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در جمعیت دو نژاد بز خوزستان GDF9ژن  2بررسی تنوع ژنتیکی اگزون 

2وکیلیصالح طباطبایی و 3نصیري، محمدتقی بیگی2، جمال فیاضی*1الهام جاودان

30/9/92: تاریخ پذیرش4/3/92:  تاریخ دریافت

  چکیده
ونظیر انتخابنژاداصلاحسنتیهايروشکارگیريبه. باشدمیو بزگوسفندپرورشدراقتصاديمهمصفاتازیکیچندقلوزایی

بهریزيتخمکنرخکهاستنمودهمشخصژنتیکیمطالعات.استهزینهپروکندرونديداراي،فنوتیپیهايدادهاساسبرآمیزش
فاکتورژنشکلیچندبررسیتحقیقاینازهدف .شوندمیکنترلباروريهايژننامبهعمدهاثری بایهاژنازهاییمجموعهي وسیله
بختیاري  -بز لري 29و ، جنوب شرقی و مرکزموقعیت جغرافیایی، شمال غربی 3نجدي مربوط به بز 91در  (GDF9)9رشد تمایز

 295ي، تکثیر قطعهDNAبعد از استخراج  .باشدمی موقعیت جغرافیایی، شمال شرقی و جنوب شرقی استان خوزستان 2مربوط به 
براي SSCPالگويدر این پژوهش سه.  با استفاده از یک جفت آغازگر اختصاصی انجام گرفت GDF9ژن  2جفت بازي از اگزون 

الگوهايبینSASافزار نرم يبه وسیلهداريمعنیولی ارتباط. بز استان خوزستان مشاهده گردیددو نژاددر GDF9ژن2اگزون 
در و ، جنوب شرقینجدي شمال غربی هاي بز ، در جمعیتAآلل .نشد مشاهدهبز نژاد دو  ایندرچندقلوزاییصفتوشدهمشاهده
ژنوتیپمرکزو جنوب شرقینجدي  هاي بز در جمعیت.ترین فراوانی را داشتبیششمال شرقی و جنوب شرقی بختیاري  -لريبزهاي 

ABی مربوط به ژنوتیپ ترین فراوانی ژنوتیپبیششمال غربیدر جمعیتو نشان داد ترین فراوانی را بیشAA بزهاي در جمعیت.بود
.بود AAژنوتیپ ی مربوط بهترین فراوانی ژنوتیپبیشجنوب شرقیو  شمال شرقیبختیاري -لري

GDF9 ،PCR-SSCPژن بختیاري، تنوع ژنتیکی، -بز لرينجدي،بز:کلیديکلمات 

  مقدمه
، اطلاع از ساختار نژاد ژنتیک و اصلاح يدر حوزه.

ریزي  برنامه بهتواند کمک بزرگی  ها می ژنتیکی جمعیت
ذخایرحفظتر،مهمهمهازونژادياصلاحهاي  طرح

باشد  بز نجدي یکی از انواع نژادهاي بز می.بنمایدژنتیکی
در این استان بیش از  .خوزستان استکه متعلق به استان

آمار دقیقی از بز نجدي  اما،رأس بز وجود دارد 1750000
نژادها، آمیخته شده  دیگر چون به شدت با ،در دست نیست

بوده و اغلب دفعات زایمان این نژاد دو بار در سال . است
خوزستان از جمله بزهاي  بزهاي نجدي و بومی استان 

ها چندقلوزاي کشور هستند که میزان چندقلوزایی در بین آن
جوادي و دسیحاجی(درصد است 20و  46به ترتیب 

کشاورزي، دانشگاه کشاورزي  ي، دانشکدهاصلاح نژاد دام،ارشد یکارشناسآموخته دانش*1

گاه کشاورزي و منابع طبیعی دانش ،کشاورزي ي، دانشکدهاستادیار گروه علوم دامی2
دانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی ي کشاورزي، دانشکده،دانشیار، گروه علوم دامی3

بهمربوطي اهآزمایشازحاصلنتایج). 1388همکاران 
دهندهنشانگوسفندنژادچندیندرریزيتخمکنرخ

باشدمیرشدهاي فاکتورژني ناحیهدرهاییجهش
)Luiro et al. 2000, Hanrahan et al. هاژناین ). 2004

