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و ارتباط آن با صفات تولید شیر در بزهاي DGAT1ژن 17چند شکلی در اگزون 
PCR-SSCPنژاد مهابادي با روش 

4ابوالفضل زالیو 3، محمد مرادي شهر بابک2، حسین مرادي شهر بابک1زهرا عزیزي

دهیچک
همی در متابولیسم گلیسرو دي آسیل گلیسرول آسیل ترانسفراز، یک آنزیم میکروزومی است که نقش م

این آنزیم مرحله . هاي چربی داردگلیسرید در سلولاین ژن نقش کلیدي در کنترل سنتز تري.لیپید دارد
، را)TAG(به تري آسیل گلیسرول)DAG(گلسیریدها، یعنی تبدیل دي آسیل گلیسرولنهایی سنتز تري

و ارتباط آن با صفات تولید شیر در بز DGAT1ی ژن هدف از این پژوهش مطالعه چند شکل. نمایدکاتالیز می
رأس از بزهاي مهابادي موجود در مزرعه آموزشی و پژوهشی گروه علوم 79از تعداد . نژاد مهابادي بود

با استفاده از روش بهینه یافته نمکی DNAاستخراج . خونگیري به عمل آمد) کرج(دامی دانشگاه تهران 
بررسی و تکثیر قطعه اختصاصی % 1با روش اسپکتروفتومتري و ژل آگارز DNAکمیت و کیفیت . انجام شد

براي بررسی چند شکلی . اي پلیمراز انجام شدهاي زنجیرهبه کمک واکنشDGAT1ژن 17بخشی از اگزون 
ها پس از الکتروفورز نمونه. استفاده شد)DNA)SSCPاي این قطعه، از روش چند شکلی فضایی تک رشته

الگوي باندي مختلف با 4ها با روش نیترات نقره در مجموع آمیزي ژلو رنگ% 12آمید اکریللیروي ژل پ
اثر این جایگاه . مشاهده شد) 3الگوي (06/0، )2الگوي (24/0، )1الگوي (25/0، )4الگوي(45/0هاي فراوانی

01/0P(بر مقدار شیر  05/0P(و درصد چربی شیر ) > یانگین حداقل مربعات نشان مقایسه م. دار بودمعنی) >
01/0P(الگوي سه داراي بیشترین مقدار شیر داد که و الگوي یک داراي بیشترین میزان درصد چربی ) >

05/0P(شیر بود  مطالعه چند شکلی ژنتیکی در این جایگاه ژنی و ارتباط آن با صفات تولید شیر بیانگر ). >
هاي اصلاحی و انتخاب به عنوان یک ابزار مفید در برنامهتوان احتمالاً از این ژن کاندیداین است که می

.استفاده کرد

بز مهابادي، صفات تولید شیر، PCR-SSCP، چند شکلی، DGAT1: هاي کلیديواژه

مقدمه
کنندگان کوچک با اهمیت بز از نشخوار

است که در تولید انواع محصولات شیر، گوشت 

بز به عنوان گوشت . پوست حائز اهمیت استو
منبع اصلی پروتئین حیوانی در بسیاري از 
کشورهاي شمال آفریقا، جنوب شرق آسیا و 

)zahra_azizi@yahoo.com:سوولنویسنده م(، کارشناسی ارشد، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهرانآموخته دانش-1
زي و منابع طبیعی، دانشگاه تهراناستادیار، استاد و دانشیار، پردیس کشاور-4و2،3

19/12/91:تاریخ پذیرش11/8/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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). 5(شود نواحی دیگر آسیایی تلقی می
هاي نوین مولکولی بر تجزیه و تحلیل روش

ژنوم متمرکز است، تا امکانات جدیدي را براي 
ارزیابی صفات مهم اقتصادي در حیوانات 

از جمله صفات اقتصادي . رداي فراهم آومزرعه
توان به مهم که صفات کمی نیز هستند می

وشت اشاره کرد که توسط تولید شیر و گ
لذا شناخت این . شوندکنترل میتعدادي ژن 

هایی که ممکن تعیین توالی و موتاسیونها، ژن
است عملکرد حیوانات و همچنین ارزش 

را تغییر دهد، امري ضروري به آنها اصلاحی 
نیز به عنوان DGAT1ژن ). 12(رسد مینظر

QTL مطرح بوده و علاوه بر نقش مهم
DGAT1گلیسریدها و ذخیره در سنتز تري

انرژي، در جذب چربی از روده، پیوند لیپید و 
، در ارتباط باهاپروتئین و تشکیل لیپوپروتئین

