYpгiзiлдi.

Б^л тэсiлдеpдiн мэлiметтi адп алуга мYмкiндiк беpетiн талдауынын бipi микpосaтеллеттi типтеу (МС) 
болып саналады. Б^л тэсiл популяция, тYP, табыннын генетитикалык к¥рылымын сипаттап кана коймай, 
олардын генетикалык ^ксастык дэpежесiн багалайды, сонымен катар шыFy-тегiн бакылау аркылы селекция 
тш мдш пн жоFapылaтaды.

Ж^мыс максаты -  микpосaтеллиттi ДНК локустарынын полимоpфизмi бойынша казак жылкылары адай 
тapмaFынын популяциялык генетикалык к¥рылымынын кaзipгi жaFдaйын бaFaлay.

Биологиялык Yлгiлеp (шаш кылы) 33 бас жануардан МaцFыстay облысы TYпкapaFaн ауданынын 
«Таушык шapyaшылыFы» ЖШС-нен алынды. Биоматериалдарды жинау 2019 жылы iске асты.

ДНК-ны бeлiп алу реагенттер eндipyшiсi (Invitrogen, Applied Biosystems, АКШ) н^с^лыи-ына сэйкес 
жYpгiзiлдi. Жылкыларды генетиптеyдi Stock Marks Horse (Applied Biosystems, АКШ) 17 локус жинaFымен 
ауылшаруашылык жануарларынын халыкаралык генетиктер ISAG (International Society for Animal Genetics) 
н^скаулыны негiзiнде iске асырды.

Амплификация eнiмдеpiн идентификациялау ABI Seq Studio (Applied Biosystems, АКШ) генетикалык 
анализаторда капиллярлы электофоpездi колдану негiзiнде жYзеге асырылды. АлынFaн графикалык 
нэтижелеpдiн ажыратылуы GeneMapper 5.0. бaFдapлaмaсымен жYpгiзiлдi.

Казакстан Республикасы аумагында eсipiлетiн адай жылкыларынын 17 микpосaтиллеттi (МС) ДНК 
локусы бойынша популяциялык-генетикалык к¥рылым нэтижелеpi бервдг Жалпы популяция кeлемi 
33 басты к¥рады.

Жалпылай aлFaндa, казак жылкылары адай тapмaFынын aтaлFaн аллелофонд жYpгiзiлген талдауы тек 
адай тapмaгынa тэн мэн спектрш аныктады. Казак жылкылары aтaлFaн тapмaFынын полимоpфтылыFынын 
кeбiсi 17 МС локустарынан VHL20, HTG10, HTG6, AHT5, ASB23, HTG7, ASB17, CA425с локустары 
сэйкесiнше 9 жэне 8 аллел1, полимоpфтылыFы азы -  HMS7 жэне HMS1 локустары ( 4 жэне 5 аллельден). 
TYpiшiлiк генетикалык aлyaнтYpлiлiк (полиморфтылык) акпараттык, тиiмдi жэне сирек aллельдiн бар 
екендiгiн байкатады. Жалпы 122 аллель идентификацияланды, акпараттык -  122, тшмдга -  99.23 жэне сиреп
-  0. Барлык локустар бойынша aллельдеpдiн орташа саны 7.17 к¥рады, барлык акпараттык аллельдер -  7.17, 
тиiмдiсi -  5.84 жэне 1-суретте кepсетiлгендей сиpегi -  0. Сирек аллельдердщ жоктыFы адай тapмaFы казак 
жылкылары статусынын шоFыpлaнFaндыFын айкындайды.

Локустар бойынша жылкылардын кутшетш орташа гетерозиготтылык дэpежесi 0.7235-ден (HMS7 
локуста) 0.8695 (HTG6) дейiн, барлык локустар бойынша орташа кepсеткiш 0.8226 м р с е т .  Атaлгaн 
зандылык орташа гетерозиготтылык денгейiне катысты байкалады.

Адай жылкыларынын популяциялык-генетикалык к¥рылымы жалпы популяция дифференциясын 
кepсетедi. 17 микpосaтиллеттi локустарда aныктaлFaн aллелдеpдiн жалпы мeлшеpi 122, онын 
122 акпараттык, тшмдга -  99.28 жэне сиреп -  0 аллель. ^ т ш е т ш  гетерозиготтыктын орташа дэреже 
адрсетк™  -  0.7235-ден 0.86950 дейiн. Fis коэффициента бойынша (фиксациянын жекелеген индекс^, барлык 
локустарда гетрезиготтардын кeп мeлшеpi аныкталды. КYтiлетiн гетерозиготтык -  He = 0.8677, байкалатын 
гетерозиготтык -  Ho = 0.8600.

Казак жылкысы адай тapмaFыныц популяционды-генетикалык зерттеу параметрлерш талдау 
МaцFышлaк тYбегiндегi жануарларда популяцияшшк дифференциянын бар екендiгiн айкындайды.

Осылайша казак адай тapмaFы жылкысы келеадей популяциялык-генетикалык кepсеткiштеp аркылы 
сипатталады: аллельдердщ орташа саны -  (N) -  7.17, орташа гетерозиготтылык (кутшетщ He) -  0.8226, 
орташа гетерозиготтылык (байкалатын, Ho) -  0.9180, фиксациянын жекелеген индекс (Fis) -  0.1171.
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122 аллель идентификацияланды, оньщ акпараттык аллелдерi -  122 (ж иш п 0,01), сиреп -  0 (жиiлiгi 
0,01 темен) жэне тиiмдiсi -  99.29.