GDF9و  BMP15شامل شوندمیبیاناووسیتدرکه

تعدادهستند و TGFβخانوادهوضعژندواین.باشندمی
تمایزورشدتنظیمدرخانوادهایناعضاياززیادي

دواینتمایزوجه.ندداراهمیتتخمدانیهايفولیکول
غلظتتغییراثرخانوادهایناعضايدیگربهنسبتژن
درریزيتخمکنرخبهمربوطتغییراتدرفاکتوردواین

.Luiro et al(است گوسفند 2000, Hanrahan et al. 2004,

وزستانخمنابع طبیعی رامین، 
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خوزستانرامین 
خوزستانرامین 
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McNatty et al. هاي بسیاري نشان به تازگی یافته. )2004
وسیله اند که فاکتورهاي پاراکرین تراوش شده بهداده

هاي سوماتیک فولیکولی شامل اووسیت، عملکرد یاخته
کننداستروییدسازي و مرگ و میر سلولی را تنظیم می

)Gilchrist et al. 2004(.BMP151  وGDF92 به صورت
یکدارايکهشوندمیتولیدپروتئینیي مادهپیشیک

باشندمیمولکول cانتهاي دربیولوژیکیفعالبخش
)McNatty et al. جملهاز GDF9اتوزومی ژن. )2004

عمدهاثرباگوسفنددرچندقلوزاییبرثرؤمعمدههايژن
.Luiro et al(است  ، 1اگزون (اگزوندوژناین. )2000
توسطکهدارد) جفت باز 965، 2جفت باز و اگزون  397
.  اندشدهجداهمازبازجفت1126طولبهاینترونیک
.  استآمینهاسید135دارايآنفعالشدهبالغپپتید

بلکلیروکمبریجنژادفندان سمحققین نشان دادند که گو
-در اگزون GDF9(FecGH)حامل یک موتاسیون در ژن 

گذاري هستند که باعث افزایش میزان تخمک 2و  1هاي 
گوسفنداندرباروريعدمو  هتروزیگوتدر گوسفندان 

ها بیان کردند که یک چنین آنهم. شوندهموزیگوت می
به  گذاريباعث افزایش میزان تخمک FecGHنسخه از 

شده  کمبریج و بلکلیرنژاددر گوسفندان برابر 4/1میزان 
.Hanrahan et al(است هاي کارگیري فناوريه ب).  2004

اي با اثر عمده بر همولکولی، منجر به کشف جهش
تر بیش. مثلی در گوسفند و بز شده است بازدهی تولید

یافت  FecBو  BMP15 ،GDF9هاي ها در ژناین جهش
تنوع با توجه به اهمیت چندقلوزایی در بز، . اندشده

در  GDF9ژن 2اگزون و بررسی جهش در ژنتیکی 
بختیاري استان خوزستان  -جمعیت بزهاي نجدي و لري

.مورد مطالعه قرار گرفت

  کار روش و مواد
 14دوقلوزا،  53(س بز نجدي أر 91ازتحقیقایندر

 -لري س بزأر 29و  )بزغاله 13نر و  11تک قلوزا، 

1- Bone Morphogenic Protein-15
2- Growth Differentation Factor-9

اکثرکه )بزغاله 4و  تک قلوزا 8دوقلوزا،  18(بختیاري
مرکز (استان خوزستانيمنطقه 8ازبودند،دوقلوزاهاآن

، شادگان، نآزادگاآباد، امیدیه، بهبهان، دشتتحقیقات صفی
براي. آمدعملبهگیريخون )ایذه و باوي ،شوشتر

لیتري میلی 4هاي خلادار  لولهازخونانعقادازجلوگیري
درهانمونه.  شداستفادهEDTAانعقاد ضدي مادهحاوي

کشاورزي و منابع دانشگاهمرکزيآزمایشگاهبهکنار یخ
فریزردراستخراجزمانتاو گردیدهمنتقلطبیعی رامین

استخراج .ندشدنگهداريگرادسانتیي درجه -20دماي 
DNA  کیتازاستفادهباDIATOM)ژنسیناشرکت (
 1روي ژل آگارز  DNAکیفیتکمیت و. شدانجام