وزودرسبلوغآسان،پرورشکوچک،جثه
).17،21(نیز نقش دارديبارور

در غلظت تري آسیل گلیسرول پلاسما، 
هاي چربی، متابولیسم ذخیره چربی در سلول

مرغ انرژي در ماهیچه و تولید شیر، تولید تخم
و تولید اووسیت پستانداران نقش مهمی دارد 

به DGAT1همچنین مشخص شده که ). 3(
عنوان یک آنزیم مهم در تنظیم میزان 

). 4(باشد گلسیریدها در بافت چربی میتري
به صورت یک همو تترامر در DGAT1ژن

غشاي شبکه آندوپلاسمی قرار دارد و داراي 
62/10اینترون و طول آن16اگزون و 17

باشد و پروتئین تولید شده توسط کیلو باز می
یک . اسیدآمینه است500این ژن داراي

QTLه ـدي شیر بـر صفات تولیوي بـر قـاثا ـب

3شیر در ناحیه خصوص محتویات چربی 
14سانتی مورگان پایانه سانترومري کروموزوم 

توسط ریکوت و همکاران )BTA14(گاوي 
تحقیقاتی که روي . گزارش شد) 14(

گوسفندان شیري انجام گرفت نشان داد که اثر 
دار این ژن کاندیدا روي مقدار چربی شیر معنی

هاي دیگري اثر آن به آزمایشدر). 13(است 
شانگر مربوط به کیفیت لاشه مانند عنوان یک ن

اي و کاهش افزایش حجم چربی داخل ماهیچه
میزان چربی پشت در گوسفند مشخص شد 

هدف از انجام این مطالعه، بررسی چند ). 18(
309به اندازه DGAT1ژن17شکلی اگزون 

ها با صفات جفت باز و ارتباط این چند شکلی
.تولید شیر بود

هامواد و روش
رأس بز نژاد 79خونگیري از تعداد 

مهابادي واقع در مزرعه آموزشی و پژوهشی 
گروه علوم دامی پردیس کشاورزي و منابع 

از EDTAهاي حاوي طبیعی کرج با ونوجکت
صفات . رگ وداج گردن بز انجام شد

گیري شده شامل صفات تولید شیر اندازه
به تعداد ) 91تا سال 89رکوردگیري از سال (

ورد شیر، درصد چربی، درصد پروتئین رک896
رکوردگیري از (هاي بدنی شیر و تعداد سلول

که توسط آزمایشگاه ) 90تا سال89سال 
مرکز اصلاح نژاد دام به وسیله دستگاه

milko scan fossoگیري شد به تعداد اندازه
رکورد و سایر عوامل شامل سن مادر 244

یش، ماه، فصل هنگام زایش، وزن مادر هنگام زا
و سال زایش و ماه، فصل و سال رکوردگیري 
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به روش بهینه یافته DNAاستخراج .بودند
و براي تعیین کمیت و ) 7(نمکی انجام گرفت 

ی از روشــراجــتخــاسDNAیت ــکیف
با دستگاه DNAتعیین غلظت (اسپکترومتري 

و الکتروفورز روي ژل آگارز استفاده ) نانودراپ
17جفت بازي اگزون 309تکثیر قطعه .شد

DGAT1 به کمک تکنیکPCR و با استفاده
هاي زیر که از دو پرایمر اختصاصی توالی

معرفی شدند، تکثیر ) 19(توسط زو و همکاران 
ژن 17بازي از جایگاه اگزون 309یک قطعه 

DGAT1انجام شد.
:توالی پرایمرها به صورت زیر بود

Forward: 5´-GCA TGT TCC GCC CTC
TGG-3´
Reverse: 5´-GGA GTC CAA CAC
CCC TGA-3´

ــنش    ــازي واکـ ــه سـ ــت بهینـ PCRجهـ

ســیکل 35هــاي حرارتــی زیــر بــا    برنامــه
DGAT1ایده آل ترین شرایط براي تکثیـر ژن 