Тушн сездер: казак жылкысы, адай тармагы, генетикалык езгергiштiк, инбридинг, гетерозиготтык, 
микросателлиттер.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ КАЗАХСКИХ ЛОШАДЕЙ СОВРЕМЕННЫМИ 
АНАЛИТИЧЕСКИМИ МЕТОДАМИ ПО МИКРОСАТЕЛЛИТНЫМ ДНК

Аннотация. Оценка генетического разнообразия является неотъемлемой частью селекционно
племенной работы и анализ меж- и внутрипопуляционного полиморфизма локусов ДНК стал проводиться с 
учетом регионального размещения отечественной популяции казахских лошадей адайского отродья.

Одним из наиболее информативных методов такого анализа является микросателлитное (МС) типиро- 
вание, которое не только характеризует генетическую структуру популяций, пород, стад и оценивает степень 
их генетического сходства, но и повышает эффективность селекции путем контроля за достоверностью 
происхождения

Цель данной работы -  оценка современного состояния популяционно-генетической структуры 
адайского отродья казахских лошадей по полиморфизму микросателлитных локусов ДНК.

Материалом служили биологические образцы (волосяные луковицы) 33 голов животных из 
ТОО «Таушык» Тупкараганского района Мангистауской области. Сбор биоматериалов осуществлялся в 
2019 году.

Выделение ДНК проводилось в соответствии с протоколом производителя реагентов (Invitrogen, Applied 
Biosystems, США). Мультиплексное генотипирование лошадей проводили набором Stock Marks Horse 
(Applied Biosystems, США) по 17 локусам, рекомендованным международным обществом генетики 
сельскохозяйственных животных ISAG (International Society for Animal Genetics).

Идентификация продуктов амплификации выполнена на генетическом анализаторе ABISeqStudio 
(Applied Biosystems, США) с применением капиллярного электрофореза. Расшифровка полученных 
графических результатов проводилась в программе GeneMapper 5.0.

Представлены результаты популяционно-генетической структуры по 17 микросателлитным (МС) 
локусам ДНК лошадей адайской породы, разводимой в Республике Казахстан. Размер общей популяции 
(выборки) составил 33 голов.

В целом, проведенный анализ аллелофонда данной выборки адайского отродья казахской лошади 
выявил спектр значений, характерный только для адайского отродья. Наиболее полиморфными для данного 
отродья казахских лошадей из 17МС локусов являются локусы У ^20, HTG10, HTG6, AHT5, ASB23, HTG7, 
ASB17, CA425с 9 и 8 аллелями соответственно, наименее полиморфны локусы HMS7 и HMS1 (по 4 и по
5 аллелей). Генетическое внутрипородное разнообразие (полиморфность) отражает наличие информативных, 
эффективных аллелей и присутствие редких (приватных) аллелей. Всего было идентифицировано 
122 аллелей, из них информативных- 122, эффективных -99.23 и приватных -  0. Среднее число аллелей по 
всем локусам составило 7.17, по всем информативным аллелям -7.17, по эффективным -5.84 и по приватным
-  0 как указано на рисунке 1. Отсутствие приватных аллелей свидетельствует о консолидированном статусе 
казахских лошадей адайского отродья.

Уровень средней ожидаемой гетерозиготности лошадей по локусам варьирует от 0.7235 (в локусе 
HMS7) до 0.8695 (HTG6), средний показатель по всем локусам составляет 0.8226. Данная закономерность 
наблюдается и для уровней средней наблюдаемой гетерозиготности.

Популяционно-генетическая структура адайской породы лошадей показывает дифференциацию 
популяции в целом. Общее количество аллелей, обнаруженных в 17 микросателлитных локусах, 
составило122, из них информативные аллели -  122, эффективные аллели -  99.28 и приватные аллели -  
0. Показатели уровня средней ожидаемой гетерезиготности варьируют от 0.7235 до 0.8695. По коэффициенту
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Fis (индивидуальный индекс фиксации), был обнаружен избыток гетрезигот во всех локусах. Ожидаемая 
гетерезиготность He = 0.8677, наблюдаемая гетерезиготность Ho = 0.8600.

Анализ исследуемых параметров популяционно-генетической структуры адайского отродья казахских 
лошадей подтвердил наличие внутрипопуляционной дифференциации животных в условиях полуострова 
Мангышлак.

Таким образом, современная казахстанская популяция казахских лошадей адайского отродья 
характеризуется следующими популяционно-генетическими показателями: среднее число аллелей (N) -  7.17, 
средняя гетерозиготность (ожидаемая, He) -  0.8226, средняя гетерозиготность (наблюдаемая, Ho) -  0.9180, 
индекс фиксации индивидуальный (Fis) -  0.1171. Было идентифицировано 122 аллелей, из них информа
тивных аллелей 122 (с частотой более 0,01), приватных- 0 (с частотой менее 0,01) и эффективных -  99.29.

Ключевые слова: казахская лошадь, адайское отродье, генетическая изменчивость, инбридинг, 
гетерозиготность, микросателлиты.
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