باپلیمرازايزنجیرهواکنشسپس.  گردیددرصد تعیین
توالیاساسبراختصاصیآغازگرجفتاز یکاستفاده

گرفتصورت 2011در سال و همکاران  Chuپیشنهادي 
يقطعهاي پلیمراز براي تکثیر واکنش زنجیره).1جدول (

 95(چرخه  35با  GDF9ژنی جفت بازي جایگاه 295
 59ثانیه براي واسرشت و  30گراد به مدت سانتی يدرجه
 72ثانیه براي اتصال،  30گراد به مدت سانتی يدرجه
در ) ثانیه براي بسط 30گراد به مدت سانتی يدرجه

 تایی 80بایورد ساخت آلمان با بلوك  ترموسایکلردستگاه 
میکرولیتر با 25این واکنش در حجم .انجام گرفت

،بافرمیکرولیتر 5/2الگو، DNAمیکرولیتر  3محتویات
، یک MgCl2میکرولیتر dNTP ،75/0میکرولیتر  5/0

 Taqمیکرولیتر آنزیم  2/0،میکرولیتر آغازگر پیشرو و پیرو

DNA ب دو بار میکرولیتر آ 25مانده تا حد و باقیپلیمراز
تعیینبرايPCRفرآیند ازبعد.تقطیر اضافه شد

تک رشتهبراي.  شداستفاده SSCPروش ازهاژنوتیپ
 5را با  PCRمیکرولیتر محصول  5ها  نمونهکردن

 025/0درصد فرم آمید،  98(میکرولیتر بافر بارگذاري 
درصد برومو فنل بلو و  025/0درصد زایلن سیانول، 

10Mm EDTA (ي درجه 98دماي مخلوط کرده و در
در ترموسایکلر قرار داده دقیقه10مدتگراد بهسانتی
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سپس، بلافاصله بعد از اتمام این مرحله، . شدند
 5بعد از گذشت . ها روي یخ قرار گرفتند بمیکروتیو

میکرولیتر از مخلوط  8ها  ژنوتیپ يدقیقه براي مشاهده
میکرولیتر  2و  SSCPبا بافر بارگذاري  PCRمحصول 

 160لودینگ، با استفاده از الکتروفورز عمودي با ولتاژ 
درصد  8ساعت روي ژل اکریل آمید  4ولت و به مدت 
هاي تهیه شده از ژل مورد نظر،  عکس. الکتروفورز شدند

. بررسی و الگوي باندي ایجاد شده شمارش شدند
براساس الگوي باندي ژنوتیپ حیوانات تعیین و سپس با 

معیارهاي مربوط به چند  GenAlexافزار تفاده از نرماس
-منظور بررسی رابطهبه. محاسبه شدند GDF9شکلی ژن 

قلوزایی، آنالیز آماري با ندچو صفت  GDF9بین ژن  ي
بر روي بزهاي  SASافزار  نرمGLMيرویهاستفاده از 

-همه. بختیاري استان خوزستان انجام شد - نجدي و لري

و یک فصل زایمان کردند لذا سال و  سالبزها یک ي
.فصل در مدل لحاظ نگردید

Yij= µ + Gi + eij

Yij :چند قلوزایی(مشاهدات(
µ :جامعه میانگین

Gi :ثابتصورت اثر ه اثر ژنوتیپ ب
eij :صورت اثر ه ب )آزمایشی اشتباه(مانده اثرات باقی

تصادفی
بدین صورت  AAبراي ژنوتیپ  فراوانی ژنوتیپی مثلاً

.محاسبه گردید
F(AA)=n(AA)/N

F(AA)  ،فراوانی ژنوتیپیn(AA) تعداد این ژنوتیپ در ،
هتروزیگوسیتی . بود ها ، تعداد کل نمونهNجمعیت و 

He=1-∑Xiصورته مورد انتظار ب
و هتروزیگوسیتی 2

NAaکه در آنHo=∑NAa/Nصورته مشاهده شده ب

تعداد کل افراد جمعیت  Nتعداد افراد هتروزیگوت و 

بر اساس رابطهثرؤآلل م مقدار.است



 n

i
iP

ne

1

2

و  1

I=-1×Sum(pi×Ln(pi))صورته شاخص شانون ب

.محاسبه گردید

  استفاده مورد آغازگرهايتوالی :1جدول 
5'- GTTGGAATCTGAGGCTGAG-3'F
5'-ATCTGCTCCTACACACCTG-3'R