سازي اولیـه  دماي واسرشت: تشخیص داده شد
دقیقـه، دمـاي   5گـراد بـراي   درجه سانتی95

ثانیـه،   40گراد براي تیدرجه سان95واسرشت 
ــاي اتصــال ــه درجــه ســانتی8/59دم ــراد ب گ

ثانیه براي اتصال پرایمرها، دماي بسط 30مدت
ثانیـه بـراي   40گراد به مدت درجه سانتی72

بسط قطعه مورد نظر و در نهایت دمـاي بسـط   
دقیقه 10گراد به مدت درجه سانتی72نهایی 

شـرکت  BIOERدر دستگاه ترموسایکلر مـدل  
TECHNEساخت انگلیس انجام شد .
309جهت تکثیر یک قطعه PCRواکنش 

، بعد از DGAT1ژن 17جفت بازي از اگزون 
25سازي غلظت مواد در حجم نهایی بهینه

ژنومی،DNAنانوگرم 50میکرولیتر شامل 

، یک میکرولیتر از هر 0X1میکرولیتر بافر 5/2
10هرلیتر از میکروpm/µL10 ،2پرایمر

mM /µL dNTP ،5/225لیتر از هرمیکرو
mM/µL2 ،3/0پلیمرازمیکرولیتر از آنزیم تک
unit/µL5میکرولیتر آب دیونیزه 7/12و

براي PCRپس از انجام واکنش .انجام شد
ِ DNAاطمینان از صحت تکثیر و تعیین میزان 

روي PCRتکثیر شده، الکتروفورز محصولات 
.شدانجام% 2ژل آگارز 

هاي شکلیبه منظور بررسی چگونگی چند
شکلی این جایگاه در این نژاد از روش چند

ي میزان که بر پایهDNAاي رشتهفضایی تک
روي ژل DNAهاي رشتهحرکت تک

براي . استفاده شدآمید استوار استاکریلپلی
میکرولیتر بافر بارگذاري 12این منظور 

، %99د شامل فرمامی(SSCPمخصوص 
EDTA6سیانید مولار، برموفنل و زینول

PCRمیکرولیتر محصول 6یا 5با %) 10

مخلوط و ورتکس شد و سپس در دستگاه 
96دقیقه در دماي 10ترموسایکلر به مدت 

هاي گراد قرار داده شد تا رشتهي سانتیدرجه
DNAهاي واسرشت نمونه. واسرشت شوند

ار گرفتند تا دقیقه روي یخ قر10شده به مدت 
هاي مکمل جلوگیري از اتصال مجدد رشته

براي مشاهده الگوهاي باندي از تانک . شود
با Bio Radالکتروفورز عمودي شرکت 

8×20× 1/0اي به ابعاد صفحات شیشه
. استفاده شد% 12آمید متر و ژل اکریلسانتی

و بافر PCRبه این ترتیب که مخلوط محصول 
هاي درون چاهکSSCPبارگذاريِ مخصوص 
ها سپس الکتروفورز نمونه. ژل بارگذاري شدند

300ساعت و با اختلاف پتانسیل 21به مدت 
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گراد و با بافر درجه سانتی4ولت در دماي 
)X5/0(TBEنهایت در. انجام گرفت

آمیزي ژل جهت مشاهده الگوهاي باندي رنگ
نقره طی سه مرحله تثبیت، به روش نیترات

آمیزي تا و رنگگذاري و ظهور انجام شدلکه
.)2(ظهور باندها ادامه یافت 

هاآنالیز آماري داده
براي تعیین ارتباط بین الگوهاي ژنوتیپی از 

قبل از آنالیز . آنالیز واریانس استفاده شد
واریانس باید از نرمال بودن صفات اطمینان 

.حاصل نمود
هاي مربوط به نرمال بودن توزیع باقیمانده

ر جمعیت مورد بررسی با استفاده از هر صفت د
و آماره Univariateبا رویهSAS 9.1برنامه 
براي نرمال کردن .بررسی شد1ویلک-شاپیرو

و رویهSAS 9.1افزار ها با کمک نرمداده
transreg مقدار لامبدا) ( برآورد و در فرمول

.زیر قرار داده شد


 1

)()(  xX n

Xn :داده نرمال شده،x :النرمداده غیر :
است و + 5تا - 5مقدار لامبدا که معمولاً از 

. توان این دامنه را تغییر دادمی
ها براي پس از تعیین ژنوتیپ تک تک دام

جایگاه مورد بررسی، این اطلاعات به همراه 
هاي مربوط به تولید شیر،  درصد پروتئین، داده

هاي بدنی وارد درصد چربی و تعداد سلول
ها شد و بعد از تنظیم دادهEXCELافزار نرم

و رویه SAS 9.1افزار افزار، از نرمدر این نرم
GLMبراي . ها استفاده شدبراي آنالیز داده

box coxها نیز از روش سازي دادهنرمال

DGAT1در این آزمایش اثر ژن .استفاده شد

گذار بر صفت تولید به عنوان عامل ثابت تأثیر
ن، درصد چربی و تعداد شیر، درصد پروتئی

هاي بدنی شیر در معادله مدل قرار داده سلول
هاي مشاهده به این صورت که ژنوتیپ. شد

اثر سن، سال زایش و ماه DGAT1شده ژن 
رکوردگیري به عنوان عامل ثابت و اثر وزن به 

سایر . عنوان کواریت در مدل قرار داده شد
یل  عوامل نیز در مدل قرار گرفتند ولی به دل

. دار نبودند از مدل حذف شدنداینکه معنی
معادله مدل استفاده شده براي آنالیز واریانس 

:به صورت زیر بود
:مدل آماري

Yijklm  = µ+ Ai + Gj + Yk + Ml + b

(Wijklm - W) + eijklm

هر یک از مشاهدات مربـوط  :Yijklmدر آن که
، درصد چربی، پروتئین و میـزان  مقدار شیربه 

.هاي بدنیسلول
µ :میانگین صفت در جامعه

Ai : اثرi حیوان هنگام زایشامین سن
Gj : اثرjامین ژنوتیپ)DGAT1(
Yk :اثرkامین سال زایش
Ml : اثرlامین ماه رکوردگیري

b :   ضــریب تابعیــتY ازW)هـــا در وزن دام
)هنگام زایش

Wijklm :حیوان هنگام زایشوزن
W :ا در هنگام زایشهمیانگین وزن دام

eijklm :اثر عوامل باقیمانده

1- Shapiro-Wilk
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نتایج و بحث
و اطمینان از DNAپس از استخراج 
و % 1ژل آگارزتوسطکیفیت و کمیت آن 

روش اسپکتروفتومتري، قطعه مورد نظر تکثیر 

استفاده از نشانگر وزن مولکولی استاندارد . شد
ت تکثیر قطعه صحPCRدر کنار محصولات 

نظر را تأیید نمودجفت بازي مورد309
).1شکل (

جفت بازي حاصل از تکثیر ژن دي آسیل گلیسرول آسیل ترانسفراز روي ژل آگارز 309الکتروفورز قطعه -1شکل 
.تفاده شداندازه قطعه تکثیري اسجفت بازي براي تعیین50نشانگر اندازه . استکنترل منفی 1نمونه شماره %). 2(

SSCP ژن 17اگزونDGAT1

جفت بازي حاصل از 309محصولات 
اي اي پلیمراز، بعد از تک رشتهواکنش زنجیره

روي ژل اکریل آمید SSCPشدن به روش 

وجود چهار SSCPنتایج . الکتروفورز شدند
الگوي(45/0با فراونی الگوي باندي متفاوت

06/0، )2گوي ال(24/0، )3الگوي (25/0، )4
). 2شکل (را نشان داد )1الگوي (

PCRمحصولاتSSCPحاصل از DGAT1جفت بازي 309الگوهاي باندي ژن - 2شکل 

چند 2004کاپ و همکاران در سال 
شکلی این ژن در نژادهاي هلشتاین فریزین را 

در بررسی دیگري).9(گزارش کردند 
ندي ــبومی هژادهاي ــراً روي نــه اخیــک

)Barbari, Beetal ,Ganjam ( در مقایسه با
307نژاد بز خارجی صورت گرفت یک قطعه 

، 16، اگزون 15در ناحیه اینترون جفت بازي 
بزهاي DGAT1ژن 17و اگزون 16اینترون 
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کهشد، آنالیز SSCPبومی با روش 
طوريه دهنده تنوع در این سه نژاد بود، بنشان
در Aآللو Ganjamدر نژاد CوAآللکه 