  نتایج
همان GDF9اي پلیمراز ژن  واکنش زنجیره ينتیجهدر 

جفت بازي تکثیر  295يرفت قطعهطور که انتظار می
سایز مارکر حاصله از يقطعه ياندازهجهت تایید . شد

استفاده شدRocheیشرکت آلمانجفت بازي 100
تجزیه حاصل از الکتروفروز با استفاده از .)1تصویر(

فرم مختلف از  3منجر به شناسایی  PCR-SSCPروش 
در بختیاري  - لري براي بزهاي نژاد نجدي والگوي باندي 

طبق .)2تصویر(هاي جغرافیایی مختلف شد موقعیت
، در Aآلل ، GenAlexافزار آنالیز انجام شده به وسیله نرم

و ، جنوب شرقیهاي بز نجدي شمال غربی جمعیت
-بیششمال شرقی و جنوب شرقی بختیاري  -لريبزهاي 

نجدي  هاي بز در جمعیت. است ترین فراوانی را داشته
ترین فراوانی را بیشABژنوتیپ،مرکزو جنوب شرقی

ترین فراوانی بیششمال غربیدر جمعیتاما ،نشان داد
در ).2جدول(بود  AAی مربوط به ژنوتیپ ژنوتیپ

جنوب و  شمال شرقیبختیاري - بزهاي لريجمعیت
 AAژنوتیپ ی مربوط بهترین فراوانی ژنوتیپبیششرقی
-=r(محاسبه شدههمبستگی اسپیرمن). 3جدول(بود 

وجود همبستگی بین ژنوتیپ و منطقه  ينشان دهنده )0.2
.است
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 5-2هاي جفت بازي و ستون 100مارکر سایز ستون یک  . بر روي ژل آگارز GDF9ژن  2اگزون  PCRمحصولات  :1تصویر 
GDF9ژن  PCRمحصول 

  ها نوشته شده استآن ژنوتیپ مربوط به هر ستون در بالاي . هست GDF9ژن  2اگزون زي روالگوي الکتروف :2 تصویر

  در جمعیت بزهاي نجدي GDF9آللی اگزون دو ژن  هاي ژنوتیپی و فراوانی :2جدول 
مرکزجنوب شرقیشمال غربی

فراوانیآللژنوتیپ وفراوانیآللژنوتیپ وفراوانیآللژنوتیپ و

فراوانی ژنوتیپی
AA471/0AB484/0AB750/0
AB340/0AA290/0BB250/0
BB189/0BB226/000

A642/0A532/0B625/0آللی فراوانی
B358/0B468/0A375/0

  بختیاري -در جمعیت بزهاي لري GDF9آللی اگزون دو ژن  هاي ژنوتیپی و فراوانی :3جدول 
جنوب شرقیشمال شرقی

فراوانیآللژنوتیپ وفراوانیآللژنوتیپ و

فراوانی ژنوتیپی
AA650/0AA445/0
BB200/0BB333/0
AB150/0AB222/0

A725/0A556/0فراوانی آللی
B275/0B444/0

 در مرکز) Ho(میزان هتروزیگوسیتی مشاهده شده 
)Ne(ثرؤآلل م ترین و مقداربیشبراي نژاد نجدي  استان

مقدار محتوي  ترینبیش. ترین بودبیشجنوب شرقی  در
در )I(و شاخص شانون  )PIC(مورفیسم اطلاعات پلی
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جدول (مشاهده گردید  استان نجدي مرکز بزهاي جمعیت
 ،)Ho(مقدار هتروزیگوسیتی مشاهده شده ترینبیش).4

، )Ne(ثرؤآلل م مقدار، )He(مورد انتظار  هتروزیگوسیتی
و شاخص  )PIC(مورفیسممقدار محتوي اطلاعات پلی

موقعیت در ، بختیاري - در جمعیت بزهاي لري )I(شانون 
در . )5جدول (مشاهده گردیدجنوب شرقی جغرافیایی