،Barbariدر نژاد Bآللو Beetalنژاد 
این تفاوت الگو که ناشی از).16(مشاهده شد

نظر با در قطعه موردSNPوجود احتمال
دهد که این فراوانی متفاوت است، نشان می

شکلی بالایی داراي چنداین جایگاه نژاد در
ها از این چند شکلیتوان با استفادهاست و می

از این ژن کاندید تولیديا صفات و ارتباط آن ب
هاي اصلاحی، جهت انتخاب استفاده در برنامه

.کرد
DGAT1مورفیسم ژن تجزیه واریانس اثر پلی

بر صفات عملکرد شیر
ویلک نشان داد که صفات -آماره شاپیرو

مربوط به تولید شیر در جمعیت بز مهابادي 
ر دابه دلیل معنی. نبودندداراي توزیع نرمال 
ویلک در این آزمون -بودن تست شاپیرو

)01/0P و به box coxسازي با روش نرمال)>
نتایج . انجام گرفتSAS 9.1افزار کمک نرم

شده ارائه1ها در جدول آزمون نرمال داده

شود، چنانچه در جدول زیر مشاهده می. است
ویلک -ها آماره شاپیروسازي دادهبعد از نرمال

ها دهنده نرمال بودن دادهدار نشد و نشانمعنی
.باشدمی

بعد از (حداقل مربعات میانگینمقایسات
در جمعیت بز مهابادي نشان ) سازينرمال

بر مقدار DGAT1دهد که اثر جایگاه ژن می
01/0P(شیر و صفت درصد چربی شیر )>

)5/0P<(باشد دار میمعنی) مقایسه ). 2جدول
مربعات نشان داد که الگوي میانگین حداقل

سه بیشترین میزان تولید شیر و الگوي یک 
این .بیشترین مقدار درصد چربی شیر را داشت

هایی که توسط ولر و همکاران نتایج با بررسی
را بر DGAT1انجام شده و اثر جایگاه ) 17(

صفات تولید شیر در گاوهاي نر هلشتاین 
در .دار گزارش کردند مطابقت داردمعنی

بررسی دیگري که توسط خراتی و همکاران 
روي DGAT1صورت گفت اثر جایگاه ) 11(

چربی شیر تصحیح شده براي دو بار دوشش و 
روز را 305پروتئین تصحیح شده براي 

.دار گزارش کردندمعنی

ها براي صفات تولید شیرنتایج آزمون نرمال باقیمانده-1جدول
Pارزش ویلک-شاپیروآمارهصفت

995627/0127/0تولید شیر
988042/0401/0درصد چربی

991211/0669/0درصد پروتئین
990356/0142/0هاي بدنیتعداد سلول
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DGAT1ژن 17تصحیح شده الگوهاي مختلف اگزون )±SE(مقایسه میانگین حداقل مربعات- 2جدول 

الگوهاي ژنوتیپی
صفت

الگوي یک
)نمونه20(

الگوي دو 
)نمونه19(

الگوي سه 
)نمونه5(

الگوي چهار 
)نمونه35(

)گرم(مقدار شیر:  **( 41/13 ± 74/0 )b( 54/13 ± 62/0 )
b

( 45/15 ± 73/0 )
a

( 56/13 ± 54/0 )
b

) درصد(چربی شیر:  *( 33/1 ± 29/0 )
a

( 43/0 ± 25/0 )
b

( 79/0 ± 29/0 )
b

( 48/0 ± 22/0 )
b

ns :49/0±49/0003/0±49/0004/0±49/0003/0±004/0)درصد(پروتئین شیر

ns :07/4±29/425/0±71/334/0±47/429/0±34/0+هاي بدنیتعداد سلول

ns،**،* شیرلیتریلیتعداد سلول به ازاي هر مودار ژن بر صفت در سطح احتمال یک و پنج درصددار و معنیترتیب اثر غیر معنیبه: +و.

یک جایگزینی دو ) 6(گریسارت و همکاران 
ژن هشتحفاظتی را در اگزون نوکلئوتیدي غیر

DGAT1 پیدا 10434و 10433در نقاط
آمینه در کردند که باعث جایگزینی یک اسید

شد و داراي گاوي می232DGAT1موقعیت 
واریته . بودیک اثر بزرگ روي چربی شیر

با چربی بالا مرتبط بود K (DGAT1(لایزین 
آن با افزایش ) A(که واریته آلانین در حالی

کپنک و .تولید شیر و پروتئین همراه بود
گزارش کردند که ارتباط )10(همکاران

ها و تولید شیر و درصد داري بین ژنوتیپمعنی
که توسط يگریدیدر بررس. چربی وجود دارد

در ریشدیصفات تولبرصادقی و همکاران 
نینر هلشتايگاوهاجایگاه اگزون هشت روي 

نیشتریبکه صورت گرفت نشان داده شد رانیا
روهمربوط به گنیو پروتئریشدیمقدار تول

تفاوت گاهیجانیدر ایبود ولAAیکیژنت
یچربدیتوليها براپیژنوتنیبيداریمعن

نیز ) 1(بانوس و همکاران ).15(وجود نداشت
انجام DGAT1ژن 8اگزونه رويدر بررسی ک

نیزیبه لانیآلانرییتغدادند دریافتند که 
)K232A (و کاهش ریشدیبا کاهش تول

.همراه استریشیچربشیو افزاریشنیپروتئ
روي ) 8(در بررسی که توسط ایوان و همکاران 

ارتباط جایگاه اگزون هشت انجام شد 
شیر، درصد ها و تولید داري بین ژنوتیپمعنی

با توجه به.وجود داشتSCCچربی شیر و 
و جایگاهایندر چند شکلی ژنتیکی وجود 
بیانگر این است که با صفات تولیدآنارتباط 

توان از این ژن کاندید به عنوان یک احتمالاً می
هاي اصلاحی و انتخاب ابزار مفید در برنامه

.استفاده کرد
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Polymorphisms in Exon 17 of DGAT1 Gene and Its Association with
Milk Production Traits in Mahabadi Goat Breed Using PCR-SSCP

Zahra Azizi1, Hossein Moradi Shahrebabak2, Mohammad Moradi Shahrebabak3

and Aboalfazl Zali4

Abstract
Diacylglycerol transferase is a microsome enzyme that plays an important role in

glycerol lipid metabolism. The acyl CoA-diacylglycerol- acyltransferase 1 (DGAT1) is
considered to be the key enzyme in controlling the synthesis of triglycerides in
adipocytes. This enzyme catalyzes the final step of triglyceride synthesis (transform
triacylglycerol (DAG) into triacylglycerol (TAG). The present study has been designed
to determine polymorphism in exon 17 of DGAT1 gene and their association with milk
production traits in Mahabadi goat breed using PCR-SSCP. Blood sample were
collected from 79 Mahabadi from research station of Animal Science Department at
University of Tehran. DNA was extracted according to optimized salting out method.
DNA quality and quantitative was determined with spectrophotometer and 1% agarose
gel. A Fragment from exon 17 of DGAT1 gene was amplified using the polymerase
chain reaction and SSCP technique was used to analyze polymorphism in this segment
of DNA. PCR products were run in 12% polyacrylamide gel electrophoresis and were
stained with silver nitrate. In overall, four SSCP patterns were observed with frequency
of 0.25(1), 0.24(2), 0.06(3) and 0.45(4), respectively. The findings showed that DGAT1
gene had significant effect on milk production (P<0.01) and fat percent (P<0.05).
Comparison of LS means showed that pattern 3 had the most effect on milk production
(P<0/01) whereas pattern 1 was more effective on fat percentage (P<0/05).
Polymorphism of DGAT1 gene and its relationship with milk trait indicated that it
probably can be useful in marker assisted selection and breeding programs.

Keywords: DGAT1, Polymorphism, PCR-SSCP, Mahabadi goat, Milk trait
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