استان خوزستان مقدار آلل  موقعیت جغرافیاییيهمه
. بود Na( ،2(واقعی

  بزهاي نجدي  در جمعیت GDF9 چندشکلی ژن يمعیارهاي نشان دهنده :4جدول 
HoHeNaNePICI

340/0460/02852/13540/0653/0شمال غربی
484/0498/02992/13740/0691/0شرقیجنوب 

750/0469/02882/13589/0662/0مرکز

  بختیاري -بزهاي لري  در جمعیت GDF9 چندشکلی ژن يدهندهمعیارهاي نشان :5جدول 
HoHeNaNePICI

150/0399/02663/13192/0588/0شمال شرقی
222/0494/02976/13718/0687/0جنوب شرقی

قلوزایی در دو نژاد بزچندبا صفت  GDF9ارتباط ژن 
 SASافزار طبق محاسبات انجام شده به وسیله نرم

و صفت  GDF9هاي ژن بین ژنوتیپ داري اختلاف معنی
هاي مختلف استان خوزستان قلوزایی در جمعیتچند

بررسی همگنی واریانس ).7و  6جدول (مشاهده نگردید 
ها حاکی از یکنواختی واریانس میان گروه ،به روش لوین

دار ها اختلاف معنیعبارت دیگر واریانس گروهه ب. دارد
. )<05/0P(نشان نداد 

نجديقلوزایی در بزهاي چندتأثیر اثر ثابت ژنوتیپ بر روي صفت  :6جدول 
مرکزجنوب شرقیشمال غربی

ها ژنوتیپ
میانگین 

چندقلوزایی
انحراف 

معیار
ها ژنوتیپ

میانگین 
چندقلوزایی

انحراف 
معیار

ها ژنوتیپ
میانگین 

چندقلوزایی
انحراف 

معیار
AB

a64/11312/0BBa23/21748/0BBa00/216/0
BB

a60/1128/0ABa07/21565/0ABa00/216/0
AA

a53/11224/0AAa00/216/0---

  بختیاري -قلوزایی در بزهاي لريچندتأثیر اثر ثابت ژنوتیپ بر روي صفت  :7جدول 
جنوب شرقیشمال شرقی

انحراف معیارمیانگین چندقلوزاییها ژنوتیپانحراف معیارمیانگین چندقلوزاییها ژنوتیپ
BB

a00/216/0BBa00/216/0
AA

a39/11112/0ABa00/216/0
AB

a00/108/0AAa75/114/0
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  بحث
علومدرمولکولیژنتیکمهمبسیارکاربردهايازیکی

.باشدمیبالاباروريدارايحیواناتشناسایی،دامی
اند هاي طبیعی در نژادهاي گوسفند بارور نشان دادهجهش

و GDF9، مانند TGF-βکه لیگاندهاي ابر خانواده 
BMP15 ها و گیرنده آن)BMPR1B (در فرآیند تخمک-

کنندگذاري و افزایش باروري نقش مهمی ایفا می
)Massague and Wotton 2000(. به همین دلیل اثر ژن

GDF9بختیاري مورد -باروري بزهاي نجدي و لريبر
SSCPالگويدر این پژوهش سه.گرفتقراربررسی

بز استان خوزستان دو نژاددر GDF9ژن2اگزون براي 
باحاضرتحقیقازآمدهدستبهنتایج.مشاهده گردید

در نژاد  ،GDF9ژن 2اگزون SSCPبا روش کهینتایج
لکو در نژاد Cو  A ،Bمتفاوتالگويبهمئی سه

مطابقت دارد ،مشاهده کردند Bو  Aالگوي دوقشقایی
با دیگرينتایجچنین باهم. )1392رحیمی و همکاران (

که گل قرهنژاددر گوسفند GDF9ژن  برايRFLPروش 
مشاهده کردند مطابقت دارد ABو  AA ،BBسه الگوي 

الگوي دودر تحقیقی دیگر، .)1392بادبرین و همکاران (
SSCP  ژن 2اگزون برايGDF9 گوسفند نژاددر

SmallTailHanها نتایج آن، که نتایج ما با شدمشاهده
.Chu et al(مطابقت دارد نتایج حاصل از این .)2004

چندشکلی بینداريیمعنارتباط که یپژوهش با نتایج
نژادهايدرصفت چندقلوزاییو  GDF9ژن 1اگزون
مطابقت دارد ،نکردندشناسایییونانیگوسفندشیري

)Liandrisa et al.  با نتایجاین تحقیقنتایج . )2012
دررا Bو  Aآلل دوGDF9ژن 1در اگزون که دیگري

وکردستانهاياستانعربیوکرديگوسفندنژاددو
.Ghaderi et al(مطابقت دارد،کردگزارشخوزستان

در در گوسفند سنجابی که  یبا نتایجچنین هم. )2010
،جهش مشاهده کردند GDF9ژن يکد کننده يناحیه

در پنج نژاد .)1389سلیمانی و همکاران (مطابقت دارد
ژن يکد کننده يدر ناحیهPCR-SSCPبز چینی با روش 

GDF9  سه ژنوتیپAA ،AB  وBB  شد که با گزارش
.Chu et al(مطابقت دارد نتایج این پژوهش در .)2011

چهار PCR-SSCPگل با روش  گوسفند قره GDF9ژن 
که نتایج ما که با ، گردیدمشاهده  الگوي باندي مختلف

بهمنی و (حکایت از وجود جهش دارد مشابهت دارد
در گوسفند که  ولی با نتایجی.)1389همکاران 

 )1386زاده و همکاران فرج(GDF9آرخامرینوس در ژن 
PCR-RFLPدر بز آلپاین با روش  GDF9در ژن و

مطابقت جهشی نیافتند)1390نژاد و همکاران خاتمی(
در 2007در سال  چنین غفاري و همکارانهم.ندارد

 ،مشاهده نکردندGDF9هاي جهشی در ژن ،گوسفند شال
.مطابقت نداردکه از این بابت با نتایج این تحقیق

گوشتمیزانبرییقلوزاچندافزایشتأثیربهتوجهبا
رسدمیبه نظر،سالهردردامرأسهرازايبهتولیدي

برعمدهاثرباهايژنکردنبراي پیدا مطالعهکه
از. باشدلازمکشوردرمختلفنژادهايدرییقلوزاچند

ریزيبرنامهوهاژنایننمودنواردباتوانمی،طرفی
هاي ژنبامرتبطافتادهاتفاقهاجهشتثبیتوتکثیربراي

درآمدوتولیدافزایشبهتوجهیقابلباروري کمک
.دادانجامکشوردامداران

  تشکر و قدردانی
.گردد آباد که در انجام این تحقیق سهیم بودند سپاسگزاري و قدردانی می از مرکز تحقیقات صفی
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Abstract
Litter size is an important economical trait in sheep and goat breeding. Applying traditional 

animal breeding systems such as selection and mating based on phenotypic evaluations are 
time-consuming and usually costly. In this case, molecular genetics can be an alternative 
solution. Some genetics studies have proven that litter size is genetically determined by the 
action of single genes with a major effect, named fecundity genes. This study was carried out 
to detect polymorphism in GDF9 gene. Ninety one Najdi goats of 3 locations in northwest, 
southeast and center of Khouzestan and 27 Lori-Bakhtiari goats, in 2 locations, north-eastern 
and south-eastern of province were selected randomly. After extracting of DNA, amplification 
of a 295 bp fragment of exon 2 of GDF9 gene was performed using specific primers. In this 
research three SSCP patterns for exon 2 of GDF9 gene in two breeds of goats were found in 
Khuzestan Province. However, no significant correlation between the observed patterns and 
the multiple pregnancy rate was observed in the two goat breeds. Allele A in Najdi goat 
populations of the northwest and southeast, and in Lori-Bakhtiari goats of northeast and 
southeast have the highest frequency. AB genotype had the highest frequency in Najdi goats 
of southeast and middle populations while, in the northwest population, the AA genotype was 
more frequent. The populations of Lori-Bakhtiari goats in all studied locations (northeast and 
southeast) exhibit the AA genotype as the most frequent genotype.

Key words: Najdi Goat, Lori-Bakhtiari Goat, genetic diversity, GDF9 Gene, PCR-SSCP
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